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45S5 BILESIMINE SAHIP VE BAKIR KATKILI BIYOAKTIF
CAMLARDAN UC BOYUTLU KOMPOZIT YAPI iSKELESI URETIMI VE
KARAKTERIZASYONU

OZET

Kemik doku miihendisligi; hastalik, kaza ve travma gibi herhangi bir nedenle hasar
gormiis organ ve dokularin onarilmasi, degistirilmesi ya da yenilenmesini amaglayan
bir bilim dalidir. Kemik dokunun onarilmasi ve fonksiyonel hale getirilmesi
amactyla kemik mineralinin yapisini taklit eden ve hiicreye uyum saglayan fi¢
boyutlu yapt iskeleleri hazirlanmaktadir. Yapi iskelelerinin  iiretiminde
biyomalzemeler, metaller, seramikler, polimerler ve kompozit malzemeler
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda biyolojik olarak kullanilan  seramikler
(biyoseramikler) smifina giren biyoaktif camlar dikkat ¢ekmektedir. Bilesiminde
temel olarak silisyum, sodyum, kalsiyum ve fosfat bulunan biyoaktif camlar
biyouyumlulugu, biyoaktivitesi, osteotiretkenligi ve osteokondiiktifligi yiliksek olan
biyomalzemelerdir. Biyoaktif camlardan {iretilen yap1 iskeleleri, canli viicuda
yerlestirildiginde yiizeylerinde hidroksiapatit tabakasi olusturarak kemik dokusunun
etrafinda giiclii baglar kurabilmektedir. Biyoaktif camlarin yapilarina bakir (Cu™?),
stronsiyum (Sr*?), magnezyum (Mg*?), ¢inko (Zn*?) ve giimiis (Ag™) gibi iyonlar
katilarak fonksiyonel O6zelliklerinin iyilestirilmesi ve gelistirilmesi amaciyla ¢ok
cesitli calismalar yapilmaktadir. Bunlar arasinda bakir, kemik olusumunu ve
anjiyojenez kapasitesini artirdigi bilinen, diistik fiyatli kemik doku miihendisligi i¢in
dikkat ¢eken 6nemli bir iyondur.

Bu calismada, 45S5 (bilesimi agirlik¢a; %45 Si0, %24.5 Na,O, %6 P,0s, %24.5
Ca0) ve bakir katkili (bilesimi agirlikga; %45 SiO;, %24.5 Na,O, %6 P,0s, %22.5
Ca0O, %2 CuO) biyoaktif camlar esas alinarak {i¢ boyutlu yapi iskelesi iiretimi
gerceklestirilmistir.  Biyoaktif camlarin iiretiminde klasik ergitme yoOntemi
kullanilmistir. Uretilen camlarm, cams1 gegis ve kristalizasyon sicakliklarinin tespit
edilmesi i¢in DTA, yapilarindaki amorf ve kristal fazlarin belirlenmesi icin XRD ve
sahip olduklar1 kimyasal baglarin arastirilmasi i¢in de FTIR analizleri uygulanmistir.
DTA analizi sonucunda tespit edilen kristalizasyon sicakliklarinin yapi iskelesi
diretimi i¢in uygun oldugu belirlenmistir. XRD ve FTIR analizleri sonucunda,
camlarin amorf yapida oldugu tespit edilmis ve bakir katkis1 ile camsi yapida belirgin
bir farklilik olusmadig1 gdzlenmistir. Uretilen camlardan, polimer siinger kopyalama
yontemi kullanilarak {ic boyutlu yapr iskelelerinin tiretimi gergeklestirilmistir.
Biyoaktivite ve biyobozunurluk davranimlarinin iyilestirilmesi i¢in yap1 iskeleleri
dogal bir polimer olan aljinat (agirlikca %1, %2, %3) ile kaplanmis ve 45S5
biyoaktif camindan {iretilen yapi iskelelerinin bir kismina bakir ¢ézeltisi damlatilarak
bakir ile aljinatin capraz baglanmasi saglanmistir. Fiziksel ve yiizey 6zelliklerinin
incelenmesi i¢in yapi iskelelerine ¢esitli karakterizasyon islemleri uygulanmustir.
SEM calismalar1 sonucunda, yapi iskelelerinin yiiksek gozeneklilige sahip oldugu ve
gozenekler arasindaki baglantilarinin iyi durumda oldugu belirlenmistir. Ayrica,
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FTIR ve SEM analizleri sonucunda, aljinatin gozenekleri ttkamadan homojen bir
kaplama olusturarak yap1 iskelelerinin yiizeyine baglandig1 tespit edilmistir. In vitro
kosullarda biyoaktivite ve biyobozunma davranimlarinin arastirilmasi igin yap1
iskeleleri, belirli siirelerde (1, 7, 14 ve 28 giin) yapay viicut sivisinda bekletilmistir.
SEM, XRD ve FTIR analizleri ile, 28 giin siireyle yapay viicut sivisinda bekletilen
numunelerin yiizeyinde belirgin bir sekilde hidroksiapatit tabakasinin olustugu tespit
edilmistir. Yap1 iskelelerinin in vitro kosullarda yapay viicut sivisi igerisinde bakir
salimlarin1 incelemek amaciyla yapilan ICP analizi sonucunda, aljinat ile bakirin
capraz baglanmasi sonucunda {iretilen numunelerin anjiyojenezi uyarma
kapasitesinin bakir katkili camdan {iretilen numunelere gore daha yiiksek oldugu
sonucuna varilmistir. Ayni zamanda, lretilen tim yapir iskelelerinin bakir iyonu
saliminin, bakirin viicutta sitotoksik etkiye neden olma sinirinin (58 ppm) altinda
kaldig1 saptanmistir. Sonuglar, {i¢ boyutlu kompozit yap1 iskelelerinin kemik doku
miihendisligi uygulamalari i¢in potansiyel adaylar oldugunu gostermistir.
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FABRICATION AND CHARACTERIZATION OF THREE DIMENSIONAL
COMPOSITE SCAFFOLDS FROM 4555 AND COPPER DOPED
BIOACTIVE GLASSES

SUMMARY

Tissue damage and degenerative diseases such as large bone defects are among the
most human health issues which lead to organ failure and death all over the world.
Traditional methods such as autografts, allografts or metallic implants suffer
limitations for treatment of these injuries. For instance, autografts have limited
availability of tissues and it has a long time for treatment of damages. Also,
allografts have a very high cost and they may cause adverse reaction in human body.
Therefore, tissue engineering emerges a promising approach to overcome these
problems.

Bone tissue engineering is a science that aim to repair, replace or renew of damaged
bones which caused by any reason such as illness, accident or trauma. Cells,
biomolecules and scaffolds are three main components in tissue engineering
approaches. In bone tissue engineering applications, scaffolds are mostly applied in
the form of three dimensional porous structures. Three-dimensional scaffolds are
prepared that mimic the structure of bone mineral and adjust with the cells to repair
and refunction of bone tissue. Several fabrication methods such as sol gel process,
foam replica technique, solvent casting with or without particule leaching,
microsphere sintering, and solid free form fabrication, have been applied to produce
these scaffolds for tissue engineering applications. Foam replica method is a simple
process that provides to fabricate three dimensional porous scaffolds in a short time
through these methods. Biomaterials, metals, ceramics, polymers and composite
materials are used in production of these scaffolds. Among these materials, bioactive
glasses which are in class of biological used materials (bioceramics), represent
promising scaffolding materials for bone tissue regeneration.

Bioactive glasses have very high biocompatible, bioactive, osteoconductive and
osteoproductive properties that can be used for the repair and reconstruction of
damaged bone tissues. They are mainly composed of silicon, sodium, calcium and
phosphate component. When they are implanted to human body, they are able to bind
with bone through a layer of hydroxyapatite formed on their surfaces which react
with the surrounding tissue to form a mechanically strong interfacial bond between a
host tissue and an implant. Bioactive glasses can be produced by conventional
melting and sol-gel methods. Conventional melting method is a simple method and
also it provides to fabricate bioglasses in a short time.

Properties of bioactive glasses depend on their chemical structures and in order to
enhance functional properties of them and improve bone production properties of
these materials, different ions such as copper (Cu®"), strontium (Sr’**), magnesium
(Mg?), zinc (Zn*") and silver (Ag'") can be incorporated in their structures. All of
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these ions have essential biological effects. For instance, strontium accelerate bone
healing processes and have positive effects on bone tissue repair. Among these ions,
copper plays an active role in stimulating angiogenesis. Angiogenesis can be
stimulated by delivery of the cells or growth factors such as endothelial growth factor
(VEGF) from biodegradable scaffolds. However, these prices are very high and they
have potential diverse effects in clinical applications. Copper ions are attractive for
tissue engineering applications because of their low cost, high stability and
potentially greater safety compared with recombinant proteins.

In recent years, scientists have been working on polymer coating of bioglass based
scaffolds in order to improve mechanical properties. Also, bioactivity and
biodegradability behavior can be enhanced with this way. For this purpose, different
natural and synthetic polymers are used. Among these materials, natural polymers
such as alginate, gelatin and chitosan are remarkable materials. Especially, alginate is
a special polymer which is widely used for cell immobilization and encapsulation.

In this study, three dimensional scaffolds were fabricated based on 45S5
(composition in weight; %45 SiO,, %24.5 Na,O, %6 P,0s, %24.5 Ca0) and copper
doped (composition in weight; %45 SiO,, %24.5 Na,O, %6 P,0s, %24.5 Ca0, %2
CuO) bioactive glasses. Conventional melting method was used to produce bioactive
glasses. DTA analysis is applied to find glass transition and crystallization
temperatures of the bioactive glass samples. Also, amorphous and crystalline phases
of the glasses are determined with using XRD, and FTIR analysis was done to
research chemical bonds. Crystallization temperatures of the glasses, which were
found with DTA analysis, show that they were appropriate for sintering process in
scaffold production. As a result of XRD and FTIR analysis, it was detected that
glasses have fully amorphous structures. At the same time, it did not emerge a
significant difference on the structure of glass with doping copper.

Three dimensional scaffolds were fabricated from bioactive glasses by the foam
replica method. Then in order to improve bioactivity and biodegradability behavior
of scaffolds, they were coated with polymer. With this aim alginate which is a
natural polymer was used at different percentages (1, 2, 3 % weight). Copper ions
were dropped on some coated scaffolds which were produced by 45S5 bioactive
glass and thus cross-linking of the copper with alginate was provided. Physical and
micro structural properties of the obtained scaffolds were determined with using
different characterization methods. It was observed that scaffolds have a very high
porous structure and there was a good pore interconnectivity in the scaffold
microstructure from the SEM images. As a result of FTIR and SEM analysis, it was
detected that alginate attached on the surface of the scaffolds without clogging of the
pores and also it was provided that homogeneous coating on the surface of the
samples.

The obtained scaffolds were immersed in simulated body fluid at different time
points (1, 7, 14 and 28 day) to research of bioactivity and biodegradability behavior.
As it was observed from the SEM images, it was seen that significantly
hydroxyapatite layer formed on the surface of the scaffolds after immersion in SBF
for 28 day. Furthermore, XRD patterns and FTIR spectra were verified this result.
Characteristic chemical bonds which belongs to hydroxyapatite were obtained with
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FTIR and degrees of hydroxyapatite was detected from the result of XRD analysis.
Copper releasing of the scaffolds in simulated body fluid in vitro were investigated
with ICP analysis. As a result of this analysis the samples coated with alginate cross
linked with copper, have more potential in stimulating angionesis compared with
samples which were produced with based on copper doped bioactive glasses. At the
same time, all copper releasing values of scaffolds were remained below the limit of
cytotoxic effects of copper (58 ppm) in human body. The results showed that three
dimensional composite scaffolds could be promising candidates for bone tissue
engineering applications.
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1. GIRIS VE AMAC

Kemik hasarlar1 ve travma, rezeksiyon (bir organ ya da viicut kisminin kesilerek
cikarilmasi) ya da olagan disi sebeplerden meydana gelen hasarlar, tim diinyada
kemik doku yenilenmesinde onemli bir saglik sorunu olusturmaktadir [1]. Travma,
enfeksiyonlar, tiimorler ya da genetik nedenlerden dolayr olusan, 6zellikle biiyiik
kemik hasarlar1 klinik tedavi uzmanlarimin iizerinde durdugu 6nemli bir konudur [2].
Kemik hasarlarinin onarimi i¢in otojen kemik greftleri (hastanin kendisinden alinan
doku), allogreftler (dondrden alinan doku) ya da metalik implantlar gibi giincel
yaklagimlar 6nemli sinirlamalarla karst karsiyadir [1,3]. Tedavi i¢in altin standart
olan otogreftlerin, smirli doku ulasilabilirligi, artan tedavi siiresi ve donoriin
hastalikli olmas1 gibi sebeplerle kullanimi sinirlanmaktadir. Kemik greftinde en
yaygin kullanilan allogreftler ise yliksek maliyet, kemigin iyilesmesinde kesin sonug
vermemesi, hastalik bulagsma riskinin artmasi ve kisinin bilinyesinde istenmeyen

bagisiklik sistemi tepkimelerine yol agmasi nedeniyle sikinti olusturmaktadir [3].

Son yillarda travma, kazalar ve yaslanma nedeniyle zarar gormiis dokularin ve
organlarin onarilmasi ve yenilenmesi i¢in kemik doku miihendisligi umut vaat eden
bir yaklasim olarak ortaya ¢ikmistir. Bu yaklasim ile, dokularin yasam siiresinin
uzatilmasi ve organ nakline uygun hale getirilmesi saglanmakta, deri ve kemik gibi
dokular bagarili bir sekilde yenilenebilmektedir. Osteoporoz, 10 milyon insam
etkilemektedir ve 2020 yilinda bu saymin 14 milyonun {izerine ¢ikmasi
beklenmektedir. Kemik kiriklarmi iyilestirmek, kemik bosluklarini doldurmak ve
hasarlar1 onarmak icin diinya iizerinde yillik yaklasik 2.2 milyon kemik greft

yamalar1 yapilmaktadir [4].

Doku miihendisligi, yeni dokunun yenilenmesinde yapay yapilar olusturmak igin
malzeme miihendisligi ve yasam bilimlerinden faydalanmaktadir [5]. En yaygmn
yaklagim olarak, 1yi tanimlanmis yapiya sahip bir yap1 iskelesi, hiicreler icin gegici
bir yap1 saglamakta ve istenen doku ya da organ i¢inde hiicrelerin ¢ogalmasi ve
farklilagmasi i¢in Onciililk etmektedir. Doku ya da organ yenilenmesi esnasinda

hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesine yardimei olmak i¢in, biiylime faktorleri ve



diger biyomolekiiller yap1 iskelesi icerisine yerlestirilebilmektedir. Doku
mithendisligi esasli yapi1 iskelesi ile istenen sekil ve boyutta yeni dokunun
sentezlenmesinde, doku olusturma hiicreleri i¢in gegici yapisal destek
saglanabilmekte ve boylece giincel yaklasimlardaki simirlamalarin iistesinden

gelinmektedir [6].

Kemik doku miihendisligi uygulamalarinda, biyomalzeme olarak cesitli dogal ve
sentetik malzemeler kullanilmaktadir. Biyoaktif camlar ve cam-seramikler, kemik
olusumunu artirma ve canli viicuda yerlestirildiginde kemik dokusunun etrafinda
giiclii baglar olusturma Ozelliklerinden dolayi, kemik onarimi ve yenilenmesinde
dikkat ¢ceken biyomalzemelerdir. Biyoaktif malzemelerin genel 6zelligi, fizyolojik
stvi  ile  etkilesime  girdiklerinde  yiizeylerinde apatit benzeri tabaka
olusturmalaridir [7]. Biyoaktif camlar, klasik ergitme ve sol-jel yontemleriyle

tiretilmektedir [8]. Klasik ergitme yontemi, basit ve kisa zaman alan bir yontemdir.

Biyoaktif camlarin 6zellikleri kimyasal bilesimlerine bagli olarak degismektedir.
Ozellikle, 6zel elementlerin ya da iyonlarin biyoaktif camlarmn yapisina katilmalar
bu malzemelerin biyolojik ortamda daha fazla salim yapmasina yol agmakta ve
boylece doku yenilenmesinin 1iyilestirilmesi i¢in istenen biyolojik Ozellikler
saglanabilmektedir. Bakir (Cu*?), stronsiyum (Sr*?), magnezyum (Mg*?), ¢inko
(zZn*®) ve gimiis (Ag™) gibi metalik iyonlar biyoaktif camlarin yapisina
katilabilmektedir. Her bir element 6zel biyolojik etkiye sahiptir. Bu elementlerden
bakir, doku yenilenmesi esnasinda anjiyojenez (kan damari olusumunu artirma)

ozelliginin gelistirilmesinde katki saglamaktadir [9].

Kemik doku miihendisligi icin yapi iskelesi liretiminde polimerler ve biyoaktif
seramikler birlikte kullanilirsa istenen fiziksel, biyolojik ve mekanik 6zelliklere sahip
yap1 iskeleleri iretilebilmektedir [10]. Son yillarda, kemik onariminda yiiksek
biyoaktivite, biyouyumluluk ve biyobozunurluk &zelliklerinden dolay1 biyopolimer
kapli biyoaktif cam-seramik esaslt kompozit yap1 iskeleleri gelistirilmektedir.
Aljinat, biyobozunur ve Ca*? gibi katyonlarla kolay jellesebilir 6zellige sahip oldugu
icin hiicre immobolizasyonu (sabitleme) ve kaplanmasinda yaygin olarak

kullanilmaktadir [7].

Yap1 iskelesi iiretiminde sol-jel, polimer siinger kopyalama, polimer ile kaplama,

¢Oziici doklim, c¢oziicii dokiim/tanecik uzaklastirma ve mikrokiire dolgulama,



mikrokiire sinterleme, 1s1l etkiyle faz ayrimi/dondurarak kurutma (TIPS), polimer
stinger inorganik kaplama, kati serbest form (SFF) hizli prototipleme yontemleri
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda polimer siinger kopyalama yontemi ayarlanabilir
gozenek boyutuna sahip oldukca gozenekli slingerlerin iiretimine olanak saglayan

basit ve kullanigh bir yontemdir [11].

Bu c¢alismada, klasik ergitme yontemi ile bilesiminde agirlikga %45 SiO,, %24.5
Na,O, %6 P,0s, %24.5 CaO olan 45S5 ve bilesiminde agirlikca %45 SiO,, %24.5
Na,O, %6 P,0s5, %225 CaO ve %2 CuO olan biyoaktif camlarin tiretimi
gerceklestirilmistir. iki farkl1 bilesime sahip bu camlar kullanilarak, polimer siinger
kopyalama yontemi ile yap1 iskeleleri iiretilmistir. Yap1 iskeleleri farkli oranlarda
(%1, 2, 3) aljinat ile kaplanmis ve 45S5 biyoaktif camindan iretilen yapi
iskelelerinin bir kismina bakir ¢ozeltisi damlatilarak aljinat ile bakirin capraz
baglamas1 gergeklestirilmistir. Uretilen yapi iskelelerinin (aljinat ile kaplanan ve
kaplanmayan) fiziksel ve yapisal oOzelliklerinin incelenmesi amaciyla ¢esitli
karakterizasyon islemleri uygulanmistir. Biyoaktive davraniminlarinin incelenmesi

icin de yap1 iskeleleri farkl siirelerde yapay viicut sivisi igerisinde bekletilmistir.






2. BIYOAKTIF CAMLAR VE CAM SERAMIKLER

Biyomalzemeler, modern ¢agda insan sagligini iyilestirmek ve yasam kalitesini
artirmak i¢in vazgeg¢ilmez bir unsur olarak gelismektedir. Biyomalzemelerin
uygulama alanlar1; gen dizilisi ve biyosensorler gibi tibbi teshislerden, kan torbalari
ve cerrahi aletlerin temini gibi tibbi uygulamalara, medikal implantlar ve cihazlar
gibi tedavi edici uygulamalara, deri ve kikirdak doku miihendisligi gibi yenileyici

tibbi uygulamalara kadar uzanmaktadir [12].

