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Bu calisma 112M705 numarali “Mikrodalga destegi ile Biyomimetik Hidroksiapatit
(HAp)-Bor Katkii HAp Olusumu ve Kitosan-HAp Kemik Doku iskelelerinin
Gelistirimesi” adli TUBITAK Projesi destegi ile hazirlanmistir.Sunulan tez
calismasinin amaci, mikrodalga uygulamasi ile desteklenmis biyomimetik yontemi
kullanarak, osteoindUktif 6zellige sahip bor katkili hidroksiapatit (B-HAp) Uretilmesi
ve kemik doku rejenerasyonunu destekleyen, bor katkili hidroksiapatit ile
kaplanmis kitosan (B-HAp/kitosan) doku iskelelerinde hicrelerin kemik doku
olusturma potansiyellerinin incelenmesidir.

Tez calismasinin ilk asamasinda, farkli miktarlarda borik asit iceren 10xSBF
(yapay vucut sivisi)’den bor katkili hidroksiapatit elde etmek amaciyla, sodyum
hidroksit ilavesi ile ¢cokelmenin gerceklesecedi pH degeri ayarlanmistir. B-HAp,
borik asit iceren SBF’deki iyonlarin mikrodalga enerjisiyle etkilesimleri sonucu
uretilmigtir. Borun hidroksiapatitin yapisina katilmasi, fosfat ya da hidroksil gibi
iyonlarin borat iyonlariyla yer degistirmesiyle gerceklesir. Farkli mikrodalga gucleri
ve uygulama sureleri ile denemeler yapilarak B-HAp'nin Uretildigi en uygun
kosullar belirlenmigtir. Sonu¢ olarak, %1.15£0.11 (w/w) bor igceren, 1.40 (w/w)
Ca/P oranina ve %4.30+0.07 (w/w) karbonat igerigine sahip, 304 nm
boyutlarinda gubuk benzeri morfolojide ve kemik benzeri amorf yapida B-HAp
10 mg/mL borik asit iceren 10xSBF’'den 600 W mikrodalga gucu kullanilarak
uretilmigtir.



Calismanin sonraki asamasinda, 100 um gdézenek capina sahip kitosan doku
iskeleleri dondurarak kurutma yontemiyle hazirlanmistir. Hazirlanan bu iskeleler,
mekanik ve biyoaktif 6zelliklerinin iyilestiriimesi icin mikrodalga isimasinin etkisiyle
B-SBF kullanilarak B-HAp ile kaplanmistir. Ylzeydeki ve gézeneklerin igerisindeki
apatit yapisinin varligi, taramal elektron mikroskobu (SEM), Fourier dénisumli
toplam yansimasi azaltiimis kizildtesi spektroskopisi (ATR-FTIR) ve X 1sini
kirmimi  (XRD) analizleri ile gdsterilmistir. iskelelerin fiziksel 6zelliklerindeki
degisimin incelenmesi amaciyla, kontrol grubu olarak bor icermeyen hidroksiapatit
kapli kitosan iskeleler ayni kosullarda dretilmistir. Sonu¢ olarak, her bir
B-HAp/kitosan iskelede bulunan bor miktari yaklasik 20 ug olarak hesaplanmistir.
iskelelerin  sisme oraninin  28.9+1.4, gdzenekliliginin  %85.7+2.5 oldudu
belirlenmistir. Mikrodalga 1simanin etkisiyle kitosan doku iskelesinin gézeneklerine
nifuz eden etkin bir kaplamanin yapilabildigi ve bu kaplamanin doku iskelelerinin
kararlihgini arttirdigi gézlemlenmisgtir.

Tez calismasinin son agsamasinda, borun L929 fare fibroblast hlcreleri Uzerindeki
sitotoksik etkisi, her bir iskeleye ytklenen bor miktari dikkate alinarak 9-300 ug/mL
konsantrasyon araliginda incelenmistir. B-HAp/kitosan iskelelerin biyoaktivitesi ise
MC3T3-E1, preosteoblastik hicre hatti ile in vitro kosullarda incelenmistir. Hucre
canhligi ve Gremesi MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromdr)
analizi, hicrelerin morfolojik 6zellikleri ise taramali elektron mikroskobisi (SEM) ile
degerlendirilmigtir. Hicrelerin osteojenik farklilagsma belirtecgleri olan, kolljen Tip |,
RunX2, osteokalsin ve osteopontin gen ifadeleri RT-PCR (gercek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu) ile tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar
B-HAp/kitosan iskelelerin hicre yapismasini, c¢cogalmasini ve farkhlagsmasini
kitosan ve HAp/kitosan iskelelerden daha fazla destekledigini gostermistir.

Sonug olarak, bor katkisinin MC3T3-E1 hicrelerinin godalma ve kemik hicrelerine
farkhlasma ozelliklerini arttirdigi ve bor katkili kitosan doku iskelesinin kemik doku
muahendisligi uygulamalan igcin alternatif bir yapi olarak kullanilabilecegi
dusunulmustdar.

Anahtar kelimeler: Bor, yapay vicut sivisi, mikrodalga, hidroksiapatit, kitosan,
kemik doku muhendisligi.



ABSTRACT
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This thesis was prepared with the support of TUBITAK Project, entitled
“Mikrodalga destegi ile Biyomimetik Hidroksiapatit (HAp)-Bor Katkili HAp Olusumu
ve Kitosan-HAp Kemik Doku iskelelerinin Geligtiriimesi” with the code number
112M705. The aim of the present study is to produce boron doped hydroxyapatite
(B-HAp), which has an osteoinductive property, using biomimetic method
supported by different microwave energies and to investigate in-vitro osteogenesis
potential of B-HAp coated chitosan (B-HAp/chitosan) scaffolds.

In the first part of the study, different amounts of boric acid was added into
10xSBF (simulated body fluid) and pH was adjusted by using sodium hydroxide to
obtain proper pH value for precipitation. B-HAp was produced by means of the
interaction of the ions within the boron containing 10xSBF (B-SBF) and microwave
energy. Boron incorporation into HAp structure consists of substitution of borate
ions with such as phosphate and hydroxyl ions. Experiments were carried out in
different microwave powers and exposure times, and optimum conditions for the
production of B-HAp were determined by evaluating the results of characterization
studies. B-SBF precipitated from 10 mg/mL boric acid (H3sBO3) solution by 600 W
microwave power has 1.15+0.11 % (w/w) boron, 1.40 (w/w) Ca/P ratio, 4.30£0.07
% (w/w) carbonate content, 30x4 nm rod-like morphology and bone-like
amorphous structure.

Chitosan scaffolds, which have approximately 100 ym pore diameter, were
prepared by freeze-drying technique. Then, these scaffolds were coated with B-



HAp in the presence of B-SBF and microwave radiation in order to improve their
bioactivities and mechanical properties. The formation of apatite layer and the
penetration of apatites into the pores were observed morphologically by scanning
electron microscopy (SEM). Fourier Transform Infrared spectroscopy (ATR-FTIR)
and X-ray diffraction (XRD) analysis also confirmed the presence of boron doped
hydroxyapatite layer. Only hydroxyapatite coated chitosan scaffolds
(HAp/chitosan) were also produced by using same conditions to compare the
physical properties of the scaffolds. For each B-HAp/chitosan scaffolds; amount of
doped boron, swelling ratio and porosity was found to be 20 pg, 28.91+1.41 and
85.7£2.57 %, respectively. It was observed that, B-HAp coating with microwave
radiation increased the stability of chitosan scaffolds.

In the last part of the study, boron cytotoxicity on L929 fibroblastic cell line was
performed between 9-300 ug/mL boron concentrations. Then, the bioactivity of B-
HAp/chitosan scaffolds was investigated by cell culture studies which were carried
out with a mouse preosteoblastic cell line, MC3T3-E1, under static conditions. Cell
viability and proliferation were analyzed by MTT (3-(4,5-dimethylthiazoyl-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) assay and morphological examination was done with
scanning electron microscopy (SEM). Osteogenic differentiation markers,
collagen-l, RunX2, osteocalcin and osteopontin expression levels of the cells were
determined using RT-PCR (real time polymerase chain reaction). Results
demonstrated that cells attached, proliferated and differentiated on B-
HAp/chitosan scaffolds much more than other scaffolds.

In conclusion, it was determined that boron enhances proliferation and
osteoblastic differentiation of MC3T3-E1 cells and B-HAp/chitosan scaffold could
be considered as a potential scaffold for bone tissue engineering applications.

Keywords: Boron, simulated body fluid, microwave, hydroxyapatite, chitosan,
bone tissue engineering.
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1. GIRIS
Doku hastaliklari ve kusurlari, 6zellikle de kemik hastaliklari, kemik dokunun
yapisal islevinin yaninda homeostazda da gorev almasi nedeniyle, yasamin
kalitesini ve standardini ciddi bir sekilde etkilemektedir[1l]. Geleneksel tedavi
yontemleri olarak on plana gikan otolog ve allojenik kemik transplantasyonu,
icerdigi dezavantajlar nedeniyle etkin bir tedavi saglayamamaktadir [2]. Bu
noktada yeni bir tedavi yaklasimi olan doku miihendisligi gindeme gelmektedir.
Gunumuzde Uzerinde en ¢ok calisilan biyotip alanlarindan birini olusturan doku
muhendisligi, biyomalzeme, hucre ve biyosinyal molekullerin tek baslarina veya
birlikte kullanilarak biyolojik sistemlerdeki dokularin en iyi sekilde taklit

edilebilmesini amaclamaktadir [3].

Makroskobik ve mikroskobik élgekte hiyerarsik yapiya sahip olan kemik dokunun
hasarlari icin kullanilabilecek malzemelerin gelistirilebilmesi, 6ncelikle kemik
olusum sdlrecinin iyi anlagiimasini gerektirmektedir. Bu amacla, kemik hucreleri
icin 3-boyutlu bir iskele gorevi goren hucre digi matrisin (ECM) taklit edilmesi
Uzerine galismalar yapilmaktadir [4]. Hlcrelerin ve diger organik bilesenlerin yani
sira, nano boyuttaki inorganik yapilar olan hidroksiapatitlerin (HAp) kollajen fiberler
uzerine yerlesmesi ile olusan kemik doku, dogal bir kompozit yapidir[5]. Bu
yapinin basarili bir bigimde taklit edilebilmesi icin, kemik doku muhendisligi
uygulamalar icin tasarlanan biyomalzemelerde polimerler ve biyoaktif seramikler
bir arada kullaniimaktadirlar. Biyobozunur 6zellikteki polimerler ¢ boyutlu yapinin
elde edilmesini saglarken, biyoaktif 06zellige sahip seramikler osteoinduktif

Ozellikleriyle kemik rejenerasyonunu hizlandirirlar [6].

Hidroksiapatitler implant kaplamalarinda yumusak doku ile implant arasinda bir
arayuzey olusturarak baglanmayi arttirmak igin ve lokal hasarlarin kapatiimasi igin
dolgu malzemesi olarak siklikla kullanilan biyoseramiklerdir[7].Sentetik HAp’lerin
uretimi igin, sol-jel yaklasimi, sulu g¢dzeltilerden ¢oktirme yodntemi, hidrotermal
yontem, mikrodalga-hidrotermal  yontem, ¢oklu  emdlsiyon  yontemi,
elektrokristalizasyon yontemi ve biyomimetik ¢oktirme yontemi gibi birgok yontem
bulunmaktadir. Bu yontemler icinde kemige en yakin hidroksiapatit yapisinin elde
edildigi ydntem biyomimetik yontem’dir. Biyolojik HAp yapisindaNa*, K*, Mg®*, F
, CI', COs%gibi pek cok sayida iyonlarbulundurmaktadir ve Ca/P orani sentetik HAp



yapisindan sapma gosterir. Bu nedenle, HAp yapisina pek ¢ok degisik elementler

eklenerek kemik doku olugsumuna etkileri aragtiriimaktadir [8].

Biyomimetik yontem ile insan kan plazmasina esit miktarda iyon
konsantrasyonuna sahip yari kararli bir ¢ozelti olan yapay vicut sivisi (SBF)
kullanilarak, polimerik malzemelerin  ylzeylerinde HAp kaplama elde
edilebilmektedir [9]. Ancak bu kaplama 2  haftaya kadar uzun
suredegercgeklesebilir. Bu nedenle farkli konsantrasyonlarda SBF (n-SBF; n=1.5x,
2X, 5x, 10x) ¢ozeltileri hazirlanarak sorun asilmaya calisiimistir ve kaplama suresi
kisaltilmigtir [10, 11].

insan vicudunda eser miktarlarda bulunan borun, osteogenezde ve kemigin
iyilesmesinde onemli gorevler aldigi bilinmektedir. Kemikte ve diger organlarda
birikebilen borun, metabolik yolda aldigi gérevler henliz tam olarak agiklanamamis
olmakla birlikte, birgok ¢alismada steroid hormonlarin sentezinde goérev aldigi ve
kemikte kalsiyum kaybini engelledigi gosterilmistir [12, 13] . Beslenme yoluyla
gunlik olarak alinan 3 mg boroptimum kalsiyum ve kemik metabolizmasini
saglamasinedeniylekullanimi gindeme gelmistir [14]. Yapilan hicre kultar
calismalari da borun kemik onculi hucrelerinin farklilamasini destekledigini
gOstermigtir [15]. Tum bu bilgiler degerlendirildiginde, borun kemik doku
muhendisliginde osteoinduktif bir ajan olarak kullanilabilecegi dusuntlmustir.
Ancak, borun kemik doku muhendisligi yaklagiminda doku iskeleleri ile birlikte
kullanildigi ve kemik olusumunda etkinliginin arastirildigi ¢ok az sayida galisma

mevcuttur.

Sunulan tez c¢alismasinin amaci, kemik doku rejenerasyonunu destekleyecek
Ozelliklere sahip bor katkili hidroksiaptitin (B-HAp), biyomimetik yoéntemle
sentezlenmesi ve kitosan doku iskelelerinin bu faz ile kaplanmasiyla, doku
muhendisligi uygulamalarinda kullanilacak alternatif bir kompozit doku iskelesinin
elde edilmesidir. Bu amaca yonelik olarak, belirlenen kosullardaki mikrodalga
destegi ile uygun miktarda bor ilavesi yapilmis olan 10xSBF ¢ozeltisi igerisindeki
kitosan iskelelerin Uzerinde bor katkili kalsiyum fosfat fazi olugsmasi saglanmistir.
Ayrica, bor katkili hidroksiapatit kaplamanin hucreler Gzerine etkisinin daha iyi
anlasilmasi igin, sadece hidroksiapatit kapl doku iskelelerinin sentezi de

gerceklestirilmigstir.



Geligtirilen bor katkili hidroksiapatit/kitosan (B-HAp/kitosan) kompozit doku
iskelesinin osteojenik potansiyeli, kemik onculid hucre hatti olan MC3T3-E1
hucreleriyle incelenmig, bu iskelelerin kemik doku olusturma etkinligi c¢esitli
analizler ile belirlenmistir. Konu ile ilgili literatir bilgileri, tez kapsaminda
gerceklestirilen calismalar ve elde edilen sonuglar devam eden bodlumlerde

sunulmustur.



2. GENEL BILGILER

Bu bodlimde sunulan tez galismasinin temelini olusturan konularla ilgili literattr
bilgileri bes ana baglik altinda 6zetlenmistir. llk bélimde kisaca kemik dokusunun
yapisi ve ozelliklerine yer verilmigtir. Ardindan kemik doku hasarlarinin tedavisi
icin doku muhendisligi yaklasimlari, kullanilan doku iskeleleri, hlcreler ve
biyosinyaller ile ilgili agiklamalar yapilmistir. Uglincli bélimde, tez galismasina
0zgunliguk kazandiran bor mineralinin, tarihgesi, kimyasi, kullanim alanlar ve
saglik Uzerine etkilerine yonelik literatur bilgilerine deginilmigtir. DordlUncu
bolumde, kemik doku muhendisliginde onemli bir yeri olan hidroksiapatitin ¢esitleri
ve Uretim yontemleri anlatiimistir. Son bolumde ise mikrodalga enerjisi hakkinda

temel literatar bilgileri verilmistir.

2.1.Kemik Doku
2.1.1. Kemik dokunun yapisi

Kemikler, kemik doku, kemik iligi ve bunlari ¢evreleyen bir bag doku olan
periosteumdan olusan oldukga damarli ve sinirlerle donatilmig organlardir [16].
Periosteum osteojenik 6zelliktedir [17]. Vicudu koruyan, destekleyen ve hareketini
saglayan iskelet sisteminin bir bileseni olan kemik, ayni zamanda kanin
olusumunu saglayan kemik iligi gibi 6zellesmis dokular igcin de bir koruma ve

uretim bolgesidir [18].

Vicudun diger organlarinda ve dokularinda da oldugu gibi kemik doku da
makrodan nanoya kadar dedisen Olcllerde bilesenleri iceren hiyerarsik bir
duzenlenmeye sahiptir (Sekil 2.1). Kemik dokusu, kemik hicre digi matrisi (ECM)
ve Tip | kollajen (KOL-I) gibi mineralize olmayan organik yapilarin yani sira
mineralize olan inorganik karbonath apatit yapilarini da igcermektedir. ECM
iceriginde proteoglikanlar, glikoproteinler ve sialoproteinler gibi ¢ok sayida matris
proteini bulunur [19]. Kemigin inorganik bilesenleri ise hidroksiapatit kristalleri
seklinde bulunan kalsiyum ve fosfatlarin yani sira sitrat ve magnezyum gibi
bilesenlerden olusur. Kisacasi kemik, genetik, metabolik ve mekanik faktorler
tarafindan etkilenen kalsiyum fosfat kristallerinin birikmesiyle giglenmis bir organik
matristen olusan mineralize bir dokudur. Diger bir deyigle kemik, dogal bir

kompozit malzemedir [18].
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Sekil 2.1. Kemigin hiyerarsik yapisi[20].

Kemik, sert ve mineralize bir doku olmasina ragmen kan damarlari ve gesitli hiicre
tiplerini iceren canli bir dokudur [17, 21]. Kemigin yapiminda ve yeniden
dizenlenmesinde goérev alan farkh hicre tipleri bulunmaktadir. Bu hicreler
osteoprojenitor (osteoblast 6ncult) hlcreler, osteoblastlar, osteositler ve
osteoklastlardir. Farklilasmamis mezenkimal kok hicreler olan osteoprojenitor
hicreleruygun cevrede osteoblastlara donusurler. Bu hlcreler periosteum,
endoesteum ve Havers kanallarinda, uyarilma durumunda kemik olusumu igin

osteoblastlara farklilasmak igin hazir durumda bulunurlar.

Osteoblastlar, preosteoblastlar ya da osteoprojenitor hicrelerden koken alan
tamamen farklilasmis hicrelerdir [16, 22]. Kemik olusma bodlgelerinde yeni kemik
matrisini sentezlerler [23]. Klbik ya da algak prizmatik boylu hlcrelerden yapilmis
iri  ¢ekirdekli huacrelerdir. Salgiladiklari alkalen fosfataz (ALP) enzimi ile
kalsifikasyon gerceklesir ve dokuda mineralizasyon baslar. Kemigin esas hucresi
olan osteositler lakinalar icinde yerlesmis olup, sentez yapamadiklarindan
granulli endoplazmik retikulumlari ve Golgi cisimcikleri azdir. Bu hucreler
uzantillari sayesinde lakinada gomulu kalmayarak diger hucrelerle iletisim
kurarlar. Osteositler ayni zamanda kalsiyum metabolizmasinda da rol oynarlar.
Osteoklastlar ise makrofaj hicre tipi olup, 20-100 um c¢apinda buyuk ve ¢ok
saylda c¢ekirdege sahip hucrelerdir ve kemik rezorbsiyonundan sorumludurlar.
Osteoklastlar, igerdikleri kollajenaz ve diger proteolitik enzimlerle kemigi rezorbe
ederler [17].



2.1.2. Kemik olugsumu ve morfolojisi

Kemikler iki farkli gelisim sureciyle olusmaktadir. Endokondral kemiklegsme ile
apendikuler kemikler, yuz kemikleri, omurga ve lateral koprucuk kemikleri olan
uzun kemikler olusurken, intramembran6z kemiklegsme sonucunda kafatasi

kemikleri ve medial koprucuk kemikleri olugur [24].

Kemik morfolojik olarak, toplam iskeletin %20 ‘si olan kortikal (siki) ve %80 ‘i olan
kanseloz (singerimsi) kemik olmak Uzere iki sekilde bulunur. Sadece %10
g6zeneklilige sahip kortikal kemik 3 farkli alt gruba ayrilir: 1) uzun 2) kisa ve 3) diz
kemikler. Kansel6z kemik ise %50-90 gozeneklilige sahiptir ve yaygin olarak uzun
kemiklerin ortasinda bulunur [25]. Kortikal kemik, kemik iligini gcevreleyen oldukca
sert ve yogun bir yapida iken, kanseloz kemik bogluklu bir yapiya sahiptir. Kortikal
osteonlar Havers sistemi olarak adlandirlir. Havers kanali 20-100 um c¢apindadir
ve 1-2 adet damar igerir. Bu sistemler kortikal kemigin iginde dallanmig olarak
bulunan, yaklagik olarak 400 mm boyunda ve 200 mm genisligindeki silindirik
yapilardir. Havers kanallarinin etrafi 3-7 ym kalinhktaki lamellerden, hlcrelerden
ve sert bir matristen olusur. Her bir lamelde ¢ok sayida kanalikil adi verilen
yapilar bulunur ve igerisinde osteositler yerlesmistir. Havers kanali diger
kanallarla, kemik iligiyle ve periosteumla Volkmann Kanallari sayesinde baglant

kurar. Sekil 2.2’de kemigin mikroskobik yapisi gosterilmektedir.
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Sekil 2.2. Kemigin mikroskobik yapisi.



Kortikal kemik genel olarak kansel6z kemikten daha dusuk metabolik aktiviteye
sahiptir. Kortikal kemigin dis yuzeyi periosteum, i¢ ylzeyi ise endosteum ile
cevrilidir. Periosteum kemik onarimi, buUyumesi ve beslenmesi igin onemlidir.
Kanseloz kemik ise 50 ile 400 mm kalinhginda degisen plaka ve cubuklardan
olusur. iki tip kemikte de bulunan lamelar yapilar agirlikh olarak KOL-I fibrillerin

farkli duzenlenmesiyle meydana gelir [17, 23].
2.1.3. Kemik rejenerasyonu

Kemik kiriklarinin iyilesmesi ve kemigin yeniden sekillenmesi, birgok hucrenin
gorev aldig1 kimyasal, mekanik ve elektriksel uyaranlarin karmasik bir sekilde
etkilesimiyle gerceklesir. lyilesmede baslica gorev alan vyerel faktorler kirik
hematomu, kemik iligi, periost ve buylime faktorleridir. Hasarli bélgenin iyilesmesi
hematom olugsmasiyla baslar ve ortama ilk énce nétrofiller ve makrofajlar gelir.
Bunlarin salgiladiklari kimyasallar ve bolgeye go¢ eden fibroblastlarla hicresel
elemanlarda ve ara maddelerde artis, hicrelerde ise farkllasma baslar.
Multipotent etkiye sahip mezenkimal kok hicreler osteoblastlara farklilagir.
Bolgede olusan ilk fibroz dokuya kemik kallusu denir. Ardindan, bdlgeye
periosteum ve endoesteumdan osteoblast gogu olur. Onarimda Oncelikle
olgunlasmamigs kemik dokusu olan primer kemik dokusu olusur. Daha sonra bu

doku ortadan kalkar ve yerini saglam ve islevsel esas kemik dokusu alir [17, 26].
2.2. Kemik Doku Mihendisligi

Tumorler, hastaliklar, enfeksiyonlar, travma, biyokimyasal bozukluklar ve normal
olmayan iskelet gelisimi sonucu olusan kemik hasarlari 6nemli saglik
problemleridir. Ayrica kemik kanserleri nedeniyle olusan tumorlerin cerrahi iglemle
cikariimasiyla, kemigin yenilenebilmesi icin iskelet devamliiginin ve mekanik
destedin saglanmasi gereken kritik buyUklikte hasarlar meydana gelebilir [27].
Kemik kendi kendine iyilesme ve yara dokusu olusmadan yenilenebilme
kapasitesine sahip bir doku olmasina ragmen, bu gibi buyuk hasarlarin onariminda

yetersiz kalabilmektedir [28].
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Sekil 2.3. Kemik doku muhendisligi yaklagiminin sematik gosterimi.

Kemik hasarlarinin tedavisinde kullanilan malzemeler, kemik greftleri, seramikler
ya da sentetik polimerlerdir. Kemik greftleri hastanin kendisinden (otogreft), bagka
bir vericiden (allogreft) ya da farkli bir tirden (zenogreft) elde edilebilir [29].
Gunumuzde kemik onarimi icin “altin standard” hasarli bodlgeye otolog kemik
naklidir [30]. Ancak bu islem sirasinda hastaya ikinci bir cerrahi islem yapiimasina
ihtiyag duyulmasi ve hasarli alanin buyUkligu nedeniyle vyeterli greftin
alinamamasi bu yontemin onemli kisitlamalarindandir. Patojenlerin taginmasi ya
da bagisikhk sistemi aktivasyonu gibi yan etkilerine karsin, allogreftler ve
zenogreftler osteoinduktif 6zelliklerinden dolayi otogreftlere alternatif olarak tercih
edilmektedir [29]. TUm bu uygulamalarin dezavantajlarini ortadan kaldirmak
amaciyla tasarlanan kemik doku miuhendisligi yaklasimlarinda, kemik
hasarlarinin onarilmasi ya da hasarli dokunun yeniden yapilanmasi i¢in doku
iskeleleri (scaffold), hicreler ve buylime faktorleri tek baslarina ya da bir arada
kullaniimaktadir [16]. Sekil 2.3'te kemik doku muhendisligi yaklagimi sematik
olarak anlatiimaktadir. Bu yaklagsimda hucre digi matrisi taklit ederek, kemik
dokusunu uretmek amaciyla ¢ok gesitli doku iskeleleri geligtiriimigtir [30]. Hastanin
kendisinden veya uygun bir kaynaktan alinan saglikh kemik hucreleri in vitro
kosullarda cogaltildiktan sonra doku iskelelerine ekilmekte ve doku olusumu

gerceklesmektedir. Es zamanl olarak da biyobozunur o6zellikteki doku iskelesi



bozunarak yerini gergek dokuya birakmaktadir. Elde edilen doku hasarli bolgeye

implante edilerek sure¢ tamamlanmaktadir.
2.2.1. Kemik doku miihendisliginde kullanilan hiicreler

Doku muhendisligi yaklasimlarinda, en onemli basamaklardan biri uygun hucre
kaynaginin secilmesidir [25]. Doku muhendisligi uygulamalarinin basarisi, segilen
hucrelerin uygun fenotipte ve gerekli biyolojik fonksiyonlari gOsterebilen, yeterli

ureme yetenegine sahip hicreler olmasina baglidir [31].

ideal bir hicre kaynagl kolaylikla cogalabilmeli, immunojenik olmamal ve
yenilenecek dokuya uygun proteinleri ifade edebilmelidir. Siklikla tercih edilen
hicreler osteoblastlar ve mezenkimal kok hucrelerdir [25]. Osteoblastlar kemik
dokuya 6zgu hucrelerdir ve hastadan cerrahi islem ile alinan materyalden elde
edilirler. Bu hucreler, immunojenik acidan uyumlari ile en gbze carpan hucreler
olmalarina kargin, tamamen farklilagsmis ve post mitotik hlcreler olmalari bazen
kaltur ortaminda istenmeyen fenotip sergilemelerine neden olabilir [31]. Dokudan
izole edilen osteoblastlar, ALP, osteokalsin ve KOL-I gibi kemige 6zgl protein ve
enzimleri sentezlerler ve boylece kemik doku yenilenmesine katkida bulunurlar.
Invitro hiicre kiiltiir ortamlarinda cesitli ajanlarin da kullaniimasiyla, osteoblastlarin
farkllagsmasi ve kalsifiye olmasi saglanir. Mezenkimal kok hiicrelervicuttaki
farkh htcre tiplerine farklilasma 6zelligine ve ylksek yenilenme kapasitesine sahip
hicrelerdir. Ozellikle osteoblastlara farklilasma kapasiteleri yiksek olan bu
hicreler kemik iligi aspirati, erigkin periferal kani, kordon kani, amniyotik sivi,
periosteum ve yag dokusu gibi bircok dokudan elde edilebilir [22] ve elde edildigi

dokular erigkin, embriyonik ya da fetal dokular olabilir [31].

