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ÖZET 

 

 

BĠYOMĠMETĠK YÖNTEMLE BOR KATKILI DOKU ĠSKELELERĠNĠN 

GELĠġTĠRĠLMESĠ VE KEMĠK DOKU MÜHENDĠSLĠĞĠNDEKĠ 

ETKĠNLĠKLERĠNĠN ARAġTIRILMASI 

 

 

Özge Ekin TUNÇAY 

Yüksek Lisans, Biyomühendislik Anabilim Dalı 

Tez DanıĢmanı: Prof. Dr. MenemĢe GÜMÜġDERELĠOĞLU 

Eylül 2013, 114 sayfa 

 

 

Bu çalıĢma 112M705 numaralı “Mikrodalga desteği ile Biyomimetik Hidroksiapatit 

(HAp)-Bor Katkılı HAp OluĢumu ve Kitosan-HAp Kemik Doku Ġskelelerinin 

GeliĢtirilmesi” adlı TÜBĠTAK Projesi desteği ile hazırlanmıĢtır.Sunulan tez 

çalıĢmasının amacı, mikrodalga uygulaması ile desteklenmiĢ biyomimetik yöntemi 

kullanarak, osteoindüktif özelliğe sahip bor katkılı hidroksiapatit (B-HAp) üretilmesi 

ve kemik doku rejenerasyonunu destekleyen, bor katkılı hidroksiapatit ile 

kaplanmıĢ kitosan (B-HAp/kitosan) doku iskelelerinde hücrelerin kemik doku 

oluĢturma potansiyellerinin incelenmesidir. 

Tez çalıĢmasının ilk aĢamasında, farklı miktarlarda borik asit içeren 10xSBF 

(yapay vücut sıvısı)‟den bor katkılı hidroksiapatit elde etmek amacıyla, sodyum 

hidroksit ilavesi ile çökelmenin gerçekleĢeceği pH değeri ayarlanmıĢtır. B-HAp, 

borik asit içeren SBF‟deki iyonların mikrodalga enerjisiyle etkileĢimleri sonucu 

üretilmiĢtir. Borun hidroksiapatitin yapısına katılması, fosfat ya da hidroksil gibi 

iyonların borat iyonlarıyla yer değiĢtirmesiyle gerçekleĢir. Farklı mikrodalga güçleri 

ve uygulama süreleri ile denemeler yapılarak B-HAp‟nin üretildiği en uygun 

koĢullar belirlenmiĢtir. Sonuç olarak, %1.15±0.11  (w/w) bor içeren, 1.40 (w/w) 

Ca/P oranına ve %4.30±0.07  (w/w) karbonat içeriğine sahip, 30±4 nm 

boyutlarında çubuk benzeri morfolojide ve kemik benzeri amorf yapıda B-HAp     

10 mg/mL borik asit içeren 10xSBF‟den 600 W mikrodalga gücü kullanılarak 

üretilmiĢtir. 
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ÇalıĢmanın sonraki aĢamasında, 100 µm gözenek çapına sahip kitosan doku 

iskeleleri dondurarak kurutma yöntemiyle hazırlanmıĢtır. Hazırlanan bu iskeleler, 

mekanik ve biyoaktif özelliklerinin iyileĢtirilmesi için mikrodalga ıĢımasının etkisiyle 

B-SBF kullanılarak B-HAp ile kaplanmıĢtır. Yüzeydeki ve gözeneklerin içerisindeki 

apatit yapısının varlığı, taramalı elektron mikroskobu (SEM), Fourier dönüĢümlü 

toplam yansıması azaltılmıĢ kızılötesi spektroskopisi (ATR-FTIR) ve X ıĢını 

kırınımı (XRD) analizleri ile gösterilmiĢtir. Ġskelelerin fiziksel özelliklerindeki 

değiĢimin incelenmesi amacıyla, kontrol grubu olarak bor içermeyen hidroksiapatit 

kaplı kitosan iskeleler aynı koĢullarda üretilmiĢtir. Sonuç olarak, her bir                         

B-HAp/kitosan iskelede bulunan bor miktarı yaklaĢık 20 µg olarak hesaplanmıĢtır. 

Ġskelelerin ĢiĢme oranının 28.9±1.4, gözenekliliğinin %85.7±2.5 olduğu 

belirlenmiĢtir. Mikrodalga ıĢımanın etkisiyle kitosan doku iskelesinin gözeneklerine 

nüfuz eden etkin bir kaplamanın yapılabildiği ve bu kaplamanın doku iskelelerinin 

kararlılığını arttırdığı gözlemlenmiĢtir.  

Tez çalıĢmasının son aĢamasında, borun L929 fare fibroblast hücreleri üzerindeki 

sitotoksik etkisi, her bir iskeleye yüklenen bor miktarı dikkate alınarak 9-300 µg/mL 

konsantrasyon aralığında incelenmiĢtir. B-HAp/kitosan iskelelerin biyoaktivitesi ise 

MC3T3-E1, preosteoblastik hücre hattı ile in vitro koĢullarda incelenmiĢtir. Hücre 

canlılığı ve üremesi MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromür) 

analizi, hücrelerin morfolojik özellikleri ise taramalı elektron mikroskobisi (SEM) ile 

değerlendirilmiĢtir. Hücrelerin osteojenik farklılaĢma belirteçleri olan, kolljen Tip I, 

RunX2, osteokalsin ve osteopontin gen ifadeleri RT-PCR (gerçek zamanlı 

polimeraz zincir reaksiyonu) ile tespit edilmiĢtir. Elde edilen sonuçlar                      

B-HAp/kitosan iskelelerin hücre yapıĢmasını, çoğalmasını ve farklılaĢmasını 

kitosan ve HAp/kitosan iskelelerden daha fazla desteklediğini göstermiĢtir.  

Sonuç olarak, bor katkısının MC3T3-E1 hücrelerinin çoğalma ve kemik hücrelerine 

farklılaĢma özelliklerini arttırdığı ve bor katkılı kitosan doku iskelesinin kemik doku 

mühendisliği uygulamaları için alternatif bir yapı olarak kullanılabileceği 

düĢünülmüĢtür.  

 

 

Anahtar kelimeler: Bor, yapay vücut sıvısı, mikrodalga, hidroksiapatit, kitosan, 

kemik doku mühendisliği.  
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This thesis was prepared with the support of TÜBĠTAK Project, entitled 

“Mikrodalga desteği ile Biyomimetik Hidroksiapatit (HAp)-Bor Katkılı HAp OluĢumu 

ve Kitosan-HAp Kemik Doku Ġskelelerinin GeliĢtirilmesi” 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 (H3BO3) 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, 30±4 nm rod-like morphology and bone-like 

amorphous structure. 

Chitosan scaffolds, which have approximately 100 μm pore diameter, were 

prepared by freeze-drying technique. Then, these scaffolds were coated with B-
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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 µg, 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 µg/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-I, 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. GĠRĠġ 

Doku hastalıkları ve kusurları, özellikle de kemik hastalıkları, kemik dokunun 

yapısal iĢlevinin yanında homeostazda da görev alması nedeniyle, yaĢamın 

kalitesini ve standardını ciddi bir Ģekilde etkilemektedir[1]. Geleneksel tedavi 

yöntemleri olarak ön plana çıkan otolog ve allojenik kemik transplantasyonu, 

içerdiği dezavantajlar nedeniyle etkin bir tedavi sağlayamamaktadır [2]. Bu 

noktada yeni bir tedavi yaklaĢımı olan doku mühendisliği gündeme gelmektedir. 

Günümüzde üzerinde en çok çalıĢılan biyotıp alanlarından birini oluĢturan doku 

mühendisliği, biyomalzeme, hücre ve biyosinyal moleküllerin tek baĢlarına veya 

birlikte kullanılarak biyolojik sistemlerdeki dokuların en iyi Ģekilde taklit 

edilebilmesini amaçlamaktadır [3]. 

Makroskobik ve mikroskobik ölçekte hiyerarĢik yapıya sahip olan kemik dokunun 

hasarları için kullanılabilecek malzemelerin geliĢtirilebilmesi, öncelikle kemik 

oluĢum sürecinin iyi anlaĢılmasını gerektirmektedir. Bu amaçla, kemik hücreleri 

için 3-boyutlu bir iskele görevi gören hücre dıĢı matrisin (ECM) taklit edilmesi 

üzerine çalıĢmalar yapılmaktadır [4]. Hücrelerin ve diğer organik bileĢenlerin yanı 

sıra, nano boyuttaki inorganik yapılar olan hidroksiapatitlerin (HAp) kollajen fiberler 

üzerine yerleĢmesi ile oluĢan kemik doku, doğal bir kompozit yapıdır[5]. Bu 

yapının baĢarılı bir biçimde taklit edilebilmesi için, kemik doku mühendisliği 

uygulamalar için tasarlanan biyomalzemelerde polimerler ve biyoaktif seramikler 

bir arada kullanılmaktadırlar. Biyobozunur özellikteki polimerler üç boyutlu yapının 

elde edilmesini sağlarken, biyoaktif özelliğe sahip seramikler osteoindüktif 

özellikleriyle kemik rejenerasyonunu hızlandırırlar [6].  

Hidroksiapatitler implant kaplamalarında yumuĢak doku ile implant arasında bir 

arayüzey oluĢturarak bağlanmayı arttırmak için ve lokal hasarların kapatılması için 

dolgu malzemesi olarak sıklıkla kullanılan biyoseramiklerdir[7].Sentetik HAp‟lerin 

üretimi için, sol-jel yaklaĢımı, sulu çözeltilerden çöktürme yöntemi, hidrotermal 

yöntem, mikrodalga-hidrotermal yöntem, çoklu emülsiyon yöntemi, 

elektrokristalizasyon yöntemi ve biyomimetik çöktürme yöntemi gibi birçok yöntem 

bulunmaktadır. Bu yöntemler içinde kemiğe en yakın hidroksiapatit yapısının elde 

edildiği yöntem biyomimetik yöntem‟dir. Biyolojik HAp yapısındaNa+, K+, Mg2+, F-

, Cl-, CO3
2-gibi pek çok sayıda iyonlarbulundurmaktadır ve Ca/P oranı sentetik HAp 
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yapısından sapma gösterir. Bu nedenle, HAp yapısına pek çok değiĢik elementler 

eklenerek kemik doku oluĢumuna etkileri araĢtırılmaktadır [8]. 

Biyomimetik yöntem ile insan kan plazmasına eĢit miktarda iyon 

konsantrasyonuna sahip yarı kararlı bir çözelti olan yapay vücut sıvısı (SBF) 

kullanılarak, polimerik malzemelerin yüzeylerinde HAp kaplama elde 

edilebilmektedir [9]. Ancak bu kaplama 2 haftaya kadar uzun 

süredegerçekleĢebilir. Bu nedenle farklı konsantrasyonlarda SBF (n-SBF; n=1.5x, 

2x, 5x, 10x) çözeltileri hazırlanarak sorun aĢılmaya çalıĢılmıĢtır ve kaplama süresi 

kısaltılmıĢtır [10, 11]. 

Ġnsan vücudunda eser miktarlarda bulunan borun, osteogenezde ve kemiğin 

iyileĢmesinde önemli görevler aldığı bilinmektedir. Kemikte ve diğer organlarda 

birikebilen borun, metabolik yolda aldığı görevler henüz tam olarak açıklanamamıĢ 

olmakla birlikte, birçok çalıĢmada steroid hormonların sentezinde görev aldığı ve 

kemikte kalsiyum kaybını engellediği gösterilmiĢtir [12, 13] . Beslenme yoluyla 

günlük olarak alınan 3 mg boroptimum kalsiyum ve kemik metabolizmasını 

sağlamasınedeniylekullanımı gündeme gelmiĢtir [14]. Yapılan hücre kültür 

çalıĢmaları da borun kemik öncülü hücrelerinin farklılamaĢını desteklediğini 

göstermiĢtir [15]. Tüm bu bilgiler değerlendirildiğinde, borun kemik doku 

mühendisliğinde osteoindüktif bir ajan olarak kullanılabileceği düĢünülmüĢtür. 

Ancak, borun kemik doku mühendisliği yaklaĢımında doku iskeleleri ile birlikte 

kullanıldığı ve kemik oluĢumunda etkinliğinin araĢtırıldığı çok az sayıda çalıĢma 

mevcuttur. 

Sunulan tez çalıĢmasının amacı, kemik doku rejenerasyonunu destekleyecek 

özelliklere sahip bor katkılı hidroksiaptitin (B-HAp), biyomimetik yöntemle 

sentezlenmesi ve kitosan doku iskelelerinin bu faz ile kaplanmasıyla, doku 

mühendisliği uygulamalarında kullanılacak alternatif bir kompozit doku iskelesinin 

elde edilmesidir. Bu amaca yönelik olarak, belirlenen koĢullardaki mikrodalga 

desteği ile uygun miktarda bor ilavesi yapılmıĢ olan 10xSBF çözeltisi içerisindeki 

kitosan iskelelerin üzerinde bor katkılı kalsiyum fosfat fazı oluĢması sağlanmıĢtır. 

Ayrıca, bor katkılı hidroksiapatit kaplamanın hücreler üzerine etkisinin daha iyi 

anlaĢılması için, sadece hidroksiapatit kaplı doku iskelelerinin sentezi de 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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GeliĢtirilen bor katkılı hidroksiapatit/kitosan (B-HAp/kitosan) kompozit doku 

iskelesinin osteojenik potansiyeli, kemik öncülü hücre hattı olan MC3T3-E1 

hücreleriyle incelenmiĢ, bu iskelelerin kemik doku oluĢturma etkinliği çeĢitli 

analizler ile belirlenmiĢtir. Konu ile ilgili literatür bilgileri, tez kapsamında 

gerçekleĢtirilen çalıĢmalar ve elde edilen sonuçlar devam eden bölümlerde 

sunulmuĢtur. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

Bu bölümde sunulan tez çalıĢmasının temelini oluĢturan konularla ilgili literatür 

bilgileri beĢ ana baĢlık altında özetlenmiĢtir. Ġlk bölümde kısaca kemik dokusunun 

yapısı ve özelliklerine yer verilmiĢtir. Ardından kemik doku hasarlarının tedavisi 

için doku mühendisliği yaklaĢımları, kullanılan doku iskeleleri, hücreler ve 

biyosinyaller ile ilgili açıklamalar yapılmıĢtır. Üçüncü bölümde, tez çalıĢmasına 

özgünlüğük kazandıran bor mineralinin, tarihçesi, kimyası, kullanım alanları ve 

sağlık üzerine etkilerine yönelik literatür bilgilerine değinilmiĢtir. Dördüncü 

bölümde, kemik doku mühendisliğinde önemli bir yeri olan hidroksiapatitin çeĢitleri 

ve üretim yöntemleri anlatılmıĢtır. Son bölümde ise mikrodalga enerjisi hakkında 

temel literatür bilgileri verilmiĢtir. 

2.1. Kemik Doku 

2.1.1. Kemik dokunun yapısı 

Kemikler, kemik doku, kemik iliği ve bunları çevreleyen bir bağ doku olan 

periosteumdan oluĢan oldukça damarlı ve sinirlerle donatılmıĢ organlardır [16]. 

Periosteum osteojenik özelliktedir [17]. Vücudu koruyan, destekleyen ve hareketini 

sağlayan iskelet sisteminin bir bileĢeni olan kemik, aynı zamanda kanın 

oluĢumunu sağlayan kemik iliği gibi özelleĢmiĢ dokular için de bir koruma ve 

üretim bölgesidir [18]. 

Vücudun diğer organlarında ve dokularında da olduğu gibi kemik doku da 

makrodan nanoya kadar değiĢen ölçülerde bileĢenleri içeren hiyerarĢik bir 

düzenlenmeye sahiptir (ġekil 2.1). Kemik dokusu, kemik hücre dıĢı matrisi (ECM) 

ve Tip I kollajen (KOL-I) gibi mineralize olmayan organik yapıların yanı sıra 

mineralize olan inorganik karbonatlı apatit yapılarını da içermektedir. ECM 

içeriğinde proteoglikanlar, glikoproteinler ve sialoproteinler gibi çok sayıda matris 

proteini bulunur [19]. Kemiğin inorganik bileĢenleri ise hidroksiapatit kristalleri 

Ģeklinde bulunan kalsiyum ve fosfatların yanı sıra sitrat ve magnezyum gibi 

bileĢenlerden oluĢur. Kısacası kemik, genetik, metabolik ve mekanik faktörler 

tarafından etkilenen kalsiyum fosfat kristallerinin birikmesiyle güçlenmiĢ bir organik 

matristen oluĢan mineralize bir dokudur. Diğer bir deyiĢle kemik, doğal bir 

kompozit malzemedir [18].  
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ġekil 2.1. Kemiğin hiyerarĢik yapısı[20]. 

Kemik, sert ve mineralize bir doku olmasına rağmen kan damarları ve çeĢitli hücre 

tiplerini içeren canlı bir dokudur [17, 21]. Kemiğin yapımında ve yeniden 

düzenlenmesinde görev alan farklı hücre tipleri bulunmaktadır. Bu hücreler 

osteoprojenitör (osteoblast öncülü) hücreler, osteoblastlar, osteositler ve 

osteoklastlardır. FarklılaĢmamıĢ mezenkimal kök hücreler olan osteoprojenitör 

hücreleruygun çevrede osteoblastlara dönüĢürler. Bu hücreler periosteum, 

endoesteum ve Havers kanallarında, uyarılma durumunda kemik oluĢumu için 

osteoblastlara farklılaĢmak için hazır durumda bulunurlar. 

Osteoblastlar, preosteoblastlar ya da osteoprojenitör hücrelerden köken alan 

tamamen farklılaĢmıĢ hücrelerdir [16, 22]. Kemik oluĢma bölgelerinde yeni kemik 

matrisini sentezlerler [23]. Kübik ya da alçak prizmatik boylu hücrelerden yapılmıĢ 

iri çekirdekli hücrelerdir. Salgıladıkları alkalen fosfataz (ALP) enzimi ile 

kalsifikasyon gerçekleĢir ve dokuda mineralizasyon baĢlar. Kemiğin esas hücresi 

olan osteositler lakünalar içinde yerleĢmiĢ olup,  sentez yapamadıklarından 

granüllü endoplazmik retikulumları ve Golgi cisimcikleri azdır. Bu hücreler 

uzantıları sayesinde lakünada gömülü kalmayarak diğer hücrelerle iletiĢim 

kurarlar. Osteositler aynı zamanda kalsiyum metabolizmasında da rol oynarlar. 

Osteoklastlar ise makrofaj hücre tipi olup, 20-100 µm çapında büyük ve çok 

sayıda çekirdeğe sahip hücrelerdir ve kemik rezorbsiyonundan sorumludurlar. 

Osteoklastlar, içerdikleri kollajenaz ve diğer proteolitik enzimlerle kemiği rezorbe 

ederler [17]. 
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2.1.2. Kemik oluĢumu ve morfolojisi 

Kemikler iki farklı geliĢim süreciyle oluĢmaktadır. Endokondral kemikleĢme ile 

apendiküler kemikler, yüz kemikleri, omurga ve lateral köprücük kemikleri olan 

uzun kemikler oluĢurken, intramembranöz kemikleĢme sonucunda kafatası 

kemikleri ve medial köprücük kemikleri oluĢur [24].  

Kemik morfolojik olarak, toplam iskeletin %20 „si olan kortikal (sıkı) ve %80 „i olan 

kanselöz (süngerimsi) kemik olmak üzere iki Ģekilde bulunur. Sadece %10 

gözenekliliğe sahip kortikal kemik 3 farklı alt gruba ayrılır: 1) uzun 2) kısa ve 3) düz 

kemikler. Kanselöz kemik ise %50-90 gözenekliliğe sahiptir ve yaygın olarak uzun 

kemiklerin ortasında bulunur [25]. Kortikal kemik, kemik iliğini çevreleyen oldukça 

sert ve yoğun bir yapıda iken, kanselöz kemik boĢluklu bir yapıya sahiptir. Kortikal 

osteonlar Havers sistemi olarak adlandırılır. Havers kanalı 20-100 µm çapındadır 

ve 1-2 adet damar içerir. Bu sistemler kortikal kemiğin içinde dallanmıĢ olarak 

bulunan, yaklaĢık olarak 400 mm boyunda ve 200 mm geniĢliğindeki silindirik 

yapılardır. Havers kanallarının etrafı 3-7 µm kalınlıktaki lamellerden, hücrelerden 

ve sert bir matristen oluĢur. Her bir lamelde çok sayıda kanalikül adı verilen 

yapılar bulunur ve içerisinde osteositler yerleĢmiĢtir. Havers kanalı diğer 

kanallarla, kemik iliğiyle ve periosteumla Volkmann Kanalları sayesinde bağlantı 

kurar. ġekil 2.2‟de kemiğin mikroskobik yapısı gösterilmektedir. 

 

ġekil 2.2. Kemiğin mikroskobik yapısı. 
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Kortikal kemik genel olarak kanselöz kemikten daha düĢük metabolik aktiviteye 

sahiptir. Kortikal kemiğin dıĢ yüzeyi periosteum, iç yüzeyi ise endosteum ile 

çevrilidir. Periosteum kemik onarımı, büyümesi ve beslenmesi için önemlidir. 

Kanselöz kemik ise 50 ile 400 mm kalınlığında değiĢen plaka ve çubuklardan 

oluĢur. Ġki tip kemikte de bulunan lamelar yapılar ağırlıklı olarak KOL-I fibrillerin 

farklı düzenlenmesiyle meydana gelir [17, 23]. 

2.1.3. Kemik rejenerasyonu 

Kemik kırıklarının iyileĢmesi ve kemiğin yeniden Ģekillenmesi, birçok hücrenin 

görev aldığı kimyasal, mekanik ve elektriksel uyaranların karmaĢık bir Ģekilde 

etkileĢimiyle gerçekleĢir. ĠyileĢmede baĢlıca görev alan yerel faktörler kırık 

hematomu, kemik iliği, periost ve büyüme faktörleridir. Hasarlı bölgenin iyileĢmesi 

hematom oluĢmasıyla baĢlar ve ortama ilk önce nötrofiller ve makrofajlar gelir. 

Bunların salgıladıkları kimyasallar ve bölgeye göç eden fibroblastlarla hücresel 

elemanlarda ve ara maddelerde artıĢ, hücrelerde ise farklılaĢma baĢlar. 

Multipotent etkiye sahip mezenkimal kök hücreler osteoblastlara farklılaĢır. 

Bölgede oluĢan ilk fibröz dokuya kemik kallusu denir. Ardından, bölgeye 

periosteum ve endoesteumdan osteoblast göçü olur. Onarımda öncelikle 

olgunlaĢmamıĢ kemik dokusu olan primer kemik dokusu oluĢur. Daha sonra bu 

doku ortadan kalkar ve yerini sağlam ve iĢlevsel esas kemik dokusu alır [17, 26].  

2.2. Kemik Doku Mühendisliği 

Tümörler, hastalıklar, enfeksiyonlar, travma, biyokimyasal bozukluklar ve normal 

olmayan iskelet geliĢimi sonucu oluĢan kemik hasarları önemli sağlık 

problemleridir.  Ayrıca kemik kanserleri nedeniyle oluĢan tümörlerin cerrahi iĢlemle 

çıkarılmasıyla, kemiğin yenilenebilmesi için iskelet devamlılığının ve mekanik 

desteğin sağlanması gereken kritik büyüklükte hasarlar meydana gelebilir [27]. 

