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Canlilar, yasam dongiilerinin belirli evrelerinde hastaliklar, kazalar ve
yaslanmanin etkisiyle baz1 doku ve organlarinda islev kaybi yasamaya baslar. Bu
sorunlar beraberinde iskelet sisteminde olusan sikintilar1 da getirmektedir
Kemiklerde olusan catlaklar, kiriklar veya uzuvlarin tamamen kaybedilmesine
kadar gidebilen ciddi saglik sorunlar1 bu problemlerden bazilaridir. Bu sikintilarin
giderilmesinde biyomalzemeler ve doku miihendisligi uygulamalart biiyiik rol
oynamaktadir. Kullanilan biyomalzemeler hasarli dokuya destek saglayacak
sekilde hazirlanabildigi gibi hasarli dokunun yerini alip dokunun bulundugu
bolgede tedaviyi baglatabilecek 6zelliklere de sahip olabilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda kemik doku miihendisligi ve hasarli kemik dokularinin
tedavisinde kullanilan biyoaktif camlar sol-jel yontemi kullanilarak sentezlenmistir.
Calismada katki malzemeleri olarak dogal bir silika kaynagi olan diatomlar igeren
tortul bir kayag tiirii olan diatomit ve alumina nanopartikiilleri kullanilmistir.
Uretilen toz numunelerin karakterizasyonlar1 yapilmis, ardindan bu numunelerle
polimer silinger kopyalama yontemi kullanilarak kemik doku iskeleleri iiretilmistir.
Doku iskelelerine L1929 hiicre hatt1 kullanilarak biyouyumluluk ve yapay viicut
sivist (SBF) kullanilarak biyoaktivite analizleri yapilmis, yiizey morfolojileri
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. 30 giin siireyle SBF
icerisinde bekletilen doku iskelerinin hepsinin yiizeyinde apatit olusumu
gozlenmistir olup buna ek olarak diatomit ile katkilanmis numunelerde apatit
olusma hizinin ve yogunlugunun daha fazla oldugu tespit edilmistir. SBF’de
bekletilmis olan tiim numunelerin Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi
(FT-IR) sonuglarinda apatit olusumuna karakteristik olan 550-600 cm™! bandi ve X-
Isin1 Difraksiyon (XRD) sonuclarinda 26° ile 32°°de apatitlesmeye 6zgii pikler
gozlenmistir. L1929 hiicre hatt1 ile yapilan kiiltiir ve sitotoksisite caligmalari
sonucunda malzeme morfolojisinin hiicre tutunmasini destekleyici bir yapida
oldugu gbzlenmis ve malzemelerde uygulama esnasinda negatif etkiye sebep olacak
ciddi bir toksik etkiye rastlanmadigi gortilmistiir.

Calismada  hazirlanan  malzemeler kemik  doku  miihendisligi
uygulamalarinda kullanilacak malzemelerden beklenen Ozellikleri fazlasiyla
gostermis olup biyoaktif cama yapilan katkilar ile malzeme 6zelliklerinin arttirilmis
olmastyla tezin amacina uygun nanokompozit malzemeler tiretilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: BIiYOAKTIF CAM, KEMiK DOKU ISKELESI,
DIATOMIT, DOKU MUHENDISLIGI
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Throughout their life cycles, organisms experience functional loss in some
tissues and organs due to diseases, accidents, and the effects of aging. These issues
often lead to problems within the skeletal system, such as cracks, fractures, or even
the complete loss of limbs. Addressing these problems, biomaterials and tissue
engineering applications play a significant role. Biomaterials used can be designed
to support damaged tissue or replace it and initiate the healing process in the
affected area.

In this research, bioactive glasses used in bone tissue engineering and the
treatment of damaged bone tissues were synthesized using the sol-gel method.
Diatomite, a sedimentary rock containing diatoms, which is a natural silica source,
and alumina nanoparticles were used as additives. The produced powder samples
were characterized, and then bone tissue scaffolds were fabricated using the
polymer sponge replication method. Biocompatibility and bioactivity analyses of
the scaffolds were conducted using the 1.929 cell line and simulated body fluid
(SBF), and their surface morphologies were examined with Scanning Electron
Microscope (SEM). After keeping the scaffolds in SBF for 30 days, apatite
formation was observed on the surface of all scaffolds. Additionally, it was found
that samples with diatomite exhibited a higher rate and density of apatite formation.
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) of the samples in SBF showed
the characteristic 550-600 cm™ band for apatite formation, and X-Ray Diffraction
(XRD) results showed peaks specific to apatite at 26° and 32°. Culture and
cytotoxicity studies with the L.929 cell line indicated that the material morphology
supports cell adhesion and showed no significant toxic effects during application.

The materials prepared in this study demonstrated the desired properties for
use in bone tissue engineering applications. The additives to the bioactive glass
enhanced the material properties, resulting in the successful production of
nanocomposite materials aligned with the thesis objectives.

KEYWORDS: BIOACTIVE GLASS, BONE TISSUE SCAFFOLD,
DIATOMITE, TISSUE ENGINEERING
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1. GIRIS

1.1 Klinik Problem ve Tezin Amaci

Kemik {istiin rejeneratif 6zelliklere sahip olan ve canlilarin hayatlar1 boyunca
stirekli olarak kendisini aktif olarak modelleyen bir doku tiiriidiir (Stevens 2008). Bu
rejeneratif 6zellikler canlilarin kemik dokusunda meydana gelen bir¢ok doku hasarinin
cerrahi bir miidahaleye gerek kalmadan kendi kendine iyilesebilmesi anlamina da
gelmektedir. Canlilar yasam dongiilerinin belirli zamanlarinda hastaliklar, kazalar
veya tamamen yasa bagli dogal etkenler sebebiyle bazi doku ve organlarinda
islevsizlikler yasamaya baslamaktadir. Ozellikle tiimorler ve ciddi kazalar viicutta
dokunun kendi kendisini tedavi etmesine olanak tanimayacak derecede deformasyona
sebep olmaktadir (Porter ve dig. 2009). Her y1l bir¢ok insan kemik hastaliklar1 ve doku
kayb1 sebebiyle cerrahi miidaheleye ihtiyag duymaktadir ve uygun tedavi
uygulanmadiginda bu kisiler hayatlarim1  kaybedebilmektedir (Murugan ve
Ramakrishna 2004). Kemiklere yapilan ortopedik cerrahi miidahalede en yaygin
kullanilan yontemler olan otogreft ve allogreft donor veya hastadan alinan bir parganin
hasarlt dokunun bulundugu bélgeye naklidir ve tipta bu alandaki giincel altin standart
uygulamadir (Cypher ve Grossman 1996). Otogreft ve allogreft tedavilerinin
dezavantaji donor bolgedeki morbidite ve bolgeden toplanabilecek greft miktarinin
yetersizligidir (Baldwin ve dig. 2019). Bu dezavantajlar kemik doku miihendisligi
uygulamalarinin 6niinii agmistir. Kemik doku miihendisligi uygulamalari viicuttan
doku alinmadan tedavi uygulanabilmesi acisindan otogreft ve allogrefte bir alternatif
olmustur (Chiara ve dig. 2012). Bu uygulamalar temel olarak biyoloji, fizik ve
mithendisligin temel ilkelerini birlestirerek bir tedavi yontemi olusturmayi
amaglamaktadir (Porter ve dig. 2009, Liu ve dig. 2019). Hasarli dokuyu yeniden
modellenmesi veya kemikteki deformasyonun onarilmasi i¢in doku iskeleleri, hiicreler
ve biiyiime faktorleri tek olarak veya toplu bir sekilde kullanilabilir (Bahraminasab ve
dig. 2021, Manzini ve dig. 2021). Doku iskelelerinin kullanilmasindaki temel amag bir
kemigin sahip oldugu kompleks yapiy1 viicut igerisinde olabilecek en uygun sekilde

simiile edip hasarli bolgenin onarilmasini saglamaktir. Doku hasarmin tedavisinde
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doku iskelelerinin kemik gelisimini arttirict 6zellikleri literatiirde kabul gérmiis olsa
da bu yapilarin gelistirilmesi {izerine ¢aligmalar devam etmektedir. Iskeleler kemik
gelisimini mikro ve makro boyutta arttirip hiicresel aktiviteyi destekleyici gorev
gorseler de bu sistemlerin viicut igerisine uygulanmasinda hala zorluklarla
karsilasilmaktadir (Manzini ve dig. 2021). Iskele yapilarinin sahip oldugu zayif
mekanik dayanim ve tedavi bolgesinde gosterdikleri inflamatuar etki bu zorluklardan
bazilaridir (Pereira ve dig. 2020). Biyoaktif camlar kemik doku iskelelerinin
tretiminde kullanilan biyomalzemelerden birisidir (Rahaman ve dig. 2006).
Gelistirilmesi 1960’larin sonunda olan bu malzeme giinlimiizde hem ortopedi hem de
dental alanda aktif olarak klinik uygulamalarda kullanilmaktadir (Jones 2013, Cannio
ve dig. 2021). Genel olarak incelendiginde biyoaktif malzemelerin amaci
uygulandiklar1 bolgede tedaviyi biyolojik aktiviteyi uyarmasi ve bunun sonucunda
dokuyla bir baglanti saglamaktir (Mocquot ve dig. 2020). Giiniimiizde hala biyoaktif
camlarin sahip olduklar1 Ozellikleri gelistirmek i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir.
Ozellikle hazirlanan biyoaktif camlarin iiretim asamasinda igerisine farkli katkilar
eklenerek hazirlanan kompozit malzemelerle birgok farkli biyoaktif cam tiirii
olusturulmus, orijinal 45S5 Bioglass® ile birlikte S53P4 BonAlive® ve borat tabanl
13-93B3 biyoaktif camlari ortopedi ve discilik alanlarinda klinik testlere tabi
tutulmustur (Rahaman ve dig. 2011, Cannio ve dig. 2021).

Diatomit, fotosentetik Okaryotik mikroalgler olan diatomlarin koruyucu bir
tabaka olarak olusturduklar1 yapilarin birikmesi ile olan dogal bir silika malzemesidir
(Tamburaci ve Tihminlioglu 2017, Génenmis ve Ozcan 2022). Sahip olduklar1 essiz
morfolojik yap1 ve gdzeneklilikleri sebebiyle diatomlar oldukg¢a genis bir kullanim
alanma sahiptir (Aw ve dig. 2012). Bu alanlara 6rnek olarak optik, katalizleme,
filtrasyon, protein ayrimi, fotonik verilebilir (Parkinson ve Gordon 1999, Fuhrmann
ve dig. 2004, Lopez ve dig. 2005, Losic ve dig. 2009). Son yillarda bu malzemelerle
ilag tastyici sistemlerin ve kemik doku iskelelerinin hazirlanmasi tizerine de ¢alismalar

mevcuttur (Aw ve dig. 2012, Mustafov ve dig. 2020, Ozcan ve dig. 2022).

Alimina (Al203) aliminyum hidroksitin termal dehidrasyonu ile
iiretilmektedir (Kaur ve dig. 2020). Karmasik bir yapiya ve uygulanan 1s1l isleme baglh
olarak degisiklik gdsteren farkli polimmorfik fazlara sahiptir. Ozellikle nano boyutta

incelendigi zaman gosterdigi essiz biyouyumluluk ve biyomekanik 0Ozellikler



sebebiyle aliimina tabanli kompozitler, biyomedikal uygulamalarda onemli bir
malzeme olmustur (Rahmati ve Mozafari 2019). Literatiirde de nano aliiminanin farkli
malzemelerin mekanik dayanimlar1 {izerindeki etkisinin incelendigi ve olumlu
sonuglar alindig1 birgok calisma bulunmaktadir (Li ve dig. 2006, Parsaei ve dig.

2023).

Bu tez c¢alismasinin amaci, kemik doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilmak tizere diatomit ve nano aliimina ile katkilanmis nanokompozit biyoaktif
cam numuneleri hazirlayip bu katki malzemelerinin biyoaktif camlar iizerinde
etkilerinin farkli analiz yontemleri ile incelenmesi ve buradan elde edilen sonuglarin
raporlanmasidir. Calismada bir tanesi tamamen katkisiz olmak tlizere (BG) 4 farkh
cesit biyoaktif cam olusturulmustur. Kalan 3 numune diatomit katkili (BGD), nano
alimina katkili (BGA) ve hem diatomit hem de nano aliimina katkili (BGDA)
biyoaktif camlar1 sol-jel yontemiyle hazirlanmistir. Bu siiregte hazirlanmis olan
biyoaktif camlarin analizlerinin yapilmasi adina polimer slinger kopyalama yontemi

ile doku iskeleleri olusturulmustur.

Calismayla alakali literatiir ve genel bilgiler, tez siirecinde yapilan ¢aligmalar
ve deneysel siirecin optimizasyonu, hiicre kiiltiirii ve karakterizasyon siirecinde elde
edilen sonuclar, bu sonuglarin yorumlanmasi ve tez konusuyla alakali Oneriler

ilerleyen boliimlerde sunulmustur.

1.2 Literatiirdeki Calismalar

Herhangi bir doku veya organin kullanilamaz duruma gelmesi ciddi bir saglik
sorunudur. Tipta yapilan gelismeler sayesinde insan 6mrii her gegen giin uzamaktadir
ancak teknoloji her ne kadar gelisse de doku ve organlarda kazalar ve yagliliktan
kaynakli olusan bozulmalarin 6niine gegilememistir. Doku miihendisligi alaninda bu
soruna ¢oziim bulmak i¢in her gecen giin yenilikler bulunmakta, hazirda mevcut olan
biyomalzemelerin gelistirilmesine yonelik ¢alismalar devam etmektedir. Doku
mithendisliginin bir alt dali olan kemik doku miihendisligi alaninda bu probleme
yonelik bir¢ok malzeme gelistirilmistir. 45S5 Bioglass® 1971 yilinda Hench
tarafindan kemikle bag kurabilen ilk sentetik malzeme olarak raporlanmistir (Hench

2006). Geleneksel kabul edilen ergitme yontemiyle yapilan biyoaktif cam sentezinden
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sonra sol-jel yontemiyle biyoaktif camlar gelistirilmis ve analizleri raporlanmistir (Li
ve dig. 1991). Bu kesiften sonra giiniimiize kadar farkli yontemlerle farkli katki
maddeleri iceren bir¢ok biyoaktif cam tiirii gelistirilmis ve analizleri yapilmistir.
Yapilan bir calismada S70C30 olarak kodlanmis ve yaklasik %70 SiO; igeren biyoaktif
camlar sol-jel yontemiyle iiretilip analizleri yapilmistir ve sonuglar 45S5 Bioglass®
ve 58S biyoaktif caminin sonuglar ile karsilastirilmistir. Calismada malzemelere
yapilmis olan FT-IR analizleri ICP analizi ile elde edilen verileri dogrulamis olup
malzemelerin SBF igerisinde 3 ile 6 saat arasinda apatit yapisi olusturdugunu
gostermistir. Bu sonuglar hazirlanan S70C30 biyoaktif caminin 45S5 Bioglass® ve
58S biyoaktif camu ile karsilastirilabilir oldugunu gostermektedir (Saravanapavan ve
dig. 2003). Ilerleyen siiregte sol-jel yontemiyle iiretilmis mikro boyuttaki biyoaktif
camlardan nano boyutta biyoaktif camlarin sentezine yonelik ¢alismalar yapilmstir.
Bir ¢aligmada 1slak bilyali frezeleme yontemi ile mikro boyuttaki sol-jel biyoaktif
camlar1 yaklagik olarak 20-70 nm arasindaki boyutlara kadar diisiiriilmiistiir (Chen ve
dig. 2008). Biyoaktif camlar tizerinde yapilan temel ¢calismalardan sonra aragtirmacilar
bu malzemeye farkli malzemeler katkilamaya baslamis ve biyoatif camlarin
Ozelliklerini arttirmaya yonelik kompozit malzemeler olusturmaya baslamislardir.
Baska bir calismada ise biyomedikal alaninda kullanilmak {izere ¢inko ile katkilanmig
nano biyoaktif camlar mikro emiilsiyon destekli sol-jel yontemiyle tretilmistir.
Calismada yaklagsik olarak 130 nm boyutunda kiire seklinde biyoaktif cam partikiilleri
tiretilmistir. Caligmadaki nano biyoaktif camlarin analizleri sonrasinda katkilanan
c¢inkonun malzeme sitotoksisitesini hicbir sekilde etkilemedigi ve osteoblast
hiicrelerinin biiyiimesini desteklerken, malzemenin protein adsorbsiyon degerlerini de
yiikselttigi gdzlemlenmistir (Nescakova ve dig. 2019). Benzer bir ¢alismada biyoaktif
camlar titanyum ve stronsiyum ile katkilanmis ve kemik dokusundaki iyilestirme
hizim1 arttirmak amaglanmistir. Calismada 58S biyoaktif camlarina katkilanan
titanyum ylizdesi %35 ile sabit tutulmak sartiyla katkilanan stronsiyum miktari
kademeli olarak % mol cinsinden %0, %1, %3, %6, %9 ve %12 olarak arttirilmistir.
Calismanin sonunda artan stronsiyum miktarinin 58S biyoaktif camlarinin SBF
icerisinde hidroksiapatit olusturma hizin1 yavaslattigi ancak antibakteriyal etkiyi
arttirdigin1  gézlemlenmistir (Moghanian ve dig. 2021). Bu caligmalar biyoaktif
camlarin genel oOzelliklerinin farkli katki malzemeleri ile arttirilabilecegini ve
malzemelerin  sahip olduklar1 dezavantajlarin  etkilerinin  azaltilabilecegini

gostermektedir. Bu calismalarin yaninda polimer siinger kopyalama yodnteminde
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kullanilan polietilen ve poliiiretan siingerler yerine iskele gézenekliligini degistirmek
amaciyla farkli siinger tiirlerinin kullanildigi ¢alismalar da vardir. Bu ¢alismalardan
birisinde dogal deniz silingerleri kullanilmistir ve sonug¢ yapinin biyoaktivitesi ile
biyomekanik 6zellikleri incelenmistir. Calismada retikule siingerler yerine dogal
stingerler kullanilmasi sebebiyle gdzeneklilik kontrolil saglanamamis olsa da iskeleler
yapay viicut sivisinda incelendiginde bu durumun malzeme biyoaktifligi ve
biyomekanikligi iizerinde fazla etkisi olmadig1 gozlemlenmistir (Boccardi ve dig.

2016).

Biyoaktif camlarin yaninda diatomitin ve alumina nanopartikiillerinin de saglik

alanindaki uygulamalarina yonelik ¢calismalar mevcuttur.

Sonug olarak goriilmektedir ki biyoaktif camlar bir¢ok farkli sablon malzeme
kullanilarak farkli o6zelliklerde doku iskelelerinin iiretilebilecegi, farkli katki
malzemeleri ile sahip olduklar1 6zelliklerde iyilestirmeler yapilmasina miisait, hem
kemik doku miihendisliginde hem de periodontoloji alaninda umut vadeden
malzemeler olup giiniimiizde {izerinde c¢alismalar yapilip gelistirilmeye agik

malzemelerdir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Kemik Doku

Kemik, canlilarin yagamlar1 boyunca kendisini yeniden modelleyen, belirli bir
sekilde organize edilmis spesifik bir yapiya sahip olan bir bag dokusudur (Stevens
2008). Kemik dokusunun canli viicudunda kalsiyum ve fosfat deposu olarak gdrev
alma, yumusak dokuyu koruma, hareket ve destegi saglama gibi fonksiyonlar1 vardir
(Florencio-Silva ve dig. 2015). Viicuttaki diger doku ve organlara goére kemik
dokusunun kendini yenileyici 6zellikleri daha iistiindiir. Bu sayede hasar goéren bir
kemik dokusu hem morfolojik yapt hem de mekanik dayanim agisindan tamamen eski

haline donebilir (Zhu ve dig. 2021).