Osteoblastlar, eriskin ve embriyonik kdk hicrelerin yani sira, MC3T3-E1, SAOS-2,
UMR-106 gibi osteoblast benzeri hicre dizileri de kemik doku muhendisligi
calismalarinda kullaniimaktadir. Olimsiizlestirilen bu preosteoblast hiicreler

kolaylikla kllture edilebilir ve yiksek cogalma kapasitesine sahiptirler [32-34].
2.2.2. Kemik doku iskeleleri ve temel ozellikleri

Doku iskeleleri, u¢ boyutlu bir mikrogevre olan ECM'yi taklit edecek sekilde
tasarlanan yapilardir [3]. Bu yapilar igerisinde hucreler etkilesim halinde olabilmeli
ve kendi hiucre disi matrislerini Uretebilmelidir. Kemik doku muhendisligi

uygulamalarinda kullanilacak ideal bir doku iskelesinin sahip olmasi gereken bazi
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Ozellikler bulunmaktadir. Doku iskeleleri biyouyumlu olmalidir. Biyouyumluluk
hicre yapigmasini destekleme ve lokal ya da sistemik bir toksik etkiye neden
olmama olarak tanimlanir. Hucre canhligi i¢in gerekli besinlerin ve oksijenin
basarili bir sekilde difizyonunun saglanmasi icin, i¢sel baglantili gbézeneklere
sahip doku iskelesinin gbzenek ¢apinin en az 100 ym olmasi beklenmektedir [35,
36]. Kemik dokunun olusabilmesi igin ise ideal gdozenek g¢apinin 200-350 ym
oldugu bilinmektedir [32]. Ancak yapilan calismalar gdzeneklilik artikga mekanik
dayanimin da azaldigini géstermektedir [37]. Kemik dokunun mekanik 6zellikleri
kortikal kemikten kansel6z kemige farklilik gostermektedir. Kortikal kemigin elastik
moduli 15-20 GPa arasinda degisirken, kanseloz kemiginki 0.1-2 GPa
arasindadir. Kortikal kemigin basing dayanimi 100-200 MPa iken, kanseloz
kemikte bu deger 2-20 MPa’'dir. Bdylesine farkli mekanik Ozellik gbsteren ve
karmasik bir geometriye sahip kemik doku igin ideal bir iskele olusturmak oldukga
zordur. Gozeneklilik, doku damarlanmasinin saglanmasi igin de oldukga énemlidir.
Doku iskeleleri kolay ve istenilen boyutta Uretilebilir olmaldir [36]. Bu 6zelliklerin
yani sira, biyobozunurluk anahtar bir o6zelliktir ve bozunma hizi énemlidir.
Bozunmanin, istenilen doku olusumu tamamlandiktan sonra gerceklesmesi ve
bozunma Uurunlerinin toksik etki gostermemesi gereklidir. Bir doku iskelesinin
biyobozunurlugu Uretildigi malzemenin 6zelliklerine, boyutlarina, tretim yontemine
ve yuzey ozelliklerine baglidir. Biyobozunurluk, doku iskelesinin neden oldugu
hdcresel yaniti, biyouyumlulugu, islevselligi ve eger ilag yuklenmisse salim profilini
etkilemektedir. Sekil 2.4’te biyobozunurlugun doku iskelesi tasarimindaki 6nemi
Ozetlenmigtir. Bu ozelliklerin yani sira, doku iskeleleri hucre kultir ¢alismalarinda
ve cerrahide kolaylikla kullanilabilmeleri igin sterilizasyon, paketleme ve tagsima

gibi islemlere de dayanikli olmalidirlar [35].
2.2.2.1. Kemik doku iskelesi uretiminde kullanilan biyomalzemeler

Kemik doku muhendisligi yaklagsiminda, osteoindiiktif (kok hicrelerin
osteoblastlara farklilasmalarini ve sonrasinda kemik olusturmalarini saglayan
malzemeler) ajanlar ve osteogenezin gerceklesmesi icin osteojenik hucrelerle
birlikte, kemigin icinde buyumesini destekleyecek osteokonduktif (hlcrelerin
uremelerini destekleyerek, kemigin U¢ boyutlu yapisinin olusmasini saglayan
malzemeler) bir matris igin kullanilacak biyomalzeme sec¢imi ¢ok onemlidir [28].

Metal, seramik, polimer ve bunlarin kompozitlerinden olusan biyomalzemeler,
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organ ya da dokularin islevlerini yerine getirmek veya desteklemek amaciyla tip ve
dis hekimligi alaninda yaygin bir sekilde kullaniimaktadir [38]. Ortopedide en ¢ok
tercin edilen metal malzemeler, gelik ve kobalt ya da titanyum bazli alagimlardir.
Bu malzemeler ozellikle kalga protezi olarak birgok hastanin yagsam kalitesini
arttirmasina kargin metalik yapilari nedeiyle doku muhendisligi agisindan onemli
iki dezavantaja sahiptirler: Biyobozunur degillerdir ve islenebilirlikleri oldukcga
sinirhdir [39].

HUCRESEL
POLIMER YANIT
OZELLIKLERI NANOYAPI
Molekul agirig Sekil ve boyut
Kristalinite
MALZEMENIN < "
: L <BiYOBOZUNURLUK )| BiYOUYUMLULUK
iISLEVSELLIGI <
. ISLEME
. YUZEY YONTEMI
OZELLIKLERI Gozenek boyutu
H Y.
Islatilabilirlik ILAQ SALIM GézenZi;:ll'araSl
PROFILI baglanti

Sekil 2.4. Doku iskelesi tasariminda biyobozunurlugun énemi.

Vucudun zarar goren ya da iglevini yitiren parcalarinin tamiri icin gelistirilen 6zel
tasarimli seramiklere biyoseramikler denilmektedir. Biyoseramikler biyoinert ve
biyoaktif olmak Uzere iki grupta incelenirler. Hidroksiapatit (HAp), trikalsiyum
fosfat (TCP) ve oktakalsiyum fosfat biyoaktif yapida biyoseramikler olup kemige
yuksek oranda baglanma kapasitesine sahiptirler [3]. Kemik mineralinin kimyasal
ve kristal yapisina 6nemli Olgclide benzerlik gdsteren bu kalsiyum fosfatlar,
biyouyumlu, osteokonduktif ve osteoinduktifdirler. Hidroksiapatit bu gruptaki en iyi
bilinen doku iskelesi malzemesidir. Ancak doku muhendisligi uygulamalarinda tek
basina kullanimi, biyobozunur olmayisi, mekanik 6zelliklerinin zayifigi ve igslenme
zorlugu nedeniyle kisithdir. Ozellikle yik tasiyan bélgedeki kemiklerin onariminda
cok sert olan bu malzemelerin kullanimi uygun degildir [40]. Bolum 2.4'te HAp ve

uretim yontemleri ayrintih sekilde agiklanmistir.
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Polimerler doku iskelesi fabrikasyonunda oncu malzemelerdir. Cok farkl c¢esit
biyobozunur polimer doku muhendisligi alaninda kullaniimakta olup temelde iki
sinifa ayrilabilirler: Dogal polimerler ve sentetik polimerler. Hiyaluronik asit,
glikozaminoglikan, nisasta, aljinat ve Kkitin/kitosan gibi polisakkarit yapili ya da
soya, kollajen, fibrin ve ipek gibi protein yapili dogal polimerler kemik onariminin
yani sira sinir, kas ve deri dokusunun onariminda da kullaniimaktadir. Dogal
polimerler enzimatik ya da hidrolitik biyobozunmaya duyarli olmalari nedeniyle,
fizyolojik mekanizmalarla metabolize olabilirler. Hayvanlardan, bitkilerden ya da
mikroorganizmalardan elde edilen bu polimerler ile olusturulan biyomalzemeler,
gercege yakin bir hicresel gevre olusturmakla birlikte, polimerlerin biyolojik
dokulardan elde edilmeleri nedeniyle her izolasyonda cesitlilik gdsterebilme
egilimleri yaygin kullamlarini kisitlamaktadir. Ayrica 6zel bir ¢ozucu varhginda
¢Ozunebilen bu polimerler zayif mekanik Ozelliklerinden dolayr da dezavantaja
sahiptirler [39, 41, 42]. Sentetik polimerler ise kolay uretilebilir ve iglenebilir
Ozelliktedirler. Bozunma sureleri, elastik ozellikleri kontrol edilebilir ve vucuttaki
enzimatik reaksiyonlardan etkilenmezler. Yaygin olarak kullanilan biyobozunur
sentetik polimerler poli-a-hidroksi esterler olarak bilinen poli(laktik asit), poli(glikolik
asit), poli(laktik-ko-glikolik asit) ve poli(e-kaprolakton) polimerleridir. Hidrolizleri
sonucu olugan bozunma urunleri dogal yollarla vicuttan uzaklastirilir. Bunlara
ilaveten, poli(karbonat) ve poli(fumarat)lar da siklikla tercih edilen sentetik
polimerlerdir [16, 40].

Doku iskelesi Uretiminde kullanilacak biyomalzeme yeni kemigdin olusumunun
saglanmasi igin, osteoprojenitor hucrelerin  yapigmasini  ve ¢ogalmasini
desteklemesinin yani sira osteokondiktif de olmahdir. Bu amacla biyobozunur
polimerler ve biyoseramikler bir arada kompozit vyapilar olusturarak
kullaniimaktadirlar.  Kalsiyum  fosfatlarin  osteokonduktif ve  polimerlerin
biyobozunur 6zelligi bu iki malzemenin dogrudan karistirilmasi ya da polimerlerin
biyomimetik yontemlerle kaplanmalari sonucu bir araya getirilebilir. Boylece dogal
kemikte oldugu gibi organik ve inorganik yapilarin bir arada bulundugu bir matris
elde edilir [43]. Kompozit malzemeler, homojen malzemelere oranla, yapisal

uyumlulugun saglanmasi agisindan daha avantajlidirlar [3].
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2.2.2.2. Kemik doku iskelesi uretim yontemleri

Doku muhendisligi galismalarinda, doku iskelesi tasarimi ve Uretimi en onemli
basamaklardan biridir. Uretim i¢in uygun yéntem, rejenerasyonu hedeflenen doku
icin gerekli oOzellikleri tasiyan bir doku iskelesinin elde edilebildigi yontemdir.
Fabrikasyon yontemi malzemenin biyouyumlulugunu ve kimyasal Ozelliklerini
degistirmemelidir. Ayrica, yeterli hassasiyete sahip ve tekrarlanabilir olmalidir.
Seramikler ve metaller, islenmesi ve sekil verilmesi zor malzemeler oldugundan
ancak yuksek sicakliklarda islenerek, belirli geometrilerde doku iskelesi Uretimi
yapilabilmektedir. Polimerler ise kolay islenebilir malzemelerdir. Bu nedenle
polimerik doku iskelelerinin fabrikasyonuna yonelik c¢ok sayida yoOntem
geligtiriimigtir. Bu yodntemler geleneksel yontemler ve hizli prototipleme
yontemleri olarak 2 grupta incelenmektedir. Geleneksel yéntemlerle Uretilen doku
iskelelerinde gdzenek boyutunun kontrolt ve gézeneklilik dagilimi, istenilen iskele
geometrisinin olusturulmasi agisindan yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle Ug¢-boyutlu
doku iskelesi Uretimi igin bilgisayar destekli tasarim teknikleri (hizli prototipleme)
geligtiriimigtir. Cizelge 2.1’de siklikla tercih edilen doku iskelesi Uretim

yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari 6zetlenmigtir [44, 45].
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Cizelge 2.1. Doku iskelesi uretim yontemleri.

Uretim Yontemi

Avantajlari

Dezavantajlari

Geleneksel yontemler

Dondurarak kurutma

Elektroegirme

Fiber Baglama

Faz Ayirim

Coziici Dokiim/Parcgacik
Uzaklastirma

Membran Laminasyonu

Eriyik kaliplama

Yuksek gozenekli yapi

Yuksek baglantili gézenek

Dusuk maliyet

Ayarlanabilir sekil, buyuklik
ve mekanik 6zellik

Cok cesitli polimer
kullanabilme

Duzenlenmis nanofiber
aretimi

Kolay isleme

Yiksek gdzeneklilik

Yuksek ylzey alani/hacim
orani

Biyoaktif ajanlarla etkilesime
uygun

Yuksek gozenekli yapi

Ayarlanabilirsekil, buyUkluk
ve mekanik dzellik

Farkli boyutlarda gézenek
capl
Yuksek gozeneklilik

Kristalinite ayarlanabilir

Makro yapinin kontroli

Gozeneklilik ve gozenek
boyutununun bagimsiz
kontrolu

Makro yapinin kontrolU

Gozeneklilik ve gbzenek
boyutununun bagimsiz
kontrolu

Klguk gdzenek cap!i

Organik ¢ozuculerin
kullaniimasi

Ug boyutlu yapilarin
Uretiminde elverigsiz

Amorf olmayan polimerler
icin yuksek isleme sicakligi

Dusuk mekanik dayanim
Cozlcu uzaklastirma
problemi

Mikro yapinin kontrollinde
yetersiz

Dasuk Uretim verimi

Farkh boyutlarda gdézenek
elde etmek icin elverigsiz

Cozlcu uzaklastirma
problemi

Distk mekanik 6zellik

Porojen ve ¢dzlculerin
yeterince uzaklagsamamasi

Membran kahinhgi sinirli

Dusuk mekanik 6zellik

Cozucunun
uzaklastirilamamasi
Uretim siiresinin uzunlugu
Gozenekler arasi zayf
baglanti

Amorf olmayan polimerler
icin yuksek isleme sicakligi

Porojenin
uzaklastirilamamasi
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Cizelge 2.1. Doku iskelesi uretim yontemleri (Devami).

Hizli prototipleme yontemleri

Uc boyutlu baski teknigi
(3DP)

Eriterek birikim
modellmesi (FDM)

Lazerle Kaliplama (SLS)

Yuksek gdzeneklilik
Gozenek ¢api: 45-100 um
Kolay isleme

Yuksek ylzey alani/hacim
orani

Go6zenekler arasi yliksek
baglant

Farkli polimerleri igleyebilme

Yuksek gozeneklilik

Go6zenek ¢api:250-1000 ym

Yiksek ylzey alani/hacim
orani

Gozenekler arasi yliksek
baglanti

Cdzlicu kullanimi
gerektirmez

Gozeneklilik ve gozenek
boyutununun bagimsiz
kontroll

Yuksek gdzeneklilik
Gobzenek capi: 45-100 um

Yuksek yuzey alani/hacim
orani

Gozenekler arasi yuksek
baglanti

Cozicu kullanimi
gerektirmez

Farkl polimerler igsleyebilme

Gozeneklilik ve gdzenek
boyutununun bagimsiz
kontrolu

Toksik organik ¢éztcuilerin
kullanimi

Klguk gdzenek capi
Zayif mekanik dayanim

Yuksek isleme sicakhigi

Sinirli sayida polimer igin
uygun

Farkh yonlerde gézenek
olusturma kisitl

Farkli geometrilerde Uretim
zorlugu

Yuksek isleme sicakligi

Klguk gdzenek capi
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2.2.3. Kemik doku muihendisliginde kullanilan biyosinyaller

Kirik iyilesmesi, vaskuler sistem ve iskelet sistem oncu hulcreleriyle birlikte kemik
iligindeki hematopoetik ve immun hicrelerin de yer aldigi karmasik bir fizyolojik
surectir. Bu surecte blyime ve farklilasma faktorleri, hormonlar, sitokinler ve
hicre digi matris gibi birgok lokal ve sistemik duzenleyici faktor ¢gok sayida hicre
tipiyle etkileserek iyilesmeye destek olmaktadir. Bu faktorler 3 grup altinda
incelenebilir: (1) proinflamatuvar sitokinler (2) Transforme edici bluylime faktori
(TGF-B) super ailesi ve diger buyume faktorleri (3) metaloproteinazlar ve

anjiyojenik faktorler.

Onarimin basglangicinda gorev alan ve proinflomatuvar sitokinler olarak bilinen
interlokin-1(IL-1), interldkin-6 (IL-6), ve tumoér nekroz faktér-a (TNF-a) yalnizca
makrofajlar ve inflamatuvar hulcreler tarafindan degil, periosteumda bulunan
mezenkimal hucrelerden de salgilanirlar. Kemotaktik etki ile diger hucreleri
uyararak hasarli bdlgede hicre digi matris sentezinin artmasini, anjiyogenezin
uyarilmasini saglarlar. TGF-B slper ailesi kemik morfogenetik protein (BMP) ve
TGF-B gibi buyime ve farklilagsma faktorlerini iceren blyulk bir ailedir. Kirik
iyilesmesi intramembrandz ve endokondral kemiklesmenin farkli basamaklarinda
bu faktdrlerden etkilenir. lyilesmenin erken safhalarinda plateletlerden salgilanan
platalet kdkenli buyime faktérti (PDGF) de mezenkimal hicreler ve osteoblastlarin
go6¢ etmesini ve cogalmasini uyarirken, inflamatuvar hicreler Uzerinde de
kemotaktik bir etkiye neden olurlar. Bunlara ek olarak, kemik matris olusumunu
uyaran insulin benzeri buyume faktori (IGF) ve fibroblast, miyosit ve osteoblast
gibi hucrelerin farklilagsmasini saglayan fibroblast buyume faktéri (FGF) bu
surecte onemli rol oynayan molekullerdir. Endokondral kemiklesmenin son
basamaginda ise spesifik matris metaloproteinazlari kas ve kemik dokusunu

yikarak kan damari olusmasina olanak saglarlar [46, 47].

Kirigin dogal iyilesme surecinde etkin rol oynayan bu biyosinyal molekuller, kemik
gelisiminin uyariimasi ve desteklenmesi amaciyla birgok doku muhendisligi

calismasinda kullanilmigtir [48-51].

Ayrica, in vitro hiicre kiltirinde osteojenik farklilasmanin desteklenmesi amaciyla
dekzametazon, askorbik asit ve [-gliserol fosfat kullanilmaktadir. Yapilan

caligmalar, hucre kultur ortaminda sentetik bir glukokortikoid olan dekzametazon
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varliginda, osteogenezin uyarildigini, hucrelerin ¢ogalma yeteneginin ve ALP
aktivitesinin  arttigini  gOstermektedir. Buna baglh olarak, dekzametazon
mineralizasyonun da artmasina neden olmaktadir. Askorbik asit ise kollajen
dretiminin artmasina destek olmakta ve ALP aktivitesini arttirmaktadir [52, 53].
Osteojenik besi ortamlarinin kullanimi ayni zamanda osteopontin ve osteokalsin

genlerinin ifadesinin artmasini da desteklemektedir [54].

Yukarida adi gegen biyosinyal molekullerinin yanisira, gesitli elementler ve
bunlarin bilegikleri de kemik onarimi ve yeniden yapilanma surecine katkida
bulunmaktadir. Bunlardan biri olan ve sunulan tez caligmasinin da temelini

olusturan “bor” ile ilgili olarak asagida ayrintili bilgi sunulmustur.
2.3.Bor

Bor; hayvanlar, bitkiler ve insanlar i¢cin dnemli bir iz elementtir [55]. Beslenme
yoluyla vicuda alinan bor, birgok metabolik enzimin aktivitesini etkilemesinin yani
sira, steroid hormonlarin ve kalsiyum, magnezyum, vitamin D gibi pek cok mikro

besinin metabolizmasini da etkilemektedir [56].
2.3.1. Borun tarihgesi

Bor ve turevleri cok uzun yillardan bu yana kullaniimaktadir. Bor tuzlar ilk kez 4
bin yil once Tibette kullaniimigtir. Babiller tarafindan degerli esyalarin
ergitiimesinde, Misirlilarca mumyalamada, Eski Yunan ve Romalilarca da zemine
serpilerek arena temizliginde kullaniimiglardir. 875 yilinda ise, Araplar ilk kez bor
tuzlarindan ila¢ yapmiglardir [57]. Bor bilegikleri ¢cok uzun yillardan bu yana
bilinmesine ragmen, elementel borun kesfi 1808 yilinda ingiliz kimyaci SirHumphry

ve Fransiz kimyaci GayLussac tarafindan gergeklestirilmistir [58].
2.3.2. Borun Tirkiye i¢in 6nemi

Dunya bor rezervleri hakkinda guvenilir kesin bir rakam vermek guc¢ olmakla
birlikte, diinyadaki toplam rezerv, B,Osolarak, 1.241x10° tondur [59]. Tirkiye
dinya bor rezervlerinin %72’sine sahiptir ve dunya dretiminin  %32’sini
gergeklestirmektedir. Ulkemiz 2.5 milyar tonluk kamulastirimis bor rezervi
alanlariyla dunyanin 450-500 vyillik ihtiyacini kargilayabilecek durumdadir [58].
Diger énemli rezervler ABD ve Rusya’dadir. Ayrica ekonomik agidan en degerli
boratlar olan boraks, kolemanit ve uleksit Ulkemizde buylk miktarlarda yer

almaktadir [60]. Bor mineralleri bazi alanlarda ham bor olarak kullaniimakta ise de

17



genel olarak rafine bor bilegiklerine ve 6zel bor urtnlerine donusturuldikten sonra
kullaniimaktadirlar. Bor minerallerinin gikarilmasi, Uretimi ve pazarlanmasi yasayla
Eti Maden isletmeleri Genel Midurligiine birakilmistir.  Bor ve driinlerinin yurtigi
tuketiminin arttirlmasi ve yeni kullanim alanlari bulunmasi amaciyla 2004 yilinda
Ulusal Bor Arastirma Enstitiisi (BOREN) kurulmustur. Ukemizdeki bor mineralleri
Bati Anadolu’da olup, Eskigsehir, Balikesir, Kutahya ve Bursa c¢evrelerinde
cikartilmaktadir. Bugun stratejik bir degeri olan bor gelecegdin Turkiye’sinde de
ekonomik anlamda ¢ok énemli bir rol oynayacaktir [61]. Bu nedenle borun kullanim
alaninin yayginlastirimasina yonelik calismalarin yuksek katma degere sahip

oldugu dusunulmektedir.
2.3.3. Borun kimyasal 6zellikleri ve kullanim alanlari

YerylUzunun 51. yaygin elementi olan bor, toprak, kayalar ve suda yaygin olarak
bulunan bir elementtir. Topragin bor icerigi genelde ortalama 10-20 ppm, deniz
suyunun 0.5-9.6 ppm, tatli sularin ise 0.001-1.5 ppm araligindadir[62]. Kimyasal
semboll (B) dir ve periyodik cetvelin 3A grubunda bulunup, bu grubun metal
olmayan tek elementidir. Atom numarasi 5, atom agirligi 10.82 ve erime noktasi
2190420°C’ dir. izotoplari olan Bigve B’ in dogada bulunma ylzdeleri
sirasiyla%19.57, %80.43’dur [58]. Bor, kimyasal ve fiziksel olarak ¢ok sayida farkl
Ozelliklere sahiptir. Elektron yapisi ve periyodik tablodaki yeri nedeniyle, bor iceren
molekuller elektrofiliktir ve izoelektronik olan trigonal dizlemsel yapiya sahiptir.
Bor ile yapilan fazladan baglarla olusan bilesikler anyonik, tetrahedral olmaktadir
ve nukleofil gibi davranmaktadir. Trigonal bor bilesikleri sulu ¢ozeltilerde asir

reaktif olmalarina ragmen, tetrahedral turler kimyasal olarak oldukca kararlidir [63].

Dogada 200’e yakin bor bilesigi bulunmaktadir. Bunlardan en yaygin olanlari ve
ticari 6énemi olanlar; Boraks Na,B;07.10H,0, Kernit Na,B;07.4H,0, Uleksit
NaCaBs04.8H,0, Probertit NaCaBs09.5H,0, Kolemanit Ca,;BsO11.H20,
Hidroborasit CaMgBg011.6H,O ve Pandermit CaB;0019.7H,O olarak Devlet
Planlama Teskilat! tarafindan belirlenmistir (1995). Uleksit'tentlirevienen borik asit
ve boraks cesitli uygulamalarda kullaniimaktadir. Borik asit; bir Lewis asididir,
hidroksil iyonunu tutar, protonlari birakir. Ayrica, borun organik bilesiklerle yaptigi
kompleksler, hidroksil grubu ihtiva eder ve bdylece; sekerler, polisakkaritler,
adenozin-5-fosfat, piridoksin, riboflavin, dehidroaskorbikasit ve piridin nikleotidler
ile etkilesime girebilir [58, 64].
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Cok cesitli sektorlerde kullanilan bor mineralleri ve UrUnlerinin kullanim alanlari
giderek artmaktadir. Uretilen bor minerallerinin %10’a yakin bir bdlimii dogrudan
mineral olarak tuketilirken geriye kalan kismi bor Urunleri elde etmek igin
kullaniimaktadir. Bor mineralleri ve UrUnleri, cam sanayi, seramik sanayi,
temizleme ve beyazlatma sanayi, yanmay! onleyici maddeler, tarim, metalurji

sanayi, nukleer sanayi ve tip alanlarinda kullaniimaktadir [64].

Cam sanayiiinde; bor, ergimis haldeki cam ara UrUndne katildiginda onun
viskozitesini arttirip, yuzey sertligini ve dayanikhligini yukselttiginden 1siya karsi

izolasyonun gerekli géruldugu cam urtnlerine katilmaktadir [65].

Seramik sanayiinde; borla kaplanan emayenin paslanmasinin Onlenmesi ve

seramigi ¢izilmeye karsi dayanikli hale getirmesi icin kullaniimaktadir [66].

Temizleme ve beyazlatmada; sabun ve deterjanlarda, mikrop o&ldurlcu, su

yumusatici ve beyazlatici etkisi nedeniyle tercih edilmektedir [65].

Insaat ve cimento sanayiinde; gimento igin dayanikhlik artirici ve izolasyon dzelligi
saglamasi acgisindan kullaniimaktadir. Borlu ¢imento depreme dayanikli ve
maliyeti disuk bir Grindir. Genellikle baraj ve dayanikh karayolu yapimi gibi
mukavemet acisindan yuksek duzeyde dayanikllik ve saglamlik gerektiren

yapilarda kullaniimaktadir [67].

Yanmayi Onleyici/geciktirici madde olarak ise; bor, erime noktasinin ¢ok yuksek
olmasi ve bu nedenle yanmaya karsi oldukga dayanikli olmasi nedeniyle
kullaniimaktadir [66].

Nukleer uygulamalarda, atom reaktorlerinde borlu ¢elikler, bor karburler ve titan-
bor alagimlar kullanilir. Paslanmaz borlu c¢elik, notron absorbani olarak tercih
edilmektedir. Yaklagik her bir bor atomu bir notron absorbe etmektedir. Atom
reaktorlerinin kontrol sistemleri ile sogutma havuzlarinda ve reaktoran alarm ile
kapatiimasinda (B'°) bor kullanilir [65].

Enerji sektdriinde; bor ve bor bilesiklerinin, hidrojen, yakit pili ve ara¢ motor
teknolojilerinde  enerji kaynagi olarak potansiyel kullanimi  mevcuttur.
Konvansiyonel enerji kaynaklarinin hizli bir sekilde tiukenmesi bor madenini

gelecegin enerji kaynagi adayi olarak guglu bir konuma getirmistir [68].
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Tarim alaninda; bor mineralleri bitki ortisunun gelismesini artirmak veya onlemek
amaciyla, biyolojik gelisim ve kontrol kimyasallarinda bakterisit ve fungusit olarak
kiflenmeyi dnlemek amaciyla ve yavas eriyen gubre Uretiminde kullaniimaktadir.
Bor, degigken olgulerde, birgok bitkinin temel besin maddesi olmasi nedeniyle
kullaniimaktadir. Ozellikle eksikligi, anormal blyimeye, meyvelerin ya da
yapraklarin bozulmasina veya renklerini yitirmesine, az tohum hasatinin ortaya
cikisina ve bunlarin sonucu olarak gelisen bolgelerin yok olusu ile birlikte bitki

kaybina neden olmaktadir [69].

Makine ve metalurjide; boratlar, yuksek sicaklikta duzgun, yapigkan, koruyucu ve
temiz, capaksiz bir sivi olusturma o6zelligi nedeniyle, ozellikle demir disi metal
sanayiinde curuf olusturucu ve ergitmeyi hizlandirici madde olarak kullanilir.
Boratlar 6zellikle celigin sertligini artirici madde olarak kullaniimaktadir [70]. Ayni
zamanda demir esasli malzemelerden yapilan makine pargalarinda elemanlarin
asinmaya, ylzey basincina ve korozyona karsi direncli olmasi igin yuzeylerinin
sertlestiriimesinde de  kullaniimaktadir.  Yapilan ¢alismalarda, korozyon
deneylerine tabi tutulan borlanmis numunenin, borlanmamis numuneye oranla

yaklagik 8 kat daha fazla korozyon dayanimi gosterdigi kanittanmigtir [71].
2.3.4. Bor ve saghk
2.3.5. Borun vucuttaki etkileri

Bor elementinin 1923 yilinda bitkiler icin esansiyel oldugu kabul edilmig, hayvanlar
ve insanlar i¢cin de esansiyel olabilecegine iligkin bulgulara da yakin zamanda
ulagilabilmistir [72]. Diinya Saglk Orgiiti’'ne gére insan viicuduna ginlik yaklagik
olarak 0.44 ug hava yoluyla, 0.2—-0.6 mg icme suyuyla ve 1.2 mg beslenme yoluyla
bor girmektedir. Meyveler, yesil sebzeler, mantarlar, baklagiller ve kabuklu
yemigler bor bakimindan zengin besinlerdir. Balik, et ve st Grlnleri ise borca fakir

besinler arasindadir.

Vucuda alinan borun neredeyse tamami sindirim ve solunum sisteminden absorbe
edilirken ¢ok az bir kismi da deri yoluyla alinir. insan viicudundaki organ veya
sivilarin normal bor konsantrasyonlari Cizelge 2.2’de verilmistir. Siganlar Uzerine
yapilan bir arastirmada, gunlik 9,000 ppm borik asit ile beslenen hayvanlarin
vucudundaki bor dagilimi incelenmis ve en c¢ok birikimin kemiklerde oldugu

sonucuna varilmigtir [73].
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Cizelge 2.2. insanlarda organ veya sivilarin normal bor konsantrasyonu[74].

Doku Bor Konsantrasyonu (ug/g)
4Beyin 0.87
*Kalp 0.59
*Bobrek 1.27
®Karaciger 2.25
*Pankreas 0.51
®Dalak 3.95
PKemik 1.60
®Sac 1.05
*Tirnak 15.00
®Sereprospinal Sivi 1.15
®Sinoviyal sivi 30.00
*Tiikriik 4.40

aKuru AgirlikYas Agirlik

Dokulara ya da vicut sivilarina gegen bor, cogunlukla Borik asit B(OH)3; seklinde
bulunurken az miktarda da B(OH), anyonlari seklinde bulunur. Borik asit dogal bir
bilesik olup, sulardan, sebzelerden ya da diger yiyeceklerden beslenme yoluyla
alinabilir [75]. Disaridan alinan boratlar, emilimleri sirasinda mukozal yuzeylerde
fizyolojik pH nedeniyle borik asite donustiralir. Borik asitin farkli biyolojik
molekullerle etkilesime girebildigi bilinmektedir.Deneysel ¢alismalar borik asitin

hidroksil, amino ve tiyol gruplarina karsi ilgisini ortaya koymustur.

Vicuda hangi yolla alinmis olursa olsun borun %90’dan fazlasi ilk 24 saat
icerisinde idrar yoluyla vucuttan uzaklastirilir. Kalan kisim ise daha ¢ok kemik,
tirnak ve Kkillarla, karaciger ve dalak gibi organlarda birikmektedir. Aragtirmalar
borun toksik etkisinin ¢ok dusuk oldugunu gdstermektedir. Borun akut etkisi 15-30
g boraks veya 2-5 g borik asit dogrudan alinirsa ortaya c¢ikabilir. Bazi kaynaklar
uzun sure bora maruz kalmanin erkeklerde kisiriga neden oldugunu iddia
etmektedir, ancak Ulkemizde ve dlinyada yapilan pek ¢ok arastirma borun kisirliga

yol agmadigi yonundedir [74].