Kemik kendi kendine iyileĢme ve yara dokusu oluĢmadan yenilenebilme 

kapasitesine sahip bir doku olmasına rağmen, bu gibi büyük hasarların onarımında 

yetersiz kalabilmektedir [28].  
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ġekil 2.3.  Kemik doku mühendisliği yaklaĢımının Ģematik gösterimi. 

Kemik hasarlarının tedavisinde kullanılan malzemeler, kemik greftleri, seramikler 

ya da sentetik polimerlerdir. Kemik greftleri hastanın kendisinden (otogreft), baĢka 

bir vericiden (allogreft) ya da farklı bir türden (zenogreft) elde edilebilir [29]. 

Günümüzde kemik onarımı için „‟altın standard‟‟ hasarlı bölgeye otolog kemik 

naklidir [30]. Ancak bu iĢlem sırasında hastaya ikinci bir cerrahi iĢlem yapılmasına 

ihtiyaç duyulması ve hasarlı alanın büyüklüğü nedeniyle yeterli greftin 

alınamaması bu yöntemin önemli kısıtlamalarındandır. Patojenlerin taĢınması ya 

da bağıĢıklık sistemi aktivasyonu gibi yan etkilerine karĢın, allogreftler ve 

zenogreftler osteoindüktif özelliklerinden dolayı otogreftlere alternatif olarak tercih 

edilmektedir  [29].  Tüm bu uygulamaların dezavantajlarını ortadan kaldırmak 

amacıyla tasarlanan kemik doku mühendisliği yaklaĢımlarında, kemik 

hasarlarının onarılması ya da hasarlı dokunun yeniden yapılanması için doku 

iskeleleri (scaffold), hücreler ve büyüme faktörleri tek baĢlarına ya da bir arada 

kullanılmaktadır [16]. ġekil 2.3‟te kemik doku mühendisliği yaklaĢımı Ģematik 

olarak anlatılmaktadır. Bu yaklaĢımda hücre dıĢı matrisi taklit ederek, kemik 

dokusunu üretmek amacıyla çok çeĢitli doku iskeleleri geliĢtirilmiĢtir [30]. Hastanın 

kendisinden veya uygun bir kaynaktan alınan sağlıklı kemik hücreleri in vitro 

koĢullarda çoğaltıldıktan sonra doku iskelelerine ekilmekte ve doku oluĢumu 

gerçekleĢmektedir. EĢ zamanlı olarak da biyobozunur özellikteki doku iskelesi 
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bozunarak yerini gerçek dokuya bırakmaktadır. Elde edilen doku hasarlı bölgeye 

implante edilerek süreç tamamlanmaktadır. 

2.2.1. Kemik doku mühendisliğinde kullanılan hücreler 

Doku mühendisliği yaklaĢımlarında, en önemli basamaklardan biri uygun hücre 

kaynağının seçilmesidir [25]. Doku mühendisliği uygulamalarının baĢarısı, seçilen 

hücrelerin uygun fenotipte ve gerekli biyolojik fonksiyonları gösterebilen, yeterli 

üreme yeteneğine sahip hücreler olmasına bağlıdır [31].   

Ġdeal bir hücre kaynağı kolaylıkla çoğalabilmeli, immunojenik olmamalı ve 

yenilenecek dokuya uygun proteinleri ifade edebilmelidir. Sıklıkla tercih edilen 

hücreler osteoblastlar ve mezenkimal kök hücrelerdir [25]. Osteoblastlar kemik 

dokuya özgü hücrelerdir ve hastadan cerrahi iĢlem ile alınan materyalden elde 

edilirler. Bu hücreler, immunojenik açıdan uyumları ile en göze çarpan hücreler 

olmalarına karĢın, tamamen farklılaĢmıĢ ve post mitotik hücreler olmaları bazen 

kültür ortamında istenmeyen fenotip sergilemelerine neden olabilir [31]. Dokudan 

izole edilen osteoblastlar, ALP, osteokalsin ve KOL-I gibi kemiğe özgü protein ve 

enzimleri sentezlerler ve böylece kemik doku yenilenmesine katkıda bulunurlar. 

İnvitro hücre kültür ortamlarında çeĢitli ajanların da kullanılmasıyla, osteoblastların 

farklılaĢması ve kalsifiye olması sağlanır. Mezenkimal kök hücrelervücuttaki 

farklı hücre tiplerine farklılaĢma özelliğine ve yüksek yenilenme kapasitesine sahip 

hücrelerdir. Özellikle osteoblastlara farklılaĢma kapasiteleri yüksek olan bu 

hücreler kemik iliği aspiratı, eriĢkin periferal kanı, kordon kanı, amniyotik sıvı, 

periosteum ve yağ dokusu gibi birçok dokudan elde edilebilir [22] ve elde edildiği 

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

Osteoblastlar, eriĢkin ve embriyonik kök hücrelerin yanı sıra,  MC3T3-E1, SAOS-2, 

UMR-106 gibi osteoblast benzeri hücre dizileri de kemik doku mühendisliği 

çalıĢmalarında kullanılmaktadır. ÖlümsüzleĢtirilen bu preosteoblast hücreler 

kolaylıkla kültüre edilebilir ve yüksek çoğalma kapasitesine sahiptirler [32-34]. 

2.2.2. Kemik doku iskeleleri ve temel özellikleri 

Doku iskeleleri, üç boyutlu bir mikroçevre olan ECM‟yi taklit edecek Ģekilde 

tasarlanan yapılardır [3]. Bu yapılar içerisinde hücreler etkileĢim halinde olabilmeli 

ve kendi hücre dıĢı matrislerini üretebilmelidir. Kemik doku mühendisliği 

uygulamalarında kullanılacak ideal bir doku iskelesinin sahip olması gereken bazı 
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özellikler bulunmaktadır. Doku iskeleleri biyouyumlu olmalıdır. Biyouyumluluk 

hücre yapıĢmasını destekleme ve lokal ya da sistemik bir toksik etkiye neden 

olmama olarak tanımlanır. Hücre canlılığı için gerekli besinlerin ve oksijenin 

baĢarılı bir Ģekilde difüzyonunun sağlanması için, içsel bağlantılı gözeneklere 

sahip doku iskelesinin gözenek çapının en az 100 µm olması beklenmektedir [35, 

36]. Kemik dokunun oluĢabilmesi için ise ideal gözenek çapının 200-350 µm 

olduğu bilinmektedir [32]. Ancak yapılan çalıĢmalar gözeneklilik artıkça mekanik 

dayanımın da azaldığını göstermektedir [37]. Kemik dokunun mekanik özellikleri 

kortikal kemikten kanselöz kemiğe farklılık göstermektedir. Kortikal kemiğin elastik 

modülü 15-20 GPa arasında değiĢirken, kanselöz kemiğinki 0.1-2 GPa 

arasındadır. Kortikal kemiğin basınç dayanımı 100-200 MPa iken, kanselöz 

kemikte bu değer 2-20 MPa‟dır. Böylesine farklı mekanik özellik gösteren ve 

karmaĢık bir geometriye sahip kemik doku için ideal bir iskele oluĢturmak oldukça 

zordur. Gözeneklilik, doku damarlanmasının sağlanması için de oldukça önemlidir. 

Doku iskeleleri kolay ve istenilen boyutta üretilebilir olmalıdır [36]. Bu özelliklerin 

yanı sıra, biyobozunurluk anahtar bir özelliktir ve bozunma hızı önemlidir. 

Bozunmanın, istenilen doku oluĢumu tamamlandıktan sonra gerçekleĢmesi ve 

bozunma ürünlerinin toksik etki göstermemesi gereklidir. Bir doku iskelesinin 

biyobozunurluğu üretildiği malzemenin özelliklerine, boyutlarına, üretim yöntemine 

ve yüzey özelliklerine bağlıdır. Biyobozunurluk,  doku iskelesinin neden olduğu 

hücresel yanıtı, biyouyumluluğu, iĢlevselliği ve eğer ilaç yüklenmiĢse salım profilini 

etkilemektedir. ġekil 2.4‟te biyobozunurluğun doku iskelesi tasarımındaki önemi 

özetlenmiĢtir. Bu özelliklerin yanı sıra, doku iskeleleri hücre kültür çalıĢmalarında 

ve cerrahide kolaylıkla kullanılabilmeleri için sterilizasyon, paketleme ve taĢıma 

gibi iĢlemlere de dayanıklı olmalıdırlar [35]. 

2.2.2.1. Kemik doku iskelesi üretiminde kullanılan biyomalzemeler 

Kemik doku mühendisliği yaklaĢımında, osteoindüktif (kök hücrelerin 

osteoblastlara farklılaĢmalarını ve sonrasında kemik oluĢturmalarını sağlayan 

malzemeler) ajanlar ve osteogenezin gerçekleĢmesi için osteojenik hücrelerle 

birlikte, kemiğin içinde büyümesini destekleyecek osteokondüktif (hücrelerin 

üremelerini destekleyerek, kemiğin üç boyutlu yapısının oluĢmasını sağlayan 

malzemeler) bir matris için kullanılacak biyomalzeme seçimi çok önemlidir [28]. 

Metal, seramik, polimer ve bunların kompozitlerinden oluĢan biyomalzemeler, 
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organ ya da dokuların iĢlevlerini yerine getirmek veya desteklemek amacıyla tıp ve 

diĢ hekimliği alanında yaygın bir Ģekilde kullanılmaktadır [38]. Ortopedide en çok 

tercih edilen metal malzemeler, çelik ve kobalt ya da titanyum bazlı alaĢımlardır. 

Bu malzemeler özellikle kalça protezi olarak birçok hastanın yaĢam kalitesini 

arttırmasına karĢın metalik yapıları nedeiyle doku mühendisliği açısından önemli 

iki dezavantaja sahiptirler: Biyobozunur değillerdir ve iĢlenebilirlikleri oldukça 

sınırlıdır [39]. 

ġekil 2.4. Doku iskelesi tasarımında biyobozunurluğun önemi. 

Vücudun zarar gören ya da iĢlevini yitiren parçalarının tamiri için geliĢtirilen özel 

tasarımlı seramiklere biyoseramikler denilmektedir. Biyoseramikler biyoinert ve 

biyoaktif olmak üzere iki grupta incelenirler. Hidroksiapatit (HAp), trikalsiyum 

fosfat (TCP) ve oktakalsiyum fosfat biyoaktif yapıda biyoseramikler olup kemiğe 

yüksek oranda bağlanma kapasitesine sahiptirler [3]. Kemik mineralinin kimyasal 

ve kristal yapısına önemli ölçüde benzerlik gösteren bu kalsiyum fosfatlar, 

biyouyumlu, osteokondüktif ve osteoindüktifdirler. Hidroksiapatit bu gruptaki en iyi 

bilinen doku iskelesi malzemesidir. Ancak doku mühendisliği uygulamalarında tek 

baĢına kullanımı, biyobozunur olmayıĢı, mekanik özelliklerinin zayıflığı ve iĢlenme 

zorluğu nedeniyle kısıtlıdır. Özellikle yük taĢıyan bölgedeki kemiklerin onarımında 

çok sert olan bu malzemelerin kullanımı uygun değildir [40]. Bölüm 2.4‟te HAp ve 

üretim yöntemleri ayrıntılı Ģekilde açıklanmıĢtır. 
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Polimerler doku iskelesi fabrikasyonunda öncü malzemelerdir. Çok farklı çeĢit 

biyobozunur polimer doku mühendisliği alanında kullanılmakta olup temelde iki 

sınıfa ayrılabilirler: Doğal polimerler ve sentetik polimerler. Hiyaluronik asit, 

glikozaminoglikan, niĢasta, aljinat ve kitin/kitosan gibi polisakkarit yapılı ya da 

soya, kollajen, fibrin ve ipek gibi protein yapılı doğal polimerler kemik onarımının 

yanı sıra sinir, kas ve deri dokusunun onarımında da kullanılmaktadır. Doğal 

polimerler enzimatik ya da hidrolitik biyobozunmaya duyarlı olmaları nedeniyle, 

fizyolojik mekanizmalarla metabolize olabilirler. Hayvanlardan, bitkilerden ya da 

mikroorganizmalardan elde edilen bu polimerler ile oluĢturulan biyomalzemeler, 

gerçeğe yakın bir hücresel çevre oluĢturmakla birlikte, polimerlerin biyolojik 

dokulardan elde edilmeleri nedeniyle her izolasyonda çeĢitlilik gösterebilme 

eğilimleri yaygın kullamlarını kısıtlamaktadır. Ayrıca özel bir çözücü varlığında 

çözünebilen bu polimerler zayıf mekanik özelliklerinden dolayı da dezavantaja 

sahiptirler [39, 41, 42]. Sentetik polimerler ise kolay üretilebilir ve iĢlenebilir 

özelliktedirler. Bozunma süreleri, elastik özellikleri kontrol edilebilir ve vücuttaki 

enzimatik reaksiyonlardan etkilenmezler. Yaygın olarak kullanılan biyobozunur 

sentetik polimerler poli-α-hidroksi esterler olarak bilinen poli(laktik asit), poli(glikolik 

asit), poli(laktik-ko-glikolik asit) ve poli(ε-kaprolakton) polimerleridir. Hidrolizleri 

sonucu oluĢan bozunma ürünleri doğal yollarla vücuttan uzaklaĢtırılır. Bunlara 

ilaveten, poli(karbonat) ve poli(fumarat)‟lar da sıklıkla tercih edilen sentetik 

polimerlerdir [16, 40]. 

Doku iskelesi üretiminde kullanılacak biyomalzeme yeni kemiğin oluĢumunun 

sağlanması için, osteoprojenitör hücrelerin yapıĢmasını ve çoğalmasını 

desteklemesinin yanı sıra osteokondüktif de olmalıdır. Bu amaçla biyobozunur 

polimerler ve biyoseramikler bir arada kompozit yapılar oluĢturarak 

kullanılmaktadırlar. Kalsiyum fosfatların osteokondüktif ve polimerlerin 

biyobozunur özelliği bu iki malzemenin doğrudan karıĢtırılması ya da polimerlerin 

biyomimetik yöntemlerle kaplanmaları sonucu bir araya getirilebilir. Böylece doğal 

kemikte olduğu gibi organik ve inorganik yapıların bir arada bulunduğu bir matris 

elde edilir [43]. Kompozit malzemeler, homojen malzemelere oranla, yapısal 

uyumluluğun sağlanması açısından daha avantajlıdırlar [3]. 
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2.2.2.2. Kemik doku iskelesi üretim yöntemleri 

Doku mühendisliği çalıĢmalarında, doku iskelesi tasarımı ve üretimi en önemli 

basamaklardan biridir. Üretim için uygun yöntem, rejenerasyonu hedeflenen doku 

için gerekli özellikleri taĢıyan bir doku iskelesinin elde edilebildiği yöntemdir. 

Fabrikasyon yöntemi malzemenin biyouyumluluğunu ve kimyasal özelliklerini 

değiĢtirmemelidir.  Ayrıca, yeterli hassasiyete sahip ve tekrarlanabilir olmalıdır.    

Seramikler ve metaller, iĢlenmesi ve Ģekil verilmesi zor malzemeler olduğundan 

ancak yüksek sıcaklıklarda iĢlenerek, belirli geometrilerde doku iskelesi üretimi 

yapılabilmektedir. Polimerler ise kolay iĢlenebilir malzemelerdir. Bu nedenle 

polimerik doku iskelelerinin fabrikasyonuna yönelik çok sayıda yöntem 

geliĢtirilmiĢtir. Bu yöntemler geleneksel yöntemler ve hızlı prototipleme 

yöntemleri olarak 2 grupta incelenmektedir. Geleneksel yöntemlerle üretilen doku 

iskelelerinde gözenek boyutunun kontrolü ve gözeneklilik dağılımı, istenilen iskele 

geometrisinin oluĢturulması açısından yetersiz kalmaktadır. Bu nedenle üç-boyutlu 

doku iskelesi üretimi için bilgisayar destekli tasarım teknikleri (hızlı prototipleme) 

geliĢtirilmiĢtir. Çizelge 2.1‟de sıklıkla tercih edilen doku iskelesi üretim 

yöntemlerinin avantaj ve dezavantajları özetlenmiĢtir [44, 45]. 
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Çizelge 2.1. Doku iskelesi üretim yöntemleri. 

Üretim Yöntemi Avantajları Dezavantajları 

Geleneksel yöntemler   

Dondurarak kurutma Yüksek gözenekli yapı 

Yüksek bağlantılı gözenek 

Küçük gözenek çapı 

Elektroeğirme DüĢük maliyet 

Ayarlanabilir Ģekil, büyüklük 
ve mekanik özellik 

Çok çeĢitli polimer 
kullanabilme 

DüzenlenmiĢ nanofiber 
üretimi 

Organik çözücülerin 
kullanılması 

Üç boyutlu yapıların 
üretiminde elveriĢsiz 

Fiber Bağlama Kolay iĢleme 

Yüksek gözeneklilik 

Yüksek yüzey alanı/hacim 
oranı 

Amorf olmayan polimerler 
için yüksek iĢleme sıcaklığı 

DüĢük mekanik dayanım 

Çözücü uzaklaĢtırma 
problemi 

Faz Ayırım Biyoaktif ajanlarla etkileĢime 
uygun 

Yüksek gözenekli yapı 

AyarlanabilirĢekil, büyüklük 
ve mekanik özellik 

 

Mikro yapının kontrolünde 
yetersiz 

DüĢük üretim verimi 

Farklı boyutlarda gözenek  
elde etmek için elveriĢsiz 

Çözücü uzaklaĢtırma 
problemi 

Çözücü Döküm/Parçacık 
UzaklaĢtırma 

Farklı boyutlarda gözenek 
çapı 

Yüksek gözeneklilik 

Kristalinite ayarlanabilir 

DüĢük mekanik özellik 

Porojen ve çözücülerin 
yeterince uzaklaĢamaması 

Membran kalınlığı sınırlı 

Membran Laminasyonu Makro yapının kontrolü 

Gözeneklilik ve gözenek 
boyutununun bağımsız 
kontrolü 

DüĢük mekanik özellik 

Çözücünün 
uzaklaĢtırılamaması 

Üretim süresinin uzunluğu 

Gözenekler arası zayıf 
bağlantı 

Eriyik kalıplama 

 

 

 

Makro yapının kontrolü 

Gözeneklilik ve gözenek 
boyutununun bağımsız 
kontrolü 

Amorf olmayan polimerler 
için yüksek iĢleme sıcaklığı 

Porojenin 
uzaklaĢtırılamaması 
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Çizelge 2.1. Doku iskelesi üretim yöntemleri (Devamı). 

Hızlı prototipleme yöntemleri 

Üç boyutlu baskı tekniği 
(3DP) 

 

 

 

 

 

 

Yüksek gözeneklilik  

Gözenek çapı: 45-100 µm 

Kolay iĢleme  

Yüksek yüzey alanı/hacim 
oranı 
Gözenekler arası yüksek 
bağlantı 

Farklı polimerleri iĢleyebilme 

Toksik organik çözücülerin 
kullanımı 

Küçük gözenek çapı 

Zayıf mekanik dayanım 

Eriterek birikim  

modellmesi (FDM) 

 

Yüksek gözeneklilik 

Gözenek çapı:250-1000 µm 

Yüksek yüzey alanı/hacim 
oranı 

Gözenekler arası yüksek 
bağlantı 

Çözücü kullanımı 
gerektirmez 

Gözeneklilik ve gözenek 
boyutununun bağımsız 
kontrolü 

 

Yüksek iĢleme sıcaklığı 

Sınırlı sayıda polimer için 
uygun 

Farklı yönlerde gözenek 
oluĢturma kısıtlı 

Farklı geometrilerde üretim 
zorluğu 

Lazerle Kalıplama (SLS) Yüksek gözeneklilik 

Gözenek çapı: 45-100 µm 

Yüksek yüzey alanı/hacim 
oranı 

Gözenekler arası yüksek 
bağlantı 

Çözücü kullanımı  
gerektirmez 

Farklı polimerler iĢleyebilme 

Gözeneklilik ve gözenek 
boyutununun bağımsız 
kontrolü 

Yüksek iĢleme sıcaklığı 

Küçük gözenek çapı 
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2.2.3. Kemik doku mühendisliğinde kullanılan biyosinyaller 

Kırık iyileĢmesi, vasküler sistem ve iskelet sistem öncü hücreleriyle birlikte kemik 

iliğindeki hematopoetik ve immün hücrelerin de yer aldığı karmaĢık bir fizyolojik 

süreçtir. Bu süreçte büyüme ve farklılaĢma faktörleri, hormonlar, sitokinler ve 

hücre dıĢı matris gibi birçok lokal ve sistemik düzenleyici faktör çok sayıda hücre 

tipiyle etkileĢerek iyileĢmeye destek olmaktadır. Bu faktörler 3 grup altında 

incelenebilir: (1) proinflamatuvar sitokinler (2) Transforme edici büyüme faktörü 

(TGF-β) süper ailesi ve diğer büyüme faktörleri (3) metaloproteinazlar ve 

anjiyojenik faktörler. 

Onarımın baĢlangıcında görev alan ve proinflomatuvar sitokinler olarak bilinen 

interlökin-1(IL-1), interlökin-6 (IL-6), ve tümör nekroz faktör-α (TNF-α) yalnızca 

makrofajlar ve inflamatuvar hücreler tarafından değil, periosteumda bulunan 

mezenkimal hücrelerden de salgılanırlar. Kemotaktik etki ile diğer hücreleri 

uyararak hasarlı bölgede hücre dıĢı matris sentezinin artmasını, anjiyogenezin 

uyarılmasını sağlarlar. TGF-β süper ailesi kemik morfogenetik protein (BMP) ve 

TGF-β gibi büyüme ve farklılaĢma faktörlerini içeren büyük bir ailedir. Kırık 

iyileĢmesi intramembranöz ve endokondral kemikleĢmenin farklı basamaklarında 

bu faktörlerden etkilenir. ĠyileĢmenin erken safhalarında plateletlerden salgılanan 

platalet kökenli büyüme faktörü (PDGF) de mezenkimal hücreler ve osteoblastların 

göç etmesini ve çoğalmasını uyarırken, inflamatuvar hücreler üzerinde de 

kemotaktik bir etkiye neden olurlar. Bunlara ek olarak, kemik matris oluĢumunu 

uyaran insülin benzeri büyüme faktörü (IGF) ve fibroblast, miyosit ve osteoblast 

gibi hücrelerin farklılaĢmasını sağlayan fibroblast büyüme faktörü (FGF) bu 

süreçte önemli rol oynayan moleküllerdir. Endokondral kemikleĢmenin son 

basamağında ise spesifik matris metaloproteinazları kas ve kemik dokusunu 

yıkarak kan damarı oluĢmasına olanak sağlarlar [46, 47].  

Kırığın doğal iyileĢme sürecinde etkin rol oynayan bu biyosinyal moleküller, kemik 

geliĢiminin uyarılması ve desteklenmesi amacıyla birçok doku mühendisliği 

çalıĢmasında kullanılmıĢtır [48-51].  