Biyomalzemeler genel olarak metaller, polimerler, seramikler olarak ii¢ ana
kategoride simiflandirilmaktadir [12,13]. Biyolojik olarak kullanilan seramikler
biyoseramikler olarak adlandirilir ve Sekil 2.1° de goriildiigi gibi inert (absorbe
olamayan), yar1 inert (biyoaktif) ve biyolojik olarak absorbe olabilenler

(biyobozunur) olarak tige ayrilirlar [13].

Biyoseramikler

v

' — ]

,meoakt.f
AIUmin.yum Zir.konya/ Kalsiyum Camlar( cam G('_jzenelfli ikl
oksit titanya fosfatlar seramikler biyoaktif

Sekil 2.1 : Biyoinert, biyoaktif ve biyobozunur olarak siniflandirilan biyoseramik
cesitleri [13].

Biyoseramiklerin genel olarak sert ve kirilgan olmalarindan dolayr yiik tasiyici
uygulamalarda kullanimlart zordur. Ancak, basing dayanimlari yiiksektir. Yiiksek
stkisma ve asinma direnci sayesinde dis restorasyonlarinda ve bazi ortopedik
uygulamalarda (6rnegin yapay eklemlerin parcast olarak) yaygin olarak

kullanilmaktadir. Toz halindeki seramikler, dis ve ortopedik uygulamalarda



polimelerle baglantili olarak kemik bosluklarini doldurmak i¢in kullanilmaktadir

[14].

Genel olarak, 6zel biyolojik aktiviteye sahip bir maddenin olusumunu destekleyen
maddeler biyoaktif maddeler olarak tanimlanir. Daha dar anlamda ise biyoaktif
maddeler, viicuda nakledildiginde 6zel ylizey tepkimelerini gerceklestirerek, saglam
bir bag ile sert ve yumusak doku olusumundan sorumlu olan hidroksiapatit (HA)
benzeri yiizey tabakasinin olusumuna yol agan maddelerdir. In vitro (viicut disinda)
yapay viicut sivisi (SBF) igerisine konuldugunda HA benzeri tabaka olusturma

ozelligine sahiplik, biyoaktivitenin bir gostergesidir [6].

Biyoaktif silika camlar ve cam seramikler, in vivo (viicut i¢inde) kemik olusumunu
artirma ve kemik dokusu ylizeyine gii¢lii baglanma 6zellikleri ile kemik onarimi ve
yenilenmesinde ilgi ¢eken biyomalzemelerdir [7]. 1969 yilinda Hench tarafindan
kesfedilmis olan biyoaktif cam, viicudun dogal yapisinda bulunan silisyum,
kalsiyum, sodyum, magnezyum ve fosfor ihtiva eden sentetik minerallerden olusan
cok bilesenli bir inorganik bilesik olarak tanimlanmaktadir [15,16]. Biyoaktif camlar,
kemige ve diger dokulara baglanma 0Ozelligi ile miikkemmel biyouyumluluga
sahiptirler [17]. Arayiizey ve hiicre-aracili tepkimeler sayesinde, biyoaktif cam bir
kalsiyum boslugu olusturur ve olusan karbonath fosfat yiizey tabakasi alict kemige
kimyasal olarak baglanmay1 saglar. Bu kemige baglanma davranis1 biyoaktivite
olarak bilinir ve viicut sivisina yerlestirildiginde cam ylizeyinde hidroksikarbonat

apatit (HCA) olusumu ile iliskilendirilir [5].

Biyoaktif cam ve bazi cam seramiklerin biyoaktiviteleri, icerdikleri SiO, miktarina
baghdir. Yogun arastirmalar sonucunda saptanmig olan ve biyomedikal
uygulamalarda yaygin olarak kullanilan biyoaktif cam formiilasyonu genel olarak
4585 olarak bilinmektedir. 45S5 cami, %45 Si0,, %24.5 Na,O, %24.5 CaO ve %6
P,Os igermektedir. Biyoaktif cam, yiiksek reaktif ylizey olusumuna neden olan,
%60’dan az SiO,; yiiksek NayO ve CaO; ve yliksek CaO/ P,Os oran1 olmak {izere ii¢
ana bilesimsel 6zellige sahiptir. Sekil 2.2, liglii Na,0O-CaO-SiO; diyagramu ile camin
biyoaktivitesinin bilesime bagliligini1 gostermektedir [16,18].



Si0,

A Kemige baglanma

B : Baglanma yok (reakfivite diigiik)
C: Baglanma yok (reaktivite yliksek)
S : Yumusak dokuya baglanma

E: Biyocam bilegimi

AW Cam Seramik ~_
S

Baglanma yok (cam olmayan form)

Ca0 Na,O
Sekil 2.2 : Kemik baglanmasi i¢in bilesimsel diyagram [16].

Biyoaktif camlarin ve cam seramiklerin kemige baglanabilirligini gosteren bilesimsel
aralik alt1 bolgeye ayrilmistir (A-E ve S). En yiiksek biyoaktiviteye ve kemige hizli
bag yapma Ozelligine sahip camlar Na,O-Ca0O-SiO, diyagraminin tam merkezinde
bulunmaktadir (E bolgesi). A bolgesi agirlikga %45-52 SiO, ve sabit %6 P,0s
bilesiminden olusurken, A-W (Apatit-Wollastonit) cam seramigi daha yiiksek P,Os
igerigine sahiptir. A bolgesinde, biitiin bilesimlerin kemige baglanabilirlik ve
biyoaktiviteleri oldukca yiiksektir [16]. Bu bolgedeki biyoaktif camlar, osteoiiretken
(artan osteoblast aktivitesi dolayisiyla malzeme yiizeyinde yeni kemik olusumunu
saglama) ve osteokondiiktiftirler [16]. Daha genis A bolgesinin igerisinde kalan E
bolgesindeki camlar, hem yumusak hem de sert dokulara baglanabilmektedir.
%60’dan daha fazla SiO; igerigine sahip B bdlgesindeki camlar, kemige daha yavag
baglanarak biyoinert davranmis gostermektedir [16]. Bu bdlgedeki biyoaktif camlar
yalnizca osteokondiiktif Ozellige sahiptirler. C bolgesindeki biyoaktif camlar ise,

doku i¢inde 10-30 giin igerisinde geri emilmektedir [5,16].

Biyoaktif camlarin yapi1 iskelesi malzemesi olarak kullanimini saglayan 6nemli bir
neden, bir dizi kimyasal 6zelliklerin kontrol edilebilmesi ve bdylece biyobozunma
hizinin  kontroliiniin  saglanmasidir. Bununla birlikte, biyoaktif camlarin
kristalizasyonu biyoaktiviteyi diisiirmektedir ve hatta biyoaktif camin inert bir
maddeye donligmesine neden olmaktadir. Bu da, sinterleme ile yogunlastirma
oncesinde tamamen kristalizasyon meydana geldigi icin  biyoaktif camin yap1

iskelesi olarak kullanimini sinirlayan bir dezavantajdir ve gerekli olan mekanik



stabiliteye sahip bir yap1 iskelesi destegini yogunlastirmak i¢in daha genis sinterleme

gerektirmektedir [5,17].

2.1 Biyoaktif Camlarin Ozellikleri

2.1.1 Mekanik ozellikler

Biyoaktif camlarin amorf yapisi, fizyolojik ¢ozelti igerisindeki iyon dagilimi ve sirali
biyoaktivite tepkimelerinin gerceklesmesini kolaylastirmaktadir. Bununla birlikte,
ozellikle gozenekli yapida, malzemenin mekanik dayanimini zayiflatmakta ve
kirilma toklugunu diisiirmektedir. Bu nedenle, yiik tastyici uygulamalarda biyoaktif
camlarin kullanimlart sinirhdir [5, 16]. Cizelge 2.1 yogun ve gozenekli biyoaktif
seramiklerin basing dayanimi, elastik modiilii ve bazi kirilma toklugu degerlerini
gostermektedir. Doku miihendisligi icin, gozenekli yapi iskelelerinin, kortikal ve
trabekiiler kemikle kiyaslandiginda daha diisiik mekanik o6zellikler gosterdigi
goriilmektedir. Biyoaktif cam seramik malzemeler, amorf cam ve kalsiyum fosfat

seramiklerden daha iyi mekanik 6zelliklere sahiptirler [5].

Cizelge 2.1 : Yogun ve gozenekli hidroksiapatit, 45S5 Biyocam®, A/W cam
seramik ve insan kortikal kemiginin mekanik 6zellikleri [5].

Basma Gerilme Elastisite Kirilma
Seramikler dayanimi dayanimi modiilii (GPa) toklugu
(MPa) (MPa) (MPa/y/m)
Hidroksiapatit(HA) >400 ~40 ~100 ~1.0
45S5 Biyocam® ~500 42 35 0.5-1
Cam-seramik A/W 1080 215 118 2.0
Gozenekli biyoaktif 2.25 - - -
cam 70S30C (%82)
Gozenekli 0.2-0.4 - - -
Biyocam® cam
seramik (>%90)
Gozenekli HA 0.21-0.41 - 0.83-1.6x 107 -
(%82-86)
Kortikal kemik 130-180 50-151 12-18 6-8
Siingerimsi kemik 4-12 - 0.1-0.5 -

2.1.2 Yiizey reaksiyonlari ve doku baglanmasi

Biyoaktif camin kemige baglanmasi, fizyolojik sivi ile etkilestifinde camin
yiizeyinde HCA tabakasimin olusumu ile meydana gelmektedir. HCA yapis1 kemik
mineraline benzediginden, kemik ile bag olusturma kabiliyetine sahiptir [19]. HCA



tabakasinin olusumu, biyoaktif camin fizyolojik siviya maruz kaldiginda, yiizeyinde

gerceklesen bir dizi tepkimeler ile meydana gelmektedir [18, 19]. Camin kemige

tamamen baglanmasi Sekil 2.3’ de 6zetlenen 11 tepkime ile ger¢eklesmektedir [20].

Artan zaman Asama Tepkime
4 11 Matrisin kristallenmesi

10 Matrisin olusumu
9 Govde hiicrelerinin degisimi
8 Govde hiicrelerinin baglanmasi
7 Makrofajlarin hareketi
6 Biyolojik taneciklerin tutulmasi
5 Kalsiyum fosfatin HCA’ya ¢ekirdeklenmesi

ve kristallenmesi

4 Amorf kalsiyum fosfatin ¢cokmesi
3 Yiizeydeki silikanin ¢oziinmesi

1-2 SiOH baglarinin olugumu

logt 0 Biyoaktif cam

Sekil 2.3 : Doku ve biyoaktif camlar arasinda kemik olusumunu igeren ara yiizey

tepkimeleri [20].

Coziiniir iyonik maddelerin hizlica dagilimina neden olan ilk bes reaksiyon ile cam

yiizeyinde hidroksikarbonat apatit (HCA) tabakasi olusmaktadir [18, 19]. Bu

reaksiyonlar asagida detayli olarak agiklanmistir [16, 18, 19, 21].

1. Asama : Na' ve Ca" iyonlarmmn sulu ¢ozeltiden H" ya da H3O" ile hizlica
yer degistirmesi, silanollerin (Si-OH) olusumunu saglayan silika gruplarinin
hidrolizine neden olurlar.

Si-O-Na" + H* + OH — Si-OH" + Na'(yq + OH

2. Asama : 1. asama c¢Ozeltinin hidroksil derisiminin artmasini saglayarak
silika cam agmin harekete gecmesine neden olur. Si-O-Si baglarinin
yikilmasiyla, ¢oziinebilir silika ¢ozeltide Si(OH), olusturur ve ¢ozelti ara
yiizeyinde Si-OH (silanoller) olusumu devam eder.

Si-O-Si + H,O — Si-OH + OH-Si

3. Asama : Tikenmis alkali ve toprak alkali katyonlarin yiizeyinde zengin
SiO; tabakasinin yogunlasmasi ve yeniden polimerizasyonu gergeklesir.
4. Asama : Ca'™ ve PO, gruplan silika acisindan zengin tabakaya gecis

yaparlar ve bu tabakanin iist kisminda CaO-P,0s agisindan zengin bir film



olustururlar. Sividan ¢6ziinebilir kalsiyum ve fosfatlarin katilmasi ile amorf
yapidaki CaO-P,0s agisindan zengin filmin biiyiimesi saglanir.

e 5. Asama : Swvidan yapiya OH ve COz? anyonlarmin katilmasi ile amorf
Ca0-P,0s5 filminin kristallenmesi sonucu hidroksikarbonat apatit (HCA)
tabakasi olusur.

5. asama’da olusan bu apatit benzeri tabaka, insan kemiginin inorganik bileseni ile
benzer ozellik gostermektedir. Arayiiz adhezyonu ve biyo-implant ile dogal kemik

arasinda baglarin olusumuna 6ncii olmaktadir [22].

Yiizeyde HCA tabakasinin olusumundan sonra, dokuya baglanma prosesleri
meydana gelmektedir (6-11. asama). Tepkime asamalar1 (SiO, — HCA tabakasi),
biliylime faktorleri gibi biyolojik kisimlarin adsorpsiyonunu artirmakta (6. Asama),
implant bolgesini doku onarimina hazirlamak igin makrofajlarin hareketini (7.
Asama), ve baglanmasini (8. asama), kok hiicrelerin ¢ogalma ve ayrilma siirelerini
(9. asama) etkilemektedir. Bunlar1 takiben, matris olusumu (10. asama) ve matrisin
mineralizasyonu (11. asama) gerceklesmektedir. Viicut i¢i ve viicut disinda 6-12
giinde gerceklesen bu asamalardan sonra, son iiriin olarak kolajen-HCA matrisi ile

kapli olgun kemik hiicreleri elde edilmektedir [16].

2.2 Biyoaktif Cam Uretim Yontemleri
Biyoaktif camlar klasik ergitme yontemiyle ya da sol jel teknigi ile tiretilebilirler [8].

2.2.1 Klasik ergitme yontemi

Biyoaktif camlar genellikle klasik cam {iretme yontemleri ile iiretilmesine ragmen,
biyomedikal uygulamalarda kullanimlar1 i¢in bazi smirlandirmalar vardir. Bu
sinirlandirmalar1 onleyerek yiiksek ve istenen saflikta cam {iretimi amaglanmaktadir
[16]. Ergitme prosesinde, uygun miktardaki SiO,, CaCOsz; Na,CO3; ve P,0s gibi
baslangic hammaddeleri karistirilarak homojen hale getirilir ve 1573-1723 K
araliginda ergitilirler [16, 19]. Camin kirlenmesini 6nlemek igin platin potalar
kullanilir [19]. Ergitilen karisim daha sonra suya dokiilerek biyocam parcaciklar
elde edilir. Olusan biyocam parcaciklar1 kurutulduktan sonra ogiitiilerek istenen
tanecik boyutuna getirilir [19]. Ergitme sicaklig1, hazirlanan cam bilesimine baglidir.

Yiiksek silika ve kalsiyum oksit igerigi daha yiiksek ergitme sicaklig1 gerektirir [16].
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2.2.2 Sol-jel yontemi

Sol-jel prosesi, biyomedikal ve diger uygulamalar i¢in ¢ok g¢esitli malzemelerin
iretiminde kullanilan basarili bir yontemdir [23]. Bu proseste diisiik sicaklikta
tetraetil ortosilikat (TEOS), kalsiyum ve fosforlu alkoksitlerin hidrolizi ve
yogunlagsmast ile sol adi verilen kolloidal tanecikler olusur. Yogunlasma ve
polimerlesme tepkimelerinden sonra, kolloidal tanecikler (sol) jellesmeye baslar
[18]. Silanol gruplarinin polikondenzasyonu (Si-OH) ile silikat (-Si-O-Si-) agi
olusur. Agin baglanabilirligi arttikca, viskozite de artarak jel bigimlenir. Daha sonra
olusan jel kurutulur ve 873-1073 K’de 1s1l proses (sinterleme) ile stabil hale getirilir
[8]. Optimum biyoaktiviteyi saglamak i¢in yliksek saflikta maddelerin kullanilmasi
gerekmektedir. Diisiik sicaklikta, yiiksek silika ve diisiik alkali igerigi ile gerceklesen
sol jel prosesi, maddelerin gerekli olan saflikta elde edilmesine imkan saglamaktadir.
Polimerizasyondan Once ¢dzeltinin homojenlesmesi saglanmakta ve bdylece elde

edilen son camin heterojenligi diismektedir [18].

Ergitme yontemi ile iiretilen camlar gibi, jel camlarda da SiO; igeriginin artmasi
biyoaktiviteyi diislirmektedir. Bununla birlikte, ergitme yonteminde biyoaktivite
bilesimsel aralikla sinirlidir ve Si10; iceriginin %60 (molar)’dan az olmas1 gerekir.
Sol jel yonteminde ise bu aralik daha genistir ve SiO; icerigi %90 (molar)’in iizerine

cikabilmektedir [18].

2.3 Biyoaktif Camlarin Kullanim Alanlar:

Cok c¢esitli camlar ve cam-seramikler yaklasik 40 yildir dis ve ortopedik alanlarda
kullanilmaktadir. Pazarlama amagli kullanilan ilk cihaz, kat1 pargacik formundaki
Biyocam®’dan iiretilmistir. Cok ¢esitli klinik problemlerin tedavisi i¢in Biyocam®
kullanim1 gittikge yaygilagmaktadir. Yumusak doku baglanma 6zelligine sahip olan
Biyocam®™in &zel bir uygulama alani orta kulak protezidir. Ayrica, goz ¢ukurlarinin

onarimi i¢in biyoaktif cam kullanimi lizerinde ¢alisilmaktadir. [16].

Genis kullanim alanina sahip olan biyoaktif camlar, anjiyojenez, yara iyilesmesi,
hemostaz (kanama kontrolii) ve sinir, kardiyak, akciger, bagirsaklar gibi yumusak

dokularin yenilenmesinde kullanilmaktadir (Sekil 2.4) [24].
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Lariks onarimi .

: 19 Kardiyak doku
P " yenilenmesi
Akciger doku onanmi L _, Sinir yenilenmesi

Mide-bagirsak
yenilenmesi

4 draryolu onarimi

T, Yaraiyilesmesi/
pansuman

Vaskilarizasyon

Sekil 2.4 : Yumusak doku yenilenmesinde biyoakftif cam uygulamalar1 [24].
2.4 Bakir Katkihh Biyoaktif Camlar

Kan damarlari, yeni olugsmus dokularin besin ve oksijen almasinda bir yol
saglamaktadir. Ayn1 zamanda, kemik gelisimi ve yaralarin onarilmasinda da 6zel bir
oneme sahiptir. Bu nedenle, anjiyojenez doku miihendisligi icin kritik bir énem
tagimaktadir. Doku miihendisliginde anjiyojenezi uyarmak i¢in en iyi bilinen
yaklasim, biyobozunur yapi iskelelerinden vaskiiler endotelyal biiyliime faktorii
(VEGF) dagitim1 gibi biiyiime faktorleri ve/veya hiicrelerin dagitimidir. Bununla
birlikte, klinik uygulamalarda yiiksek fiyat ve potansiyel yan etkilerinden dolay:

biiylime faktorlerinin ve/veya hiicrelerin kullanimi sinirlidir [25].

Son yillarda anjiyojenezi uyarmada, biiyiime faktorleri ve genetik miihendisligi
yaklasimlarmma oranla maliyetin azaltilmasi ve biyolojik yan etkilerin ortadan
kaldirilmasi i¢in biyomalzemelerden iiretilmis yap1 iskelelerinden salinan inorganik
iyonlar biiytik ilgi gérmektedir. Bir¢ok calisma, Cu*? iyonlarinin anjiyojenezi uyarma
ozelliginin bulundugunu gostermistir. Cu*?, in vitro kiiltiiriinde endotelyal biiyiime
faktorlerinin ¢ogalmasim1 saglamaktadir. Ayrica, Cu*? osteoblastik hiicrelerin

farklilasmasinin artmasinda osteojenik etki gostermektedir [25].