Bor, mineral ve hormon metabolizmasinda, hiicre membran fonksiyonlarinda ve
enzim reaksiyonlarinda rol oynar. Hucre disi matris Uretimini etkileyerek yara
iyilesmesini hizlandirir. Beslenme yoluyla alinan bor, plazma lipid seviyesinin

dismesinde de rol oynayabilmektedir. Ayni zamanda kalp hastaliklari, osteoporoz
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ve artrit riskini azalttigi dusunulmektedir [75]. Calismalar borun insanin algilama
yetenegini ve beyin fonksiyonlarini da etkiledigini gostermektedir [76]. Bor immun
sistem ve yangisal olaylarda da etkilidir. Bai ve Hunt [45] bor yetersizliginde
sicanlarin bakteriyel antijenlere karsi olusturduklari immun cevabin baskilandigini
ortaya koymuslardir. Benderdour ve ark. [77] tavuk embriyolarinin pelvik kasi
Uzerinde yurutulen galismada borik asitin proteoglikan, protein ve kollajen sentezi
uzerine etkisini degerlendirmisler ve in vitro da kultir ortaminda salimlarinin
arttigini belirlemislerdir. Ayrica borik asit uygulanan hicrelerden TNF-a salindigi
da gosterilmis ve bunun yara iyilesmesini hizlandirdigi belirtilmistir. Yapilan birgok
calisma ise, borun steroid hormon metabolizmasi Uzerinde etkili oldugunu ortaya
koymustur. Borun Ostrodiol ve testesteron gibi hormonlarin sentezindeki
hidroksilasyon basamaginda etkili oldugu dusundlmektedir [55]. Nielsen’in
hipotezine gobre bor, steroid hormonlarinin sentezinde ihtiya¢ duyulan bir
elementtir. Ornegin, bir veya daha fazla hidroksilasyon basamagi igeren steroid
hormonlarindan D vitamini, testesteron ve17-beta-Ostrodiol biyosentezinde
Lewisasidi roli oynayarak steroid vyapilarina hidroksilgrubunun eklenmesini
kolaylastirici etki yapar. Ayrica hormonlarin hizli bir sekildeinaktive olmasini

Onleyici bir etki de gosterir[78].

Deneysel ¢aligsmalar borun prostat kanserine karsi koruyucu 6zellikte oldugunu da
gOstermistir. Arastirmacilar, distik konsantrasyonlarda borik asitin, prostat spesifik
antijenlerin proteolitik etkisini kismen baskiladigini ve bdylece bu antijenler
uzerindeki duzenleyici etkisiyle borun prostat kanserinin gelisme riskini azalttigini
bildirmislerdir. Prostat kanser hlicre hattiyla yapilan ¢alismada, 60-100 uM borik
asit hucre ¢ogalmasini engellemistir [79]. Borun saglik sektériindeki en yaygin
kullanimi beyin kanserlerinin tedavisinde kullanilan Bor Notron Yakalama
Terapisidir (BNCT). BNCT iki bilesenli bir radyasyon tedavi yontemidir ve
cogunlukla etraftaki saglikh dokuya zarar vermeksizin sadece tUmorli hicrelerin

yok edilmesini saglar [80].

insan metabolizmasinda nasil bir yol izledigi heniiz tam bilinmeyen bor igin iki
hipotez 6ne sdrulmustar. Birinci hipotez borun hicre membrani fonksiyonu,
stabilitesi veya yapisinda 6nemli gorevleri oldugunu savunmaktadir. Duzenleyici
anyon ve katyonlarin transmembranal tasinmasini ve membranlar arasi

haberlesmeyi saglamasi ile hormonal aktivitelere duyarli olmasi sonucu bu
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gbrevleri gergeklestirebilmekte oldugu disiinilmektedir. ikinci hipotez ise borun
metabolik yollarda bazi anahtar enzim reaksiyonlarini yarismali inhibisyon yoluyla

etkileyen negatif bir dizenleyici oldugunu savunmaktadir [81, 82].
2.3.5.1. Borun kemik doku uzerine etkileri

Bor, magnezyum, vitamin D ve kalsiyum gibi kemik saghgi Gzerinde 6nemli etkileri
olan mikro besinlerin metabolizmasinda gorev almaktadir. Buna bagl olarak bor,
osteoporozun Onlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilir. Hunt ve Nielsen [83]
tavuklarda beslenme ile yetersiz bor aliminin yetersiz magnezyum alimina da
neden oldugunu bulmuslardir. Uygun miktarda bor alimi plazma kalsiyum ve
magnezyum seviyelerini yukseltmigtir. Ayni aragtirmacilar bagka bir calismalarinda

borun vitamin D Uzerine de dolayli bir etkisinin oldugu sonucuna varmislardir [84].

Bor, organik bilegiklerdeki hidroksil gruplariyla kompleks olusturabilme 6zelliginden
dolay kortikosteroidleri olusturabilir ve bdylece romatoid artrit belirtilerini hafifletir.
Ayrica artritik kemiklerin saglikli kemiklerden daha az bor icerdigi tespit edilmigtir
[56]. Newnham ve ark. [85] tarafindan yapilan arastirmalarda artritik kemiklerde
bor miktari 3 ppm iken saglikli kemiklerde 56 ppm civarinda bulunmustur. En
yaygin olarak borun osteoartrit, osteoporoz ve romatoid artritin tedavilerinde
kullanimi gundeme gelmektedir. Gunlik 3 mg bor aliminin menapoz sonrasi
kadinlarda Ostrojen etkisini arttirdigi ve bu etkinin osteoporoz tedavisinde onemli
oldugu vurgulanmaktadir [86]. Demirer ve ark. [87] sicanlardaki periodontitis
modellerinde sistemik borik asitin histopatolojik ve morfometrik etkisini
degerlendirdiklerinde, borun periodontal inflamasyonu ve alveolar kemik kaybini
azalttigini gostermigleridir. Eksikliginin kemik ve kikirdak dokularinin gelisimini,
organlarda bulunan kalsiyum, magnezyum seviyelerini ve alkalen fosfataz enzim
aktivitesini etkiledigi rapor edilmesine ragmen, borun etki mekanizmasi henuz

bilinmemektedir.

Borun kemik doku Uzerine etkisinin daha iyi anlasilmasi amaciyla bazi in vitro
hicre kultir c¢alismalari yapilmistir. Hakki ve ark. [15] tarafindan yapilan
calismada borun MC3T3-E1 osteoblastik hticreler tzerindeki etkileri incelenmistir.
Calismada c¢esitli bor dozlarinda hicrelerin  mineralizasyon karakteristikleri
incelenmis ve sonug olarak borun 6zellikle osteoporoz gibi dnemli kemik kaybi

belirtilerine karsi ¢ok faydal olabilecegi o6ngérilmastir. Wu ve ark. [88]

23



tarafindanyapilan calismada da bor ve dekzametazon igceren doku iskelelerinde
osteojenik aktivitenin ve hicre ¢ogalmasinin arttigi géruimustar. Ying ve ark. [89]
borun kemik iligi kokenli mezenkimal kok hucrelerin osteojenik farkhlasmasina
etkisini, kaltir ortamina farkli derisimlerde bor ekleyerek incelemislerdir. 4, 7 ve
14. gunlerde yapilan analizler sonucunda 1,10 ve 100 ng/mL bor eklenen
gruplarda hucre gogalmasinin kontrol gruplariyla bir farklilik géstermedigi ve 1000
ng/mL bor eklenen hucrelerin proliferasyonunun da inhibe oldugu goériimustir.
Ancak osteojenik farklilagsma gostergesi olan alkalen fosfataz aktivitesi 10 ve 100
ng/mL bor uygulanan gruplarda anlamli derecede ylUkselmistir. Bu sonuglar gercek

zamanli polimeraz zincir reaksiyonlari analizleri ile de desteklenmistir.

Literatur incelendiginde beslenme yoluyla bor aliminin kemik dokuya etkisi kismen
anlasilmis olmasina ragmen, bor ve bilesiklerinin hucre kultar ortamindaki

etkinlikleri heniiz tam olarak bilinememektedir.
2.4.Hidroksiapatit

Biyomalzeme olarak kullanimi disgilikte ve implant kaplamalarinda da siklikla
tercih edilen hidroksiapatitler (HAp), apatit yapisinda olup genel formulli M1o (PO4)e
Xo(M: Ca**, Mg®, Sr**, Ba**, Mn**, AI**, K* ve X: Fy, Cly, Bry, (OH),, CO3%) olarak
bilinmektedir. Saf hidroksiapatitin formilli ise Caio(PO4)s(OH),'dir[90]. Yapilan
arastirmalar kemik yapisinin % 60 oraninda HAp ve % 20 oraninda da kollajen
fiber icermekte oldugunu gdstermektedir[91]. Stokiyometrik HAp’nin Ca/P molar
orani 1.67'dir. Dogal kemigin inorganik bileseni stokiyometrik olmayan apatit
yapisindadir. Biyolojik apatitler zayif kristalin yapidadir ve katyonik ve anyonik
iyonlar hidroksiapatitin kristal yapisina katilmaktadir. Biyolojik hidroksiapatitin
yapisina en cok katilan iyon karbonat (COs*Ytir ve kemikte agirlikca %5-8
arasinda bulunur. CO3*, hidroksiapatit yapisinda bulunan biitiin hidroksil (OH")
iyonlari ve bazi fosfat (PO4>)iyonlariyla yer degistirebilir. OH™ iyonu ile yer
degistirmesi sonucu A tipi hidroksiapatit olusurken, PO,* iyonlariyla yer
degistirmesi sonucu B tipi hidroksiapatit olugsmaktadir. Kemikte ise B tipi
hidroksiapatit yaygin olarak bulunur. Hidroksiapatitin yapisina magnezyum iyonlari
katilmasi ise Ozellikle osteogenez sirasinda artmaktadir. Kemigin yapisinda

bulunan inorganik bilesenler ve agirlikga ylzdeleri Cizelge 2.3'te verilmistir.
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Cizelge 2.3. insan viicudunda kemik dokunun inorganik bilesimi [92].

Kemigin inorganik bilesimi % agirhik
Kalsiyum, Ca*? 34.80
Fosfor, P 15.20
Ca/P (molar) 1.71
Sodyum, Na* 0.90
Magnezyum, Mg?* 0.72
Potasyum, K* 0.03
Karbonat, CO5* 7.40
Flor, F 0.03
Klor, CI 0.13
Pirofosfat, P,O;* 0.07
Toplam inorganik 65.00
Toplam organik 25.00
H,O 10.00

Eser elementler: B¥*, Sr**, Pb?*, Zn?*, Cu*", Fe*"

Kemigin onemli bilesenlerinden olan kalsiyum fosfatlar biyoaktif ve
biyouyumludzellige sahip olmalarindan 6tird, kimya, biyoloji, tip, discilik ve jeolojiyi
de kapsayan disiplinler arasi alanlarda 20 yildan bu yana kullaniimaktadir. HAp’in
gubre ve ila¢c Uretim endustrisi, protein kromatografi uygulamalari, su aritma
prosesi ve kemik ve dig onarimi gibi birgok uygulama alani bulunmaktadir. Saglik
alanindaki kullanimi, biyoaktif olmasinin yani sira ayni zamanda osteokonduktif,
non-toksik ve non-immunojenik  Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. HAp
biyoseramikleri siklikla implant kaplama malzemesi olarak yumusak doku ile
implant arasinda bir araylzey olusturup implantin kaymasini engellemektedir.
Hidroksiapatit kemik dolgu materyali olarak toz halde ya da gozenekli blok
seklinde kullanihr [90, 93]. HAp’nin gbézenekli yapisi antibiyotik, hormon, enzim,
antikor pargalari ve steroidler gibi gesitli farmakolojik maddelere yliksek baglanma
afinitesi gosterir. Bu nedenle, sentetik HAp’in kullanimi birgok klinik uygulamada,
surekli salim kapasitesiyle osteomyelit, osteoporoz ve kemik kanseri gibi
hastaliklarda, kemikte bolgesel olarak olusan hasarlarin doldurulmasi ihtiyacini

onemli dlgude kargilamaktadir [7].

Kalsiyum fosfat seramikleri diger malzemelerle karsilastinldiginda, serum

proteinlerine yuksek bir baglanma kapasitesine sahiptirler. Proteinlerin kalsiyum
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fosfatlara baglanmasi elektrostatik olarak gergeklesir ve kalsiyum fosfat
ylizeylerindeki protein baglanma bolgeleri Ca** ve PO,* iyonlaridir. Protein

baglanmasini etkileyen énemli bir etken de iyonik gli¢ ve ortam pH'idir [94].

2.4.1. Hidroksiapatit tretim yontemleri

Literatlirde sentetik HAp sentezi igin, sol-jel yaklagimi, sulu ¢ozeltilerden ¢oktlirme
yontemi, hidrotermal yontem, mikrodalga-hidrotermal yontem, coklu emdulsiyon
yontemi, elektrokristalizasyon yontemi ve biyomimetik ¢okturme yontemi gibi

birgok yontem bulunmaktadir.

Sol-jel _yontemi, isleme parametrelerinin siki bir sekilde kontrol edilebilmesi

nedeniyle nanofazikHAp’nin sentezinde etkili bir ydontemdir. Yontem, kalsiyum ve
fosforun molekiler dizeyde karistiriimasiyla, olusan HAp’nin kimyasal yapisini
onemli Olgude gelistirmeyi saglar. Apatit yapisini olugturmak igin gerekli sicaklik ve
kimyasal aktivite, buylk oranda baslangigta kullanilan kimyasallarin dogal
yapisina baglidir. Cok sayida fosfor ve kalsiyum 6ncusunin kombinasyonlari
HAp’nin sol-jel sentezinde kullaniimaktadir. Balamurugan ve ark. [95] kalsiyum ve
fosfor kaynagi olarak sirasiyla Ca(NO3),:4H,O ve trietil fosfati Ca/P=1.67
stokiyometrik oraninda kullanmiglar ve Uretilen HAp tozlarini kurutarak 900°C’ a
kadar degisen sicakliklarda kalsine etmislerdir. Brendel ve ark. [96] oncu olarak
fenildiklorofosfit [CsHsPCl;] ve Ca(NOs3),-4H,O kullanarak HAp sentezini dusik
sicaklikta gergeklestirmiglerdir. Ancak olusan HAp’ninsafsizliginin fazla ve
kristalinitesinin disuk oldugunu belirlemisler ve sicakligi 900°C’ye kadar

yukseltmenin daha saf ve kristal HAp Uretimi ile sonug¢landigini bildirmislerdir.

Coktiurme teknigi, HAp sentezi icin en yaygin olarak arastirilan ve guncel olan

yontemdir. Bu yontem ayni zamanda islak ¢oktirme, kimyasal ¢okturme ya da
sulu c¢oktirme olarak adlandirilir. Diger yontemlere gore daha c¢ok tercih
edilmesinin nedeni organik ¢ozuculere ihtiyag duyulmadan yuksek miktarlarda ve
dusuk maliyetle Uretim yapilabilmesidir [7]. Ancak bu yontemde uretilen partikaller
bayuk boyut ve boy dagilimli olmakta, ayrica bir araya gelerek topaklanmaktadirlar
[93]. Chen ve ark. [97] tarafindan yapilan ¢alismada kalsiyum fosfat (Ca(NO3),) ve
amonyum nitrat (NH4H,PO,4) c¢ozeltileri pH>10 ortaminda ve Ca/P=1.67
stokiyometrik oraninda etkilestirilerek HAp tanecikleri sentezlenmistir. Gegirmeli

elektron mikroskobu (TEM) ile yapilan analizler sonucu eni 20-30 nm, boyu 50-60
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nm olan HAp pargaciklarinin olustugunu belirlemislerdir. Bouyer ve ark. [98]
kalsiyum hidroksit (Ca(OH), ve ortofosforikasiti (HsPO,4) reaksiyonda baslangi¢
maddesi olarak kullanmiglar ve yan Urun olarak sadece su olustugunu, herhangi
bir yabanci Grinin olusmadigini gdéstermislerdir. Uretilen HAppartikillerinin
bayuklugu, sekli ve yuzey alani, ortama eklenen ortofosforikasitin oranina ve

reaksiyonun sicakligina oldukg¢a duyarhdir.

Hidrotermal sentez, seramik malzemelerin ¢dzeltiden dogrudan kristalizasyonu

icin sulu ortamda, belirlenen basing (P>100kPa) ve sicakliklarda (T>25°C) tek ya
da heterojen reaksiyonlarin kullanildigi bir prosestir. Bununla birlikte, hidrotermal
islemde hidrotermal sicakhidin ve basincin arttirimasiyla ¢okeltinin Ca/P oranini
degistirmek mumkindur. Wang ve ark. [99] calismalarinda hidrotermal yéntemle
ve suda c¢oOzunebilen bir ylizey aktif madde olan hekzadesiltrimetil amonyum
bromuru kullanarak c¢esitli morfolojilerde HAp nanotaneciklerini sentezlemislerdir.
Klguk capli (~27 nm) ve kuresel tanecikler 90°C, pH=13 ve 20 saat ¢alisma
kosullarinda elde edilirken, 1125 nm’den uzun fiberler 150°C, pH=9 ve 20 saatte

elde edilmistir.

Mikrodalga isima_yontemiile hidrotermal yontemi birlestiren Han ve ark. [100]

nanoboyutluHAp tozlarini, 600 bar ve 300°C’de 6nclu malzeme olarak H3PO, ve
Ca(OH),'yi kullanarak sentezlemislerdir. Uygulanan mikrodalga guglerini ve Ca/P
molar oranini, sentezde degisken parametreler olarak belirlemiglerdir. Sonug¢
olarak, 450W mikrodalga gliciunde ve 1.57 Ca/P oraninda sentezlenen Urlnler
arasinda HAp disinda farkh kalsiyum fosfat fazlarinin olustugunu saptamislardir.
Ancak mikrodalga gucu 550W ve Ca/P orani 1.67 iken iki tip morfolojiye sahip
monofazik HAp olustugunu belirlemiglerdir: Birincisi; 4-15 nm geniglik ve 20-50
nm uzunlugunda igne seklinde, digeri 10-30 nm c¢apinda kureseldir.Kumar ve ark.
[101] karbonath hidroksiapatit sentezi icin, kalsiyum hidroksit (Ca(OH),) ve
diamonyum hidrojen fosfat ((NH4)2HPO,) bilesiklerini 6ncu olarak kullanmiglar ve
mikrodalga yardimiyla (800W, 2.45 GHz) B tipi karbonath apatit elde etmiglerdir.
Geleneksel hidroksiapatit Gretim yontemlerinin zaman ve enerji kaybina neden
olduguna dikkat ¢cekmigler ve mikrodalga 1sima ile daha kisa surede ve etkili bir
Isitma ile hidroksiapatit Gretiminin gergeklestigini belirlemislerdir. Nazir ve ark.
[102] 1slak kimyasal yontem ile mikrodalga isimasini birlestirerek, kalsiyum nitrat
tetrahidrat (Ca(NO3)2.4H,0) ve diamonyum hidrojen fosfat ((NH4):HPO,)
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oncullerinden HAp uretimini gerceklestirmiglerdir. Karigsima uygulanan mikrodalga
enerjisi sayesinde, kalsiyum ile etrafindaki hidrasyon kiresi arasindaki baglarin
gucu azaltihp sulu g¢ozeltilerde apatit olusumu igin gerekli on kosul saglanirken,
HAp yapisi igindeki hidroksil iyonu daha fazla mikrodalga absorblanmasina neden
olarak HAp olugsumunu hizlandirmigtir. Rameshbabu ve ark. [103] kemigin
yapisinda bulunan iki dnemli kalsiyum fosfat fazi olan HAp ve B-TCP fazlarini
mikrodalga yardimiyla nanoboyutta sentezlemiglerdir. Kalsiyum hidroksit ve
diamonyum hidrojen fosfat bilesikleri ile elde edilen sulu ¢ozeltiye 1100 W
gucunde mikrodalga uygulayarak hizli ve etkin bir sekilde i1sitma saglamiglar ve

partiktl blyUkligu 20 nm civarinda olan bifazik kalsiyum fosfatlari elde etmislerdir.

Coklu emillsiyon yontemi ile Kimura [104] HAp sentezi yaklasimlarina ara ylzey

reaksiyonu ile bir alternatif gelistirmigtir. Coklu emulsiyon su, yag, su (w/o/w)
emulsiyonudur, i¢ sulu faz olarak dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO,) ¢ozeltisi,
yag fazi olarak benzen ve dis sulu faz olarak Ca(NO3),.4H,O kullanilarak
yapilmistir. Ara ylzey reaksiyonu 323 K'de 24 saatte gerceklesir ve monofazik
HAp baslangi¢c pH'I 12 iken sentezlenmistir. Sentezlenen Urlnler 3 ym’den kiaguk
g6zenekli kurelerden olusmus Urunlerdir. Bu metodun avantajlari, reaktor olarak,
karstirmali  tanklarin  kullaniminin  yeterli olmasi ve bdylece 6zel bir
ekipmanaihtiyac duyulmamasidir. Ayrica oda sicakhgina yakin dusuk sicakliklar

reaksiyon icin uygundur.

Elektrokristalizasyon yontemi, seyreltik elektrolitterden fizyolojik pH’taHAp

kaplamalarinin sentezi igin uygundur. Sentezin hizli olmasi, dusuk sicakliklarda
gercgeklesebilmesi, kaplamanin kalinhginin ve kimyasal yapisinin kolaylikla kontrol
edilebilmesi nedeniyle avantajlidir. Metalik implantlarin kalsiyum fosfat ile
kaplanmasi igin etkili bir ydontemdir ve dolayisiyla endustride siklikla tercih edilir.
Xuhui ve ark. [105] yaptiklari ¢alismada NaCl, K;HPO,43H,O ve CacCl,
elektrolitlerini  kullanarak hazirladiklari ¢oézeltinin  pH'Ini 7.2 olacak sekilde
ayarladiktan sonra 65°C’de elektrokimyasal birikimi gergeklestirmislerdir. Elde
edilen kaplamanin karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu (SEM), X i1gini
Kirlnimi (XRD) ve Fourier dontisumli kizildtesi spektroskopi (FTIR) analizleri ile
yapilmistir. Sonuc olarak bu yontemle saf ve homojen bir kaplamanin elde edildigi,
ayni zamanda yapay vucut sivisi ile yapilan ¢alisma sonrasinda da kaplamanin
yuksek biyoaktif 6zellikte oldugu gosterilmistir.
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Biyomimetik yontemde, insan vicut sivisina benzer bir organik tuz bilesimi ile

elde edilen yari kararl sentetik vicut sivisi (SBF), kendiliginden ¢ekirdeklenme ile
nano boyutlu, karbonatli ve kemik benzeri HAp’in fizyolojik pH’ta ve sicaklikta
olusmasina olanak saglamaktadir. insan kemiginde dogal olarak bulunan biyolojik
apatit COs%, CI, Na*, K*, Mg** gibi anyon ve katyonlarin az miktarlarda yapiya
katilmasiyla olustugundan, bu yontem kemik benzeri HAp sentezlenmesi igin
oldukga uygundur [6]. Diger apatit kaplama yontemleri ile karsilastirildiginda, kolay
ve hizli olma, Ozel ekipmanlara ya da yuksek igleme sicakliklarina ihtiyag
duymama gibi bazi avantajlari bulunmaktadir [106]. pH ve sicaklik agisindan ilhimli
ortam kosullari nedeniyle, polimerler gibi sicaklik-duyarli ya da gozenekli
implantlar gibi kompleks sekilli malzemelerin kaplanmasi, SBF c¢o6zeltisine
daldirma ile mUmkin olmaktadir [107]. Ancak, SBF’nin doygunluk seviyesi
nedeniyle ¢dkelme hizi yavas olmakta ve osteoinduktif materyaller Gzerinde Ca/P
olusumu 2-3 hafta kadar zaman almaktadir. Bu nedenle, iyon konsantrasyonu kan
plazmasindan n=1.5, 2, 5, 10 kati kadar fazla olan cesitli SBF c¢dzeltileri
hazirlanmis ve benzer kalinlikta HApkaplamasi 2-6 saatler arasinda

gerceklestirilebilmistir [10].

Yapay vucut sivisi ilk olarak Ringer, Earle ve Hanks'in hazirladiklari dengeli tuz
¢Ozeltileri ile insan plazmasi ya da hucre digi sivinin taklit edilmesiyle baslamigtir
[108]. SBF c¢ozeltileri basta kismen duslik kalsiyum ve fosfat iyon
konsantrasyonlari ile hazirlanmig ve ¢ozeltinin pH dederinin fizyolojik deger 7.4'te
olmasi igin TRIS ve HEPES gibi organik tamponlar kullaniimistir. Ancak bunlarin
dezavantajlari vardir ve normalde kan plazmasinda bulunmazlar [9]. Cizelge 2.4'te
cesitli gozeltiler ve SBF’lerin iyon derisimleri, kan plazmasi ile karsilastirmali olarak

verilmistir.
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Cizelge 2.4. insan plazmasinin ve sentetik ¢ozeltilerin iyon derigimleri, mM.

PIaKz?r?a& Ringer EBSS® HBSS’ clfglétliggg] Sgla: o SBBll%il-” rITSC)lB(gE?Z]
Na* 142.0 130 143.5 1421 142.0 142.0 141.5 142.0
K* 5.0 4.0 5.37 5.33 5.0 5.0 5.0 5.0
ca* 2.5 14 1.8 1.26 2.5 2.5 2.5 2.5
Mg** 15 - 0.8 0.9 15 15 1.5. 15
CI 103.0 109.0 1235 146.8 147.8 125.0 124.5 103.0
HCO3 27.0 - 26.2 4.2 4.2 27.0 27.0 27.0
HPO,* 1.0 - 1.0 0.78 1.0 1.0 1.0 1.0
S0O,” 0.5 - 0.8 0.41 0.5 0.5 0.5 0.5
Ca/P 2.5 - 1.8 1.62 2.5 2.5 2.5 2.5
Tampon - - - - TRIS TRIS HEPES HEPES
pH 7.4 6.5 7.2-76 6.7-69 7.25-74 7.4 7.4 7.4

2EBSS: Earle’in dengeli tuz ¢ozeltisi. "HBSS: Hanks’in dengeli tuz ¢ozeltisi

Hazirlanan yapay vucut sivisi gibi ¢ozeltilerin asir doygunluguna bagli olarak
kalsiyum fosfatlar termodinamikagidan kararsiz amorf kalsiyum fosfattan
baglayarak, dikalsiyum fosfat dihidrat(CaHPO4.2H,), oktakalsiyum fosfat
(CasH(PO4)3.2.5H,0) ve en kararli mineral fazi hidroksiapatiti (Ca1o(PO4)e(OH)2)
olusturabilir [90]. Kalsiyum fosfat tuzlari arasinda, termodinamik olarak en kararli
faz olan hidroksiapatitin sentezi sirasinda olusabilecek CaP tuzlar Cizelge 2.5'te

verilmistir.
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Cizelge 2.5. Kalsiyum fosfat tuzlari [92].

Bilesigin adi Sembolii Formiili Ca/P
Monokalsiyum fosfat monohidrat MCPM,MCPH  Ca(H,PO,),.H,O 0.5
Monokalsiyum fosfat anhidréz MCPA, MCP Ca(H,PO,), 0.5
Dikalsiyum fosfat dihidrat DCPD CaHPO,4.2 H,O 1.0
Dikalsiyum fosfat anhidréz DCPA, DCP CaHPO, 1.0
Oktokalsiyum fosfat OCP Cag(HPO,),(P0O,)4.5H,0  1.33
a-Trikalsiyum fosfat a-TCP Cas(P0O,), 1.5
B-Trikalsiyum fosfat B-TCP Cas(P0O,), 15
Amorf kalsiyum fosfat ACP Cay(PQOg),.nH,O 1.2-2.2
Hidroksiapatit HA,HAp Cayo(PO4)e(OH), 1.67

Polimer malzemeler super doygun SBF c¢odzeltilerine daldirildiginda, ¢ozeltideki
kalsiyum ve fosfat iyonlar ylizeyde apatit ¢cekirdeklerini olusturmakta ve ylzeyde
homojen yapida ve yogun bir kaplama meydana gelmektedir. Apatit kaplamanin
kalinigi SBF ile ikinci muamele sonrasinda daha da artabilmektedir. Apatit

blylmesinin orani, ortam sicakliginin artmasiyla dogru orantilidir [113].
2.4.2. iyon katkili hidroksiapatitler

Sentetik hidroksiapatitleri de icine alan seramikler, biyouyumluluklari son derece
yuksek olan ve korozyona dayanikli malzemelerdir. Fakat bu avantajlarinin
yanisira, kirilgan ve iglenmesi zor malzemelerdir. Ayni zamanda yuksek
yogunluklu, zayif mekanik dayanima sahip, esnek olmayan malzemelerdir.
Homojen Ozelik gosteren ve kullanim agisindan dezavantajlara sahip olan tim bu
malzeme gruplarina alternatif olarak kompozit malzemeler gelistirilmistir ya da iyon

katkili HAp Uretimi glindeme gelmistir [93].

Biyolojik HAp yapisinda Na*, K*, Mg®*, F*, CI" ve COs? gibi pek ¢ok sayida iyon yer
almaktadir. Yigin o6zellikler, mekanik o6zellikler, biyouyumluluk ve biyoaktivite
Ozellikleri yonunden ¢ok daha faydali drtnler geligtirebilmek icin farkh iyonlar saf
HAp’nin yapisina eklenebilir [8]. HAp’ninosteokonduktif &zelligini arttirmak,
yogunlugunu teorik yogunluga yaklastirmak, tane boyutunu kicultmek, bozunma
hizini degistirmek, sinterleme Ozelliklerini ve kafes parametrelerini degistirmek,
farkh fazlarin olusmasini engellemek amaciyla birgok ¢alisma yapilmaktadir. Sekil

2.5'te hidroksiapatitin kristal yapisi verilmistir.
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Sekil 2.5. Hidroksiapatitin kristal yapisi.