Ayrıca, in vitro hücre kültüründe osteojenik farklılaĢmanın desteklenmesi amacıyla 

dekzametazon, askorbik asit ve β-gliserol fosfat kullanılmaktadır. Yapılan 

çalıĢmalar, hücre kültür ortamında sentetik bir glukokortikoid olan dekzametazon 
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varlığında, osteogenezin uyarıldığını, hücrelerin çoğalma yeteneğinin ve ALP 

aktivitesinin arttığını göstermektedir. Buna bağlı olarak, dekzametazon 

mineralizasyonun da artmasına neden olmaktadır. Askorbik asit ise kollajen 

üretiminin artmasına destek olmakta ve ALP aktivitesini arttırmaktadır [52, 53]. 

Osteojenik besi ortamlarının kullanımı aynı zamanda osteopontin ve osteokalsin 

genlerinin ifadesinin artmasını da desteklemektedir [54]. 

Yukarıda adı geçen biyosinyal moleküllerinin yanısıra, çeĢitli elementler ve 

bunların bileĢikleri de kemik onarımı ve yeniden yapılanma sürecine katkıda 

bulunmaktadır. Bunlardan biri olan ve sunulan tez çalıĢmasının da temelini 

oluĢturan „‟bor‟‟ ile ilgili olarak aĢağıda ayrıntılı bilgi sunulmuĢtur. 

2.3. Bor 

Bor; hayvanlar, bitkiler ve insanlar için önemli bir iz elementtir [55]. Beslenme 

yoluyla vücuda alınan bor, birçok metabolik enzimin aktivitesini etkilemesinin yanı 

sıra, steroid hormonların ve kalsiyum, magnezyum, vitamin D gibi pek çok mikro 

besinin metabolizmasını da etkilemektedir [56].  

2.3.1. Borun tarihçesi 

Bor ve türevleri çok uzun yıllardan bu yana kullanılmaktadır. Bor tuzları ilk kez 4 

bin yıl önce Tibet‟te kullanılmıĢtır. Babiller tarafından değerli eĢyaların 

ergitilmesinde, Mısırlılarca mumyalamada, Eski Yunan ve Romalılarca da zemine 

serpilerek arena temizliğinde kullanılmıĢlardır. 875 yılında ise, Araplar ilk kez bor 

tuzlarından ilaç yapmıĢlardır [57]. Bor bileĢikleri çok uzun yıllardan bu yana 

bilinmesine rağmen, elementel borun keĢfi 1808 yılında Ġngiliz kimyacı SirHumphry 

ve Fransız kimyacı GayLussac tarafından gerçekleĢtirilmiĢtir [58]. 

2.3.2. Borun Türkiye için önemi 

Dünya bor rezervleri hakkında güvenilir kesin bir rakam vermek güç olmakla 

birlikte, dünyadaki toplam rezerv, B2O3olarak, 1.241x109 tondur [59]. Türkiye 

dünya bor rezervlerinin %72‟sine sahiptir ve dünya üretiminin %32‟sini 

gerçekleĢtirmektedir. Ülkemiz 2.5 milyar tonluk kamulaĢtırılmıĢ bor rezervi 

alanlarıyla dünyanın 450-500 yıllık ihtiyacını karĢılayabilecek durumdadır [58]. 

Diğer önemli rezervler ABD ve Rusya‟dadır. Ayrıca ekonomik açıdan en değerli 

boratlar olan boraks, kolemanit ve üleksit ülkemizde büyük miktarlarda yer 

almaktadır [60]. Bor mineralleri bazı alanlarda ham bor olarak kullanılmakta ise de 
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genel olarak rafine bor bileĢiklerine ve özel bor ürünlerine dönüĢtürüldükten sonra 

kullanılmaktadırlar. Bor minerallerinin çıkarılması, üretimi ve pazarlanması yasayla 

Eti Maden ĠĢletmeleri Genel Müdürlüğüne bırakılmıĢtır.   Bor ve ürünlerinin yurtiçi 

tüketiminin arttırılması ve yeni kullanım alanları bulunması amacıyla 2004 yılında 

Ulusal Bor AraĢtırma Enstitüsü (BOREN) kurulmuĢtur. Ükemizdeki bor mineralleri 

Batı Anadolu‟da olup, EskiĢehir, Balıkesir, Kütahya ve Bursa çevrelerinde 

çıkartılmaktadır. Bugün stratejik bir değeri olan bor geleceğin Türkiye‟sinde de 

ekonomik anlamda çok önemli bir rol oynayacaktır [61]. Bu nedenle borun kullanım 

alanının yaygınlaĢtırılmasına yönelik çalıĢmaların yüksek katma değere sahip 

olduğu düĢünülmektedir. 

2.3.3. Borun kimyasal özellikleri ve kullanım alanları 

Yeryüzünün 51. yaygın elementi olan bor,  toprak, kayalar ve suda yaygın olarak 

bulunan bir elementtir. Toprağın bor içeriği genelde ortalama 10-20 ppm, deniz 

suyunun 0.5-9.6 ppm, tatlı suların ise 0.001-1.5 ppm aralığındadır[62]. Kimyasal 

sembolü (B) dir ve periyodik cetvelin 3A grubunda bulunup, bu grubun metal 

olmayan tek elementidir. Atom numarası 5, atom ağırlığı 10.82 ve erime noktası 

2190±20°C‟ dir. Ġzotopları olan B10ve B11‟ in doğada bulunma yüzdeleri 

sırasıyla%19.57, %80.43‟dür [58]. Bor, kimyasal ve fiziksel olarak çok sayıda farklı 

özelliklere sahiptir. Elektron yapısı ve periyodik tablodaki yeri nedeniyle, bor içeren 

moleküller elektrofiliktir ve izoelektronik olan trigonal düzlemsel yapıya sahiptir. 

Bor ile yapılan fazladan bağlarla oluĢan bileĢikler anyonik, tetrahedral olmaktadır 

ve nükleofil gibi davranmaktadır. Trigonal bor bileĢikleri sulu çözeltilerde aĢırı 

reaktif olmalarına rağmen, tetrahedral türler kimyasal olarak oldukça kararlıdır [63]. 

Doğada 200‟e yakın bor bileĢiği bulunmaktadır. Bunlardan en yaygın olanları ve 

ticari önemi olanlar; Boraks Na2B4O7.10H2O, Kernit Na2B4O7.4H2O, Üleksit 

NaCaB5O9.8H2O, Probertit NaCaB509.5H2O, Kolemanit Ca2B6O11.H2O, 

Hidroborasit CaMgB6O11.6H2O ve Pandermit CaB10O19.7H2O olarak Devlet 

Planlama TeĢkilatı tarafından belirlenmiĢtir (1995). Üleksit‟tentürevlenen borik asit 

ve boraks çeĢitli uygulamalarda kullanılmaktadır. Borik asit; bir Lewis asididir, 

hidroksil iyonunu tutar, protonları bırakır. Ayrıca, borun organik bileĢiklerle yaptığı 

kompleksler, hidroksil grubu ihtiva eder ve böylece; Ģekerler, polisakkaritler, 

adenozin-5-fosfat, piridoksin, riboflavin, dehidroaskorbikasit ve piridin nükleotidler 

ile etkileĢime girebilir [58, 64]. 
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Çok çeĢitli sektörlerde kullanılan bor mineralleri ve ürünlerinin kullanım alanları 

giderek artmaktadır. Üretilen bor minerallerinin %10‟a yakın bir bölümü doğrudan 

mineral olarak tüketilirken geriye kalan kısmı bor ürünleri elde etmek için 

kullanılmaktadır. Bor mineralleri ve ürünleri, cam sanayi, seramik sanayi, 

temizleme ve beyazlatma sanayi, yanmayı önleyici maddeler, tarım, metalurji 

sanayi, nükleer sanayi ve tıp alanlarında kullanılmaktadır [64].  

Cam sanayiiinde; bor, ergimiĢ haldeki cam ara ürününe katıldığında onun 

viskozitesini arttırıp, yüzey sertliğini ve dayanıklılığını yükselttiğinden ısıya karĢı 

izolasyonun gerekli görüldüğü cam ürünlerine katılmaktadır [65].  

Seramik sanayiinde; borla kaplanan emayenin paslanmasının önlenmesi ve 

seramiği çizilmeye karĢı dayanıklı hale getirmesi için kullanılmaktadır [66].  

Temizleme ve beyazlatmada; sabun ve deterjanlarda, mikrop öldürücü, su 

yumuĢatıcı ve beyazlatıcı etkisi nedeniyle tercih edilmektedir [65]. 

ĠnĢaat ve çimento sanayiinde; çimento için dayanıklılık artırıcı ve izolasyon özelliği 

sağlaması açısından kullanılmaktadır. Borlu çimento depreme dayanıklı ve 

maliyeti düĢük bir üründür. Genellikle baraj ve dayanıklı karayolu yapımı gibi 

mukavemet açısından yüksek düzeyde dayanıklılık ve sağlamlık gerektiren 

yapılarda kullanılmaktadır [67].  

Yanmayı önleyici/geciktirici madde olarak ise; bor, erime noktasının çok yüksek 

olması ve bu nedenle yanmaya karĢı oldukça dayanıklı olması nedeniyle 

kullanılmaktadır [66].  

Nükleer uygulamalarda, atom reaktörlerinde borlu çelikler, bor karbürler ve titan-

bor alaĢımları kullanılır. Paslanmaz borlu çelik, nötron absorbanı olarak tercih 

edilmektedir. YaklaĢık her bir bor atomu bir nötron absorbe etmektedir. Atom 

reaktörlerinin kontrol sistemleri ile soğutma havuzlarında ve reaktörün alarm ile 

kapatılmasında (B10) bor kullanılır [65].  

Enerji sektöründe; bor ve bor bileĢiklerinin, hidrojen, yakıt pili ve araç motor 

teknolojilerinde enerji kaynağı olarak potansiyel kullanımı mevcuttur. 

Konvansiyonel enerji kaynaklarının hızlı bir Ģekilde tükenmesi bor madenini 

geleceğin enerji kaynağı adayı olarak güçlü bir konuma getirmiĢtir [68].  
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Tarım alanında; bor mineralleri bitki örtüsünün geliĢmesini artırmak veya önlemek 

amacıyla, biyolojik geliĢim ve kontrol kimyasallarında bakterisit ve fungusit olarak 

küflenmeyi önlemek amacıyla ve yavaĢ eriyen gübre üretiminde kullanılmaktadır. 

Bor, değiĢken ölçülerde, birçok bitkinin temel besin maddesi olması nedeniyle 

kullanılmaktadır. Özellikle eksikliği, anormal büyümeye, meyvelerin ya da 

yaprakların bozulmasına veya renklerini yitirmesine, az tohum hasatının ortaya 

çıkıĢına ve bunların sonucu olarak geliĢen bölgelerin yok oluĢu ile birlikte bitki 

kaybına neden olmaktadır [69].  

Makine ve metalurjide; boratlar, yüksek sıcaklıkta düzgün, yapıĢkan, koruyucu ve 

temiz, çapaksız bir sıvı oluĢturma özelliği nedeniyle, özellikle demir dıĢı metal 

sanayiinde cüruf oluĢturucu ve ergitmeyi hızlandırıcı madde olarak kullanılır. 

Boratlar özellikle çeliğin sertliğini artırıcı madde olarak kullanılmaktadır [70]. Aynı 

zamanda demir esaslı malzemelerden yapılan makine parçalarında elemanların 

aĢınmaya, yüzey basıncına ve korozyona karĢı dirençli olması için yüzeylerinin 

sertleĢtirilmesinde de kullanılmaktadır. Yapılan çalıĢmalarda, korozyon 

deneylerine tabi tutulan borlanmıĢ numunenin, borlanmamıĢ numuneye oranla 

yaklaĢık 8 kat daha fazla korozyon dayanımı gösterdiği kanıtlanmıĢtır [71]. 

2.3.4. Bor ve sağlık 

2.3.5. Borun vücuttaki etkileri 

Bor elementinin 1923 yılında bitkiler için esansiyel olduğu kabul edilmiĢ, hayvanlar 

ve insanlar için de esansiyel olabileceğine iliĢkin bulgulara da yakın zamanda 

ulaĢılabilmiĢtir [72]. Dünya Sağlık Örgütü‟ne göre insan vücuduna günlük yaklaĢık 

olarak 0.44 µg hava yoluyla, 0.2–0.6 mg içme suyuyla ve 1.2 mg beslenme yoluyla 

bor girmektedir. Meyveler, yeĢil sebzeler, mantarlar, baklagiller ve kabuklu 

yemiĢler bor bakımından zengin besinlerdir. Balık, et ve süt ürünleri ise borca fakir 

besinler arasındadır. 

Vücuda alınan borun neredeyse tamamı sindirim ve solunum sisteminden absorbe 

edilirken çok az bir kısmı da deri yoluyla alınır. Ġnsan vücudundaki organ veya 

sıvıların normal bor konsantrasyonları Çizelge 2.2‟de verilmiĢtir. Sıçanlar üzerine 

yapılan bir araĢtırmada, günlük 9,000 ppm borik asit ile beslenen hayvanların 

vücudundaki bor dağılmı incelenmiĢ ve en çok birikimin kemiklerde olduğu 

sonucuna varılmıĢtır [73]. 
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Çizelge 2.2. Ġnsanlarda organ veya sıvıların normal bor konsantrasyonu[74]. 

Doku Bor Konsantrasyonu (µg/g) 

aBeyin 0.87 

aKalp 0.59  
aBöbrek 1.27  
aKaraciğer 2.25  
aPankreas 0.51  
aDalak 3.95  
bKemik 1.60  
bSaç 1.05 
bTırnak 15.00 
bSereprospinal Sıvı 1.15  
bSinoviyal sıvı 30.00 
bTükrük 4.40 

aKuru AğırlıkbYaĢ Ağırlık 

Dokulara ya da vücut sıvılarına geçen bor, çoğunlukla Borik asit B(OH)3 Ģeklinde 

bulunurken az miktarda da B(OH)4
- anyonları Ģeklinde bulunur. Borik asit doğal bir 

bileĢik olup, sulardan, sebzelerden ya da diğer yiyeceklerden beslenme yoluyla 

alınabilir [75]. DıĢarıdan alınan boratlar, emilimleri sırasında mukozal yüzeylerde 

fizyolojik pH nedeniyle borik asite dönüĢtürülür. Borik asitin farklı biyolojik 

moleküllerle etkileĢime girebildiği bilinmektedir.Deneysel çalıĢmalar borik asitin 

hidroksil, amino ve tiyol gruplarına karĢı ilgisini ortaya koymuĢtur.  

Vücuda hangi yolla alınmıĢ olursa olsun borun %90‟dan fazlası ilk 24 saat 

içerisinde idrar yoluyla vücuttan uzaklaĢtırılır. Kalan kısım ise daha çok kemik, 

tırnak ve kıllarla, karaciğer ve dalak gibi organlarda birikmektedir. AraĢtırmalar 

borun toksik etkisinin çok düĢük olduğunu göstermektedir. Borun akut etkisi 15-30 

g boraks veya 2-5 g borik asit doğrudan alınırsa ortaya çıkabilir. Bazı kaynaklar 

uzun süre bora maruz kalmanın erkeklerde kısırlığa neden olduğunu iddia 

etmektedir, ancak ülkemizde ve dünyada yapılan pek çok araĢtırma borun kısırlığa 

yol açmadığı yönündedir [74]. 

Bor, mineral ve hormon metabolizmasında, hücre membran fonksiyonlarında ve 

enzim reaksiyonlarında rol oynar. Hücre dıĢı matris üretimini etkileyerek yara 

iyileĢmesini hızlandırır. Beslenme yoluyla alınan bor, plazma lipid seviyesinin 

düĢmesinde de rol oynayabilmektedir. Aynı zamanda kalp hastalıkları, osteoporoz 
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ve artrit riskini azalttığı düĢünülmektedir [75]. ÇalıĢmalar borun insanın algılama 

yeteneğini ve beyin fonksiyonlarını da etkilediğini göstermektedir [76]. Bor immün 

sistem ve yangısal olaylarda da etkilidir. Bai ve Hunt [45] bor yetersizliğinde 

sıçanların bakteriyel antijenlere karĢı oluĢturdukları immün cevabın baskılandığını 

ortaya koymuĢlardır. Benderdour ve ark. [77] tavuk embriyolarının pelvik kası 

üzerinde yürütülen çalıĢmada borik asitin proteoglikan, protein ve kollajen sentezi 

üzerine etkisini değerlendirmiĢler ve in vitro da kültür ortamında salımlarının 

arttığını belirlemiĢlerdir. Ayrıca borik asit uygulanan hücrelerden TNF-α salındığı 

da gösterilmiĢ ve bunun yara iyileĢmesini hızlandırdığı belirtilmiĢtir. Yapılan birçok 

çalıĢma ise, borun steroid hormon metabolizması üzerinde etkili olduğunu ortaya 

koymuĢtur. Borun östrodiol ve testesteron gibi hormonların sentezindeki 

hidroksilasyon basamağında etkili olduğu düĢünülmektedir [55]. Nielsen‟in 

hipotezine göre bor, steroid hormonlarının sentezinde ihtiyaç duyulan bir 

elementtir. Örneğin, bir veya daha fazla hidroksilasyon basamağı içeren steroid 

hormonlarından D vitamini, testesteron ve17-beta-östrodiol biyosentezinde 

Lewisasidi rolü oynayarak steroid yapılarına hidroksilgrubunun eklenmesini 

kolaylaĢtırıcı etki yapar. Ayrıca hormonların hızlı bir Ģekildeinaktive olmasını 

önleyici bir etki de gösterir[78]. 

Deneysel çalıĢmalar borun prostat kanserine karĢı koruyucu özellikte olduğunu da 

göstermiĢtir. AraĢtırmacılar, düĢük konsantrasyonlarda borik asitin, prostat spesifik 

antijenlerin proteolitik etkisini kısmen baskıladığını ve böylece bu antijenler 

üzerindeki düzenleyici etkisiyle borun prostat kanserinin geliĢme riskini azalttığını 

bildirmiĢlerdir. Prostat kanser hücre hattıyla yapılan çalıĢmada, 60-100 µM borik 

asit hücre çoğalmasını engellemiĢtir [79]. Borun sağlık sektöründeki en yaygın 

kullanımı beyin kanserlerinin tedavisinde kullanılan Bor Nötron Yakalama 

Terapisidir (BNCT). BNCT iki bileĢenli bir radyasyon tedavi yöntemidir ve 

çoğunlukla etraftaki sağlıklı dokuya zarar vermeksizin sadece tümörlü hücrelerin 

yok edilmesini sağlar [80]. 

Ġnsan metabolizmasında nasıl bir yol izlediği henüz tam bilinmeyen bor için iki 

hipotez öne sürülmüĢtür. Birinci hipotez borun hücre membranı fonksiyonu, 

stabilitesi veya yapısında önemli görevleri olduğunu savunmaktadır. Düzenleyici 

anyon ve katyonların transmembranal taĢınmasını ve membranlar arası 

haberleĢmeyi sağlaması ile hormonal aktivitelere duyarlı olması sonucu bu 
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görevleri gerçekleĢtirebilmekte olduğu düĢünülmektedir. Ġkinci hipotez ise borun 

metabolik yollarda bazı anahtar enzim reaksiyonlarını yarıĢmalı inhibisyon yoluyla 

etkileyen negatif bir düzenleyici olduğunu savunmaktadır [81, 82]. 

2.3.5.1. Borun kemik doku üzerine etkileri 

Bor, magnezyum, vitamin D ve kalsiyum gibi kemik sağlığı üzerinde önemli etkileri 

olan mikro besinlerin metabolizmasında görev almaktadır. Buna bağlı olarak bor, 

osteoporozun önlenmesinde önemli bir rol oynayabilir. Hunt ve Nielsen [83] 

tavuklarda beslenme ile yetersiz bor alımının yetersiz magnezyum alımına da 

neden olduğunu bulmuĢlardır. Uygun miktarda bor alımı plazma kalsiyum ve 

magnezyum seviyelerini yükseltmiĢtir. Aynı araĢtırmacılar baĢka bir çalıĢmalarında 

borun vitamin D üzerine de dolaylı bir etkisinin olduğu sonucuna varmıĢlardır [84].  

Bor, organik bileĢiklerdeki hidroksil gruplarıyla kompleks oluĢturabilme özelliğinden 

dolayı kortikosteroidleri oluĢturabilir ve böylece romatoid artrit belirtilerini hafifletir. 

Ayrıca artritik kemiklerin sağlıklı kemiklerden daha az bor içerdiği tespit edilmiĢtir 

[56]. Newnham ve ark. [85] tarafından yapılan araĢtırmalarda artritik kemiklerde 

bor miktarı 3 ppm iken sağlıklı kemiklerde 56 ppm civarında bulunmuĢtur. En 

yaygın olarak borun osteoartrit, osteoporoz ve romatoid artritin tedavilerinde 

kullanımı gündeme gelmektedir. Günlük 3 mg bor alımının menapoz sonrası 

kadınlarda östrojen etkisini arttırdığı ve bu etkinin osteoporoz tedavisinde önemli 

olduğu vurgulanmaktadır [86]. Demirer ve ark. [87] sıçanlardaki periodontitis 

modellerinde sistemik borik asitin histopatolojik ve morfometrik etkisini 

değerlendirdiklerinde, borun periodontal inflamasyonu ve alveolar kemik kaybını 

azalttığını göstermiĢleridir. Eksikliğinin kemik ve kıkırdak dokularının geliĢimini, 

organlarda bulunan kalsiyum, magnezyum seviyelerini ve alkalen fosfataz enzim 

aktivitesini etkilediği rapor edilmesine rağmen, borun etki mekanizması henüz 

bilinmemektedir. 

Borun kemik doku üzerine etkisinin daha iyi anlaĢılması amacıyla bazı in vitro 

hücre kültür çalıĢmaları yapılmıĢtır. Hakkı ve ark. [15] tarafından yapılan 

çalıĢmada borun MC3T3-E1 osteoblastik hücreler üzerindeki etkileri incelenmiĢtir. 

ÇalıĢmada çeĢitli bor dozlarında hücrelerin mineralizasyon karakteristikleri 

incelenmiĢ ve sonuç olarak borun özellikle osteoporoz gibi önemli kemik kaybı 

belirtilerine karĢı çok faydalı olabileceği öngörülmüĢtür. Wu ve ark. [88]  
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tarafındanyapılan çalıĢmada da bor ve dekzametazon içeren doku iskelelerinde 

osteojenik aktivitenin ve hücre çoğalmasının arttığı görülmüĢtür. Ying ve ark. [89] 

borun kemik iliği kökenli mezenkimal kök hücrelerin osteojenik farklılaĢmasına 

etkisini, kültür ortamına farklı deriĢimlerde bor ekleyerek incelemiĢlerdir. 4, 7 ve 

14. günlerde yapılan analizler sonucunda 1,10 ve 100 ng/mL bor eklenen 

gruplarda hücre çoğalmasının kontrol gruplarıyla bir farklılık göstermediği ve 1000 

ng/mL bor eklenen hücrelerin proliferasyonunun da inhibe olduğu görülmüĢtür. 

Ancak osteojenik farklılaĢma göstergesi olan alkalen fosfataz aktivitesi 10 ve 100 

ng/mL bor uygulanan gruplarda anlamlı derecede yükselmiĢtir. Bu sonuçlar gerçek 

zamanlı polimeraz zincir reaksiyonları analizleri ile de desteklenmiĢtir. 