2.1.1 Kemik Yapisi ve Ozellikleri

Viicuttaki tiim doku ve organlarda belirli bir hiyerarsik diizen mevcuttur, kemik
dokusunda da ayn1 sekilde makro boyutlardan nano boyuta indik¢e kendi igerisinde
degisiklikler gosteren bir diizen vardir (Reznikov ve dig. 2014). Kemigin yapisi
makroskobik boyutta gozenekliligi diisiik olan kortikal kemik ve yiliksek gozeneklilige
sahip olan trebakiiler kemik olarak ikiye ayrilmaktadir ve viicuttaki kemik dokunun
yaklagik %80’1 kortikal, kalan %20’si trabekiiler kemiktir (Ott 2018). Bu iki kemik
tiiri biyolojik olarak aynidir ve farkliliklart mikroyapilari incelendigi zaman ortaya

ctkmaktadir. Kemigin makrodan nanoya dogru olan diizeni Sekil 2.1°de gosterilmistir.



Kolajen Molekiilleri
Siingerimsi Kemik

Lamel Kolajen Fiber Kolajen Fibril

b\ Kemik
[} Kiristalleri

Havers

=i
10-500 um H
3-7 pm
Mikroyap1 Nanoyapi
Makroyap1 Alt Mikroyap1 -~ Alt Nanoyap1 -

Sekil 2.1: Kemigin hiyerarsik yapis1 (Rho ve dig. 1998).

Kemikte heterojen bir dagilim mevcuttur ve bu yapiyr organik matrisle
inorganik mineraller olusturmaktadir (ElHawary ve dig. 2021). Organik matris yapisi
kemigin yaklasik %25°lik kismint olustururken kalan kisim kemik dokusunun
sertligini ve mekanik direncini saglayan inorganik minerallerdir. Kemik dokunun
diger dokulara kiyasla 6ne ¢ikan karakteristik 6zelligi mineralize ekstraseliiler matris
(ECM) yapisidir. Bu yap1 spesifik bir kalsiyum fosfat minerali olan hidroksiapatit
(HA)(Cai0(PO4)s(OH)2) ve tip 1 kollajenden olusmaktadir (Palmero 2016). Kemik
yapisina ait genel kompozisyon Tablo 2.1°de verilmistir, buradaki sayisal degerler

farkli canlilar ve kemik tiirleri arasinda belirli bir miktar artip azalabilmektedir.

Tablo 2.1: Kemigin temel bilesenleri (Palmero 2016).

Bilesen Agirhikca %
Hidroksiapatit 60-70
Kollajen 10-20

Su 9-20

Kollajen olmayan proteinler 3-5

Karbonat ~4

Sodyum ~0,7
Magnezyum ~0,5

Diger inorganik iyonlar (C1-, F-, K" Sr**, Pb**, Zn**, Cu?*, Fe?") | Eser miktarda
Diger organik maddeler (polisakkaritler, lipitler, sitokinler) Eser miktarda




2.1.2 Kemik Doku Hiicreleri ve Ozellikleri

Kemik dokusunda dort cesit hiicre bulunmaktadir. Bu hiicreler sirasiyla
osteojenik hiicreler, osteoblastlar, osteositler, ve osteoklastlardir (Fattore ve dig.

2012).

Osteoprogenitor hiicreler olarak da bilinen osteojenik hiicreler kemik dokunun
bliylimesi ve onariminda 6nemli rol oynayan kok hiicrelerdir (Kim ve dig. 2020). Bu

hiicreler kemik iligine bulunur ve osteoblastlarla osteositlerin 6ncii hiicreleridir .

Osteoblastlar kemikteki protein matrisin sentezinden sorumlu yapilardir ve
mezenkimal kok hiicrelerinin farklilagsmasi sonucu olusurlar (Blair ve dig. 2017).
Osteoblastlarin kemik yiizeyindeki lokasyonlar1 ve sahip olduklar1 yuvarlak sekil
sayesinde tanimlanmalar1 oldukga basittir. Yetiskin hiicrelerde kendi hazirladiklari
matris yapiyla ¢evrelendikleri zaman farklilagarak osteositleri olustururlar (Ponzetti ve

Rucci 2021).

Osteositler kemigin olusumunda mineralizasyona ugramamis olan matris
yaptyla ¢evrelenmis osteoblastlardir ve viicuttaki yetiskin kemik hiicrelerinin %90’ 11
olustururlar (Schaffler ve dig. 2014). Osteoblastlardan osteositlere doniisiim siireci
yaklagik {i¢ giin siirer, doniisiim siiresinde hiicre kendi hacminin ii¢ katina yakin bir
biiyiikliik hiicre dig1 matris tiretir (Pazzaglia ve dig. 2014). Osteositler, osteoklastlar
kemigin modellenmesi gereken lokasyona yonlendirip osteoblastlarin iirettigi kemik
matrisinin olusumunu kontrol ederek kemik olusumu ve yeniden modellenme

stirecinde kilit rol oynarlar (Mellon ve Tanner 2012).

Osteoklastlar yaklasik iki haftalik bir yasam siiresi olan ve eski kemiklerin
rezorpsiyonundan sorumlu hiicrelerdir (Salo ve dig. 1997). Eski kemiklerin emilimi
yeni kemiklerin olusumu ve yapilandirilmasi i¢in 6énemli bir siirectir. Bu dort hiicre

tiiriiniin temsili morfolojik goriintiileri Sekil 2.2°de mevcuttur.



Sekil 2.2: Kemik doku hiicreleri. Sirastyla; osteositler, osteoblastlar, osteojenik hiicreler ve
osteoklastlar (Ansari ve Sheikh 2022).

2.1.3 Kemik Doku Zedelenmesi, Enflamasyon ve Iyilesme Siireci

Kemikler canlilarin yasamlar1 siiresince maruz kaldiklar1 mekanik strese ve
stres kiriklarina karst koyabilmek icin siirekli olarak bir yeniden modelleme
stirecindedirler (Loi ve dig. 2016). Kemiklerin sahip oldugu kendini iyilestirebilme
kapasitesi diger dokulara gore oldukea fazladir ve bu sebeple kemik dokusunda olusan

bir¢cok zedelenme herhangi bir yara dokusu olugsmadan iyilesmektedir.

Kemikte iyilesme siireci primer ve sekonder olmak {izere iki ¢esit iyilesme
gerceklesmektedir. Primer iyilesme nadir goriilen bir durumdur ve bu siire¢ kemigin
yeniden modellenmesi ile benzerlik gosterir. Osteoklastlar kemik rezorpsiyonunu
gerceklestirir ve yaranin bir ucundan digerine, kan damarlarinin olusumuna izin
verecek sekilde bir tiinel olusturur ve bolgede osteoblastlarin olusmasi ile birlikte yeni
kemik olusumu baglar (Claes ve dig. 2012). Primer iyilesme siireci inflamatuar
hiicrelerden bagimsiz gergeklesmektedir ve sisteme bagli bir inflamasyon
gozlemlenmez. Sekonder iyilesme kemik doku hasarinda en yaygin goriilen iyilesme
tiiriidiir, inflamasyon, tamir ve yeniden modelleme olarak ii¢ fazda incelenebilir

(ElHawary ve dig. 2021).



Inflamasyon doku zedelenmesini takiben baslar ve olusan travma sonrasi
bolgedeki kan damarlar yirtilarak hematoma sebep olur. Olusan hematom bdolgede
toplanan inflamatuar hiicreler ve farkl sitokin tiirleri i¢in bir iskele gorevi goriir ve
inflamasyon siirecini baslatir (Walters ve dig. 2018). Inflamasyon siireci hasar
olustuktan 24-48 saat igerisinde pik yapar ve kirik sonrasi yaklasik bir hafta igerisinde

sonlanir.

Hasar sonrasindaki tamir siirecinde ilk iki hafta hafta i¢erisinde birincil kallus
olugmaya baglar, eger kemiklerin uglar1 birbirine degmiyorsa viicut koprii gorevi
gorecek yumusak bir kallus yapisi olusturur (Schindeler ve dig. 2008). Bu siirecte ilk
olarak tip 2 kollajenleri ardindan tip 1 kollajenleri gérev yapar. Burada olusan kallus
miktar1 bolgenin hareketsizligine baglidir (Liu ve dig. 2010). Son olarak bolgedeki

hidroksiapatit sert kemik dokusunun olugsumunu baslatir.

Kemigin modelleme siireci aktivasyon siirecini takip eden bir rezorpsiyon veya
yeniden iiretme siireci olarak iki farkli asamada gergeklesir (Byrne ve dig. 2011).
Aktivasyon siireci modelleme siirecini baglatacaklar osteoblastlar ve osteoklastlarin
hazirlanmas1 ve gorevlendirilmesini igerir. Aktivasyon asamasinin sonrasinda
osteoklastlar eski kemiklerin rezorpsiyonunu yaparken osteoblastlar da yeni kemik

olusumuna gerceklestirir (Lemaire ve dig. 2004).

2.2  Kemik Doku Miihendisligi

Konjenital problemler, tiimorler, travmalar ve osteoporoz gibi durumlardan
kaynaklanan ciddi boyutlarda kemik doku hasarlar1 6nemli tibbi zorluklardandir (Tang
ve dig. 2016, Manzini ve dig. 2021). Bu tarz hasarlarda kemigin kendini iyilestirme
ozelligi yetersiz kalmasi nedeniyle cerrahi miidahale gerektirmektedir (Liu ve dig.
2019). Gliniimiizde kemik dokuyla baglantili hasarlarin tedavisinde dokulara uyumlu,
kemik biiylimesini destekleyen immiinojenik olmayan bir yontem olan otogreft altin
standart kabul edilse de siirekli olarak kemik grefti toplama ihtiyaci nedeniyle ameliyat
stirecinin zorlagsmasi, artan kan, zaman kaybi, genel anestezi ihtiyact ve dondr
bolgedeki morbidite olusma ihtimali biiylik bir endise kaynagidir (Schmidt 2021).
Tedavi i¢in gerekli greftin bagka donérler veya kadavralardan toplandigi allogreft

yontemi otogreftin dezavantajlarini ortadan kaldirsa da hastaya bir hastalik bulasma
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riski, olas1 bir bagisiklik sistemi reaksiyonu ve pahali bir yontem olmasi gibi sebepler
allogreftin de uygun bir alternatif olmadigin1 géstermektedir (Byrne ve dig. 2011). Bu
siirecte tedavi bolgesinde polimer, metal ve seramik tabanli implant sistemlerinin
kullanilmas1 6ne ¢ikmis ancak bu yontem ortopedik cerrahlar tarafindan istenen kemik
ve kikirdak dokunun fizyolojik ozelliklerini geri kazandirmada yetersiz kalmistir
(Manzini ve dig. 2021). Bu gelismeler 15181nda biyoloji, fizik ve miihendisligin beraber
kullanildigr multidisipliner bir alan olan kemik doku miihendisligi uygulamalari dnem
kazanmaya baslamistir (Zafar ve dig. 2015). Kemik doku miihendisliginin temel amaci
hasar gormiis dokunun bir doku iskelesi ile yer degistirilmesi ve hiicrelerle biyolojik

sinyalleri kullanarak dokularin yeniden olusturulmasidir (Leena ve dig. 2017).

2.2.1 Kemik Doku iskeleleri

Kemik doku iskeleleri tedavi siirecinde bolgede mekanik destek saglamalari ve
hiicre biliylimesini destekleyici 6zelliklere sahip olmalar1 sebebiyle kemik doku
miithendisligi i¢in 6nemlidir (Hao ve dig. 2017). Tedavi siirecinde dogal veya sentetik
biyomalzemelerle {iretilmis kemik doku iskelelerine hastanin kendisinden veya bir
donorden alinmisg kemik hiicrelerinin ekimi yapilir, kemigin dogal kosullarini taklit
eden doku iskelesi zamanla biyolojik olarak bozunarak hasarli bolgede yeni bir kemik

dokusu olusturur (Serra ve dig. 2015).

Bugiine kadar yapilmis hi¢bir malzeme kemigin tiim 6zelliklerini miitkemmel
bir sekilde tagimamaktadir. Bu sebepler hazirlanan doku iskelelerinde farkl 6zelliklere
sahip biyomalzemeler kullanilarak malzemelerin gii¢lii yanlarini tagiyan kompozitler

uretilmektedir.

2.2.1.1 Doku iskelelerinde Bulunmas1 Gereken Ozellikler

Biyouyumluluk ve Biyoaktiflik: Biyouyumluluk bir bireyin viicudunda uzun
bir tedavi siireci boyunca kalmasi planlanan malzemelerle ilgili 6nemli bir kavramdir
(Williams 2008). Hazirlanan doku iskeleleri hiicresel aktiviteyi destekleyecek sekilde
tedavi bolgesinde higbir toksik reaksiyona sebep olmadan islevini yerine

getirebilmelidir (Chen ve dig. 2002). Biyouyumluluk ayni zamanda doku miihendisligi
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uygulamalarini allogreft ve otogreft yontemlerinden iistiin kilan 6zelliklerden birisidir,
bunun sebebi bu iki yontemde gerceklesme ihtimali olan dondr reddinin doku

iskelelerinde gerceklesmemesidir (Filippi ve dig. 2020).

Biyoaktiflik, biyouyumlulugun aksine doku iskelelerinde bulunmasi zorunlu
olmayan bir 6zelliktir ancak malzemenin biyoaktif olmasi1 malzemenin dokuyla direk
baglant1 yapmasini ve yiizeyde kemiksi bir apatit tabakas1 olugturmasini saglar ve bu

sebeple kemik iyilesmesini hizlandirici bir etkisi mevcuttur (Oyane ve dig. 2003).

Osteoindiiktivite ve Osteokondiiktivite: Osteoindiiktiflik mekanik uyarilar
veya bimolekiiler yolla yeni kemik dokusunun olusturulmasini tetikleme yetenegidir

(Velasco ve dig. 2015).

Osteokondiiktiflik malzeme yiizeyinde kemik hiicrelerinin hiicre dis1 matriks
olusturmasini ve ¢ogalmasini saglamaktadir, ayn1 zamanda hiicrelerin yap1 yoluyla bir

uctan digerine gociinii destekler (Cornell ve Lane 1998).

Gozeneklilik, Gozenek Capt ve Gozenek Yapisi: Hazirlanan doku iskeleleri
gozenekli yapiya sahip olmalidir. Gézeneklilik hiicrelerin iskeleye daha i1yi niifuz
etmesini saglar ve iskelenin hasarli dokunun uglar1 arasinda bir koprii gérevi gérmesini
saglar. Iskelenin gdzenekli bir yapiya sahip olmasi metabolik atiklarin, besinlerin ve
oksijenin transferine izin verir, vaskiilarizasyonu arttirir (Loh ve Choong 2013). Bir
kemik doku iskelesinde ideal seviyede hiicre baglanmasi ve doku olusumunun
gozlenmesi i¢in gézeneklilik orant %90’a yakin ve gozenek g¢ap1 ise 300-500 um

olmalidir (Chen ve dig. 2008).

Mekanik Performans: Kullanilan doku iskelesinin elastisite modiilii, ¢ekme
mukavemeti, kirilma toklugu gibi mekanik 6zellikleri cerrahi miidahalenin yapilacagi
bolgeye miimkiin oldugunca yakin olmalidir (Mitsak ve dig. 2012). Bu 6zellikler ayni
zamanda malzeme biyobozunurlugu ile alakalidir ¢linkii biyobozunma siirecinde
malzeme olusacak mekanik ozellik degisimi kemik iyilesmesini negatif yonde

etkilememelidir (Chandra ve Pandey 2020).

Biyobozunurluk: Hazirlanan doku iskeleleri kemik doku olusumunu negatif
etkilemeyecek sekilde biyolojik olarak bozunmalidir. Biyobozunmanin kontrol

edilebilecek bir oranda olmasi yeni doku olusumuna olanak verecektir. Iskelenin
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beklenen tedavi siiresinden kisa veya uzun siirede bozunmasi1 bolgedeki iyilesme

stirecini negatif etkiler (Rezwan ve dig. 2006).

Hiicre Aktivasyonu: Doku iskelelerinde kullanilan malzemelerin ortamdaki
hiicre baglanmasini, ¢ogalmasint ve kemik doku olusum hizim1 pozitif yonde
etkileyecek sekilde farklilasmasini destekleyici Ozelliklere sahip olmalar

gerekmektedir (Filippi ve dig. 2020).

Ticarilesmeye Uygunluk: Uriin odakli olarak ¢alisiimasi halinde kullanilan
malzemelerin ve iskelelerin {iretim siirecinin ticarilesmeye uygun olmasi da zorunlu
olmayan ancak miihendislik kavramlart acgisindan tercih edilmesi gereken
ozelliklerdir. Hazirlanan malzemenin fabrikasyonu malzeme maliyetini azaltacaktir.
Pahali malzemeler ve yontemler gerektiren, coklu bir sekilde iiretimi yapilamayan
doku iskeleleri gliniimiizde standart kabul edilen yontemlere kiyasla olagantistii bir

basar1 gostermedikleri takdirde tercih edilmeyecektir.

Yukarida verilmis olan bilgilerle birlikte basarili bir kemik doku iskelesinden

beklenen o6zellikler Tablo 2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2: Bir doku iskelesinin sahip olmasi gereken 6zellikler (Chen ve dig. 2008).

Iskeleden beklenen 6zellikler Ozelliklerin tedaviye faydalari
Biyouyumluluk Toksik etki gézlemlenmeyen tedavi imkani sunar
Biyoaktiflik Kemik doku olusumunu hizlandirir
Osteoindiiktivite Osteoblast olusumu hizlanir, yeni kemik olusumu

tetiklenir
Osteokondiiktivite Hiicreler daha iyi baglanir ve ¢ogalir, kemik

biiylimesi desteklenir

Gozeneklilik Iskeleye daha iyi niifuz eden hiicreler, daha iyi bir

doku olusumu ve bolgeler arasi substrat transferi

Mekanik Ozellikler Tedavi bolgesindeki mekanik etkilere dayanir

Biyobozunurluk Kontrolli olmasi halinde tedavi siiresi diger

yontemlere gore olabilecek en iyi slirede tamamlanir

Hiicre Aktivasyonu Daha iyi hiicre baglanmasi, ¢ogalmasi ve
farklilagmasi
Ticarilesmeye Uygunluk Coklu tiretilen ucuz malzemeler, ucuz tedavi imkéan
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2.2.1.2 Doku iskelesi Uretim Yontemleri

Doku miihendisligi ¢aligmalar siiresince bir¢ok farkli iskele liretme yontemi
bulunmustur, her yontemin kendine 6zgii avantajlar1 ve dezavantajlari mevcuttur. Bu
yontemler farkli sekillerde ve belirli bir gdozenek boyutuna sahip doku iskeleleri
tiretmek i¢in kullanilmaktadir ancak spesifik bir lokasyona yonelik iskele iiretiminde

kullanim alanlar1 sinirlidir (Dutta ve dig. 2017, Suamte ve dig. 2023).

Sol-Jel Yontemi: Sol-jel sentezi direkt olarak seramik ve cam malzemelerin
tiretiminde kullanilmast ve kopiiklendirici yontemlerle jelden direkt olarak doku
iskelelerinin olusumuna olanak tanidigi i¢in doku miihendisligi uygulamalarinda
avantajli bir yontemdir (Chen ve Thouas 2011). Yontem hazirlanan bir soliisyonun
reaksiyon sonucunda jel halindeki bir kat1 faza gecisi prensibine dayanmaktadir. Sol-

jel yontemi ve jellesme sonrasi olusturulabilecek tirtinler Sekil 2.3°de goriilmektedir.

| Aerojel

Solid Form  Partikiil

Kserojel

sacee, KSEIOjel

Kaplama

Sekil 2.3: Sol-jel yontemi sonucunda olusan farkl: {iriinler (Fernandez-Herndn ve dig. 2022).