Zhao ve C.A., CuO (agirlikga %0-3) katkili borat biyoaktif cam mikrofiberlerini
(¢ap=0.4-12 um; molar bilesimi % 6 Na,O, %8 K;0, %8 MgO, %22 CaO, %54
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B,Os, %2 P,0) klasik ergitme yontemiyle sentezlemigler, in vitro ve in vivo
degerlendirmesini yapmiglardir. SBF ¢ozeltisine konulan fiberler ortamda Ca*? B"
ve Cu* iyon salimlarin1 gergeklestirerek 7 giinde bozunmus ve hidroksiapatite
doniismiistiir. In vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, fiberlerin iyonik ¢6ziinme
tiriinlerinin HUVECs (insan gobek bagi damar hiicreleri) gogii, borucuk olusumu,
VEGEF salgilanmasini ve fibroblastlarin anjiyojenik baglantili genlerinin uyarilmasini
destekledigi ve HUVECs ile fibroblastlarda toksik bir etkiye yol agmadig
gorilmistiir. Kemirgenlerde 7 ve 14 giinliikk cerrahi uygulama sonrasinda, tam
kalmhktaki deri kusurlarmni tedavi etmek icin kullanildiklarinda, Cu™? katkili
(agirlikca %3 CuO) fiberlerin anjiyojenezi uyarma kapasitesinin katkisiz fiberlere ve
onarilmamis yaralara (kontrol) gore belirgin oranda daha iyi sonu¢ verdigi
gozlemlenmistir. Cu*? katkili ve katkisiz fiberlerle onarilan yaralarda, onarilmayan
yaralara gore kolajen birikimi, olgunlugu ve uyumu iyilestirilmistir. Sonuglar, bakir
katkilt borat biyoaktif cam mikrofiberlerinin yara pansumanlar1 i¢in umut veren

adaylar oldugunu gostermistir [26].

Goh ve C.A., %50 SiO2-%45 CaO-%5 P,0s esasli molce %1, 5 ve 10 CuO ya da
AgoO katkili biyoaktif camlari hizli alkali sol-jel metodu ile sentezlemislerdir.
Fourier kizil 6tesi doniisiim spektroskopisi (FTIR) sonuglarinda, silisyum ve fosfor
gruplarina ait karakteristik pikler goriilmiis ve taramali elektron mikroskobu (SEM)
analizleri, biyoaktif camlarin nano-yapisin1 dogrulamistir. On 1sitma (973 K)
yapilmis Ag+1 katkili Orneklerin X-Isin1 Difraktometresi (XRD) sonuglarinda,
metalik gilimiis fazinin kristal pikleri gézlemlenmistir. Yine 6n 1sitma (973 K)
yapilmis Cu*? katkili ornegin ve kontrol numunesinin (%50 SiO; - %45 CaO - %5
P,0s5) XRD sonuglarinda amorf yapi gorilmistiir. Alevli Atomik Absorpsiyon
Spektroskopisi (FAAS) ile numunelerin iyon salimlari incelenmistir. Ag*'
iyonlarinin hizli salima, Ag’rl katkil1 biyoaktif camin hizli bakteri dldiirme ajani
olarak, Cu*? katkili biyoaktif camdan daha iyi oldugunu gdstermistir. iyon salimi
daha uzun siren Cu*? katkili biyoaktif camimn, uzun siireli antibakteriyel 6zellik
gerektiren durumlarda potansiyel aday olabilecegi sonucuna varilmistir. Biyoaktif
cama Cu*? ve Ag™ katilmasi ile biyoaktivitenin iyi sonu¢ vermesi, bu camlarin

kemik yenilenmesinde potansiyel adaylar oldugunu kanitlamistir [27].

Aina ve C.A., bakir salimi1 gergeklestiren sistemlerin kimyasal, morfolojik ve

biyoaktivite 6zelliklerini arastirmak igin iki farkli oranda Cu*? igeren biyoaktif cam
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hazirlamiglar ve karakterizasyon islemlerini gerceklestirmiglerdir. Molar bilesimi
%15 CaO - %5 P,0s - %80 SiO; - XCuO ( x=0 ve 1) olan iki farkli biyoaktif camin
iretiminde sol-jel yOntemini uygulamiglardir. Karakterizasyon islemleri, degisen
sentezleme yontemleri ile bakir igeren sistemlerin iki farkli oksitleme ve bir araya
getirme agsamasinda olabilecegini gostermistir : (i) cam ag matrisinde homojen olarak
yayilan SGCu(ox) (oksitlenmis Cu (Cu oksidasyon durumu +2)) ve (ii) cam
yiizeyinde agirlikli olarak nano-partikiil igeren (5 - 130 nm) SGCu(red) (metalik Cu
— (Cu oksidasyon durumu 0)). Referans olarak alinan (Cu+2 igermeyen) cam ile
kiyaslandiginda Cu*? katkisi, camun yiizeyinde hidroksiapatit/hidroksi karbonat apatit
(HA/HCA) olumusumunu kismen geciktirmis, biyoaktivitesini ise hemen hemen hig
degistirmemistir. Biyoaktivite analizlerinde, bakirin her iki camda da salim

gerceklestirdigi goriilmiistiir [28].
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3. BIiYOPOLIMERLER

Polimerler, doku miihendisligi uygulamalarinda yapi iskelesi iiretimi i¢in birincil
malzemelerdir ve bu alanda c¢ok ¢esitli biyobozunur polimerik malzemeler
kullanilmaktadir [29]. Biyopolimerler ise, yenilenebilir kaynaklardan olusan ¢evreye

zarar1 olmayan polimerik malzemelerdir [30].

Doku miihendisligi; hasarli bdlgeye implant edilebilen, iic boyutlu aglara
yerlestirildiginde rejeneratif potansiyele sahip yapi iskelelerine ihtiyag duymaktadir.
Doku miihendisligi uygulamalari icin, ¢esitli sentetik ve diger biyopolimerler yap1
iskelesi tiretimi i¢in kullanilmaktadir. Biyopolimerler, biyobozunur olmalar1 ve dogal
ekstraselliiler (hiicre dis1) bilesenlere benzer yapisal gruplar icermelerinden dolay1

avantajlhidirlar [31].

Biyobozunur polimerler iki smifa ayrilirlar : (1) polisakkaritleri (nisasta, aljinat,
kitin/kitosan, hiyaliironik asit tiirevleri) ya da proteinleri (soya, kolajen, fibrin jeller,
ipek) iceren dogal esasli malzemeler; (2) poli (laktik asit) (PLA), poli (glikolik asit)
(PGA), poli (e-kaprolakton) (PCL), poli (hidroksi biitirat) (PHB) gibi sentetik
polimerlerdir [29, 30].

3.1 Dogal Biyopolimerler

Dogal polimerler, klinik olarak kullanilan ilk biyobozunur biyomalzemeler olarak
goriilmektedir [32]. Hiicre adhezyonu ve islevini olumlu olarak etkiledikleri icin
avantajlidirlar. Bununla birlikte, mekanik o6zellikleri zayiftir. Bir¢ogunun temin

edilmesi zordur ve bu nedenle de maliyetleri yiiksektir [29].

3.1.1 Nisasta

Nisasta, bircok bitkide enerji depolayan baskin bilesendir. Graniil formunda, kok ve
yumrular gibi organlarda bulunmaktadir. En 6nemli nisasta kaynagi misir olmakla

birlikte bugday, patates, tapyoka ve piring de siklikla kullanilmaktadir [33].
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Dogal nisastanin yapist ve bilesimi botanik kaynaga gore degismektedir. Ancak,
biitiin graniiller amiloz ve amilopektin olmak iizere iki ¢esit a-glukan polimelerinden
olusmaktadir [30]. Bu iki dogal bilesenin derisimleri, nisastanin malzeme
Ozelliklerini biiyiik 6l¢iide etkilemektedir. Sonug olarak, farkli amiloz ve amilopektin

bilesimine sahip ylizlerce nisasta ortaya ¢ikmaktadir [34].

Insan bagirsaginda bulunan enzimler nisastay1 sindirebilmesine ragmen, insan
dokusuna hazir olarak implant edilen nisasta biyobozunur 6zellik gostermemektedir.
Insanlarda, hiicresel enerji depolama polimeri nisasta degil glikojendir. Sonug olarak,
nisasta biyomedikal uygulamalar i¢in uygun bir se¢im degildir. Bununla birlikte, bazi
nisasta esasli polimerler insan dokusunda biyobozunur ve biyouyumludur. Bir¢ok
uygulama arasinda, nisasta esasli polimerler kikirdak yenilenmesinde yap1 iskelesi

hazirlamak i¢in kullanilmaktadir [34].

3.1.2 Kitosan

Kitosan, insan viicudu ile miikkemmel biyouyumluluga sahip olmasindan dolayzi,
kemik doku miihendisliginde kullanilan en iyi Dbiyoaktif biyomalzemeler
arasindadir [35].

Kitosan, Kitinin en az %50 oraninda asetillenmesi ve seyreltik asitte ¢oziiniir hale
gelmesiyle olusan biyosentetik bir polisakkarittir [34, 36]. Kitin, kabuklu dis
iskeletten elde edilen veya mantar fermantasyon siiregleri ile iiretilebilen, dogal bir

polisakkarittir [34].

Kitosan; biyouyumlulugu, yiiksek yiik yogunlugu, zehirli olmamasi ve mukozaya
yapisma Ozelliklerinden dolayr ilag ve kozmetik uygulamalar i¢in yiiksek
potansiyele sahiptir. Son zamanlarda uygulama alani tip, atik su aritimi,
biyomembranlar ve hidrojel gelistirmeye kadar genisledigi i¢in daha ¢ok dikkat
cekmektedir [36]. Hiicre biiyiimesi i¢in uygun olmast ve osteokondiiksiyon
ozelliklerinden dolayi, biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ayrica, antimikrobiyal 6zelliklere sahip olmasindan dolay1 bakteriyel enfeksiyona
kars1 olduk¢a duyarli olan siingerimsi kemik doku yenilenmesi i¢in yap1 iskelesi

tasariminda uygun bir polimerdir [35].
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3.1.3 Kolajen

Kolajen; yapisal ve mekanik destek saglayan, hayvanlarda en bol bulunan proteindir
[36]. Insan viicudundaki proteinlerin yaklasik %30’unu kolajen olusturmaktadir. Giig
ve esneklik gerektiren biitiin ana dokularda bulunmaktadir [34]. Molekiiler seritleri
olusturarak tendonlar1 ve genis esnek katmanlar1 giiclendirip doku ve i¢ organlara
destek olan 6nemli bir yapisal proteindir. Kemik ve disler, 6zellikle hidroksiapatit
mineral kristallerinin eklenmesiyle kolajenden olusturulmaktadir. Kolajen, biitiin
hayvan organlarinda yumusak dokularin korunmasi, desteklenmesi ve iskelete

baglanmasini saglayan yapiy1 olusturmaktadir [36].

Kolajen ailesinin genetik olarak 20 farkli {iyesi bulunmaktadir. En 6nemlileri tip I
(deri, tendon ve kemik), tip II (kikirdak) ve tip III (deri ve damar) olan fibril
olusturucu kolajenlerdir. Bu kolajen tipleri, dokunun yap1 ve biitiinliigiiniin 6nemli
bir kismin1 olusturan fibriler yapilarin bir pargast olarak bulunabilirler. Kolajenin
her bir zinciri 1000 amino asit igermektedir [36]. Bol miktarda bulunmasi ve essiz
fiziksel ve biyolojik 6zelliklerinden dolay: tip I kolajeni biyomedikal uygulamalarda
yaygin olarak kullanilmaktadir [34].

3.1.4 Fibrin

Fibrin, trombin ile ¢apraz baglanmis fibrinojenin fibrine doniismesinden olusan ve

kanin pihtilagmasinda rol oynayan dogal bir biyopolimerdir [37].

Fibrin, basarili bir doku yenilenmesi i¢in gerekli olan bir¢ok onemli biyolojik
ozelligi ve biyouyumlu bir fiziksel yap1 olusumunu saglamaktadir. Dolayisiyla
hiicreler veya biyoaktif molekiiller i¢in bir tasima sistemi olarak kullanilmasinin
yaninda, biyouyumlu bir matris olarak da kullanilabilmektedir. Fibrin matrisleri,
bir¢ok doku miihendisligi uygulamasinda yap1 iskelesinin hiicre olusumu igin kritik
bir problem olan, yap1 iskelesindeki maddeleri ve hiicrelerin homojen dagilimin
saglamaktadir. Baslangic matrisi olarak fibrin kullanilan doku miihendisligi
uygulamalarindan bazilar1 vaskiiler greftler ve kardiyovaskiiler doku, kemik ve
kikirdak yenilenmesidir [37].

3.1.5 Hiyoliiranik asit

Hiyoliiranik asit viicudun bir¢ok bolgesindeki ekstraselliiler dokusunda bulunan bir

glikozaminoglikandir. Biyomalzeme biliminde onemi gittikce artmaktadir ve doku
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kiiltiiri  yap1 iskelelerinden kozmetik malzemelere kadar degisen c¢ok cesitli
uygulama alanlar1 bulunmaktadir. Cozelti i¢inde ya da hidrojel formunda sahip
oldugu fiziksel ve biyokimyasal o6zellikleri ile doku onarimi uygulamalarinda

oldukga yiiksek oranda ilgi ¢ekmektedir [38].

3.1.6 Elastin

Elastin, ekstraselliiler bir matris proteinidir ve kan damarlar1 (kuru agirligin %50'si1),
elastik baglar (kuru agirhgin %70'1), akciger (kuru agirligin %30°u) ve deri (kuru
agirhgin %24°t4) gibi elastikligin - 6nemli oldugu dokularda bol miktarda
bulunmaktadir [34].

3.1.7 Jelatin

Jelatin, kolajenin kismi bir tiirevidir ve hiicre baglanmasi, gocii, farklilagsmasi ve
cogalmasini desteklemek i¢in kitosan, B-trikalsiyum fosfat (3-TCP) ve HA gibi diger
malzemeler ile karistirilarak kompozit seklinde islenmektedir. Hiicre adhezyonunu
destekleyen glisin, prolin ve hidroksiprolin gibi benzersiz sirali amino
bilesenlerinden olugmaktadir. Jelatin derisiminin yapi iskelesi 6zelliklerini etkiledigi
bilinmektedir [31]. Fizyolojik ortamda biyobozunur ve biyouyumlu 6zelliklere sahip

olmasindan dolay1 genellikle ila¢ ve tip uygulamalarinda kullanilmaktadir [34].

3.1.8 Aljinat

Aljinat, B-(1-4) bagli D-mannuronik asit ve a-L-guluronik asit birim dizisinden
olusan yosunlarda bulunan dogal bir anyonik polisakkarittir. Aljinat, polimer zinciri
boyunca sirali olarak mannuronik asit, guluronik asit birimlerince zengin ve her iki

monomerin esit dagilim gosterdigi boliimlerden olusmaktadir [34].

Aljinat, bir dizi karsilastirmali caligmalarin uygulanmasma imkan taniyan iyi
karakterize edilmis bir yapiya sahiptir. Hiicreler kolayca baglanmazlar ve aljinat
hidrojelleri iizerinde veya igerisinde biiylirler. Yapisi degistirilmemis bir¢ok
polisakkarit i¢in bu ortak bir 6zelliktir. Bununla birlikte, guluronik asit kalintilar
icindeki karboksilik gruplar, aljinatin kimyasal yapisinin degisimi icin kolay bir yol
saglamaktadir. Bu 6zellik sayesinde, biyolojik olarak aktif ligandlar aljinat omurgaya

baglanabilmektedir [34].
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Aljinat, kolayca jellesebilme, diisiik zehirlilik etkisi ve kolayca bulunabilme
Ozelliklerinden dolayr hiicre kapsiilleme ve ilag salimi uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Tyonik olarak ¢apraz baglanmus jellerin ¢apraz baglama yogunlugu,

mekanik 6zellikleri ve gdzenek boyutu, zincirlerinin molekiil agirligi degistirilerek

kontrol edilebilmektedir [38].

Aljinatin en Onemli dezavantaji, son iretilen malzemede mitojenik, sitotoksik ve
apoptoz indiikleyici safsizliklarin olusumuna neden olan kirlenmis deniz yosunundan
ayirma  zorlugudur. Boyle molekiiller, ileri saflastirma islemleri ile

uzaklagtirilabilmelerine ragmen, bu islem zaman alic1 ve pahali bir prosestir [34].

3.2 Sentetik Biyopolimerler

Sentetik polimerler nispeten daha iyi mekanik Ozelliklere sahiptir. Sekilleri ve
bozunma hizlar1 kolayca degistirilebilmektedir. Bununla birlikte, ylizeyleri

hidrofobik 6zellige sahiptir ve hiicre tanima sinyalleri zayiftir [29].

Sentetik biyobozunur polimerler, 6zel uygulama alanina bagli olarak mekanik
ozellikleri ve bozunma hizlari kontrol edilebildigi i¢in, klinik ve cerrahi
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu polimerler hiicre adhezyonu,
gocli, c¢ogalmast ve farklilasmasimni saglama oOzelliklerinden dolayi, doku
miithendisligi uygulamalarinda dikkat c¢ekmektedir. Bununla birlikte, sentetik
polimerlerden {iretilen yapi iskelelerinin yeterli mekanik o6zellik ve biyoaktifligi
gosterememeleri kemik doku miihendisligi uygulamalarinda bir dezavantajdir.
Kemik doku miihendisligi uygulamalarinda polimer yapi iskelelerinin 6zelliklerini ve
performansini gelistirmek igin biyobozunur polimer/biyoaktif seramik kompozit
tiretimi dikkat cekmektedir [39].

3.2.1 Doygun Alifatik Poliesterler

Poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik asit) (PGA) ve poli(laktik asit-ko-glikolik asit)
(PLGA) polimerlerini igeren poli-a-hidroksi esterler, doku miihendsiliginde 3
boyutlu yap1 iskeleleri i¢in en ¢ok yararlanilan biyobozunur sentetik polimerlerdir.
PLA, L-PLA (PLLA), D-PLA (PDLA) ve D,L-PLA (PDLLA) olmak iizere li¢ farkli
yapida bulunabilmektedir [5].
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Bu polimerler, kimyasal ozellikleri sayesinde de-esterifikasyon yoluyla hidrolitik
bozunmaya ugramaktadirlar. Bu bozunma ile her bir polimerin monomerik bileseni
dogal yollarla ortadan kaldirilmaktadir. Viicut, laktik ve glikolik asitlerin monomerik
bilesenlerini tamamiyla ortadan kaldirmak i¢in oldukga diizenli bir mekanizmaya
sahiptir. PGA, metabolitlere doniistiiriiliir ya da diger mekanizmalarla yok edilir.
PLA ise trikarboksilit asit dongiisii ile temizlenir. Bu 6zelliklerinden dolay1 PLA ve
PGA, US FDA (Gida ve Ilag¢ idaresi) tarafindan onaylanmis olan bozunur ameliyat
iplikleri gibi irlinler ve cihazlarda kullanilmaktadir. Bu iki polimer, kolaylikla
islenebilmekte ve bozunma hizlar1 ile fiziksel ve mekanik Ozellikleri, degisik
molekiil agirliklar1 ve kopolimerler kullanilarak genis oranda ayarlanabilmektedir.
Bununla birlikte, bu polimerler erozyona ugrayarak yapi iskelelerinin erkenden
bozunmasina neden olabilmektedir. Ayrica, bu asidik bozunma firiinlerinin ani

salimi, kuvvetli bir inflamatuvar (iltihapli) cavaba yol agmaktadir [5].

Genel olarak PGA’nin bozunma hizi, PLA’dan daha yiiksektir. Bozunma hiz1 sirasi
PGA > PDLLA > PLLA > PCL (poli(e-kaprolakton) ~ PPF seklindedir [5, 30].
Biyobozunur poliesterlerin bozunmasi, su ile ester baglarinin hidrolizinden sonra
meydana gelmektedir. Bozunma kinetigini, kimyasal bilesim, konfigiirasyonel yapi,
iiretim ge¢misi, mol agirligi, ¢evresel kosullar, gerilme ve sekil degistirme, kristallik,
kimyasal olarak reaktif bilesenlerin matrisdeki dagilimi, katki maddeleri, orijinal

monomerlerin varlig: gibi bir¢ok faktor etkilemektedir [5].

3.2.2 Polipropilen fumarat (PPF)

Poli(propilen fumarat) (PPF) doymamis dogrusal bir poliesterdir. PPF, kimyasal
olarak modifiye edilebilir ve ¢ok ¢esitli bozunma 6zelligine sahip polimerlerle ¢apraz
baglanabilir. Bozunmasi, diger poliesterler gibi, ester baglarinin hidrolizi ile
gerceklesir ve bozunma firiinleri (fumarik asit ve polipropilen glikol) zehirli degildir;
insan viicudu tarafindan kolayca islenebilir. Bozunma hiz1 ve mekanik o6zellikleri;
bliyiik olgiide, molekiil agirligina, ¢apraz baglanma siiresine ve capraz baglama

kimyasina bagl olarak degismektedir [40].