Literatür incelendiğinde beslenme yoluyla bor alımının kemik dokuya etkisi kısmen 

anlaĢılmıĢ olmasına rağmen, bor ve bileĢiklerinin hücre kültür ortamındaki 

etkinlikleri henüz tam olarak bilinememektedir. 

2.4. Hidroksiapatit 

Biyomalzeme olarak kullanımı diĢçilikte ve implant kaplamalarında da sıklıkla 

tercih edilen hidroksiapatitler (HAp), apatit yapısında olup genel formülü M10 (PO4)6 

X2(M: Ca2+, Mg2+, Sr2+, Ba2+, Mn2+, Al3+, K+ ve X: F2
-, Cl2

-, Br2
-, (OH)2, CO3

2-) olarak 

bilinmektedir. Saf hidroksiapatitin formülü ise Ca10(PO4)6(OH)2‟dir[90]. Yapılan 

araĢtırmalar kemik yapısının % 60 oranında HAp ve % 20 oranında da kollajen 

fiber içermekte olduğunu göstermektedir[91]. Stokiyometrik HAp‟nin Ca/P molar 

oranı 1.67‟dir. Doğal kemiğin inorganik bileĢeni stokiyometrik olmayan apatit 

yapısındadır. Biyolojik apatitler zayıf kristalin yapıdadır ve katyonik ve anyonik 

iyonlar hidroksiapatitin kristal yapısına katılmaktadır. Biyolojik hidroksiapatitin 

yapısına en çok katılan iyon karbonat (CO3
2-)‟tır ve kemikte ağırlıkça %5-8 

arasında bulunur. CO3
2-, hidroksiapatit yapısında bulunan bütün hidroksil (OH-) 

iyonları ve bazı fosfat (PO4
3-)iyonlarıyla yer değiĢtirebilir. OH- iyonu ile yer 

değiĢtirmesi sonucu A tipi hidroksiapatit oluĢurken, PO4
3- iyonlarıyla yer 

değiĢtirmesi sonucu B tipi hidroksiapatit oluĢmaktadır. Kemikte ise B tipi 

hidroksiapatit yaygın olarak bulunur. Hidroksiapatitin yapısına magnezyum iyonları 

katılması ise özellikle osteogenez sırasında artmaktadır. Kemiğin yapısında 

bulunan inorganik bileĢenler ve ağırlıkça yüzdeleri Çizelge 2.3‟te verilmiĢtir. 
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Çizelge 2.3. Ġnsan vücudunda kemik dokunun inorganik bileĢimi [92]. 

Kemiğin inorganik bileĢimi % ağırlık 

Kalsiyum, Ca+2 34.80 

Fosfor, P 15.20 

Ca/P (molar) 1.71 

Sodyum, Na+ 0.90 

Magnezyum, Mg2+ 0.72 

Potasyum, K+ 0.03 

Karbonat, CO3
2- 7.40 

Flor, F- 0.03 

Klor, Cl- 0.13 

Pirofosfat, P2O7
4- 0.07 

Toplam inorganik 65.00 

Toplam organik 25.00 

H2O 10.00 

Eser elementler: B3+, Sr2+, Pb2+, Zn2+, Cu2+, Fe3+ 

Kemiğin önemli bileĢenlerinden olan kalsiyum fosfatlar biyoaktif ve 

biyouyumluözelliğe sahip olmalarından ötürü, kimya, biyoloji, tıp, diĢçilik ve jeolojiyi 

de kapsayan disiplinler arası alanlarda 20 yıldan bu yana kullanılmaktadır. HAp‟in 

gübre ve ilaç üretim endüstrisi, protein kromatografi uygulamaları, su arıtma 

prosesi ve kemik ve diĢ onarımı gibi birçok uygulama alanı bulunmaktadır. Sağlık 

alanındaki kullanımı, biyoaktif olmasının yanı sıra aynı zamanda osteokondüktif, 

non-toksik ve non-immunojenik özelliklerinden kaynaklanmaktadır. HAp 

biyoseramikleri sıklıkla implant kaplama malzemesi olarak yumuĢak doku ile 

implant arasında bir arayüzey oluĢturup implantın kaymasını engellemektedir. 

Hidroksiapatit kemik dolgu materyali olarak toz halde ya da gözenekli blok 

Ģeklinde kullanılır [90, 93]. HAp‟nin gözenekli yapısı antibiyotik, hormon, enzim, 

antikor parçaları ve steroidler gibi çeĢitli farmakolojik maddelere yüksek bağlanma 

afinitesi gösterir. Bu nedenle, sentetik HAp‟in kullanımı birçok klinik uygulamada, 

sürekli salım kapasitesiyle osteomyelit, osteoporoz ve kemik kanseri gibi 

hastalıklarda, kemikte bölgesel olarak oluĢan hasarların doldurulması ihtiyacını 

önemli ölçüde karĢılamaktadır [7]. 

Kalsiyum fosfat seramikleri diğer malzemelerle karĢılaĢtırıldığında, serum 

proteinlerine yüksek bir bağlanma kapasitesine sahiptirler. Proteinlerin kalsiyum 
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fosfatlara bağlanması elektrostatik olarak gerçekleĢir ve kalsiyum fosfat 

yüzeylerindeki protein bağlanma bölgeleri Ca+2 ve PO4
3- iyonlarıdır. Protein 

bağlanmasını etkileyen önemli bir etken de iyonik güç ve ortam pH‟ıdır [94]. 

2.4.1. Hidroksiapatit üretim yöntemleri 

Literatürde sentetik HAp sentezi için, sol-jel yaklaĢımı, sulu çözeltilerden çöktürme 

yöntemi, hidrotermal yöntem, mikrodalga-hidrotermal yöntem, çoklu emülsiyon 

yöntemi, elektrokristalizasyon yöntemi ve biyomimetik çöktürme yöntemi gibi 

birçok yöntem bulunmaktadır.  

Sol-jel yöntemi, iĢleme parametrelerinin sıkı bir Ģekilde kontrol edilebilmesi 

nedeniyle nanofazikHAp‟nin sentezinde etkili bir yöntemdir. Yöntem, kalsiyum ve 

fosforun moleküler düzeyde karıĢtırılmasıyla, oluĢan HAp‟nin kimyasal yapısını 

önemli ölçüde geliĢtirmeyi sağlar. Apatit yapısını oluĢturmak için gerekli sıcaklık ve 

kimyasal aktivite, büyük oranda baĢlangıçta kullanılan kimyasalların doğal 

yapısına bağlıdır. Çok sayıda fosfor ve kalsiyum öncüsünün kombinasyonları 

HAp‟nin sol-jel sentezinde kullanılmaktadır. Balamurugan ve ark. [95] kalsiyum ve 

fosfor kaynağı olarak sırasıyla Ca(NO3)24H2O ve trietil fosfatı Ca/P=1.67 

stokiyometrik oranında kullanmıĢlar ve üretilen HAp tozlarını kurutarak 900°C‟ a 

kadar değiĢen sıcaklıklarda kalsine etmiĢlerdir. Brendel ve ark. [96] öncü olarak 

fenildiklorofosfit [C6H5PCl2] ve Ca(NO3)24H2O kullanarak HAp sentezini düĢük 

sıcaklıkta gerçekleĢtirmiĢlerdir. Ancak oluĢan HAp‟ninsafsızlığının fazla ve 

kristalinitesinin düĢük olduğunu belirlemiĢler ve sıcaklığı 900°C‟ye kadar 

yükseltmenin daha saf ve kristal HAp üretimi ile sonuçlandığını bildirmiĢlerdir. 

Çöktürme tekniği, HAp sentezi için en yaygın olarak araĢtırılan ve güncel olan 

yöntemdir. Bu yöntem aynı zamanda ıslak çöktürme, kimyasal çöktürme ya da 

sulu çöktürme olarak adlandırılır. Diğer yöntemlere göre daha çok tercih 

edilmesinin nedeni organik çözücülere ihtiyaç duyulmadan yüksek miktarlarda ve 

düĢük maliyetle üretim yapılabilmesidir [7]. Ancak bu yöntemde üretilen partiküller 

büyük boyut ve boy dağılımlı olmakta, ayrıca bir araya gelerek topaklanmaktadırlar 

[93]. Chen ve ark. [97] tarafından yapılan çalıĢmada kalsiyum fosfat (Ca(NO3)2) ve 

amonyum nitrat (NH4H2PO4) çözeltileri pH>10 ortamında ve Ca/P=1.67 

stokiyometrik oranında etkileĢtirilerek HAp tanecikleri sentezlenmiĢtir. Geçirmeli 

elektron mikroskobu (TEM) ile yapılan analizler sonucu eni 20-30 nm, boyu 50-60 
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nm olan HAp parçacıklarının oluĢtuğunu belirlemiĢlerdir. Bouyer ve ark. [98] 

kalsiyum hidroksit (Ca(OH)2 ve ortofosforikasiti (H3PO4) reaksiyonda baĢlangıç 

maddesi olarak kullanmıĢlar ve yan ürün olarak sadece su oluĢtuğunu, herhangi 

bir yabancı ürünün oluĢmadığını göstermiĢlerdir. Üretilen HAppartiküllerinin 

büyüklüğü, Ģekli ve yüzey alanı, ortama eklenen ortofosforikasitin oranına ve 

reaksiyonun sıcaklığına oldukça duyarlıdır. 

Hidrotermal sentez, seramik malzemelerin çözeltiden doğrudan kristalizasyonu 

için sulu ortamda, belirlenen basınç (P>100kPa) ve sıcaklıklarda (T>25°C) tek ya 

da heterojen reaksiyonların kullanıldığı bir prosestir. Bununla birlikte, hidrotermal 

iĢlemde hidrotermal sıcaklığın ve basıncın arttırılmasıyla çökeltinin Ca/P oranını 

değiĢtirmek mümkündür. Wang ve ark. [99] çalıĢmalarında hidrotermal yöntemle 

ve suda çözünebilen bir yüzey aktif madde olan hekzadesiltrimetil amonyum 

bromürü kullanarak çeĢitli morfolojilerde HAp nanotaneciklerini sentezlemiĢlerdir. 

Küçük çaplı (∼27 nm) ve küresel tanecikler 90°C, pH=13 ve 20 saat çalıĢma 

koĢullarında elde edilirken, 1125 nm‟den uzun fiberler 150°C, pH=9 ve 20 saatte 

elde edilmiĢtir.  

Mikrodalga ıĢıma yöntemiile hidrotermal yöntemi birleĢtiren Han ve ark. [100] 

nanoboyutluHAp tozlarını, 600 bar ve 300°C‟de öncü malzeme olarak H3PO4 ve 

Ca(OH)2‟yi kullanarak sentezlemiĢlerdir. Uygulanan mikrodalga güçlerini ve Ca/P 

molar oranını, sentezde değiĢken parametreler olarak belirlemiĢlerdir. Sonuç 

olarak, 450W mikrodalga gücünde ve 1.57 Ca/P oranında sentezlenen ürünler 

arasında HAp dıĢında farklı kalsiyum fosfat fazlarının oluĢtuğunu saptamıĢlardır. 

Ancak mikrodalga gücü 550W ve Ca/P oranı 1.67 iken iki tip morfolojiye sahip 

monofazik HAp oluĢtuğunu belirlemiĢlerdir:  Birincisi; 4-15 nm geniĢlik ve 20-50 

nm uzunluğunda iğne Ģeklinde, diğeri 10-30 nm çapında küreseldir.Kumar ve ark. 

[101] karbonatlı hidroksiapatit sentezi için, kalsiyum hidroksit (Ca(OH)2) ve 

diamonyum hidrojen fosfat ((NH4)2HPO4) bileĢiklerini öncü olarak kullanmıĢlar ve 

mikrodalga yardımıyla (800W, 2.45 GHz) B tipi karbonatlı apatit elde etmiĢlerdir.  

Geleneksel hidroksiapatit üretim yöntemlerinin zaman ve enerji kaybına neden 

olduğuna dikkat çekmiĢler ve mikrodalga ıĢıma ile daha kısa sürede ve etkili bir 

ısıtma ile hidroksiapatit üretiminin gerçekleĢtiğini belirlemiĢlerdir. Nazir ve ark. 

[102] ıslak kimyasal yöntem ile mikrodalga ıĢımasını birleĢtirerek, kalsiyum nitrat 

tetrahidrat (Ca(NO3)2.4H2O) ve diamonyum hidrojen fosfat ((NH4)2HPO4) 
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öncüllerinden HAp üretimini gerçekleĢtirmiĢlerdir. KarıĢıma uygulanan mikrodalga 

enerjisi sayesinde, kalsiyum ile etrafındaki hidrasyon küresi arasındaki bağların 

gücü azaltılıp sulu çözeltilerde apatit oluĢumu için gerekli ön koĢul sağlanırken, 

HAp yapısı içindeki hidroksil iyonu daha fazla mikrodalga absorblanmasına neden 

olarak HAp oluĢumunu hızlandırmıĢtır. Rameshbabu ve ark. [103] kemiğin 

yapısında bulunan iki önemli kalsiyum fosfat fazı olan HAp ve β-TCP fazlarını 

mikrodalga yardımıyla nanoboyutta sentezlemiĢlerdir. Kalsiyum hidroksit ve 

diamonyum hidrojen fosfat bileĢikleri ile elde edilen sulu çözeltiye 1100 W 

gücünde mikrodalga uygulayarak hızlı ve etkin bir Ģekilde ısıtma sağlamıĢlar ve 

partikül büyüklüğü 20 nm civarında olan bifazik kalsiyum fosfatları elde etmiĢlerdir.  

Çoklu emülsiyon yöntemi ile Kimura [104] HAp sentezi yaklaĢımlarına ara yüzey 

reaksiyonu ile bir alternatif geliĢtirmiĢtir. Çoklu emülsiyon su, yağ, su (w/o/w) 

emülsiyonudur, iç sulu faz olarak dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPO4) çözeltisi, 

yağ fazı olarak benzen ve dıĢ sulu faz olarak Ca(NO3)2.4H2O kullanılarak 

yapılmıĢtır. Ara yüzey reaksiyonu 323 K‟de 24 saatte gerçekleĢir ve monofazik 

HAp baĢlangıç pH‟ı 12 iken sentezlenmiĢtir. Sentezlenen ürünler 3 µm‟den küçük 

gözenekli kürelerden oluĢmuĢ ürünlerdir. Bu metodun avantajları, reaktör olarak, 

karĢtırmalı tankların kullanımının yeterli olması ve böylece özel bir 

ekipmanaihtiyaç duyulmamasıdır. Ayrıca oda sıcaklığına yakın düĢük sıcaklıklar 

reaksiyon için uygundur. 

Elektrokristalizasyon yöntemi, seyreltik elektrolitlerden fizyolojik pH‟taHAp 

kaplamalarının sentezi için uygundur. Sentezin hızlı olması, düĢük sıcaklıklarda 

gerçekleĢebilmesi, kaplamanın kalınlığının ve kimyasal yapısının kolaylıkla kontrol 

edilebilmesi nedeniyle avantajlıdır. Metalik implantların kalsiyum fosfat ile 

kaplanması için etkili bir yöntemdir ve dolayısıyla endüstride sıklıkla tercih edilir. 

Xuhui ve ark. [105] yaptıkları çalıĢmada NaCl, K2HPO4·3H2O ve CaCl2 

elektrolitlerini kullanarak hazırladıkları çözeltinin pH‟ını 7.2 olacak Ģekilde 

ayarladıktan sonra 65°C‟de elektrokimyasal birikimi gerçekleĢtirmiĢlerdir. Elde 

edilen kaplamanın karakterizasyonu taramalı elektron mikroskobu (SEM), X ıĢını 

kırınımı (XRD) ve Fourier dönüĢümlü kızılötesi spektroskopi (FTIR) analizleri ile 

yapılmıĢtır. Sonuç olarak bu yöntemle saf ve homojen bir kaplamanın elde edildiği, 

aynı zamanda yapay vücut sıvısı ile yapılan çalıĢma sonrasında da kaplamanın 

yüksek biyoaktif özellikte olduğu gösterilmiĢtir. 
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Biyomimetik yöntemde, insan vücut sıvısına benzer bir organik tuz bileĢimi ile 

elde edilen yarı kararlı sentetik vücut sıvısı (SBF), kendiliğinden çekirdeklenme ile 

nano boyutlu, karbonatlı ve kemik benzeri HAp‟in fizyolojik pH‟ta ve sıcaklıkta 

oluĢmasına olanak sağlamaktadır. Ġnsan kemiğinde doğal olarak bulunan biyolojik 

apatit CO3
2-, Cl-, Na+, K+, Mg2+ gibi anyon ve katyonların az miktarlarda yapıya 

katılmasıyla oluĢtuğundan, bu yöntem kemik benzeri HAp sentezlenmesi için 

oldukça uygundur [6]. Diğer apatit kaplama yöntemleri ile karĢılaĢtırıldığında, kolay 

ve hızlı olma, özel ekipmanlara ya da yüksek iĢleme sıcaklıklarına ihtiyaç 

duymama gibi bazı avantajları bulunmaktadır [106]. pH ve sıcaklık açısından ılımlı 

ortam koĢulları nedeniyle, polimerler gibi sıcaklık-duyarlı ya da gözenekli 

implantlar gibi kompleks Ģekilli malzemelerin kaplanması, SBF çözeltisine 

daldırma ile mümkün olmaktadır [107]. Ancak, SBF‟nin doygunluk seviyesi 

nedeniyle çökelme hızı yavaĢ olmakta ve osteoindüktif materyaller üzerinde Ca/P 

oluĢumu 2-3 hafta kadar zaman almaktadır. Bu nedenle, iyon konsantrasyonu kan 

plazmasından n=1.5, 2, 5, 10 katı kadar fazla olan çeĢitli SBF çözeltileri 

hazırlanmıĢ ve benzer kalınlıkta HApkaplaması 2-6 saatler arasında 

gerçekleĢtirilebilmiĢtir [10].  

Yapay vücut sıvısı ilk olarak Ringer, Earle ve Hanks‟ın hazırladıkları dengeli tuz 

çözeltileri ile insan plazması ya da hücre dıĢı sıvının taklit edilmesiyle baĢlamıĢtır 

[108]. SBF çözeltileri baĢta kısmen düĢük kalsiyum ve fosfat iyon 

konsantrasyonları ile hazırlanmıĢ ve çözeltinin pH değerinin fizyolojik değer 7.4‟te 

olması için TRIS ve HEPES gibi organik tamponlar kullanılmıĢtır. Ancak bunların 

dezavantajları vardır ve normalde kan plazmasında bulunmazlar [9]. Çizelge 2.4‟te 

çeĢitli çözeltiler ve SBF‟lerin iyon deriĢimleri, kan plazması ile karĢılaĢtırmalı olarak 

verilmiĢtir. 
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Çizelge 2.4. Ġnsan plazmasının ve sentetik çözeltilerin iyon deriĢimleri, mM. 

 
Kan 

Plazması 
Ringer EBSS

a 
HBSS

b Kokubo  
c-SBF

[109]
 

TaĢ- 
SBF

[110]
 

Bigi- 
SBF

[111]
 

Kokubo 
r-SBF

[112]
 

Na+ 142.0 130 143.5 142.1 142.0 142.0 141.5 142.0 

K+ 5.0 4.0 5.37 5.33 5.0 5.0 5.0 5.0 

Ca2+ 2.5 1.4 1.8 1.26 2.5 2.5 2.5 2.5 

Mg2+ 1.5 - 0.8 0.9 1.5 1.5 1.5. 1.5 

Cl- 103.0 109.0 123.5 146.8 147.8 125.0 124.5 103.0 

HCO3
- 27.0 - 26.2 4.2 4.2 27.0 27.0 27.0 

HPO4
2- 1.0 - 1.0 0.78 1.0 1.0 1.0 1.0 

SO4
2- 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 7.2-7.6 6.7-6.9 7.25-7.4 7.4 7.4 7.4 

aEBSS: Earle‟ın dengeli tuz çözeltisi. bHBSS: Hanks‟ın dengeli tuz çözeltisi 

Hazırlanan yapay vücut sıvısı gibi çözeltilerin aĢırı doygunluğuna bağlı olarak 

kalsiyum fosfatlar termodinamikaçıdan kararsız amorf kalsiyum fosfattan 

baĢlayarak, dikalsiyum fosfat dihidrat(CaHPO4.2H2), oktakalsiyum fosfat 

(Ca4H(PO4)3.2.5H2O) ve en kararlı mineral fazı hidroksiapatiti (Ca10(PO4)6(OH)2) 

oluĢturabilir [90]. Kalsiyum fosfat tuzları arasında, termodinamik olarak en kararlı 

faz olan hidroksiapatitin sentezi sırasında oluĢabilecek CaP tuzları Çizelge 2.5‟te 

verilmiĢtir. 
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Çizelge 2.5. Kalsiyum fosfat tuzları [92]. 

BileĢiğin adı Sembolü Formülü Ca/P 

Monokalsiyum fosfat monohidrat 

Monokalsiyum fosfat anhidröz 

Dikalsiyum fosfat dihidrat 

Dikalsiyum fosfat anhidröz 

Oktokalsiyum fosfat 

α-Trikalsiyum fosfat 

β-Trikalsiyum fosfat 

Amorf kalsiyum fosfat 

Hidroksiapatit 

MCPM,MCPH 

MCPA, MCP 

DCPD 

DCPA, DCP 

OCP 

α-TCP 

β-TCP 

ACP 

HA,HAp 

Ca(H2PO4)2.H2O 

Ca(H2PO4)2 

CaHPO4.2 H2O 

CaHPO4 

Ca8(HPO4)2(PO4)4.5H2O 

Ca3(PO4)2 

Ca3(PO4)2 

Cax(PO4)y.nH2O 

Ca10(PO4)6(OH)2 

0.5 

0.5 

1.0 

1.0 

1.33 

1.5 

1.5 

1.2-2.2                             

1.67 

Polimer malzemeler süper doygun SBF çözeltilerine daldırıldığında, çözeltideki 

kalsiyum ve fosfat iyonları yüzeyde apatit çekirdeklerini oluĢturmakta ve yüzeyde 

homojen yapıda ve yoğun bir kaplama meydana gelmektedir. Apatit kaplamanın 

kalınlığı SBF ile ikinci muamele sonrasında daha da artabilmektedir. Apatit 

büyümesinin oranı, ortam sıcaklığının artmasıyla doğru orantılıdır [113].  

2.4.2. Ġyon katkılı hidroksiapatitler 

Sentetik hidroksiapatitleri de içine alan seramikler, biyouyumlulukları son derece 

yüksek olan ve korozyona dayanıklı malzemelerdir. Fakat bu avantajlarının 

yanısıra, kırılgan ve iĢlenmesi zor malzemelerdir. Aynı zamanda yüksek 

yoğunluklu, zayıf mekanik dayanıma sahip, esnek olmayan malzemelerdir. 

Homojen özelik gösteren ve kullanım açısından dezavantajlara sahip olan tüm bu 

malzeme gruplarına alternatif olarak kompozit malzemeler geliĢtirilmiĢtir ya da iyon 

katkılı HAp üretimi gündeme gelmiĢtir [93]. 