Solvent Dokiim Yontemi: Solvent dokme yonteminde Oncelikle polimer
malzeme organik bir solvent igerisinde ¢oziindiiriiliir. Polimer-solvent ¢ozeltisiden
hazirlanan iskelenin gézenekli bir yapiya sahip olmasi i¢in ¢ozelti i¢erisine porojenler
atilir. Cozelti homojen olana kadar karistirildiktan sonra ¢oziicii liyofilizasyon veya
evaporasyon yontemleri ile ortamdan uzaklastirilir ve geriye sadece polimer-porojen
doku iskelesi kalir. Doku iskelesi porojenler iizerinde ¢oziicli etkisi olacak fosfat
tamponlu ¢ozelti (PBS) veya su ile yikanir. Porojenlerin ortamdan uzaklagmasi ile

geriye gozenekli ve polimer tabanli bir doku iskelesi kalir.
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Yontemin avantaji  hazirlanan iskelenin gézenekliliginin ve gozenek
boyutunun kullanilanlar porojen miktar1 ve boyutu ile ayarlanabilen pahali olmayan
oldukca basit bir yontem olmasidir (Sola ve dig. 2019). Solvent dokme yontemi ince
film tarzindaki iskelelerin iiretimi i¢in uygundur. Kalin iskelelerde porojenler her
zaman ortamdan uzaklastirilamayabilir ve kullanilan ¢dziiciiler hiicrelerde

sitotoksisiteye sebep olabilmektedir (Tamjid ve dig. 2020).

Termal Kaynakli Faz Ayrimi Yontemi (TIPS): TIPS yonteminde Oncelikle
kullanilan polimer ¢6zeltisi polimerce fakir ve zengin iki farkli faz olusturacak sekilde
faz ayrimma ugrar. Yeterli polimer bulunmayan faz ortamdan uzaklastirilirken
polimer agisindan zengin olan faz iskele olarak kullanilmak {izere yiiksek gozeneklilik
oranina sahip ags1 bir yap1 olusturacak sekilde katilastirilir (Akbarzadeh ve Yousefi
2014).

Gaz Kopiiklendirme Yontemi: Gaz kopiiklendirme, ortamda yiiksek basing
olusturacak, kopiiklendirici malzeme olarak inert bir gazin kullanildig1 ve 6nceden bir
coziicii igerisinde kaliplanmis biyobozunur polimer malzemelerden yiiksek
gozeneklilige sahip doku iskelelerinin tiretiminde kullanilan bir yontemdir. Yontemde
polimer malzeme gaz baloncuklariyla dolana kadar gaz verilmeye devam edilir ve
sonug olarak yaklasik %80 ve lizeri gozeneklilige sahip olan siingerimsi iskele yapilar

olusur (Eltom ve dig. 2019).

Elektrospinning: Elektrospinning yiiksek voltajli bir giic kaynagi, siringa
pompast ve nanofiberleri toplamak i¢in kullanilan metal bir plakadan olusur.
Elektrospinning yonteminde olusacak nanofiberlerin kalitesini belirleyen bir¢cok
parametre mevcuttur. Kullanilan voltaj degeri, siringa pompasinda ayarlanan akis hizi,
siringayla metal plaka arasindaki mesafe, ortam sicakligi ve hazirlanan soliisyonunu
viskozitesi bu parametrelerden bazilaridir. Nanofiber olusumu i¢in gerekli tiim
parametreler ayarlandiktan sonra siringa pompasinda akis hizi ayarlanir ve siringanin
ucunda hazirlanan soliisyon bir damla seklinde birikir. Ortamdaki elektrik potansiyelin
artmastyla birlikte bu damla, Taylor konisi olarak da adlandirilan bir sekil alir ve metal
plakaya dogru uzamaya baslayip metal plakada toplanmaya baslar ve nanofiberler
olusturmaya baslar. Coklu siringalara, diiz veya silindirik plakalara sahip farkl
elektrospin sistemleri mevcuttur. Doku iskelesi uygulamalarinda ¢ogunlukla diiz bir

plaka kullanilarak nanofiberler plaka yiizeyinde biriktirilir ve sonug olarak bir doku
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iskelesi olusur. Olusan nanofiberlerdeki mikro ve nano seviyelerinde farkli gézenekler

olusurken bu gozenek yapinin kontrolii miimkiin degildir.

Bu yontemlerin yaninda liyofilizasyon, polimer siinger yontemi ve direk
kopiiklendirme yontemleri de mevcuttur ancak bu yontemler daha ¢ok seramik veya
polimer-seramik kompozit iskelelerin tiretiminde kullanildig1 i¢in ilerideki boliimlerde

incelenecektir.

Polimer Siinger Yontemi: Normalde seramik kopiiklerin iiretimi igin
kullanilmis olan bu yontem sonraki yillarda seramik tabanli malzemelerle kemik doku
iskelelerinin iiretimi i¢in kullanilmaya baslanmistir. Yontem ilk olarak 1963 yilinda
gelistirilmis olsa da giliniimiizde hala seramik malzemelerle doku iskelelerinin
tiretiminde siklikla kullanilmaktadir. Polimer siinger yolnteminde genellikle retikiile
edilmis, gozenekliligi bir sekilde kontrol edilebilen polimer tabanli malzemeler
kullanilmaktadir. Siinger kopyalama yontemiyle doku iskelesi iiretimi Sekil 2.4’da

gosterilmistir.

Baglayici Distile Su

Camurla
Camur Siv1 Kaplanmig Sablon
Malzemeler

NincEingll Gozenekli iskele
Yapisi

Toz Seramik
Malzeme

Sekil 2.4: Siinger kopyalama yontemi (Chen ve dig. 2008).

Yontemde siingerler belirli boyutlarda hazirlanir ve genellikle seramik
malzemeler, baglayicilar ve su ile hazirlanan bir ¢amur siviya daldirilir. Daldirma
sonras1 hazirlanan sivi siingere isler ve baglayici sayesinde siingeri kaplar. Camur
stvinin viskozitesine bagl olarak diizgiin bir kaplama yapilmasi i¢in daldirma islemi
birkag¢ defa tekrar edilebilir ve son olarak malzeme kurumaya birakilir. Kurutulan doku
iskeleleri polimer siinger yapinin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in yaklasik 450 ile 550

°C arasinda 1sitilir, bu asamada polimer malzeme ortamdan tamamen uzaklasir ve
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geriye sadece homojen bir sekilde siingerin seklini almig seramik malzemeden olusan

doku iskelesi kalir.

Direkt Kopiiklendirme Yontemi: Direkt kopiiklendirme yonteminde sol-jel
yontemi sirasinda sollisyonun igine kdpiiklendirici 6zellige sahip olan yiizey aktif
maddeler eklenmektedir ve hizli bir karigtirma siirecinde kdpiiklenen soliisyon bazi
caligmalarda direkt kullanilmis, bazilarinda ise kaliplara alinarak jellesmeye
birakilmistir (Manavitehrani ve dig. 2019). Yontem sol-jel yontemiyle seramik iiretimi
sonrast doku iskelesi olusturmak i¢in ideal bir yontemdir. Kaliplanan koptiklestirilmis

jeller sonradan sinterlenir ve ortaya gdzenekli bir kemik doku iskelesi ortaya ¢ikar.

Liyofilizasyon: Liyofilizasyon veya dondurarak-kurutma yontemi homojen
formdaki polimer c¢ozeltilerinden veya seramik c¢amur sivilardan kemik doku
iskelelerinin olusturulmasinda kullanilmaktadir (Brougham ve dig. 2017). Yontemde
oncelikle homojen hazirlanan bir polimer ¢bzeltisi capraz baglayict ajanla hidrojel
halinde getirilmektedir. Seramik malzemelerde ise agirlikga seramik yogunlugu
yiiksek, viskozitesi yliksek bir camur sivi hazirlanir. Ardindan bu malzemeler
dondurulur ve malzemelerdeki donmus su siiblimasyonla ortamdan uzaklastirilir.
Polimer ¢ozeltiler i¢in ortaya gozenekli, slingerimsi bir malzeme c¢ikar. Seramik
tabanli malzemeler i¢inse ortada kalan gdzenekli yapi liyofilizasyon sonrasinda

sinterlenerek bir doku iskelesi olusturulur.

2.2.1.3 Doku iskelesi Uretiminde Kullanilan Malzemeler

Polimerler: Polimerler sahip olduklar1 o6zellikler sebebiyle kemik doku
miithendisligi dahil olmak {izere bir¢ok alanda iizerinde ¢caligmalar yapilan bir malzeme
tiiriidiir. Polimerler kolay elde edilmeli, biyouyumlu olmalari, ¢ogunlukla alerjik bir
reaksiyona sebep olmamalar1 ve yiiksek yiizey-hacim oranlar1 sebebiyle doku
iskelelerinde hiicrelerin biiyliimesine ve substrat transferine izin veren malzemelerdir
(Suamte ve dig. 2023). Algler, hayvanlar, mikro-organizmalar ve bitkilerden elde
edilen dogal polimerler oldugu gibi sentetik olarak iiretilen polimerler de mevcuttur
(Asadi ve dig. 2020). Dogal yollarla elde edilen polimerlere 6rnek olarak kollajen,
jelatin, fibrin, elastin, kitosan, seliilloz tiirevleri ve aljinat verilebilir. Dogal

polimerlerin biiyiik ¢ogunlugu biyouyumlu ve biyobozunurdur, kolayca sekil
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alabilirler ve elastik 6zellik gosterirler ancak bu avantajlara ek olarak sahip olduklari
diisiik mekanik dayanim ve yiiksek sicakliklarda yapilarinda meydana gelen hasar

doku iskelesi iiretiminde goz ardi edilemeyecek dezavantajlardir.

Metaller ve Alagimlar: Demir, titanyum, paslanmaz celik, zirkonyum ve nadir
toprak elementleri gibi metaller ve bu metallerin alagimlar1 kullanilarak 6zellikle
belirli bir viicut agirliginin uygulandig bolgelere yonelik ¢aligsmalar yapilmaktadir.
Sahip olduklar1 baglar sebebiyle metaller olduk¢a dayanikli malzemelerdir ve 6zellikle
mekanik dayanimin arttirilmasinin istendigi ¢caligmalarda katki maddesi olarak tercih
edilmektedirler. Bu dayanikliliginda yaninda her metal biyouyumlu degildir ve viicut
ortaminda ugradiklari korozyon sebebiyle tedaviyi yavaglatabilir ve bulundugu

dokuda inflamasyona sebep olabilirler.

Kompozitler: Giiniimiizde kullanilan hi¢bir malzeme tek basina bir doku
iskelesinden beklenen oOzellikleri tamamen tasimamaktadir. Dogas1 geregi sahip
oldugu inorganik ve organik yapi sebebiyle kemikler de birer biyo-kompozit
malzemedir. Bu yilizden aragtirmacilar farkl1 malzemelerin gii¢lii yanlarini birlestirerek
istedikleri spesifik 6zelliklere sahip, kemigin birgok 6zelligini tasiyan ve bu 6zellikler
tizerinde pozitif etkisi olabilecek kompozit malzemeler iiretmeye baslamiglardir.
Hazirlanan bu inorganik-organik kompozitlere metal-metal, metal-polimer, seramik-

seramik ve polimer-seramik gibi bir¢ok ornek verilebilir.

Seramikler ve Camlar: Seramik malzemeler metal olan ve olmayan
malzemelerden olugan yapilardir. Seramikleri temelde geleneksel seramikler ve ileri
teknoloji seramikler olarak incelemek miimkiindiir. Bunun yaninda kristal ve kristal
olmayan seramikler olarak da simniflandirilabilirler. Seramikler biyouyumludurlar,

yiiksek aginma ve korozyon direncine sahiptirler.

2.3  Biyoseramikler

Seramikler sahip olduklar1 baglar sebebiyle yiiksek termal dirence, elektriksel
dirence ve sertlige sahiptir. Ayn1 zamanda erime sicakliklar1 yiiksek olan seramik
malzemeleri eriterek sekil vermek zordur. Toz seramiklerden iskele yapilarinin

olusturulmasi i¢in 6giitiilmiis tozlarin belirli bir sekilde toplanmasi, konsodilasyonu ve
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son olarak sitilmasiyla yapilan difiizyon ve baglanma siireci sinterlenme olarak

adlandirilir. Sinterleme siireci {i¢ asamadan olusur;

1. Tozlar birbirleriyle bagl olacak sekilde sikistirilmistir ancak fiziksel
bir temas halinde degillerdir.

il. Hazirlanan sikigtinnlmig tozlar, tozlarin erime sicakliginin altinda
kalacak bir sicaklikta isitilir. Bu asamada tozlarin temas halindeki
bolgelerinde baglant1 noktalar1 olusur ve pargaciklarin aralarindaki
gbzenek capt azalmaya baslar.

iil. Parcalar birbirleri ile tamamen baglanir ve aralarinda gozenekli bir yap1

kalmaz.

Sinterleme siireci Sekil 2.5°te gosterilmistir.

Toz Partikiilleri Gozenekler

Sekil 2.5: Seramik malzemelerin sinterleme siireci.

Biyoseramikler viicut ortaminda veya canli viicudunda gosterdikleri etkiye

gore biyoaktif, biyoinert, biyoemilebilir seramikler olarak da siniflandirilabilirler.

Biyoinert seramikler implant lokasyonun etrafinda herhangi bir kimyasal
reaksiyon gostermezler, bu tiir malzemeler yiiksek asinma direncine sahiptir. Aliimina
(Al203) zirkonya (ZrO.) ve silikon karbiir (SiC) biyoinert malzemelere Ornek
verilebilir. Buna ek olarak biyoaktif ve biyoemilebilir seramiklerin igerikleri viicut

ortaminda kendilerine 6zgii bir reaksiyon gosterecekleri sekilde hazirlanmaktadir.

Biyoaktif seramikler iskelelerde karsilasilabilecek yiizey kaynakli olan

baglanma problemlerinde etkili rol oynarlar. Malzeme ile doku arasinda kimyasal bir

19



bag olusturan biyoaktif seramiklere biyoaktif camlar, hidroksiapatit ve cams1 seramik

malzemeler O6rnek verilebilir.

Biyoemilebilir seramikler tedavi bdlgesinde bozunmaya ugrarken iskelenin
yerini yeni olusan kemik dokusu kaplar. Kalsiyum siilfat ve trikalsiyum fosfat
biyoemilebilir 6zellik gosterir. Biyoemilebilir iskelelerde malzemenin bozunma

hiziyla kemigin gelisim hizinin birbirlerine yakin olmasi1 beklenmektedir.

2.3.1 Diatomit

Diatomit veya diatomlu toprak kiiciik plantonik algler olan diatomlarin
fosillesmesi ile olusmus yapilardir (Danil de Namor ve dig. 2012). Diatomlarin
kendilerine has hidratli amorf silika iskelet yapilar1 biyosilikasyon olarak adlandirilmis
bir siiregte monosilisik asidin immobilizasyonuyla olusur (Sumper ve Kroger 2004).
Dogada tek veya koloniler halinde bulunabilen diatomlar Sekil 2.6’da gosterildigi gibi
boyutlarina, bulunduklar1 ortamin pH’1na, sicakligina, habitat diizenine, derinligine,
tuzluluguna ve frustiil sekline gore birgok farkli sekilde simiflandirilabilir. Sahip
olduklar1 bu cesitlilik diatomlar1 bir¢ok alanda kullanilabilen malzemeler haline
getirmistir. Hiicre boyutlar1 yaklasik olarak 2-200 pm olarak degisse de 200 pum

tizerinde olan biiyiik diatomlar da mevcuttur.

Coscinodiscophyceae
Karsilastirmali mRNA Analizine Gore Mediophyceae

Bacillariophyceae Araphid

Diatomlar

Raphe Yapisina Sahip Olmasina Gore

Mikro Diatomlar (2~20) Dl_iap:;{i -
Kiigitk Diatomlar (20~200) QIO Monoraphid

Bilyilk Diatomlar (>200) Tiirler

Kizil-Gelgit Diatomlar: Asidik Diatomlar (pH>5)
Yiyecek Diatomlar1 Eozinofilik Diatoms (pH 5 -5.6)
Ara-Tip Diatomlar (pH 5.6-7)
Bazofilik Diatomlar (pH 7 -8)

Kizil Gelgit Olusturmasina Gore

Egilimli

ik

Cevresel Faktorler Soguk irler Spora Benzer
- — Planktonik Diatoms
Habitata Gore

Bentik Diatomlar Epilithon

— Derin Su Tiirleri

Derinlik Sig SuTrleri e Epilithyton
Tath Su Matris

Epipsammon

Tuzluluk Orant E
Epipelon

Genis Cevre Toleransh Tiirler

Genis Gozenekli Dig Duvar
Dis Duvar Desenine Gére Petek Yapisinda Gozenekli Dis Duvar
Kiigiik Gozenekli Dig Duvar

Sekil 2.6: Diatomlarin siniflandirilmasi (Fu ve dig. 2022).
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Diatomit, diatom frustiillerinin sahip oldugu goézenekli yapt ve mekanik
dayanim sayesinde kimya miihendisligi, cevre miihendisligi ve insaat miithendisligi
uygulamalarinda, ek olarak adsorbent ve filtre malzemesi olarak da bir¢ok uygulamada
kullanilmaktadir (Chen ve dig. 2020). Biyosilikanin biyomedikal alandaki farkli
caligmalarda kullanilmaya baslanmasi bir biyosilika kaynagi olan diatom tizerinde de
bu alana yonelik ¢aligmalar yapilmasini tetiklemistir (Jamali ve dig. 2012, Wang ve
dig. 2014). Diatom frustiillerinin sahip oldugu 6zellikler ucuz ve neredeyse sinirsiz bir
diatom kaynagi olan diatomitleri doku iskelesi uygulamalari i¢in de essiz bir malzeme

haline getirmektedir.

2.3.2 Nano Aliimina

Nano altimina (Al>O3) veya nano aliiminyum oksit gozenekli nanomalzemeler

sinifinda yer alan bir seramik malzemedir.

Nano aliimina sahip oldugu yiiksek yiizey alani, mekanik dayanim, 1s1 direnci,
inert bir malzeme olmasi1 gibi 6zellikler sayesinde havacilik, biyomedikal ve balistik

sanayisinde kullanilmaktadir (Said ve dig. 2020).

Alumina nanopartikiillerinin biyomedikal uygulamalardaki kullanimi Sekil

2.7’te verilmistir.

Tlag Tastyict
Sistemler

Biyomolekiiler
Koruma ve
Stabilizasyon

Biyosensor Anti-Bakteriyal
Uygulamalar1 Etkiler

Immunoterapi

Sekil 2.7: Nano alumina tozlarinin biyomedikal uygulamalar1 (Hassanpour ve dig. 2018).
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Aliimina nanopartikiilleri biyolojik ortamlarda kullanilan malzemelerin
mekanik dayanimini ve aginma direncini arttirmaktadir(Eivazzadeh-Keihan ve dig.
2020). Aliimina nanopartikiillerin kemik doku iskelelerinde kullanildigi ¢calismalar da
mevcuttur (Zafar ve dig. 2020). Yapilan bir ¢alismada ipek fibroin ve farkl
konsantrasyonlarda aliimina nanopartikiilleri kullanilarak soliisyonlar hazirlanmis ve
hazirlanan soliisyonlarin liyofilizasyonuyla gézenekli ve biyobozunur doku iskeleleri
olusturulmustur (Zafar ve dig. 2020). Yapiya eklenen nano aliimina
konsantrasyonunun artmasiyla malzemenin mekanik dayanimi, gozenekliligi ve
biyomineralizasyonunda artislar gdzlenmistir. iskelelerin in vitro ¢alismalar1 sonrasi

eklenen nano aliimina miktarinin toksik etkiye sebep olmadig1 gozlenmistir.