3.2.3 Poli (vinil alkol) (PVA)

Polivinil alkol (PVA); biyobozunur, biyouyumlu ve sulu ortamda jellesebilen bir
polimerdir. PVA hidrojellerinin bozunma hizlari; polimerin molekiil agirligi, polimer

derisimi ile fiziksel ve kimyasal capraz baglarin bilesimi degistirilerek kontrol
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edilebilmektedir. PVA’nin hiicre adhezyonu ve protein absorpsiyonuna karst direngli

olmasi, bakteriyel enfeksiyonu ve ameliyat sonrast adhezyonu dnlemektedir [40].

3.2.4 Polihidroksialkanoatlar (PHB, PHBV, PAHB, PHBHHXx, PHO)

Polihidroksialkanoatlar (PHA) da alifatik poliester grubuna dahildir. Ancak, dengesiz
biliylime kosullarinda mikroorganizmalar tarafindan {iretilmektedir [S]. Bu dogrusal
polimerler, gercek mikroorganizmalarda karbon ve enerji stoklamay1 saglayan hiicre
i¢ci enerji depolama polimerleridir. Bu polimerler, yavas bir sekilde biyobozunur
olan, biyouyumlu ve termoplastik malzemelerdir [34]. Biyobozunur ve 1s1l olarak
islenebilir olmalarindan dolayi, tibbi cihazlar ve doku miihendisligi uygulamalarinda
biyomalzeme olarak kullanimlari ilgi ¢ekmektedir [5]. Poli(3-hdroksibiitirat) (PHB),
yaygin olarak kullanilan en basit PHA dr.

Farkli uygulamalar i¢in, gerekli olan ozelliklere bagli olarak, biyouyumluluk ve
mekanik oOzelliklerini ayarlamak i¢in PHA polimerlerinin yiizeyleri modifiye
edilebilmekte ya da enzimler ve inorganik malzemeler gibi diger polimerler ile

birlestirilebilmektedir [5].

PHB, kemik doku miihendisligi i¢in 6zel bir polimerdir. Kemik dokuya olan uyumlu
cevabl ve implantasyon siiresinden sonra 12 haftaya kadar istenmeyen kronik

inflamatuvar (iltihapli) cevaba yol agmadigi kanitlanmistir [5].

3.2.5 Yiizey biyoasinma polimerleri

Agirlikl olarak hidroliz prosesinin polimer-su arayiizeyi ile siirlt oldugu durumda
heterojen hidrolize ugrayan bir polimer sinifi bulunmaktadir. Bu 6zellik ‘‘yiizey
asinma’’ olarak bilinmektedir. Bu 06zelligi gosteren polimerler, poli(anhidritler),
poli(orto-esterler) ve polifosfazenlerdir. Yiizey biyo-asinma o&zelligi gosteren bu
polimerler ila¢ salim araci olarak kullanilmaktadirlar. Yiizey biyo-asinma 6zellikleri
yapt iskelesi olarak kullanimlarinda {i¢ 6nemli avantaj sunmaktadir : (1) kiitle hacim
oraninin korunmasindan dolay1 cihazin bozundurucu O6mrii boyunca mekanik
biitlinliigiiniin siirdiiriilmesi, (2) bozunma iiriinlerinin ¢oziinlirliigliniin ve derisiminin
diisiik olmasi1 nedeniyle zehirli etkilerinin en diisiik seviyede olmasi, (3) asinma
ilerledikge gozenek boyutu arttigr icin, gozenekli yapi iskeleleri igindeki kemik

gelisiminin belirgin bir sekilde artmasi [5].
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4. KEMIK DOKU MUHENDISLIGINDE KULLANILAN YAPI
ISKELELERI

Kemikler; kemik doku, kemik iligi ve periost ad1 verilen kemigi ¢evreleyen bir bag
dokudan olusan vaskiilerize ve sinirle donatilmis organlardir. I¢ organlarin
korunmasi, kaslara destek olma, kan {iiretimi, kalsiyum homeostazisi ve asit-baz
tamponu gibi bircok fonksiyona sahiptir. Kemik dokusu, kemik organinin sert
kalsifiye edilmis kismidir ve kemigin islevsel Ozellikleri igin kritik Oneme

sahiptir [41].

Kemik dokusu, konjenital (dogumsal) bozukluklar, hastaliklar, yaralanmalar ya da
travmalar gibi bir¢ok nedenle zarar gormektedir. Bu doku hasarlarini onarmak igin
otogreftler veya allogreftler yaygin olarak kullanilan tedavi yontemleridir. Ancak, bu
yontemlerin hastaligin bulagmasi, diigiik biyouyumluluk ve basarisiz implantasyon
riski nedenleriyle kullanimlar1 smirlidir. Son zamanlarda, doku miihendisliginde

alternatif olarak yapi iskeleleri kullanilmaktadir [42].

Yapr iskelesi, bliyliyen hiicreler ve dokular i¢in gecici bir destek yapisi olarak
tanimlanmaktadir. Ayrica, sentetik ekstraselliller matris olarak bilinir ve hiicreleri
desteklemede 6nemli bir rol oynar. Bu hiicreler daha sonra, {i¢ boyutlu olarak hiicre
cogalmasi, gocii ve farklilagmasi ile insan viicudunda bulunabilen uygun 6zelliklere

sahip 6zel dokunun olusumuna neden olur [38].

Kemik doku miihendisligi yap1 iskeleleri, kritik boyuttaki kemik hasarlarinin
onariminda kullanilan ve kemik ile kuvvetli baglar olusturmak i¢in fizyolojik siv1 ile
tepkimeye giren biyoaktif malzemelerden tretilen malzemelerdir. Gerekli hiicre ve
sinyal molekiilleri ile uygun biyoaktif yap1 iskelesinin kullanimi1 vaskiilerize kemik
dokusunun  yenilenmesini  desteklemelidir.  Kemik  yenilenmesi,  doku

miihendisliginde dikkat ¢eken 6nemli arastirma alanlarindan biridir [43].
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4.1 ideal Bir Yapi Iskelesinin Sahip Olmas1 Gereken Ozellikler

Birgok doku miihendisligi uygulamalarinda, ti¢ boyutlu yap: iskeleleri Sekil 4.1°de
goruldiigli gibi yapisal destek olusturmak i¢in hiicreler ile birlikte kullanilirlar. Bir
yap1 iskelesinin basarisi, kullanilan baslangic maddesinin ozelligine ve iiretim
yontemine baglidir [44]. Basarili kemik doku yenilenmesi i¢in, in vitro ve in vivo
kosullarda hiicre biiylimesi ve yeni doku olusumu i¢in 3 boyutlu biomimetik yap1
saglayan  sentetik  eckstraselliler matris (ECM) benzeri yap1 iskelesi

tasarlanmalidir [45].

Nano/mikro

taswyicilar
Hasta veya Blvomo[::lfuller ..ﬂ. Yapi iskelesi
dondrden hiicre
o e
i~ | S > ¥
Dokuyapist
~ e
Hucreler
‘v invivo degerlendirme
EER T
. Klinik degerlendirme

Sekil 4.1 : Yap1 iskelesi esaslt doku miihendisliginin sematik gosterimi [44].

Klinik olarak daha uygun yap: iskeleleri tasarlarken, dogru tasarim ve malzeme
ozellikleri ve ayrica farkli kemik hasarlar1 ve kirik merkezlerinin gereksinimleri
dikkate alinmalidir. Birincisi ve en Onemlisi, malzeme biyouyumlu olmalidir
(istenmeyen fizyolojik tepkiler iiretmemelidir). Ideal olarak, yap: iskelesi gecici bir
yap1 olusturmali ve zamanla yeni dokunun olusumuyla bozunmalidir (biyobozunur
0zellige sahip olmalidir). Bunlara ek olarak, yerine gectigi doku ile uyumlu mekanik
ozelliklere sahip olmali, yapisal 6zellikleri (gézenek boyutu, gozeneklilik, gozenek
birlestiriciligi ve geg¢irgenlik) uygun olmali ve ii¢ boyutlu karmasik sekillerde kolay
islenebilir olmalidir [45, 46]. Sekil 4.2 yap1 iskelesinin sahip olmasi gereken en

onemli 6zellikleri gostermektedir [11].
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Yapisal 6zellikler
(gozeneklilik, gdzenek boyutu,
gozenek baglantisi, mekanik
ozellikler)

Hiicreler Malzemeler
(kok hicreler, ilik (sentetik ve dogal polimerler,
stroma hicreleri, seramikve cam)
osteoblastlar, v
kondreositler ve

fibroblastlar)
Biyoaktivasyon
(kimyasal modifikasyon, yizey
aktivasyonu, kontrolli salim)
Biyolojik gereklilikler sinyal molekiilleri
(hiicre adhezyonu, gogalmasi (¢dzlinen ve ¢dziinmeyen
ve farklilasmasi) sinyaller)

Sekil 4.2 : Kemik doku miihendisliginde ideal yap1 iskelesinin sahip olmasi

gereken en 6nemli 6zellikler [11].

Kemik yenilenmesi i¢in ideal yapi iskelesinin sahip olmasi gereken biitlin 6zellikler

asagida sirastyla 6zetlenmistir [11, 38, 47, 48].

1.

Yiizeyi; hiicre baglanmasimi saglamali, hiicre biliylimesini desteklemeli ve
farklilagsmis hiicre fonksiyonlarinin tutulmasina izin vermelidir.

Biyouyumlu olmali ve in vivo kosullarda zehirli 6zellik gostermemelidir.

Ug boyutlu doku biiyiimesi igin kalip gibi davranmalidur.

Yarali doku olusturmadan esas dokuya baglanmali ve osteokondiiktif 6zellige
sahip malzemeden iiretilmelidir.

Viicut igerisinde biyoemilir olmali ve kontrol edilebilir bir bozunma hizina
sahip olmalidir. Bozunma {irtinleri zehirli olmamali ve 6rnegin {iriner sistem
ile viicut disina atilabilmelidir.

Baglandig1 dokuya benzer mekanik 6zellikler gostermelidir.

Gozenekliligi %90’dan biiylik olan gozenekli bir yapiya sahip olmali ve
ayrica yenilenen dokunun merkezine hiicre niifuzu, doku gelisimi ve yeni
damar olusumu ile besin taginiminin gergeklesebilmesi i¢in ¢ap1 300-500 um
araliginda olmaldir.

Hastaya ait kemik kusurlari ile eslesen, diizensiz sekillerde firetilebilir
olmalidir.

Uluslararas1 Standartlar Orgiitii (ISO) ve FDA gerekliliklerini saglayarak

ticari olarak iiretilebilir bir potansiyele sahip olmalidir.
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4.2 Yapu iskelesi Uretim Yontemleri

4.2.1 Sol-jel prosesi

Sol-jel prosesi; ¢6zeltinin (sol) hazirlanmasi, ¢dzeltinin jellesmesi ve ¢oziiciiciiniin
uzaklagmasi ile inorganik malzemelerin kimyasal sentezi olarak tanimlanmaktadir.
Sol-jel prosesi, bir sistemin sivi bir ¢ozeltiden (sol) kati bir jel fazina gegisini
icermektedir. Prosesin temelini, metal alkoksitlerin inorganik polimerizasyon

tepkimeleri olusturmaktadir [11].

Oldukga yiiksek gozeneklilige sahip camlar (ya da cam siingerler), ¢ift bigakli bir
karistirici, yiizey aktif bir madde ve jellesme ajani olarak asidik bir katalizor
(seyreltik HF) kullanilarak ¢ozeltinin dogrudan siingerlestirilmesiyle olusmaktadir.
Cam siingerlerin baslangi¢ maddeleri; Ca(NO3), ve tetraetil ortosilikat (TEOS) ile
trietil fosfat (TEP) olmak tizere iki alkoksittir. Reaktivitenin artmasi ve doku
baglanmasi i¢cin mezo gozeneklere (2-50 nm) ve doku gelisimi i¢in birbirine bagh
makro gozeneklere (100-500 um) sahip hiyararsik bir yap1 olusmaktadir. Bu makro
gozenekli camlar doku miihendisligi uygulamalar1 icin gerekli ozellikleri, doku

hasarmin olustugu yerde onarimini ve yenilenmesini saglamaktadir [11].

4.2.2 Siinger kopyalama yontemi

Polimer siinger kopyalama yontemi, ilk olarak uzun yillar 6nce makro gozenekli
seramiklerin lretiminde kullanilmistir. Son yillarda gbzenekli cam yapr iskelesi
tiretiminde dikkat ¢cekmektedir [4]. Bu yontem ile biyocam yap: iskelesi iiretim

asamalar1 Sekil 4.3” de gosterilmistir [11].

Polimer siinger kopyalama yonteminde; baslangi¢ yapisi, poliiiretan gibi bir polimer
siingerin biyoaktif cam tanecikleri ile kaplanmasiyla hazirlanmaktadir. Istenen makro
yapiyl igeren polimer siinger, biyoaktif cam kaplamasi ile gecici bir kalip
olusturmaktadir. Bulamag, polimer kalip i¢ine emdirilmekte ve bu sayede polimer
yiizeyinde homojen bir biyocam tanecik kaplamasi saglamak iizere yapi i¢ine sizmasi
saglanmaktadir. Kurutmadan sonra polimer, gozenekli biyocam kaplamanin
mikroyap1 hasarmi en diisiik seviyeye indirmek icin, yiiksek sicaklikta (>723 K)
yavagca yakilip uzaklastirilmaktadir. Polimer yok edildikten sonra, cam istenen
yogunluga sinterlenmektedir. Proses, polimer siingerin makro gozenekli yapisini

kopyalamakta ve sonug olarak kendine 6zgii mikroyapilar olusturmaktadir [11].
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Sekil 4.3 : Polimer siinger kopyalama yonteminin sematik gosterimi [11].

Diger yapr iskelesi iiretim yontemleri ile karsilastirildiginda, polimer siinger
kopyalama yontemi bir¢ok avantaj saglamaktadir. Bu yontem, ayarlanabilir gozenek
boyutuna sahip oldukca gozenekli siingerlerin {iretimine imkan tanimaktadir.
Birbiriyle baglantili ve 9%40-95 aralifinda degisen gozenekli yapir iskelelerine
ulasilabilmektedir. Ayrica, kemik hasarinin sekline ve boyutuna uygun diizensiz
sekiller iiretilebilmektedir. Bunlara ek olarak, hizli bir yontemdir ve zehirli
kimyasallarin kullannmini igcermemektedir. Hizli prototipleme gibi diger standart

proseslere gore daha ekonomiktir [4, 11].

4.2.3 Polimer kaplh biyocam yap1 iskeleleri

Oldukca yiiksek gozeneklilige sahip seramik yap1 iskelelerinin mekanik kararliligim
gelistirmek i¢in, yapr iskelelerinin biyobozunur polimer ile kaplanmasi1 konusunda
cok sayida aragtirma yapilmaktadir. Polimer tabakasi, yapi iskelesinin mekanik
kararliligmmi gelistirerek yiizeydeki mikro catlaklar1 kaplamak ve doldurmak igin
hazirlanmaktadir. Polimer tabakalarin, dogal kemigin kirilma siirecinde kolajen
fibrillerin olusturdugu etki gibi, catlak kenetleme mekanizmasini etkiledigi
diistiniilmektedir. Biyocam yap1 iskelelerinin polimer ile kaplanmast Sekil 4.4’ deki

gibi gerceklestirilmektedir [11].
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Sekil 4.4 : Polimer ¢ozeltisine daldirma yontemi [11].
4.2.4 Coziicii dokiim yontemi

Kompozit yapi iskelelerinin {iretiminde kullanilan ¢6ziicti dokiim yontemi; polimerin
organik bir ¢oziiclide ¢oziinmesi, seramik graniilleri ile karistirilmasi ve Onceden
belirlenmis 3 boyutlu bir kalip igerisine ¢ozeltinin dokiimii asamalarindan
olugmaktadir. Daha sonra ¢oziicii buharlagtirilmaktadir. Bu yontemin en 6nemli
avantaji, liretimin 6zel ekipman gerektirmeden kolayca yapilmasidir. Coziicii dokiim
prosesinin baslica dezavantajlar1 : (1) sekil sinirlamast (genellikle tiretim yapilan
sekiller diiz levhalar ve tiip seklidir), (2) polimer icerisinde zehirli ¢oziicii kalma
thtimali, (3) ¢oOziicii kullanimi ile polimere katilan proteinlerin ya da diger
molekiillerin bozulmasi. Polimeri dokmek i¢in kullanilan organik ¢oziiciiler, protein

gibi biyoindiiktif molekiillerin aktivitesini diistirebilmektedir [5, 11].

4.2.5 Coziicii dokiim/tanecik uzaklastirma yontemi

Coziicli dokiimiinii takiben tanecik uzaklastirma yontemi, gézenekli polimerik yap1
iskelelerinin tiretiminde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Suda ¢6ziiniir bir
porojen, bir polimer ¢ozeltisi ile karistirilir ve karigim arzu edilen sekildeki kaliba
dokiliir. Daha sonra ¢oziicii, buharlagtirma ya da dondurarak kurutma ydntemi ile
uzaklastirilir ve porojen deiyonize su igine daldirilarak siiziiliir. Porojen/polimer
orani, gozenekliligi kontrol eden faktordiir ve porojen boyutu son yap: iskelesinin
gozenek boyutunu belirler. Bu yontemde, diisiik polimer kullanim avantajinin
yaninda, gozenek seklinin ve gozenekler arasi baglantinin kontrolii saglanamaz.
Ayrica, yap1 iskelesindeki artik ¢oziiciiler, nakledilen hiicreler ya da ana dokular i¢in

zararli olabilmektedir [30, 44].
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4.2.6 Coziicii dokiim/tanecik uzaklastirma ve mikrokiire dolgulama

Coziici dokim, tanecik uzaklastirma ve mikrokiire dolgulama yontemlerinin
birlesimi ile biyoaktif polimer-seramik yapi iskeleleri iiretilebilmektedir. Ik olarak
polimer mikrokiireler, su/yag emiilsiyonu ile sekillendirilmektedir. Daha sonra
polimer-biyoseramik yapi iskeleleri ¢oziicii, tuz ya da seker parcaciklari (porojenler),
biyoaktif cam ya da seramik graniiller ve Onceden sertlestirilmis mikrokiirelerin
kanistirilmasiyla iiretilmektedir. Tanecik uzaklastirma ve mikrokiire dolgulama
yontemlerinin birlestirilmesini esas alan bu yontem ile kontrollii gézeneklilige sahip
tic boyutlu yapilar olusturulabilmektedir. Bu proses, ¢6ziicii dokiim yontemi ile ayni

avantaj ve dezavantajlar1 gostermektedir [11].

4.2.7 Mikrokiire sinterleme

Bu proseste ilk olarak emiilsiyon/¢6ziicii buharlagtirma yontemiyle bir seramik ve
polimer kompozitin  mikrokiireleri  sentezlenir. Kompozit mikrokiirelerin

sinterlenmesi sonucunda {i¢ boyutlu gézenekli yapi iskelesi olusur [5].

4.2.8 Is1l etkiyle faz ayrimi (TIPS)/dondurarak kurutma

Gozenekli kompozit yapilar, 151l etkiyle faz ayrimi (TIPS) ve evaporayon iglemleri
uygulanarak iiretilebilmektedir. Polimer ve inorganik malzeme siispansiyonunun
sicakligimi diigiirmek, faz ayrimini gergeklestirmek i¢in uygulanan yaklasimlardan
biridir. Ilk olarak, polimer ve seramik karisgiminin ara bosluklarda hareketi
saglanarak c¢oziicii katilastirilir. Dondurulmus karisim, daha sonra igerisinde
¢Ozlicliniin buharlastigi sogutmali bir kurutucu ile liyofilize (dondurarak kurutma)
edilir [11].