Metal iyonlarinin vicuttaki, 6zellikle de kemigin olusumu, dizenlenmesi ve yapisal
batlnligundn sardurtlmesi Uzerindeki rolt henltiz yeni yeni anlasiimaktadir. Cinko
gibi bazi iyonlarin rolleri tam olarak bilinmesine kargin kemik olusumu Uzerinde
etkisi oldugu bilinen diger iyonlarin mekanizmasi bilinmemektedir. Calismalarin
bayluk bir kismi hdcre kdltar ortamlarinda bu iyonlarin dusuk dozlarinin
kullaniimasiyla gergceklesmektedir. Ancak bu iyonlarin surekli salinmasi hucrelerde
tamamen farkli bir hiicre cevabini da baslatabilir. Lakhar ve ark. [114] terapdtik
iyon olarak bilinen kalsiyum, ¢inko, magnezyum, stronsiyum, titanyum, bakir, bor
ve fosfat gibi iyonlarin hangi sistemlerden saliminin daha uygun ve daha hizli doku
cevabini saglayabilecegini degerlendirmistir. Terapotik iyonlarin kontrolli salimi
icin kalsiyum-fosfat biyoseramikleri, silika temelli ve fosfat temelli camlar gibi
sayisiz sistemin geligtirimesinin amaci kemik yenilenmesine pozitif katkinin
saglanmasidir. Bu anlamda yapilan ilk c¢alismalar kalsiyum fosfat temelli
biyoseramiklerin iyon tasiyicisi olarak kullanilmasinin kemik olusumu Uzerinde
olumlu etki yarattigina dair ipuglari vermistir. Apatitler, kemigin dogrudan dogal ve
sentetik apatit yapisina baglanabilmesi, kemik iyilesmesini desteklemesi ve
hidroksiapatitin yapisindaki iyonlarin yer degistirebilmesi nedeniyle s6zi edilen

iyonlar igin potansiyel bir tasiyicidir.

Evis ve ark. [115] ¢oktiirme ydntemini kullanarak sentezledikleri Al*® katkili ve saf

HAp’lerinsinterleme sonrasi kararhliklarini incelemislerdir. Molce %2.5, 5.0 ve 7.5
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A" katkisi yapilan HAp'ler yodunluk, goézeneklilik ve tane boyutu o6zellikleri
agisindan degerlendirilmistir. Sonug¢ olarak, 1300°C’de sinterlenen Al Katkili
HAp’nin tane boyutunun saf HAp’den daha kiglk oldudu ve ikincil fazlarin
olusmamasi igin Al katkisinin molce %5'ten daha az olmasi gerektigi
gOsterilmigtir.  Kannan ve ark. [116] tarafindan yapilan calismada c¢oktirme
yontemi ile ayni anda CI" ve F katkisi yapilmistir. CI" termal ve kimyasal stabiliteyi
arttirdigi, F ise korozyona karsi direnci arttirdigi, ayni zamanda da kemik
hicrelerinin ¢ogalma ve farklilasmasini uyardi§i icin tercih edilmistir. Yapilan
analizler sonucu F ve CI iyonlarinin HAp’nin yapisindaki OH" iyonu ile yer
degistirdigi belirlenmistir. Mroz ve ark. [117] c¢alismalarinda hidroksiapatitin
yapisina katilan Mg?* iyonunun osteoblast yapismasi ve gogalmasi iizerine etkisini
degerlendirmislerdir. Yapilan XRD ve FTIR analizleri ile agirlikga %0.6 ve 1.8 Mg®*
katkisi yapilan HAp’nin kristal yapisinin énemli Olgide degismedigi gosterilmis,
ancak MG-63 osteoblast hucreleri ile yapilan kdltir c¢alismasinda hicre
yapismasini arttirdii belirlenmigtir. Divalent ve trivalent katyonlar ilave edilen
HAp’nin kimyasal yapisi ve osteoblast hicrelerinin aktivitesine olan etkisi ise
Webster ve ark. [118] tarafindan degerlendirilmistir. Mg*?, zn*?, La**, Y*3, In*3, Bi*®
iyonlari eklenen HAp malzemelerin tane boyutu, Ca/P orani ve bu malzemeler
uzerinde yapilan hucre kultiru ¢aligsmasi sonucu, +2 degerlikli iyon katkisi yapilan
HAp’in tane boyutunun arttigi, +3 degerlikli iyon katkisi yapilan HAp’in ise tane
boyutunun azaldigi belirlenmistir. Ca/P oranlarinin da stokiyometrik HAp’den daha
fazla oldugu saptanmistir. Hulcre kaltur c¢alismalarinda ise saf HAp ile
karsilastirildiginda +3 degerlikli iyon katkisi yapilan HAp'in hdcre yapismasini

destekledigi ve osteoblastik aktiviteyi arttirdigi belirlenmistir.
2.4.3. Bor katkili hidroksiapatit

Literatlre bakildiginda farkh bir¢cok iyon katkisinin HAp’nin kimyasal ve fiziksel
yapisina olan etkisinin incelendigi gorulmuastir. Bu degerlendirmelere ek olarak
son zamanlarda HAp’ye bor katkisi gindeme gelmistir. Ancak literatirde bu
konuyla ilgili olarak yapilmig calismalar sinirh sayidadir. Ayrica biyomimetik
yontemle sentezlenen bor katkili hidroksiapatitin  hdcre farklilasmasi ve
¢ogalmasina olan etkisi bilinmemektedir. Sunulan tez calismasi kapsaminda
hazirlanan bor katkili hidroksiapatit-kitosan (B-HAp/Kitosan) kompozit doku
iskelelerinde bu etki incelenmistir.
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ilk kez, bor ihtiva eden Ca apatit malzemeler, 1988 yilinda Ito A. ve ark. [119]
tarafindan sentezlenmistir. Sentezlenen apatitin formUld  Cage4(P5.73B0.27024)
(BOy)o.730larak verilmistir. Bu ¢alismaya gére Ca-B-apatit yapilarda, hem BO,

hemde BOs* grubu var olmasina ragmen BO, grubunun olmadigi belirtilmistir.

Ternane ve ark.[120] tarafindan kati hal reaksiyonu ile sentezlenen bor katkili
HAp’nin karakterizasyonu kati-hal NMR (MAS-NMR), Raman spektroskopisi ve
FTIR analizleri ile yapilmigtir. Calismalar sonucunda apatit yapisina bor
eklendiginde PO, ve OH" gruplarinin kismen borat gruplariyla yer degistirdigi ve
yeni kalsiyum borohidroksiapatit olustugu belirlenmistir. Calismada P/B orani 7.22
oldugunda bor atomlarinin apatitik kafes yapisina tamamen katildigi, bu oran 7.22-
11 arasinda oldugunda iki fazli yapinin olustugu, 7.22’den kiguk oldugunda ise Ug¢

fazli bir yapinin olustugu belirlenmistir.

Baykal ve ark. [121]bor iceren apatit malzemenin metabolizma Uzerinde ve kemik
erimesi tedavisinde alternatif bir etkisinin oldugu dusuncesiyle, 3 farkli kati hal
yontemiyle sentez gergeklestirmiglerdir. Elde edilen 3 Grinin de X i1sini saginimlari
ve FTIR spektrumlari ayni olmasina ragmen X i1sini saginimlarindaki pik siddetleri
farkh bulunmustur. Her G¢ Grandnde igerisinde CazB,O grubunun oldugu, ancak
OH" grubunun karakteristik FTIR pikleri olan 630 cm™, 3570 ve 3640 cm™ pikleri
mevcut olmadigindan, Grinlerin tamaminin Ca-B-apatit olup, Ca-B-hidroksiapatitin

yapida olmadigi sonucuna variimistir.

Gundogmaz ve Guler [122, 123] yaptiklari ¢alismada, bir borat bilesigi olan
kolemanit (2CaO. 3B,03. 5H,0) ve diamonyum fosfat (NH4),HPO,) bilesiklerinin
1200°C ve 850°C’de 6 saat isitilmasi ile olusan kati hal reaksiyonu sonucunda
elde edilen urdnlerin yapilarini incelemiglerdir. Yapilan X-isinlari mineral analizi,
Diferansiyal Termal Analiz — Termogravimetrik (DTA-TG) analiz ve SEM-EDX
analizleri ile 1200°C’de olusan urinun bor iceren HAp yapisinda oldugunu,
850°C’de olusan Urunin ise CaB,0, ve BPO,4 yapisinda oldugunu tespit
etmiglerdir. Daha sonra bu calismaya ek olarak Uretimi, ayni baslangic
maddelerini, ayni yontemle 700°C’den 1200°C’ye kadar degisen sicakliklarda 12
saat 1sitarak gergeklestirmiglerdir. Degerlendirmeler sonucu 700°C’de BPO,,
CaB,04 ve Ca(BPOs) fazlarinin, 1000°C’de Ca(BPOs) ve B-Caz(POg), fazlarinin,
1200°C’de ise yalnizca kalsiyum borohidroksiapatit yapisinin olustugunu
belirlemiglerdir. Hayakawa ve ark. [124] bor igceren hidroksiapatit sentezini islak
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¢cOktirme yontemini izleyen 700-1200°C arasi degisen sicakliklarda isi
uygulamasiyla gercgeklestirmigler ve bor katkisinin mikroyapiya olan etkisini
degerlendirmislerdir. Bor ve fosforun etrafindaki yapilar MAS-NMR spektroskopisi
ile incelenirken, elde edilen yapinin kimyasal bilesimi induktif eslesmis optik
emisyon spektroskopisi (ICP), kristal yapisi ise XRD analizleri ile belirlenmigtir.
Sonuglar, 700°C’nin Uzerindeki sicakliklarda HAp’nin B-TCP’ye termal olarak
bozunmasi induklenirken, 900°C’nin Uzerindeki sicakliklarda B-TCP olusumunun
yaninda HAp ve B(OH); arasindaki kimyasal reaksiyonu tetikleyerek bor katkili
HAppartikullerinin olusmasina neden oldugunu gostermistir. B-TCP ise 1200°C’nin
uzerinde a-TCP’ye donusmektedir. Agirlikga % 0.4 bor katkisi yapilan HAp'inCa/P
orani 1.60 olarak hesaplanmistir. MAS-NMR sonuglari bor atomlarinin HAp kafes
yapisina BOs* ve BOugruplari olarak 900°C’nin Ustiindeki sicakliklarda girdigini
gostermigtir. Barheine ve ark.[125, 126] yuksek sicaklikta kati hal reaksiyonu ile
sentezlenen bor katkili hidroksiapatitin yapisindaki dedgisiklikleri kati-hal NMR
spektroskopisi ile incelemigler ve kafes yapisina katilan borat gibi trigonal iyon
birimlerinin, iyonun farkli elektirik yUki, geometrik sekli, anyon buyukliga gibi
Ozellikleri nedeniyle degisim bdlgesinde ciddi bozulmalara neden oldugunu
belirtmiglerdir. Olusan yapinin fosfat iceriginin %30’u kadarinin kristalin HAp
yapisinda, %70’inin ise B-HAp oldugunu iddia etmigler ve “coreshell” modelini
onermislerdir. HAp kafes yapisindaki negatif yikli PO,> ve OH™ bdlgelerinde
gerceklesen anyon degisiminin, anyon degisimi gergeklesen apatit ve proteinler
arasindaki kimyasal baglarin ve elektrostatik etkilesimlerin kontroli ve ayni
zamanda bu apatitin insan vicudundaki ¢6zinUrligundn kontrolU igin oldukca
onemli oldugunu vurgulamiglardir. Ayrica, bor katkili hidroksiapatitin buyume
faktori tasiyan bir doku iskelesi olarak mevcut doku iskelelerine bir alternatif
olabilecegi fikrini savunmuslardir. Calismalarina kalsiyum karbonat CaCQOg, bor
oksit B,O3 ve kalsiyum pirofosfat Ca,P,07 bilesikleri yardimiyla bor katkili HAp
sentezini gergeklegtirerek devam etmiglerdir. Kati hal NMR analizleri borun
hidroksiapatitin yapisina girmesinden kaynaklanan reaksiyonlarin, kristal HAp
¢ekirdegini saran CaO—-P,05—B,03;—0OH sisteminde bir BCaP fazi olusturdugunu
g6stermistir. /n vitrobiyobozunma deneyleri B-HAp'in, HAp ve B-TCP’den daha
hizli  bozundugunu, biyoaktivite ¢alismalari da B-HAp’in apatit olusturma
yeteneginin arttigini gostermistir [127].
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Bolum 2.5.de galisma kapsaminda yapay vucut sivisindan bor kalsiyum fosfat
fazinin ¢okturtlmesi ve kitosan doku iskelelerinin bu apatitik faz ile kaplanmasinin

saglanmasi amaciyla kullanilan mikrodalga enerijisi ile ilgili bilgiler verilmistir.
2.5. Mikrodalga Enerjisi

Mikrodalga 1sima, tum diger elektromanyetik 1simalarda oldugu gibi, hem
elektriksel hem de manyetik olmak Uzere iki bilesenden olusur. Elektromanyetik
spektrumun radyo dalgalari ile kizil 6tesi i1sinlar arasindaki bolumunde yer alan
mikrodalgalar i1sik hizinda hareket eder. Frekanslari 0.3 ile 300 GHz arasinda,
dalga boylari ise 1 mm ile 1 m arasindadir. X-iginlarindan, UV i1ginlarindan ve kizil
Otesi isinlardan daha dusuk frekanslardaki bu enerjiden, sadece donme hareketi
yapacak sekilde etkilenen molekullerin yapisindaki kimyasal baglar kiriimaz.
Mikrodalga ile i1sitmanin saglanmasi igin endustriyel, bilimsel ve medikal alanda
kullaniimak Gzere frekanslar 0.915 ve 2.45 GHz olarak belirlenmistir. Ayrica son
yilllarda materyal dretimi icin kullanilan ve 0.9 ile 18 GHz frekanslari arasinda

calisabilen mikrodalga firinlar gelistirilmistir.

Mikrodalga firinlar temel olarak 3 bilesenden olugsmaktadir: mikrodalga kaynagi
(jenerator), iletim hatti ve aplikator. Jenaratorun drettigi  elektromanyetik
radyasyon, iletim hatti araciliiyla aplikatore ulastiriir ve bodylece malzemenin
Isinmasi saglanir. Magnetronlar hem ev tipi hem de endustriyel mikrodalga
finnlarda siklikla kullanilan etkili, glvenilir ve ucuz jeneratorlerdir. Sekil 2.6’da

magnetrona ait sematik diyagram verilmigtir [128].

Baglant: halkas Dalga kilavuzu —s Miknatis
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Sekil 2.6. Mikrodalga magnetron tlipinin (a) tstten (b) yandan gorinusu [128].
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Mikrodalga ile 1sitmada aplikatorlerin tasarimi kritik bir 6nem tasimaktadir, ¢inku
malzemenin 1sinmasi dogrudan aplikator araciligi ile gergeklesmektedir.
Tasarlanan aplikatorler tekli ya da ¢oklu tipte olabilmektedir. Her iki sistem de bazi
avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle kullanilacagi alana ve yapilacak

uygulamaya yonelik mikrodalga sec¢imi 6nemlidir [128].

Ev tipi mikrodalga firinlar su molekullerinin ¢ok iyi bir sogurucu oldugu 2.45 GHZ'lik
frekansta calisir. Bu frekansta calisan bir firinin icine koyulan ve mikrodalgayi
soguran bir maddenin molekulleri, saniyede 2.5-3 milyar kez titreserek kinetik
enerji kazanir, boylece madde isinir ve piger [129]. Mikrodalga firinlar, geleneksel
finnlardan farkli bir 1sitma prosesi ile bunu gergeklestirir. Maddeler mikrodalgaya
maruz kaldiklarinda absorplama, yansitma veya enerjiyi gegirme egilimindedirler.
Absorblama ile 1Isinma mekanizmasi dipol etkilesimler ve iyonik iletim olmak Uzere
iki sekilde gergeklesir. Dipol polarizasyonda, malzemede su molekullerinin sahip
oldugu gibi dipol momente sahip molekullerin donmesi ve kendini dis elektrik
alanla ayni hizaya getirmeye calismasi sonucu Isinma gerceklesir. Bir ¢ozelti
icideki iyonlar dipol momente sahip degildir ve yiiklii parcaciklardir. iyonlar iceren
bir ¢dzeltinin 1sinmasi yuksek frekans polarite degisiklikleri karsisinda ileri geri
hareket eden ve birbiriyle ¢arpisan iyonlar sayesinde olmaktadir [130]. Genel

olarak mikrodalgalar asagidaki 6zelliklere sahiptirler [131]:

e Proses hizi klasik metodlardan daha hizlidir,

o Kimyasal maddeleri dogrudan isitir,

o Karigimlarda segici 1sitma sadlar,

e |Isitma dogrudan ve merkezdendir, enerjielektromanyetik dalgalarla
tasindigindanortamda enerji kaybi meydana gelmez, maddede sicaklik gradienti
minimum olur,

e Mikrodalga sistemleri kolaylikla otomatize edilebilir, optimum sartlarda
geleneksel sistemlere gore enerji ve zaman tasarrufu saglar ve bunun sonucunda

enerji kaybr minimum olur.

Geleneksel 1sitma ydntemleriyle saatler hatta gunler alabilen reaksiyonlar
mikrodalga radyasyon kullanilarak ¢ok kisa bir slrede gergeklesebilmektedir.
Geleneksel 1sitma igleminde i1sitma kabin ylzeyinden baglar, enerji termal tagsinim
yoluyla aktarilir. Bu ydntemde isitma iki ortamarasindaki sicaklik farkinin yani sira
tencerenin yapildigi malzemenin iletkenlik 6zelliklerine debagdli oldugu igin yavastir
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ve etkin degildir. Mikrodalga ile 1sitmada ise eneriji kintetik olarak aktarildigindan,
super 1sinma bolgeleri meydana gelmektedir. Bu sayede daha hizli ve homojen bir
Isinma saglanir [131]. Sekil 2.7’de geleneksel 1sitma ile mikrodalga ile isitmanin

farki sematik olarak gdsterilmektedir.
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Sekil 2.7. Geleneksel isitma ve mikrodalga ile 1sitma.

Mikrodalgalar gida, metalurji, biyomedikal uygulamalar ve kimya gibi bircok alanda
yaygin kullanima sahiptir. Mikrodalgalarin seramik ve polimer Uretimlerinde
kullanimlari ise oldukga dikkat cekmektedir. Uretimlerinde yiiksek sicakliklara
intiyag duyan ancak 1si iletim kapasiteleri oldukga dusik olan seramiklerin
sinterlenmesi, seramiklerden kimyasallarin ve polimerlerin uzaklastiriimasi igin

mikrodalgalarin avantajlarindan yararlaniimaktadir [128].

Grubumuzda yapilan ¢alismalarla, mikrodalga i1simasinin doku muhendisligi
alanina yonelik cesitli uygulamalari gergeklestiriimistir. Doku iskelesi fabrikasyon
yontemlerine bir alternatif olarak, gaz kdpuklestirme ile mikrodalga 1sima bir araya
getirilerek kemik doku muhendisliginde kullanima uygun super go6zenekli
hidrojeller Uretilmistir [132]. Diger bir calismada ise, mikrodalga guclnin ve
uygulama slresinin 10xSBF’den elde edilen hidroksiapatit yapisi Uzerine etkisi
incelenerek kemik benzeri hidroksiapatit Uretiminin gerceklestigi  kosullar
belirlenmis ve kitosan hidrojel doku iskelelerinin hizli ve etkin bir sekilde HAp ile
kaplanmasi saglanmistir [133]. Literatlre ek olarak, mikrodalga etkinliginin
gosterildigi bu calismalar 1siginda, sunulan tez c¢alismasinda bor katkili
hidroksiapatitin Uretilmesi ve kitosan doku iskelelerinin bu malzemeyle kaplanmasi

gergeklestirilmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez galismasi kapsaminda, farkli miktarlarda borik asit (H3BO3) ilave
edilerek hazirlanmis olan yapay vucut sivisindan (SBF), mikrodalga yardimiyla bor
katkil hidroksiapatit (B-HAp) sentezi gerceklestiriimis ve ardindan sentezlenen bu
yapinin karakterizasyonu yapilmistir. Calismanin ikinci asamasinda dondurarak-
kurutma yontemiyle hazirlanan kitosan doku iskeleleri birinci asamada elde edilen
bor katkili hidroksiapatit ile kaplanarak kompozit doku iskeleleri elde edilmistir.
Ayrica borik asit icermeyen hidroksiapatit de ayni yontemle Uretilmis ve borun
etkisini belirleyebilmek igin butun deneyler karsilastirmali olarak yuarutulmagtar.
Karakterizasyonu tamamlanan doku iskelelerinin osteokondiktif ve osteojenik
kapasitelerinin degerlendiriimesi igin, MC3T3-E1 fare preosteoblast hicreleri ile
kaltar galismalari yuratilmuas ve in vitro kemik doku olusumuna yodnelik sonuglar
elde edilmistir. Bu bolumde yukarida belirtilen tUm deneysel ¢alismalar hakkinda

bilgiler verilmigtir.
3.1.Kullanilan Malzemeler

Kitosan doku iskelesi Uretiminde kullanilan %75-85 deasetilasyon derecesine
sahip orta molekul agirlikli kitosan Sigma-Aldrich (Almanya), kitosanin ¢dzicisu
olan asetik asit ise Riedel de Haen (A.B.D.) firmasindan satin alinmistir. iskelelerin
su igeriginin saptanmasinda kullanilan fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS, pH=7.4)

Sigma (Almanya) firmasindan alinan tabletler ile hazirlanmistir.

Yapay vucut sivisi (SBF) hazirlanmasinda kullanilan tuzlardan sodyum klortr
(NaCl), potasyum klorur (KCI), kalsiyum klorur dihidrat (CaCl, 2H,0), magnezyum
klorir hekzahidrat (MgCl,.6H,0) ve sodyum dihidrojen fosfat monohidrat
(NaH,PO4H,0) Merck (Almanya) firmasindan, borik asit (H3BO3) BDH Chemicals
Ltd (ingiltere) firmasindan, sodyum hidroksit (NaOH) ve sodyum bikarbonat ise
(NaHCO3) Merck (Almanya) firmasindan  satin alinmistir.  Uretilen
hidroksiapatitlerin yikanmasi ve doku iskelelerinin stabilizasyonu igin kullanilan

etanol (%96) Colony Sugar Mills (Pakistan) firmasindan temin edilmistir.

Hicre kultir calismalarinda kullanilan MC3T3-E1 hicre hatti Riken hicre
bankasindan (Tsukuba, Japonya) temin edilmistir. Hlcrelerin gogaltiimasi ve
kalturinde kullanilan Minimum Essential Medium Alpha Modification (a-MEM) ve

fetal sigir serumu (FBS) Lonza (isvigre) firmasindan, Dulbecco fosfat tampon
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cOzeltisi (DPBS) ve Tripsin/EDTA (%0.01 tripsin/10 mM EDTA) ¢Ozeltisi Hyclone
(A.B.D) firmasindan, penisilin-streptomisin Biological Industries (israil), B-gliserol
fosfat ve askorbik asit ise Sigma (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Hicre
canhliginin takibinde kullanilan 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difenilterazolyum bromur
(MTT) Sigma-Aldrich (Almanya), izopropanol Aklar Kimya (Turkiye), HCI (%37) ise
Merck (Almanya) firmasindan satin alinmigtir. Hicrelerin fiksasyonunda kullanilan
gluteraldehit ve SEM analizi i¢in 6érnek hazirlamada kullanilan hekzametildisilazan,
Sigma (Almanya) firmasindan satin alinmigtir. Alkalen fosfataz (ALP) aktivitesinin
Olcimunde kullanilan Triton X-100 Sigma (Almanya), 2-amino 2-metil-1,3-propanol
Aldrich (Almanya), magnezyum Kklorir hekzahidrat (MgCl,.6H,O) ve sodyum
hidroksit (NaOH) ise Merck (Almanya) firmalarindan temin edilmistir. Hlcrelerden
RNA izolasyonunda kullanilan Trizol ise Invitrogen (A.B.D) firmasindan satin
alinmigtir. Hucre morfolojilerini gdstermek amaciyla kullanilan DAPIve Alexa Fluor

488 Phalloidin konjuge F-aktin antikoru Invitrogen (A.B.D) firmasindan alinmigtir.

3.2.Biyomimetik Yontemle Bor Katkih Hidroksiapatit Uretimi ve

Karakterizasyonu
3.2.1. Bor katkili hidroksiapatit uretimi

Biyomimetik yontemle hidroksiapatit (HAp) ve bor katkili hidroksiapatitin (B-HAp)
uretiimesi amaciyla Mavis ve ark. [10] tarafindan hazirlanan 10xSBF secilmistir.
10xSBF insan kan plazmasindaki kalsiyum ve fosfat iyon derisimlerinin 10 katina
sahiptir ve boylece Ca/P c¢ekirdeklenmesi daha hizli gergeklesmektedir. 10xSBF
hazirlanirken Tag ve Bhaduri[9] tarafindan hazirlanan kalsiyum fosfat ¢ozeltisi
temel alinmig, ancak kaplamanin daha hizli olmasi ve istenmeyen kristallerin
olusmasinin engellenmesi amaciyla regetede bazi degisiklikler yapilmistir. Cizelge
3.1.’de calisma kapsaminda hazirlanan 10xSBF c¢ozelti recetesi verilmistir.
Sirasiyla ilk bes tuz 800 mL ultra saf su iginde ¢dzulmus ve daha sonra hacim ultra
saf su ile 1000 mL’ye tamamlanmigtir. Pyrex balon joje icerisinde hazirlanan bu

stok ¢ozelti coktlirme dncesine kadar oda sicakliginda ya da +4°C’de saklanabilir.
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Cizelge 3.1. 10xSBF ¢ozelti regetesi (Toplam hacim 1 L).

Bilesenler EklemeSirasi Miktar(g) Derigsim(mM)
NaCl 1 58.443 1000.00

KCI 2 0.373 5.00
CaCl,.2H,0 3 3.675 25.00
MgCl,.6H,0 4 1.016 5.00
NaH2PO4.H20 5 0.250 3.62
*NaHCO3 6 0.084 10.00

*100 mL SBF igin.

Tez kapsaminda yapilan calismalarda bor katkisinin daha iyi yapilabilmesi
amaciyla Cizelge 3.1°’de verilen 10xSBF’nin yanisira Tas ve Bhaduri [9] tarafindan
hazirlanan SBF ile dedenemeler yapilmigtir. Cizelge 3.2.’de Tas ve Bhaduri-
SBF’nin recgetesi verilmistir. Tas ve Bhaduri-SBF hazirlanirken tuzlar 1900 mL
distile su iginde sirasiyla ¢6zilmis ve daha sonra Uzeri distile su ile 2000 mL’'ye

tamamlanarak stok ¢ozelti hazirlanmigtir.

Cizelge 3.2. Tag ve Bhaduri-SBF recetesi (Toplam hacim 2L).

Bilesenler EklemeSirasi Miktar(g) Derisim(mM)
NacCl 1 116.8860 1000.00

KCI 2 0.7456 5.00
CaCl,.2H,0 3 7.3508 25.00
MgCl,.6H,0 4 2.0330 5.00
NaH,PO, 5 2.3996 10.00
*NaHCO3 6 0.168 10.00

*200 mL SBF igin.

Cokturme 6ncesi 10xSBF stok ¢ozeltiden 100 mL ve Tas SBF stok ¢ozeltiden 200
mL cam beher igine alinarak konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde NaHCO3;
eklenmigtir. SBF igindeki iyonlarin aktiflestiriimesi icin mikrodalga enerjisinden
yararlanilmistir. Calismalarda kullanilan mikrodalga firin (Milestone, italya) ¢oklu
tipte aplikatore sahip olup, her noktaya esit mikrodalga uygulamasi saglamaktadir.
Yapilan sentez islemlerinin sematik gésterimi Sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. HAp ve B-HAp Uretiminin sematik gosterimi.

Tez kapsaminda yapay vucut sivisindan ¢okturtlen kemik benzeri hidroksiapatite
bor katkisinin saglanabilmesi icin SBF recetesinde bazi degisiklikler yapiimigtir.
Cizelge 3.3’te, uygulanan mikrodalga gucu, suUresi ve tekrar sayisi gibi
degiskenlerin yani sira farkli borik asit ilavelerinin ardindan uygun ¢okelme pH‘inin
(6.5-7.4) saglanabilmesi igin ilave edilmesi gerekli NaOH ve NaHCO3; miktarlarinin

belirlenebilmesi igin yapilan denemelerin kosullari verilmistir.

Biyomimetik yontemle hidroksiapatit Uretiminde SBF pH'inin ¢okelme pH
araliginda olmasi ¢ok énemlidir. Aksi taktirde ¢okelme gerceklesmez. Calismalar
sirasinda borik asit, sodyum bikarbonat ve NaOH miktarlari bu dengenin
bozulmamasina dikkat edilerek eklenmis ve her asamada ¢ozeltinin pH'I (NeoMet,

ISTEK, Kore) 8lguimustir.

Mikrodalga yardimi ile ¢okelme islemi sonrasinda istenmeyen fazlarin
uzaklastirilmasi amaciyla ornekler 3 defa etanol ve 2 defa distile su ile her
defasinda 5 dk 6,000 rpm’de santrifUjlenerek yikanmis ve 37°C sicaklikta

kurumalari saglanmistir.
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Cizelge 3.3. Mikrodalga destekli B-HAp ve HAp uretim kosullari.

Kullanilan Kullanilan Kullanilan .