Mekanik ozellikleri gelistiriciligi, hiicre biiylimesini destekleyen goézenek
yapist ve biyouyumlulugu nano aliiminayr kemik doku iskelelerinden beklenen

ozellikleri arttirict yonde etkisi olacagini gostermektedir.

2.3.3 Biyoaktif Camlar

Biyoaktif camlar 1969 yilinda L. L. Hench tarafindan kesfedilmis, giiniimtizde
farkl1 varyasyonlar1 klinik olarak onaylanmig, kemik ve dis dokusuyla ilgili
uygulamalarda kullanilmakta olan bir biyoseramik tiiriidiir. Biyoaktif camlar viicut
ortamina implante edilmeleri sonrasinda viicut sivilarinin etkisinde kalirlar ve bu
siirecte olusturduklari, kemigin inorganik yapisina oldukca benzeyen bir yapiya sahip
hidroksikarbon apatit (HKA) tabakasi ile yumusak ve sert dokulara baglanirlar. Bu
stirecte hazirlanan ilk biyoaktif cam ergitme yontemiyle hazirlanmis olup %45 SiO»,
%24,5 NaxO, %24,5 CaO ve %6 P>0Os igermektedir ve 45S5 Bioglass® adiyla
ticarilesmistir. Malzeme yapisindaki kalsiyum (Ca), fosfor (P) ve silisyum (Si)
inorganik iyonlar1 kemik dokunun anjiyogenezi, mineralizasyonu ve biiylimesinde
onemli rol oynamaktadir (Hoppe ve dig. 2011). Buna ek olarak Ca ve P kemikteki
biyolojik apatit yapisinin olusmasinda gorev almalar1 sebebiyle kemik olusumu ve
rezorpsiyonu asamalarinda da yer almaktadir. Biyoaktif camlarin kesfinden giiniimiize
kadar bir¢ok farkl: tiirii iiretilmis, iiretilen bu tiirlerden bazilar1 klinik uygulamalardan
gecip onaylanmis ve ticarilesmistir. Giiniimiizde hala biyoaktif camlar farkli

malzemelerle katkilanip ticari biyoaktif cam tiirleriyle karsilastirilmakta ve sahip
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olduklar1 tistiin 6zelliklerin daha iyi hale getirilmesi lizerine ¢caligmalar yapilmaktadir.

Bu alanda tiretilen, farkli miktarlarda SiO», Na>O, CaO, P»Os ve farkli katki maddeleri

iceren biyoaktif cam varyasyonlarindan bazilar1 Tablo 2.3’te verilmistir.

Tablo 2.3: Farkli biyoaktif cam varyasyonlari (Shearer ve dig. 2023).

Biyoaktif Cam | SiO: | Na2O | CaO P20s B203 | K20 | MgO
4585 45 24,5 24,5 6 - - -
13-93 53 6 20 4 - 12 5

13-93B3 - 6 20 4 53 12 5
S53P4 53 23 20 4 - - -
70S30C 70 - 30 - - - -
58S 58 - 33 9 - - -
1-98 52,7 6 22 2 1 11 5
PS0C35N15 - 9,3 19,7 71 - - -

Kronolojik olarak biyoaktif camlarin giinlimiize kadar olan gelisimi ve

camlarda yapilmis klinik uygulamalardan bazilar1 Tablo 2.4’te verilmistir.
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Tablo 2.4: Biyoaktif camlardaki gelismeler (Baino ve dig. 2018).

Yil Malzemedeki Gelisme/Klinik Uygulama

1969 | 45S5 Bioglass® olarak ticarilesmis 45S5 kompozisyonun kesfedilmesi
Ceravital® cam seramiklerinin orta kulak kemiklerinin degistirilmesi ve

177 tedavisinde kullanilmasi

1978 | Okiiler implant (Malzeme kornea dokusuyla biyouyumluluk gdstermistir.)
Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan ilk 45S5 Bioglass®

1985 | implantinin onaylanmasi. (MEP® implantinin orta kulak kemik¢igi onarimi
i¢in kullanimai.)

1987 | Radyoaktif camlarla karaciger kanseri tedavisi

1988 4585 Bioglass® tabanli hazirlanan Endossedz Sirt Implantinin insan hastalar
tizerinde klinik olarak kullanilmas1
Dis ve kemik tedavisinde kullanilmaya baglanan 45S5

1993 | Bioglass® partikiilleriyle hazirlamis PerioGlas’in FDA tarafindan
onaylanmasi

1998 | Periferik sinir onarimi
Kanser tedavisi icin radyoaktif TheraSphere® biyoaktif camlarinin FDA

1999 tarafindan onaylanmasi

2000 | Biyoaktif camlarin yara iyilesmesinde kullanilmasi
Polyetilen ve 45S5 Bioglass® iceren gozenekli yapiya sahip kompozit bir

2002 orbital implant olan Medpor®-PlusTM’in FDA tarafindan onaylanmasi.

2003 | Zirkonyum igeren antibakteriyal kemik ve dis ¢imentolarinin yapilmasi

2004 | Akciger doku miihendisligi i¢in biyoaktif camlarin hazirlanmasi
Mezogozenekli yapiya sahip biyoaktif camlarin ilag tasiyict sistem olarak

2004 kullanilmast

2005 | Ligamentlerin ve iskelet kaslariin tedavisinde biyoaktif camlarin kullanimi

2005 | Gastrointestinal iilser tedavisinde biyoaktif camlarin kullanimi1

2010 | Kalp doku miihendisliginde biyoaktif camlarin kullanimi

»011 Borat biyoaktif camlarin veterinerlik alaninda yara tedavisinde kullanilmak
iizere ticarilestirilmesi

2012 | Rahim miyomlarinin embolizasyonunda biyoaktif camlarin kullanimi

2012 | Biyoaktif camlarla omurilikteki hasarlarin onarilmasi

2018 TheraSphere® camlarinin karacigerinde metastatik kolorektal kanser olan

hastalarin tedavisinde kullanilmasi
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2.3.3.1 Biyoaktif Camlarin Uretim Yontemleri

Biyoaktif camlar Sekil 2.8’te gosterildigi gibi ergitme yontemi ve sol-jel

yontemi olmak tizere iki farkli yontemle iiretilebilmektedir (Baino ve dig. 2018).

Cam-Seramik
Malzemelerin Sentezi

Ergitme Y 6ntemi Sol-Jel Yontemi

Reaktanlar Reaktifler

Dokiim
(Kaliba)

Jel Tozlar iti
Monolitik Monolitik Jel

Cam
o Cam Tozlar1 NGnoTaE

Tabletler Cam Cam

Tabletler

Cam-Seramik Malzemeler

Sekil 2.8: Biyoaktif camlarin {iretim yontemleri.

Ergitme yontemiyle biyoaktif cam iiretiminde kullanilan malzemeler belirli bir
yizdede hazirlanip karistirtlip ardindan platin bir potada ergitme islemi yapilir.
Ergitme isleminde genellikle platin potalar tercih edilir, bunun sebebi malzemenin
higbir sekilde biyoaktif camlarla reaksiyon vermemesidir. Yaklasik 1300-1500 °C

arasinda eritilen karigim istenirse grafit bir kaliba dokiilerek kaliplanmis biyoaktif
camlar veya direk distile suya dokiiliip kurutularak toz formda biyoaktif camlar

uretilebilir.

Ergitme yontemiyle hazirlanmis olan biyoaktif camlarda bazi sinirlamalarla

karsilagilmaktadir. Camlarin gozeneksiz yapiya sahip olmasi ve biyoaktif camlarin
yapisinda kullanilan malzemelerin erime sicakliklarimin yiiksek (1300-1500 °C)

olmas1 sebebiyle bu malzemelerin 6zelliklerini arttirmak ic¢in katkilanmak istenen

¢ogu malzeme bu yiiksek sicaklik degerlerinde ortamdan uzaklasir. Ek olarak ergitme

25



yontemiyle hazirlanan biyoaktif camlarda SiO, degerinin %60’1n iizerine ¢ikmasi
hazirlanan malzemeyi viicut s1vis1 ortaminda inert duruma getirir ve bu da biyoaktiflik

0zelligini ortadan kaldirir (Fiume ve dig. 2020).

Sol-jel yontemi ergitme yonteminde karsilasilan bu sinirlamalarin birgogunu
ortadan kaldirmaktadir. Ergitme yontemiyle hazirlanan 45S5 Bioglass® ile sol-jel
yontemiyle hazirlanan 58S biyoaktif camlarin karsilastirilmasinin yapildigi bir
caligmada sol-jel yontemiyle iiretilen camlarin daha genis bir yiizey alanina ve belirli
bir miktar gdzeneklilige sahip oldugu, sahip olunan bu yiizey yapisi sayesinde de apatit
olusumunun 45S5 camlarina kiyasla daha hizli oldugu gézlenmistir (Sepulveda ve dig.

2001).

Sol-jel yontemiyle yapilan iiretim siirecinin sonunda elde edilen {iriinlerin

avantaji birka¢ madde ile siralanabilir (Baino ve dig. 2018).

1. Yiiksek yiizey alan1 sayesinde hiicresel aktivite daha hizli gerceklesir
ve viicut sivist ortaminda malzemenin gosterdigi biyoaktiflik artig
gosterir.

il. Daha basit kompozisyonlarla ve kompozisyonda degisiklik yapmadan
farkli yapiya sahip malzeme iiretimi yapilabilir.

iii. Hazirlanan malzemeler nano-gozenekli yapiya sahip olabilir hatta nano
boyutta biyoaktif camlar sentezlenebilir. Bu durumla ilgili olarak bazik
ortamda kiiresel bir yapiya sahip nanopartikiiller ve asidik ortamda
mikro partikiiller, monolitler ve siingerimsi biyoaktif camlar tiretilebilir
(Zheng ve Boccaccini 2017).

v. Onciil maddeler ve pH iizerinde optimizasyonlar yaparak belirli bir
gozenek boyutuna sahip biyoaktif camlar olusturmak miimkiindiir.

V. Malzeme iiretim sicakligi en fazla 700-750 °C’lere ulasir, bu sayede
ergitme yontemiyle yapilan biyoaktif camlara katkilanmasi miimkiin
olmayan bir¢ok farkli katki malzemesi kullanilabilir.

vi. S10; miktar1 %90’a bile ¢ikarilsa malzeme biyoaktifligi devam eder.

Elbette bu avantajlarin yaninda, sol-jel yonteminin ergitme yontemine gore
zayif kaldig1 durumlar da mevcuttur. Sol-jel yontemiyle hazirlanan malzemelerde jelin

kurutulmasi sirasinda meydana gelen catlaklar bu yontemle catlaksiz monolitler
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olusturmay1 zorlastirir ancak ergitme ydntemiyle hazirlanan malzemelerde bu tiir

problemler yaganmaz.

Sol-jel yontemiyle biyoaktif cam sentezinde SiO; kaynagi olarak Tetraetil
Ortosilikat (TEOS) (Si(OC:Hs),) P>Os kaynagi olarak Trietil Fosfat (TEP)
((C2Hs5)3P0O4), Na2O kaynagi olarak Sodyum Nitrat (NaNOs3y ve CaO kaynagi olarak
Kalsiyum Nitrat Tetrahidrat (Ca(NO3)2-4H>0O) kullanilmaktadir. TEOS 6ncesi
katalizor olarak cogunlukla nitrik asit kullanilsa da farkli asitlerin kullanildigi

calismalar da mevcuttur.
Sol-jel yontemiyle biyoaktif camlarin sentezi Sekil 2.9’da verilmistir.

1. Asama - Sol Olusturma
(Hidroliz ve Kondenzasyon Asamast)

2. Asama — Kaliplama
Istege bagl olarak hazirlanan sol yapmmn kaliplara
alindig1 asamadir.

3. Asama — Jellesme
Uretilen malzemedeki reaksiyonlar sonucunda
solden jele gecisin gergeklestigi asamadir.

4. Asama — Yaglandirma
Malzeme yapisinin gii¢lendirildigi ve malzeme
boyutunun kiigiiltiildiigii agsamadir.

5. Asama — Kurutma
Kondenzasyon asamasindan kalan malzemelerin
ortamdan uzaklastirildigi asamadir.

6. Asama — Stabilizasyon
Malzemelerden silanollerin, nitratlarin ve pargacik
i¢1 gbzeneklerin kaldirildig asamadir

Sekil 2.9: Biyoaktif camlarin sol-jel yontemiyle sentezlenmesi (Jones 2013).
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2.3.3.2 Biyoaktif Camlarin Calisma Mekanizmasi

Biyoaktif camlar viicut sivisi ortaminda yapisal ve kimyasal degisiklige

ugrarlar. Biyoaktif camlar tarafinda ortama Si ve Ca*? iyonlarmin salmimi ve yiizeyde

bir apatit tabakasinin olusmasi kemik dokusunun iyilesmesi ve biliylimesinde kilit rol

oynamaktadir. Sekil 2.10’da gosterilmis olan biyoaktif camlarin ¢galigma mekanizmasi

5 adimda anlatilabilir (Rahaman ve dig. 2011, Jones 2013).

ii.

iil.

1v.

Biyoaktif camin yapisinda bulunan Na ve Ca iyonlari ile viicut sivisinda
bulunan H ve H3O arasinda silika gruplarinin hidrolizine ve silanol
gruplarinin olusmasia yol agan bir iyon degisimi gerceklesir. H
iyonlarinin katyonlarla yer degistirmesi sonucunda viicut s1visinin pH’1

artmaya baglar.
Si-O-Na“" + H" + OH > Si-OH" + Na*(aq) + OH
pH degerinin artmastyla tetiklenen
Si-O-Si + H,O > SiOH + OH-Si

Yiizeydeki SiO2 agisindan zengin olan yapinin kondenzasyon ve re-
polimerizasyon asamalar1 gergeklesir.

Biyoaktif camin ¢oziinme siireci devam ederken camda ve viicut
sivisinda mevcut olan Ca?" ve (PO4)® gruplarmin SiO; agisindan zengin
gruplara transferi sonucu amorf kalsiyum fosfat (CaO-P,0s) tabakasi
olugmaya ve biiylimeye baglar.

Cam ylizeyinde olusmus olan amorf kalsiyum fosfat ¢ozeltideki (OH)
ve (COs3)? anyonlan ile bag yaparak hidroksikarbon apatit (HKA)

tabakas1 olusturur.
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Sekil 2.10: Biyoaktif camlarin ¢aligma mekanizmasi (Peitl ve dig. 2001).

Bu asamalar biyoaktif camlarin kesfedilmesiyle beraber sunulmustur ve bu

kesifi takip eden yillarda bu asamalarin gergeklestigini kanitlamak adina bir¢ok

karakterizasyon yontemiyle testler yapilmstir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Nitrik Asit (HNO:s), Tetraetil Ortosilikat (TEOS)(Si(OC2Hs) TCI Europe N.V.
(Belgika)’den, Trietil Fosfat (TEP) ((C:Hs):PO4), Sigma-Aldrich (Almanya)’den,
Sodyum Nitrat (NaNOs) BeyanLab Laboratuvar Uriinleri San. Tic. Ltd. Sti. (Istanbul,
Tirkiye)’den, Kalsiyum Nitrat Tetrahidrat (Ca(NO3),-4H>0) Tekkim Kimya Sanayi
Tic. Ltd. Sti. (Bursa, Tiirkiye)’den, Diatomit Sigma-Aldrich (Almanya)’den ve Nano
Aliimina Tozu Nanografi (Jena, Almanya)’den. Polivinil Alkol (PVA) Akbel Kimya
San. Tic. Ltd. Sti. (Bursa, Tiirkiye)’den satin alinmistir.

Yapay viicut sivisi iiretiminde kullanilan Sodyum Kloriir (NaCl) ISOLAB
Chemicals (Eschau, Almanya)’dan, Sodyum Bikarbonat (NaHCO3), Potasyum Kloriir
(KCI), Magnezyum Kloriir Hekzahidrat (MgCl>.6H20), Sodyum Siilfat (Na2S04),
Hidroklorik Asit (HCl) Tekkim Kimya Sanayi Tic. Ltd. Sti. (Bursa, Tiirkiye)’den,
Potasyum Fosfat Dibazik Trihidrat (K;HPO4.3H0) Fluorochem (ingiltere)’den,
Kalsiyum Kloriir (CaClz) Merck (Almanya)’dan, Tris (hidroksimetil)-aminometan
(CH20H)3CNH>) Carlo Erba Reagents (Fransa)’dan satin alinmastir.

3.2 Deneysel Yontem

Calismanin deneysel siireci iki asama olarak planlanmistir. ilk asama 4 farkl
varyasyonda biyoaktif camlarin sol-jel yontemi ile sentezi ve karakterizasyonlari,
ikinci asama ise hazirlanan biyoaktif camlarla stinger kopyalama yontemini kullanarak
doku iskelelerinin olusturulmasi ve karakterizasyonudur. Her iki agsamanin da belirli
bir deneme siireci olmus, iiretim siire¢lerinde kimyasallara ve cihazlara bagl olarak
gerceklesebilecek problemler tespit edilmis ve deney siirecinin miimkiin olan en

diizgiin sonucun alinacagi sekilde optimizasyonu yapilmistir.
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3.2.1

Sol-Jel Yontemi ile Biyoaktif Camlarin Hazirlanmasi

Yapilan c¢aligmada SiO; kaynagi olarak Tetraetil Ortosilikat (TEOS)
(Si(OC2Hs),) P2Os kaynag olarak Trietil Fosfat (TEP) ((C2Hs)sPOa), Na2O kaynagi

olarak Sodyum Nitrat (NaNOs3y ve CaO kaynagi olarak Kalsiyum Nitrat Tetrahidrat

(Ca(NO3)2:4H>0) kullanilmigtir. Bu siirecte, hazirlanan biyoaktif cam tiirleri ve bu

biyoaktif camlarin i¢erdikleri katkilar Tablo 3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1: Hazirlanan biyoaktif cam tozlarindaki katkilar.

Numune Kodlari Biyoaktif Cam Diatomit Nano Alumina
BG v
BGD v v
BGA v v
BGDA v v v

3.2.1.1 BG Numunelerinin Hazirlanmasi

ii.

iil.

1v.

Katalizor olarak 2M nitrik asit igeren 25 ml asidik ¢ozelti hazirlanmis
ve 25 °C’de tamamen homojen olana kadar 250 rpm’de 30 dakika
karistirilmistir. Tim deneysel proses boyunca eklenen her malzemenin
ardindan sollisyonun homojenlesmesi icin 6n deneme safhasinda
belirlenmis olan ortalama bir miktar siire taninmistir.

Homojen asidik soliisyonun igerisine 11,5 ml TEOS yavas bir sekilde
eklenmistir. TEOS, yapis1 geregi suyun iizerine ¢ikan bir malzeme
oldugu i¢in karigtirma hizi 600 rpm olarak ayarlanmistir ve hazirlanan
soliisyon yaklasik 1 saat karigtirilmis. 1 saatin sonunda homojen bir
soliisyon olusmustur.

Soliisyona 1 ml TEP eklenmis ve 45 dakika karismaya birakilmistir.
Son olarak soliisyona sirastyla 7,15 g kalsiyum nitrat tetrahidrat ve 4.6
g sodyum nitrat eklenmistir. Soliisyon tamamen homojen bir forma
ulagtiktan sonra sol fazindan jel fazina gecis beklenmistir.