Biyolojik HAp yapısında Na+, K+, Mg2+, F-, Cl- ve CO3
2- gibi pek çok sayıda iyon yer 

almaktadır. Yığın özellikler, mekanik özellikler, biyouyumluluk ve biyoaktivite 

özellikleri yönünden çok daha faydalı ürünler geliĢtirebilmek için farklı iyonlar saf 

HAp‟nin yapısına eklenebilir [8]. HAp‟ninosteokondüktif özelliğini arttırmak, 

yoğunluğunu teorik yoğunluğa yaklaĢtırmak, tane boyutunu küçültmek, bozunma 

hızını değiĢtirmek, sinterleme özelliklerini ve kafes parametrelerini değiĢtirmek, 

farklı fazların oluĢmasını engellemek amacıyla birçok çalıĢma yapılmaktadır. ġekil 

2.5‟te hidroksiapatitin kristal yapısı verilmiĢtir.  
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ġekil 2.5. Hidroksiapatitin kristal yapısı. 

Metal iyonlarının vücuttaki, özellikle de kemiğin oluĢumu, düzenlenmesi ve yapısal 

bütünlüğünün sürdürülmesi üzerindeki rolü henüz yeni yeni anlaĢılmaktadır. Çinko 

gibi bazı iyonların rolleri tam olarak bilinmesine karĢın kemik oluĢumu üzerinde 

etkisi olduğu bilinen diğer iyonların mekanizması bilinmemektedir. ÇalıĢmaların 

büyük bir kısmı hücre kültür ortamlarında bu iyonların düĢük dozlarının 

kullanılmasıyla gerçekleĢmektedir. Ancak bu iyonların sürekli salınması hücrelerde 

tamamen farklı bir hücre cevabını da baĢlatabilir. Lakhar ve ark. [114] terapötik 

iyon olarak bilinen kalsiyum, çinko, magnezyum, stronsiyum, titanyum, bakır, bor 

ve fosfat gibi iyonların hangi sistemlerden salımının daha uygun ve daha hızlı doku 

cevabını sağlayabileceğini değerlendirmiĢtir. Terapötik iyonların kontrollü salımı 

için kalsiyum-fosfat biyoseramikleri, silika temelli ve fosfat temelli camlar gibi 

sayısız sistemin geliĢtirilmesinin amacı kemik yenilenmesine pozitif katkının 

sağlanmasıdır. Bu anlamda yapılan ilk çalıĢmalar kalsiyum fosfat temelli 

biyoseramiklerin iyon taĢıyıcısı olarak kullanılmasının kemik oluĢumu üzerinde 

olumlu etki yarattığına dair ipuçları vermiĢtir. Apatitler,  kemiğin doğrudan doğal ve 

sentetik apatit yapısına bağlanabilmesi, kemik iyileĢmesini desteklemesi ve 

hidroksiapatitin yapısındaki iyonların yer değiĢtirebilmesi nedeniyle sözü edilen 

iyonlar için potansiyel bir taĢıyıcıdır.  

Evis ve ark. [115] çöktürme yöntemini kullanarak sentezledikleri Al+3 katkılı ve saf 

HAp‟lerinsinterleme sonrası kararlılıklarını incelemiĢlerdir. Molce %2.5, 5.0 ve 7.5 
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Al3+ katkısı yapılan HAp‟ler yoğunluk, gözeneklilik ve tane boyutu özellikleri 

açısından değerlendirilmiĢtir. Sonuç olarak, 1300°C‟de sinterlenen Al+3 katkılı 

HAp‟nin tane boyutunun saf HAp‟den daha küçük olduğu ve ikincil fazların 

oluĢmaması için Al+3 katkısının molce %5‟ten daha az olması gerektiği 

gösterilmiĢtir.  Kannan ve ark. [116] tarafından yapılan çalıĢmada çöktürme 

yöntemi ile aynı anda Cl- ve F- katkısı yapılmıĢtır. Cl- termal ve kimyasal stabiliteyi 

arttırdığı, F- ise korozyona karĢı direnci arttırdığı, aynı zamanda da kemik 

hücrelerinin çoğalma ve farklılaĢmasını uyardığı için tercih edilmiĢtir. Yapılan 

analizler sonucu F- ve Cl- iyonlarının HAp‟nin yapısındaki OH- iyonu ile yer 

değiĢtirdiği belirlenmiĢtir. Mroz ve ark. [117] çalıĢmalarında hidroksiapatitin 

yapısına katılan Mg2+ iyonunun osteoblast yapıĢması ve çoğalması üzerine etkisini 

değerlendirmiĢlerdir. Yapılan XRD ve FTIR analizleri ile ağırlıkça %0.6 ve 1.8 Mg2+ 

katkısı yapılan HAp‟nin kristal yapısının önemli ölçüde değiĢmediği gösterilmiĢ, 

ancak MG-63 osteoblast hücreleri ile yapılan kültür çalıĢmasında hücre 

yapıĢmasını arttırdığı belirlenmiĢtir. Divalent ve trivalent katyonlar ilave edilen 

HAp‟nin kimyasal yapısı ve osteoblast hücrelerinin aktivitesine olan etkisi ise 

Webster ve ark. [118] tarafından değerlendirilmiĢtir. Mg+2, Zn+2, La+3, Y+3, In+3, Bi+3 

iyonları eklenen HAp malzemelerin tane boyutu, Ca/P oranı ve bu malzemeler 

üzerinde yapılan hücre kültürü çalıĢması sonucu, +2 değerlikli iyon katkısı yapılan 

HAp‟in tane boyutunun arttığı, +3 değerlikli iyon katkısı yapılan HAp‟in ise tane 

boyutunun azaldığı belirlenmiĢtir. Ca/P oranlarının da stokiyometrik HAp‟den daha 

fazla olduğu saptanmıĢtır. Hücre kültür çalıĢmalarında ise saf HAp ile 

karĢılaĢtırıldığında +3 değerlikli iyon katkısı yapılan HAp‟in hücre yapıĢmasını 

desteklediği ve osteoblastik aktiviteyi arttırdığı belirlenmiĢtir. 

2.4.3. Bor katkılı hidroksiapatit 

Literatüre bakıldığında farklı birçok iyon katkısının HAp‟nin kimyasal ve fiziksel 

yapısına olan etkisinin incelendiği görülmüĢtür. Bu değerlendirmelere ek olarak 

son zamanlarda HAp‟ye bor katkısı gündeme gelmiĢtir. Ancak literatürde bu 

konuyla ilgili olarak yapılmıĢ çalıĢmalar sınırlı sayıdadır. Ayrıca biyomimetik 

yöntemle sentezlenen bor katkılı hidroksiapatitin hücre farklılaĢması ve 

çoğalmasına olan etkisi bilinmemektedir. Sunulan tez çalıĢması kapsamında 

hazırlanan bor katkılı hidroksiapatit-kitosan (B-HAp/Kitosan) kompozit doku 

iskelelerinde bu etki incelenmiĢtir. 
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Ġlk kez, bor ihtiva eden Ca apatit malzemeler, 1988 yılında Ito A. ve ark. [119] 

tarafından sentezlenmiĢtir. Sentezlenen apatitin formülü Ca9.64(P5.73B0.27O24) 

(BO2)0.73olarak verilmiĢtir. Bu çalıĢmaya göre Ca-B-apatit yapılarda, hem BO2
- 

hemde BO3
3- grubu var olmasına rağmen BO4 grubunun olmadığı belirtilmiĢtir. 

Ternane ve ark.[120] tarafından katı hal reaksiyonu ile sentezlenen bor katkılı 

HAp‟nin karakterizasyonu katı-hal NMR (MAS-NMR), Raman spektroskopisi ve 

FTIR analizleri ile yapılmıĢtır. ÇalıĢmalar sonucunda apatit yapısına bor 

eklendiğinde PO4
2- ve OH- gruplarının kısmen borat gruplarıyla yer değiĢtirdiği ve 

yeni kalsiyum borohidroksiapatit oluĢtuğu belirlenmiĢtir. ÇalıĢmada P/B oranı 7.22 

olduğunda bor atomlarının apatitik kafes yapısına tamamen katıldığı, bu oran 7.22-

11 arasında olduğunda iki fazlı yapının oluĢtuğu, 7.22‟den küçük olduğunda ise üç 

fazlı bir yapının oluĢtuğu belirlenmiĢtir. 

Baykal ve ark. [121]bor içeren apatit malzemenin metabolizma üzerinde ve kemik 

erimesi tedavisinde alternatif bir etkisinin olduğu düĢüncesiyle, 3 farklı katı hal 

yöntemiyle sentez gerçekleĢtirmiĢlerdir. Elde edilen 3 ürünün de X ıĢını saçınımları 

ve FTIR spektrumları aynı olmasına rağmen X ıĢını saçınımlarındaki pik Ģiddetleri 

farklı bulunmuĢtur. Her üç ürününde içerisinde Ca3B2O grubunun olduğu, ancak 

OH- grubunun karakteristik FTIR pikleri olan 630 cm-1, 3570 ve 3640 cm-1 pikleri 

mevcut olmadığından, ürünlerin tamamının Ca-B-apatit olup, Ca-B-hidroksiapatitin 

yapıda olmadığı sonucuna varılmıĢtır. 

Gündoğmaz ve Güler [122, 123] yaptıkları çalıĢmada, bir borat bileĢiği olan 

kolemanit (2CaO. 3B2O3. 5H2O) ve diamonyum fosfat (NH4)2HPO4) bileĢiklerinin 

1200°C ve 850°C‟de 6 saat ısıtılması ile oluĢan katı hal reaksiyonu sonucunda 

elde edilen ürünlerin yapılarını incelemiĢlerdir. Yapılan X-ıĢınları mineral analizi, 

Diferansiyal Termal Analiz – Termogravimetrik (DTA-TG) analiz ve SEM-EDX 

analizleri ile 1200°C‟de oluĢan ürünün bor içeren HAp yapısında olduğunu, 

850°C‟de oluĢan ürünün ise CaB2O4 ve BPO4 yapısında olduğunu tespit 

etmiĢlerdir. Daha sonra bu çalıĢmaya ek olarak üretimi, aynı baĢlangıç 

maddelerini, aynı yöntemle 700°C‟den 1200°C‟ye kadar değiĢen sıcaklıklarda 12 

saat ısıtarak gerçekleĢtirmiĢlerdir. Değerlendirmeler sonucu 700°C‟de BPO4, 

CaB2O4 ve Ca(BPO5) fazlarının, 1000°C‟de Ca(BPO5) ve β-Ca3(PO4)2 fazlarının, 

1200°C‟de ise yalnızca kalsiyum borohidroksiapatit yapısının oluĢtuğunu 

belirlemiĢlerdir. Hayakawa ve ark. [124] bor içeren hidroksiapatit sentezini ıslak 
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çöktürme yöntemini izleyen 700-1200°C arası değiĢen sıcaklıklarda ısı 

uygulamasıyla gerçekleĢtirmiĢler ve bor katkısının mikroyapıya olan etkisini 

değerlendirmiĢlerdir. Bor ve fosforun etrafındaki yapılar MAS-NMR spektroskopisi 

ile incelenirken, elde edilen yapının kimyasal bileĢimi indüktif eĢleĢmiĢ optik 

emisyon spektroskopisi (ICP), kristal yapısı ise XRD analizleri ile belirlenmiĢtir. 

Sonuçlar, 700°C‟nin üzerindeki sıcaklıklarda HAp‟nin  β-TCP‟ye termal olarak 

bozunması indüklenirken, 900°C‟nin üzerindeki sıcaklıklarda β-TCP oluĢumunun 

yanında HAp ve B(OH)3 arasındaki kimyasal reaksiyonu tetikleyerek bor katkılı 

HAppartiküllerinin oluĢmasına neden olduğunu göstermiĢtir. β-TCP ise 1200°C‟nin 

üzerinde α-TCP‟ye dönüĢmektedir. Ağırlıkça % 0.4 bor katkısı yapılan HAp‟inCa/P 

oranı 1.60 olarak hesaplanmıĢtır. MAS-NMR sonuçları bor atomlarının HAp kafes 

yapısına BO3
3- ve BO4grupları olarak 900°C‟nin üstündeki sıcaklıklarda girdiğini 

göstermiĢtir. Barheine ve ark.[125, 126] yüksek sıcaklıkta katı hal reaksiyonu ile 

sentezlenen bor katkılı hidroksiapatitin yapısındaki değiĢiklikleri katı-hal NMR 

spektroskopisi ile incelemiĢler ve kafes yapısına katılan borat gibi trigonal iyon 

birimlerinin, iyonun farklı elektirik yükü, geometrik Ģekli, anyon büyüklüğü gibi 

özellikleri nedeniyle değiĢim bölgesinde ciddi bozulmalara neden olduğunu 

belirtmiĢlerdir. OluĢan yapının fosfat içeriğinin %30‟u kadarının kristalin HAp 

yapısında, %70‟inin ise B-HAp olduğunu iddia etmiĢler ve „‟coreshell‟‟ modelini 

önermiĢlerdir. HAp kafes yapısındaki negatif yüklü PO4
3- ve OH- bölgelerinde 

gerçekleĢen anyon değiĢiminin, anyon değiĢimi gerçekleĢen apatit ve proteinler 

arasındaki kimyasal bağların ve elektrostatik etkileĢimlerin kontrolü ve aynı 

zamanda bu apatitin insan vücudundaki çözünürlüğünün kontrolü için oldukça 

önemli olduğunu vurgulamıĢlardır. Ayrıca, bor katkılı hidroksiapatitin büyüme 

faktörü taĢıyan bir doku iskelesi olarak mevcut doku iskelelerine bir alternatif 

olabileceği fikrini savunmuĢlardır.  ÇalıĢmalarına kalsiyum karbonat CaCO3, bor 

oksit B2O3 ve kalsiyum pirofosfat Ca2P2O7 bileĢikleri yardımıyla bor katkılı HAp 

sentezini gerçekleĢtirerek devam etmiĢlerdir. Katı hal NMR analizleri borun 

hidroksiapatitin yapısına girmesinden kaynaklanan reaksiyonların, kristal HAp 

çekirdeğini saran CaO–P2O5–B2O3–OH sisteminde bir BCaP fazı oluĢturduğunu 

göstermiĢtir. İn vitrobiyobozunma deneyleri B-HAp‟in, HAp ve β-TCP‟den daha 

hızlı bozunduğunu, biyoaktivite çalıĢmaları da B-HAp‟in apatit oluĢturma 

yeteneğinin arttığını göstermiĢtir [127]. 
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Bölüm 2.5.‟de çalıĢma kapsamında yapay vücut sıvısından bor kalsiyum fosfat 

fazının çöktürülmesi ve kitosan doku iskelelerinin bu apatitik faz ile kaplanmasının 

sağlanması amacıyla kullanılan mikrodalga enerjisi ile ilgili bilgiler verilmiĢtir. 

2.5. Mikrodalga Enerjisi 

Mikrodalga ıĢıma, tüm diğer elektromanyetik ıĢımalarda olduğu gibi, hem 

elektriksel hem de manyetik olmak üzere iki bileĢenden oluĢur. Elektromanyetik 

spektrumun radyo dalgaları ile kızıl ötesi ıĢınlar arasındaki bölümünde yer alan 

mikrodalgalar ıĢık hızında hareket eder. Frekansları 0.3 ile 300 GHz arasında, 

dalga boyları ise 1 mm ile 1 m arasındadır. X-ıĢınlarından, UV ıĢınlarından ve kızıl 

ötesi ıĢınlardan daha düĢük frekanslardaki bu enerjiden, sadece dönme hareketi 

yapacak Ģekilde etkilenen moleküllerin yapısındaki kimyasal bağlar kırılmaz. 

Mikrodalga ile ısıtmanın sağlanması için endüstriyel, bilimsel ve medikal alanda 

kullanılmak üzere frekanslar 0.915 ve 2.45 GHz olarak belirlenmiĢtir. Ayrıca son 

yıllarda materyal üretimi için kullanılan ve 0.9 ile 18 GHz frekansları arasında 

çalıĢabilen mikrodalga fırınlar geliĢtirilmiĢtir.  

Mikrodalga fırınlar temel olarak 3 bileĢenden oluĢmaktadır: mikrodalga kaynağı 

(jeneratör), iletim hattı ve aplikatör. Jenaratörün ürettiği elektromanyetik 

radyasyon, iletim hattı aracılığıyla aplikatöre ulaĢtırılır ve böylece malzemenin 

ısınması sağlanır. Magnetronlar hem ev tipi hem de endüstriyel mikrodalga 

fırınlarda sıklıkla kullanılan etkili, güvenilir ve ucuz jeneratörlerdir. ġekil 2.6‟da 

magnetrona ait Ģematik diyagram verilmiĢtir [128].  

 

ġekil 2.6. Mikrodalga magnetron tüpünün (a) üstten (b) yandan görünüĢü [128]. 
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Mikrodalga ile ısıtmada aplikatörlerin tasarımı kritik bir önem taĢımaktadır, çünkü 

malzemenin ısınması doğrudan aplikatör aracılığı ile gerçekleĢmektedir. 

Tasarlanan aplikatörler tekli ya da çoklu tipte olabilmektedir. Her iki sistem de bazı 

avantaj ve dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle kullanılacağı alana ve yapılacak 

uygulamaya yönelik mikrodalga seçimi önemlidir [128]. 

Ev tipi mikrodalga fırınlar su moleküllerinin çok iyi bir soğurucu olduğu 2.45 GHz‟lik 

frekansta çalıĢır. Bu frekansta çalıĢan bir fırının içine koyulan ve mikrodalgayı 

soğuran bir maddenin molekülleri, saniyede 2.5-3 milyar kez titreĢerek kinetik 

enerji kazanır, böylece madde ısınır ve piĢer [129]. Mikrodalga fırınlar, geleneksel 

fırınlardan farklı bir ısıtma prosesi ile bunu gerçekleĢtirir. Maddeler mikrodalgaya 

maruz kaldıklarında absorplama, yansıtma veya enerjiyi geçirme eğilimindedirler. 

Absorblama ile ısınma mekanizması dipol etkileĢimler ve iyonik iletim olmak üzere 

iki Ģekilde gerçekleĢir. Dipol polarizasyonda, malzemede su moleküllerinin sahip 

olduğu gibi dipol momente sahip moleküllerin dönmesi ve kendini dıĢ elektrik 

alanla aynı hizaya getirmeye çalıĢması sonucu ısınma gerçekleĢir. Bir çözelti 

içideki iyonlar dipol momente sahip değildir ve yüklü parçacıklardır. Ġyonlar içeren 

bir çözeltinin ısınması yüksek frekans polarite değiĢiklikleri karĢısında ileri geri 

hareket eden ve birbiriyle çarpıĢan iyonlar sayesinde olmaktadır [130]. Genel 

olarak mikrodalgalar aĢağıdaki özelliklere sahiptirler [131]: 

 Proses hızı klasik metodlardan daha hızlıdır, 

 Kimyasal maddeleri doğrudan ısıtır, 

 KarıĢımlarda seçici ısıtma sağlar, 

 Isıtma doğrudan ve merkezdendir, enerjielektromanyetik dalgalarla 

taĢındığındanortamda enerji kaybı meydana gelmez, maddede sıcaklık gradienti 

minimum olur, 

 Mikrodalga sistemleri kolaylıkla otomatize edilebilir, optimum Ģartlarda 

geleneksel sistemlere göre enerji ve zaman tasarrufu sağlar ve bunun sonucunda 

enerji kaybı minimum olur. 

Geleneksel ısıtma yöntemleriyle saatler hatta günler alabilen reaksiyonlar 

mikrodalga radyasyon kullanılarak çok kısa bir sürede gerçekleĢebilmektedir. 

Geleneksel ısıtma iĢleminde ısıtma kabın yüzeyinden baĢlar, enerji termal taĢınım 

yoluyla aktarılır. Bu yöntemde ısıtma iki ortamarasındaki sıcaklık farkının yanı sıra 

tencerenin yapıldığı malzemenin iletkenlik özelliklerine debağlı olduğu için yavaĢtır 
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ve etkin değildir. Mikrodalga ile ısıtmada ise enerji kintetik olarak aktarıldığından, 

süper ısınma bölgeleri meydana gelmektedir. Bu sayede daha hızlı ve homojen bir 

ısınma sağlanır [131]. ġekil 2.7‟de geleneksel ısıtma ile mikrodalga ile ısıtmanın 

farkı Ģematik olarak gösterilmektedir. 

 

ġekil 2.7. Geleneksel ısıtma ve mikrodalga ile ısıtma. 

Mikrodalgalar gıda, metalurji, biyomedikal uygulamalar ve kimya gibi birçok alanda 

yaygın kullanıma sahiptir. Mikrodalgaların seramik ve polimer üretimlerinde 

kullanımları ise oldukça dikkat çekmektedir. Üretimlerinde yüksek sıcaklıklara 

ihtiyaç duyan ancak ısı iletim kapasiteleri oldukça düĢük olan seramiklerin 

sinterlenmesi,  seramiklerden kimyasalların ve polimerlerin uzaklaĢtırılması için 

mikrodalgaların avantajlarından yararlanılmaktadır [128].  

Grubumuzda yapılan çalıĢmalarla, mikrodalga ıĢımasının doku mühendisliği 

alanına yönelik çeĢitli uygulamaları gerçekleĢtirilmiĢtir.  Doku iskelesi fabrikasyon 

yöntemlerine bir alternatif olarak, gaz köpükleĢtirme ile mikrodalga ıĢıma bir araya 

getirilerek kemik doku mühendisliğinde kullanıma uygun süper gözenekli 

hidrojeller üretilmiĢtir [132]. Diğer bir çalıĢmada ise, mikrodalga gücünün ve 

uygulama süresinin 10xSBF‟den elde edilen hidroksiapatit yapısı üzerine etkisi 

incelenerek kemik benzeri hidroksiapatit üretiminin gerçekleĢtiği koĢullar 

belirlenmiĢ ve kitosan hidrojel doku iskelelerinin hızlı ve etkin bir Ģekilde HAp ile 

kaplanması sağlanmıĢtır [133]. Literatüre ek olarak, mikrodalga etkinliğinin 

gösterildiği bu çalıĢmalar ıĢığında, sunulan tez çalıĢmasında bor katkılı 

hidroksiapatitin üretilmesi ve kitosan doku iskelelerinin bu malzemeyle kaplanması 

gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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3. DENEYSEL ÇALIġMALAR 

Sunulan tez çalıĢması kapsamında, farklı miktarlarda borik asit (H3BO3) ilave 

edilerek hazırlanmıĢ olan yapay vücut sıvısından (SBF), mikrodalga yardımıyla bor 

katkılı hidroksiapatit (B-HAp) sentezi gerçekleĢtirilmiĢ ve ardından sentezlenen bu 

yapının karakterizasyonu yapılmıĢtır. ÇalıĢmanın ikinci aĢamasında dondurarak-

kurutma yöntemiyle hazırlanan kitosan doku iskeleleri birinci aĢamada elde edilen 

bor katkılı hidroksiapatit ile kaplanarak kompozit doku iskeleleri elde edilmiĢtir. 

Ayrıca borik asit içermeyen hidroksiapatit de aynı yöntemle üretilmiĢ ve borun 

etkisini belirleyebilmek için bütün deneyler karĢılaĢtırmalı olarak yürütülmüĢtür. 