Sinir, kas, tendon, bag doku, bagirsak, kemik ve dis gibi dokular i¢in uygun kontrollii
makro ve mikroyapiya sahip ii¢ boyutlu emilebilir ve olduk¢a yiiksek gozeneklilikte
(~%97) yapr iskeleleri TIPS yontemi ile iiretilebilmektedir. Bu sekilde iiretilen yap1
iskeleleri, genis ara gozeneklilige sahip tiip seklindedir. TIPS yontemi ile tretilen
siingerlerin  mikrogdzenekliligi, gozenek morfolojisi, mekanik &zellikleri,
biyoaktivitesi ve bozunma hizlarinin kontrolii ¢6zelti igerisindeki polimer derigimi,
ikincil fazin hacim fraksiyonu, sogutma sicakligi, kullanilan polimer ve ¢6ziicliniin

degistirilmesi ile yapilabilmektedir [5, 30].
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4.2.9 Polimerik siinger - inorganik kaplama

Biyobozunur polimerler ve biyoaktif cam ya da seramik malzemeleri birlestirmek
icin alternatif bir yaklasim, polimerik silingerlerin iizerine inorganik parcaciklar
kaplamaktir. Polimerik yap1 iskelelerinin, biyoaktif camlar ya da diger inorganik
pargaciklarla bulamaca daldirma ya da elektroforetik kaplama (EPD) yontemleri ile

kaplanmasi1 bu yonteme 6rnek olarak gosterilebilir [11].

Elektroforetik kaplama yonteminde, sulu siispansiyon ig¢indeki yiiklii biyocam
tanecikleri, genis ¢aptaki elektrotlara dogru dikey olarak yonlendirilen tiip seklindeki

makrogo6zeneklere sahip siingerlerin igine sizdirilir (Sekil 4.5) [11].

®

stinger drneg

bulamag
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Sekil 4.5 : Elektroforetik kaplama (EPD) yonteminin sematik gosterimi [11].

4.2.10 Kat1 serbest form (SFF) (hizh prototipleme) yontemi

Ayn1 zamanda hizli prototipleme olarak adlandirilan kati serbest form (SFF), kaliplar
gibi geleneksel araclar kullanilmadan, bir bilgisayar destekli program (CAD) ile
kesitsel sekillerin {iretilmesini igeren tekniklerin tamamini ifade eder. Bu yontem,
yapist Onceden bilgisayar lizerinde modellenmis yapi1 iskelelerini {iretmek ig¢in
kullanilir. Bu sekilde, iskele yapist kontrol edilebilir ve ayrica istenen mekanik
cevaba ulagsmak, kemik yenilenme siirecini hizlandirmak ve anatomik kortikal-
trabekiiler yapida kemik olusturmak icin optimizasyon yapilabilir. Yapi iskelesi

iiretimi i¢in ti¢ boyutlu baski (3DP), eriterek kaplama (FDM), miirekkep piiskiirtmeli
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baski, stereolitografi (SL), secici lazer sinterleme (SLS) gibi bircok SFF yontemi
kullanilmaktadir [30].

4.3 Yap Iskelesi Uretimi ile Tlgili Literatiirde Yapilmis Olan Cahsmalar

Wu ve C.A., hasar gormiis kemik dokular icin biyoaktif yapi iskelelerinin
anjiyojenez kapasitesi ve antibakteriyel oOzelliklerinin iyilestirilmesi igin iyi
diizenlenmis mezogdzenek kanallari (yaklagik 5 nm) ile bakir igeren (%0-5 oraninda)
mezogdzenekli biyoaktif cam (Cu-MBG) yap1 iskelelerini sentezlemisler ve insan
kemik iligi stromal hiicrelerinin kiiltlir ¢aligmalarini gergeklestirmislerdir. SEM
analizleri, dort ¢esit Cu-MBG yap1 iskelesinin (%0, 1, 2, 5) de yiiksek gozenek
capmna (300-500 pm) sahip oldugunu gostermistir. Ayni oranlardaki yap1
iskelelerinin XRD analizlerinde belirgin kristal pikler goriilmemistir. Hazirlanan Cu-
MBG vyapr iskelelerinin, %5 bakir iceren de dahil olmak iizere, hiicre kiiltiiriinde
biyobozunurluk caligmalar1 iyi sonu¢ vermis ve belirgin bir sitotoksik etkiye yol
acmamistir. Cu-MBG yap1 iskeleleri, bakir igermeyen biyoaktif camlarla
karsilagtirildiginda, anjiyojenez kapasitesini iyilestirdigi gézlenmistir. Cu-MBG yap1
iskeleleri, insan kemik iligi stromal hiicrelerinde hipoksi indiiklenebilir faktor
((HIF)-10)) ve VEGF proteinlerini taklit edebilmistir. MBG igerisine Cu*? katilmasi,
anjiyojenez ve osteogenezin (yeni kemik olusumu) birlesimine yol acan hipoksi
benzeri doku tepkimelerini belirgin oranda artirmistir. Ayrica, farkli oranlarda bakir
(%0-5) igeren Cu-MBG yap1 iskelelerinin yiizey alanlari 310-440 m?g olarak
saptanmis ve bu da Cu-MBG yap1 iskelelerinin ila¢ salim sistemlerinde ilag tasiyici
olarak kullanilabilecegini gdstermistir. Bakirin yap1 iskelelerinin birgok fonksiyonel
karakteristigini iyilestirmesi, kayip kemik dokularin yenilenmesinde bakir katkili

yap1 iskelelerinin kullaniminin avantajli oldugunu kanitlamistir [2].

Zhao ve C.A., biyoaktif cam igerisinde degisen oranlardaki bakir miktarinin in vitro
insan kemik iliginden tiiretilen mezenkimal kok hiicreleri (hBMSCs) ve kan damari
olusumu tzerindeki etkisi ve in vivo sican kalvaryal kemik kusurlarinda kemik
yenilenmesindeki etkisini arastirmiglardir. Agirlikca %0.5, %1 ve %3 CuO katkili
borosilikat biyoaktif camdan (molar bilesimi %6 NayO, %8 K,0, %8 MgO, % 22
Ca0, %36 B,03;, %18 SiO,, %2 P,0s5) gbzenekli yapi iskelelerinin iiretiminde
polimer silinger kopyalama yontemini kullanmislardir. Yapi1 iskeleleri SBF

cozeltisinde bakir salimin1 gergeklestirmis ve hidroksiapatite donlismiislerdir. SEM
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analizleri sonucunda, yap1 iskelelerinin mikroyapisinin gézenekliliginin %85 + 3,
makrogézenek araliginin ise 200-500 um olan insan trabekiiler kemigine benzer
oldugu gozlenmistir. Biyoaktif cam yapi iskelelerinin basma dayanimi 3.1 = 0.4 MPa
iken, bakir katkili yapi iskelelerinin basma dayanimlar1 2.9 + 0.3 MPa olarak
saptanmistir. Bu degerler, insan trabekiiler kemigi i¢in belirtilen alt limit araliginda
(2-12 MPa) kalmaktadir. Cam igerisinde kullanilan bakir derisimleri yap1
iskelelerinin in vitro hBMSCs kiiltliriinde zehirli bir etkiye neden olmamistir. Cam
igerisindeki bakirin artmasiyla insan kemik iliginden tiiretilen mezenkimal kok
hiicrelerinin alkalin fosfat aktiviteleri (ALP), anjiyojenik baglantili genleri (VEGF ve
bFGF) ve osteojenik baglantili genleri (RUNX2, BMP-2 ve OPN) belirgin oranda
artis gostermistir. Sican kalvaryal kemik kusurlarina 8 hafta yerlestirilen agirlikga
%3 bakiar katkil1 borosilikat yapi iskelelerinin bakir katilmamis cam yapr iskelelerine
oranla anjiyojenez ve kemik yenilenmesini arttirdifi gozlenmistir. Sonuglar,
biyoaktif cama bakir katkisinin kemik kusurlarini iyilestirme kapasitesini attirmada

umut verici bir yaklasim oldugunu kanitlamistir [3].

Erol ve C.A., bor iceren biyoaktif cam esasl bakir iyonlari ile ¢apraz baglanmis
aljinat kapli yap1 iskelelerinin sentezlenmesini ve karakterizasyon islemlerini
gerceklestirmislerdir. Agirlikca % 65 SiO,, % 15 CaO, % 18.4 Na,O, % 0.1 MgO,
%1.5 B,0Oj3 igeren biyoaktif camdan yapi iskelesini liretmek i¢in siinger kopyalama
yontemini kullanmislardir. In vitro biyoaktivite calismalari amaciyla yapr iskeleleri
1, 3,5, 7, 14 ve 28 giin slireyle SBF c¢ozeltisinde bekletilmistir. Aljinat kaph ve
kaplanmamis ii¢ boyutlu yap1 iskelelerinin SBF Oncesi ve sonrast yapisal
ozelliklerinin incelenmesi i¢gin XRD ve FTIR karakterizasyon yontemleri
kullanilmistir. Ayrica, yiizeyde hidroksiapatit tabakasinin olusumunu incelemek
amactyla, SEM ve bakir saliminin arastirilmasi icin de Indiiktif Eslesmis Plazma
(ICP) analizleri gergeklestirilmistir. SEM c¢aligsmalari, aljinatin {i¢ boyutlu yap1
iskeleleri iizerinde homojen bir sekilde baglandigin1 gostermistir. Yapi iskelelerinin
sinterleme prosesinden sonra da amorf yapist degismemis ve aljinat kaplanmasi yap1
iskelelerinin biyoaktivite ve mekanik Ozelliklerini iyilestirmistir. Bakir salimi
calismalari, aljinat kaplamanin bakir iyonlarinin kontrollii salimina engel olmadigini
gostermistir. Aljinat kapli yapi iskelelerinin basing dayanimi, kaplanmamis yapi
iskelelerine gore daha yiiksek bulunmustur. Ayrica, kaplanmis yapi iskelelerinin

biyoaktivite davranislari, kaplanmamis olanlara gére daha iyi sonug¢ vermistir. Bakir

32



iyonlarinin kontrollii salimi, yapi iskelelerinin kemik doku miihendisligi icin

potansiyel adaylar oldugunu gostermistir [7].

Bertolla ve C.A., Biyocam® (ortalama 4 pum parcacik boyutunda) esash polivinil
alkol (PVA) ve mikrofibrillenmis seliilozdan olusan (MFC) kompozit ile kaplanmis
gozenekli yapi iskelelerini polimer siinger kopyalama yontemi ile hazirlamislar ve
mekanik oOzelliklerini incelemiglerdir. Biyocam bulamacini hazirlarken baglayici
olarak poli (vinil biitiral-ko-vinil alkol-ko-vinil asetat) (PVHB) ve polimeri ¢6zmek
icin de su yerine etanol kullanmiglardir. Etanol kullanimi, bulamaca daldirilmis
kiibik stingerlerin daha ¢abuk kurumasini saglamistir. PVA kaplamasi sonucunda,
yapi iskelelerinin basma dayaniminin kapli olmayanlara oranla 5 kat daha fazla ve
%35 MFC fiberlerinin eklenmesi ise, basma dayaniminin 10 kat daha fazla olmasim
saglamistir. Ayrica, PVA/MFC kompozit kaplamasi gerilme dayanimini da
iyilestirmistir. PVA/%10 MFC kapli 6rneklerin gerilme dayanimi, kapli olmayanlara
oranla 20 kat artig gostermistir. SEM sonuclari, MFC fiberlerinin kirilganliginin
enerji dagilim siirecine katkida bulunarak yapi iskelelerinin dayanimini artirdgini

gostermistir [49].

Olad ve C.A., ¢ boyutlu kitosan-jelatin/nanohidroksiapatit-montmorillonit (CS—
Gel/nHA-MMT) kompozit yapr iskelelerini dondurarak kurutma yontemi ile
sentezlemislerdir. nHA ve MMT bilesenlerinin birlikte kullanimmin yap1
iskelelerinin fizikokimyasal 6zelliklerine etkilerini aragtirmislardir. Hazirlanan yap1
iskelelerinin karakterizasyonu FTIR, XRD ve SEM teknikleri ile gerceklestirilmistir.
Kompozit yap1 iskelelerinin gozenek boyutu 100-350 pum olarak saptanmustir.
Hazirlanan kompozit yapi iskeleleri, hem nano 6lgekli yapiyi, hem de dogal kemik
ekstraselliiler matris kimyasal bilesimini taklit edebilmektedir. Yap: iskelelerinde
nHA ve MMT bulunmasi, bozunma hizim1 azaltmis ve biyomineralizasyonu
artirmistir. Ayrica, kompozit yap1 iskelelerinin sisme ve gozeneklilik 6zelliklerinin

1yl ¢ikmas1 mekanik 6zelliklerinin iyilestirilmesini saglamistir [50].

Lacroix ve C.A., kontrollii makro gozenekli yapiya sahip jelatin-biyoaktif cam yapi1
iskelelerini sentezlemistir. Agirlik¢a bilesimi %75 SiO, ve %25 CaO olan biyoaktif
cam pargaciklarmm (<50 pm) iiretiminde sol-jel yontemini kullanmislardir. In vitro
kosullarda apatit olusumunu incelemek i¢in, kompozit yapi iskeleleri 1 saat-5 giin
siire araliklarinda SBF ¢ozeltisinde bekletilmistir. SBF sonuglari, biyoaktif camin

yiiksek in vitro kemik benzeri apatit olusturma kabiliyetinin jelatin eklense bile
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degismedigini gostermistir. Silisyum, kalsiyum ve fosfor elementlerinin SBF
¢ozeltisi igerisindeki dagilimini belirlemek icin yapilan Indiiktif Eslesmis Plazma-
Atomik Emisyon Spektroskopisi (ICP-AES) ol¢iimleri sonucunda biyoaktivitenin
zamanla arttig1 gozlenmistir. Farkli sekillerdeki kompozit yapi iskelelerinin SEM
sonuglar1 belirlenen gozenekliligin doku miihendisligi uygulamalart i¢in uygun
oldugunu gostermistir. Yiksek gozeneklilige (>%90) sahip jelatin-biyoaktif cam
kompozit yapr iskelelerinin mekanik Ozellikleri saf biyoaktif cama gore

iyilestirilmistir [51].

Fabbri ve C.A., 45S5 Biyocam® esasli oldukca yiiksek gozeneklilige sahip yapi
iskelelerini polimer siinger kopyalama yontemi ile iiretmisler ve grafen iceren
elektriksel olarak iletken organik-inorganik hibrid tabakasi ile kaplamislardir. Yapi
iskeleleri kaplamadan sonra orijinal yiiksek gozenekliligini ve birbirine bagh
gbzenek yapisini korumustur. Grafen katkisinin yapri iskelelerinin SBF igerisindeki
biyoaktivite davranimlarina olumsuz bir etkisi olmamistir. SBF ¢ozeltisinde 7 giin
siire ile bekletilen yap1 iskelelerinin FTIR analizleri HA tabasinin olustugunu
gostermistir. Farkli yap1 iskelelerinin hiicre davranimlarini arastirmak i¢in MG-63
osteoblast benzeri hiicreler {ic hafta siire ile kiiltiirde incelenmistir. Hiicre kiiltiirii
sonuclari, kaplanmis ve kaplanmamis her iki yapi1 iskelesinin de hiicre baglanmasi,
yayilmas1 ve ekstraselliiler matrisin sentezlenmesini destekledigini gdstermistir.
Sonuglar, grafen kapl yapi iskelelerinin biyouyumlu oldugunu ve hiicresel aktiviteyi

destekledigini gostermistir [52].

Fu ve C.A., insan trabekiiler kemigi ile neredeyse ayn1 mikroyapidaki borat esaslh
13-93B2 camindan gozenekliligi %72+3, gozenek ¢apr 200-500 um olan yap1
iskelelerini polimer siinger kopyalama yontemi ile iiretmislerdir. Seyreltik fosfat
cozeltisinde (0.02 M K,;HPOQO,) bekletilen yap1 iskelelerinin 7 gilinde yiizeylerinde
hidroksiapatit tabakasinin olugmasi, in vitro kosullarda camin biyoaktifligini
gostermistir. Baslangicta basma dayanimi 6.4+1.0 MPa olan yap1 iskelelerinin basma
dayanimi, 15-30 giin fosfat ¢ozeltisinde bekletildikten sonra 1.5-2.0 MPa degerine
diismiistiir. Bir esik derisimi (~0.65 mM) altinda, camin hidroksiapatite doniistimii
sonucu kiiltiir ortamina salinan borat iyonlari, kemik iligi stromal hiicrelerinin
cogalmasina engel olmamustir. Bu esik bor derisiminde, yapi iskelesi ¢oziinme
rtinlerinin  estraktlari kemirgen MLO-AS5 hiicrelerinin g¢ogalmasini ve islevini

desteklemistir. Bu in vitro sonuglari, yapi iskelelerinden esik degerinin altinda
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kontrollii bor salinimi saglandiginda, borat esasli 13-93B2 cam yap1 iskelelerinin

kemik onariminda kullanilabilecegini gostermistir [53].

Fu ve C.A., insan trabekiiler kemigine benzer mikroyapidaki 13-93 biyoaktif
camindan (bilesimi agirlik¢a %53 SiO,, %6 Na,O, %12 K,0, %5 MgO, %20 CaO,
%4 P,0s) gozenekli yapi iskelesini hazirlamak i¢in siinger kopyalama ydntemini
kullanmislardir. Yapi iskelelerinin; gozenekliligi %85 + 2, gézenek cap1r 100-500
um, basing dayanimi 11 £ 1 MPa, elastik modiilii 3.0 = 0.5 GPa olarak bulunmustur.
Bu degerler, insan trabekiiler kemigi i¢in bildirilen en yiiksek degerlerdir. Ayrica,
tiretilen yapi iskeleleri, ayn1 yontemle iiretilen ve es deger gozeneklilikteki polimerik
biyoaktif cam-seramik ve hidroksiapatit yapilarindan dikkate deger oranda daha
yiiksek gilice sahiptir. 7 giin siire ile SBF c¢ozeltisinde bekletilen gdzenekli yapi
iskelelerinin ylizeylerinde nanoyapida bir hidroksiapatit tabakasinin olusmasi, yap1
iskelelerinin in vitro kosullarda biyoaktif oldugunu gostermistir. In vitro hiicre
kiiltiirti ve SEM incelemeleri sonucunda, yapi iskelelerinin hem yiizey de hem de
yapilarin i¢ginde MC3T3-E1 preostoblast hiicrelerinin ¢ogalmasi ve baglanmasini
desteklemek i¢in miikemmel 6zellige sahip oldugu goézlenmistir. Sonuglar, kemik
onarimi ve yenilenmesinde 13-93 camlarindan iiretilen yapi iskelelerinin biyolojik

yapt iskeleleri olarak uygunlugunu kanitlamistir [54].
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5. DENEYSEL CALISMALAR

5.1 Calisma Programi

Biyoaktif camlarin yapisina ¢esitli iyonlarin katilmasi ile doku yenilenmesinin
tyilestirildigi bilinmektedir. Bu ¢aligmada, biyoaktif 6zelligi yiiksek oldugu bilinen
45S5 cami ve anjiyojenezi uyarma Ozelligine sahip olan bakir katkili biyoaktif cam

tiretimi gergeklestirilmistir.

Baslangic hammaddelerinden bilesimleri agirlikga; %45 SiO,, %24.5 NayO, %6
P,0s, %24.5 CaO olan 45S5 ve %45 SiO,, %24.5 NayO, %6 P,0s, %2 CuO ve
%22.5 CaO iceren bakir katkili biyoaktif camlar klasik ergitme yoOntemi ile
tiretilmistir. Bilesim igerisindeki CuO orani, yiiksek derisimlerin biyoaktiviteyi ve
biyouyumlulugu  olumsuz  etkileyebilecegi  disiliniildiigiinden, %2 ile
sinirlandirilmistir. Uretilen cam numunelerine, Diferansiyel Termal Analiz (DTA)
uygulanarak camsi gecis (Tg) ve Kristalizasyon (Tc) pik sicakliklar1 belirlenmistir.
Cam numunelerinin amorf yapilarinin incelenmesi i¢in XRD analizi uygulanmistir.
Iki farkl1 bilesime sahip cam numunelerinden, polimer siinger kopyalama ydntemi ile
yapr iskelesi iiretimi gergeklestirilmistir. Uretilen yap1 iskeleleri, biyoaktivite ve
biyobozunurluk ozelliklerinin gelistirilmesi i¢in dogal bir polimer olan aljinat ile
kaplanmistir. Aljinat ile bakirin capraz baglanmasi islemini gerceklestirmek tizere,
45S5 camindan iiretilen yap1 iskelelerinin bir kismina bakir ¢ozeltisi damlatilmistir.
Boylece 45S5 camindan iiretilen (aljinat kaph ile kaplama yapilmamis ve bakir ile
capraz baglanmis aljinat kapl) ve bakir katkili camdan iiretilen (aljinat kapli ve
kaplama yapilmamis) olmak iizere ii¢ farkli polimer/biyoaktif cam kompozit yapi

iskelesi liretimi gerceklestirilmistir.