Malzemeler jel fazina gectikten sonra 1 giin oda sicakliginda

bekletilmis ve ardindan 1s1l islem siirecine gecilmistir.
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Vi. Isil iglem siirecinde hazirlanan biyoaktif cam numunelerine etiivde 14
saat boyunca 60 °C’de yaslandirma ve 5 saat 200 °C’de kurutma iglemi
uygulanmistir. Kurutma islemi sonrast ¢ikan toz numuneler agat
havanda 6giitiilmiis ve aliimina kroze igerisinde 700 °C’de 3 saat daha
1s1l islem uygulanmustir.

vii.  Hazirlanan BG numunesi partikiil boyutunu diisiirmek i¢in bilyal
degirmende 6giitiilmiistiir. Malzeme boyutunun miimkiin oldugunca
digiiriilmesinin ~ sebebi  diisiik  partikiil boyutlarinin  sinterleme
sicakligini diistirmesidir.

viii.  Son olarak 60 °C, 200 °C ve 700 °C asamalarinda alinan toz numuneleri
karakterizasyon islemleri i¢in ayrilmis ve kalan numuneler doku

iskelesi iiretiminde kullanilmaistir.

BG numuneleri higbir katki icermedigi i¢in aynit zaman kontrol numunesi
gorevi gormektedir. Deneyin optimizasyon siireci sadece BG iiretim siirecinde
yapilmis, kalan siirecler yukarida verilen maddeler ayn1 sekilde takip edilerek

devam etmistir.

3.2.1.2 BGD Numunelerinin Hazirlanmasi

Deneysel asamada karsilagilabilecek sorunlar incelenip, biyoaktif cam iiretimi
ve sinterleme asamalar1 i¢in uygun parametreler optimize edildikten sonra
katkilanacak diatomit {izerinde sicaklik testleri yapilmis ve deneysel asama dncesinde
optik mikroskop goriintiileri alinmistir. Ardindan kullanilacak olan diatomitin
sinterleme agamasindan zarar gormeyeceginden emin olunmasi adina diatomit igeren
bir kroze 700 °C’ye 1sitilmigs ve 1sil islem sonrasi diatomitler tekrardan optik
mikroskop ile incelenmistir. inceleme sonras1 diatomitin 1s11 isleme herhangi bir zarar
gormeden dayanabildigi gozlemlenmistir. Oda sicakligi ve 700 °C i¢in alinmis optik
mikroskop goriintiileri Sekil 3.1°ye verilmistir. Bu asama sonrasinda BGD

numunelerinin hazirlanmasina gegilmistir.
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Sekil 3.1: 700 °C’de 1s1l islem gérmiis diatomit ve igerdigi diatom kalintilari.

1. 2M nitrik asit iceren 25 ml asidik su ¢6zeltisi hazirlanip 25 °C’de 30
dakika karistirilmastir.

1l. Soliisyona 11,5 ml TEOS eklenmis, 1 saat 600 rpm’de karistirilmistir.

1ii. Soliisyona 1 ml TEP eklenmis, doniis hiz1 degistirilmeden 45 dakika
karistirilmastir.

iv. Soliisyona sirastyla 7,15 g kalsiyum nitrat tetrahidrat, 1 g diatomit, 4,6
g sodyum nitrat eklenmis, eklenen her malzeme sonrasinda soliisyonun
homojen olmasi i¢in 30 dakika beklenmistir. Jellesen soliisyon 1 giin
oda sicakliginda bekletilmistir.

v. Isil islem siirecinde BGD numuneleri yaglandirma asamasinda 60 °C’de
12 saat ve kurutma asamasinda 200 °C’de 5 saat bekletilmistir.
Kurutulan malzemeler agat havanda ogiitiilmiistiir ve ardindan 700
°C’de 2 saat kiil firininda bekletilmistir.

vi. Isil islem sonras1 numuneler bilyali 6giitliciide 6giitiilmiistiir. 60-200 ve
700 °C’de malzemelerin bir kismi karakterizasyon islemleri igin

ayrilmis, kalanlar BGD doku iskelelerinin iiretilmesinde kullanilmistir.
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3.2.1.3 BGA Numunelerinin Hazirlanmasi

1i.

iil.

1v.

vi.

2M nitrik asit iceren 25 ml asidik su ¢6zeltisi hazirlanip 25 °C’de 30
dakika karistirilmastir.

Soliisyona 11,5 ml TEOS eklenmis, 1 saat 600 rpm’de karistirilmistir.
Soliisyona 1 ml TEP eklenmis, doniis hiz1 degistirilmeden 45 dakika
karistirilmasgtir.

Soliisyona sirastyla 7,15 g kalsiyum nitrat tetrahidrat, 1 g Al,Os3
nanoapartikiilii ve son olarak 4,6 g sodyum nitrat eklenmistir, eklenen
her malzeme sonrasinda karisimin homojen forma ulasmast i¢in 30
dakika beklenmistir. Malzemenin jel formuna ulagmasi sonrasinda 1
giin oda sicakliginda bekletilmistir.

Malzemeler 1s1l islem siirecinde yaslandirma asamasi i¢in 60 °C’de 12
saat, kurutma asamasi i¢in 200 °C’de 5 saat bekletilmistir. Son olarak
olusan toz numuneler agat havan igerisinde 0giitiilmiis ve 700 °C’de 2
saat kiil firininda bekletilmistir.

Isil islemin sonunda BGA tozlari bilyali degirmende 6giitiilmiistiir. 60,
200 ve 700 °C’de malzemelerin bir kismi karakterizasyon islemi i¢in
ayrilmig, kalan toz numuneler BGA doku iskelelerinin iiretiminde

kullanilmastir.

3.2.1.4 BGDA Numunelerinin Hazirlanmasi

1i.

1il.

1v.

2M nitrik asit iceren 25 ml asidik su ¢6zeltisi hazirlanip 25 °C’de 30
dakika karistirilmistir.

Soliisyona 11,5 ml TEOS eklenmis, 1 saat 600 rpm’de karistirilmistir.
Soliisyona 1 ml TEP eklenmis, doniis hiz1 degistirilmeden 45 dakika
karistirtlmastir.

Homojen forma olusan soliisyona sirasiyla 7,15 g kalsiyum nitrat
tetrahidrat, 1 g diatomit, 1 g Al2O3 nanoapartikiilii ve son olarak 4,6 g
sodyum nitrat eklenmistir, eklenen her malzeme sonrasinda karigimin
homojen forma ulasmasi i¢in 30 dakika beklenmistir. Son olarak, jel

formuna gegen malzeme 1 giin boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.
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v.  Isiliglem asamasinda diger sentez siireglerinde oldugu gibi yaslandirma
islemi 60 °C’de 12 saat ve kurutma iglemi 200 °C’de 5 saat yapilmustir.
Numuneler agat havanda 6giitlilmiis ve 700 °C’de 2 saat kiil firininda
bekletilmistir.

vi.  Isil islem sonunda BGDA numuneleri bilyal 6giitiictide 6giitiilmiis, 60-
200 ve 700 °C’de malzemelerin bir kismi karakterizasyon islemleri i¢in
ayrilmis ve kalan numuneler BGDA doku iskelelerinin iiretiminde

kullanilmastir.

Deneysel asama sonunda iiretilen tiim biyoaktif camlardan 200 °C ve 700 °C
sonrasinda ¢ikan numunelerin hepsi Sekil 3.2’te verilmistir. Biyoaktif camlarin

iiretimine iligkin proses Sekil 3.3’te gosterilmistir.

Sekil 3.2: 200 °C ve 700 °C’de 1s1l islem uygulanmig BG, BGD, BGA ve BGDA numuneleri.
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Sekil 3.3: Sol-jel yontemiyle biyoaktif cam sentezinde kullanilan proses.

3.2.2 Biyoaktif Cam Numunelerinin Karakterizasyonlari

Isil islem sonucundan biyoaktif camlarda meydana gelen kiitle kayb1 ve

yapilarinda kimyasal degisimlerin incelenmesi i¢in malzemelerin karakterizasyonlari

yapilmugtir.

3.2.2.1 FT-IR Analizi

200 ve 700 °C’de 1s1l islem uygulanmis biyoaktif camlardan alinan numunelere

malzemelerin kimyasal yapisi ve bu sicaklik araliklarinda ugradigi degisimleri

incelemek i¢in FT-IR analizi yapilmigtir.

3.2.3 Polimer Siinger Kopyalama Yontemiyle Kemik Doku iskelelerinin

Hazirlanmasi

Polimer siinger kopyalama yonteminde 1s1l islem sonucu kullanilan malzemeye

hicbir sekilde zarar vermeden ortamdan uzaklasacak sablon polimer malzemeler
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kullanilmaktadir. Bu ¢alismada polimer malzeme olarak retikiile edilmis politiretan

stingerler kullanilmstir.

Polivinil Alkol Distile Su

BGA/BGD/BGA/BGDA 4’@@—’ Kaplantaig iekels \Q

Numuneleri

X

Biyoaktif Camlarla Sinterleme

Yapilari

Daldirma

Poliliretan
Stinger

Sekil 3.4: Kemik doku iskelelerinin hazirlanisi.

3.2.3.1 Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

Yapilan ¢aligmada kullanilmis olan tiim doku iskelelerinin hazirlanist ayni

parametrelerle yapilmstir.

1i.

iil.

1v.

Kullanilan retikiile poliliretan siingerler, siinger yiizeyini hidrofilik
yapmak i¢in 30 dakika boyunca %5 (w/w) NaOH ¢dzeltisi icerisinde
bekletilmistir.

Calismada kullanilan ¢amur s1vinin igerisinde baglayici olarak polivinil
alkol (PVA) kullanilmistir. Camur sivilarin  viskozitesinin
belirlenmesinde yapilan denemeler sonucunda kaplama i¢in en uygun
olan oranlar agirlik¢a %50 distile su, %45 biyoaktif cam ve %5 PVA
olarak belirlenmistir. Hazirlanan her ¢camur sivi 1 saat boyunca
karistirtlmastir.

Birbirlerine esit olacak sekilde kiip seklinde kesilen poliliretan
stingerler 10 dakika boyunca sivinin igerisinde bekletilmistir, bekleme
siiresinin sonunda sividan ¢ikarilan slingerlerde bulunan fazlaliklar
manuel olarak temizlenmistir.

Hazirlanan numuneler oda sicakliginda 12 saat boyunca kurutulmustur.
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v.  Sinterleme siireci dakikada 2 °C olacak sekilde belirlenmistir,
gereginden hizli 1sitilan  sistemlerde iskele yapilarinin ¢oktigi
gozlenmistir.

vi.  Yapilar sirastyla 0-400 °C ve 400-1100 °C olacak sekilde 1sitilmistir.
400 °C’de numuneler 1 saat bekletilmistir. Bu sayede iskelelerinin
sablon malzemesi olarak kullanilmig olan poliliretan siingerler
malzemede herhangi bir kirlilige sebep olmadan ortamdan

uzaklagsmistir. Doku iskelesi liretim prosesi Sekil 3.4’te 6zetlenmistir.

3.2.4 Kemik Doku Iskelelerinin Karakterizasyonlari

SBF soliisyonunda bekletilmemis veya hiicre kiiltlirii uygulanmamis kemik

doku iskelelerine kontrol amacli olarak SEM ve FT-IR analizi yapilmistir.

3.2.4.1 SEM Analizi

Kemik doku iskelelerinin yiizey morfolojisinin incelenmesi ve g¢alismanin
devamin iskelelere uygulanan SBF prosesi ile hiicre kiiltiirii uygulamalarinda kontrol
numunesi olmalar1 amaciyla higbir islem uygulanmamis BG, BGD, BGA ve BGDA

kemik doku iskelelerinin SEM goriintiileri alinmastir.

3.2.4.2 FT-IR Analizi

1100 °C’de sinterlenmis kemik doku iskelelerinde 200 °C ve 700 °C’ye kiyasla
olusan degisimlerin incelenmesi ve SBF prosesi sonrasi meydana gelen apatit
olusumunun incelenmesi i¢in BG, BGD, BGA ve BGDA numunelerine FT-IR analizi

yapilmugtir.
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3.2.4.3 XRD Analizi

Hazirlanan kemik doku iskelelerinin biyoaktivite testi Oncesindeki ve

sonrasindaki hallerine XRD analizi yapilmistir. Burada elde edilen pikler incelenerek

SEM goriintiilerinde olusan yapilar aydinlatilmis, biyoaktivite testi slirecinde ylizeyde

olusan apatitlesme FT-IR sonuclarin1 destekleyecek sekilde incelenmistir.

3.2.5 Kemik Doku iskelelerine Yapay Viicut Sivis1 Uygulamasi

Yapay viicut sivisinin hazirlanmasinda Kokubo ve arkadaslari (1990)

tarafindan 6nerilen yontem kullanilmistir. SBF hazirlanirken kullanilan kimyasallar ve

miktarlar1 Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2: SBF hazirlarken kullanilan kimyasallar ve miktarlar.

Kullanilan Kimyasal Kullanilan Miktar

1 | Sodyum Kloriir (NaCl) 7,996 g.

2 | Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) 0,350 g.

3 | Potasyum Kloriir (KCI) 0,224 g.

4 | Potasyum Fosfat Dibazik Trihidrat (K;HPO4.3H>0) 0,228 g.

5 | Magnezyum Kloriir Hekzahidrat (MgCl>.6H20) 0,305 g.

6 | 1M Hidroklorik Asit (HCI) Cozeltisi 40 ml

7 | Kalsiyum Klortir (CaCly) 0,278 g.

8 | Sodyum Siilfat (Na>SO4) 0,071 g.

9 | (TRIS)(CH20H);CNH2 6,057 g.

10 | 1M Hidroklorik Asit (HCI) Cozeltisi pH 7,4°e gelecek

sekilde eklenir.

Soliisyonun hazirlanmasinda sirasiyla asagidaki islemler uygulanmstir.

i.  Kullanilan tiim ekipmanlar o©ncelikle 4 saat seyreltilmis HCI

¢Ozeltisinde bekletilmis ve distile su ile 3 defa temizlenmistir.

ii. 1 litrelik polipropilen (PP) erlen igerisine 750 ml distile su eklenmistir

ve suyun sicakligi 36.5-37 °C olana kadar 1sitilmistir.
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iii.  Kimyasallar sirastyla 9 numarali kimyasala gelene kadar erlenin
icerisine eklenmistir. Son olarak 9 numarali kimyasal soliisyonun pH
degerinde ani artis olmamasi i¢in 1’er gramlik olacak sekilde
eklenmistir.

iv. 37 °C’de soliisyonun pH degeri 6l¢iilmiis ve 7,5 oldugu teyit edilmistir.
7,5 olan pH degeri 1M HCI soliisyonu kullanilarak 7,4’e ayarlanmistir.

v.  Soliisyon sicakligi 20 °C’ye indikten sonra soliisyon distile su ile 1
litreye tamamlanmistir. Hazirlanan soliisyon 5-10 °C’de muhafaza
edilmisgtir.

vi.  Soliisyonun kontrolii 50 ml SBF’nin 37 °C’de 1-2 giin boyunca
tutulmasi ile yapilmustir. 2. giiniin ardindan soliisyonda ¢okme olugsmasi

halinde hazirlanan soliisyon kullanilmamistir ve yenisi hazirlanmastir.

Hazirlanan doku iskeleleri Mikrotest MSC-30 marka calkalayicili su
banyosunda 21 giin boyunca SBF icerisinde bekletilmistir. Bu siirecte her 2-3 giinde
bir doku iskelelerinin bulundugu SBF ¢o6zeltileri yenilenmis, dibinde ¢ok fazla tortu

bulunan erlenler kullanim 6ncesi temizlenmistir.

3.2.5.1 Yapay Viicut Sivis1i Uygulamasi Sonras1 SEM Analizi

Iskele yiizeyindeki apatit olusumun incelenmesi, viicut sivis1 sonucu olusan
bozunmalarin ve mikrocatlaklarin incelenmesi i¢in 30 giin boyunca bekletilen tiim
doku iskelelerine SEM analizi yapilmistir.

3.2.5.2 Yapay Viicut Sivis1i Uygulamasi Sonrasi1 FT-IR Analizi

SBF prosesi sonrasi iskelelerle meydana gelen yapisal degisimleri incelemek

adina tiim kemik doku iskelelerine FT-IR analizi yapilmistir.
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3.2.6 Doku Iskelelerinin Hiicre Kiiltiirii Asamalar1

BG, BGD, BGA ve BGDA numuneleriyle hazirlanan iskelelerinin
sitotoksisitelerinin ve iskelelerin hiicre ortamindaki etkilesimlerinin incelenmesi igin

tiim iskeleler hiicre kiiltiir ortaminda bekletilmistir.

3.2.6.1 Sitotoksisite Calismalari icin Doku iskelelerinin Hazirhgi

Yapilan calismada BG, BGD, BGA ve BGDA numuneleriyle hazirlanan doku
iskeleleri, toksisite etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla ilk olarak sterilize
edilmistir. Sterilizasyon islemi i¢in numuneler %70’lik alkol icerisinde bekletilmis,
ardindan 45 dakika UV 1s1k altinda tutulmustur. Daha sonra iskeleler steril falkonlarin
icine konulmus ve ortama esit miktarda DMEM besiyeri ilave edilip, gece boyunca
calkalamal1 inkiibatorde bekletilmistir. Bu asamayla doku iskelelerinin besiyeri ile
etkilesime girmeleri saglanmistir ve bu besiyerlerinden %3,125, %6,25, %12,5, %25,
%37,5, %50 ve %100 konsantrasyonlarinda kullanilarak sitotoksisite c¢alismalar

gerceklestirilmistir.

3.2.6.2 Hiicre Kiiltiirii ve Sitotoksisite Testi

Doku iskelelerinin sitotoksisite etkilerini incelemek i¢in fare fibroblast hiicre
hatt1 (L929) kullanilmistir. Hiicreler %10 fetal sigir serumu (FBS), %l
penisilin/streptomisin karisimi igeren DMEM besiyeri ortaminda, 37 °C’de %95 nem
ve %5 CO» igeren inkiibatorde cogaltilmistir. L929 hiicreleri yaklasik olarak %80-90
yogunluga ulastiklarinda ¢alismalarda kullanilmak tizere hiicreleri tripsin enzimi ile
falkonlara toplanmis ve tripan mavi boyasmin yardimi ila 151k mikroskobu altinda
sayilmis, 96 kuyucuklu plakalara 2x10? ekilmis ve 24 saat inkiibe edilmistir, hiicrelerin
sayim islemi sirasindaki optik mikroskop goriintiisii Sekil 3.5’te verilmistir.. Ardindan
icerisinde gece boyunca bekletilmis doku iskeleleri olan besiyerlerin farkh
konsantrasyonlar seklinde hiicreleri {izerinde muamele edilmis ve 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda her kuyucuga 100 pl besiyeri ve 10 ul MTT
(5mg/ml) ilave edilerek 2-4 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra besiyerleri

uzaklastirilmis ve her kuyucuga 50 pl dimetil siilfosit (DMSO) ilave edilmis ve 30 dk
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tekrar inkiibe edilmis ve mikroplaka okuyucusunda 590 nm’de Ol¢iilmiistiir. Elde

edilen sonuglar Excel ve Graphpad yardimiyla degerlendirilmistir.

Sekil 3.5: 1929 hiicrelerinin mikroskop altindaki goriintiisii.