HsBOs NaOH (10 M) NaHCO; 8\‘/')9 Siire(s) ::;:;r g;'F'a“"a“
Miktann (mg)*  miktari (uL) miktan (g)

5 - 0.0840* 600 30 9 10xSBF
10 - 0.0840* 600 30 9 10xSBF
10 - 0.0840* 600 30 15 10xSBF
10 - 0.0840* 1200 15 9 10xSBF
10 - 0.0840* 1200 15 15 10xSBF
10 900 0.0840* 600 30 9 10xSBF
10 - 0.1680** 600 30 9 Tas SBF
10 - 0.1680** 600 30 15 Tas SBF
17 - 0.0940* - - - 10xSBF
17 - 0.1040* 600 30 9 10xSBF
17 - 0.0840* - - - 10xSBF
- - 0.0840* 600 30 9 10xSBF
- - 0.0840* 600 30 15 10xSBF
- - 0.1680** 600 30 9 Tas SBF
- - 0.1680** 600 30 15 Tas SBF

*100 mL SBF igin. **200mL SBF igin.

3.2.2. Bor katkili hidroksiapatitin karakterizasyonu

3.2.2.1. Enduktif eslesmis plazma optik emisyon spektrometresi (ICP-OES)

analizi

Uretilen B-HAp'nin yapisindaki Ca, P, B ve HAp'nin yapisindaki Ca, P oranlari
ICP-OES (Perkin Elmer Optima 4300DV) analizi ile belirlenmistir. Ayrica ICP-OES
sonuglarindan elde edilen agirikga % bor miktarlarindan, her bir doku
iskelesindeki hidroksiapatit kaplamalardaki, dolayisiyla doku iskelelerindeki

ortalama bor miktarlari hesaplanmistir.

3.2.2.2. Taramah elektron mikroskobu (SEM) ve enerji dagitici X-igini

spektrometresi (EDX) analizi

Uretilen toz seklindeki B-HAp ve HAp yapilarinin morfolojilerinin belirlenmesi
amacilyla SEM (FEl, Nova Nanosem 430) gérintileri alinmistir. iletkenlik
kazandirmak amaciyla 6rnekler goruntileme oncesi altin-paladyum tabakasi ile
kaplanmigtir. Y1gin halindeki HAp ve B-HAp’nin Ca/P orani ise 6rnekler karbon
kaplandiktan sonra ayni cihazda (XFlash 3001 SDD-EDS dedektéri kullanilarak)

yapilan EDX analizi ile belirlenmistir.
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3.2.2.3. Elementel analiz

Uretilen B-HAp ve HAp’nin yapisina katilmis olankarbonat (COs?) miktarinin
belirlenmesi igcin elementel analiz cihazi (LECO, CHNS-932) kullaniimigtir. Yapi

2 arasindaki

icerisinde bulunan C miktarinin belirlenmesinin ardindan C ile CO3
stokiyometrik iligki kullanilarak, B-HAp ve HAp yapilarindaki karbonat miktari

hesaplanmigtir.
3.2.2.4. Raman spektroskopisi

Uretilen B-HAp ve HAp’nin molekul yapisi titresimsel spektroskopinin bir tiir(i olan
Raman spektroskopisi analizi ile belirlenmistir. Yapiladaki PO, ve OH gruplarinin
varligi 1064 nm Nd-YAG lazere sahip Bruker FRA 106/S RAMANSCORPE Il cihazi

ile 532 nm’de gerceklestirilen analizlerle gosterilmigtir.
3.2.2.5. X 1sini kinnnimi (XRD) analizi

B-HAp ve HAp yapilarinin faz 6zelliklerini incelemek ve karsilastirma yapmak
amaciyla XRD (PANanalytical X’Pert Pro MPD, 45 kv-40 mA Cu source) cihazi
kullaniimigtir. Ornekler icin 20-80° (28) arasinda, 0.026°’lik adimlarla (adim basina

99.45 s slire) tarama yapilarak sonugclar elde edilmistir.
3.2.2.6. Fourier donusumlii kizilotesi spektroskopisi (ATR-FTIR) analizi

B-HAp ve HAp &rneklerinin kimyasal yapilari ve yapida bulunan OH’, CO3? ve
PO, fonksiyonel gruplarin varliklari 400 — 4000 cm™ dalga boyu araliginda alinan
ATR-FTIR (Thermo Scientific Nicolet iS10, ABD) spektrumlari ile gosterilmistir.

3.2.2.7. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) analizi

Uretilen B-HAp ve HAp’nin mikroyapisal karakterizasyonu ve kristal yapilari TEM
(FEI, Tecnai G2 F30) gorintuleri ile belirlenmistir.

3.2.2.8. Uretim verimi

Farkli kosullarda uretilen B-HAp ve HAp 6rneklerin her biri igin, 100 mL SBF’'den
¢Oktirme ile elde edilen miktarlar ylkama ve kurutma iglemlerinden sonra
elektronik hassas terazi (Precisa 205 A SCS; + 0.0001 duyarlilik, isvigre) ile

tartilmis ve uretim verimleri belirlenmigtir.
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3.3. Kompozit Doku iskelerinin Uretilmesi ve Karakterizasyonu

Dondurarak-kurutma yontemi ile hazirlanan kitosan doku iskeleleri [134] Uzerine
bor katkili hidroksiapatit kaplama yapilmis ve karsilastirma yapmak amaciyla ayni
kosullarda hidroksiapatit kaplama da yapilarak iki tur kompozit iskele elde
edilmistir. Calismada 3 farkli doku iskelesi hazirlanmistir. Bunlar i) kitosan ii)
HAp/kitosan ve iii) B-HAp/kitosan olup asagida Uretimleri hakkinda ayrintili bilgi

verilmistir.
3.3.1. Kitosan, B-HAp/kitosan ve HAp/kitosan doku iskelelerinin tretimi

Oncelikle 0.2 M asetik asit igeren distile su kullanilarak %2’lik (w/v) kitosan (%75-
85 deasetilasyon derecesi, Sigma-Aldrich) ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Elde edilen
cOzelti, safsizliklarindan arindirilmak Gzere filtreden gecirilmis ve 24-gozli Petri
kaplarina (isvicre) dékiilerek -20°C’de dondurulmustur. Bu asamadan sonra
kitosan doku iskeleleri, liyofilizator (Christ, Almanya) kullanilarak-80°C’de
“‘dondurarak-kurutma” islemine tabi tutulmustur. Bu yontemde iskeleler igerisindeki
buz kristalleri liyofilize edildiginden, i¢sel baglantilara sahip gézenekli bir yapi elde
edilmigtir. Elde edilen kitosan doku iskelelerinin stabilizasyonu igin iskeleler, %
96’lik (v/v) etanol ¢ozeltisi icerisinde 1 gun, %70’lik (v/v) etanol ¢ozeltisi icerisinde

ise 1 saat bekletilmigtir.

Hidroksiapatit iceren kompozit doku iskelelerinin hazirlanmasi igin ise 10xSBF ve
bor katkili 10xSBF (B-SBF) hazirlanmis ve kitosan doku iskelelerinin kaplanmasi
mikrodalga yardimiyla saglanmistir. ilk olarak ¢oktlirme 6ncesi iskeleler 2 mm x 9
mm boyutlarinda kesilmis ve segilen SBF’nin stok c¢ozeltisi igerisinde vakum
etlvinde (Thermo Scientific, Lindberg Blue, ABD) ¢oktlrilmustir. Daha sonra
kaplamalar NaHCOg ilave edilmis 100 mL SBF igerisinde 7 iskele/100 mL SBF
olacak sekilde gerceklestiriimistir. Sekil 3.2’de dondurarak kurutma yontemi ile
hazirlanan kitosan doku iskelelerinin mikrodalga yardimiyla B-HAp ve HAp ile

kaplama islemi sematik olarak gosterilmigtir.
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Kitosan doku iskeleleri
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Sekil 3.2. Doku iskelelerinin mikrodalga firinda B-HAp ve HAp ile kaplama
islemlerinin sematik gosterimi.

B-HAp/kitosan ve HAp/kitosan doku iskelelerinin kaplanmasi i¢in uygun kosullar B-
HAp ve HAp fazlarinin karakterizasyonu sonrasinda belirlenmistir. Kaplama igin
belirlenen kosullar Bolim 4.1’de detayli olarak acgiklanacaktir. Hazirlanan iki tur
SBF ile yapilan kaplamada da ayni kosullarda mikrodalga uygulamasi yapilmigtir.
istenilen 6zellikte hidroksiapatit kaplama yapilabilmesi igin en uygun degerler 600
W ve 30sx9 tekrar olarak belirlenmistir. Bu kosullarda yapilan kaplamalarin SEM
analizi sonugclari degerlendirildiginde, bir defa kaplama yapildiginda kitosan
yuzeyinde hidroksiapatit c¢ekirdekleri olustugu, ancak yeterli bir kaplamanin
olmadidi gorilmustir. Bu nedenle karakterizasyon calismalarina 4 defa kaplama
yapilan oOrnekler Uzerinden devam edilmistir. Her bir kaplama sonrasinda
istenmeyen fazlar 2 dk distile su ile yikanarak uzaklastiriimis ve tekrar SBF
ortamina alinarak diger kaplamaya gecilmistir. Son kaplamanin ardindan 30 dk
distile su, 30 dk etanol ve tekrar 30 dk distile su ile yikama yapilarak tum doku

iskeleleri -20°C’de dondurulmus ve liyofilizatorde kurutulmustur.

3.3.2. B-HAp/kitosan ve HAp/kitosan kompozit doku iskelelerinin

karakterizasyonu

Tez calismasi kapsaminda Uretilen kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku

iskelelerin kimyasal ve fiziksel analizleri asadidaki yontemlerle gerceklestirilmigtir.
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3.3.2.1. Fourier donusumliu kizilétesi spektroskopisi (ATR-FTIR) analizi

Kitosan ve HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku iskelelerinde kitosana ait amid 1 ve
2 ile hidroksiapatite ait OH", CO3? ve PO, fonksiyonel gruplarin varliklari 400—
4000 cm™ dalga boyu araliginda ATR-FTIR (Thermo Scientific Nicolet iS10, ABD)

ile gosterilmistir.
3.3.2.2. Xigin1 kirinimi (XRD) analizi

Kitosan ve HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku iskelelerinin yar kristalin yapiya
sahip kitosan ve kemik benzeri HAp yapilari XRD (PANanalytical X’Pert Pro MPD,
45 kv-40 mA Cu source) ile incelenmistir. Sonuglar 5-80° (20) arasinda, 0.039lik

adimlarla (adim basina 46.41 s sure) tarama yapilarak elde edilmigtir.

3.3.2.3. Taramali elektron mikroskobu (SEM) ve enerji dagitici X-igini

spektrometresi (EDX) analizi

Hazirlanan doku iskelelerinin yluzey ve kesit morfolojileri (Zeiss Evo-50, Almanya)
taramali elektron mikroskobu ile incelenmistir. Ornekler altin-paladyum ile
kaplandiktan sonra incelemeye alinmistir. Kompozit iskelelerdeki HAp ve B-HAp
kaplamanin Ca/P orani ise 6rnekler karbon kaplandiktan sonra ayni cihazda
(XFlash 3001 SDD-EDS dedektoru kullanilarak) yapilan EDX analizi ile

belirlenmistir.
3.3.2.4. Sisme deneyleri

Uretilen doku iskelelerinin sisme oranlarini belirlemek amaciyla drnekler 37°C’de
fosfat tampon c¢ozeltisine (PBS, pH=7.4) konulmustur. Daha sonra sismesi
tamamlanan 6rnekler PBS igerisinden alinarak Uzerlerindeki fazla ¢ozelti sizgeg
kagidi ile wuzaklastirlmigtir. Sisme oranlari gravimetrik olarak Esitlik 3.1

kullanilarak kuru temelde belirlenmigtir:

Sisme orani = (W — W,)/W, (3.1)
Esitlikteki W,, kitosan iskelenin kuru agirigini, W ise yas agirligini gostermektedir.
3.3.2.5. Gozenekliligin belirlenmesi

Hazirlanan kitosan doku iskelelerinin % goézenekliligi gravimetrik olarak belirlenmis
[135] ve Esitlik 3.2 kullanilarak hesaplanmigtir:
Gozeneklilik (%) =1 - [pdoku iskebsi/pgemek] x100 (3.2)
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Verilen esitlikte pgoku iskelesi: doku iskelesininagirhginin hacmine boélinmesi ile elde
edilen yogunlugunu, pgergek(0.509/cm3) ise doku iskelesinin yapildigi malzemenin

yogunlugunugostermektedir.
3.4. Hiucre Kiulturu Caligmalari
3.4.1. L929 fibroblast huicre hatti ile yapilan sitotoksisite ¢alismalari

Farkli bor konsantrasyonlarinin hucreler uUzerindeki etkisinin degerlendiriimesi
amaciyla sitotoksisite testi 1ISO 10993/EN 30993 standartlarina uygun olarak
gerceklestirilmistir[136]. ilk asamada ikilenme siiresi (tg) 32 sa, 6zgiil ireme hizi
0.022 sa™ olanve HUKUK hiicre bankasindan alinan L929 fare fibroblast hiicreleri
MTT analizi igin 24-g6zlu kultar kaplarina, morfolojik gézlem igin ise 6-g6zIUu kaltur
kaplarina, 1x10°hiicre/mL konsantrasyonda ekilmistir. Hiicreler %10 FBS ve %1
penisilin icerenDulbecco’'s Modified Eagle Medium (DMEM) ortaminda 24 sa
inkibe edildikten sonra, belirlenen miktarlardaki bor cozeltisi kultar kaplarina
eklenmigtir. Bu amagla otoklavlanmis saf su igerisinde borik asit ¢ozeltisi
hazirlanmis ve NaOH kullanilarak pH 7.4’e ayarlanmistir. Daha sonra hazirlanan
cOzelti 0.22 uym’lik filtreden gecirilerek sterillenmistir. Gerekli seyreltmeler yapilarak
hacreler farkli konsantrasyonlardaki (9-300 ug/mL) bor ¢odzeltisi ile muamele

edilmistir. Hucre canlihdi 3 gin boyunca MTT analizi ile takip edilmigtir.

MTT analizinin yaninda, hicreler morfolojik gbézlem amaciyla kristal viyole ile
boyanmistir. Bu amacgla oncelikle kultir kabinda bulunan besi ortami
uzaklastirilmis ve PBS ile yikama islemi gergeklestiriimistir. Daha sonra 1:1 (v/v)
oraninda aseton/metanol karisimi ile, 4°C’de 20 dk fiksasyon islemi yapiimigtir.
Fiksasyon isleminden sonra %20’lik metanol ¢o6zeltisinde hazirlanan %0.5’lik
kristal viyole ¢dzeltisi hicrelerin Uzerine konulmus ve 30 dk bekletilmistir. Son
olarak boyanan yulzeyler akan suyun altinda ylkanmis ve mikroskop altinda
morfolojik gdzlem gergeklestirilmigtir.

3.4.2. Hucrelerin doku iskelelerine ekilmesi

Karakterizasyonlari tamamlanan doku iskelelerinin kemik doku muhendisligindeki
kullanim potansiyellerini arastirmak amaciyla hicre kualtira c¢aligmalari
gerceklestiriimistir. Bu amagla yapilan in vitro c¢aligmalarda MC3T3-E1l

preosteoblastik hicre hatti kullaniimistir. MC3T3-E1 preosteoblastik htcreler

yluzeye bagimli hicreler olup fare kafatasindan elde edilmistir. Hicreler 6nce
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flasklarda c¢ogaltiimig, kultar ortami olarak %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin

iceren a-MEM besi ortami kullaniimigtir.

Hucre kulturd galismalarinda 15. pasajdaki hucreler kullaniimig ve kitosan,
HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan olmak tizere 3 farkl grup olusturulmustur. Oncelikle
24-gozlu polistiren hicre kualtur kaplarinin (TCPS, Orange Scientific, Belgika)
yuzeyi Parafilm ile kaplanmigtir. Boylece TCPS yuzeyler hidrofobik hale getirilerek,
hicrelerin doku iskelesinden kultur kabinin yluzeyine go¢ etmeleri engellenmistir.
Parafilmler oncelikle %70’lik etanolde bekletiimis, daha sonra 24-g6zIG kaltur
kaplarina vyerlestiriimis ve 30 dkUV’ye maruz birakilarak sterilizasyon iglemi
gerceklestiriimistir. Etanolun ortamdan uzaklagsmasini saglamak icin U¢ defa steril
PBS ile yikama yapilmigtir. Daha sonra doku iskeleleri %70’lik etanol igerisinde
vakum etuvunde ¢okturulmus ve 2 sa sonunda kultir kaplarina yerlegtirilerek 45
dkUV’ye maruz birakilmis vebdylece sterilizasyon iglemi tamamlanmigtir. Doku
iskeleleri, yapidaki etanoll uzaklastirmak amaciyla steril PBS ile yikanmis ve %10
FBS, %1 penisilin-streptomisin iceren a-MEM ortami icerisine alinmistir. Doku
iskelelerinin serum proteinleri ile etkilesmeleri i¢cin 24 sa beklenmis ve hucre
ekimine gegcilmistir. Hiicreler, 30 plLbesi ortami icerisinde, 1x10° hiicre/mL hiicre
yogunlugu olacak sekilde doku iskelelerine ekilmistir. Kulture edilen hicreler, %95
nem ve %5CO; iceren inkibatérde (Heraus Instruments, Almanya) tutulmustur.
Hucre ekiminden 24 sasonra doku iskelelerinin Uzerinde bulunan ortam c¢ekilmis
ve yerine 10 mM B-gliserol fosfat ve 50 pg/mLaskorbik asit iceren osteojenik
farkhlasma ortami konulmustur. Kultir sdresi boyunca huUcrelerin igerisinde
bulundugu ortam 2-3 glinde bir yari yariya degistirilerek tazelenmistir. Steril ortam
gerektiren tum islemler laminer akis kabininde (Bioair, Type Il Laminer Akis Kabini,

italya) gerceklestiriimistir.
3.4.3. MTT analizi

Doku iskeleleri Uzerindeki MC3T3-E1 hdcrelerinin canlihdr ve mitokondriyal
aktiviteleri MTT tuzunun mitokondriyal enzimler tarafindan formazan kristallerine
indirgemesi prensibine dayanan analiz ile belirlenmistir. Sari renkli MTT ¢ozeltisi
hicre mitokondrisinde, mitokondriyal dehidrogenaz enzimi ile mor renkli formazan
kristallerine dénusturtlmektedir. Buna bagli olarak olusan formazan kristallerinin
yogunlugu, ortamda bulunan hucrelerin canliigi ve hucresel aktivitesi hakkinda

bilgi vermektedir.
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Bu amagla kdltarin 1, 3, 5, 7, 9, 14 ve 21. gunlerinde doku iskeleleri tzerindeki
kultar ortami uzaklastiriimis ve her bir gdéze 600 pL serumsuz besi ortami ve 60 yL
MTT c¢ozeltisi (2.5 mg/mL PBS) eklenmistir. Daha sonra 37°C’de 3 sa boyunca
inkibasyon gergeklestiriimis ve doku iskeleleri Uzerindeki ortam tekrar ¢ekilerek
her bir goze 400 yL 0.04 M HCI igceren izopropanol ¢ozeltisi eklenmistir. Bdylece
formazan kristallerinin ¢gdézinmesi saglanmis ve elde edilen g¢ozeltiden 200 pL
alinarak, 96-g6zIu kalttr kaplarinda, 570 nm’de spektrofotometrik (Asys UVM 340,

Avusturya) olarak olgim yapilmis ve ¢ozeltilerin optik yogunluklari belirlenmigtir.
3.4.4. Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi

Hucrelerin doku iskelelerindeki morfolojilerini ve htcre-doku iskelesi, hucre-hicre
etkilesimlerini belirlemek igin, kiltartin 4., 7. ve 14. glnlerinde, SEM (ZeissEvo 50,
Almanya) gorintileri ahinmistir. Orneklerin  hazirlanmasi icin dncelikle doku
iskeleleri Uzerindeki kultir ortami uzaklastiriimis ve iskeleler iki kez PBS (pH=7.4)
ile yikanmistir. Daha sonra doku iskeleleri % 2.5’luk (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi ile
30 dk boyunca muamele edilmis ve bdylece hucrelerin fiksasyon iglemi
gerceklestirilmistir. Ornekler analize kadar PBS icerisinde 4°C’de saklanmistir.
SEM analizinden dnce, doku iskeleleri PBS ile yikanmis ve iskeleler sirasiyla %30,
%50, %70, %90 ve %100’luk (v/v) etanol c¢ozeltilerinde 2’ser dk bekletilerek
dehidrasyon islemi gerceklestirilmistir. iskeleler daha sonra hekzametildisilazan
(HMDS) icerisinde 5 dk bekletilmistir. Oda sicakliginda kurutulan 6rnekler, altin-

paladyum ile kaplanmis ve SEM goruntileri alinmistir.
3.4.5. immunohistokimyasal boyama

Belirlenen hucre kultar sureleri sonunda kultur ortamindan alinan doku iskeleleri iki
kez PBS ile yikandiktan sonra %4 paraformaldehit (Sigma-Aldrich) icerisinde 1
saat fikse edilmigtir. Fiksasyon sonunda érnekler %30’luk sukroz ¢dzeltisi igerisine
alinarak 1 gece +4°C’de bekletilmistir. Ertesi gin sukroz g¢ozeltisinden gikartilan
ornekler kryostatta kesilebilmesi icin dondurma ortami (Leica, Almanya) ile
kaplanarak sivi azot icerisinde 5 dk boyunca dondurulmustur. Sivi azot icerisinden
cikarilan ornekler -80°C’ye kaldiriimistir. Daha o©nceden -20°C’ye getirilmis
kroyostat (-20°C, Leica cryostat, CM3050S) ile 5-8 ym kalinliginda kesitler

alinmistir. Boyama yapilincaya kadar kesitler -80°C’de saklanmistir.

50



Hucre iskeletinin incelenmesi amaciyla aktin filamentleri immunfloresan olarak
isaretlenmistir. -80°C’den c¢ikarilan o6rnekler oda sicakliginda 15 dk boyunca
kurumalari igin birakilmistir. Kesit kenarlari sivi tutucu 6zellikteki PapPen (Daido
Sangyo Co.Ltd, Japonya)kalem ile sinirlandirilarak ornekler 3 kez PBS ile
yikanmistir. Yikamadan sonra % 0.1 Triton X-100 (PBS igerisinde) ile 10 dk
muamele sonucunda hucre membran gegirgenligi arttirlmigtir. Ardindan hucreler
%1 sigir serum albimin igceren PBS (PBS/A) c¢ozeltisi igerisinde hazirlanmis
AlexaFluor 488 phalloidin konjuge F-aktin antikoru %1’lik (v/v) ve 1/1000 oraninda
DAPI ile 30 dk oda sicakliyinda karanlikta inkiibe edilmistir. islemi takiben 3 kez
PBS/A ile yikama yapilmigtir ve floresan mikroskobu (Olympus IX71, A.B.D)

kullanilarak goruntilenmistir.
3.4.6. RT-PCR analizleri

Hucrelerin osteojenik farklilagsmasini gen ekspresyonu duzeyinde belirlemek icin
RunX2, ALP, KOL-I, osteokalsin ve osteopontin ekspresyon seviyeleri gergek

zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile belirlenmisgtir.

Kaltarin 7, 14 ve 21. gunlerinde doku iskeleleri —80°C’ye kaldirilmistir. RNA
izolasyonu gergeklestirilecegi zaman ornekler Eppendorf tipune alinmig, her bir
ornegin uzerine 1000 pL Trizol eklenerek 25-30 s vortekslenmis ve ornekler 2 sa
4°C’de bekletilmistir. Daha sonra drneklerin tzerlerine 200 pL kloroform eklenmis,
calkalanmis ve oda sicakhiginda 2-3 dkinkibe edilmistir. Sonrasinda, 6rnekler
4°C’de 10 dk 12,000 g'de santrifijlenmis ve sivi faz yeni bir Eppendorf tipe
aktanimigtir. Kloroform basamagi proteinden ve fenolden kaynaklanan kirliligi
Oonlemek amaciyla 2 kez tekrarlanmistir. Daha sonra sivi faza 400 uLizopropanol
eklenmis ve hafifge vortekslendikten sonra 45 dk -20°C’de inklbe edilmigtir.
inkiibasyon sonrasinda, 6rnekler 4°C’de 10 dk boyunca 12,000 g'de
santrifijlenmis, supernatan atiimis ve pellet 1 mL %75’lik etanol ile yikanmig ve
hafifce vortekslenmistir. Ornekler tekrar 4°C'de 5 dk boyunca 7,500 g'de
santrifijlendikten sonra supernatan atilmis ve pelletler havada kurutulmustur. Her
bir pelletin Gzerine 30-35 uLRNase-free su eklenmis ve 55-60°C su banyosunda
15 dk bekletiimistir. Son olarak 6Ornekler analiz yapilana kadar -80°C’de

saklanmistir.
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RT-PCR analizi, Applied Biosystems Kit cDNA (ABD), SolisBioDyne 5 Hot
FirePol® EvaGreen®qPCRMix Plus (Estonya) kitleri ile
LightCycler®Nanolnstrument (Roche, Almanya) cihazinda yapilmistir. cDNA
sentezi reverse transkripsiyon ile 40°C’de 120 dk’da gercgeklestiriimistir. Ardindan,
PCR analizi, aktivasyon basamagi 95°C’de 15 dk’da, uzatma basamagi 95°C’'de
15 s, 60°C’de 20s, 72°C’de 20 s ve ayrilma basamagi 60°C’de 4s ve 95°C’de 20 s

olmak Uzere 45 dongude gerceklestiriimistir.

“Housekeeping gen” olarak kullanilan B-aktin, Run X2, KOL-I, osteokalsin ve
osteopontin genlerinin primer dizileri (Motek, Turkiye) Cizelge 3.4’te verilmigtir.
Yapilan analizin sonuglari bagil gen ekspresyonu olarak verilmigtir. Tam veriler 2
AC metoduna [137] gore hesaplanmis, kitosan doku iskelesi tizerindeki hiicrelerin
ilgili gen ekspresyon seviyeleri temel alinarak, diger gruplarda (HAp/kitosan ve B-

HAp/kitosan) bunun katlari seklinde degerlendirilmigtir.

Cizelge 3.4. Polimeraz zincir reaksiyonu igin primer dizileri.

B-aktin Forward primer
5-GTGCTATGTTGCCCTAGACTTCG-3'
Reverse primer
5'-GATGCCACAGGATTCCATACCC-3'

KOL-I Forward primer
5'-CAAGATGTGCCACTCTGACT-3'
Reverse primer
5-TCTGACCTGTCTCCATGTTG-3'

Osteokalsin Forward primer
5-CTTTCTGCTCACTCTGCTG -3'
Reverse primer
5-TATTGCCCTCCTGCTTGG-3'

Run X2 Forward primer
5-GCATGGCCAAGAAGACATCC -3
Reverse primer
5-CCTCGGGTTTCCACGTCTC -3

Osteopontin Forward primer
5-CACTTTCACTCCAATCGTCCCTAC-3’
Reverse primer
5-ACTCCTTAGACTCACCGCTCTTC-3
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3.5.istatistiksel Analiz

Calisma sonuglar istatistiksel acgidan GraphPad Software Instant programi
kullanilarak degerlendirilmistir. Veriler U¢ deney icin ortalama + standart sapma
degerleri ile belirtiimigtir. Farkh gruplarin istatistiksel olarak karsilastiriimasi igin
Student’s t-testi kullaniimis ve p-degerinin 0.05°ten az oldugu durumlar anlaml

kabul edilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Bu bolimde, tez kapsaminda yapilan deneysel ¢caligmalardan elde edilen sonuglar
sunulmus ve ortaya ¢ikan bulgular Gzerine tartigmalar yapilmistir. Oncelikle, bor
katkisi yapilan yapay vucut sivisindan mikrodalga yardimiyla kemik dolgu
malzemesi ya da sert doku implantlarina alternatif bir ylizey kaplamasi olabilecek
Ozellikteki bor katkil hidroksiapatitin (B-HAp) sentezine ve yapilan karakterizasyon
calismalarinin sonuclarina yer verilmistir. ikinci bélimde, kemik doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilmak Uzere kitosan doku iskelelerinin ve mikrodalga
yardimiyla HAp/Kitosan ve B-HAp/Kitosan kompozit doku iskelelerinin Uretimi ve
karakterizasyonu icgin yapilan caligmalarin sonuglari sunulmustur. Ardindan,
MC3T3-E1 preosteoblastik hucre hatti ile durgun kosullarda in vitro ortamda

yuruttlen hicre kaltira galismalarinin sonuglarina deginilmistir.

4.1. Biyomimetik Yéntemle Bor Katkii Hidroksiapatit Uretimi ve

Karakterizasyonu
4.1.1. Bor katkili hidroksiapatit turetimi

Yapilan c¢alismalar borun osteoinduktif etkilere sahip oldugunu ve hucrelerin
ostejenik farklilasmasini destekledigini gostermistir. Kemikler Uzerindeki etkisinin
molekuller mekanizmasi henuz agiklanmamig olmasina karsin, borun hicre digi
matris mineralizasyonundan sorumlu kalsiyum birikimini arttirdigi
dusundimektedir[138]. Son yillarda yapilan ¢alismalarla kemik metabolizmasinda
rol oynadigi gosterilen borun, osteokonduktif 6zellige sahip hidroksiapatitin
yapisina katilarak doku muihendisligi uygulamalarinda kullanilmasina karar
verilmistir. Bor katkilh hidroksiapatitler birgcok arastirmaci tarafindan kimyasal
yontemlerle sentezlenmis ancak hucrelerle etkilesiminin belirlendigi bir ¢alisma
yapilmamistir [120, 139]. Nakamura ve ark. [140] ultrasonik sprey piroliz yontemi
ile sentezledikleri bor katkili hidroksiapatitin kanser tedavisinde kullanilabilecek bir
biyomalzeme oldugunu bildirmiglerdir. Sunulan tez ¢alismasinda bu ¢alismalardan
farkh olarak bor katkili hidroksiapatitin Uretilmesinde, biyomimetik yontem olan
SBF’den ¢oktiurme yodntemi secilmigtir. Biyomimetik yontemin avantajlari soyle
siralanabilir: (i) 1sil igslem gerektirmedigi icin polimerler de dahil sicakliga duyarl
yuzeylerin kaplanmasinda kullanilabilir,(ii) yuksek biyoaktiviteye sahip kemik

benzeri apatit yapisi olusturur,(iii) gdzenekli ya da farkli geometriye sahip yapilarin
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kaplanmasi i¢in de uygundur ve (iv) uretim sirasinda hidroksiapatit yapisinakemik
buyume faktorleri de katilabilir [83].