Yapi iskelelerine ve biyoaktif camlara uygulanan karakterizasyon islemleri sirasiyla

asagida belirtilmigtir:

e Biyobozunma davranimlarinin ve ylizeylerinde olusan hidroksiapatit
tabakasimin incelenmesi i¢in, yap1 iskeleleri laboratuvar kosullarinda belirli

stirelerde yapay viicut sivisi igerisinde bekletilmistir.
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e Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) kullanilarak yap1 iskelelerinin
mikroyapilar1 ve yapay viicut sivisindan ¢ikarildiktan sonra yiizeylerindeki
hidroksiapatit tabakas1 incelenmistir.

e Yapilarindaki amorf ve kristal fazlarin arastirilmast i¢in X-Isinlari
Difraksiyonu (XRD) analizi yapilmistir.

e Fourier Kizil Otesi Déniisiim Spektroskopisi (FTIR) ile numunelerin
yapilarinda olusan kimyasal baglar tespit edilmistir.

e indiiktif Eslesmis Plazma (ICP) cihazi kullanilarak yapay viicut sivisi

icerisindeki bakirin derisimi belirlenmistir.

5.2 Numunelerin Hazirlanmasi

5.2.1 Ergitme yontemi ile biyoaktif camlarin iiretimi

Klasik ergitme yontemi kullanilarak agirlik¢a; %45 SiO,, %24.5 Na,O, %6 P,0s,
%24.5 CaO igeren 45S5 cami ve agirlikca %45 SiO;, %24.5 Na,0, %6 P,0s, %2
CuO ve %22.5 CaO igeren bakir katkili biyoaktif cam olmak tizere iki farkli bilesime

sahip biyoaktif cam tiretimi gergeklestirilmistir.

Uretim i¢in saf baslangic hammeddeleri olarak Merck kalitede SiO,, Na;HPO4 (P2Os
ve NayO kaynagi olarak), CaCO3 (CaO kaynagi olarak), Na,CO3 (Na,O kaynagi
olarak), Cu(NO3)2.3H,0 (Cu*? kaynag olarak) kullamlmustir. Gerekli olan bilesim
temel alinarak tartilan hammaddelerden hazirlanan baglangi¢ karisimi, daha homojen
bir karisim elde etmek i¢in agat havanda 6giitiilmiistiir. Hazirlanan karisim, platin
pota icerisinde Protherm PLF-1600 markali firinda 1623 K’de ergitilmis, eriyik bu
sicaklikta 2 saat bekletildikten sonra saf su igerisine dokiilmiistiir. Graniil halinde
elde edilen cam pargaciklari, homojenligin saglanmasi i¢in tekrar agat avanda
ogiitiilmiis ve viskoziteyi diisiirerek cami rahat¢a dokebilmek i¢in ayni sicakliktaki
firin igcerisinde yine 2 saat bekletilmistir. Elde edilen eriyik, tekrar saf suya dokiilerek

biyoaktif cam numunelerinin liretimi gerceklestirilmistir.

5.2.2 Polimer siinger kopyalama yontemi ile yap1 iskelesi iiretimi

Yapr iskelesi iiretimi gergeklestirilmeden Once ergitme yontemiyle iiretilen camlar

agat havanda tanecik boyutu 45 pm’nin altinda olacak sekilde ¢giitiilmiistiir.
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Yapr iskelesi iiretimi i¢in; oda sicakliginda karigmakta olan saf su igerisine, cam
taneciklerinin polimer siingere kaplanmasini saglayan baglayict ajan olarak gerekli
miktarda polivinil alkol (PVA) ilave edilmistir. Polimerin ¢6ziinmesi igin, karistiricilt
isiticinin sicaklignr 353 K’e ayarlanmis ve ¢ozelti ayni sicaklikta 1 saat siireyle
karigtirllmaya devam edilmistir. Polimer ¢oziindiikten sonra, ¢ozeltinin sicakligi
303 K’e diisiiriilmiis ve toz camlar yavas yavas ¢Ozeltiye ilave edilerek, ¢ozelti 1 saat
daha karigtirilmistir. 45S5 biyoaktif cami kullanilarak agirlikca ortalama %4.2 PVA,
%350.8 su ve %45 toz cam; bakir katkili biyokatif cam kullanilarak ise %4.5 PVA,
%54.3 su ve %41.2 toz cam bilesimlerine sahip ¢ozeltiler elde edilmistir. 1x1x1
cm®liik kiipler halinde hazirlanan 60 PPI (pore per inch-152 gozenek/cm) poliiiretan
siingerler, hazirlanan polimer c¢ozeltisine daldirilarak karigimi emmesi icin 1-2
dakika siireyle bekletilmistir. Cozeltiden ¢ikarilan silingerler, gdzeneklerin
tikanmamasi i¢in sikilarak ¢ozeltinin fazlasi alinmistir. Daha sonra, siingerlerin oda
sicakliginda bir gece bekletilerek kurumalart saglanmistir. Kuruyan siingerlere,
polimeri uzaklastirmak ve yap1 iskelelerini saglamlastirmak amaciyla Nabertherm
marka firinda 4 K/dakika sicaklik arttim hizi ile sirasiyla 823 K ve 1223 K
sicakliklarinda 1s1l islem uygulanmustir. Siingerlerin bu sicakliklarda bekleme stireleri
2 saattir. Isil islem etkisiyle poliiiretan siingerler tamamen uzaklastirildiktan sonra,

stingerin yapisini taklit eden biyoaktif cam yapr iskeleleri elde edilmistir.

5.2.3 Yap1 iskelelerinin aljinat ile kaplanmas1 ve 45SS camu ile iiretilen yap1

iskelelerine capraz baglama yapilmasi

Kaplama yapilmadan 6nce, 45S5 camindan iiretilen yap1 iskelelerinin bir kismina
derisimi 5 mg/ml olan bakir iceren ¢ozelti damlalik ile damlatilmis ve 310 K’de 1

saat bekletilerek kurutulmustur.

Kaplama icin {ii¢ farkli derisimde aljinat c¢ozeltisi (agirlikca %1, %2, 9%3)
hazirlanmistir. Bu amagla, saf su igerisine aljinat ilave edilmis ve yaklasik 1 saat
sireyle karistirilarak aljinatin  tamamen ¢6ziinmesi saglanmistir. Coziinme
gerceklestikten sonra, yapi iskelelerine aljinat ¢ozeltileri damlalik ile damlatilarak
kaplama islemi gerceklestirilmistir. Boylece, bakir ¢ozeltisi damlatilmis olan yap1
iskelelerine aljinat damlatilmasi sonucunda, bakirin aljinat ile ¢apraz baglanmasi
saglanmistir. Gozeneklerin tikanmamasi ve fazla ¢ozeltinin akarak uzaklagmasi i¢in

yapi iskeleleri bir gece siireyle oda sicaklifinda bekletilmistir. Sonug olarak, 45S5
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camindan iiretilmis Cu*® iyonu capraz baglanmis aljinat kapli, 45S5 camindan
iretilmis aljinat kapl ve bakir katkili camdan {iretilmis aljinat kapli olmak iizere {i¢

farkli yapi iskelesi elde edilmistir.

5.3 Biyoaktif Cam Numunelerinin ve Yapi iskelelerinin Karakterizasyonu

Mikroyapilarinin, fiziksel ve yiizey 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in numunelere ¢esitli

karakterizasyon iglemleri uygulanmistir.

5.3.1 Uretilen biyoaktif cam numunelerine DTA (Diferansiyel Termal Analiz)

uygulanmasi

Biyoaktif cam numunelerinin camsi gegis sicakliklarinin ve kristalizasyon
egilimlerinin belirlenmesi amaciyla TA Marka, SDT Q600 Model DTA cihazi
kullanilmistir. DTA analizinde cam numuneleri 20 K/dakika’lik 1sitma hizi ile

1273 K’e kadar 1sitilmis ve referans madde olarak a-Al,O3 kullanilmustir.

5.3.2 in vitro biyoaktivite analizleri

4585 camindan iretilmis aljinat kapli (Cu*? iyonu capraz bagl ve capraz baglama
yapilmamis) ve kaplanmamis yapi iskeleleri ile bakir katkili camdan tiretilmis aljinat
kapli ve kaplanmamis yap1 iskeleleri, ylizeylerinde hidroksiapatit tabakasinin
olusumunun incelenmesi i¢in, igerisinde 30 ml yapay viicut sivist (SBF) bulunan
santrifiij tiiplerine konulmustur. Daha sonra, icerisinde yapi iskelesi bulunan bu
cozeltiler laboratuvar ortaminda sicakligi 310 K’e ayarlanmis etiiv igerisinde 1, 7, 14

ve 28 giin siireyle bekletilmistir.

5.3.2.1 Yapay viicut sivisimin (SBF) hazirlanmasi

Yapay viicut sivist  Cizelge 5.1’de yer alan kimyasallar kullanilarak

hazirlanmistir [55].
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Cizelge 5.1 : Yapay viicut sivisinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal bilesikler

[55].

Sira Kimyasal Saflik Miktar
1 NaCl Min %99.5 7.996 g
2 NaHCO; Min %99.5 0.350 ¢
3 KCI Min %99.5 0.224 g
4 K;,HPO,4.3H,0 Min %99.0 0.228 ¢
5 MgCl,.6H,0 Min %98.0 0.305¢
6 1 M HCI - 40 ml
7 CaCl, Min %95.0 0.278 ¢
8 Na,SO4 Min %99.0 0.071¢
9 (CH,0H)3CNH, Min %99.9 6.057 g
10 1 M HCI - pH ayart1 i¢in

uygun miktarda

Cozelti hazirlanmadan 6nce kullanilan tiim malzemeler bir gece siireyle seyreltik
HCI ¢ozeltisinde bekletildikten sonra, deiyonize su ile iyice yikanmis ve
kurutulmustur. 1 litrelik polipropilen behere 750 ml deiyonize su konulmustur.
Isiticili manyetik karistirict ile suyun sicakligi 310 K’e ayarlanmistir. Cizelge 5.1°de
yer alan ilk sekiz kimyasal sirasiyla ilave edilmis ve manyetik karistirici ile her ilave
edilen kimyasalin tamamen ¢oziinmesi saglanmistir. Daha sonra ¢ozeltiye tris base
((CH,0OH)3CNH>), miimkiin oldugunca yavas bir sekilde ilave edilmistir. Hazirlanan
¢ozeltinin pH’1 1 M HCI ¢ozeltisi kullanilarak 7.4’e ayarlandiktan sonra, ¢ozelti cam
balon jojeye aktarilmis ve sicakligi 293 K olana kadar oda sicakliginda bekletilmistir.
Soguduktan sonra ¢6zeltinin hacmi deiyonize su ile 1 litreye tamamlanmis ve ¢ozelti
polipropilen behere aktarilmistir. Cokme olup olmadigini gozlemlemek amaciyla

¢ozelti bir hafta siireyle oda sicakliginda bekletilmistir [55].

5.3.2.2 X-Istm1 Difraktometresi (XRD) analizleri

e Agat havanda tanecik boyutu 45 pm’nin altina diisiliriilmiis camlarin amorf

yapilarinin belirlenmesi ve

e Yapi iskelelerinin SBF’de bekletildikten sonra yapilarinda olusan HA fazinin

belirlenmesi
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amaciyla Philips Marka, PW 3710 Model X-isinlar1 difraktometresi kullanilmistir.
Cihazda kullanilan X-151mm1 kaynagi 0.154 nm dalga boyundaki Cu-Ka olup
difraksiyon diyagramindaki veriler 0.02 derecelik tarama adimi ve 0.5 s’lik tarama

zamani ile 10°< 20 < 90° araliginda toplanmustir.

5.3.2.3 Fourier Kizilotesi Doniisiim Spektroskopisi (FTIR) analizleri

Camlarin (45S5 ve bakir katkili) ve bu camlardan iiretilmis aljinat kaplanmis ve
kaplanmamis yapi iskelelerinin (SBF ¢ozeltisine konulmadan oncesi ve sonrasinda)
yapilarindaki kimyasal baglarin belirlenmesi ig¢in Perkin Elmer Marka, Spectrum 100
Model FTIR cihazi kullanilmistir. Cihaz, kimyasal baglarin spesifik frekans veya
dalga boylarinda kiziltesi enerjiyi absorblama prensibi ile calismaktadir. Toz haline
getirilerek dlgiimleri gergeklestirilen numunelerin absorbans degerleri 650-4000 cm™
araliginda kaydedilmis ve bu degerler incelenerek yapilarindaki fonksiyonel gruplar

belirlenmistir.

5.3.2.4 Mikroyap1 (SEM) analizleri

Yapr iskelelerinin yapay viicut sivisinda bekletilmeden 6nce gozenekli yapisinin ve
yapay viicut sivisinda bekletildikten sonra yiizeylerinde olusan hidroksiapatit
tabakasinin olusumu ile yapisal morfolojilerinin incelenmesi amaciyla Taramali
Elektron Mikroskobu kullanilmistir. Zayif iletkenlikleri nedeniyle analizden 6nce
tiim numunelerin yiizeyleri 120 saniye siireyle ince bir altin tabakasi ile kaplanmistir.
15 kV’da, FEI - Quanta FEG 250 model SEM cihazi ile numunelerin goriintiileri elde

edilmistir.

5.3.2.5 Bakir iyonu salim analizleri

Uretilen yap1 iskelesi numunelerine ICP analizi uygulanarak bakir iyon
derigimlerinin SBF i¢indeki degisimi incelenmistir. Bu amacgla, numuneler SBF

icerisinde 1, 7, 14 ve 28 giin siireyle bekletilmislerdir.

Belirlenen siirelerin sonunda numuneler yapay viicut sivisindan ¢ikarilmis ve yapay
viicut sivisindaki bakir iyonlarinin zamana bagli olarak degisen derisimleri ICP
cihaz ile dl¢iilmiistiir. Ol¢iimler, Perkin Elmer Marka Sciex Elan DRC-e Model ICP
cihazinin 13.56 MHz’ta kullanilmasiyla gerceklestirilmistir.
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5.3.2.6 Biyobozunurluk ¢alismalari

In vitro biyobozunma davranimlarmin arastirilmasi igin 45S5 camindan iiretilmis
aljinat kaplh (Cu+2 iyonu c¢apraz bagli ve capraz baglama yapilmamis) ve
kaplanmamis yap1 iskeleleri ile bakir katkili camdan {iretilmis aljinat kapli ve
kaplanmamis yapi iskeleleri 30 ml’lik SBF ¢ozeltisine konularak 1, 7, 14 ve 28 giin
siireyle sicakligi 310 K’de sabitlenmis etiiv igerisinde bekletilmistir. Belirlenen
stireler sonunda, SBF ¢ozeltisinden ¢ikarilan yapi iskelelerinin 1slak agirliklar: (Wy,),
kurutulduktan sonraki agirliklar1 (Wq) ve yapay viicut sivisina konulmadan onceki
baslangi¢c agirliklart (W), yapi iskeleleri tartilarak kaydedilmistir. Sirasiyla (5.1) ve
(5.2) esitlikleri kullanilarak su absorpsiyonu (Wa) ve agirlik kayb1 (W) degerleri
hesaplanmustir [7].

UOWA=[(Way — Wa)/Wg] X100 (5.1)

%W =[(W; — Wa)/W;] X100 (5.2)
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6. DENEYSEL CALISMALARIN SONUCLARI VE DEGERLENDIRILMESi

6.1 Biyoaktif Cam Numunelerinin DTA Sonuglari

Klasik ergitme yontemiyle {iretilen 45S5 ve %2 bakir igeren biyoaktif cam
numunelerinin camsi1 gegis ve kristalizasyon sicakliklarmin belirlenmesi i¢in DTA
uygulanmistir. Biyoaktif cam numunelerinin 323 K’den 20 K/dakika’lik bir 1sitma
hiziyla 1273 K’e kadar isitilmasiyla elde edilen DTA egrileri Sekil 6.1 ve
Sekil 6.2°de verilmistir.
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Sekil 6.1 : 45S5 biyoaktif cam numunesinin DTA egrisi.
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Sicalihk (K)

Sekil 6.2 : Bakir katkili biyoaktif cam numunesinin DTA egrisi.

Biyoaktif cam numunelerine ait DTA egrilerinde (Sekil 6.1 ve Sekil 6.2) endotermik
pikler camsi gegis sicakligini, ekzotermik pikler ise kristallenme sicakligini
gostermektedir. 45S5 biyoaktif caminin ve %2 bakir igeren biyoaktif camin camsi
gecis sicakliklart sirasiyla 852 K ve 819 K; kristallenme sicakliklari ise sirasiyla
957 K ve 916 K olarak tespit edilmistir. DTA sonucunda elde edilen kristallenme
sicakliklarr, yapr iskelesi iretimi i¢in biyoaktif camlarin uygun oldugunu
gostermistir. Bu biyoaktif camlar kullanilarak yapi iskelesi iiretilirken 1223 K
sinterleme sicakligima ulasildiginda, yapida kristalizasyonun gergeklesecegi

anlasilmaktadir.

6.2 Biyoaktif Cam Numunelerinin XRD Sonuclar:

Bakir katkili camin amorf yapisim1 belirleyebilmek amaciyla XRD analizi

yapilmistir.

Sekil 6.3°de verilen XRD grafigi incelendiginde, tiim bilesimlerin amorf yapiya 6zgii
genis bantlara sahip oldugu [56] ve herhangi bir kristalin faz icermedigi goriilmiistiir.
20=25°-40° araligindaki genis yansima disinda difraksiyon piki goriilmemesi [56],
numunelerdeki amorf yap1 varligini dogrulamistir. Bu sonug, bakir katkisinin hem
cam agmn yapisint etkilemedigini, hem de eriyigin sogumasi sirasinda

kristalizasyon egilimi olugturmadigini géstermistir.
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Isin Siddeti
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20
Sekil 6.3 : Bakir katkili biyoaktif cam numunesinin XRD grafigi.
6.3 Biyoaktif Cam Numunelerinin FTIR Sonuclar:

Bu calismada firetilen biyoaktif cam numunelerinin FTIR analizi ile 650-4000 cm?
araliginda kaydedilen absorbans degerleri incelenerek, camlarin yapilarindaki
fonksiyonel gruplar belirlenmistir. Sekil 6.4, 45S5 biyoaktif caminin ve Sekil 6.5,
%2 bakir katkili biyoaktif cammin FTIR grafiklerini gostermektedir. Her iki cam
numunesi i¢in de 1000-1014 cm™ dalga boyu arahginda gériilen yogun bantlar
Si-O-Si silikatin absorpsiyon bandina ait asimetrik gerilimini, 914-922 cm™ dalga
boyu araliginda goriilen bantlar ise silikatin absorpsiyon bandina ait Si-O gerilimini
gostermektedir [27, 57, 58]. 1447-1456 cm™ dalga boyu araligindaki pikler ise
baslangi¢ karisimindan gelen karbonat gruplarna aittir [58]. FTIR analizinde de
camin amorf yapisini gosteren baglarin bulunmasi XRD sonucunu desteklemis, cam
tiretiminin basarili bir sekilde yapildigini ve yapi iskelesi liretimi i¢in camsi yapinin
sinterlemeye uygun oldugunu gostermistir. Ayrica, FTIR analizi ile bakir katkili cam

ve 45S5 camu arasinda belirgin farkliliklar olmadigi tespit edilmistir.
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Sekil 6.4 : 45S5 biyoaktif cam numunesinin FTIR grafigi.
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Sekil 6.5 : Bakir katkili biyoaktif cam numunesinin FTIR grafigi.
6.4 Yap Iskelesi Numunelerinin Karakterizasyonlari

Uretilen yap1 iskelelerinin, SBF’de bekletilmeden 6nce ve SBF’de bekletildikten
sonra yapilarindaki kimyasal baglar ve yiizey 6zelliklerinin belirlenmesi igin ¢esitli

karakterizasyon iglemleri uygulanmstir.