3.2.6.3 Floresan Mikroskobu Calismalari

Doku iskelelerinin L929 hiicre hatlar1 lizerine canli, apoptoz ve 6lii hiicrelerin
profilini degerlendirmek i¢in Etidyum bromiir ve Akridin oranj (EB/AQO) boyalarinin
yardimiyla floresan mikroskobu altinda incelenmistir. Daha 6nce sitotoksisite (MTT
yontemi) sonucunda doku iskelelerinin toksisite etki gostermeyen en yiiksek
konsantrasyonlar1 (%100) secilmistir. 6 kuyucuklu kiiltiir plakalarma 3x10* hiicre
ekilmis ve gece boyunca CO: inkiibatérde inkiibe edilmistir. Doku iskeleleri ile
etkilesime giren besiyerlerinin %100 konsantrasyonlariyla ekilen hiicrelerin iizerine
24 saatlik muamele edilmistir. Pozitif kontrol olarak hidrojen peroksit (H20Oz)
kullanilmistir. Siirenin sonunda besiyerleri uzaklastirilmis ve tripsin enzimi ile
hiicreleri falkonlara toplanmis ve 2000 rpm, 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen
peletleri 1:1 oraninda fosfat tampon tuz ¢ozeltisi (PBS) ile ¢6ziilmiis ve lizerine akridin
oranj ve propidyum iyodiir boya karisimi ilave edilmis 10 dakika karanlik ortamda oda
sicakliginda bekletilmistir. Boya hiicre karisi lamlarin iizerine yayilmis ve lamel ile

kaplanmis ve floresan mikroskobu ile incelenmistir.

42



3.2.6.4 Doku iskelelerine Hiicre EKimi

Doku iskelelerin iizerine hiicre hatlarinin yapisip yapigsmadigini incelemek
iizere %70’lik alkol ve UV 15181 ile sterilize edilmis iskeleler 6 kuyucuklu kiiltiir
plakalarina konulmus ve plakalara besiyerleri (DMEM) ilave edilerek 24 saat CO»
inkiibatorde bekletilmistir. Ardindan L929 hiicre hatlari tripsin enzimi ile toplanmis
ve tripan mavi boyasinin yardimi ila 11k mikroskobu altinda sayilmistir. Sayim
sonrasinda yaklasik 2x10* adet hiicre, iskelelerinin iizerine ekilmis ve 8 giin boyunca
CO; inkiibatorde inkiibe edilmistir. Bu siiregte Sekil 3.6’te goriildiigii tizere her 2-3
giinde bir kuyucuklardaki besiyerleri degistirilerek tazelenmistir. Sekizinci giiniin
sonunda numuneleri SEM goriintiilemesi i¢in fiksasyon ve dehidrasyon islemlerini

gergeklestirilmistir.

Sekil 3.6: 6’11 kuyucuklarda besiyeri i¢erisinde bekletilen doku iskeleleri.

3.2.6.5 Morfolojik Analizler ve SEM Goriintiilemesi

8 glin boyunca devam eden hiicre kiiltiirii uygulamasinin sonunda doku
iskeleleri kiiltiir ortamindan ¢ikarilmistir ve her bir iskele iki defa PBS ile yitkanmustir.
L929 hiicrelerinin doku iskelelerine tutunmasinin SEM ile incelenmesi i¢in doku
iskeleleri fiksasyon, dehidrasyon ve kurutma asamalarindan gegirilmistir. Fiksasyon
asamas1 icin doku iskeleleri karanlik ortamda %2,5 (h/h) oraninda hazirlanmis

glutaraldehit soliisyonunda 30 dakika bekletilmistir. Ardindan %30, %50, %70, %90,
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%100 (h/h) oranlarinda hazirlanan etanol ¢dzeltilerinde ikiser dakika bekletilerek
dehidrasyon agsamasi tamamlanmistir. Son olarak numuneler liyofilizatorde 3 saat
bekletilip kurutma asamasi tamamlanmistir. Altin-Paladyum kaplama sonrasinda

numuneler SEM analizi ile goriintii alinabilecek sekilde iletken hale getirilmistir.

3.2.7 Iistatistiksel Analiz

Calismanin deneyleri ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmis olup elde edilen
verilerin istatistiksel analizleri t-test ve One-Way ANOVA kullanilarak yapilmstir.
Standart sapma (SD+) hesaplanmis ve *P <0,005 kabul edilmis, Graphpad Prism V.9

ile Excel uygulamalari kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Optik Mikroskop Goriintiileri

Hazirlanan tiim biyoaktif camlar kristallesmenin incelenmesi amaciyla 1sil

islem sonrasi optik mikroskop altinda gézlenmistir.

BGD

»A“‘»‘

Sekil 4.1: Numunelerinin 700 °C’deki 1s1l iglem sonrasi optik mikroskop goriintiileri.

Optik mikroskop ile incelendigi zaman tiim malzemelerin kristal formdaki
yapilari agik bir sekilde goriilmektedir. Buna ek olarak BGD ve BGDA numunelerinde
diatom kalintilar1 tespit edilmistir. Bu durum kullanilan diatomlarin 1si1l islem
kosullarinda zarar gérmedigini ve malzeme yapisina basarilt bir sekilde katildigini
gostermektedir. Resimler literatiirdeki benzer g¢alismalarla karsilastirildigi zaman

literatiirde yapilan 6rneklere uygun numuneler sentezlendigi goriilmistiir.
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4.2 Biyoaktif Cam Numunelerinin Analizleri

4.2.1 200 ve 700 derecelerdeki numunelerin FT-IR Analizi Sonuclari

BG, BGD, BGAD, BGDA numunelerinin 200 ve 700 °C’deki 1s1] islemleri

sonrasinda uygulanan FT-IR analizlerine ait grafikler Sekil 4.2°te verilmistir.

—BG —BGD —BGA —BGDA

(200 °C) M

(700°C) m
(200 °C) m

(700 °C) m
o i Came
(200 °C) \/\/ Y

(700 °C) % W/

(200 °C) m
(700 °C) w

3870 3370 2870 2370 1870 1370 870 370
Dalga Sayis1 [em!]

Gegirgenlik [%]

Sekil 4.2: 200 ve 700 °C’deki toz biyoaktif camlarin FT-IR grafikleri.

Grafiklerin yorumlanma silirecinde numuneler uygulanan 1sil islem derecesiyle

uygun olacak sekilde kodlanmistir. Bu kodlar Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1: FT-IR analizlerinde kullanilan numune kodlar1.

Numune Kodlari Isil Islem Sicaklig
BG-200 200 °C
BG-700 700 °C

BGD-200 200 °C
BGD-700 700 °C
BGA-200 200 °C
BGA-700 700 °C
BGDA-200 200 °C
BGDA-700 700 °C

BG-200 numunesinin FT-IR spektrumunda 418 — 460 arasindaki pikler Si-O
simetrik biikiilme titresimleridir. 500-600 cm™ arasina dagilmis durumda olan piklerin
P-O baglarindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. 816 ve 834 cm™! pikleri ise Si-OH
gerilmesinden kaynaklanmaktadir. 1049 cm™'”de goriilen keskin pik P-O baglarindaki
gerilmeye karsilik gelen titresimlerdir. 1350 cm™ degeri ve etrafina yayilmis olan
pikler N-O ve C-O gerilme titresimine denk gelmekle birlikte malzeme yapisindaki
nitratlar1 ve adsorbe edilmis karbonat gruplarini tanimlamaktadir. 3450 cm™ BG-200

numunesine ait FT-IR pik degerleri Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2: BG-200 numunesinin FT-IR spektrum degerleri.

Dalga Numarasi (cm™) Fonksiyonel Grup Titresim Tiirii
~3450 O-H Gerilme
~3450 Si-OH Gerilme
~1350 C-0 Gerilme
~1350 N-O Gerilme

1049 P-O Gerilme
816-834 Si-OH Gerilme
500-600 P-O Gerilme
418-460 Si-O Egilme

BG-200 numunesinin 700 °C’ye 1sitilmasiyla elde edilmis olan BG-700
numunesinin FT-IR spektrumu incelendigi zaman 451 cm™ seviyesinde Si-O

piklerinin korundugu ve bunun yaninda 511 ile 617 cm™ seviyesinde keskin P-O
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gerilme titresimlerinin olustugu gozlenmektedir. Bu gerilme titresiminin sebebi 1s1l
islem sonucunda yiizeyde kristalin fosfat a¢isindan zengin bir yiizey olusmasidir. 876
cm! Si-O gerilme ve 1026 cm™’de gorillen pik Si-O egilme titresimlerini
gostermektedir. Bu piklerin arasindaki keskin 923 cm! pikinin ise Si-O-Ca bagiyla
alakali oldugu diisiiniilmiistir. 1058 cm! bandinda P-O gerilme titresimi
gozlenmektedir. 1355 cm™ degerinde ciddi bir diisiis mevcuttur ve bunun sebebi 1s11
islem sonucunda nitrat gruplarmin ortadan uzaklasmis olmasidir. 1450-1600 cm’
arasinda yayilmis olan diisiik siddetli piklerin Si-OH gruplarindaki O-H bandinin
gerilmesi sebebiyle olustugu diisiiniilmiistiir. BG-200 numunesinde oldugu gibi bu
numunede de 3400-3700 araliklarinda Si-OH gruplarindaki O-H gruplarinin gerilmesi
kaynakl1 diisiik siddetli pikler mevcuttur. BG-700 numunesine ait FT-IR spektrum

degerleri Tablo 4.3’te verilmistir.

Tablo 4.3: BG-700 numunesinin FT-IR spektrum degerleri.

Dalga Numarasi (cm™) Fonksiyonel Grup Titresim Tiirii
~3400-3700 O-H Gerilme
~3400-3700 Si-OH Gerilme
~1450-1600 O-H Gerilme
~1450-1600 Si-OH Gerilme

1058 P-O Gerilme
1026 Si-O Egilme
923 Si-O-Ca Gerilme
876 Si-O Gerilme
617 P-O Gerilme
511 P-O Gerilme
451 Si-O Egilme

BGD-200 numunesinin FT-IR spektrum sonucu incelendiginde 420-480 cm'!
arasindaki Si-O egilme titresiminin BGB-200 ve BGB-700 numunelerine kiyasla daha
yogun oldugu goriilmektedir. Buradaki diatomlarin sahip oldugu silikanin etkili
oldugu diisiiniilmiistiir. 790-835 cm™! araliginda bir tanesi keskin olmak iizere 3 adet
pik gdézlenmistir. Bu piklerin Si-O-Si simetrik gerilme titresimlerinden kaynaklandigi
diisiiniilmiistiir. 1060 cm™ bandinda meydana gelen pik P-O gerilme titresimi
kaynaklidir. BG-200 numunesinde oldugu gibi BGD-200 numunesi de yapidaki
nitratlar1 ve karbonat gruplarini temsil eden N-O ve C-O gerilme titresimi kaynakli

1350 cm™! pikine sahiptir. 3400-3600 cm™ aralifma yayilmis olan O-H gruplarmin
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gerilmesine bagli olan band bu yapida da mevcuttur. BGD-200 numunesinin spektrum

degerleri Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.4: BGD-200 numunesinin FT-IR spektrum degerleri.

Dalga Numarasi (cm™) Fonksiyonel Grup Titresim Tiirii
3400-3600 O-H Gerilme
3400-3600 Si-OH Gerilme

~1350 C-O0 Gerilme
~1350 N-O Gerilme
1060 P-O Gerilme
790-835 Si-O-Si Gerilme
500-600 P-O Gerilme
459 Si-O Egilme

BGD-700 numunesinin FT-IR spektrum sonucu incelendiginde 448 cm
degerinde Si-O egilme titresiminin yaninda 515 ve 620 cm’! degerlerinde 1511 islem
sonrasinda olusan P-O baglarina bagl gerilme titresimleri kaynakli pikler
goriilmektedir. 870 cm™! Si-O gerilme siddetine bagl bir pik mevcuttur ve 920 cm!
degerinde olusan pikin BG-700 numunesinde oldugu gibi Si-O-Ca kaynakli oldugu
diisiiniilmektedir. 1014 cm™ degerinde P-O gerilme titresimine bagl bir pik mevcuttur.
N-O gerilme titresimi kaynakli olusan 1360 degerinde pik siddetinde diisiis meydana
gelmistir ve silanol gruplar1 kaynakli olarak olusan 3400-3600 cm™! araligidaki pik
bu numunede digerlerine oranla daha diisiik siddetli olarak goriilmektedir. BGD-700

numunesine ait spektrum degerleri Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4.5: BGD-700 numunesinin FT-IR spektrum degerleri.

Dalga Numarasi (cm™) Fonksiyonel Grup Titresim Tiirii
~3400-3600 O-H Gerilme
~3400-3600 Si-OH Gerilme

1014 P-O Egilme
920 Si-O-Ca Gerilme
870 Si-O Gerilme
620 P-O Gerilme
515 P-O Gerilme
448 Si-O Egilme
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BGA-200 numunesinin FT-IR sonuglari incelendiginde 452 cm™ degeri Si-O
egilme titresimine, 512 cm™ degeri ise P-O gerilme titresimine aittir. Bu bdlgede
goriilen 520 cm™! degerinde pik ise Al2Os nanopartikiillerinin karakteristik piklerinden
birisi olan simetrik AI-O-Al egilme titresimidir (Al-Rubayee ve dig. 2016, Kam ve
dig. 2021). Verilmis olan bu piklerin disinda BGA numunelerinin 200 ve 700 °C’deki
grafiklerinde BG ve BGD numunelerinden farkli bir katki bulunsa bile piklerde ¢cok
ciddi bir degisim gorilmemistir. Literatiirde Al,Os nanopartikiillerin incelendigi
bircok ¢alisma vardir. Bu g¢alismalar incelendigi zaman Al>O3 nanopartikiillerinin
genellikle 500-600 cm™!, 850-900 cm™! degerlerinde keskin pikler, 2300-2400 cm™
araliginda ise diisiikk siddetli bir pik verdigi goriilmektedir (Kaur ve dig. 2020).
Buradan ¢ikarilacak sonugla piklerdeki benzerligin sebebi olarak malzeme
igeriklerinin yaklasik ayni degerlerde pik vermesi ve bu sebeple Al,Os; piklerinin
baskilanmas1 gosterilebilir. 818 cm™! degerindeki pik Si-O gerilme titresimi, 834 cm’
! degerindeki pik Al-O egilme titresimi olarak verilebilir. 1050 cm™ degerinde P-O
gerilme titresimi ve 1354 cm™' degerinde yapidaki nitratlar sebebiyle N-O gerilme
titresimi mevcuttur. BGA-200 numunesinin 1558 ve 1636 cm™ degerinde bulunan
diisiik siddetli pikler ise Al-OH bandindan kaynakli gerilme siddetleri olarak
yorumlanabilir (Kam ve dig. 2021). Diger numunelerde bulundugu sekilde bu numune
tiiriinde de 3450 cm™ etrafindan diisiik siddetli bir pik mevcuttur ve bu pikler Si-OH
ile O-H gerilme titresimlerine aittir. BGA-200 numunesine ait spektrum degerleri

Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4.6: BGA-200 numunesinin FT-IR spektrum degerleri.

Dalga Numarasi (cm™) Fonksiyonel Grup Titresim Tiirii
~3450-3500 O-H Gerilme
~3450-3500 Si-OH Gerilme

1636 Al-OH Egilme
1558 Al-OH Gerilme
1354 N-O Gerilme
1050 P-O Gerilme
834 Al-O Egilme
818 Si-O Gerilme
520 Al-O-Al Egilme
512 P-O Gerilme
452 Si-O Egilme
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BGA-700 numunesi incelendiginde Al2O3 numunelerine ait spesifik bazi
piklerin daha net bir sekilde goriildiigii tespit edilmistir. 421 ve 449 cm™' degerlerinde
Si-O egilme titresimine ait pikler goriiniirken 517 cm™ ve 617 cm™ degerlerinde P-O
gerilme titresimi tespit edilmistir. 574 cm’! degerinde goriilen pik BGA-200
numunesinde de gdzlenmis olan simetrik Al-O-Al egilme titresimine ve 835 cm’
degerinde goriilen pik Al-O egilme titresimine aittir. 879 cm™ degerinde 700
derecedeki tiim numunelerde karakteristik olarak gdzlenmis olan Si-O gerilme
titresimine, 922 cm™! degerinde Si-O-Ca gerilme titresimine ve 985 cm™ degerinde P-
O egilme titresimine ait pikler mevcuttur. BGA-700 numunesinde de 3500 cm!
degerlerinde siddeti oldukea diisiik olan pikler mevcuttur ve bu pikler Si-OH ile O-H

baglarina aittir. BGA-700 numunesine ait spektrum degerleri Tablo 4.7°de verilmistir.

Tablo 4.7: BGA-700 numunesinin FT-IR spektrum degerleri.

Dalga Numarasi (cm™) Fonksiyonel Grup Titresim Tiirii
~3400-3600 O-H Gerilme
~3400-3600 Si-OH Gerilme

985 P-O Egilme
922 Si-O-Ca Gerilme
879 Si-O Gerilme
835 Al-O Gerilme
617 P-O Egilme
574 Al-O-Al Egilme
517 P-O Gerilme
449 Si-O Egilme
421 Si-O Egilme

BGAD-200 numunesinin sonuglar1 incelendiginde 452 cm™ degerinde Si-O,
786 cm™! ve 834 cm™’de simetrik Si-O-Si gerilme titresimleri, 1060 cm™ degerinde ise
P-O gerilme titresimi tespit edilmistir. 200 °C’de 1s1l iglem siireci tamamlanan tiim
numunelerde oldugu gibi BGAD-200 numunesinde de yapida bulunan nitrat gruplari
sebebiyle olusan karakteristik pik 1351 cm™’de gozlenmisti. BGAD-200
numunesinin yapisinda da Al,Os nanopartikiilleri bulunmasi sebebiyle 1635 ve 1789
cm’de bulunan diisiik siddetli iki degerin sirasiyla Al-OH egilme ve gerilme
titresimleri oldugu varsayilmaktadir. 3446 cm™ degeri de Si-OH ve O-H gruplarina
aittir. BGA-200 ve BGA-700 numunelerinde bulunan 550 cm™ degerine yaklasik

bolgelerde bulunan Al-O-Al piki bu numunede gozlenmemistir ancak bu degerin
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etrafinda diisiik siddetli pikler mevcuttur. Buradan yapida bulunan diatom sebebiyle
olusan yiiksek siddetli piklerin Al.O3 nanopartikiillerine ait pikleri baskiladigi

varsayilabilir. BGAD-200 numunesine ait spektrum degerleri Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4.8: BGAD-200 numunesinin FT-IR spektrum degerleri.

Dalga Numarasi (cm™) Fonksiyonel Grup Titresim Tiirii
~3400-3500 O-H Gerilme
~3400-3500 Si-OH Gerilme

1789 Al-OH Gerilme
1635 Al-OH Egilme

1351 N-O Gerilme
1060 P-O Gerilme
834 Si-O-Si Gerilme
786 Si-O-Si Gerilme
452 Si-O Egilme

BGAD-700 numunesinin sonuc¢larinda da BGAD-200’e¢ benzer sekilde
ADO3’lin baz1 karakteristik pikleri ¢ok diisiik siddetlerde gdzlenmistir. Bununla
birlikte biyoaktif cam yapist geregi olusan pikler sorunsuz bir sekilde gozlenmistir.
418 cm! ve 437 cm™! Si-O egilme titresimlerini, 512 cm™ degerinde P-O gerilme
titresimi, 578 cm’! degerinde simetrik Al-O-Al egilme titresimi, 617 cm™! P-O egilme
titresimini gostermektedir. 922 cm™ Si-O-Ca gerilme titresimine, 1004 cm™' P-O
gerilme titresimine aittir. 1423 cm™ degerindeki diisiik siddetli pik, BGAD-200
numunelerinde bulunan ve 1s1l iglem sonucu ortamdan uzaklagan nitrat gruplarini
gostermektedir. 3400-3600 araliginda Si-OH ve O-H gruplarma ait pikler genis bir
araliga yayilmistir. BGAD-700 numunesine ait spetktrum degerleri Tablo 4.9’da

verilmigtir.