Karakterizasyonu tamamlanan doku iskelelerinin osteokondüktif ve osteojenik 

kapasitelerinin değerlendirilmesi için, MC3T3-E1 fare preosteoblast hücreleri ile 

kültür çalıĢmaları yürütülmüĢ ve in vitro kemik doku oluĢumuna yönelik sonuçlar 

elde edilmiĢtir. Bu bölümde yukarıda belirtilen tüm deneysel çalıĢmalar hakkında 

bilgiler verilmiĢtir. 

3.1. Kullanılan Malzemeler 

Kitosan doku iskelesi üretiminde kullanılan %75-85 deasetilasyon derecesine 

sahip orta molekül ağırlıklı kitosan Sigma-Aldrich (Almanya), kitosanın çözücüsü 

olan asetik asit ise Riedel de Haen (A.B.D.) firmasından satın alınmıĢtır. Ġskelelerin 

su içeriğinin saptanmasında kullanılan fosfat tampon çözeltisi (PBS, pH=7.4) 

Sigma (Almanya) firmasından alınan tabletler ile hazırlanmıĢtır. 

Yapay vücut sıvısı (SBF) hazırlanmasında kullanılan tuzlardan sodyum klorür 

(NaCl), potasyum klorür (KCl), kalsiyum klorür dihidrat (CaCl2.2H2O), magnezyum 

klorür hekzahidrat (MgCl2.6H2O) ve sodyum dihidrojen fosfat monohidrat 

(NaH2PO4.H2O) Merck (Almanya) firmasından, borik asit (H3BO3) BDH Chemicals 

Ltd (Ġngiltere) firmasından, sodyum hidroksit (NaOH) ve sodyum bikarbonat ise 

(NaHCO3) Merck (Almanya) firmasından satın alınmıĢtır. Üretilen 

hidroksiapatitlerin yıkanması ve doku iskelelerinin stabilizasyonu için kullanılan 

etanol (%96) Colony Sugar Mills (Pakistan) firmasından temin edilmiĢtir.  

Hücre kültür çalıĢmalarında kullanılan MC3T3-E1 hücre hattı Riken hücre 

bankasından (Tsukuba, Japonya) temin edilmiĢtir. Hücrelerin çoğaltılması ve 

kültüründe kullanılan Minimum Essential Medium Alpha Modification (α-MEM) ve 

fetal sığır serumu (FBS) Lonza (Ġsviçre) firmasından, Dulbecco fosfat tampon 
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çözeltisi (DPBS) ve Tripsin/EDTA (%0.01 tripsin/10 mM EDTA) çözeltisi Hyclone 

(A.B.D) firmasından, penisilin-streptomisin Biological Industries (Ġsrail), β-gliserol 

fosfat ve askorbik asit ise Sigma (Almanya) firmasından satın alınmıĢtır. Hücre 

canlılığının takibinde kullanılan 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difenilterazolyum bromür 

(MTT) Sigma-Aldrich (Almanya), izopropanol Aklar Kimya (Türkiye), HCl (%37) ise 

Merck (Almanya) firmasından satın alınmıĢtır. Hücrelerin fiksasyonunda kullanılan 

gluteraldehit ve SEM analizi için örnek hazırlamada kullanılan hekzametildisilazan, 

Sigma (Almanya) firmasından satın alınmıĢtır. Alkalen fosfataz (ALP) aktivitesinin 

ölçümünde kullanılan Triton X-100 Sigma (Almanya), 2-amino 2-metil-1,3-propanol 

Aldrich (Almanya), magnezyum klorür hekzahidrat (MgCl2.6H2O) ve sodyum 

hidroksit (NaOH) ise Merck (Almanya) firmalarından temin edilmiĢtir. Hücrelerden 

RNA izolasyonunda kullanılan Trizol ise Invitrogen (A.B.D) firmasından satın 

alınmıĢtır. Hücre morfolojilerini göstermek amacıyla kullanılan DAPIve Alexa Fluor 

488 Phalloidin konjuge F-aktin antikoru Invitrogen (A.B.D) firmasından alınmıĢtır. 

3.2. Biyomimetik Yöntemle Bor Katkılı Hidroksiapatit Üretimi ve 

Karakterizasyonu 

3.2.1. Bor katkılı hidroksiapatit üretimi 

Biyomimetik yöntemle hidroksiapatit (HAp) ve bor katkılı hidroksiapatitin (B-HAp) 

üretilmesi amacıyla MaviĢ ve ark. [10] tarafından hazırlanan 10xSBF seçilmiĢtir. 

10xSBF insan kan plazmasındaki kalsiyum ve fosfat iyon deriĢimlerinin 10 katına 

sahiptir ve böylece Ca/P çekirdeklenmesi daha hızlı gerçekleĢmektedir. 10xSBF 

hazırlanırken TaĢ ve Bhaduri[9] tarafından hazırlanan kalsiyum fosfat çözeltisi 

temel alınmıĢ, ancak kaplamanın daha hızlı olması ve istenmeyen kristallerin 

oluĢmasının engellenmesi amacıyla reçetede bazı değiĢiklikler yapılmıĢtır. Çizelge 

3.1.‟de çalıĢma kapsamında hazırlanan 10xSBF çözelti reçetesi verilmiĢtir. 

Sırasıyla ilk beĢ tuz 800 mL ultra saf su içinde çözülmüĢ ve daha sonra hacim ultra 

saf su ile 1000 mL‟ye tamamlanmıĢtır. Pyrex balon joje içerisinde hazırlanan bu 

stok çözelti çöktürme öncesine kadar oda sıcaklığında ya da +4ºC‟de saklanabilir. 
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Çizelge 3.1. 10xSBF çözelti reçetesi (Toplam hacim 1 L). 

BileĢenler EklemeSırası  Miktar(g) DeriĢim(mM) 

NaCl 1 58.443 1000.00 

KCl 2 0.373 5.00 

CaCl2.2H2O 3 3.675 25.00 

MgCl2.6H2O 4 1.016 5.00 

NaH2PO4.H2O 5 0.250 3.62 

*NaHCO3 6 0.084 10.00 

*100 mL SBF için. 

Tez kapsamında yapılan çalıĢmalarda bor katkısının daha iyi yapılabilmesi 

amacıyla Çizelge 3.1‟de verilen 10xSBF‟nin yanısıra TaĢ ve Bhaduri [9] tarafından 

hazırlanan SBF ile dedenemeler yapılmıĢtır. Çizelge 3.2.‟de TaĢ ve Bhaduri-

SBF‟nin reçetesi verilmiĢtir. TaĢ ve Bhaduri-SBF hazırlanırken tuzlar 1900 mL 

distile su içinde sırasıyla çözülmüĢ ve daha sonra üzeri distile su ile 2000 mL‟ye 

tamamlanarak stok çözelti hazırlanmıĢtır. 

Çizelge 3.2. TaĢ ve Bhaduri-SBF reçetesi (Toplam hacim 2L). 

BileĢenler EklemeSırası  Miktar(g) DeriĢim(mM) 

NaCl 1 116.8860 1000.00 

KCl 2 0.7456 5.00 

CaCl2.2H2O 3 7.3508 25.00 

MgCl2.6H2O 4 2.0330 5.00 

NaH2PO4 5 2.3996 10.00 

*NaHCO3 6 0.168 10.00 

*200 mL SBF için. 

Çöktürme öncesi 10xSBF stok çözeltiden 100 mL ve TaĢ SBF stok çözeltiden 200 

mL cam beher içine alınarak konsantrasyonu 10 mM olacak Ģekilde NaHCO3 

eklenmiĢtir. SBF içindeki iyonların aktifleĢtirilmesi için mikrodalga enerjisinden 

yararlanılmıĢtır. ÇalıĢmalarda kullanılan mikrodalga fırın (Milestone, Ġtalya) çoklu 

tipte aplikatöre sahip olup, her noktaya eĢit mikrodalga uygulaması sağlamaktadır. 

Yapılan sentez iĢlemlerinin Ģematik gösterimi ġekil 3.1‟de verilmiĢtir. 
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ġekil 3.1. HAp ve B-HAp üretiminin Ģematik gösterimi. 

Tez kapsamında yapay vücut sıvısından çöktürülen kemik benzeri hidroksiapatite 

bor katkısının sağlanabilmesi için SBF reçetesinde bazı değiĢiklikler yapılmıĢtır. 

Çizelge 3.3‟te, uygulanan mikrodalga gücü, süresi ve tekrar sayısı gibi 

değiĢkenlerin yanı sıra farklı borik asit ilavelerinin ardından uygun çökelme pH„ının 

(6.5-7.4) sağlanabilmesi için ilave edilmesi gerekli NaOH ve NaHCO3 miktarlarının 

belirlenebilmesi için yapılan denemelerin koĢulları verilmiĢtir. 

Biyomimetik yöntemle hidroksiapatit üretiminde SBF pH‟ının çökelme pH 

aralığında olması çok önemlidir. Aksi taktirde çökelme gerçekleĢmez. ÇalıĢmalar 

sırasında borik asit, sodyum bikarbonat ve NaOH miktarları bu dengenin 

bozulmamasına dikkat edilerek eklenmiĢ ve her aĢamada çözeltinin pH‟ı (NeoMet, 

ĠSTEK, Kore) ölçülmüĢtür. 

Mikrodalga yardımı ile çökelme iĢlemi sonrasında istenmeyen fazların 

uzaklaĢtırılması amacıyla örnekler 3 defa etanol ve 2 defa distile su ile her 

defasında 5 dk 6,000 rpm‟de santrifüjlenerek yıkanmıĢ ve 37ºC sıcaklıkta 

kurumaları sağlanmıĢtır.  
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Çizelge 3.3. Mikrodalga destekli B-HAp ve HAp üretim koĢulları. 

Kullanılan 
H3BO3 
Miktarı (mg)* 

Kullanılan 
NaOH (10 M) 
miktarı (µL) 

Kullanılan 
NaHCO3 

miktarı (g) 

Güç  
(W) 

Süre(s) 
Tekrar 
sayısı 

Kullanılan 
SBF 

5 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

17 

17 

17 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

900 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

0.0840* 

0.0840* 

0.0840* 

0.0840* 

0.0840* 

0.0840* 

0.1680** 

0.1680** 

0.0940* 

0.1040* 

0.0840* 

0.0840* 

0.0840* 

600 

600 

600 

1200 

1200 

600 

600 

600 

- 

600 

- 

600 

600 

30 

30 

30 

15 

15 

30 

30 

30 

- 

30 

- 

30 

30 

9 

9 

15 

9 

15 

9 

9 

15 

- 

9 

- 

9 

15 

10xSBF 

10xSBF 

10xSBF 

10xSBF 

10xSBF 

10xSBF 

TaĢ SBF 

TaĢ SBF 

10xSBF 

10xSBF 

10xSBF 

10xSBF 

10xSBF 

- 

- 

- 

- 

0.1680** 

0.1680** 

600 

600 

30 

30 

9 

15 

TaĢ SBF 

TaĢ SBF 

*100 mL SBF için. **200mL SBF için. 

3.2.2. Bor katkılı hidroksiapatitin karakterizasyonu 

3.2.2.1. Endüktif eĢleĢmiĢ plazma optik emisyon spektrometresi (ICP-OES) 

analizi 

Üretilen B-HAp‟nin yapısındaki Ca, P, B ve HAp‟nin yapısındaki Ca, P oranları 

ICP-OES (Perkin Elmer Optima 4300DV) analizi ile belirlenmiĢtir. Ayrıca ICP-OES 

sonuçlarından elde edilen ağırlıkça % bor miktarlarından, her bir doku 

iskelesindeki hidroksiapatit kaplamalardaki, dolayısıyla doku iskelelerindeki 

ortalama bor miktarları hesaplanmıĢtır. 

3.2.2.2. Taramalı elektron mikroskobu (SEM) ve enerji dağıtıcı X-ıĢını 

spektrometresi (EDX) analizi 

Üretilen toz Ģeklindeki B-HAp ve HAp yapılarının morfolojilerinin belirlenmesi 

amacıyla SEM (FEI, Nova Nanosem 430) görüntüleri alınmıĢtır. Ġletkenlik 

kazandırmak amacıyla örnekler görüntüleme öncesi altın-paladyum tabakası ile 

kaplanmıĢtır. Yığın halindeki HAp ve B-HAp‟nin Ca/P oranı ise örnekler karbon 

kaplandıktan sonra aynı cihazda (XFlash 3001 SDD-EDS dedektörü kullanılarak) 

yapılan EDX analizi ile belirlenmiĢtir. 
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3.2.2.3. Elementel analiz 

Üretilen B-HAp ve HAp‟nin yapısına katılmıĢ olankarbonat (CO3
-2) miktarının 

belirlenmesi için elementel analiz cihazı (LECO, CHNS-932) kullanılmıĢtır. Yapı 

içerisinde bulunan C miktarının belirlenmesinin ardından C ile CO3
-2 arasındaki 

stokiyometrik iliĢki kullanılarak, B-HAp ve HAp yapılarındaki karbonat miktarı 

hesaplanmıĢtır. 

3.2.2.4. Raman spektroskopisi 

Üretilen B-HAp ve HAp‟nin molekül yapısı titreĢimsel spektroskopinin bir türü olan 

Raman spektroskopisi analizi ile belirlenmiĢtir. Yapıladaki PO4
-3 ve OH- gruplarının 

varlığı 1064 nm Nd-YAG lazere sahip  Bruker FRA 106/S RAMANSCOPE II cihazı 

ile 532 nm‟de gerçekleĢtirilen analizlerle gösterilmiĢtir. 

3.2.2.5. X ıĢını kırınımı (XRD) analizi 

B-HAp ve HAp yapılarının faz özelliklerini incelemek ve karĢılaĢtırma yapmak 

amacıyla XRD (PANanalytical X‟Pert Pro MPD, 45 kv-40 mA Cu source) cihazı 

kullanılmıĢtır. Örnekler için 20-80° (2θ) arasında, 0.026°‟lik adımlarla (adım baĢına 

99.45 s süre) tarama yapılarak sonuçlar elde edilmiĢtir. 

3.2.2.6. Fourier dönüĢümlü kızılötesi spektroskopisi (ATR-FTIR) analizi 

B-HAp ve HAp örneklerinin kimyasal yapıları ve yapıda bulunan OH-, CO3
-2 ve 

PO4
-3 fonksiyonel grupların varlıkları 400 – 4000 cm-1 dalga boyu aralığında alınan 

ATR-FTIR (Thermo Scientific Nicolet iS10, ABD) spektrumları ile gösterilmiĢtir. 

3.2.2.7. Geçirimli elektron mikroskobu (TEM) analizi 

Üretilen B-HAp ve HAp‟nin mikroyapısal karakterizasyonu ve kristal yapıları TEM 

(FEI, Tecnai G2 F30) görüntüleri ile belirlenmiĢtir. 

3.2.2.8. Üretim verimi 

Farklı koĢullarda üretilen B-HAp ve HAp örneklerin her biri için, 100 mL SBF‟den 

çöktürme ile elde edilen miktarlar yıkama ve kurutma iĢlemlerinden sonra 

elektronik hassas terazi (Precisa 205 A SCS; ± 0.0001 duyarlılık, Ġsviçre) ile 

tartılmıĢ ve üretim verimleri belirlenmiĢtir. 
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3.3. Kompozit Doku Ġskelerinin Üretilmesi ve Karakterizasyonu 

Dondurarak-kurutma yöntemi ile hazırlanan kitosan doku iskeleleri [134] üzerine 

bor katkılı hidroksiapatit kaplama yapılmıĢ ve karĢılaĢtırma yapmak amacıyla aynı 

koĢullarda hidroksiapatit kaplama da yapılarak iki tür kompozit iskele elde 

edilmiĢtir. ÇalıĢmada 3 farklı doku iskelesi hazırlanmıĢtır. Bunlar i) kitosan ii) 

HAp/kitosan ve iii) B-HAp/kitosan olup aĢağıda üretimleri hakkında ayrıntılı bilgi 

verilmiĢtir. 

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

Öncelikle 0.2 M asetik asit içeren distile su kullanılarak %2‟lik (w/v) kitosan (%75-

85 deasetilasyon derecesi, Sigma-Aldrich) çözeltisi hazırlanmıĢtır. Elde edilen 

çözelti, safsızlıklarından arındırılmak üzere filtreden geçirilmiĢ ve 24-gözlü Petri 

kaplarına (Ġsviçre) dökülerek -20ºC‟de dondurulmuĢtur. Bu aĢamadan sonra 

kitosan doku iskeleleri, liyofilizatör (Christ, Almanya) kullanılarak-80ºC‟de 

“dondurarak-kurutma” iĢlemine tabi tutulmuĢtur. Bu yöntemde iskeleler içerisindeki 

buz kristalleri liyofilize edildiğinden, içsel bağlantılara sahip gözenekli bir yapı elde 

edilmiĢtir. Elde edilen kitosan doku iskelelerinin stabilizasyonu için iskeleler, % 

96‟lık (v/v) etanol çözeltisi içerisinde 1 gün, %70‟lik (v/v) etanol çözeltisi içerisinde 

ise 1 saat bekletilmiĢtir. 

Hidroksiapatit içeren kompozit doku iskelelerinin hazırlanması için ise 10xSBF ve 

bor katkılı 10xSBF (B-SBF) hazırlanmıĢ ve kitosan doku iskelelerinin kaplanması 

mikrodalga yardımıyla sağlanmıĢtır. Ġlk olarak çöktürme öncesi iskeleler 2 mm x 9 

mm boyutlarında kesilmiĢ ve seçilen SBF‟nin stok çözeltisi içerisinde vakum 

etüvünde (Thermo Scientific, Lindberg Blue, ABD) çöktürülmüĢtür. Daha sonra 

kaplamalar NaHCO3 ilave edilmiĢ 100 mL SBF içerisinde 7 iskele/100 mL SBF 

olacak Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. ġekil 3.2‟de dondurarak kurutma yöntemi ile 

hazırlanan kitosan doku iskelelerinin mikrodalga yardımıyla B-HAp ve HAp ile 

kaplama iĢlemi Ģematik olarak gösterilmiĢtir.  
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ġekil 3.2. Doku iskelelerinin mikrodalga fırında B-HAp ve HAp ile kaplama 
iĢlemlerinin Ģematik gösterimi. 

B-HAp/kitosan ve HAp/kitosan doku iskelelerinin kaplanması için uygun koĢullar B-

HAp ve HAp fazlarının karakterizasyonu sonrasında belirlenmiĢtir. Kaplama için 

belirlenen koĢullar Bölüm 4.1‟de detaylı olarak açıklanacaktır. Hazırlanan iki tür 

SBF ile yapılan kaplamada da aynı koĢullarda mikrodalga uygulaması yapılmıĢtır. 

Ġstenilen özellikte hidroksiapatit kaplama yapılabilmesi için en uygun değerler 600 

W ve 30sx9 tekrar olarak belirlenmiĢtir. Bu koĢullarda yapılan kaplamaların SEM 

analizi sonuçları değerlendirildiğinde, bir defa kaplama yapıldığında kitosan 

yüzeyinde hidroksiapatit çekirdekleri oluĢtuğu, ancak yeterli bir kaplamanın 

olmadığı görülmüĢtür. Bu nedenle karakterizasyon çalıĢmalarına 4 defa kaplama 

yapılan örnekler üzerinden devam edilmiĢtir. Her bir kaplama sonrasında 

istenmeyen fazlar 2 dk distile su ile yıkanarak uzaklaĢtırılmıĢ ve tekrar SBF 

ortamına alınarak diğer kaplamaya geçilmiĢtir. Son kaplamanın ardından 30 dk 

distile su, 30 dk etanol ve tekrar 30 dk distile su ile yıkama yapılarak tüm doku 

iskeleleri -20ºC‟de dondurulmuĢ ve liyofilizatörde kurutulmuĢtur. 

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

karakterizasyonu 

Tez çalıĢması kapsamında üretilen kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku 

iskelelerin kimyasal ve fiziksel analizleri aĢağıdaki yöntemlerle gerçekleĢtirilmiĢtir.  
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3.3.2.1. Fourier dönüĢümlü kızılötesi 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
-2 ve PO4

-3 fonksiyonel grupların varlıkları 400–

4000 cm-1 dalga boyu aralığında ATR-FTIR (Thermo Scientific Nicolet iS10, ABD) 

ile gösterilmiĢtir.  

3.3.2.2. X ıĢını kırınımı (XRD) analizi 

Kitosan ve HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku iskelelerinin yarı kristalin yapıya 

sahip kitosan ve kemik benzeri HAp yapıları XRD (PANanalytical X‟Pert Pro MPD, 

45 kv-40 mA Cu source) ile incelenmiĢtir. Sonuçlar 5-80° (2θ) arasında, 0.039°‟lik 

adımlarla (adım baĢına 46.41 s süre) tarama yapılarak elde edilmiĢtir. 

3.3.2.3. Taramalı elektron mikroskobu (SEM) ve enerji dağıtıcı X-ıĢını 

spektrometresi (EDX) analizi 

Hazırlanan doku iskelelerinin yüzey ve kesit morfolojileri (Zeiss Evo-50, Almanya) 

taramalı elektron mikroskobu ile incelenmiĢtir. Örnekler altın-paladyum ile 

kaplandıktan sonra incelemeye alınmıĢtır. Kompozit iskelelerdeki HAp ve B-HAp 

kaplamanın Ca/P oranı ise örnekler karbon kaplandıktan sonra aynı cihazda 

(XFlash 3001 SDD-EDS dedektörü kullanılarak) yapılan EDX analizi ile 

belirlenmiĢtir. 

3.3.2.4. ġiĢme deneyleri 

Üretilen doku iskelelerinin ĢiĢme oranlarını belirlemek amacıyla örnekler 37ºC‟de 

fosfat tampon çözeltisine (PBS, pH=7.4) konulmuĢtur. Daha sonra ĢiĢmesi 

tamamlanan örnekler PBS içerisinden alınarak üzerlerindeki fazla çözelti süzgeç 

kağıdı ile uzaklaĢtırılmıĢtır. ġiĢme oranları gravimetrik olarak EĢitlik 3.1 

kullanılarak kuru temelde belirlenmiĢtir: 

ġiĢme oranı = (W – Wo)/Wo          (3.1) 

EĢitlikteki Wo kitosan iskelenin kuru ağırlığını, W ise yaĢ ağırlığını göstermektedir. 

3.3.2.5. Gözenekliliğin belirlenmesi 

Hazırlanan kitosan doku iskelelerinin % gözenekliliği gravimetrik olarak belirlenmiĢ 

[135] ve EĢitlik 3.2 kullanılarak hesaplanmıĢtır: 

Gözeneklilik (%) =1 - [ρdoku iskelesi/ρgerçek] x100   (3.2) 
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Verilen eĢitlikte ρdoku iskelesi, doku iskelesininağırlığının hacmine bölünmesi ile elde 

edilen yoğunluğunu, ρgerçek(0.50g/cm3) ise doku iskelesinin yapıldığı malzemenin 

yoğunluğunugöstermektedir.  