6.4.1 Yap iskelesi numunelerinin XRD analizleri

45S5 camindan fretilen agirlikga %1 aljinat kaph (bakir capraz bagli ve capraz
baglama yapilmamis) ve kaplanmamis yapir iskeleleri ile bakir katkili camdan
tiretilen agirlikca %1 aljinat kapli ve kaplanmamis yapr iskelelerinin, 28 giin SBF’de
bekletildikten sonra, yapilarinda olusan hidroksiapatit tabakasinin belirlenmesi i¢in
XRD analizi uygulanmistir. 28 giin SBF’de bekletilen numunelere ait XRD grafikleri
Sekil 6.6-6.10’da yer almaktadir. 20=26° ve (002) diizleminde yer alan pik, yapida
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hidroksiapatit (Ca;o(PO4)s(OH);) tabakasmnin olusumunu isaret etmektedir [59].
Ayrica, aljinat ile kaplama isleminin biyoaktiviteye engel olmadig: ve aljinat kapli
yapi iskelelerinin XRD grafiklerinde de ayn1 diizlemde hidroksiapatit pikinin oldugu
saptanmistir. Bu sonug, aljinatin dogal bir polimer olarak biyoaktiviteye sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, bakir katkili biyoaktif cam numunelerine ait
XRD grafiklerinde, 45S5 camindan iiretilen yapi iskelelerinin XRD grafiklerinden
farkli olarak 26=26° ve (002) diizleminde yer alan pikin yanisira, 26=32° ve (211)
diizleminde yer alan ufak bir pik daha tespit edilmistir. Bu pikin de, hidroksiapatit
(Cay0(PO4)s(OH),) tabakasina ait oldugu belirlenmistir. XRD ¢aligmalar1 sonucunda,
tim numunelerin yiizeyleri tlzerinde hidroksiapatit tabakasinin olusmasi,

numunelerin in vitro biyoaktif 6zellige sahip oldugunu gostermistir.
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Sekil 6.6 : 45S5 biyoaktif camindan iiretilen yap1 iskelesinin XRD grafigi.
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45855 biyoaktif camindan iiretilen agirlikga %1 aljinat kapli yapi

Sekil 6.7 :
iskelesinin XRD grafigi.
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Sekil 6.8 : 45S5 biyoaktif camindan iiretilen bakir ¢capraz baglanmis agirlikca
%1 aljinat kapli yap1 iskelesinin XRD grafigi.
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Sekil 6.9 : Bakir katkili camdan {iretilen yapi iskelesinin XRD grafigi.
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Sekil 6.10 : Bakir katkili camdan iiretilen agirlikga %1 aljinat kapli yapi iskelesinin
XRD grafigi.

6.4.2 Yap1 iskelesi numunelerinin FTIR analizleri

45S5 camindan dretilen aljinat kapli (bakir capraz bagli ve capraz baglama
yapilmamis) ve kaplanmamis yapi iskeleleri ile bakir katkili camdan iiretilen aljinat
kapli ve kaplanmamis yapi iskelelerinin SBF’de bekletilmeden 6nce, SBF’de 1 giin

ve 28 giin bekletildikten sonra, yapilarindaki fonksiyonel gruplarin aragtirilmasi igin

650-4000 cm™ frekans arahiginda FTIR analizi uygulanmistir.
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Aljinat ile kaplanmig ve kaplama yapilmamis numunelerin, yapay viicut sivisinda
bekletilmeden 6nce yapilarindaki kimyasal baglarin belirlenmesi igin yapilan FTIR
analizi sonucunda elde edilen grafikler Sekil 6.11-6.14’de goriilmektedir. 45S5
camindan tretilen her iki numune i¢in de yaklasik 1020 cm™ civarinda goriilen band,
numunelerdeki cams1 yapinin gdstergesi olan Si-O-Si asimetrik gerilmesini; 911 cm™
civarinda goriilen band ise Si-O yapisim1 gostermektedir (Sekil 6.11-6.12) [57, 58].
Sekil 6.11 ile Sekil 6.12 karsilastirildiginda, numunenin aljinat ile kaplandigini isaret
eden pikler goriilmektedir. Sekil 6.12°de, 1602 cm™ dalga boyunda goriilen pik
karbonil gruplarini (COO™ asimetrik gerilme); 1416 cm™ dalga boyunda goriilen pik,
karboksil gruplarimi (COO™ simetrik gerilme); 3220 cm™ dalga boyunda goriilen pik,
—OH gruplarmin absorpsiyonunu gosteren asimetrik ve simetrik absorpsiyon bantlari
ve sodyum aljinatin karboksil iyonlarinin simetrik gerilme titresimleridir [7, 60].
Ayrica, Sekil 6.11°de 1020 cm™ civarinda goriillen Si-O-Si asimetrik gerilme
bandinin, Sekil 6.12°de 1025 cm™ degerine kaydig goriilmekte ve bu pikin aljinata
ait C-O-C asimetrik gerilme bandi olabilecegi diisiiniilmektedir [60]. 1025 cm™
degerinde goriilen bu pik, aljinatin yapisini olusturan guluronik asit ve mannuronik
asit gruplarinin varhigim1 dogrulamaktadir [61]. FTIR analizleri sonucunda, yapi
iskelelerinin aljinat ile basarili bir sekilde kaplandig1 ve aljinatin yiizeyde tutundugu

belirlenmistir.
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Sekil 6.11 : 45S5 biyoaktif camindan {iretilen yapi iskelesinin FTIR grafigi.
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Sekil 6.12 : 45S5 biyoaktif camindan iretilen agirlikga %1 aljinat kapli yap1
iskelesinin FTIR grafigi.

Bakir katkili camdan {iretilen aljinat ile kaplanmis ve kaplama yapilmamis yapi
iskelelerine ait grafikler (Sekil 6.13-6.14) incelendiginde, 1013 cm™ dalga boyunda
goriilen pik Si-O-Si asimetrik gerilme ve 915 cm™ civarinda gériilen pik ise Si-O
gerilme absorpsiyonlarina ait olup, camin amorf yapisini gostermektedir [57, 58].
4585 biyoaktif camindan {iretilen aljinat kaplanmis numunelerde oldugu gibi, bakir
katkili camdan iiretilen yapr iskeleleri i¢in Sekil 6.14’de 1410 cm“l, 1601 Cm'l, 3247
cm™ dalga boyu degerlerinde goriilen pikler, asimetrik ve simetrik absorpsiyon
bantlar1 ve sodyum aljinatin karboksil iyonlarinin simetrik gerilme titresimleridir [7].
Kaplamasiz numunede 1013 cm™ dalga boyunda goriilen pik, aljinat ile kaplanan
numunede 1025 cm™ degerine kaymis ve kaplanmamis numuneye gore pik siddetinin
daha fazla oldugu gozlenmistir. Bu sonug, yap1 iskelesinde bulunan cama ait Si-O-Si
bandinin, aljinatin yapisin1 olusturan guluronik asit ve mannuronik asit gruplarini
gosteren pikler tarafindan kapandiginit gostermektedir [61]. Ayrica, 45S5 biyoaktif
camindan tretilen yap1 iskeleleri ile karsilastirildiginda, cama bakir ilavesinin
numunelerin kimyasal baglarinda herhangi bir degisime neden olmadigi ve camsi

yapiy1 bozmadig tespit edilmistir.
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Sekil 6.13 : Bakir katkili camdan iiretilen yapi iskelesinin FTIR grafigi.
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Sekil 6.14 : Bakir katkili camdan iiretilen agirlik¢a %3 aljinat kapl yapi iskelesinin
FTIR grafigi.

45S5 ve bakir katkili biyoaktif camlardan iiretilen kaplamasiz yapi iskelelerinin
yapay viicut sivisinda bekletilmeden 6nce ve 1 giin ile 28 giin bekletildikten sonraki
FTIR grafikleri sirasiyla Sekil 6.15 ve Sekil 6.16°da verilmistir. Yapay viicut
stvisinda bekletilmeden once her iki numune i¢in de 1013 cm™ dalga boyunda
silikatin absorpsiyon bandi olan Si-O-Si asimetrik gerilmesine ve yaklasik 911 cm™
civarinda goriilen bandin ise Si-O bagina ait oldugu belirlenmistir [57, 58]. Yapay
viicut stvisinda 1 giinliik bekletme sonrasinda numunelerin pik yerlerinde belirgin bir
farklilik gbzlenmemekle birlikte, 28 giinliik bekletme sonrasinda pik yerlerinde
kaymalar olmus ve yeni pikler ortaya ¢ikmustir. 28 giin yapay viicut sivisinda
bekletilen numunelerde 1025 cm™ dalga boyunda gbriilen pik, Si-O-Si asimetrik
gerilme bandinin yerini alan hidroksiapatite ait P-O asimetrik gerilme bagim

gostermektedir [28]. Yapay viicut sivisinda bekletilmeden 6nce yaklasik 911 cm™
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civarinda goriilen Si-O bagmin, 28 giin bekletme sonrasinda 883 cm™ dalga boyuna
kaydig1 gozlenmis ve bu bagm yiizeyde hidroksiapatit olusumunu gosteren CO3? ve
HPO,? iyonlariin ortak katkisi ile olustugu tespit edilmistir. Yapay viicut sivisinda
1 giin bekletme sonrasinda olusan ve 28 gilin bekletme sonrasinda belirginlesen
yaklasik 1416 cm™ civarinda goriilen pikin, yiizeyde yiiksek hidroksikarbonat apatit
icerigini gosteren C-O bagi oldugu ve 1600 cm™ dalga boyunda goriilen pikin —OH
iyonlarini gosteren su absorplama bandi oldugu belirlenmistir [62, 63]. Yapay viicut
stvisinda 28 giin bekletme sonrasinda 3200-3600 cm* dalga boyu araliginda goriilen
genis  bandlar ise, doymamis asimetrik -OH gerilme titresimlerini

gostermektedir [64].
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Sekil 6.15 : 45S5 biyoaktif camindan iiretilen yapi iskelelerinin FTIR grafikleri.
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Sekil 6.16 : Bakir katkili camdan {iretilen yapi iskelelerinin FTIR grafikleri.

45S5 ve bakir katkili biyoaktif camlardan fiiretilen %2 aljinat kapli numunelerin

yapay viicut sivisinda bekletilmeden dnce ve 1 giin ile 28 giin bekletildikten sonraki
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FTIR grafikleri Sekil 6.17, Sekil 6.18 ve Sekil 6.19°da goriilmektedir. Her ii¢
numune i¢in de yapay viicut sivisinda bekletilmeden dnce, yaklasik 1010-1025 cm™
civarinda goriilen pikler kaplamasiz numunede Si-O-Si baginin, kaplama ile aljinata
gecis yaptigr C-O-C asimetrik gerilme titresimleridir [60]. Numuneler yapay viicut
stvisinda bekletildikten sonra bu pikin siddetini artirdigi gozlenmis ve yapida
hidroksiapatit olusumunu gosteren P-O asimetrik gerilme bandma ait oldugu
belirlenmistir. Yapay viicut sivisinda bekletilmeden 6nce, numunelerde yaklasik 910
cm™ civarinda goriilen Si-O bagmin, yapi iskeleleri yapay viicut sivisina konulduktan
1 giin sonra siddetini azalttig1, 28 giin sonra ise tamamen kayboldugu goézlenmistir.
Bu piklerin yerine yaklasik 880 cm™ civarinda goriilen zayif pik, CO5? ve HPO,?
iyonlarinin ortak katkis1 ile ylizeyde olusan hidroksiapatitin varligina isaret
etmektedir [62]. Ayrica, 28 giin sonra 3250 cm™ civarinda belirginlesen genis band,
hidroksiapatite ait hidroksil (-OH) gruplarinin absorpsiyonunu géstermektedir.
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Sekil 6.17 : 45S5 biyoaktif camindan tiretilen agirlik¢a %2 aljinat kapl yap1
iskelelerinin FTIR grafikleri.
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Sekil 6.18 : 45S5 biyoaktif camindan tiretilen bakir ile capraz baglanmis agirlikga
%2 aljinat kapl yapi iskelelerinin FTIR grafikleri.
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Sekil 6.19 : Bakir katkili camdan {iretilen agirlikg¢a %2 aljinat kapl yap1 iskelelerinin
FTIR grafikleri.

45S5 ve bakir katkili biyoaktif camlardan iiretilen %1 ve %3 aljinat kaph

numunelerin FTIR grafikleri ise Ek A’da verilmistir.

Bu sonuglar; 45S5 ve bakir katkili camlardan iiretilen yap1 iskelelerinin, yapay viicut
stvisina konuldugunda, yiizeylerinde kemik benzeri hidroksikarbonat apatit tabakasi
gelistirebileceklerini gdstermektedir. In vivo kosullarda biyoaktif malzemenin
ylizeyinde olusan kemik benzeri HCA tabakasinin, biyoaktif malzeme ve komsu
dokular arasinda giicli baglarin  olusumunda O6nemli bir rol oynadig

distiniilmektedir [62].
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6.4.3 Yap iskelesi numunelerinin SEM analizleri

Uretilen yap1 iskelelerinin gdzenekli yapisini ve yapay viicut sivisinda bekletildikten
sonra ylizeylerinde olusan hidroksiapatit tabakasini incelemek amaciyla SEM

caligmalar1 yapilmistir.

45S5 biyoaktif camindan liretilen yap1 iskelelerinin SBF’de bekletilmeden once ve
SBF’de 28 giin bekletildikten sonraki SEM gorlintiileri Sekil 6.20-6.23’de
verilmistir. 45S5 biyoaktif camindan tiretilen kaplama yapilmamis ve bakir ile ¢apraz
bagl farkli oranlarda (agirlikca %1, %2, %3) aljinat ile kaplanmis yap1 iskelelerinin
SBF’de bekletilmeden oOnceki goriintiileri incelendiginde, mikroyapilar1 arasinda
belirgin farkliliklar bulunmamakla birlikte tim yapi iskelelerinin oldukca yiiksek
gozeneklilige sahip oldugu ve gozenekler arasindaki baglantilarinin iyi durumda
oldugu gozlemlenmistir. SBF’de bekletilmeden once yapt iskelelerinin gozenek
caplariin yaklasik olarak 100-240 pm araliginda degistigi tespit edilmistir. Bu
degerler, yapt iskelelerinin kemik hiicre c¢alismalari i¢in uygun makrogozenek
yapisina sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, Sekil 6.20 (a)-6.23 (a)’dan da

goriildiigl gibi, yap1 iskelesinde gozenek cidarlarinin tam olustugu ve kalinliklarinin

da yapinin ¢6kmesini engelleyecek boyutta olmadigi saptanmustir.

—— 100 pm ——

(a) (b)

Sekil 6.20 : 45S5 biyoaktif camindan iiretilen kaplama yapilmamais yapr iskelelerinin
SEM goriintiileri (a) SBF’de bekletilmeden 6nce (b) SBF’de 28 giin
bekletme sonrasi.

Kaplamali ve kaplamasiz goriintiiler karsilastirildiginda, yap1 iskelelerinin aljinat ile
tamamen kaplandigi goriilmektedir. Yap: iskelelerini aljinat ile kaplamanin

gozenekleri tikamadigi ve homojen bir kaplama yapilabildigi gozlenmektedir.
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Ayrica, kaplama sonrasi gozeneklerde herhangi bir tikanma goriilmemis ve

gozenekler arasindaki baglanti da korunmustur.

28 giin siireyle SBF’de bekletilen numunelerin yiizeylerinde HA kristallerinin
olusumu belirgin bir sekilde goriilmektedir (Sekil 6.20-6.23 (b)). HA tabakasinin
olusumunun yap1 iskelesi ylizeyi ile SBF ¢ozeltisi arasindaki iyonlarin degisimi
esasina dayandigi bilinmektedir. Bununla birlikte, aljinat biyoaktif bir polimer
oldugu icin, polimer kapli yap: iskelelerinde aljinatin yiizeyinde de HA tabakasinin
olusumu gerceklesmistir. Ayrica, SBF’de bekletme sonrasinda aljinat kaph
numunelerin yiizeyinde ¢ok fazla sayida kii¢iik gézenekler olugsmus ve buradan da
yapi iskelelerinin biyobozunur oldugu sonucuna varilmistir. Bu da, aljinat ve SBF
ortami arasindaki iyon degisimi dikkate alinarak agiklanabilir. Iyonik olarak gapraz
bagli aljinatin, doku kiiltiiri ortam1, SBF ya da diger biyolojik ¢ozeltilerde sismeye
ve hatta ¢ozlinmeye yatkin oldugu bilinmektedir. Bakir iyonlarinin aljinat matrisinde
¢Oziinmiis olabilecegi ve bu yiizden kaplamanin daha biiyiik miktarda su alip daha
hizl1 bozunmasina yol actig1 diisiiniilmektedir. Polimer kaplamadaki kii¢iik bosluklar,
aljinat yapisinin agik halini kanitlamaktadir [7]. Sekil 6.21 (c)’ de aljinat kaplamali
numunenin ylizeyinde kiigiik gozeneklerin goriilmesi, bu bilgiyi dogrulamaktadir.
Benzer durum, 45S5 biyoaktif camindan iiretilen agirlikga %1 aljinat kaph
numunede de goriilmiistiir (Sekil B.1). SBF sonrasinda yap1 iskelelerinin gozenekli
yapist bozulmamis, gozenek caplar biitiinliigiinii korumustur ve yapinin hala saglam

oldugu gozlenmistir.

Sekil 6.21: 45S5 biyoaktif camindan iiretilen bakir ¢capraz baglanmis agirlikca %1
aljinat kaplh yapt iskelelerinin SEM goériintiileri (a) SBF’de
bekletilmeden 6nce (b) SBF’de 28 giin bekletme sonrasi.
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Sekil 6.22 (b)’de SBF’de bekletilmeden 6nce yapi iskelelerinin yiizeyinde goriilen
kiigiik beyaz parcaciklar bakirdan kaynaklanmaktadir ve bu da bakir capraz baglama

isleminin basaril1 bir sekilde gerceklestirildigini kanitlamaktadir.

(c)

Sekil 6.22 : 45S5 biyoaktif camindan iiretilen bakir ¢capraz baglanmis agirlikga %2
aljinat kapli yap1 iskelelerinin SEM goriintileri (a) SBF’de
bekletilmeden once (b) SBF’de bekletilmeden once (yakinlagtirilmig
gorlintii) (c) SBF’de 28 giin bekletme sonrasi.

30 pm

(a) (b)

Sekil 6.23 : 45S5 biyoaktif camindan iiretilen bakir ¢apraz baglanmis agirlikga %3
aljinat kapli yap1 iskelelerinin SEM goériintiileri (a) SBF’de
bekletilmeden 6nce (b) SBF’de 28 giin bekletme sonrasi.
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Bakir katkili camdan iiretilen yapi iskelelerinin SBF’de bekletilmeden once ve
SBF’de 28 giin bekletildikten sonraki SEM goriintiileri Sekil 6.24-6.26’da
verilmistir. SBF’de bekletilmeden oOnceki goriintiiler incelendiginde, kullanilan
poliliretan silingerin yapisina benzer ii¢ boyutlu, agik ve birbirine bagli bir
makroyapinin olustugu gozlenmistir. Yap1 iskelelerinin SBF’de bekletilmeden
onceki gozenek caplarinin, yaklasik olarak 200-400 pm araliginda degistigi
saptanmistir. Bu makrogozenek yapisi, yapt iskelelerinin hiicre kiiltiiri
calismalarinda kullanilabilecegini isaret etmektedir. 45S5 biyoaktif camindan
tiretilen numunelerde oldugu gibi, SBF’de 28 giin bekletildikten sonra bakirl
camdan {iretilen tiim numunelerin de ylizeylerinde belirgin sekilde HA kristalleri
goriilmektedir (Sekil 6.24 (b), Sekil 6.25 (c), Sekil 6.26 (b), Sekil 6.27 (b)).
Sekil 6.25 (b)’de, aljinatin yap1 iskelesini homojen bir sekilde kapladigi ve
makrogozenekli yapida herhangi bir gozenek tikanmasina yol ac¢madigi

goriilmektedir.