Tablo 4.9: BGDA-700 numunesinin FT-IR spektrum degerleri.

Dalga Numarasi (cm™) Fonksiyonel Grup Titresim Tiirii
~3400-3600 O-H Gerilme
~3400-3600 Si-OH Gerilme

1004 P-O Egilme
922 Si-O-Ca Gerilme
617 P-O Egilme
578 Al-O-Al Egilme
512 P-O Gerilme
437 Si-O Egilme
418 Si-O Egilme
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4.3 Biyoaktivite Testi Yapilmis Numunelerin Analiz Sonug¢lar:

4.3.1 SEM/EDS Analizi

BG, BGD, BGA ve BGDA numuneleri kullanilarak hem biyouyumluluk hem
de biyoaktivite testlerinde kullanilmak tizere doku iskeleleri tiretilmistir. Hazirlanan
doku iskelelerinin farkli biiyiitme oranlarindaki SEM goriintiileri Sekil 4.3, 4.4, 4.5 ve
4.6’da verilmistir. Doku iskelelerinin higbirisinde kullanilan sablon malzemeye ait
kalinttya rastlanmamistir ve kullanilan siingerin yapisina benzeyen, ince ve kalin
olacak sekilde farkli gézenekler i¢ceren makroyapilarin olustugu gézlenmistir. SEM
goriintiileri incelendiginde tiim numunelerde biyoaktif cam kaplamasinin oldukca
homojen bir sekilde dagildigi ve gozeneklerde tikanikliklarmin bulunmadigi
gorilmistiir. Olusan bu makroyapilar kemik olusumunu destekleyici morfolojik
ozellikler gostermektedir. Tim doku iskelelerinin ylizeylerinde yapiya homojen

sekilde dagilmig Ca-P kristalleri mevcuttur.

Sekil 4.3: Biyouyumluluk ve biyoaktivite testi uygulanmak iizere BG numuneleri kullanilarak
hazirlanmis doku iskelesinin farkli biiyiitme oranlarindaki SEM goriintiileri a) 100x, b) 500x, c)
1000x%, d) 2500x, ¢) 5000x, f) 10000x.

BG numunesi kullanilarak hazirlanan doku iskelesinin farkli biiyiitme
oranlarinda SEM goriintiisii Sekil 4.3°te verilmistir. Doku iskelesinin yilizeyinde 1s1l

islem sonucu olusan kristallesmenin homojen bir sekilde yiizeye dagildigi
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goriilmektedir. Yiizeyde parca parga goriilen kristal yapilarin uygulanan 1sil islem
stiresinden kaynaklandig1 ve amorf ile kristal yapilar birlikte iceren bir iskele yiizeyi
olustugu soylenebilir. Toz numunelerin FT-IR sonuglar1 da incelendiginde bu yiizey

yapisinda farkli fazlarda silika ve Ca-P igeren yapilarin mevcut oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.4: Biyouyumluluk ve biyoaktivite testi uygulanmak iizere BGD numuneleri kullanilarak
hazirlanmig doku iskelesinin farkli bilylitme oranlarindaki SEM goriintiileri a) 100x, b) 500x, c¢)
1000x, d) 2500%, e) 5000x%, f) 10000x.

BGD numuneleri incelendiginde ylizeydeki kristallerin 1s1l islem siireciyle
baglantili olarak yumusamaya bagladigi goriilmiistiir. Bu kristallerin olusmasinin ayn1
zamanda diatomitin eser miktarda igerdigi farkli minerallerden kaynakli oldugu da
sOylenebilir. Malzeme yiizeyi boyunca diatom frustiillerinin genlesmesiyle olusan
gozenekli yapilar homojen bir sekilde dagilmistir, bu yapilarn1 farkli biliylitme

oranlariyla gosteren SEM goriintiileri Sekil 4.4’°te verilmistir.
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BGA

Sekil 4.5: Biyouyumluluk ve biyoaktivite testi uygulanmak iizere BGA numuneleri kullanilarak
hazirlanmig doku iskelesinin farkli biiyiitme oranlarindaki SEM goriintiileri a) 100x, b) 500x, c)
1000x%, d) 2500%, ¢) 5000x, f) 10000x.

BGA numunelerinin belirli bolgelerinde BG ve BGD numunelerinden farkli
kristal yapilar gozlenmistir. Bu yapilarin AbO3; ve SiO:’in yiiksek sicaklikta
sinterlenmesi sonucu olustugu diisiiniilmektedir. Yapiya katkilanmis alumina
nanopartikiiliiniin ylizey morfolojisini olumsuz etkileyecek herhangi bir degisime yol
acmadigr goriilmektedir. Sekil 4.5’te BGA numunesiyle olusturulan doku iskelesine

ait SEM gortintiileri verilmistir.

BGDA

Sekil 4.6: Biyouyumluluk ve biyoaktivite testi uygulanmak tizere BGDA numuneleri kullanilarak
hazirlanmig doku iskelesinin farkli bilylitme oranlarindaki SEM goriintiileri a) 100x, b) 500x, c¢)
1000x%, d) 2500x, ¢) 5000x, f) 10000x.
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BGDA numunesi kullanilarak hazirlanan doku iskelesinin SEM goriintiileri
Sekil 4.6’da verilmistir. BGDA numunelerinin morfolojisi incelendiginde yapiya
katilmis olan alumina nanopartikiillerinin ve diatomitin BGD ve BGA numunelerinde
olusturdugu karakteristik yapilarin her ikisine ait 6zellikleri de tagidig1 goriilmektedir.
Sol-jel yontemi kullanilarak iiretilen biyoaktif camlarda ergitme yontemine kiyasla
nano boyutta gozenekli yapilarin olustugu farkli kaynaklarda belirtilmistir. Bu nano
boyuttaki gozenekli yapiya diatomitlerde bulunan diatomlarin gézenekli yapisinin da
eklenmesi hazirlanan doku iskelesini kemik doku uygulamalari i¢in morfolojik olarak

iistlin bir konuma getirmektedir.

Biyoaktivite testi yapilmis numunelerin SEM analizi 6ncesinde numuneler
SBF c¢ozeltisinden tamamen arindirilmis ve kurutulmustur. 30 giin siireyle yapilmis
olan biyoaktivite testi sonrasinda tiim doku iskelelerinin yiizeyinde HKA olusumu
gbzlenmistir. Biyoaktivite testi yapilmis numuneleri igeren goriintiiler Sekil 4.7, 4.8,
4.9 ve 4.10°da verilmistir. Yilizeyde olusan apatit yapilarinin yogunluklar1 tiim doku
iskelelerinde birbirine benzer iken olusan HKA yapilarinin morfolojik 6zelliklerinde

farkliliklar gozlenmistir.

Sekil 4.7: 30 giin SBF'de bekletilen BG numunelerinin farkli biiylitmelerdeki SEM goriintiileri a)
100x, b) 500x, ¢) 1000x, d) 2500x, ¢) 5000x f) 10000x.

BG numuneleri ile hazirlanmis doku iskeleleri incelendiginde, yapinin
icerisindeki gozenekli bolgeler de dahil olmak {izere tiim iskele yilizeyinde homojen

bir apatit yapisi olustugu goriilmektedir. 30 giin boyunca SBF ¢o6zeltisi igerisinde
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tutulan BG numunesinde olusan apatit yapisi doku iskelesinde bulunan kiiciik

gozenekleri kapatmaya baslamis, malzeme biyobozunmasindan kaynakli olarak iskele

yiizeyinde ince ¢atlaklar olusmustur.

Sekil 4.8: 30 giin SBF'de bekletilen BGD numunelerinin farkli biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri a)
100x, b) 500x, c) 1000x, d) 2500x, ¢) 5000x f) 10000x.

BGD numunesinde olusan apatit yapisinin yiizey morfolojisi BG numunesine
kiyasla oldukga farklidir. Apatit yogunlugu bakimindan birbirine yakin olan bu iki
ornekte olusan HKA boyutlarinin da birbirine oldukga yakin oldugu gézlenmistir.

Sekil 4.9: 30 giin SBF'de bekletilen BGA numunelerinin farkli biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri a)
100x, b) 500x, c) 1000x, d) 2500x, e) 5000x f) 10000x.
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BGA numunesi kullanilarak hazirlanan doku iskelelerinin yiizeyinde olusan
apatit yapist BG ve BGD numunelerine kiyasla hem yogunluk, hem boyut hem de
ylizey morfolojisi agisindan farkliliklar tasimaktadir. Yiizeyde boyutlar1 oldukca
biiyiik bir apatit yapis1t mevcuttur ve bu apatit yapisinin i¢erisinde mikron boyutunda
gozeneklilikler gdzlenmistir. Yapida bulunan AlO; nanopartikiillerinin bu farkl

apatit morfolojisinin olusumunda etkili oldugu diistiniilmektedir.

BGDA

Sekil 4.10: 30 giin SBF'de bekletilen BGDA numunelerinin farkli biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri a)
100x, b) 500x, ¢) 1000x, d) 2500x, ¢) 5000x f) 10000x.

BGDA numunelerinin 30 giin sonundaki SEM goriintiileri incelendiginde hem
diatomit hem de Al,Os; nanopartikiillerinin yapiya kattig1 karakteristik 6zelliklerin
belirtilerine yap1 ylizeyinde rastlamak miimkiindiir. Hem Al>O3 igeren numunelerdeki
gibi biiylik boyuta sahip hem de diatomit iceren yapidaki gibi boyutu kiigiik ancak
yogunlugu fazla olan karma bir apatit yapis1t mevcuttur, olusan tiim apatit yapilarinin

yiizey morfolojileri daha ¢ok diatomit katkili numunelere benzemektedir.

Biyoaktivite testi yapilan tiim doku iskeleleri genel olarak degerlendirildiginde
BG, BGD ve BGDA numunelerinin yiizeyleri 30 giiniin sonunda tamamen HKA ile
kaplanmis olup morfolojik 6zelliklerine birbirine benzemektedir. BGA numunesinde
ise apatit yapisi oldukca farkli olsa da malzeme biyoaktifligi yapilan katkilarla negatif

etkilenmemistir.
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Biyoaktivite testi yapilmis ve yapilmamis numumelere ait EDS sonuglar1 Sekil

4.11°de detayli bir sekilde verilmistir.
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Sekil 4.11: Hazirlanan doku iskelelerinin EDS analizi sonuglari: a), ¢), d), e) biyoaktivite testi dncesi,
b), d), f), h) biyoaktivite testi sonrasi.
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Biyoaktivite testi sonrasinda tiim doku iskelelerinin yiizey morfolojisinde ve
yapidaki Si-Ca ve P oranlarinda degisim goriilmiistiir. 30 giin boyunca SBF ¢ozeltisi
i¢erisinde bekletilen tiim doku iskelelerinin Ca ve P oranlarinda artis mevcuttur. Bu
artisla birlikte tiim numunelerin Si degerleri ile BGA ve BGDA numuneleri
kullanilarak hazirlanmis doku iskelelerindeki Al degerleri neredeyse sifirlanmistir.
Biyoaktif camlarin ¢aligma prensibi goz oOniine alindigi zaman elde edilen EDS
sonuglarmin tutarlh oldugu goriilmektedir. Hidroksiapatitin Ca/P oraninin incelendigi
farkli ¢aligmalarda bu oran saf hidroksiapatit i¢in 1,67°dir ve malzemeye uygulanan
islemlere gdre bu oranin azalip artabildigi vurgulanmigtir (Brown ve Martin 1999, Tan
ve dig. 2015). 30 giliniin sonunda BG numunesinin Ca/P oran1 2,190, BGD
numunesinin Ca/P oram1 1,742, BGA numunesinin Ca/P oram1 1,651 ve BGDA
numunesinin Ca/P oran1 1,786 c¢ikmistir. Sadece BG numunesinde Ca/P orani
beklenen degerlerin iizerinde olup diger tiim numunelerde 30 giiniin sonunda
hidroksiapatitin sahip oldugu degerlere yaklasik degerler elde edilmistir. EDS analizi
SBF ile seramik malzemelerin etkilesimi hakkinda tutarli bilgiler saglasa da elde
edilen verilerin dedektor hassasiyeti, numune geometrisi, numune topografyasi, analiz
kosullari, ylizey katmanlarmin kalinligi gibi farkli faktorlerden etkilenebilecegi
unutulmamalidir (Bhakta ve dig. 2010).

4.3.2 FT-IR Analizi

Hazirlanan BG, BGD, BGA ve BGDA doku iskelelerinin ilk versiyonlar1 ve
SBF igerisinde 30 giin biyoaktivite testi yapilmis versiyonlarina ait FT-IR grafikleri
Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12: Hazirlanan doku iskelelerinin biyoaktivite testi dncesi ve sonras1 FT-IR grafikleri.

Tiim numunelerin biyoaktivite testi 6ncesi ve sonrasindaki FT-IR grafikleri
incelendiginde 30 giin sonundaki her numunede goriilen ve malzemelerin biyoaktif
Ozellik gosterdigini  kanitlayan sonuglar mevcuttur. Malzemelerde sonradan
siddetlenmis olan 550-600 cm™ araliginda ikili pik apatit kristallerinde bulunan (PO4)
3 ‘e ait olan P-O egilme titresiminin karakteristik pikidir. 1050 ile 1200 cm™ arasinda
meydana gelen degisim malzemedeki fosfata aittir ve P-O gerilim titresimine aittir. Bu
durum yiizeyde amorf yapida CaO—P,0Os agisindan zengin bir yapimin olustugunu
gostermektedir (Liu ve Miao 2004). Biyoaktivite testi oncesi ve sonrasi numunelerden
elde edilen EDS sonuglarinda Ca ve P degerlerindeki ciddi artis ve XRD

grafiklerindeki piklerde yasanan diislis de bu sonucu destekler niteliktedir.
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4.3.3 XRD Analizi

Higbir iglem uygulanmamis ve 30 giin boyunca SBF icerisinde bekletilmis
numunelere ait grafikler Sekil 4.13’te verilmistir.

a) —— 86 (06) b) ——BGD (06)

——BG (306) ——BGD (306)
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Sekil 4.13: Doku iskelelerinin biyoaktivite testi dncesi ve sonrasindaki XRD grafikleri a) BG, b)
BGD, c¢) BGA, d) BGDA.

XRD sonuglart incelendiginde, hazirlanan tiim numunelerin igeriginde
NasCas(SicO1g) bulundugu tespit edilmistir. Bu sodyum-kalsiyum-silikat fazi biyoaktif
camlarin 1s1l islemi sonrasinda olusan bir ylizey modifikasyonudur. NasCas(SicO1s),
hazirlanan numunelerin igerisindeki CaO miktarinin zamanla bitmesinden &tiirii en
fazla 80 %mol oraninda olusabilir (Pirayesh ve Nychka 2013). Elde edilen XRD
sonuglart ICDD Card No: 01-079-1088 ile uyumludur. NasCas(SicO15) yapisi
hegzagonal olup a = 10,513 A ve ¢ = 13,195 A olarak verilebilir. Ayrica bazi
yapilarda 22°°de NasCa3SizO9 faz1 da tespit edilmistir. 30 giinliik biyoaktivite testi
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sonrasinda SBF icerisinde bekletilmeden alinan XRD sonuglarindaki kristal yapinin
yerini daha amorf bir yapiya biraktigi gézlenmistir. Pik siddetlerinde yasanan diisiis
ve genisliklerin artmasi bunun bir gdstergesidir. 30 glin boyunca SBF igerisinde
bekletilen malzemelerdeki 26° ile 32°°de olusan pikler yiizeyde olusmus olan apatit
yapisini gostermektedir (Rezaei ve dig. 2014, Dang ve dig. 2020). Sonug olarak XRD
sonuclarindan elde edilmis olan veriler SEM goriintiileri, EDS analiz sonuglar1 ve FT-
IR sonuglartyla tutarlidir ve hazirlanmis olan biyoaktif cam esasli doku iskelelerinin

hepsi kemik doku iskelelerinde kullanilabilecek yeterlilikte biyoaktivite gostermistir.

4.4 L.929 Hiicre Hattiyla Yapilan Calismalardan Elde Edilen Sonuc¢lar

4.4.1 Sitotoksitite Testi Sonuclar:

Calismada kullanilan doku iskelelerinin %3,125, %6,25, %12,5, %25, %37,5,
%50 ve %100 konsanstrasyonlarindaki 1929 hiicre hatti iizerindeki sitotoksisite
etkilerine incelemek igin 24 saat boyunca sitotoksisite testi yapilmistir. Yapilan
sitotoksisite testi sonuclar Sekil 4.14°te verilmistir. Hiicre canlilik testi (MTT) ile elde
edilen sonugclar1 degerlendiginde BG ve BGD doku iskelelerinin en yiiksek doz olan
%100 degerleri negatif kontrol ile kiyasladiginda sitotoksisite etkisi saptanmamustir.
BGA ve BGDA doku iskeleleri ise negatif kontrol ile kiyasladigimizde doza bagli hafif
bir etki rastalanmistir. Sonu¢ olarak ¢alismada kullanilan doku iskelelerinin fare

fibroblast hiicre hattinda ciddi bir sitotoksisite etkisi olmadig1 saptanmaistir.
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Sekil 4.14: Doku iskelelerinin 1929 hiicre hatti lizerindeki sitotoksisite sonuglart.

4.4.2 Floresan Mikroskop Calisma Sonuclari

Hiicre canlilik testi (MTT) sonucunda doku iskelelerinin sitotoksisite etkileri
olmadigi i¢in en yiiksek dozlar1 (%100) secilmis ve Etidyum bromiir ve Akridin oranj
(EB/AO) boyama ile floresan mikroskop analizi gerceklestirilmistir. Yaklasik 3x10*
adet olacak sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir plakalarina ekilen hiicrelerle doku iskelelerinin
%100 konsantrasyonlariyla 24 saat uygulama yapilmis ve siirenin sonunda hiicreler
toplanarak EB/AO boyasi ile boyanmistir. Boyanan hiicreleri floresan mikroskobu
altinda incelediginde, pozitif kontrol olarak kullanilan H>O> negatif kontrol ile
karsilastirmali olarak baktigimizda yesil olarak boyanmis canli hiicrelerin pozotif
kontrolde oran1 ¢ok azaldig1 ve apoptotik (sar1 olarak boyanmis) ve 6lii (kirmizi olarak
boyanmis) hiicrelerin oranlar1 yiikseldigini ve buda H>O, toksisite etkisini
gostermistir. Ayrica BG, BGD, BGA ve BGDA doku iskelelerinin sonuglarini negatif

kontrol ile karsilastirmali olarak inceledigimizde BG, BGD ve BGDA numunelerin
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negatif kontrol ile yakin etki rastlanmistir. Ancak BGA numunesi ise negatif kontrole
gore hiicrelerin apoptoza ve 6liime ugramalarina neden olmustur. Bu sonuglardan yola
cikarak malzemeye yapilan diatomit katkisinin alumina nanopartikiilleri sebebiyle

olusan diisiik seviyedeki toksik etkiyi baskiladig1 sdylenebilir.

Kontrol H.O BG

Sekil 4.15: Doku iskelelerinin floresan mikroskop goriintiileri.