3.4. Hücre Kültürü ÇalıĢmaları 

3.4.1. L929 fibroblast hücre hattı ile yapılan sitotoksisite çalıĢmaları 

Farklı bor konsantrasyonlarının hücreler üzerindeki etkisinin değerlendirilmesi 

amacıyla sitotoksisite testi ISO 10993/EN 30993 standartlarına uygun olarak 

gerçekleĢtirilmiĢtir[136]. Ġlk aĢamada ikilenme süresi (td) 32 sa, özgül üreme hızı 

0.022 sa-1 olanve HÜKÜK hücre bankasından alınan L929 fare fibroblast hücreleri 

MTT analizi için 24-gözlü kültür kaplarına, morfolojik gözlem için ise 6-gözlü kültür 

kaplarına, 1x105hücre/mL konsantrasyonda ekilmiĢtir. Hücreler %10 FBS ve %1 

penisilin içerenDulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ortamında 24 sa 

inkübe edildikten sonra, belirlenen miktarlardaki bor çözeltisi kültür kaplarına 

eklenmiĢtir. Bu amaçla otoklavlanmıĢ saf su içerisinde borik asit çözeltisi 

hazırlanmıĢ ve NaOH kullanılarak pH 7.4‟e ayarlanmıĢtır. Daha sonra hazırlanan 

çözelti 0.22 µm‟lik filtreden geçirilerek sterillenmiĢtir. Gerekli seyreltmeler yapılarak 

hücreler farklı konsantrasyonlardaki (9-300 µg/mL) bor çözeltisi ile muamele 

edilmiĢtir. Hücre canlılığı 3 gün boyunca MTT analizi ile takip edilmiĢtir.  

MTT analizinin yanında,  hücreler morfolojik gözlem amacıyla kristal viyole ile 

boyanmıĢtır. Bu amaçla öncelikle kültür kabında bulunan besi ortamı 

uzaklaĢtırılmıĢ ve PBS ile yıkama iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Daha sonra 1:1 (v/v) 

oranında aseton/metanol karıĢımı ile, 4ºC‟de 20 dk fiksasyon iĢlemi yapılmıĢtır. 

Fiksasyon iĢleminden sonra %20‟lik metanol çözeltisinde hazırlanan %0.5‟lik 

kristal viyole çözeltisi hücrelerin üzerine konulmuĢ ve 30 dk bekletilmiĢtir. Son 

olarak boyanan yüzeyler akan suyun altında yıkanmıĢ ve mikroskop altında 

morfolojik gözlem gerçekleĢtirilmiĢtir.   

3.4.2. Hücrelerin doku iskelelerine ekilmesi 

Karakterizasyonları tamamlanan doku iskelelerinin kemik doku mühendisliğindeki 

kullanım potansiyellerini araĢtırmak amacıyla hücre kültürü çalıĢmaları 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu amaçla yapılan in vitro çalıĢmalarda MC3T3-E1 

preosteoblastik hücre hattı kullanılmıĢtır. MC3T3-E1 preosteoblastik hücreler 

yüzeye bağımlı hücreler olup fare kafatasından elde edilmiĢtir. Hücreler önce 
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flasklarda çoğaltılmıĢ, kültür ortamı olarak %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin 

içeren α-MEM besi ortamı kullanılmıĢtır.  

Hücre kültürü çalıĢmalarında 15. pasajdaki hücreler kullanılmıĢ ve kitosan, 

HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan olmak üzere 3 farklı grup oluĢturulmuĢtur. Öncelikle 

24-gözlü polistiren hücre kültür kaplarının (TCPS, Orange Scientific, Belçika) 

yüzeyi Parafilm ile kaplanmıĢtır. Böylece TCPS yüzeyler hidrofobik hale getirilerek, 

hücrelerin doku iskelesinden kültür kabının yüzeyine göç etmeleri engellenmiĢtir. 

Parafilmler öncelikle %70‟lik etanolde bekletilmiĢ, daha sonra 24-gözlü kültür 

kaplarına yerleĢtirilmiĢ ve 30 dkUV‟ye maruz bırakılarak sterilizasyon iĢlemi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Etanolun ortamdan uzaklaĢmasını sağlamak için üç defa steril 

PBS ile yıkama yapılmıĢtır. Daha sonra doku iskeleleri %70‟lik etanol içerisinde 

vakum etüvünde çöktürülmüĢ ve 2 sa sonunda kültür kaplarına yerleĢtirilerek 45 

dkUV‟ye maruz bırakılmıĢ veböylece sterilizasyon iĢlemi tamamlanmıĢtır. Doku 

iskeleleri, yapıdaki etanolü uzaklaĢtırmak amacıyla steril PBS ile yıkanmıĢ ve %10 

FBS, %1 penisilin-streptomisin içeren α-MEM ortamı içerisine alınmıĢtır. Doku 

iskelelerinin serum proteinleri ile etkileĢmeleri için 24 sa beklenmiĢ ve hücre 

ekimine geçilmiĢtir. Hücreler, 30 µLbesi ortamı içerisinde, 1x105 hücre/mL hücre 

yoğunluğu olacak Ģekilde doku iskelelerine ekilmiĢtir. Kültüre edilen hücreler, %95 

nem ve %5CO2 içeren inkübatörde (Heraus Instruments, Almanya) tutulmuĢtur. 

Hücre ekiminden 24 sasonra doku iskelelerinin üzerinde bulunan ortam çekilmiĢ 

ve yerine 10 mM β-gliserol fosfat ve 50 µg/mLaskorbik asit içeren osteojenik 

farklılaĢma ortamı konulmuĢtur. Kültür süresi boyunca hücrelerin içerisinde 

bulunduğu ortam 2-3 günde bir yarı yarıya değiĢtirilerek tazelenmiĢtir. Steril ortam 

gerektiren tüm iĢlemler laminer akıĢ kabininde (Bioair, Type II Laminer AkıĢ Kabini, 

Ġtalya) gerçekleĢtirilmiĢtir. 

3.4.3. MTT analizi 

Doku iskeleleri üzerindeki MC3T3-E1 hücrelerinin canlılığı ve mitokondriyal 

aktiviteleri MTT tuzunun mitokondriyal enzimler tarafından formazan kristallerine 

indirgemesi prensibine dayanan analiz ile belirlenmiĢtir. Sarı renkli MTT çözeltisi 

hücre mitokondrisinde, mitokondriyal dehidrogenaz enzimi ile mor renkli formazan 

kristallerine dönüĢtürülmektedir. Buna bağlı olarak oluĢan formazan kristallerinin 

yoğunluğu, ortamda bulunan hücrelerin canlılığı ve hücresel aktivitesi hakkında 

bilgi vermektedir.  
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Bu amaçla kültürün 1, 3, 5, 7, 9, 14 ve 21. günlerinde doku iskeleleri üzerindeki 

kültür ortamı uzaklaĢtırılmıĢ ve her bir göze 600 μL serumsuz besi ortamı ve 60 μL 

MTT çözeltisi (2.5 mg/mL PBS) eklenmiĢtir. Daha sonra 37°C‟de 3 sa boyunca 

inkübasyon gerçekleĢtirilmiĢ ve doku iskeleleri üzerindeki ortam tekrar çekilerek 

her bir göze 400 μL 0.04 M HCl içeren izopropanol çözeltisi eklenmiĢtir. Böylece 

formazan kristallerinin çözünmesi sağlanmıĢ ve elde edilen çözeltiden 200 μL 

alınarak, 96-gözlü kültür kaplarında, 570 nm‟de spektrofotometrik (Asys UVM 340, 

Avusturya) olarak ölçüm yapılmıĢ ve çözeltilerin optik yoğunlukları belirlenmiĢtir.  

3.4.4. Taramalı elektron mikroskobu (SEM) analizi 

Hücrelerin doku iskelelerindeki morfolojilerini ve hücre-doku iskelesi, hücre-hücre 

etkileĢimlerini belirlemek için, kültürün 4., 7. ve 14. günlerinde, SEM (ZeissEvo 50, 

Almanya) görüntüleri alınmıĢtır. Örneklerin hazırlanması için öncelikle doku 

iskeleleri üzerindeki kültür ortamı uzaklaĢtırılmıĢ ve iskeleler iki kez PBS (pH=7.4) 

ile yıkanmıĢtır. Daha sonra doku iskeleleri % 2.5‟luk (v/v) gluteraldehit çözeltisi ile 

30 dk boyunca muamele edilmiĢ ve böylece hücrelerin fiksasyon iĢlemi 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Örnekler analize kadar PBS içerisinde 4°C‟de saklanmıĢtır. 

SEM analizinden önce, doku iskeleleri PBS ile yıkanmıĢ ve iskeleler sırasıyla %30, 

%50, %70, %90 ve %100‟lük (v/v) etanol çözeltilerinde 2‟Ģer dk bekletilerek 

dehidrasyon iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġskeleler daha sonra hekzametildisilazan 

(HMDS) içerisinde 5 dk bekletilmiĢtir. Oda sıcaklığında kurutulan örnekler, altın-

paladyum ile kaplanmıĢ ve SEM görüntüleri alınmıĢtır. 

3.4.5. Ġmmunohistokimyasal boyama 

Belirlenen hücre kültür süreleri sonunda kültür ortamından alınan doku iskeleleri iki 

kez PBS ile yıkandıktan sonra %4 paraformaldehit (Sigma-Aldrich) içerisinde 1 

saat fikse edilmiĢtir. Fiksasyon sonunda örnekler %30‟luk sukroz çözeltisi içerisine 

alınarak 1 gece +4ºC‟de bekletilmiĢtir. Ertesi gün sukroz çözeltisinden çıkartılan 

örnekler kryostatta kesilebilmesi için dondurma ortamı (Leica, Almanya) ile 

kaplanarak sıvı azot içerisinde 5 dk boyunca dondurulmuĢtur. Sıvı azot içerisinden 

çıkarılan örnekler -80ºC‟ye kaldırılmıĢtır. Daha önceden -20ºC‟ye getirilmiĢ 

kroyostat (-20°C, Leica cryostat, CM3050S) ile 5-8 µm kalınlığında kesitler 

alınmıĢtır. Boyama yapılıncaya kadar kesitler -80ºC‟de saklanmıĢtır.  
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Hücre iskeletinin incelenmesi amacıyla aktin filamentleri immünfloresan olarak 

iĢaretlenmiĢtir. -80ºC‟den çıkarılan örnekler oda sıcaklığında 15 dk boyunca 

kurumaları için bırakılmıĢtır. Kesit kenarları sıvı tutucu özellikteki PapPen (Daido 

Sangyo Co.Ltd, Japonya)kalem ile sınırlandırılarak örnekler 3 kez PBS ile 

yıkanmıĢtır. Yıkamadan sonra % 0.1 Triton X-100 (PBS içerisinde) ile 10 dk 

muamele sonucunda hücre membran geçirgenliği arttırılmıĢtır. Ardından hücreler 

%1 sığır serum albümin içeren PBS (PBS/A) çözeltisi içerisinde hazırlanmıĢ 

AlexaFluor 488 phalloidin konjuge F-aktin antikoru %1‟lik (v/v) ve 1/1000 oranında 

DAPI ile 30 dk oda sıcaklığında karanlıkta inkübe edilmiĢtir. ĠĢlemi takiben 3 kez 

PBS/A ile yıkama yapılmıĢtır ve floresan mikroskobu (Olympus IX71, A.B.D) 

kullanılarak görüntülenmiĢtir. 

3.4.6. RT-PCR analizleri 

Hücrelerin osteojenik farklılaĢmasını gen ekspresyonu düzeyinde belirlemek için 

RunX2, ALP, KOL-I, osteokalsin ve osteopontin ekspresyon seviyeleri gerçek 

zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile belirlenmiĢtir.  

Kültürün 7, 14 ve 21. günlerinde doku iskeleleri –80ºC‟ye kaldırılmıĢtır. RNA 

izolasyonu gerçekleĢtirileceği zaman örnekler Eppendorf tüpüne alınmıĢ, her bir 

örneğin üzerine 1000 μL Trizol eklenerek 25-30 s vortekslenmiĢ ve örnekler 2 sa 

4°C‟de bekletilmiĢtir. Daha sonra örneklerin üzerlerine 200 μL kloroform eklenmiĢ, 

çalkalanmıĢ ve oda sıcaklığında 2-3 dkinkübe edilmiĢtir. Sonrasında, örnekler 

4°C‟de 10 dk 12,000 g‟de santrifüjlenmiĢ ve sıvı faz yeni bir Eppendorf tüpe 

aktarılmıĢtır. Kloroform basamağı proteinden ve fenolden kaynaklanan kirliliği 

önlemek amacıyla 2 kez tekrarlanmıĢtır. Daha sonra sıvı faza 400 μLizopropanol 

eklenmiĢ ve hafifçe vortekslendikten sonra 45 dk -20°C‟de inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyon sonrasında, örnekler 4°C‟de 10 dk boyunca 12,000 g‟de 

santrifüjlenmiĢ,  süpernatan atılmıĢ ve pellet 1 mL %75‟lik etanol ile yıkanmıĢ ve 

hafifçe vortekslenmiĢtir. Örnekler tekrar 4°C‟de 5 dk boyunca 7,500 g‟de 

santrifüjlendikten sonra süpernatan atılmıĢ ve pelletler havada kurutulmuĢtur. Her 

bir pelletin üzerine 30-35 μLRNase-free su eklenmiĢ ve 55-60ºC su banyosunda 

15 dk bekletilmiĢtir. Son olarak örnekler analiz yapılana kadar -80°C‟de 

saklanmıĢtır.  
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RT-PCR analizi, Applied Biosystems Kit cDNA (ABD), SolisBioDyne 5 Hot 

FirePol® EvaGreen®qPCRMix Plus (Estonya) kitleri ile 

LightCycler®NanoInstrument (Roche, Almanya) cihazında yapılmıĢtır. cDNA 

sentezi reverse transkripsiyon ile 40°C‟de 120 dk‟da gerçekleĢtirilmiĢtir. Ardından, 

PCR analizi, aktivasyon basamağı 95°C‟de 15 dk‟da, uzatma basamağı 95°C‟de 

15 s, 60°C‟de 20s, 72°C‟de 20 s ve ayrılma basamağı 60°C‟de 4s ve 95°C‟de 20 s 

olmak üzere 45 döngüde gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 “Housekeeping gen” olarak kullanılan β-aktin, Run X2, KOL-I, osteokalsin ve 

osteopontin genlerinin primer dizileri (Motek, Türkiye) Çizelge 3.4‟te verilmiĢtir. 

Yapılan analizin sonuçları bağıl gen ekspresyonu olarak verilmiĢtir. Tüm veriler 2-

∆∆C
T metoduna [137] göre hesaplanmıĢ, kitosan doku iskelesi üzerindeki hücrelerin 

ilgili gen ekspresyon seviyeleri temel alınarak, diğer gruplarda (HAp/kitosan ve B-

HAp/kitosan) bunun katları Ģeklinde değerlendirilmiĢtir.     

Çizelge 3.4. Polimeraz zincir reaksiyonu için primer dizileri. 

β-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 
 
 
 
Osteopontin 

Forward primer  
5‟-GCATGGCCAAGAAGACATCC -3' 
Reverse primer  
5‟-CCTCGGGTTTCCACGTCTC -3' 
Forward primer  
5‟-CACTTTCACTCCAATCGTCCCTAC-3‟ 
Reverse primer 
5‟-ACTCCTTAGACTCACCGCTCTTC-3‟ 
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3.5.Ġstatistiksel Analiz 

ÇalıĢma sonuçları istatistiksel açıdan GraphPad Software Instant programı 

kullanılarak değerlendirilmiĢtir. Veriler üç deney için ortalama ± standart sapma 

değerleri ile belirtilmiĢtir. Farklı grupların istatistiksel olarak karĢılaĢtırılması için 

Student‟s t-testi kullanılmıĢ ve p-değerinin 0.05‟ten az olduğu durumlar anlamlı 

kabul edilmiĢtir. 
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4. DENEYSEL SONUÇLAR VE TARTIġMA 

Bu bölümde, tez kapsamında yapılan deneysel çalıĢmalardan elde edilen sonuçlar 

sunulmuĢ ve ortaya çıkan bulgular üzerine tartıĢmalar yapılmıĢtır. Öncelikle, bor 

katkısı yapılan yapay vücut sıvısından mikrodalga yardımıyla kemik dolgu 

malzemesi ya da sert doku implantlarına alternatif bir yüzey kaplaması olabilecek 

özellikteki bor katkılı hidroksiapatitin (B-HAp) sentezine ve yapılan karakterizasyon 

çalıĢmalarının sonuçlarına yer verilmiĢtir. Ġkinci bölümde, kemik doku mühendisliği 

uygulamalarında kullanılmak üzere kitosan doku iskelelerinin ve mikrodalga 

yardımıyla HAp/Kitosan ve B-HAp/Kitosan kompozit doku iskelelerinin üretimi ve 

karakterizasyonu için yapılan çalıĢmaların sonuçları sunulmuĢtur. Ardından, 

MC3T3-E1 preosteoblastik hücre hattı ile durgun koĢullarda in vitro ortamda 

yürütülen hücre kültürü çalıĢmalarının sonuçlarına değinilmiĢtir. 

4.1. Biyomimetik Yöntemle Bor Katkılı Hidroksiapatit Üretimi ve 

Karakterizasyonu 

4.1.1. Bor katkılı hidroksiapatit üretimi 

Yapılan çalıĢmalar borun osteoindüktif etkilere sahip olduğunu ve hücrelerin 

ostejenik farklılaĢmasını desteklediğini göstermiĢtir. Kemikler üzerindeki etkisinin 

moleküler mekanizması henüz açıklanmamıĢ olmasına karĢın, borun hücre dıĢı 

matris mineralizasyonundan sorumlu kalsiyum birikimini arttırdığı 

düĢünülmektedir[138]. Son yıllarda yapılan çalıĢmalarla kemik metabolizmasında 

rol oynadığı gösterilen borun, osteokondüktif özelliğe sahip hidroksiapatitin 

yapısına katılarak doku mühendisliği uygulamalarında kullanılmasına karar 

verilmiĢtir. Bor katkılı hidroksiapatitler birçok araĢtırmacı tarafından kimyasal 

yöntemlerle sentezlenmiĢ ancak hücrelerle etkileĢiminin belirlendiği bir çalıĢma 

yapılmamıĢtır [120, 139]. Nakamura ve ark. [140] ultrasonik sprey piroliz yöntemi 

ile sentezledikleri bor katkılı hidroksiapatitin kanser tedavisinde kullanılabilecek bir 

biyomalzeme olduğunu bildirmiĢlerdir. Sunulan tez çalıĢmasında bu çalıĢmalardan 

farklı olarak bor katkılı hidroksiapatitin üretilmesinde, biyomimetik yöntem olan 

SBF‟den çöktürme yöntemi seçilmiĢtir. Biyomimetik yöntemin avantajları Ģöyle 

sıralanabilir: (i) ısıl iĢlem gerektirmediği için polimerler de dahil sıcaklığa duyarlı 

yüzeylerin kaplanmasında kullanılabilir,(ii) yüksek biyoaktiviteye sahip kemik 

benzeri apatit yapısı oluĢturur,(iii) gözenekli ya da farklı geometriye sahip yapıların 
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kaplanması için de uygundur ve (iv) üretim sırasında hidroksiapatit yapısınakemik 

büyüme faktörleri de katılabilir [83]. 

Bu çalıĢmada, literatürde belirtilen diğer SBF çözeltileri ile karĢılaĢtırıldığında, 

yüksek doygunluk derecesine sahip 10xSBF, Tris ve HEPES gibi tamponların 

kullanılmasına da ihtiyaç duyulmaması gibi avantajları nedeniyle tercih edilmiĢtir. 

Tez kapsamında yapılan çalıĢmalardadoygunluk derecesinebağlı olarak 10xSBF 

ile kısa sürede gerçekleĢen çökelme iĢlemi, mikrodalganın iyonik çözeltilere olan 

etkisinden de yararlanılarak saatler mertebesinden dakikalara kadar 

düĢürülmüĢtür. Grubumuz tarafından daha önce yapılan çalıĢmalarla HAp sentezi 

için uygulanacak mikrodalga koĢulları belirlenmiĢtir [133]. DıĢarıdan verilen enerji 

sayesinde,10xSBF‟de bulunan iyonlar daha düĢük enerjili, yani termodinamik 

olarak daha kararlı olan faza dönüĢerek doğrudan hidroksiapatiti oluĢturmuĢlardır. 

ġekil 4.1‟de sistemin izleyebileceği olası yolları gösteren grafiğe yer verilmiĢtir.SBF 

çözeltileri gibi, pek çok kristal fazın oluĢabileceği süper doygun bir çözelti varsa 

oluĢacak ilk faz termodinamik açıdan en az kararlı ve en çok çözünendir. Bu faz 

daha sonra sistemin serbest enerjisini azaltmak için daha kararlı bir faza dönüĢür  

(B-ii-iii). Bazen de tek bir öncülden sonra en kararlı yapıyı oluĢturur (B-i). Ġzlenecek 

yol sistemin aĢabileceği toplam enerjiye bağlıdır. Çözelti içerisinde iyonlardan 

doğrudan HAp oluĢumunu sağlayabilecek enerji varsa Ca/P çözeltisinden 

doğrudan kristalizasyon (A) gerçekleĢir. Bunun için yeterli enerji yoksa ilk baĢta 

amorf Ca/P (ACP), oluĢur sonra ya doğrudan kristalizasyonla ya da önce 

oktakalsiyum fosfat (OCP) oluĢumu gerçekleĢerek HAp oluĢur[141]. 

 

ġekil 4.1. Sistemin Gibbs serbest enerjisini düĢürmek için izlenen kristalizasyon 
yolları [141]. 
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Yapılan çalıĢmalarda 10xSBF çözeltisine bor katkısı yapıldığında 37ºC‟de 24 

saatte verimsiz bir çökelme gözlenmiĢ ve oda sıcaklığında bekletildiğinde ise 

herhangi bir çökelme gözlenmemiĢken, mikrodalga desteği ile etkin ve hızlı bir 

çökelmenin sağlandığı belirlenmiĢtir. Yeterli bor katkısının yapılması amacıyla 

SBF‟ye iyon dengesini etkilemeyecek miktarlarda borik asit ilavesi yapılmıĢ 

(10mg/mL) ve çökelme için gerekli pH değerleri (6.5-7.4) sağlandıktan sonra, 

mikrodalgaya maruz bırakılarak istenilen yapıda hidroksiapatitin çökelmesi 

sağlanmıĢtır. Elde edilen hidroksiapatitin bor katkısı ve kalsiyum fosfor oranları 

ICP-OES analizleri ile belirlenmiĢ ve Bölüm 4.1.2.1.‟de detaylı olarak açıklanmıĢtır. 

Üretilen bor katkılı hidroksiapatitin yapısındaki değiĢiklikleri daha iyi analiz 

edebilmek amacıyla tüm deneyler bor katkısı yapılmayan hidroksiapatit ile 

karĢılaĢtırmalı olarak yürürtülmüĢ ve kararkterizasyon çalıĢmaları yapılmıĢtır. 

4.1.2. Bor katkılı hidroksiapaitin karakterizasyonu 

4.1.2.1. Endüktif eĢleĢmiĢ plazma optik emisyon spektrometresi (ICP-OES) 

analizi 

Kemik dolgu maddesi olarak kullanılan seramik biyomalzemelerde Ca/P oranları, 

malzemenin faz yapısı, homojenliği ve çözünürlüğü hakkında bilgi verdiğinden 

oldukça önemlidir. Doğal kemiğin ağırlıkça %34.8‟iCa iyonundan, %15.2‟si ise P 

iyonundan oluĢmaktadır ve Ca/P molar oranı yaklaĢık 1.71 civarındadır. 