Bu calismada, literatlrde belirtilen diger SBF c¢ozeltileri ile karsilastinldiginda,
yuksek doygunluk derecesine sahip 10xSBF, Tris ve HEPES gibi tamponlarin
kullanilmasina da ihtiya¢ duyulmamasi gibi avantajlari nedeniyle tercih edilmistir.
Tez kapsaminda yapilan ¢alismalardadoygunluk derecesinebadli olarak 10xSBF
ile kisa surede gergeklesen ¢okelme iglemi, mikrodalganin iyonik ¢ozeltilere olan
etkisinden de vyararlanilarak saatler mertebesinden dakikalara kadar
dusurudlmastur. Grubumuz tarafindan daha 6nce yapilan ¢alismalarla HAp sentezi
icin uygulanacak mikrodalga kosullari belirlenmistir [133]. Disaridan verilen ener;ji
sayesinde,10xSBF’de bulunan iyonlar daha dusutk enerjili, yani termodinamik
olarak daha kararli olan faza déniuserek dogrudan hidroksiapatiti olusturmuslardir.
Sekil 4.1°de sistemin izleyebilecedi olasi yollari gosteren grafige yer verilmistir. SBF
¢Ozeltileri gibi, pek ¢ok kristal fazin olusabilecegi siper doygun bir ¢ozelti varsa
olusacak ilk faz termodinamik agidan en az kararli ve en ¢ok ¢6ziinendir. Bu faz
daha sonra sistemin serbest enerjisini azaltmak icin daha kararl bir faza déntsur
yol sistemin asabilecedi toplam enerjiye baghdir. Cozelti icerisinde iyonlardan
dogrudan HAp olusumunu saglayabilecek enerji varsa Ca/P ¢dzeltisinden
dogrudan kristalizasyon (A) gergeklesir. Bunun icin yeterli enerji yoksa ilk basta
amorf Ca/P (ACP), olusur sonra ya dogrudan kristalizasyonla ya da once

oktakalsiyum fosfat (OCP) olusumu gergekleserek HAp olusur[141].

iyonlar

Gibbs Serbest Enerjisi

HAp
4= Reaktanlar —pj l¢—— OUriinler ——9

Reaksiyon Koordinati

Sekil 4.1. Sistemin Gibbs serbest enerjisini dlisurmek igin izlenen kristalizasyon
yollari [141].
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Yapilan cgalismalarda 10xSBF c¢ozeltisine bor katkisi yapildiginda 37°C’de 24
saatte verimsiz bir ¢okelme gozlenmis ve oda sicakliginda bekletildiginde ise
herhangi bir ¢gokelme gozlenmemigken, mikrodalga destegi ile etkin ve hizli bir
¢okelmenin saglandigi belirlenmistir. Yeterli bor katkisinin yapilmasi amaciyla
SBF’ye iyon dengesini etkilemeyecek miktarlarda borik asit ilavesi yapilmis
(10mg/mL) ve c¢okelme icin gerekli pH degerleri (6.5-7.4) saglandiktan sonra,
mikrodalgaya maruz birakilarak istenilen yapida hidroksiapatitin ¢okelmesi
saglanmistir. Elde edilen hidroksiapatitin bor katkisi ve kalsiyum fosfor oranlari
ICP-OES analizleri ile belirlenmis ve Bolum 4.1.2.1.'de detayl olarak agiklanmistir.
Uretilen bor katkili hidroksiapatitin yapisindaki degisiklikleri daha iyi analiz
edebilmek amaciyla tum deneyler bor katkisi yapilmayan hidroksiapatit ile

kargilastirmali olarak yururtulmus ve kararkterizasyon ¢aligmalari yapiimigtir.
4.1.2. Bor katkili hidroksiapaitin karakterizasyonu

4.1.2.1. Enduktif eslesmis plazma optik emisyon spektrometresi (ICP-OES)

analizi

Kemik dolgu maddesi olarak kullanilan seramik biyomalzemelerde Ca/P oranlari,
malzemenin faz yapisi, homojenligi ve ¢oézunurligu hakkinda bilgi verdiginden
oldukga 6nemlidir. Dogal kemigin agirlikca %34.8’'iCa iyonundan, %15.2’si ise P
iyonundan olusmaktadir ve Ca/P molar orani yaklasik 1.71 civarindadir.
Stokiyometrik hidroksiapatit ise %39.6 Ca, %18.5 P iyonu igerir ve Ca/P orani
yaklagik 1.67°dir[137].

Biyolojik hidroksiapatitler yapilarina katilan karbonat gruplari ya da diger katyonik
veya iyonik gruplarla yer degistirme reaksiyonlarina girerek stokiyometrik yapidan
sapma gosterirler. Kendilginden olusan bu hidroksiapatitlerin Ca/P oranlari
1.67’7den daha dusik olmaktadir [20]. Ayrica, birgok arastirma biyolojik
hidroksiapaititin -~ ve  stokiyometrik  olmayan  sentetik  hidroksiapatitin
biyouyumlulugunun stokiyometrik hidroksiapatitten daha yuksek oldugunu
gOstermigtir [92, 142, 143].

Cizelge 4.1’de galisma kapsaminda Uretilen B-HAp ve HAp drneklerinin yapisinda
bulunan %Ca, %P, %B ve bunlarin oranlarina ait ICP-OES analiz sonuglari

verilmigtir.
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Cizelge 4.1. Calisma kapsaminda uretilen B-HAp ve HAp orneklerinde bulunan %Ca, %P, %B, Ca/P,Ca/P+B ve P/B oranlari.

Kullanilan Kullanilan Mikrodalga kosullan

Kullanilan

H3BO3 NaOH (10 M) . Kullanilan Ca(%) P(%) B (%) # # #
miktari miktari N"flzco‘?’ pH Giig Uygul ama SBF (Wiw) (Wiw) (wiw) Ca/P Ca/P+B P/B
(mg)* (ML) miktari (g) (W) tekrarxsiire

5 - 0.0840* 6.40£0.03 600 9x30s 10xSBF 30.45+0.64 14.90+0.00 0.47+0.13 1.58 1.45 11.61
10 - 0.0840* 6.21+0.02 600 9x30s 10xSBF 31.64+2.90 16.65+1.70 0.37£0.16  1.47 1.38 19.79
10 - 0.0840* - 600 15x30s 10xSBF 32.68+1.59 16.43+1.37 0.39+0.09 1.54 1.44 15.20
10 - 0.0840* - 1200 9x15s 10xSBF 30.80+0.28 15.25+0.07 0.22+0.08 1.57 1.50 26.47
10 - 0.0840* - 1200 15x15s 10xSBF 31.10+0.57 15.45+0.21 0.25£0.09 1.56 1.49 22.61
10 900 0.0840* 7.02+0.03 600 9x30s 10xSBF 28.10+0.28 15.55+0.35 1.15%0.11 1.40 1.16 4.75
10 - 0.1680** - 600 9x30s Tas SBF 33.70+0.10 19.80+0.14 0.04+0.00 1.32 131 189.37
10 - 0.1680** - 600 15x30s Tas SBF 34.40+0.00 20.05+0.07 0.04+0.00 1.33 1.32 157.28
17 - 0.0940* 6.01£0.02 - - 10xSBF - - - - -

17 - 0.1040* 6.05+0.05 600 9x30s 10xSBF 25.80+1.27 13.80+0.14 0.181+£0.04 1.44 1.39 27.40
17 - 0.0840* 5.92+0.02 - - 10xSBF - - - - -

- - 0.0840* - 600 9x30s 10xSBF 34.40+0.28 16.55+0.07 - 1.61 - -

- - 0.0840* - 600 15x30s 10xSBF 34.40+0.21 15.75+0.07 - 1.70 - -

- - 0.1680** - 600 9x30s Tas SBF 33.70+0.07 19.50+0.14 - 1.32 - -

- - 0.1680* - 600 15x30s Tas SBF 34.15+0.35 20.05+0.49 - 1.32 - -

*100mL SBF i¢in **200 mL SBF igin ***1 L SBF igin.

#CalP, Ca/P+B ve P/B oranlari molce oranlari ifade etmektedir.
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Bor katkili hidroksiapatit Uretimi igin segilen kosullar ve elde edilen sonuglar
Cizelge 4.1°de belirtilmigtir. Kontrol grubu olarak da ayni kosullarda bor katkisi
yapilmayan HAp secilmis ve analizler karsilastirmali olarak yuruttilmuastar. Calisma
kapsaminda hidroksiapatite bor katkisini saglayan borik asit SBF’'ye eklendiginde
ortam pH’ini dustrmastir. Bu nedenle oncelikle uygun borik asit miktar
belirlenmis, daha sonra karbonat miktarinin degistiriimesiyle pH dengesi
saglanmaya c¢alisiimistir.  Ancak yapilan c¢aligsmalarda pH dengesi
saglanamadiginda mikrodalga uygulamasi diginda ¢Okelmenin gozlenmedigi ve
mikrodalga destegiyle ¢okelme oldugunda ise hidroksiapatite istenilen miktarda
bor katkisinin yapilamadigi belirlenmigtir. Boylece ultra saf suya borik asit

ilavesinin ardindan NaOH ile pH ayarlanmis ve daha sonra tuzlar ilave edilmigtir.

Tez calismasinda ilk kez biyomimetik yontemle hidroksiapatite bor katkisi
saglanmis ve bu katki agirhkga %1.15£0.11 olarak belirlenmigtir. Borun
cogunluklaya BO, olarak apatitik yapidaki kanallara, ya da BOs> olarak OH ya da
PO.% iyonlari ile yer degistirerek yapiya girdigi, cok az bir kisminin da B*® iyonu
seklinde Ca?* ile yer degistirerek yapida yer almis oldugu diistiniilmistir. HAp icin
34.40£0.28 olarak belirlenen %Ca degerinin B-HAp icin 28.10+£0.28 olarak
bulunmus olmasi, B** iyonunun Ca*" ile yer degistirmesi olarak agiklanabilir. Ayn
zamanda HAp igin 16.55+0.07 bulunan %P degerinin B-HAp icin 15.55+0.35
olarak bulunmasi BOs¥iyonlarinin PO,>ile yer degistirdigini gdstermektedir. Diger
karakterizasyon sonuglari da yapidaki bu yer degistirmeyi desteklemektedir. B-
HAp orneginde Ca/P oranlarinin bir miktar dusik bulunmasi ve ayni zamanda
Ca/P ile uyumlu olmasi beklenen Ca/P+B oraninin diustk olmasi yer degistirme

reaksiyonlarindan kaynaklanmaktadir.

Biyomimetik yontemle Uretilen iyon katkili hidroksiapatitin avantajlari arasinda
cesitli iyonlari surekli yapisindan salmasi ve yapisina katmasi nedeniyle biyolojik
olarak aktif 6zellikte olmasi da yer almaktadir. Ayrica Ternane ve ark.[120]
yaptiklari calismada P/B orani 7.22 oldugunda bor atomlarinin tamamen yapiya
katildigini belirlemigler ve bu oran 11’den buyuk oldugunda iki fazli bir yapinin
olustugunu, 7.22'den kucuk oldugunda ise bir miktar Caz(BOgs).fazinin da
olusacagini belirtmiglerdir. Calisma kapsaminda uretilen tim B-HAp o&rnekleri

arasinda 7.22'ye en yakin deger olarak 4.75 bulunmustur. Uretilen B-HAp bu
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deger bakimindan da literaturle uyum gostermektedir. Diger karakterizasyon

calismalar Cizelge 4.1’de isaretlenmis olan iki 6rnek Gzerinden yapilmistir.

4.1.2.2. Taramah elektron mikroskobu (SEM) ve enerji dagitici X-igini

spektrometresi (EDX) analizi

Uretilen HAp ve B-HAp 6rneklerinin morfolojileri SEM géruntleri ile belirlenmistir.
Sekil 4.2’de toz halindeki orneklerin farkli buyutmelerdeki goéruntilerine yer

verilmistir.

4
. AN
10pm

‘ b————— EHT=1500kV _ SignalA=SE1 _ Mag= 500KX Sample ID =

100 pm
—————1 EMT=1500k/__ SgnalA=SE1 _ Mag= 500X

Sample ID =

Sekil 4.2. Mikrodalga destedi ile Uretilen HAp (a) 500x, (b) 1,000x, (c) 4,000x,(d)
30,000x ve B-HAp (e) 500x, (f) 1,000x, (g) 5,000x, (h) 30,000x drneklerinin SEM
gorantaleri.

Sekil 4.2 incelendiginde SBF’den ¢oktirme ile elde edilen 6rneklerin bir araya
gelerek kUmleler olusturduklari gorilmektedir. Yigin haldeki HAp ve B-HAp’in
yapilarinda morfolojik olarak belirgin bir farkhlik saptanmamistir. Ayrica ¢oktirme
sirasinda olusan istenmeyen fazlarin ya da tuz kristallerinin yapilan yikamalar
sonrasi ortamdan uzaklastigi gorulmektedir. Yigin haldeki HAp ve B-HAp igin
yapilan EDX analizi sonucunda ise Ca/P oranlari sirasiyla 2.11+0.21 ve 2.13+0.74

olarak bulunmustur. ICP-OES sonuglarina gore yapilan hesaplamalarda ise bu
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degerler HAp igin 1.61, B-HAp icin ise 1.40 olarak bulunmustur. Bu farklihgin
SEM-EDX analizinin, o6rnegin sadece belirli bdlgelerinden yapilabilmesinden
kaynaklandigi distntsmustir. Ornegin tamamindan yapildi§i igin, ICP-OES

analizi sonuglarinin daha guvenilir olduguna karar verilmistir.
4.1.2.3. Elementel analiz

Biyolojik apatitlerin yapisinda dogal olarak bulunan karbonat iyonunun, kemik
implantlarinda kullanilmak Uzere uretilen hidroksiapatitlerin yapisinda da
bulunmasi oldukca ©6nemlidir. Hidroksiapatitin yapisinda bulunan CO3?,
malzemenin sinterlenebilirligini, ¢O0zUnurligunu ve biyolojik olarak aktifligini
etkilemektedir [136]. Murugan ve ark. [144] yaptiklari c¢alismada kimyasal
coktlirme ve mikrodalga ydéntemlerini birlestirerek agirlikga %2.9 oraninda CO3?
iceren hidroksiapatit Uretmiglerdir. Tez calismasi kapsaminda, hucre kultur
calismalarinda da kullanilmak Gzere segilen HAp ve B-HAp 6rneklerinin karbonat

icerikleriCizelge 4.2’de verilmisgtir.

Cizelge 4.2. HAp ve B-HAp &rneklerinin adirlikga %CO3* oranlari.

Ornek CO5” (wiw, %)
HAp 7.150.28
B-HAp 4.30+£0.07

insan viicudundaki biyolojik apatitlerin karbonat igerikleri yasa, cinsiyete ve
bulundugu dokuya goére agirlikca %3-8 arasinda degismektedir. Cizelge 4.2
incelendiginde bulunan karbonat igeriklerinin biyoloik apatitler ile uyumlu oldugu
sonucuna varilmistir. Bor katkili hidroksiapatitin yapisindaki karbonat iceriginin
azalmasinin nedeni, CO3* iyonlarininortamda bulunan BOs* iyonlari ile yarismali
olarak OH ya da PO,%iyonlari ile yer degistirmesidir. Bu sonu¢ ATR-FTIR

analizindeki karbonat pikleri ile de uyumludur.
4.1.2.4. Raman spektroskopisi

Calismalar kapsaminda yapilan Raman ve infrared spektroskopi analizleri birbirini

tamamlarlar niteliktedir.

Molekullerin giddetli bir monokromatik 1sin demeti ile etkilesmesi sirasinda, 1g1k
absorbsiyonu gerceklesmiyorsa, 1sik sacgilmasi meydana gelir. Isik sacgiimasi
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sirasinda, sagcilan 1s1gin buyuk bir kisminin enerjisi madde ile etkilesen 1s1gin
enerjisine esit olur ve bu tur elastik sacilma olayina Rayleigh sagiimasi denir.
Elastik sacilma olayinin yani sira sagilan 1s1gin ¢ok az bir kismi ise molekul ile
etkilesime giren 1s1gin enerjisinden daha farkli enerjilerle sacilir. Bu tir elastik
olmayan saciima olayi ise Raman sag¢iimasi adini alir. Raman sag¢ilmasi sirasinda
sacilan 1s1gin enerjisinde, molekdl ile etkilesen 1s1ginkine gore olugan fazlalik veya
azlik, 1sikla etkilesen molekulin titresim enerji dlzeyleri arasindaki enerji farki
kadardir. Bu nedenle Raman sagiimasinin spektroskopik incelenmesi ile de

molekullerin titresim enerji duzeyleri hakkinda bilgi edinilebilir.

Molekullerin infrared fotonunu absorblayabilmesi, yani molekilin bu fotonla
rezonansa girebilmesi icin, molekul titresirken dipol momentinde periyodik ve
fotonun frekansina esit frekansl bir degismenin olmasi gereklidir. Bir molekulin
bir fotonla Raman tlrl sacgiima etkilesmesine girebilmesi igin ise, molekulin
titresimi sirasinda etkilestigi fotonun elektrik alani tarafindan periyodik ve fotonun
frekansina esit frekansli olarak polarlanabilmesi, yani periyodik ve gegici bir dipol
momentinin olusmasi gereklidir. Kisacasi, bir titresim seklinin Raman aktifligi onun

infrared aktivitesinden c¢ok farklidir.
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Sekil 4.3. HAp drnegine ait Raman spektrumu.
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Uretilen HAp ve B-HAp ornegine ait Raman spektrumlari sirasiyla Sekil 4.3 ve
4 4'te verilmistir. PO,> gruplarina ait tiim titresim pikleri her iki érnek icin de
gorilmistiir. Yaklasik olarak 961-962 cm™ de gérillen PO,* simetrik gerilme piki
hidroksiapatitler igin karakteristiktir. 447, 433 ve 603 cm™deki pikler ise yapidaki
PO,* bikilme titresimlerini gdstermektedir. PO,*‘e ait asimetrik gerilme
titresimleri 1076, 1054, 1046 ve 1030 cm civarlarinda bulunmustur [145].

Sekil 4.3 ve 4.4te sol Ust kosede veriimis grafiklerde yaklasik 3570 cm™de

yapilarda bulunan karakteristik OH™ grubuna ait gerilim titresimleri gosterilmigtir.
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Sekil 4.4. B-HAp 6rnegine ait Raman spektrumu.

Bor katkili hidroksiapatit yapisinda bulunan BO3* simetrik gerilim titresimi ise 912
cm™de gorilmistir [120]. Raman spektroskopisi sonuclari ile yapidaki borun

varligi bir kez daha kanitlanmaktadir.
4.1.2.5. Xigini kirnnimi (XRD) analizi

HAp ve B-HAp oOrneklerine ait XRD grafikleri Sekil 4.5’te verilmistir. Hidroksiapatitin
karakteristik pikleri olan 26° ve 32° [146] pikleri her iki hidroksiapatit yapisinda da
gOrulmustir. Spektrumlar incelendiginde, bor katiiminin dikalsiyum fosfat anhidroz
(DCP), dikalsiyum fosfat dihidrat (DCDP) ya da B-trikalsiyum fosfat (B-TCP)
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gibifarkl fazlar olusmasina neden olmadigi ve yalnizc tek fazli (sadece HAp

iceren)yapilarin olustugu belirlenmigtir.
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Sekil 4.5. Calisma kapsaminda mikrodalga ile sentezlenen HAp (a), B-HAp (b) ve
Kirinim Verileri igin Uluslar Arasi Merkez'den(ICDD) alinan saf HAp (c) érneklerine
ait XRD spektrumlari.

Stokiyometrik  hidroksiapatit tamamen kristal yapidadir, ancak c¢alisma
kapsaminda Uretilen hidroksiapatit ve bor katkili hidroksiapatit kristal yapida
degildir. XRD desenleri incelendiginde stokiyometrik hidroksiapatitte (Sekil 4.5 c)
¢cok keskin olarak gorulen piklerin, HAp ve B-HAp orneklerinde keskin olmadigi
acikgca gorulmektedir. Pik genislemesi ve pik keskinligindeki azalmalar, dogal
kemik yapisina benzerlikler gostermektedir [147]. Kemik benzeri bu apatitler, yari
kristalin yari amorf 6zelliktedirler. Bor katkisinin hidroksiapatitin kristalinitesinde

herhangi bir degisiklige neden olmadigdi belirlenmigtir.
4.1.2.6. Fourier donuisumli kizilétesi spektroskopisi (ATR-FTIR) analizi

Calisma kapsaminda uretilen HAp ve B-HAp yapilarina ait ATR-FTIR spektrumlari
Sekil 4.6'da verilmistir. Her iki spektrumda da absorblanan suya ya da
hidroksiapatitin yapisinda bulunan suya, hidroksil, fosfat ve karbonat iyonlarina ait

tum pikler gozlenmistir.
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600 W mikrodalga gucunde biyomimetik yontemle Uretilen HAp ve B-HAp
orneklerinin ATR-FTIR spektrumu incelendiginde, ~1015 ve 958 cm? civarlarinda
hidroksiapatit icin karakteristik PO, gerilim titresimine ve 599, 557 cm™ PO,*
egilme titresimine ait bantlar saptanmistir. 3000-3600 cm™arali§inda gorilen
yaygin bant hidroksiapatitin yapisina absorblanmis bagli suyu, ~1641 cm™de
gozlenen pik ise bagll olmayan suyun varligini gostermektedir. Cizelge 4.3'te ATR-
FTIR spektrumlarinda HAp ve B-HAp igin gorulmesi beklenen ve gorulen pikler ve

aciklamalarina yer verilmistir.

Cizelge 4.3. HAp ve B-HAp icin gorulmesi beklenen ve gorulen pikler.

Dalga sayisi (cm™) HAp B-HAp Titresim tiira
3000-3600 3251 3269 OH gerilme

1642 1641 1644 OH

962 958 952 PO,% simetrik gerilme
1090, 1062,1030 1015 1015 PO, asimetrik egdilme
571, 603 557, 599 557, 596 PO,* asimetrik gerilme
1304, 1253, 1208 - - BO,*> asimetrik gerilme
804, 784, 771, 755 - - 8033' simetrik egilme
2007, 2002, 1932 - - BO, asimetrik gerilme
868, 1432, 1499 872, 1416, 1487 1416, 869 CO5”

FTIR spekturumda 1304, 1253, 1208 cm™ ve 784, 771, 755 cm™ civarlarinda
BOs* grubuna ait, sirasiyla asimetrik gerilme ve simetrik egdilme bantlarinin
goriilmesi beklenmektedir. 2002 cm™ve 1932 cm™ de gériilmesi beklenen bantlar
ise BO,  grubuna ait asimetrik gerilme bantlaridir. B-HAp yapisinda bulunan BO5*
ve kristal yapinin bosluklarina giren BO;’nin varligi ICP-OES analizleri ile
gosterilmis olmasina ragmen hem yapida ortalama %1.15 civari bulundugundan
hem de boratlara ait pikler cok zayif oldugundan, FTIR spektrumunda borat pikleri
g6zlenememigstir. Ancak HAp spektrumu ile B-HAp spektrumu karsilastirildiginda,
karbonat piklerinin HAp spektrumunda daha belirgin oldugu agikga goértlmektedir.
Boylece elementel analiz sonuclarinda da bahsedilen BOs* iyonunun CO3* ile
yarismali olarak PO,> ya da OH ile yer degistirmesi ve buna baglh olarak, B-
HAp'nin yapisindaki COs* miktarinin azalmasi, ATR-FTIR sonuclar ile de

desteklenmektedir.
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Sekil 4.6. HAp (a) ve B-HAp (b) érneklerine ait ATR-FTIR spektrumlari.

Kemigin mineral yapisindaki hidroksiapatit, kalsiyum eksik ve zayif kristalin
yapidadir. Stokiyometrik olmayan bu apatitler c¢esitli iyonlari da yapilarinda
bulundururlar. Ornegin Na* ve Mg?* iyonlari Ca®* iyonu ile, HPO,* iyonu fosfat
iyonu ile,F ve CI iyonlari ise OH iyonu ile yer degistirebilir. Ayrica kemigin mineral
kisminda %3-8 oraninda bulunan karbonat iyonlari OH’ile yer degistirirse A tipi,
PO.%ile yer degistirise B tipi apatit olusur[144, 148]. Orneklerin her ikisinde de
1499-1416 cm™araligindaki ve 872 cm™de civarinda goriilen pikler ¢okelme
sirasinda atmosferden ve SBF'den gelen CO3? iyonunun varligindan
kaynaklanmaktadir. FTIR spektrumlarinda CO3?, 880 cm™ de 2 bant ve 1450 and
1540 cm™ civarlarinda 3 bant vermis ise apatit A tipi, 870, 1430 and 1450 cm™
civarlarinda bantlar vermis ise B tipi apatit yapisi elde edilmis demektir[148, 149].
Bor katkili hidroksiapatit dérneklerinde karbonat iyonu ile yarismali olarak yapiya
katilan borat iyonlari da yer degistirme sonrasinda A tipi ya da B tipi hidroksiapatit
olusmasina neden olmaktadir. Calisma kapsaminda Uretilen HAp orneklerinde
karbonat iyonu cogunlukla OH™ ile yer degistirmis ve bant ~872 cm™ degerinde
gOzlenmigtir, bu da A tipi apatit yapisini desteklemektedir.

4.1.2.7. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) analizi

Uretilen HAp ve B-HAp drneklerinin morfolojileri ve kristal yapilari TEM analizi ile

incelenmigtir. SEM géruntllerinde kUmeler olusturarak bir araya gelen
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hidroksiapatit taneciklerinin yapisi TEM analizlerinde daha belirgin olarak Sekil
4.7’'de gOsterilmigtir.

Gunumuze kadar geligtirilen hidroksiapatit sentez yodntemleriyle nanotel,
mikroklre, nano gubuk, mikro tabaka, gicek ya da plaka benzeri yapilar gibi ¢ok

farkli morfolojilerde nano/mikro kristal yapida hidroksiapatitler Gretilmistir [20].

Kemik matrisi, kollajen nanofiberler boyunca uzanan plaka ya da gubuk benzeri
HAp nanopartikillerden olugsmaktadir ve bu morfolojide HAp nanopartikiller iceren
biyomalzemelerin biyomimetik yaklagsim c¢ergcevesinde daha basarili oldugu
bilinmektedir [5, 150]. Calisma kapsaminda mikrodalga yardimi ile dretilen
orneklerin TEM goruntuleri incelendiginde HAp ve B-HAp orneklerinin morfolojileri
arasinda belirgin bir farklihk goézlenmemistir. Bor katkisi ilehidroksiapatit
nanopartikiller igne benzeri morfolojiden, cubuk benzeri morfolojiye dogru degisim
gOstermiglerdir. Ayrica, hidroksiapatitin partikil boyu ortalama 40-50 nm
uzunlugunda iken (Sekil 4.7 a, b ve c), bor katkili hidroksiapatitin partiktl boyu20-
30 nm’ye (Sekil 4.7 d, e ve f) kigUlmustar.

Sekil 4.7. Mikrodalga destegi ile Uretilen HAp (a, b ve c) ve B-HAp (d, e ve f)
orneklerine ait TEM goruntileri. Barlar sirasiyla a ve d) 100nm, b ve e) 50 nm, c
ve f) 20 nm uzunluklari isaret etmektedir.
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4.1.2.8. Uretim verimi

HAp ve B-HAp sentezinde kullanilan Uretim kosullari, tUretim miktarlarini dnemli
dlgude etkilemektedir. Uretim miktarlari da kemik dolgu maddesi ya da kaplama
amaciyla kullanilacak olan hidroksiapatitler icin dnem tasimaktadir. Cizelge 4.4'te
calisma kapsaminda uretilen HAp ve B-HAp orneklerine ait gravimetrik analiz
sonuglari verilmigtir. Hidroksiapatitler karsilagtirildiginda, mikrodalga yardimiyla
belirlenen kogullarda Uretilen hidroksiapatitin oda sicakliginda ¢okturme ile uretilen
hidroksiapatitten yaklasik 3 kat daha verimli sekilde elde edildigi belirlenmistir.
Ayrica bor katkisi yapildiginda SBF’den oda sicakliginda herhangi bir ¢okelme
gozlenmemigtir. B-HAp uretimi, ancak mikrodalga ya da isil uygulamalar varliginda
gercgeklesebilmektedir. Hem Uretim verimi, hem de diger karakterizasyon sonugclari
incelendiginde 600 W mikrodalga ile B-HAp uretilmesi uygun bulunmustur.
Mikrodalga destegi ile Uretilen HAp ve B-HAp karsilastirildiginda ise B-HAp uretim
verimi, yapiya katilan borat iyonlari nedeniyle SBF iyon dengesindeki degisimden
dolayl azalmistir, ancak kaplamalar yapildiginda bu miktarinda belirlenen hedef
igin yeterli oldugu goralmusgtar.

Cizelge 4.4.Farkh yontemler ile hazirlanan HAp ve B-HAp &rneklerinin Grin
verimleri.

Ornek Uretim Yéntemi Uriin verimi (g/100mL)
HAp Oda sicakhgi 0.0100+0.009

HAp 600W 0.0340+0.003

B-HAp Oda sicakhgi Cokelme gozlenmedi
B-HAp 600 W 0.0258+0.002

4.2. Kompozit Doku iskelelerinin Uretilmesi Ve Karakterizasyonu

Kitosan, dogada en ¢ok bulunan ikinci polisakkarit olan kitinin deasetilasyonu
sonucu elde edilmektedir. Kitin dogada, krustaseler, bocekler ve érumcekler gibi
omurgasizlarin dis iskletinde, fungi ve baz alglerin ise hicre duvarlarinda
bulunmaktadir. Kitin, tekrarlayan N-asetil-D-glukozamin alt birimlerin (1> 4) bagi
ile baglanmasindan olusmus bir homopolimerdir. Kitosan ise, N-glukozamin ve N-
asetil glukozamin birimlerinin B(1#) glikozidik baglar ile bir araya gelmesinden

olusan lineer bir polisakkarittir. Kitin ve kitosanin yapisi Sekil 4.8’de gdsterilmigtir.
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Sekil 4.8. Kitin(a) ve kitosanin(b) kimyasal yapisi.