[

—— 100 ym ——

(a) ‘ (b)

Sekil 6.24 : Bakir katkili camdan iiretilen kaplama yapilmamis yapi iskelelerinin
SEM goriintiileri (a) SBF’de bekletilmeden 6nce (b) SBF’de 28 giin
bekletme sonrasi.
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— 100 ym ——

(a) (b)

Sekil 6.25 : Bakir katkili camdan iiretilen agirlik¢a %1 aljinat kapli yapi iskelelerinin
SEM goriintiileri  (a) SBF’de bekletilmeden once (b) SBF’de
bekletilmeden Once (yakinlastirilmis goriintii) (c) SBF’de 28 giin
bekletme sonrasi.

(a) (b)

Sekil 6.26: Bakir katkili camdan iiretilen agirlikca %2 aljinat kapl yapr iskelelerinin
SEM goriintiileri (a) SBF’de bekletilmeden 6nce (b) SBF’de 28 giin
bekletme sonrasi.
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— 100 ym ——

(a) (b)

Sekil 6.27 : Bakir katkili camdan iiretilen agirlik¢a %3 aljinat kapl yapi iskelelerinin
SEM goriintiileri (a) SBF’de bekletilmeden 6nce (b) SBF’de 28 giin
bekletme sonrasi.

SEM goriintiileri; bakir capraz baglanmis aljinat kapli ve bakir katkili camdan
tiretilmis yiiksek gozeneklilige ve gozenekler arasindaki baglantiya sahip olan yapi
iskelelerinin; kemik doku miihendisligi uygulamalarinda hiicre baglanmasi, gogii ve

vaskiilarizasyon i¢in uygun adaylar oldugunu dogrulamaktadir [7].

6.4.4 Yapi iskelesi numunelerinin bakir iyonu sahimm analizleri

Yap1 iskelesi numunelerinin in vitro kosullarda bakir iyonu salimlarini incelemek
icin ICP analizi yapilmistir. 45S5 biyoaktif camindan iiretilen bakir ¢apraz bagh
aljinat kapl ve bakir katkili camdan iiretilen (aljinat kapli ve kaplanmamais) yap1
iskelelerinin 1, 7, 14 ve 28 giin SBF igerisinde bekletildikten sonra, bakir iyonlarinin
SBF ¢ozeltisinde zamana bagli olarak degisen derisimleri ICP analizi ile tespit
edilmistir. 45S5 biyoaktif camindan iiretilen bakir ¢apraz bagli aljinat kapli yapi
iskelesi numunelerinin SBF ¢6zeltisinde zamana bagli bakir salimlar1 incelendiginde,
bakir derisiminin 1-7 giin siireleri arasinda arttig1, 7-28 giin bekletme siirelerinde ise
zamanla azaldig1r goriilmektedir (Sekil 6.28). 28 giin SBF’de bekletme sonrasinda
%1, %2 ve %3 aljinat kapli numunelerin, sirastyla son derigimleri, 13 ppm, 14 ppm
ve 11 ppm olarak saptanmistir. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorlerinin (VEGF)
diizenlenmesi agisindan optimum Cu*? iyonu derisimi, 14-57 ppm degerleri
arasindadir [65]. VEGF, doku etrafindaki endotelyal hiicrelerin ¢ogalmasi,
farklilasmas1 ve sonunda tiip seklindeki yapinin olugmasini saglamaktadir [2].
Sekil 6.28’de goriildiigli gibi, bakir ¢apraz bagl aljinat kapl yapr iskeleleri icin 1, 7

ve 14 giiniin sonunda ulagilan bakir derisimleri optimum degerler araliginda
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kalmaktadir. 28. giiniin sonunda ise, yalnizca %2 aljinat kapli numunenin bakir salim
degeri bu araliktadir. Yap1 iskelelerinden salinan bakir iyonlarinin derisimlerinin,

sitotoksik etkiye neden olacak kadar yiiksek olmadigi (58 ppm alt1) belirlenmistir.

Bakir katkili camdan iiretilen aljinat kapli yapi iskelesi numunelerinin SBF ¢ozeltisi
icerisindeki bakir derisimi, Sekil 6.29°da goriildiigii gibi zamanla artmaktadir. Yap1
iskelelerinin 28 giin SBF’de bekletme sonrasinda ulasilan son bakir derisimleri;
kaplamasiz, %1, %2 ve %3 kaplamali olmak {izere sirasiyla 6.6 ppm, 3 ppm, 3ppm
ve 2.7 ppm olarak bulunmus ve aljinat kaplama derisimi arttikga bakir saliminin
azaldigr goriilmustiir.  Bakirin aljinat ile ¢apraz bagli oldugu numunelerle
karsilastirildiginda, bakir katkilt camdan salinan bakir miktar1 daha diisiik
derisimlerde seyretmektedir. Hiicre icerisinde bakir seviyesinin zehirli etkiye neden
olma siniriin 58 ppm oldugu bilinmektedir [7]. Bu bilgiye gore, iiretilen biitiin yap1

iskelelerin viicutta zehirli bir etkiye neden olmayacagi 6n goriilmektedir.

Biitlin sonuglar incelediginde, bakir ¢apraz bagl aljinat kapli yapi iskelelerinin bakir
katkili camdan {iretilen yapi iskelelerine gore anjiyojenezi uyarma kapasitesinin daha

yiiksek oldugu sonucuna varilmistir.
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Sekil 6.28 : 45S5 biyoaktif camindan {iretilen bakir ¢apraz baglh aljinat kapli yap1
iskelelerinin SBF c¢ozeltisindeki bakir derisiminin zamana bagl
degisimi.
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Sekil 6.29 : Bakir katkili biyoaktif camdan {iretilen yapi iskelelerinin SBF
¢ozeltisindeki bakir derisiminin zamana bagli degigimi.

6.4.5 Yapi iskelesi numunelerinin in vitro biyobozunurluk calismalari

Kemik doku miihendisliginde kullanilan yapi iskelelerinin, yeni kemik dokusunun
olusumu ile birlikte viicuttan atilmasi (biyobozunurluk davranisi) Onemli bir
konudur. Yapi iskelesi numunelerinin in vitro kosullarda biyobozunurluk
davranimlarinin incelenmesi amaciyla, agirlik kaybi1 ile su absorpsiyonlar
hesaplanmustir. Uretilen yap1 iskelelerinin biyobozunurluk davranimlarini incelemek
icin, SBF’de bekletilmeden onceki agirliklart ile SBF’de 1, 7, 14 ve 28 giin
bekletildikten sonraki 1slak ve kuru agirliklart alinarak, zamanla yilizde agirlik kaybi

ve ytiizde su absorplama degerleri hesaplanmistir.

45S5 biyoaktif camindan iretilen numunelerin zamana bagh ylizde agirlik kaybi
degerleri Sekil 6.30 ve Sekil 6.31°de verilmistir. SBF’de bekletme siiresi arttikca
genel olarak, agirlik kaybmin arttigi goriillmektedir. Aljinat kaplamasi yapilmamis
numunelerin agirlik kaybi degerleri, kaplama yapilan numunelere gore daha yiiksek
bulunmustur. Bu durumda, aljinat kaplamanin yap1 iskelesinin biyobozunurlugunu
geciktirdigi anlasilmaktadir. SBF’de bekletme siiresi arttik¢a aljinatin su alip sistigi
ve bu nedenle de aljinat kapli yap1 iskelelerinin agirlik kaybinin daha az oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica, 45S5 biyoaktif camindan iiretilen aljinat kapli numunelere
bakir ¢apraz baglama isleminin yapilmasi ile numunelerin agirlik kaybi degerleri,
capraz baglama yapilmamis numuneler ile ayni degerlerde seyretmektedir. Bu
sonugtan da, ¢apraz baglama yapilmasmin agirlik kaybini ¢ok fazla etkilemedigi

anlasilmaktadir. SBF’de 28 giin bekletildikten sonra, 45S5 biyoaktif camindan
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tiretilen yapi iskelelerinin (kaplama yapilmis ve yapilmamis) agirlik kayb1 degerleri

%30’un altinda ve birbirine yakindir (Sekil 6.30 ve Sekil 6.31).
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Sekil 6.30 : 45S5 biyoaktif camindan {iretilen yap1 iskelelerinin zamana bagli %

agirlik kayiplart.
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Sekil 6.31 : 45S5 biyoaktif camindan iiretilen bakir capraz bagh aljinat kapl yap1
iskelelerinin zamana bagli % agirlik kayiplari.

Bakir katkili camdan iiretilen yapi iskelelerinin zamana baghh % agirlik kaybi
degerleri Sekil 6.32’de verilmistir. 45S5 biyoaktif camindan iiretilen numuneler ile
kiyaslandiginda, bakir katkili camdan iiretilen numunelerin 28. giin sonunda agirlik
kayb1 degerleri daha yiiksek bulunmustur. Bu sonug, bakir katkili camlarin
biyobozunurluk hizlarimin daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Kalsiyum ile
bakirin atom ¢aplar1 birbirine yakin oldugu igin, 45S5 cam bilesiminde kalsiyum
orani azaltilip ayn1 oranda bakir ilavesi ile camin bilesimi degistirilmistir. Bakir
katkili camlarin daha ¢abuk biyobozunurluk gostermesi, camin bilesiminin

degistirilmesi ile saglam bir yapiin olusmadigi sonucunu vermektedir. Ayrica, 45S5
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camindan iretilen numunelerde oldugu gibi aljinat kaplanmasi ile agirlik kaybinin
azalmasi, aljinatin su alip sistigini ve yapt iskelelerinin biyobozunurlugunu

geciktirdigini géstermistir.
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Sekil 6.32 : Bakir katkili camdan firetilen yapi iskelelerinin zamana bagh % agirlik
kayiplar1.

Sekil 6.33 ve Sekil 6.34’de 45S5 ve bakir katkili camlardan {iretilen yap1
iskelelerinin zamana bagli % su absorpsiyonlari goriilmektedir. Kemik doku
miihendisliginde kullanilmak tizere tasarlanan ii¢ boyutlu yap1 iskelelerinin su
absorpsiyon kabiliyeti ile hiicrelerin {i¢ boyutlu yapt igerisine niifuzu
kolaylagmaktadir. Su absorpsiyonu daha yiiksek olan yapi iskeleleri daha genis ylizey
alani/gézenek hacmine sahiptir [31]. Yap: iskelelerine kaplama yapilmasi ile su
absorplama degerlerinin artmas, aljinatin su alarak sistigini gdstermektedir. in vitro
biyobozunurluk c¢alismalar1 sonucunda, aljinat ile kapl tiim yap1 iskelelerinin kemik

doku miihendisligi uygulamalari i¢in uygun oldugu tespit edilmistir.

67



300 - = kaplama yapilmamis
e %1 aljinat kapli
= %2 aljinat kapli
200 - == %3 aljinat kapli

%Su absorpsiyonu
z

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (giin)

Sekil 6.33 : 45S5 biyoaktif camindan iiretilen yap1 iskelelerinin zamana bagli % su

absorpsiyonlart.
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Sekil 6.34 : Bakir katkili camdan {iretilen yap1 iskelelerinin zamana bagli % su
absorpsiyonlart.
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7. SONUCLAR VE ONERILER

7.1 Sonuclar

4585 (bilesimi agirlikga; %45 Si0,, %24.5 Na,O, %6 P,0s5 ve %24.5 CaO) ve bakir
katkili (bilesimi agirlik¢a; %45 SiOz, %24.5 Na,O, %6 P,0s, %2 CuO ve %22.5
CaO) biyoaktif camlar esas alinarak kompozit yapr iskelesi iiretiminin

gerceklestirildigi bu ¢alismada elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir:

1) 45S5 ve bakir katkili biyoaktif camlara 20 K/dakika’lik 1sitma hizi ile DTA
uygulanmas1 sonucunda, numunelerin cams1 gecis sicakliklari sirasiyla 852 K ve

819 K olarak saptanmuistir.

2) Bakir katkili cam numunesine yapilan XRD analizi sonucunda, amorf camsi

yapinin olustugu gozlenmistir.

3) Biyoaktif cam numunelerinin yapilarindaki kimyasal baglarin belirlenmesi
amactyla yapilan FTIR analizi sonucunda, amorf camsi yapmin gostergesi olan
Si-O-Si ve Si-O baglarina ait pikler goriilmiis ve bakir katkisi ile camin yapisinda

belirgin bir farklilik olugsmadig tespit edilmistir.

4) Yapay viicut stvisinda 28 giin bekletilen yapi iskelelerine uygulanan XRD analizi

sonucunda, tiim numunelerde hidroksiapatite ait karakteristik pik tespit edilmistir.

5) 45S5 camindan iretilmis aljinat kapli (bakir ¢apraz bagli ve c¢apraz baglama
yapilmamis) ve bakir katkili camdan iiretilmis aljinat kapli ve kaplanmamis yap1
iskelelerine SBF’de bekletilmeden dnce uygulanan FTIR analizi sonucunda; kaplama
yapilan numunelerde aljinatin karboksil, hidroksil, mannuronik asit ve guluronik asit
bilesenlerine ait piklerin tespit edilmesi ile kaplamanin basarili bir sekilde yapildigi
anlasilmigtir. SBF’de 1 giin bekletildikten sonra numunelerin yapisinda belirgin bir
farklilik gozlenmezken, 28 giin bekletme sonrasinda camsi yapiya ait Si-O-Si
gerilme bandmin yerini P-O asimetrik gerilme bagi almis ve Si-O bagiin yeri
kayarak COs;? ve HPO,? iyonlarmin ortak katkisi ile olusan yeni bir pik ortaya
cikmigtir. Bu baglar, 28 giin SBF’de bekletilen tiim numunelerin yiizeyinde

hidroksiapatit tabakasinin olugtugunu gostermistir.
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6) Yapi iskelesi numunelerine SBF’de bekletilmeden 6nce uygulanan SEM analizi
sonucunda, her iki camdan firetilen yap1 iskelelerinin oldukg¢a yiiksek gézeneklilige
sahip olduklar1 ve gozenekler arasindaki baglantilarinin da iyi durumda oldugu
gozlenmistir. Aljinat kaplama ile numunelerin gézeneklerinde herhangi bir tikanma
olmadig1 tespit edilmistir. Numunelerin goézenek caplart 100-240 pm degerleri
arasinda bulunmus ve bu da yapi1 iskelelerinin hiicre kiiltliri g¢aligmalarinda
kullanilabilecek makrogdzenekli yapiya sahip olduklarini gostermistir. Ayrica, tiim

yap1 iskelelerinin gozenek duvarlarinin saglam oldugu belirlenmistir.

7) SBF’de 28 giin bekletilen yap1 iskelelerinin SEM goriintiileri incelendiginde, tim
numunelerin yiizeyinde belirgin bir sekilde olusan hidroksiapatit kristalleri
gbzlenmistir. Ancak, bakir katkili ve aljinat kapli yap1 iskelelerinin yiizeylerinde
daha yogun bir HA tabakasinin olustugu gézlenmistir. Bu sonug, bakir katkisi ile
aljinatin yap1 iskelelerinin biyoaktivitesini artirdigin1 gostermektedir. Ayrica
numunelerin yiizeylerinde ¢ok sayida olusan kiiclik gozenekler, {iretilen yapi

iskelelerinin in vitro kosullarda biyobozunur 6zellige sahip olduklarini kanitlamistir.

8) ICP analizi sonucunda, 45S5 camindan iiretilen bakir ile capraz bagh aljinat kapli
yapi iskelelerinin bakir iyonu saliminin, bakir katkili camdan iretilen numunelere
gore daha yiiksek oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonug; capraz bagli bakirin, cama
bakir katilmasi ile kiyaslandiginda, anjiyojenezi uyarma kapasitesini artirdigini
gostermistir. Ayrica, tiim numunelerin bakir iyonu saliminin, bakirin viicutta toksik

etkiye neden olma siirmin (58 ppm) altinda kaldig: belirlenmistir.

9) Yap1 iskelelerinin in vitro biyobozunurluk g¢alismalar1 sonucunda, bakir katkili
camlardan iiretilen yapi iskelelerinin agirlik kaybi, 45S5 biyoaktif camindan iiretilen
yapi iskelelerine gore daha fazla bulunmus ve SBF’de bekletme siiresi arttik¢a agirlik
kaybmmin da arttifi gozlenmistir. Bu sonug, bakir katkili biyoaktif camin
biyobozunurlugunun daha yiliksek olmasi ile aciklanabilir. Ayrica, aljinat ile
kaplanan numunelerin agirlik kayiplarinin daha diisiik oldugu belirlenmistir.
Aljinatin in vitro ortamda su emme kabiliyetinin yliksek olmasi nedeniyle, yapi
iskelelerinin agirlik kaybi azalmistir. Bu sonug, aljinat kapli yapi iskelelerinin su

absorpsiyon degerlerinin yiiksek olmasini agiklamaktadir.
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10) Tim yapr iskelelerinin aljinat ile kaplanarak kompozit malzeme iretilmesiyle,
gbzenekli yapilarinin ve biyoaktivite 6zelliklerinin ¢ok fazla degismedigi, ancak

biyobozunurluk 6zelliklerinin olumlu yonde etkilendigi saptanmustir.

7.2 Oneriler
1) Uretilen yap: iskelelerinin hiicre kiiltiirii calismalar1 gergeklestirilerek, in vitro
kosullarda biyobozunma ve biyoaktiflik davranimlari incelenebilir.

2) Bakir katkili biyoaktif camlardan iiretilen aljinat kapli yap1 iskelelerine, bakir
iyonu capraz baglanarak in vitro kosullarda bakir iyonu salimi yiikseltilerek

numunelerin anjiyojenik 6zellikleri gelistirilebilir.

3) Yapi iskelelerine kaplama yapilirken, aljinat yerine dogal ya da sentetik farkli

polimerler kullanilarak ii¢ boyutlu kompozit yap1 iskelesi liretimi gergeklestirilebilir.

4) Yapay viicut stvisinda numuneler daha uzun siire bekletilerek, in vitro kosullarda

biyobozunurluk davranimlarinin zamanla degisimi gézlemlenebilir.

5) Yap1 iskelesi numunelerinin mekanik ozellikleri ayrintili olarak incelenerek,

aljinatin etkileri aydinlatilabilir.

6) Bakir gibi teropotik etkiye sahip baska iyonlarin da yapi iskelelerinin 6zelliklerine

olan etkisi arastirilabilir.
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EKLER

EK A : 4585 ve bakir katkili biyoaktif camlardan iiretilen agirlik¢ca %1 ve %3 aljinat
kapli yap1 iskelelerinin FTIR grafikleri.

EK B : 45S5 biyoaktif camindan iiretilen agirlikca %1 aljinat kapli yapi iskelelerinin
SEM goriintiileri.
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Sekil A.1 : 45S5 biyoaktif camindan {iretilen agirlikca %1 aljinat kapli yap1
iskelelerinin FTIR grafikleri.
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Sekil A.2 : 45S5 biyoaktif camindan tiretilen bakir ile ¢capraz baglanmis agirlik¢a %1
aljinat kapl yapi iskelelerinin FTIR grafikleri.

80



JUiN]

%T

% —— SBF éncesi
SBF - 1 giin

+
SBF - 28 giin

i

84

2

fal

89
40000 3600 3200 2800 2400 2000 1300 1600 1400 1200 1000 800 6500

Dalga boyu (cm)

Sekil A.3 : Bakir katkili camdan iiretilen agirlik¢a %1 aljinat kapl yap1 iskelelerinin
FTIR grafikleri.
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Sekil A.4 : 45S5 biyoaktif camindan iiretilen agirlik¢a %3 aljinat kapli yap1
iskelelerinin FTIR grafikleri.
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Sekil A.5 : 4585 biyoaktif camindan tiretilen bakir ile capraz baglanmis agirlik¢a %3
aljinat kapl yapi iskelelerinin FTIR grafikleri.
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Sekil A.6 : Bakir katkili camdan {iretilen agirlik¢a %3 aljinat kapl yapr iskelelerinin
FTIR grafikleri.
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(a) (b)

Sekil B.1 : 45S5 biyoaktif camindan {retilen agirlikga %1 aljinat kapli yap1
iskelelerinin SEM goriintiileri (a) SBF’de bekletilmeden 6nce
(b) SBF’de 28 giin bekletme sonrasi.
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