4.4.3 1929 Hiicre Hatt1 Uygulanan Doku iskelelerinin SEM Analizi

8 glinliikk hiicre kiiltiiri sonrasinda tiim numunelere sirasiyla fiksasyon,
dehidrasyon ve kurutma islemi uygulanarak doku iskeleleri SEM analizine
hazirlanmistir. Hiicre kiiltiiri uygulanmis doku iskelelerine ait goriintiiler Sekil 4.16,
4.17,4.18 ve 4.19°da verilmistir. Tiim iskele formlarin 8 giinliik kiiltiir sonras1 iskele
yiizeyinde aktif hiicre yapismasi gézlenmistir ancak bu tutunmanin yogunlugu ve

yapisinda farkliliklar mevcuttur.
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Sekil 4.16: 1929 hiicre hatt1 ekilmis BG numunesinin farkli bilyiitmelerdeki SEM goriintiileri a) 100x,
b) 500x, ¢) 1000x, d) 2500x, e) 5000x f) 10000x.

BG numunesi kullanilarak hazirlanan kemik doku iskelelerinin yiizeyinde
kiiltiir sonrast hiicrelerin yapismasi normal diizeyde olup hiicrelerin goézenekli
yapilarin i¢lerine de sorunsuz bir sekil ulastigi gozlenmistir. Yiizeye yayillmis olan
hiicrelerin kiiltiir uygulamas1 sonunda yiizeyde ¢oklu hiicreye sahip katmanlar
olusturdugu goriilmiistiir. BG ile iiretilen doku iskelelerinin L929 hiicre hatt1 ile kiiltiir
uygulamasi sonrasinda farkli biiyiitme oranlarindaki SEM goriintiileri Sekil 4.16°da
verilmistir. BG numunesi herhangi bir ek katki icermedigi icin bu siiregte kontrol

numunesi olarak incelenmistir.
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Sekil 4.17: 1929 hiicre hatt1 ekilmig BGD numunesinin farkli biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri a)
100x, b) 500x, c) 1000x, d) 2500x, €) 5000x f) 10000x.

BGD numuneleri ile olusturulan kemik doku iskelelerinin 1.929 hiicre hatti ile
etkilesimini gdsteren SEM goriintiileri Sekil 4.17°de verilmistir, bu doku iskelelerinde
yiizeye bagli hiicre tutunmasi daha yogun bir sekilde gozlenmistir. Tutunmadaki
artisin ana etkeninin diatomit katkisi ve diatomitlerde bulunan diatomlardan kaynakli
olarak yiizeyde olusan ekstra gozeneklilik oldugu diisliniilmiistiir. Yap1 detayli bir
sekilde incelendiginde yiizeyde i¢i bos bir sekilde goriilen gézenekli yapilarin 1sil
islem sonunda diatomlarin frustiillerinde meydana gelen morfolojik degisimden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Bu gézenekli yap1 hiicre kiiltiirii sonuglarini pozitif
yonde etkilemekle birlikte potansiyel bir kemik doku miihendisligi uygulamasinda
hasarl1 bolgeye substrat transferini arttirarak kemik gelisimini destekleyici bir isleve

de sahip olacaktir.
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Sekil 4.18: 1929 hiicre hatt1 ekilmis BGA numunesinin farkli biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri a)
100x, b) 500x, c) 1000x, d) 2500x, e) 5000x f) 10000x.

BGA numumeleri kullanilarak iiretilmis kemik doku iskelelerinin farkli
bliylitme oranlarindaki SEM goriintiileri Sekil 4.18’de verilmistir. SEM goriintiileri
incelendiginde hiicre tutunmasi ve yogunlugunda BG ve BGD numunelerine kiyasla
azalma  goOrlilmiistir  ancak literatiiri  destekleyecek  sekilde  alumina
nanopartikiillerinin doku iskelesi yapisinda bulunmas: hiicrelere ciddi bir zarar
vermemistir. Bu durum alumina nanopartikiillerinin belirli bir miktarin {stiinde
kullanilmamas1 durumunda ciddi toksik etkiye sebep olmadigini géstermektedir ve bu
sonug literatiirde alumina nanopartikiilleri iizerine yapilan caligmalar ile uyumludur
(Owji ve dig. 2019). bu azalma doku iskelelerinden elde edilen sitotoksisite
sonuclartyla uyumludur. BGA iskelerinin yiizeyinde 1s1l islem kaynakli oldugu
diisiiniilen yogun bir Ca-P tabakasi ve kristallesme mevcuttur ve bu sebeple doku
iskelesinin i¢ gdozeneklerindeki hiicre tutunmasini net bir sekilde incelemek miimkiin
olmamistir. SEM goriintiileri elde edilen sitotoksisite sonuclari, floresan mikroskop
sonuglari ve literatiirde bulunan bilgiler ile birlikte biyouyumluluk iizerine ele alindig
zaman kemik doku mihendisligi i¢in alumina nanopartikiillerinin, alumina

makropartikiillerine kiyasla cok daha 1yi bir alternatif oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.19: 1929 hiicre hatt1 ekilmis BGDA numunesinin farkli biiylitmelerdeki SEM goriintiileri a)
100x, b) 500x, c) 1000x, d) 2500x, e) 5000x f) 10000x.

BGDA numunesinde hiicre tutunmasi hem ags1 bir yap1 seklinde gortilmiistiir
hem de ylizeyde bir ortii halinde gozlenmistir. Yapt hem BGD hem de BGA
numuneleri ile hazirlanan doku iskelelerinde goriilmiis karakteristik yapilari
tasimaktadir. BGA numunelerinde de goriilmiis olan kristal yapinin morfolojisi BGDA
numunesi ile {iretilen doku iskelesinde farklidir ve kristaller diatomitlerden kaynakli
olan i¢i bos frustiiller ile gevrelenmis durumdadir. Bu durum hiicre tutunmasini arttirici
bir oOzelliktir ve sitotoksisite sonuglarinda da goriildiigli gibi alumina
nanopartikiillerinden kaynaklanan toksik etkiyi azaltict bir etkiye sebep oldugu

sOylenebilir.

Kiiltiir uygulamas1 6ncesi doku iskelelerinin besiyerinde bekletilmesinin,
besiyerinde bulunan biyolojik molekiillerin yiizeydeki Ca-P agisindan zengin ylizeye
adsorpsiyonunu destekledigi ve bu sayede yiizeydeki hiicre tutunmasini arttirdigi
distiniilmektedir. Literatiirden elde edilen veriler de bu durumu destekler niteliktedir

(Xynos ve dig. 2000).

Biyoaktif camlar lizerine yapilan ¢aligmalar incelendigi zaman 200 ve 700
derecelere ait FT-IR grafiklerinden elde edilen piklerin literatiirle uyumlu sonuglar
gosterdigi gozlenmistir. Pirayesh ve Nychka (2013) yapmis olduklar bir ¢calismada
sol-jel yontemi kullanarak 45S5 kompozisyona sahip toz biyoaktif camlar

tiretmiglerdir ve hazirladiklar biyoaktif camlara 500, 550, 600, 700 ve 800 derecede
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181l islem uygulamislardir. Calismanin XRD grafiklerine bakildigi zaman, bu tez
calismasinda da elde edilmis NasCas(SicO1g) yapist goriilmiistiir. XRD sonuglarini
desteklemek icin yapmis olduklar1 FT-IR analizi sonunda 520, 580 ve 620 cm-1
bandlarinda kristal formda P-O egilme titresimleri saptamiglardir. Yapilmis olan tez
caligmasinda iiretilen tim numunelerde benzer band araliklarinda ayni yapilara ait olan
pikler mevcuttur. Ayni araliktaki pikleri Aguiar ve arkadaslar1 (2009) tarafindan
yapilmis olan ve spesifik olarak sol-jel yontemiyle {iretilen biyoaktif camlarin FT-IR

ve Raman spektroskopilerinin incelendigi calismada da gérmek miimkiindiir.

Chen ve arkadaslar1 (2006) 45S5 Bioglass® biyoaktif cam kompozisyonu
kullanarak polimer siinger yontemiyle doku iskeleleri iiretmis ve bu doku iskelelerinin
farkli sicakliklarda sinterlenmis hallerinin SEM goriintiilerini almiglardir. Yapmis
olduklar1 ¢alismada malzemelerin sinterlenmesi siirecinde ortaya ¢ikan NaCazSi309
fazinin doku iskelesine miimkiin olan en yiiksek sertlik degerini verdigi ve bu fazin
viicut s1visi igerisinde bekletilmesi sonrasinda yerini amorf kalsiyum fosfat yapisina
birakmasinin {izerinde durulmustur. Buradan yola ¢ikarak bu tez ¢alismasinda iiretilen
biyoaktif camlarin ve kullanilan doku iskelesinin potansiyel bir uygulamada tedavi
bolgesinde gecici bir siire boyunca gerekli olan mekanik dayanimi basaril bir sekilde
saglayacagi ve bu siliregte malzeme biyoaktivitesinin negatif bir sekilde
etkilenmeyecegi goriilmektedir. Bu sonuglara ek olarak bu tez calismasinda hazirlanan
sol-jel yontemiyle {iretilmis biyoaktif camlara yapilan diatomit katkisinin malzemenin
biyouyumlulugunu ve biyoaktifligini arttirmasi literatiirde yapilan uygulamalardan
daha avantajli bir kompozisyon olusturuldugunu gostermektedir. Malzemedeki
kristalligin kontrol edilebilir olmasi amorf kalsiyum fosfat yap1 olusumunun da kontrol
edilebilirligi gostermektedir, bu sonu¢ polimer siinger kopyalama yoOntemiyle
olusturulan doku iskelelerinde malzeme kalitesini etkileyecek ekstra bir parametrenin
daha bulundugunu gostermektedir. Arstila ve arkadaslar1 (2008) tarafindan yapilmis
olan bir ¢alismada bu parametrenin lizerinde durulmus, 45S5, 1-98 ve 07-04 biyoaktif
camlarinda 1s1l islemin malzeme kristallesmesine etkisi incelenmistir. Calismada
hazirlannan her kompozisyonda amorf kalsiyum fosfat olusumunu destekleyici
fazlarin farkli sicaklik degerlerinde ortaya ¢ikmaya baslandigi goriilmektedir. Bu
fazlarin olusum stirecinin kontrol edilebilmesi sadece bu tez ¢alismasinda degil, ileride
biyoaktif camlar kullanilarak yapilacak ¢aligmalarda malzemeden alinacak verimin

maksimum degere ¢ikartilmasini saglayacaktir.
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5. SONUC VE ONERILER

Diatom yiiksek biyouyumluluga sahip, ylizey morfolojisi acgisindan kemik
doku iskelelerinden beklenen ozellikleri karsilayan bir malzeme olmasina ragmen
kemik doku miihendisligi alaninda sik kullanilmayan bir malzemedir. Buna ek olarak
hem diatomlarin hem biyoaktif camlarin igeriginin ¢ogunun silikadan olusmasina
ragmen literatiir incelendiginde diatomlarin biyoaktif camlarla birlikte kullanildigi
yayin sayisi ¢ok azdir. Bu tez ¢alismasinda literatiirdeki bu eksigi gidermek amaciyla
diatomit ile katkilanmig biyoaktif cam esasli kompozit malzemeler {iiretilmis ve
biyoaktif camlarda mevcut olan yiiksek sinterleme sicakligi, diisiik mekanik dayanim
gibi sorunlar1 azaltmak i¢in alumina nanopartikiilleri iceren biyoaktif cam
numunelerinin iiretimi ve karakterizasyonu yapilmistir. Toz numunelerin farkl
sicakliklarda sahip olduklar1 yapilar ve sicaklik degisimine bagli olarak bu yapilardaki

degisimleri gbzlemlemek amaciyla numunelere FT-IR analizleri yapilmistir.

Toz  formdaki  biyoaktif camlarin  karakterizasyon  islemlerinin
tamamlanmasinin ardindan katki icermeyen BG, diatomit igeren BGD, alumina
nanopartikiilii iceren BGA ve hem diatomit hem de nano alumina igeren BGDA
numuneleri kullanilarak kemik doku iskeleleri hazirlanmistir. Hazirlanan doku
iskelelerinin yiizey morfolojilerinin, kimyasal yapilarinin, SBF ve hiicre kiiltiirii
ortaminda gosterdigi ozelliklerin incelenmesi i¢in doku iskelelerine de belirli sartlar
altinda SEM, FT-IR ve XRD analizleri yapilmistir. Doku iskelelerinin yiizeyde apatit
olusturma 6zelliklerinin testi tiim doku iskelelerinin 30 giin siireyle SBF igerisinde
bekletilmesi ile incelenmistir. Malzemelerin sitotoksisite testleri ve malzeme yiizeyine
hiicrelerin tutunmast i¢in L929 hiicre hatti ile kiiltiir yapilmis, hiicrelerin fiksasyon,

dehidrasyon ve kurutma siire¢leri sonrasinda iskelelere SEM analizi yapilmistir.

Toz numunelerin FT-IR sonuglar1 incelendigi zaman literatiir ile tutarl
sonuclarin elde edildigi goriilmiis olup toz numunelerin doku iskelesi uygulamalarinda
kullanilabilmesi i¢in gerekli olan 6n islem sicaklig1 700 °C olarak bulunmustur. Bunun
sebebi bu sicaklik degerinde yapidaki nitratlarin tamamen ortadan uzaklagmasi ve

malzemelerin kristallesmesinin baslangi¢ seviyesinde olmasidir.

Polimer siinger kopyalama yonteminde kullanilan poliiiretan silingerler,

biyoaktif cam tabanli doku iskelelerinin iiretilmesi i¢in basarili bulunmustur ancak
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malzemelerin mekanik dayanimin arttirllmasi igin ¢alismalarda farkli sablon
malzemeler kullanilabilir. Kullanilan baglayici tiiriiyle birlikte hazirlanan siviya
homojenlestirici 6zelligi olan bir malzemenin eklenmesi {iretilecek olan doku

iskelelerinin kalitesini arttiracaktir.

1100 °C’de sinterlenmis olan doku iskelelerinin SEM gériintiileri
incelendiginde her yapida farkli kristal fazlarin goriilmesi, bazi1 doku iskelelerinde
kristallesmenin digerlerine oranla daha fazla olmasi malzeme yapisindaki katkilarin
sinterleme sicakligini degistirmesinden kaynaklanmaktadir. Bu problemin ¢6ziilmesi
icin numunelere TGA/DSC analizi yapilmasinin gerekli oldugu goriilmistiir. Doku
iskelelerindeki kristallesme orani hiicre kiiltiirii ve biyoaktivite test sonuglar1 tizerinde

de etkili olmustur.

30 glin boyunca SBF igerisinde bekletilen doku iskelelerinin hepsinde biyoaktif
Ozellik gozlenmistir, bu siirecte doku iskelelerinin SEM/EDS, FT-IR ve XRD
sonuglarmin hepsi birbirini desteklemektedir ve malzemelerin hepsinin yiizeyinde
hidroksiapatitin Ca/P oranma yaklasik degerlerde apatit yapilart olusmustur. Bu
sonuglar hazirlanan biyoaktif cam numunelerine yapilan katkilarin malzeme
biyoaktivitesini negatif yonde etkilemedigini ve BGD ile BGDA numunelerinde

diatomitten kaynakli olarak apatit olusumunun pozitif yonde etkilendigi sdylenebilir.

L929 hiicre hatt1 kullanilarak yapilan 8 giinliik hiicre kiiltlirii ve sitotoksisite
uygulamasi sonrasinda, hazirlanan tiim doku iskelelerinin potansiyel bir uygulamada
kullanilabilecegi goriilmiistiir. AloO3 nanopartikiillerinin yapiya eklenmesi diisiik
seviyede toksik bir etkiye yol agmis olsa da diatomit katkisi bu etkiyi baskilayici bir
Ozellik gostermistir. Buna ek olarak Al>O3 nanopartikiillerinin kontrollii miktarlarda
kullanilmasiin potansiyel nanokompozit malzeme iiretim uygulamalarinda basarili
sonuglar verecegi goriilmustiir. 8 giinliik hiicre kiiltiiri uygulamasinda doku
iskelelerinin hepsinin yiizeyinde hiicrelerin basarili bir sekilde tutuldugu gézlenmistir.
Burada malzeme yiizeyinde yapilacak bazi degisimler ile bu tutunma oraninin

arttirilabilecegi ongoriilmektedir.

Calismanin sonunda diatomitin biyoaktif camlar i¢in umut verici bir katki
maddesi oldugu ve malzeme fonksiyonuna herhangi bir sekilde zarar vermedigi

gozlenmistir. Diatomitlerde bulunan diatom kalintilarinin sahip oldugu gézenekli yap1
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biyoaktif camlara eklendigi zaman malzemelerin iskele o6zelliklerinde artis
gozlenmistir. Diinya genelinde farkli kompozisyonlarda mineraller ve farkli frustiil
yapilarina sahip diatomlar i¢eren bir¢ok diatomit tiirii bulundugu da hesaba katilirsa
biyouyumluluk, biyoaktivite, gozeneklilik, mekanik dayanim gibi bir¢ok 6zelligi farkl
yonlerden etkileyecek bircok seramik tabanli malzemenin gelistirilebilecegi
goriilmektedir. Alumina nanopartikiilii iceren numuneler sitotoksisite sonucunda
literatiirle tutarli bir sekilde ¢ok diisiik bir miktar toksik 6zellik gdstermistir ancak
BGDA numuneleri de alumina nanopartikiilii igermesine ragmen bu numunelerde
toksisite degerleri normal ¢ikmistir. Diatomitlerin i¢erdigi diatomlar fiziksel yapilari
geregi potansiyel bir kemik iskelesinden beklenen birgok 6zelligi arttirict 6zellik
gostermistir. Yapilan katkilarin biyoaktif camlarin biyoaktivitesi ve biyouyumlulugu
tizerinden ciddi negatif etkilere yol agmadigi gozlemlenirken, tam tersine ana

malzemenin bir¢ok 6zelligini destekleyici 6zelliklere sahip olduklari goriilmiistir.

Yapilan katkilar caligmadan beklendigi {izere malzemelerin biyoaktif
Ozelliklerini arttirmis, sinterleme sicakliklarinda diismeye sebep olmustur. Bu sonuglar
g0z Oniine alindig1 zaman yapilan katkilarin malzeme yapisin1 olumlu etkiledigi ve
basarili kompozit malzemelerin olusturuldugu anlasilmaktadir. Kullanilan katkilarin
ve olusturulan kompozisyonlarin orijinalligi, biyoaktif camlar gibi oldukca eski bir
tarihe sahip malzemelerin bile 6zelliklerini arttirmaya yonelik ¢calismalar yapilmasina
devam edilebilecegini gostermektedir. Bu sebeple yapilmis olan bu tez c¢alismasi
kemik doku miihendisligi alaninda {iretilebilecek olan farkli kompozit malzeme

kompozisyonlarmin da 6niinii agmaktadir.

Oneriler

Calismadaki sablon malzemelere kiyasla gézenekliligin biraz daha kontrolli
bir sekilde yapilabilecegi, seramik kopiirtme tarzi yontemlerle olusturulabilecek olan
kemik doku iskelelerinin mekanik olarak daha giicli oOzellikler gdsterecegi
diisiiniilmektedir. Farkli diatomit gesitleri incelenip bunlarin igerisinden doku iskelesi
uygulamalarin kullanilmaya uygun diatomlar igeren diatomitler ile katkilanan
biyoaktif camlar hazirlanmasi iskelelerden alinacak verimi arttiracaktir. Hazirlanan
doku iskeleleri iizerinde yapilacak ylizey modifikasyonlar1 ile biyouyumluluk,
mekanik dayanim, dokuya baglanma gibi ozellikler arttirilabilecektir. Bu sayede

kemik doku miihendisligi alanina da 6nemli katkilar saglayacaktir.
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