Kitosanin in vivo degredasyonu hidroliz ile ve enzimatik olarak gergeklesir.
Degredasyon hizi deasetilasyon derecesi ile degisen kristalinitesine baghdir.
YUksek deasetilasyon derecesine (>%85) sahip kitosan dusik degredasyon hizina
sahiptir. Kitosanin degredasyon UrUnleri ceistli uzunluklardaki oligosakkaritlerdir.
Kitosan pH 7’nin Gzerindeki sulu ¢ozeltilerde ¢dzlinmez, ancak seyreltik asitlerde
serbest amino gruplari protonlanir ve pH 5 civarinda molekil tamamen ¢oézunar
hale gelir. pH bagimli ¢ozinme 6zelligi sayesinde islenebilirligi kolaydir. Boylece
hem film hemde U¢ boyutlu doku iskelesi seklinde tasarlanabilir. Katyonik yapisi
nedeniyle anyonik glikozaminoglikanlar (GAG), proteoglikanlar ve diger negatif
yukli  molekullerle etkilesime girebilir. Kisaca kitosan biyobozunurlugu,
biyouyumlulugu, alkali c¢ozeltilerdeki stabilitesi, antibakteriyal o6zelligi ve yara
iyilesmesinde gorev almasi sayesinde doku muhendisligi uygulamalarinda o6ne

¢ltkan bir biyomalzemedir [42, 151].

Ancak kitosan biyoaktif Ozellige sahip degildir ve bu nedenle uygun bicimde
modifiye edilerek kullaniimasina ihtiya¢g duymaktadir [152]. Birgcok c¢alismada
kitosan ile biyoaktif bir malzeme olan hidroksiapatit bir araya getirilerek kompozit
bir malzeme Uretilmesi amaglanmistir. Genellikle bu Uretimler kitosan yapilarin
HAp ile kaplanmasi seklinde gercgeklestirilir. Hidroksiapatit kaplama igin plazma
spreyleme, iyon puskirtme, sol-jel birikim gibi birgok yontem kullaniimaktadir.
Ancak bu yontemler ile elde edilen apatit kaplamalar, ylUksek kristal Ozellikte
olmakta ve kemik benzeri yapida olmamamaktadirlar. Ayrica, bu yontemler ile
homojen ve ince bir ylizey kaplamasi elde edilmesi de oldukg¢a zordur. Yukarida
bahsedilen yontemlere alternatif olarak gelistirilen biyomimetik yontem ile dugik
kristaliniteye sahip, kemik benzeri apatit elde edilebilmektedir [153].Tuzlakoglu ve

ark. [153] kitosan fiberlerden Uurettikleri doku iskelesini Once yluzeyde apatit
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cekirdeklenmesini kolaylastiracak silinol (Si—OH) gruplari olugturmak uzere
modifiye etmisler daha sonra biyomimetik yontem ile 7 gun boyunca 1.5xSBF
kullanarak kalsiyum fosfat tabakasi olusmasini saglamiglardir. Leonor ve
ark.[154]ise hazirladiklari kitosan mikrokirelerikalsiyum silikat c¢ozeltisi ile
muamele ederek silinol gruplari olusturmuslar ve SBF icinde 1 gun bekleterek
yeterli kalsiyum fosfat fazini elde etmiglerdir. Kitosan ve hidroksiapatit
kompozitlerinin gelistiriimesi igin yapilan pek ¢ok farkh ¢alismaya ragmen organik
ve inorganik yapilar arasinda, ara yuzey badlantisinin, herhangi bir yuzey

modifikasyonu olmadan saglanmasi oldukga zordur.

Kitosan gibi organik polimerlerde bulunan karboksil gruplari apatit
cekirdeklenmesini uyarmaktadir. Karboksil gruplari izerinden Ca*, amin gruplari
Uzerinden ise fosfat gruplari éncelikli olarak baglanir (Sekil 4.9). Ancak karboksil
gruplarida uyariimaya ihtiyag duyar. Kitosan SBF’ye daldiriimadan 6nce Ca(OH),
ile muamele edilirse, karboksil gruplarina Ca®*  baglanir, karboksil gruplari

Ca’'salar ve bdylece SBF icindeki iyonik aktivite dolayisiyla cekirdeklenme artar

[155].
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Sekil 4.9. Ca* ve PO,* iyonlarinin kitosan zincirlerine baglanmasinin sematik
gosterimi[156].
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Osteoinduktif etkisi bilinen bor, literatirde sinirli sayida galismada doku iskelesi
yapisina katilmigtir. Wu ve ark. [88] borun osteoblastlar ve doku iskelesinin yapisi
Uzerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla, gdzenekli biyoaktif cam doku
iskeleleri uretmisleridir. Bor katkili doku iskelelerinden salinan bor iyonunun
osteoblast cogalmasini ve RunX2, Kol-I gibi dnemli genlerin ifadelerini arttirdigini
belirlemiglerdir. Kromka ve ark. [157] tarafindan yapilan ¢calismada da, katkisiz ve
artan derisimlerde bor katkili nanokristalin elmas (NCD) filmler, MG-63 osteoblast
benzeri hlcre kultlrleri icin yapay substrat olarak kullaniimigtir. NCD filmlerde bor
katkisinin artigi ile iletkenligin ve ylzey yukunun arttigi goézlenmigtir. Butin NCD
substratlarinin hucreler ile yuksek biyouyumluluk gosterdigi ve MG-63 hucre

yapigsmasini ve buyuamesini uyardigi kanitlanmistir.

Sunulan tez galismasi kapsaminda, dondurarak kurutma ydntemiyle hazirlanan
kitosan doku iskelelerinin kullanilmasina karar verilmigtir. Bor katkili doku iskeleleri
elde edilmesi amaciyla, HAp'in osteokonduktif ve borun osteoinduktif etkileri
birlestirlerek biyomimetik yontemle, kitosan doku iskelelerinin kaplanmasi
saglanmis ve bor katkilh kompozit doku iskeleleri (B-HAp/kitosan) uretilmigtir.
Biyomimetik yontem ise hem SBF igindeki iyonlarin hem de kitosan yuzeyindeki
gruplarin uyarilmasi ve boylece etkin bir kaplanmanin saglanmasi igin mikrodalga
ile desteklenmigtir. Ayni zamanda borun etkisinin daha iyi degerlendiriimesi

amaciyla sadece HAp kaplamaya sahip HAp/kitosan doku iskeleleri de Uretilmistir.
4.2.1. Kitosan, B-HAp/kitosan ve HAp/kitosan doku iskelelerinin tiretimi

Tez calismalari kapsaminda kullanilan kitosan doku iskeleleri dondurarak kurutma
yontemiyle hazirlanmistir. Dondurarak kurutma yonteminde, dondurma sirasinda,
cOzelti icerisinde olusan buz kristalleri liyofilizasyon ile uzaklastirilarak igsel
badlantilara sahip gbézenekli yapilar elde edilmektedir[151].Dondurma kosullari
degistirilerek gézenek boyutlarinin, 1-250um arasinda olmasi saglanabilmektedir
[158]. Homojen gozenekliligin elde edildigi bu yontem, ayni zamanda uretim
kosullarinin kolayligi ve maliyet agisindanda diger yontemlerden daha avantajhdir.
Doku iskelelerinin GUretimi, grubumuz tarafindan &énceden belirlenmis olan
kosullarda gergeklestiriimistir[151]. HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan kompozit doku
iskelelerinin  mineral faziise SBF kullanilarak mikrodalga destegi ile
olusturulmustur. Bu sayede, kitosanin yuzeyinde bulunan ve amorf kalsiyum fosfat

cekirdeklenmesine yardimci olacak fonksiyonel gruplarin (OH’, NH,") uyariimasi
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saglanmistir. Mikrodalga etkisine maruz kalan kitosanda bulunan polar OH" ve
NH," gruplari mikrodalgayi absorblar ve meydana gelen yiiksek enerji OH ve NH,"
baglarinin kirilarak, radikal gruplar olusmasina neden olabilir [159]. Mikrodalga
etkisi ile fonksiyonel gruplarini aktive olan kitosan c¢ekirdeklenmeyi uyarabilir.
Mikrodalganin reaksiyon icin gerekli Gibbs serbest enerjisini dusirme etkisinin
bulunmasi da, SBF icerisinde ve kitosanin aktive olmus bolgelerinde

¢ekirdeklenmenin artmasini desteklemektedir.

Sunulan tez galismasinda, kitosanin ylzeyinde silinol (Si-OH) gruplari olusturmak
gibi bir modifikasyona ihtiya¢ duyulmadan, mikrodalga enerjisinin destedi ile kisa
surede, etkin bir kaplama yapilmasi saglanmigtir

Kompozit doku iskelelerinin Gretimi, SBF ve B-SBF icerisindeki kitosan doku
iskelelerinin mikrodalga yardimiyla, 600 W glcinde30 sx9 tekrar ile 4 kez
kaplanmasiyla gergeklestiriimistir. ilk 3 kaplamada yeterli miktarda kaplama

yapilamadigi grubumuz tarafindan daha dnce yapilan ¢alismalarla belirlenmistir.

Sekil 4.10. Hucre kultir caligsmalarinda kullanilan kitosan (a), HAp/kitosan (b) ve
B-HAp/kitosan (c) doku iskelelerinin géruntuleri.

Sekil 4.10’da galisma kapsaminda Uretilen doku iskelelerine ait goruntiler
incelendiginde, yapilan HAp ve B-HAp kaplamanin (Sekil 4.10 b,c) iskeleyi daha
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kararll hale getirdigi agikga gorilmektedir. Ozellikle B-HAp kaplamanin daha

yogun ve daha siki bir géruntiye neden oldugu belirlenmigtir.

B-HAp kaph kitosan doku iskelelerinin ortalama kaplama miktari gravimetrik
yontemlerle hesaplanmis ve ICP-OES sonucundan yola ¢ikilarak, her bir doku

iskelesinde bulunan bor miktari yaklasik 20 ug olarak belirlenmigtir
4.2.2. B-HAp/kitosan ve HAp/kitosan doku iskelelerinin karakterizasyonu
4.2.2.1. ATR-FTIR analizi

Biyomimetik yontemle yapilan kaplamanin varhidini goésterebilmek amaciyla,
kitosan, HAp/kitosan, B-HAp/kitosan doku iskelelerine ait ATR-FTIR analizleri
yapilmigtir.

Tez kapsminda Uretilen kitosan, HAp/kitosan, B-HAp/kitosan doku iskelelerine ait
ATR-FTIR spektrumlari Sekil 4.11’de verilmistir. Sekil 4.11(a)’ da verilen saf
kitosana ait spektrumda yaklasik 3459 cm™de gériilen bant N-H simetrik gerilme
titresimine aittir. 1635 cm™ amid I, 1549 cm™ amid II, 1404cm™ C-H egilme, 1151,
1065 ve 1021 cm™de C-O-C gerilme titresimlerine ait tim karakteristik pikler
gorulmustir. Sekil 4.11 b ve c’deki kompozit doku iskelesi spektrumlarinda
yaklasik 3300-3500 cm™ ‘de gériilen genis pikler apatit yapisindaki bagli sudan ve
ornegin icerdigi nemden kaynaklanmaktadir. Kitosana ait N-H simetrik gerilme
titresimi de bu bolgede oldugundan kompozit iskelelerde bu bant daha guglu hale

gelmigtir.

HAp/kitosan ve B-HAp/kitosana ait spektrumlarda yaklasik 1050 cm™de gériilen
bant kitosandaki serbest amino gruplarina ve hidroksiapatitteki fosfat gruplarina ait
piklerin gakismasi nedeniyle daha giiclii hale gelmistir ve apatit yapisindaki PO,*
ile kitosanin etkilesimini ifade etmektedir [160]. Spektrumdaki 1490 cm™

civarindaki pik apatit yapisina katiimis olan CO5? iyonuna aittir.

Cizelge 4.5’te kitosana ait pikler verilmistir. Kompozit yapilarda bunlara ek olarak
hidroksiapatite ait 955 cm™P-O gerilme titresimi, 635 cm™ O-H egilme titresimi
gOzlenmektedir [156, 161].
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Cizelge 4.5. Kitosana ait karakteristik FTIR bantlari.
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Sekil 4.11. Calisma kapsaminda hazirlanan kitosan (a), HAp/kitosan (b) ve
B-HAp/kitosan (c) doku iskelelerine ait ATR-FTIR spektrumlari.

4.2.2.2. XRD analizi

Calisma kapsaminda yapilan kaplama c¢aligsmalari ile kompozit yapilarda
olusturulan mineral fazin varligini belirlemek icin XRD analizleri yapilmistir.
Hazirlanan kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku iskelelerine ait XRD
grafikleri Sekil 4.12’de verilmigtir.
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Sekil 4.12. Kitosan doku iskelesi (a) ve mikrodalga yardimi ile (600 W) HAp (b),B-
HAp (c) kaplanmis kitosan doku iskelelerine ve Kirinim Verileri igin Uluslar Arasi
Merkez'den (ICDD) alinan saf HAp’ ye (d) ait XRD grafikleri.

Kompozit yapilardaki hidroksiapatit 600 W mikrodalga gticinde 9 x30s’de 4 defa
kaplama vyapilarak elde edilmigtir. Butin doku iskelelerinde kitosana ait
karakteristik pik 26=10° ve26=20° civarlarinda gorulmustur [162]. HAp/kitosan ve
B-HAp/kitosan doku iskelelerinde ise karakteristik kitosan pikinin yani sira
karakteristik HAp pikleri olan 206=26° ve 26=32° pikleri de tespit edilmistir [153,
163]. XRD grafiginde gortlen genis HAp pikleri, elde edilen kompozit yapilardaki
apatitin dusuk kristaliniteye sahipoldugunu, yani kaplamanin kemik benzeri apatit

yapida oldugunu gostermektedir [164].

XRD verileri incelendiginde, her iki kompozit doku iskelesi igin de yapilan

kaplamanin yeterli oldugu belirlenmigtir.
4.2.2.3. SEM analizi

Tez kapsaminda uretilen kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku iskelelerinin
yuzey ve kesit morfolojileri alinan SEM goruntleri ile degerlendiriimigtir. Sekil
4.13'te dondurarak kurutma yontemiyle elde edilen kitosan doku iskelesinin igsel

baglantilara sahip makro gézenekli yapida oldugu gdsterilmektedir.
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Sekil 4.13. Dondurarak kurutma yodntemiyle elde edilen kitosan doku iskelesinin
farkli buyatmelerine (a) x130, (b) x 500 ait SEM goéruntuleri.

Hazirlanan 10xSBF ve bor katkih 10xSBF (B-SBF) icerisinde mikrodalga
yardimiyla gergeklestirilen 1 kez kaplamada yeterli mineral faz olusturulamamistir
(Sekil 4.14a). Ancak etkin bir kaplamanin gerceklesmesi igin gerekli HAp
cekirdeklenme bélgeleri (Sekil 4.14b) meydana gelmistir. Her kaplamada taze SBF
kullanilarak yapilan 4 kaplama sonucunda, ¢ekirdeklenme bolgelerine kalsiyum ve

fosfat iyonlari yigilarak, HAp yapinin baylimesi saglanmistir.

EHT=15.00kV  Signal A= SE1 Mag= 250X Sample ID = EHT =15.00KkV  Signal A=SE1 Mag = 10.00K X Sample 1D =

Sekil 4.14. Mikrodalga yardimiyla SBF iginde 1 kez kaplanan HAp/kitosan doku
iskelesine ait SEM goruntuleri (a) 250 X, (b) 10,000 X.

Sekil 4.15'te 4 kez kaplama ile elde edilen HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan’a ait
farkli buayUtmelerdeki SEM gorintileri verilmistir. Her iki doku iskelesindede

yluzeyin tamamen apatit yapi ile kaplandigi ve elde edilen kaplamanin homojen
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oldugu dikkat gcekmektedir. SBF ile yapilan kaplamalarda genellikle karnabahar
benzeri morfolojiye sahip apatit olusumu gerceklesmektedir [165]. TEM goruntuleri
incelendiginde igne benzeri ya da gubuk benzeri morfolojiye sahip olan apatit
yapilarinin, kitosan Uzerindeki kaplamada daha c¢ok nano kire seklini aldigi
gorulmektedir. Olusan hidroksiapatit yapilarinin boyutlart ve boy dagilimi SEM
fotograflari kullanilarak Image J programi ile belirlenmistir. HAp kristallerinin bir
araya gelerek olusturdugu kumelerin ¢aplari 5,000 X buyutmede incelendiginde
ortalama 1.7401£0.389 pum c¢aplarinda olduklari [133], B-HAp kristallerinin
olusturdugu kumelerin ¢aplarinin ise (10,000x buyltmede incelendiginde)
ortalama 0.8401£0.119 pum oldugu belirlenmigtir (Sekil 4.15l). Sonuglar
deg@erlendirildiginde bor katkisinin hidroksiapatit kristal kumelerinin c¢apinin

kigulmesine neden oldugu ve yapilan kaplamada buyidk kimeler yerine daha

homojen ve ince bir kaplamanin elde edildigi gbzlenmistir.

Sekil 4.15. Mikrodalga yardimiyla 10xSBF'de 4 kez kaplama yapiimis doku
iskelelerine ait SEM goéruntuleri: HAp/kitosan (a)100x, (b)500x, (c)1,000x
(d)5,000x, (e)10,000x, (f)50,000x, B-HAp/kitosan (g)100x, (h)500x (1)1,000x,
(j)5,000x, (k)10,000x, (1)20,000x.

Doku iskelelerinin U¢ boyutlu ve gozenekli yapisinedeniyle SBF ile kaplama
sirasinda  gozeneklerin  yeterince  kaplanamamasi  karsilasilan ~ onemli
problemlerden biridir. Cesitli kemik hasarlarinin tedavisinde ihtiya¢ duyulan, farkh

kemik idame malzemelerinde mineralizasyonun saglanmasi ise oldukga 6nemlidir
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[166]. Bu sorunun Ustesinden gelmek igin, tez galismasinda hazirlanan doku
iskeleleri, kaplama oncesi SBF ya da B-SBF igerisine daldirilarakvakum altinda
g6zeneklerdeki havanin uzaklastiriimasi saglanmistir. Boylecei¢ gdézeneklerin de
tamamen ¢ozelti ile dolmasi ve gézenekler SBF ¢ozeltisi ile etkilesirken uygulanan
mikrodalga sayesinde butun ylzeylerin kaplanmasi saglanmigtir. Hicre kultara
icin  2mmx9mm boyutlarinda hazirlanan kompozit iskelelere ait yan kesitler
incelendiginde hem HAp/kitosan (Sekil 4.16a, b ve c), hem de B-HAp/kitosan
(Sekil 4.16d, e ve f) doku iskelesinde kaplama derinliginin yeterli oldugu ve
gOzeneklerin tamamen kaplandigi, ancak Ust yuzeylerdeki kaplamanin daha fazla

oldugu gorulmektedir.

Kaplama yuzeylerinden SEM-EDX analizleri sonucu yapilan hesaplamalarda
HAp/kitosan doku iskelesinin Ca/P molce orani 2.17+£0.37 ve B-HAp/kitosan doku
iskelesinin Ca/P molce orani 2.191£0.26 olarak bulunmustur. Bu sonugclar yigin

haldeki apatitler ile yapilan EDX analiz sonuglari ile uyumludur.

Sample ID =

Sample ID =

Sekil 4.16. Kompozit doku iskelelerinin yan kesitlerine ait SEM goruntuleri:
HAp/kitosan (a) 100x, (b) 200x, (c) 500x ve B-HAp/kitosan (d) 100x, (e) 200x, (f)
500x.
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4.2.2.4. Sigme g¢aligmalari

Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku iskelelerinin 37°C’de PBS igerisinde
(pH=7.4) 3 paralel 6rnek ile gergeklestiriien sisme testlerinin sonucunda elde

edilen denge sisme oranlar Cizelge 4.6’da verilmigtir.

Cizelge 4.6. Tez kapsaminda Uretilen doku iskelelerinin sisme karakteristikleri.

Doku iskelesi Denge Sisme Orani
Kitosan 34.90+1.90
HAp/kitosan 33.19+£1.73
B-HAp/kitosan 28.91+1.41

Denge sisme oranlari incelendiginde, kompozit doku iskelelerinden HAp/kitosan
doku iskelesinin sisme oraninin kitosan doku iskelesine benzer oldugu, ancak B-
HAp/kitosan doku iskelesinin sisme oraninin kitosan doku iskelesine gore yaklasik
olarak %20 daha az oldugubelirlenmistir. Denge sisme oraninin azalmasinda,
hidroksiapatit kristallerine (40-50 nm) gore daha kli¢lk ¢aplardaolusan bor katkili
hidroksiapatit kristalleriyle (20-30 nm), kitosan doku iskelesinde daha homojen ve

siki bir kaplama yapilabilmesinin(Sekil 4.15 e ve k) etkisi oldugu dusunulmasgtar.

Doku iskelelerinin kuru ve sisme sonrasi goruntuleriise Sekil 4.17°de verilmistir.
Genel goruntulerine bakildiginda, sisme sonrasinda yapi butinligtinde herhangi
bir bozulma olmadigi ancak sismeye baglh olarak tum o&rneklerde hacim artisi

oldugu agikga gorulmektedir.
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Sekil 4.17. Kitosan ve kompozit doku iskelelerinin kuru halde (Ust sira) ve sisme
sonrasi (alt sira) goruntuleri: kitosan (a), HAp/kitosan (b), B-HAp/kitosan (c).

4.2.2.5. Gozenekliligin belirlenmesi

Calisma kapsaminda Uretilen doku iskelelerinin gézeneklilikleri Bolum 3.3.2.5'de
aciklanan Esitlik 3.2 kullanilarak hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.7'de

sunulmustur.

Cizelge 4.7. Doku iskelelerinin yuzde gozeneklilik degerleri.

Doku iskelesi Gozeneklilik (%)
Kitosan 89.5£1.03
HAp/kitosan 81.9+0.76
B-HAp/kitosan 85.7+2.57

Gozeneklilik degerleri incelendiginde en yuksek gdzenekliligin kitosan iskeleye ait
oldugu gorulmektedir. HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan iskelelerin gozenekliligi ise
kitosana goOre daha dusuktur. Ancak kompozit iskeleler kendi aralarinda
karsilastinldiginda B-HAp/kitosan iskelenin gdzenekliliginin daha fazla oldugu
gorulmastir. Bu farkin, B-HAp/kitosan kaplamanin yapisindaki apatitin daha kugik
kristallerden olusmasi nedeniyle oldugu sonucuna variimistir. Boylece gézenekler
daha az kapanmis ve gozeneklilik daha az etkilenmistir. Yuksek gbézenek hacmi ve
boyutuna sahip iskelelerde deformasyona ugrayacak alan bulylidiginden,
kompozit yapilarda go6zenekliligin bir miktar azalmasi mekanik dayanimin

artmasina neden olmaktadir.
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Genel olarak tum iskeleler degerlendirildiginde, %80 ve Uzeri gozenekliligin iskele
icine hlcre penetrasyonu ve ayni zamanda besin ve metabolit igin gerekli olan
kutle aktarimini saglayabilecek Ozellikte oldugu belirlenmigtir. Yuksek oranda
gozenekli yapilar, doku muhendisligi c¢aligsmalari icin istenen 0Ozellikte
malzemelerdir ve ortamda bulunan besinmaddelerine ulasim agisindan uygun

olduklari ortaya konmustur [167].
4.3. Hucre Kultir Caligmalari

Tez kapsaminda sentezlenen kitosan, HAp kaplama kitosan ve B-HAp kaplama
doku iskeleleri kullanilarak, preosteoblastik MC3T3-E1 hucre hatti ile 21 gln

boyunca durgun kosullarda hacre kultira calismalari yapiimistir.

Kultur suresince yapilan analizler ile preosteoblastik hucrelerin hazirlanan doku
iskeleleri Uzerindeki canliliklari, morfolojileri ve osteoblastik farklilagsmalari
incelenmigtir ve bor katkili hidroksiapatit kaplama iskelenin farklilagsmaya etkisi

diger iskeleler ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

Hucreler Uzerine borun herhangi bir toksik etkisinin olup olmadiginin
degerlendiriimesi amaciyla da L929 fare fibroblasti hiicre hatti ile sitotoksisite

calismalari yapiimistir.
4.3.1. L929 fibroblast hiicre hatti ile yapilan sitotoksisite ¢aligmalari

Bor katkili hidroksiapatitin yapisina katilan bor miktarinin herhangi bir toksik etkisi
olup olmadiginin degerlendiriimesi acisindan dncelikle HUKUK hiicre bankasindan
saglanan L929 fibroblast hlcre hatti ile sitotoksisite ¢alismalari yapiimigtir. Bu
amacla hiicre ekimi gerceklestirildikten 24 sa sonra (5x10* hiicre/mL) kiltir
ortamina stok borik asit ¢ozeltisindenbelirtiien konsantrasyonlarda bor igerecek
sekilde eklenmis ve hicre proliferasyonu 3 gln boyunca MTT testi ile takip
edilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Kultur ortamlarina farkli konsantrasyonlarda bor eklenen L1929
hacrelerine ait MTT grafigi (Istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu 0
Mg iken* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Kaltdr ortamina bor (0 ug) eklenmeyen grup, konrol grubu olarak belirlenmistir.
Kontrol grubunun ilk giin absorbans degerleri %100 olarak kabul edilmis ve diger
gruplarin degerleri kontrol grubuna oranlanarak, zamana karsi yuzde canlilik
grafigi elde edilmistir. ilk gin verileri incelendiginde, gruplar arasinda hiicre
canliigr agisindan anlamli bir fark gézlenmemistir. ikinci giinde, tim gruplar igin
hicre canliigi artis gostermistir. Ancak 300 pg/mL bor eklenen grupta hicre
canhhigi, kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli dercede daha azdir (p<0.01).
MTT testinin 3. guninde 300 pg/mL bor eklenen grupta anlamli sekilde hicre
canhhgl azalirken (p<0.001), diger gruplarda, kontrol grubu ile benzer sekilde,
hldcre sayisi artmaya devam etmektedir. Kaplama ¢alismalari sonrasinda yapilan
gravimetrik analizler ile B-HAp/kitosan doku iskelelerinde kaplamadan
kaynaklanan borunyaklagik 20ug oldugu hesaplanmigtir.  Sitotoksisite
calismalariyla elde edilen veriler dogrultusunda, bu degder non-toksik olarak
tanimlanmis ve uretilen B-HAp/kitosan doku iskelelerinin hicre kalturu ¢caligmalari

icin uygun oldugu gorulmustar.
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Sekil 4.19. Farkh bor konsantrasyonlari eklenen kultir ortamlarinda treyen L929
hicrelerine ait kristal viyole boyama goéruntileri (Olympus 1X71, 20x).
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Sitotoksisite ¢alismalari kapsaminda, hicre canhihdinin  yaninda, hicre
morfolojisinin takibi icin kristal viyole boyamalari gerceklestiriimistir (Sekil 4.19).
Isik mikroskobu altinda yapilan gézlemler sonucunda, farkli bor konsantrasyonu
kullanilan gruplar ile kontrol grubunun karsilastiriimali fotograflari elde edilmigtir. 3.
gun boyunca yapilan gozlemlerde, hucrelerin kultir kabinin yuzeyine saglikl bir
sekilde yapistiklari ve yayildiklari belirlenmistir. MTT sonuglari ile uyumlu olarak,
300 pug/mL bor konsantrasyonu eklenen grupta 3. glin hiicre yogunlugunda azalma
g6zlenirken, diger gruplarda hlcre yogunlugunun gin gectikgce arttigi
belirlenmistir. Ayrica tim gruplarda hucrelerin fibroblastik gorantu sergiledikleri ve
cekirdek batanliklerini koruduklarn tespit edilmistir. Yaklasik 20 pgl/iskele bor
degerinin, hicre Uremesi yaninda hiicre morfolojisi Uzerinde de olumsuz bir etkisi

olmadigi belirlenmistir.
4.3.2. MTT analizi

Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan iskelelerdeki hicre Uremesi, 21 gunlik
inklbasyon periyodunda Bolum 3.4.3’te agiklanan mitokondriyal aktivite tayin testi
(MTT testi) kullanilarak incelenmistir. Sonugclar optik yogunluk degeri olarak Sekil

4.20’de verilmisgtir.
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Sekil 4.20. Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku iskeleleri UGzerinde
¢ogalan MC3T3-E1 hicrelerine ait MTT grafigi (Istatistiksel olarak anlamh farklilik,
n=3, kontrol grubu kitosan iken * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
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Doku iskeleleri ile yapilan galigmalarda hucre canhlliginin belirlenmesi amaci ile
yapillan MTT testi incelendiginde her u¢ iskeleninde hucrelerin tutunup
¢ogalmasina uygun oldugu gorulmektedir. Kulturun ilk 3 gununde, gruplar
arasinda, hidcre canlihdl agisindan, anlamh bir fark gézlenmemistir (p>0.05).
Kaltiran 5. guninde B-HAp/kitosan grubunda en yuksek huicre canlihigina
ulagiimistir (p<0.05). 7. gun MTT degerleri incelendiginde iseHAp/kitosan (p<0.05)
ve B-HAp/kitosan (p<0.01) doku iskelelerinde hicre canliidinin, kitosan ile
karsilastirildiginda, anlaml olarak fazla oldugu ve en ylksek hiicre canliiginin B-
HAp/kitosan grubunda oldugu belirlenmistir. 14. ve 21. gunlerde gruplar arasinda
anlamli bir fark bulunmamigtir. Genel olarak MTT verileri incelediginde, her Gg
grupta da htcre Uremesinin logaritmik olarak arttiyi ve 14. glinde en ylksek

seviyeye ulastigl gorulmustar.

Aday ve Gumusderelioglu'nun[106]MC3T3-E1 hucreleri ile yaptigi calismada
biyomimetik yontem ile HAp kaplanan kitosan iskeledeki Greme hizlarinin ilk 10
glnde, kitosan iskeleye gore ¢ok daha fazla oldugu belirlenmistir. Biyomimetik
yontem ile elde edilen HApkaplamanin iskelenin osteoindiktif ve osteokonduktif
Ozelligini arttirdigi, ayrica serum proteinlerinin HAp etkisi ile iskele yuzeyine daha

iyi tutundugu ifade edilmisgtir.

Ying ve ark. [89]1-1000 ng/mL arasinda degisen farkli bor konsantrasyonlarinin
insan kemik iligi kok hacrelerinin cogalmasina etkisini incelemislerdir. Ancak 14.
gune kadar higbir grupta kontrol grubuna goére anlamh bir fark bulunamamisgtir.
Yalnizca 1000 ng/mL borik asit uygulanan grupta 4. gunden itibaren hucre
¢ogalmasinin hizi diger gruplara oranla yavaslamigtir.Borun MC3T3-E1 hucre hatti
proliferasyonuna olan etkisinin incelendigi diger bir calismada, 24.saatin sonunda
yapilan MTT analizleri sonucunda 1000-10000 ng/mL konsantrasyon bor ilave
edilen gruplarda hacre canlihginin azaldigi ancak 72. saatin sonunda bu etkinin
ortadan kayboldugu belirlenmistir. Borun MC3T3-E1 hucreleri Gzerine dogrudan bir
toksik etkisi olmadigi sonucuna varilmistir[15]. Borun hicre canhligi Gzerine
etkilerinin deg@erlendirildigi baska bir ¢calismada, 10-20 ug/mL arasinda degisen
sodyum pentaborat pentahidrat (NaB) konsantrasyonlarinin, insan dis pulpasi kdk

hdcrelerinin canlihdini arttirdidi belirlenmistir[138].
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4.3.3. Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi

Tez kapsaminda Uretilen 3 farkli doku iskelesine ait SEM goruntuleri ile iskelelerin
hicre-malzeme etkilesimleri ve biyouyumluluk agisindan uygun malzemeler olup

olmadiklari degerlendirilmigtir.

Kitosan doku iskeleleri Uzerinde kultire edilen MC3T3-E1 hucrelerinin, kilttran 4.
ve 7.ve 14.gunune ait morfolojileri Sekil 4.21°de verilmistir. Hicrelerin iskeleye
tutunduklari, yayildiklari ve i¢sel baglantili gézeneklere dogru gog ettikleri Sekil
4.21a,b ve ¢’ de agikga gorilmektedir. 7.gunden itibaren ise hicre ¢godalmasinin
hizla arttigi (Sekil 4.21 d ve e) ve 14 gunde hucrelerin ve urettikleri hucre disi
matrisin iskele gozeneklerini neredeyse tamamen kapattiklari gozlenmigtir (4.21 h
ve 1) ve ayrica Sekil 4.21 g ve h'de goruldigu gibi hicreler gézenekler iginde
sitoplazmik uzantilari araciligi birbirleriyle baglanti kurmuslar ve U¢ boyutlu bir

¢ogalma sergilemiglerdir.

HAp/kitosanuzerinde yayilip ¢ogalan hucrelerin 4., 7. ve 14. gun goruntuleri
sirasiyla Sekil 4.22 a-e, Sekil 4.22 f-i ve Sekil 4.22 j-n’de verilmigtir. Ylzeyde
bulunan HAp kaplamalar ile hicrelerin etkilesimi Sekil 4.22 d ve e’de acikca
gOrulmektedir. Kompozit yapida bulunan kaplamalar hucreler ve hicre disi
matrisler arasindan goérulmektedir. Bu da yapilan kaplamanin kararlihginin bir
gOstergesidir. Yuzeydeki HAp kaplamasinin hiicre tutunmasina ya da ¢ogalmasina
herhangi bir olumsuz etkisinin olmamasinin yaninda, Chen ve ark. [168] yaptiklari
¢calismada nanotopografik detaylar ile artan yuzeypuruazluligunin, ylzey alanini
arttirdigini ve bdylece hucreler igin daha fazla baglanmaalani olusturdugunu

belirtmislerdir.

HAp ile hem kimyasal hem de fiziksel olarak etkilesime giren hucreler sitoplazmik
uzantilari ile apatitlere dogru yonelmektedirler. Boylece hucreler HAp’nin
osteoinduktif ve osteokonduktif etkisiyle farklilasmaya dogru gitmektedirler.
Kitosan doku iskelelerinde gorulmeyen mineral kimeleri ve kollajen fiberler
HAp/kitosan iskelede 7 ve 14. glnlerde belirgin sekilde gortlmektedir (Sekil 4.22
h-i ve Sekil 4.22 m, n).

14.gin SEM gorantuleri (Sekil 4.22 j) incelendiginde ise MTT verileri ile uyumlu
sekilde hucrelerin ¢ok fazla Uremesiyle iskele yuzeyini tamamen kapladiklar

g6zlenmistir. Hucrelerin yogun bir sekilde hicre disi matris sentezledikleri ve nano
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boyutta kollajen fiberler Urettikleri Sekil 4.22 n’de detayl sekilde gdsteriimektedir.
Ayrica hacre membranlarinin Gzerindeki mineral birikimlerinin14. gunde dahada
bayudugu goézlenmistir (Sekil 4.22 | ve m). Bu sonuglar ile HAp/kitosan
iskelelerin,MC3T3-E1 hucrelerinin tutunmasini, yaylmasini, Uremesini ve

osteoblastik farklilagmasini destekledigi belirlenmistir.

Mag= 100 X Sample ID = EHT= 500KV SignalA=SE1 _ Mag= 1.00KX Sample ID =

Signal A=SE1__ Mag= 100X Sample ID = EHT= 500KV SignalA=SE1 _ Mag= 1.00KX Sample ID =

EHT = 500 kV. Signal A = SE1 Mag= 1.00KX Sample ID =

Sekil 4.21. Kitosan Uzerinde ¢ogalan MC3T3-E1 hucrelerine ait SEM goruntileri:
4. gin (a) 100X, (b) 500x, (c) 1,000x, 7.gin (d) 100x, (e) 500x, (f) 1,000x, (Q)
5,000x, 14.gun (h) 100x, (1) 500x, (i) 1,000x, (j) 5,000x.
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EMT = 5.00 kY Signal A~ SE1__ Mag= 1.00KX Sample 1D =

Signal A=SE1__ Mag= 500KX Sampie ID =

b————— EWT=500kv

Mag = 500K X

Signal A = SE1

o 4

EHT= 5008V SigwlA=SE1 __ Msg= 100X Sample 1D = e EHT= 500KV SignelA=SE1 _ Msg= 100KX  SemplelD= F——————{ EHT=500Kk/  SignWA=SE1 _ Meg= S00KX  SenmpleiD=

Sekil 4.22. HAp/kitosan Uzerinde ¢ogalan MC3T3-E1 hucrelerine ait SEM goéruntuleri: 4. gun (a) 100x, (b) 500x, (c) 1,000x, (d)
5,000x, (e) 10,000x, 7.gun (f) 100x, (g) 500x, (h) 1,000x, (1) 5,000x, (i) 10,000x, 14.gun (j) 100x, (k) 500x, (I) 1,000x, (m) 5,000x, (n)
10,000x.
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B-HAp/kitosan iskelelerinin sirasiyla 4.,7 ve 14. gunlere ait SEM goruntileri
incelendiginde, doku iskelesinde hlcre yogunlugunun arttig1 Sekil 4.23 a, f ve j ile
gOsterilmektedir. B-HAp kaph yuzeylerde hucrelerin tutunup yayildiklari ve bu
morfoloji Uzerinde 4.guinden itibaren hlcreler arasi iletisim kurabildikleri
gorulmastur (Sekil 4.23d). Elde edilen MTT analiz sonuglari ve SEM goruntuleri
degerlendirildiginde, hidroksiapatit yapisina biyomimetik yontem ile katiimis olan
borun herhangi bir toksik etkiye neden olmadigi, hatta diger gruplara goére hiicre
yapigsmasi ve ¢ogalmasini daha iyi destekledigi gortlmustur. Bu etkinin nedeninin,
yap! i¢ine katilan borun ya da borat iyonlarinin, apatitin kafes yapisini degistirmesi
olabilecegi gibi, asil etkinin kemik benzeri apatitten gergeklesen bor iyonlari

salimindan kaynaklanan osteoinduktif etkiye bagl olabilecegi de disunulmektedir.
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EHT = 500&V Mag= SOOKX

Signal A= SE1

SignalA=SE1 __ Meg= 100KX

20 10 pm
‘)—wl EHT= 500%V__ SignalA=SE1 _ Msg= 100KX  SwnplelD= | =————1 EWT=500xv SignaslA=SE1 Masg~ S00KX  SwnpleiD=

Sekil 4.23. B-HAp/kitosan Uzerinde ¢odalan MC3T3-E1 hicrelerine ait SEM goéruntileri: 4. gun (a) 100x, (b) 500x, (c) 1,000x, (d)
5,000x, (e) 10,000x, 7.gun (f) 100x, (g) 500x, (h) 1,000%, (1) 5,000x, (i) 10,870x, 14.gun (j) 100x, (k) 500x, (I) 1,000x, (m) 5,000x, (n)
10,000x.
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4.3.4. immunohistokimyasal boyama

Hucre kdltarinin 7. ve 21. gunlerinde hucre morfolojilerinin belirlenmesi
amaciyla, immunohistolojik analizler yapiimigtir. Hlcre c¢ekirdekleri DAPI
boyamasi ile mavi, hicre sitoplazmasindaki F-aktin fiber yapilari ise Alexafluor
488 Phalloidin konjuge anti-Faktin antikoru ile yegil renkte gorulmektedir. 7.
gunde yapilan boyamalar incelendiginde, SEM ve MTT analizlerini destekler
nitelikte, B-HAp/kitosan doku iskelelerinde hicrelerin diger iskelelere gére daha
fazla Gredigi ve hicreler arasi organizasyonun daha fazla oldugu goérulmustar
(Sekil 4.24). 21. gun boyamalarina bakildiginda ise, tUm iskelelerde hucrelerin

uredigi ve hlcre sayisinin arttigr gorulmektedir (Sekil 4.25).

Sekil 4.24. Kitosan(a), HAp/kitosan(b), B-HAp/kitosan (c) iskelelerde kultire
edilen MC3T3-E1 hlcrelerinin 7 gunlik inkiibasyon sonrasi anti-Faktin antikoru
(yesil) ve DAPI (mavi) ile immunofloresan boyamalari (20x).
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Sekil 4.25. Kitosan (a), HAp/kitosan(b), B-HAp/kitosan (c) iskelelerde kulttre

edilen MC3T3-E1 hucrelerinin 21 gunlik inkibasyon sonrasi anti-Faktin
antikoru (yesil) ve DAPI(mavi) ile immunofloresan boyamalari(20x).

4.3.5. RT-PCR analizleri

Gergek zamanl kantitatif PCR(Real-time PCR) nukleik asitlerin miktarlarinin
belirlenmesinde kullanilan bir ydntemdir. Sicaklik doéngulleri ve floresan
okunmasi ayni cihaz iginde ve ayni tup icinde gerceklesmektedir. Boylece hedef
bdlge, klasik PCR’da ihtiya¢ duyulan elektroforeze gerek kalmadan kisa bir sure
icinde saptanabilmektedir. Ayni cihaz igerisinde hem g¢ogaltma isleminin, hem
de c¢ogaltilan Urlnleri saptama isleminin yapilabilmesi, bu yéntemi ¢ok pratik bir

yontem haline getirmigtir.

Cift zincirli (ds) DNA’'ya baglandiklari zaman floresan igsima veren SYBR-Green
| gibi boyalar kullanilarak amplifikasyona bagli DNA artisi, floresan miktari ile
Olculmektedir. RNA ekstraksiyonu vyapilarak gergeklestirilen RT-PCR
analizlerinde  6ncelikle  komplementer DNA  (cDNA) sentezlenmesi
gerekmektedir. Ters transkriptaz (Revers Transcriptase) enzimi ile mRNA’nin
kalibi olusturularak elde edilen cDNA dogrudan PCR isleminde kullaniimaktadir.
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Analizin gergeklestirilebilmesi ve DNA’nin c¢ogaltilabilmesi i¢in tepkime
karisiminda su bilesenlerin bulunmasi gereklidir: 1) cogaltilacak olan kalip DNA,
2) kalip DNA'da c¢ogaltilmasi planlanan bdlgedeki DNA dizisini 6zgll olarak
taniyip baglanacak olan primerler, 3) enzim olarak Taq Polimeraz, 4) sentezde
kullanilacak deoksinukleotid trifosfatlar ve 5) polimerazin galismasi igin uygun

pH ve iyon derigimini saglayacak olan tampon ¢ozeltisi.

PCR U¢ degisik sicaklikta ¢alisan basamaklarin bir déngl halinde tekrarlanmasi
ile gerceklestirilir. ilk basamak denatiirasyondur ve 95 C’ye isitilan DNA'nIn iki
zincirinin birbirinden ayriir be DNA tek iplikgik haline gelir. Ikinci basamak
birlesmedir. Sicakligin 50-52°C’ye dusuriulmesi ile reverse ve forward primerler,
komplementeri oldugu tek iplikcik hedef DNA (zerinde yer alan kendilerine
dzgul dizileri taniyarak hidrojen baglari ile baglanirlar. Uglincii basamak
polimerizasyon ya da sentez asamasidir. Bu asamada sicaklik 70-72°C’ye
cikartilarak Taq polimeraz enzimi, 5’-3’ yonunde olmak Uzere, zincirin 3' ucuna

nikleotidleri yerlestirir ve bdylece hedef DNA sekansinin bir kopyasi elde edilir.

Sunulan tez calismasi kapsaminda, doku iskelelerine ekilen hicrelerin
osteojenik farkhlagmasinin belirlenmesi amaciyla hucrelerdeki kollajen-1 (KOL-
), RunX2, osteokalsin (OCN) ve osteopontin (OPN) gen ifadeleri RT-PCR ile

belirlenmistir.
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Sekil 4.26. Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan lzerinde gcogalan MC3T3-E1
hacrelerine ait bagil kollajen-I gen ifadesi grafigi(lstatistiksel olarak anlaml
farkhlik, n=3, kontrol grubu kitosan iken, *** p<0.001; kontrol grubu HAp/kitosan
iken e p<0.05, eee p<0.001).

Yeni kemigin olusumu sirasinda ilk 6nce hicre ¢ogalmasi gerceklesmekte ve
¢ogalan osteoblastlar KOL-I salgilamaktadirlar. Tip | Kkollajen Gretimi

osteblastlarin farklilasma ve olgunlasma déneminde azalmaktair [169].

iskeleler Uizerindeki hiicrelerin kollajen-I ekspresyonlari incelendiginde (Sekil
4.26), kitosan iskelede KOL-I seviyesinin gune bagll olarak herhangi bir artig
goOstermedigi belirlenmistir. HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan gruplarinda ise KOL-I
ekspresyonu 7. gunden 14. gune gelindiginde anlaml olarak artmig ve en
yuksek degere ulasmistir (p<0.001). Ayrica 14. gun degerleri kendi igcinde
incelendiginde, kitosana goére, HAp/kitosan grubunun KOL-I ekpresyonunun
yaklagik 3 kat ve B-HAp/kitosan grubunun kollajen miktarinin ise yaklasik 4.5
kat fazla oldugu gorulmustir (p<0.001). 21. ginde KOL-I ekspresyonu tum
gruplarda dusmekle birlikte, B-HAp/kitosan grubundaki ekspresyon seviyesi
istatistiksel olarak diger gruplardan fazladir (p<0.05).21. guine gelindiginde ise
HAp ve B-HAp kitosan iskelelerdeki hicrelerin farkhlasmaya dogru yoneldikleri,
azalan KOL-I seviyelerinden agikga anlasiimaktadir. Yin ve ark. [89] borun

insan kemik iligi stroma hucrelerininosteojenik farklilagsmasi UGzerine yaptiklari
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calismada ortamlarina 1-1000 ng/mL borik asit ilavesinin, hucrelerin erken
farkhlasma belirteci olan KOL-I gen ifadesini 7. ginde kontrol gruplarina gore

anlaml sekilde arttirdigini belirtmiglerdir.

RUNX2

M Kitosan *k %

O HAp/kitosan *

M B-HAp/kitosan

* k%

RunX2 bagil gen ifadesi
(1/Beta aktin)

7 14 21

Zaman (Giin)

Sekil 4.27. Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan Uzerinde gcogalan MC3T3-E1
hicrelerine ait bagil RunX2 gen ifadesi grafigi (Istatistiksel olarak anlaml
farkhlik, n=3, kontrol grubu kitosan iken * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Calismada, osteojenik osteoblast farklilasmasinin erken donemlerinde kemik
matris proteinlerinin ekspresyonlarini baslatan RunX2 gen (Komori, 2010)
ifadesi incelenmis (Sekil 4.27) ve 7. gunde HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan
gruplarinda ekspresyon seviyesinin, kitosan ile karsilastirildiginda, oldukga
anlamli derecede fazla oldugu belirlenmigtir (p<0.001). TUm gruplar igin RunX2
ifadesi 14. gunde en yuksek seviyeye ulasmistir. 14. giin RunX2 ifadeleri kendi
icinde deg@erlendirildiginde, ekspresyon seviyelerinin kitosana gore, HAp/kitosan
grubunda 1.7 kat ve B-HAp/kitosan grubunda da yaklasik 1.5 kat fazla oldugu

belirlenmistir.

Osteoblast farkllagsmasinda temel bir duzenleyici faktér olan RunX2 gen
mutasyonuna sahip farelerde kemik dokunun olusmadigi gézlenmigtir. Olgun
osteoblastlarda da aktif olan bu gen osteokalsin, osteopontin ve kollajen-I
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seviyelerini de etkilemektedir. Borun 0.1-1000 ng/mL konsantrasyonlarinin
MC3T3-E1 hicrelerinin RunX2 gen ifadesini arttirdigi bilinmektedir [15]. Wu ve
ark. [88] bor iceren gobzenekli biyoaktif cam doku iskeleleri Uzerindeki
osteoblastlarin, kiltirin 7. ve 14. gininde RunX2 gen ifadelerinin arttigini
gostermiglerdir. Bu etkinin ise doku iskelesinden salinan bor iyonundan

kaynaklandigi 6ngorulmustar.

70 ~
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]
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Sekil 4.28. Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan lzerinde ¢cogalan MC3T3-E1
hucrelerine ait bagdil osteokalsin gen ifadesi grafigi (Istatistiksel olarak anlaml
farkhlik, n=3, kontrol grubu kitosan iken * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).

Olgun osteoblast olusumunun bir gdstergesi olan osteokalsin farklilasmanin geg
doénemlerinde ortaya ¢ikar. In vitro ortamda da durum in vivo ortamda oldugu
gibidir, hlcre c¢ogalmasi azalmaya basladiginda erken farklilagsma

belirtecleriartmaya baglar ve osteokalsin son asamada uretilir [170].

Osteokalsin  ekspresyonlari incelendiginde (Sekil 4.28) tum gruplarda
ekspresyon seviyesinin 7. gunden 21. gune logaritmik olarak arttigi ve 21.
glnde en yuksek seviyeye ulastigi gorulmastir. 14. gunde B-HAp/kitosan’daki
osteokalsin seviyesi diger gruplara goére anlaml derecede fazladir (p<0.05). 21.

ginde HAp/kitosan’daki osteokalsin seviyesi kitosanin 1.6 kati ve
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B-HAp/kitosan’daki osteokalsin seviyesi ise kitosanin 1.9 katidir. B-HAp/kitosan
iskelede 21. gunde goérllen en yuksek osteokalsin seviyesi farkilagsma ve
mineralizasyonun  desteklendiginin  gdstergesidir. Bu sonuglar SEM
goruntilerindeki mineralize yapilarla da desteklenmektedir. Grausova ve ark.
[171] 6700 ppm’e kadar bor ile katkiladirdiklari elmas filmlerin Uzerinde MG 63
osteoblast benzeri hucreler ile yaptiklari kultur galismalarinda, filmlerin bor

katkisi artikga hlcrelerin osteokalsin gen ifadelerinin arttigini belirlemiglerdir.

OPN

M Kitosan * k%
O HAp/kitosan

7 - EB-HAp/kitosan

OPN bagil gen ifadesi
(1/Beta Aktin)

7 14 21
Zaman (Giin)

Sekil 4.29. Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan Gzerinde ¢cogalan MC3T3-E1
hdcrelerine ait bagil ostepontin gen ifadesi grafigi (Istatistiksel olarak anlaml
farklihk, n=3, kontrol grubu kitosan iken * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001,kontrol
grubu HAp/kitosan iken e p<0.05, eee p<0.001).

Osteopontin kemigin sekillendiriimesinde gérev alan énemli bir araci proteindir.
Ostejenik farkllagmanin ge¢ donemlerinde mineralizasyonu inhibe ederek

negatif bir regulator olarak gorev yapar [172].

Osteopontin ekspresyonlari incelendiginde (Sekil 4.29), 7. gunde en ylksek

ekspresyon seviyesi B-HAp/kitosan grubunda goériimustir. TUm gruplarda
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osteopontin ekspresyonu gune bagh olarak artis gostermistir. 14. glinde B-
HAp/kitosan grubundaki OPN ekspresyonu kitosanin yaklagik 2 kati ve
HAp/kitosan’in yaklasik 1.4 katidir. 21. gin OPN ekspresyonu HAp/kitosan ve

B-HAp/kitosan’da, kitosana gore anlamli derecede fazladir (p<0.001).

Hakki ve ark.[15] 0-1000 ng/mL bor konsantrasyonu uyguladiklari MC3T3-E1
hucrelerinde gen ifadelerini incelemigler, 100 ve 1000 ng/mLborun kilturin 8.

gununde osteopontin seviyesini arttirdigini tespit etmiglerdir.

RT-PCR sonuglari genel olarak degerlendirildiginde HAp/kitosan ve B-
HAp/kitosan doku iskelelerinin MC3T3 kemik oncull hucrelerinin farklilagsmasini
ve hicre digi matris olusumunu destekledigi ancak B-HAp/kitosan doku

iskelelerindeki bor katkisi nedeniylebu etkinin daha belirgin oldugu saptanmistir.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez kapsaminda mikrodalga ile desteklenmis biyomimetik yontem
kullanilarak, bor katkih HAp yapisinin sentezi gergeklestiriimis ve
karakterizasyon caligmalarinin tamamlanmasinin ardindan, kitosan iskelelerin
benzer sekilde bor katkili SBF icerisinde kaplanmasi saglanmistir. Deneysel

calismalar sonucunda elde edilen 6nemli bulgular asagida 6zetlenmistir.

s Calismanin ilk asamasinda, kullanilacak olan SBF ve bu SBF'’ye ilave
edilecek borik asit katkisinin belirlenmesi amaciyla, ¢esitli guglerde
mikrodalga 1simanin iyonlar uzerindeki etkisinden vyararlanilarak bor
katkili hidroksiapatitin gokelmesi saglanmigtir. Sisteme disaridan verilen
enerji sayesinde, oda kosullarinda ¢okelme gergeklesmeyen B-SBF’den
hizl bir sekilde B-HAp ¢okelmesi saglanmistir.

s Tez kapsaminda farkh borik asit ilaveleri yapilmis 10xSBF kullanilarak
mikrodalga etkisi ile olusturulan B-HAp yapilarindan uygun bor katkisina
ve kemik benzeri yapiya sahip olanin elde edilmesi icin, pH’1 NaOH ile
ayarlanmis olan ve 10mg/mL borik asit iceren 10xSBF’nin 600 W
gucunde 30sx9 tekrar ile ¢okturulmesine karar verilmistir.

% Elde edilen B-HAp yapilarinin biyolojik apatit yapisina benzer sekilde
amorf yapida, ortalama 20-30 nm uzunlugunda ve c¢ubuk benzeri
morfolojide olduklari belirlenmis, 1.40 (w/w) Ca/P orani, % 1.15 (w/w) bor
ve % 4.30 (w/w) karbonat iceridi ile de dogal kemik yapisina benzerligi
gOsterilmisgtir.

« Deasetilasyon derecesi %75-80 olan kitosanin %Z2’lik (w/v) ¢ozeltileri
hazirlanarak dondurarak-kurutma yontemi ile gozenekli yapida ve igsel
baglantilari olan 9 mm capina ve 2 mm kalinhgina sahip kitosan doku
iskeleleri Uretilmistir.

% Kitosan doku iskelelerinin biyoaktivitesinin arttinimasi ve osteoinduktif
etkiye sahip olmasi igin bor katkili SBF icerisinde B-HAp ile kaplanmasi
saglanmistir. Karsilastirma yapmak amaci ile bos kitosan ve bor katkisi
icermeyen SBF ile yapilan kaplama sonucu elde edilen HAp/kitosan doku

iskeleleri kullaniimigtir.
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Kaplama vyapilirken mikrodalganin etkisinden vyararlanilarak kitosanin
fonksiyonel gruplarinin uyariimasi saglanmis ve kimyasal bir
modifikasyona ihtiya¢g duyulmadan etkin bir kaplama yapilabilmistir.
Sisteme mikrodalga enerjisinin veriimesi ile kitosan Uzerindeki aktif
gruplarin yaninda SBF igerisindeki iyonlarin da uyariimasi saglanmistir.
Boylece kitosanin fonksiyonellestiriimesine ya da ek bir kimyasal islem
uygulanmasina gerek kalmadan kaplama daha etkin bir bigcimde ve kisa
surede tamamlanmistir.

XRD ve SEM analizleri ile 600 W gugte 30sx9 tekrar ile Uretilen kompozit
yapilardaki kaplamanin yetersiz oldugu belirlenmis ve ayni kosullarda
kaplama 4 defa yapilmistir

Yapilan XRD, ATR-FTIR ve SEM analizlerinde B-HAp yapisi ile elde
edilen kaplamanin varligi gosterilmigtir. SEM goruntuleri
degerlendirilerek, yuzeyin ve gbzeneklerin kaplandigi goérulmastur. Bor
katkisi ile kristal boyutlarinin kaguldigu ve hidroksiapatit kaplamanin da
daha homojen oldugu saptanmistir.

Sisme ve gozeneklilik calismalari, kitosan, HAp kitosan ve B-HAp/kitosan
doku iskeleleri kullanilarak karsilastirmal olarak yapilmistir. Doku
iskelelerinin  sisme  oranlari  sirasiyla; 34.90£1.90, 33.19%1.73,
28.91+1.41 olarak, gozenekliligi ise sirasiyla 89.5+1.03, 81.9+0.76 ve
85.7+2.57 olarak bulunmustur.

L929 fibroblast ile gergeklestirilen sitotoksisite ¢alismalarinda 9-300 ug
arasinda degisen bor konsantrasyonlari ile muamele edilen hucrelerin
proliferasyonu MTT analizi ile morfolojisi kristal viyole boyamasi ile
incelenmistir. 300 ug bor ilave edilen hucrelerin canliiginin 3. gunde
azaldigi belirlenmistir. Diger konsantrasyonlarin herhangi bir toksik
etkisine rastlanmamigtir.

MC3T3-E1 hucre hatti ile gergeklestirilen hucre kaltura caligmalari
kapsaminda yapilan MTT ve SEM analizlerinde hicrelerin 3 farkli iskele
yuzeyinde de tutunup ¢ogaldigi, ancak farklilasmanin HAp/kitosan ve B-
HAp/kitosan iskelelerde oldugu hicre Uzerindeki mineralize yapilar ile
belirlenmistir.

Osteoblastik farklilasmanin belirlenmesi amaciyla Kollajen-I (KOL-I),
RunX2, osteokalsin (OCN), ve osteopontin (OPN) icin RT-PCR analizi
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yapilmigtir. KOL | gen ifadesi SEM goruntileri ile uyumlu olacak sekilde
14.gunde HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan iskelelerde artis gostermis ve
en yluksek degerler her zaman B-HAp/kitosan doku iskelesinde
g6zlenmistir. Osteoblast farklilasmasinda dnemli bir dlizenleyici ve erken
farkhlasmanin diger bir belirteci olan RunX2 ekspresyonu ise 14.glnde
HAp/kitosan iskelede en yuksek seviyede belirlenmigtir Ancak B-
HAp/kitosan iskelede de RunX2 ifadesi kontrol grubuna gdére anlamli
derecede artmistir. Ge¢ osteoblastik farklilasma belirteci olan OCN
ifadesi her Ug iskele grubunda da 7., 14 ve 21. gunlerde logaritmik olarak
artis gostermis, ancak 14. gunde B-HAp/kitosan iskelede anlamli bir
farkhlik meydana gelmistir. Ayrica 21. glinde en ylksek OCN seviyesi B-
HAp/kitosana aittir. SEM fotograflarindaki mineralizasyon goéruntileri ile
bu sonugclar desteklenmektedir. Farklilasmanin son basamaginda ortaya
clkan osteopontin seviyeleri incelendiginde ise B-HAp/kitosan iskelede

her Ug¢ gun icin de degerlerin en yuksek oldugu belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen bulgular 1si1ginda biyomimetik yontemle
uretilen ve bor katkisi ile osteoinduktif etkisi glglendirilen hidroksiapatitin, kemik
hasarlarinin tedavisinde kullanilabilecek alternatif bir dolgu maddesi oldugu
dusunulmektedir. Ayrica mikrodalga destekli biyomimetik yontem ile, kitosanin
kimyasal modifikasyonuna ihtiya¢c duyulmadan 3-boyutlu yapinin gézenekleri
boyunca etkin bir bicimde B-HAp kaplamanin yapilabildigi goruldugunden, bu
yaklasimin diger doku iskeleleri igin de etkin bir HAp kaplama yontemi olarak
degerlendirilebilecegi gérusiine varilmistir. Ozellikle B-HAp kaplamanin kitosan
doku iskelesinin osteokonduktif ve osteoinduktif 6zelliklerini arttirdigi ve MC3T3
preosteoblastik  hdcrelerinin  farkllasmasint  ve  hicre disi  matris
mineralizasyonunu diger iskelelere gore daha fazla destekledigi gorulmustar.
Sonug olarak bor katkili HAp ile elde edilen kompozit doku iskeleleri kemik doku

muhendisligi uygulamalari i¢in uygun biyomalzemeler olarak 6nerilmektedir.
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