Stokiyometrik hidroksiapatit ise %39.6 Ca, %18.5 P iyonu içerir ve Ca/P oranı 

yaklaĢık 1.67‟dir[137]. 

Biyolojik hidroksiapatitler yapılarına katılan karbonat grupları ya da diğer katyonik 

veya iyonik gruplarla yer değiĢtirme reaksiyonlarına girerek stokiyometrik yapıdan 

sapma gösterirler. Kendilğinden oluĢan bu hidroksiapatitlerin Ca/P oranları 

1.67‟den daha düĢük olmaktadır [20]. Ayrıca, birçok araĢtırma biyolojik 

hidroksiapaititin ve stokiyometrik olmayan sentetik hidroksiapatitin 

biyouyumluluğunun stokiyometrik hidroksiapatitten daha yüksek olduğunu 

göstermiĢtir [92, 142, 143]. 

Çizelge 4.1‟de çalıĢma kapsamında üretilen B-HAp ve HAp örneklerinin yapısında 

bulunan %Ca, %P, %B ve bunların oranlarına ait ICP-OES analiz sonuçları 

verilmiĢtir.  
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Çizelge 4.1. ÇalıĢma kapsamında üretilen B-HAp ve HAp örneklerinde bulunan %Ca, %P, %B, Ca/P,Ca/P+B ve P/B oranları. 

Kullanılan 
H3BO3 
miktarı 
(mg)* 

Kullanılan 
NaOH (10 M) 
miktarı 
(µL)*** 

Kullanılan 
NaHCO3 

miktarı (g) 
pH 

Mikrodalga koĢulları 

Kullanılan 
SBF 

Ca(%) 
(w/w) 

P(%) 
(w/w) 

B(%) 
(w/w) 

Ca/P 
#
 Ca/P+B

#
 P/B

#
 Güç 

(W) 
Uygulama 

tekrarxsüre 

5 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

17 

17 

17 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

900 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

0.0840* 

0.0840* 

0.0840* 

0.0840* 

0.0840* 

0.0840* 

0.1680** 

0.1680** 

0.0940* 

0.1040* 

0.0840* 

0.0840* 

0.0840* 

0.1680** 

0.1680* 

6.40±0.03 

6.21±0.02 

- 

- 

- 

7.02±0.03 

- 

- 

6.01±0.02 

6.05±0.05 

5.92±0.02 

- 

- 

- 

- 

600 

600 

600 

1200 

1200 

600 

600 

600 

- 

600 

- 

600 

600 

600 

600 

9x30s 

9x30s 

15x30s 

9x15s 

15x15s 

9x30s 

9x30s 

15x30s 

- 

9x30s 

- 

9x30s 

15x30s 

9x30s 

15x30s 

10xSBF 

10xSBF 

10xSBF 

10xSBF 

10xSBF 

10xSBF 

TaĢ SBF 

TaĢ SBF 

10xSBF 

10xSBF 

10xSBF 

10xSBF 

10xSBF 

TaĢ SBF 

TaĢ SBF 

30.45±0.64 

31.64±2.90 

32.68±1.59 

30.80±0.28 

31.10±0.57 

28.10±0.28 

33.70±0.10 

34.40±0.00 

- 

25.80±1.27 

- 

34.40±0.28 

34.40±0.21 

33.70±0.07 

34.15±0.35 

14.90±0.00 

16.65±1.70 

16.43±1.37 

15.25±0.07 

15.45±0.21 

15.55±0.35 

19.80±0.14 

20.05±0.07 

- 

13.80±0.14 

- 

16.55±0.07 

15.75±0.07 

19.50±0.14 

20.05±0.49 

0.47±0.13 

0.37±0.16 

0.39±0.09 

0.22±0.08 

0.25±0.09 

1.15±0.11 

0.04±0.00 

0.04±0.00 

- 

0.181±0.04 

- 

- 

- 

- 

- 

1.58 

1.47 

1.54 

1.57 

1.56 

1.40 

1.32 

1.33 

- 

1.44 

- 

1.61 

1.70 

1.32 

1.32 

 

1.45 

1.38 

1.44 

1.50 

1.49 

1.16 

1.31 

1.32 

- 

1.39 

- 

- 

- 

- 

- 

----- 

11.61 

19.79 

15.20 

26.47 

22.61 

4.75 

189.37 

157.28 

- 

27.40 

- 

- 

- 

- 

- 

*100mL SBF için  **200 mL SBF için  ***1 L SBF için. 
#Ca/P, Ca/P+B ve P/B oranları molce oranları ifade etmektedir.
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Bor katkılı hidroksiapatit üretimi için seçilen koĢullar ve elde edilen sonuçlar 

Çizelge 4.1‟de belirtilmiĢtir. Kontrol grubu olarak da aynı koĢullarda bor katkısı 

yapılmayan HAp seçilmiĢ ve analizler karĢılaĢtırmalı olarak yürütülmüĢtür. ÇalıĢma 

kapsamında hidroksiapatite bor katkısını sağlayan borik asit SBF‟ye eklendiğinde 

ortam pH‟ını düĢürmüĢtür. Bu nedenle öncelikle uygun borik asit miktarı 

belirlenmiĢ, daha sonra karbonat miktarının değiĢtirilmesiyle pH dengesi 

sağlanmaya çalıĢılmıĢtır. Ancak yapılan çalıĢmalarda pH dengesi 

sağlanamadığında mikrodalga uygulaması dıĢında çökelmenin gözlenmediği ve 

mikrodalga desteğiyle çökelme olduğunda ise hidroksiapatite istenilen miktarda 

bor katkısının yapılamadığı belirlenmiĢtir. Böylece ultra saf suya borik asit 

ilavesinin ardından NaOH ile pH ayarlanmıĢ ve daha sonra tuzlar ilave edilmiĢtir. 

Tez çalıĢmasında ilk kez biyomimetik yöntemle hidroksiapatite bor katkısı 

sağlanmıĢ ve bu katkı ağırlıkça %1.15±0.11 olarak belirlenmiĢtir. Borun 

çoğunluklaya BO2
-  olarak apatitik yapıdaki kanallara, ya da BO3

3- olarak OH- ya da 

PO4
3- iyonları ile yer değiĢtirerek yapıya girdiği, çok az bir kısmının da B+3 iyonu 

Ģeklinde Ca2+ ile yer değiĢtirerek yapıda yer almıĢ olduğu düĢünülmüĢtür. HAp için 

34.40±0.28 olarak belirlenen %Ca değerinin B-HAp için 28.10±0.28 olarak 

bulunmuĢ olması, B+3 iyonunun Ca2+ ile yer değiĢtirmesi olarak açıklanabilir. Aynı 

zamanda HAp için 16.55±0.07 bulunan %P değerinin B-HAp için 15.55±0.35 

olarak bulunması BO3
3-iyonlarının PO4

3-ile yer değiĢtirdiğini göstermektedir. Diğer 

karakterizasyon sonuçları da yapıdaki bu yer değiĢtirmeyi desteklemektedir. B-

HAp örneğinde Ca/P oranlarının bir miktar düĢük bulunması ve aynı zamanda 

Ca/P ile uyumlu olması beklenen Ca/P+B oranının düĢük olması yer değiĢtirme 

reaksiyonlarından kaynaklanmaktadır.  

Biyomimetik yöntemle üretilen iyon katkılı hidroksiapatitin avantajları arasında 

çeĢitli iyonları sürekli yapısından salması ve yapısına katması nedeniyle biyolojik 

olarak aktif özellikte olması da yer almaktadır. Ayrıca Ternane ve ark.[120] 

yaptıkları çalıĢmada P/B oranı 7.22 olduğunda bor atomlarının tamamen yapıya 

katıldığını belirlemiĢler ve bu oran 11‟den büyük olduğunda iki fazlı bir yapının 

oluĢtuğunu, 7.22‟den küçük olduğunda ise bir miktar Ca3(BO3)2fazının da 

oluĢacağını belirtmiĢlerdir. ÇalıĢma kapsamında üretilen tüm B-HAp örnekleri 

arasında 7.22‟ye en yakın değer olarak 4.75 bulunmuĢtur. Üretilen B-HAp bu 
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değer bakımından da literatürle uyum göstermektedir. Diğer karakterizasyon 

çalıĢmaları Çizelge 4.1‟de iĢaretlenmiĢ olan iki örnek üzerinden yapılmıĢtır. 

4.1.2.2. Taramalı elektron mikroskobu (SEM) ve enerji dağıtıcı X-ıĢını 

spektrometresi (EDX) analizi 

Üretilen HAp ve B-HAp örneklerinin morfolojileri SEM görüntüleri ile belirlenmiĢtir. 

ġekil 4.2‟de toz halindeki örneklerin farklı büyütmelerdeki görüntülerine yer 

verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.2. Mikrodalga desteği ile üretilen 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 örneklerinin SEM 
görüntüleri. 

ġekil 4.2 incelendiğinde SBF‟den çöktürme ile elde edilen örneklerin bir araya 

gelerek kümleler oluĢturdukları görülmektedir. Yığın haldeki HAp ve B-HAp‟in 

yapılarında morfolojik olarak belirgin bir farklılık saptanmamıĢtır. Ayrıca çöktürme 

sırasında oluĢan istenmeyen fazların ya da tuz kristallerinin yapılan yıkamalar 

sonrası ortamdan uzaklaĢtığı görülmektedir. Yığın haldeki HAp ve B-HAp için 

yapılan EDX analizi sonucunda ise Ca/P oranları sırasıyla 2.11±0.21 ve 2.13±0.74 

olarak bulunmuĢtur. ICP-OES sonuçlarına göre yapılan hesaplamalarda ise bu 
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değerler HAp için 1.61, B-HAp için ise 1.40 olarak bulunmuĢtur. Bu farklılığın 

SEM-EDX analizinin, örneğin sadece belirli bölgelerinden yapılabilmesinden 

kaynaklandığı düĢünüĢmüĢtür. Örneğin tamamından yapıldığı için, ICP-OES 

analizi sonuçlarının daha güvenilir olduğuna karar verilmiĢtir. 

4.1.2.3. Elementel analiz 

Biyolojik apatitlerin yapısında doğal olarak bulunan karbonat iyonunun, kemik 

implantlarında kullanılmak üzere üretilen hidroksiapatitlerin yapısında da 

bulunması oldukça önemlidir. Hidroksiapatitin yapısında bulunan CO3
2-, 

malzemenin sinterlenebilirliğini, çözünürlüğünü ve biyolojik olarak aktifliğini 

etkilemektedir [136]. Murugan ve ark. [144] yaptıkları çalıĢmada kimyasal 

çöktürme ve mikrodalga yöntemlerini birleĢtirerek ağırlıkça %2.9 oranında CO3
-2 

içeren hidroksiapatit üretmiĢlerdir. Tez çalıĢması kapsamında, hücre kültür 

çalıĢmalarında da kullanılmak üzere seçilen HAp ve B-HAp örneklerinin karbonat 

içerikleriÇizelge 4.2‟de verilmiĢtir. 

Çizelge 4.2. HAp ve B-HAp örneklerinin ağırlıkça %CO3
2- oranları. 

Örnek CO3
2- (w/w, %) 

HAp 

B-HAp 

7.15±0.28 

4.30±0.07 

 

Ġnsan vücudundaki biyolojik apatitlerin karbonat içerikleri yaĢa, cinsiyete ve 

bulunduğu dokuya göre ağırlıkça %3-8 arasında değiĢmektedir. Çizelge 4.2 

incelendiğinde bulunan karbonat içeriklerinin biyoloik apatitler ile uyumlu olduğu 

sonucuna varılmıĢtır. Bor katkılı hidroksiapatitin yapısındaki karbonat içeriğinin 

azalmasının nedeni, CO3
2- iyonlarınınortamda bulunan BO3

3- iyonları ile yarıĢmalı 

olarak OH- ya da PO4
3-iyonları ile yer değiĢtirmesidir. Bu sonuç ATR-FTIR 

analizindeki karbonat pikleri ile de uyumludur. 

4.1.2.4. Raman spektroskopisi 

ÇalıĢmalar kapsamında yapılan Raman ve infrared spektroskopi analizleri birbirini 

tamamlarlar niteliktedir.  

Moleküllerin Ģiddetli bir monokromatik ıĢın demeti ile etkileĢmesi sırasında, ıĢık 

absorbsiyonu gerçekleĢmiyorsa, ıĢık saçılması meydana gelir. IĢık saçılması 
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sırasında, saçılan ıĢığın büyük bir kısmının enerjisi madde ile etkileĢen ıĢığın 

enerjisine eĢit olur ve bu tür elastik saçılma olayına Rayleigh saçılması denir. 

Elastik saçılma olayının yanı sıra saçılan ıĢığın çok az bir kısmı ise molekül ile 

etkileĢime giren ıĢığın enerjisinden daha farklı enerjilerle saçılır. Bu tür elastik 

olmayan saçılma olayı ise Raman saçılması adını alır. Raman saçılması sırasında 

saçılan ıĢığın enerjisinde, molekül ile etkileĢen ıĢığınkine göre oluĢan fazlalık veya 

azlık, ıĢıkla etkileĢen molekülün titreĢim enerji düzeyleri arasındaki enerji farkı 

kadardır. Bu nedenle Raman saçılmasının spektroskopik incelenmesi ile de 

moleküllerin titreĢim enerji düzeyleri hakkında bilgi edinilebilir. 

Moleküllerin infrared fotonunu absorblayabilmesi, yani molekülün bu fotonla 

rezonansa girebilmesi için, molekül titreĢirken dipol momentinde periyodik ve 

fotonun frekansına eĢit frekanslı bir değiĢmenin olması gereklidir.  Bir molekülün 

bir fotonla Raman türü saçılma etkileĢmesine girebilmesi için ise, molekülün 

titreĢimi sırasında etkileĢtiği fotonun elektrik alanı tarafından periyodik ve fotonun 

frekansına eĢit frekanslı olarak polarlanabilmesi, yani periyodik ve geçici bir dipol 

momentinin oluĢması gereklidir. Kısacası, bir titreĢim Ģeklinin Raman aktifliği onun 

infrared aktivitesinden çok farklıdır.  

 

ġekil 4.3. HAp örneğine ait Raman spektrumu. 
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Üretilen HAp ve B-HAp örneğine ait Raman spektrumları sırasıyla ġekil 4.3 ve 

4.4‟te verilmiĢtir. PO4
3- gruplarına ait tüm titreĢim pikleri her iki örnek için de 

görülmüĢtür. YaklaĢık olarak 961-962 cm-1 de görülen PO4
3- simetrik gerilme piki 

hidroksiapatitler için karakteristiktir. 447, 433 ve 603 cm-1„deki pikler ise yapıdaki 

PO4
3- bükülme titreĢimlerini göstermektedir. PO4

3-„e ait asimetrik gerilme 

titreĢimleri 1076, 1054, 1046 ve 1030 cm-1 civarlarında bulunmuĢtur [145].  

ġekil 4.3 ve 4.4‟te sol üst köĢede verilmiĢ grafiklerde yaklaĢık 3570 cm-1‟de 

yapılarda bulunan karakteristik OH- grubuna ait gerilim titreĢimleri gösterilmiĢtir. 

ġekil 4.4. B-HAp örneğine ait Raman spektrumu. 

Bor katkılı hidroksiapatit yapısında bulunan BO3
3- simetrik gerilim titreĢimi ise 912 

cm-1‟de görülmüĢtür [120]. Raman spektroskopisi sonuçları ile yapıdaki borun 

varlığı bir kez daha kanıtlanmaktadır. 

4.1.2.5. X ıĢını kırınımı (XRD) analizi 

HAp ve B-HAp örneklerine ait XRD grafikleri ġekil 4.5‟te verilmiĢtir. Hidroksiapatitin 

karakteristik pikleri olan 26º ve 32º [146] pikleri her iki hidroksiapatit yapısında da 

görülmüĢtür. Spektrumlar incelendiğinde, bor katılımının dikalsiyum fosfat anhidröz 

(DCP), dikalsiyum fosfat dihidrat (DCDP) ya da β-trikalsiyum fosfat (β-TCP) 
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gibifarklı fazlar oluĢmasına neden olmadığı ve yalnızc tek fazlı (sadece HAp 

içeren)yapıların oluĢtuğu belirlenmiĢtir. 

 

ġekil 4.5. ÇalıĢma kapsamında mikrodalga ile sentezlenen HAp (a), B-HAp (b) ve 
Kırınım Verileri için Uluslar Arası Merkez‟den(ICDD) alınan saf HAp (c) örneklerine 
ait XRD spektrumları. 

Stokiyometrik hidroksiapatit tamamen kristal yapıdadır, ancak çalıĢma 

kapsamında üretilen hidroksiapatit ve bor katkılı hidroksiapatit kristal yapıda 

değildir. XRD desenleri incelendiğinde stokiyometrik hidroksiapatitte (ġekil 4.5 c) 

çok keskin olarak görülen piklerin, HAp ve B-HAp örneklerinde keskin olmadığı 

açıkça görülmektedir. Pik geniĢlemesi ve pik keskinliğindeki azalmalar, doğal 

kemik yapısına benzerlikler göstermektedir [147]. Kemik benzeri bu apatitler, yarı 

kristalin yarı amorf özelliktedirler. Bor katkısının hidroksiapatitin kristalinitesinde 

herhangi bir değiĢikliğe neden olmadığı belirlenmiĢtir. 

4.1.2.6. Fourier dönüĢümlü kızılötesi spektroskopisi (ATR-FTIR) analizi 

ÇalıĢma kapsamında üretilen HAp ve B-HAp yapılarına ait ATR-FTIR spektrumları 

ġekil 4.6‟da verilmiĢtir. Her iki spektrumda da absorblanan suya ya da 

hidroksiapatitin yapısında bulunan suya, hidroksil, fosfat ve karbonat iyonlarına ait 

tüm pikler gözlenmiĢtir. 
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600 W mikrodalga gücünde biyomimetik yöntemle üretilen HAp ve B-HAp 

örneklerinin ATR-FTIR spektrumu incelendiğinde, ~1015 ve 958 cm-1 civarlarında 

hidroksiapatit için karakteristik PO4
3- gerilim titreĢimine ve 599, 557 cm-1 PO4

3- 

eğilme titreĢimine ait bantlar saptanmıĢtır. 3000-3600 cm-1aralığında görülen 

yaygın bant hidroksiapatitin yapısına absorblanmıĢ bağlı suyu, ~1641 cm-1‟de 

gözlenen pik ise bağlı olmayan suyun varlığını göstermektedir. Çizelge 4.3‟te ATR-

FTIR spektrumlarında HAp ve B-HAp için görülmesi beklenen ve görülen pikler ve 

açıklamalarına yer verilmiĢtir. 

Çizelge 4.3. HAp ve B-HAp için görülmesi beklenen ve görülen pikler. 

Dalga sayısı (cm-1) HAp B-HAp TitreĢim türü 

3000-3600 3251 3269 OH gerilme 

1642 1641 1644 OH  

962 958 952 PO4
3- simetrik gerilme 

1090, 1062,1030 1015 1015 PO4
3- asimetrik eğilme 

571, 603 557, 599 557, 596 PO4
3- asimetrik gerilme 

1304, 1253, 1208  - - BO3
3- asimetrik gerilme 

804, 784, 771, 755  - - BO3
3- simetrik eğilme 

2007, 2002, 1932  - - BO2
-  asimetrik gerilme 

868, 1432, 1499 872, 1416, 1487 1416, 869 CO3
2- 

FTIR spekturumda 1304, 1253, 1208 cm-1 ve 784, 771, 755 cm-1 civarlarında 

BO3
3- grubuna ait, sırasıyla asimetrik gerilme ve simetrik eğilme bantlarının 

görülmesi beklenmektedir. 2002 cm-1ve 1932 cm-1 de görülmesi beklenen bantlar 

ise BO2
-  grubuna ait asimetrik gerilme bantlarıdır. B-HAp yapısında bulunan BO3

3-

ve kristal yapının boĢluklarına giren BO2
-‟nin varlığı ICP-OES analizleri ile 

gösterilmiĢ olmasına rağmen hem yapıda ortalama %1.15 civarı bulunduğundan 

hem de boratlara ait pikler çok zayıf olduğundan, FTIR spektrumunda borat pikleri 

gözlenememiĢtir. Ancak HAp spektrumu ile B-HAp spektrumu karĢılaĢtırıldığında, 

karbonat piklerinin HAp spektrumunda daha belirgin olduğu açıkça görülmektedir. 

Böylece elementel analiz sonuçlarında da bahsedilen BO3
3- iyonunun CO3

2- ile 

yarıĢmalı olarak PO4
3- ya da OH- ile yer değiĢtirmesi ve buna bağlı olarak, B-

HAp‟nin yapısındaki CO3
2- miktarının azalması, ATR-FTIR sonuçları ile de 

desteklenmektedir. 
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ġekil 4.6. HAp (a) ve B-HAp (b) örneklerine ait ATR-FTIR spektrumları. 

Kemiğin mineral yapısındaki hidroksiapatit, kalsiyum eksik ve zayıf kristalin 

yapıdadır. Stokiyometrik olmayan bu apatitler çeĢitli iyonları da yapılarında 

bulundururlar. Örneğin Na+ ve Mg2+ iyonları Ca2+ iyonu ile, HPO4
2- iyonu fosfat 

iyonu ile,F ve Cl- iyonları ise OH- iyonu ile yer değiĢtirebilir. Ayrıca kemiğin mineral 

kısmında %3-8 oranında bulunan karbonat iyonları OH-ile yer değiĢtirirse A tipi, 

PO4
3-ile yer değiĢtirise B tipi apatit oluĢur[144, 148]. Örneklerin her ikisinde de 

1499-1416 cm-1aralığındaki ve 872 cm-1„de civarında görülen pikler çökelme 

sırasında atmosferden ve SBF‟den gelen CO3
-2 iyonunun varlığından 

kaynaklanmaktadır. FTIR spektrumlarında CO3
-2, 880 cm-1‟ de 2 bant ve 1450 and 

1540 cm-1 civarlarında 3 bant vermiĢ ise apatit A tipi, 870, 1430 and 1450 cm-1 

civarlarında bantlar vermiĢ ise B tipi apatit yapısı elde edilmiĢ demektir[148, 149]. 

Bor katkılı hidroksiapatit örneklerinde karbonat iyonu ile yarıĢmalı olarak yapıya 

katılan borat iyonları da yer değiĢtirme sonrasında A tipi ya da B tipi hidroksiapatit 

oluĢmasına neden olmaktadır. ÇalıĢma kapsamında üretilen HAp örneklerinde 

karbonat iyonu çoğunlukla OH- ile yer değiĢtirmiĢ ve bant ~872 cm-1 değerinde 

gözlenmiĢtir, bu da A tipi apatit yapısını desteklemektedir. 

4.1.2.7. Geçirimli elektron mikroskobu (TEM) analizi 

Üretilen HAp ve B-HAp örneklerinin morfolojileri ve kristal yapıları TEM analizi ile 

incelenmiĢtir. SEM görüntülerinde kümeler oluĢturarak bir araya gelen 
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hidroksiapatit taneciklerinin yapısı TEM analizlerinde daha belirgin olarak ġekil 

4.7‟de gösterilmiĢtir. 

Günümüze kadar geliĢtirilen hidroksiapatit sentez yöntemleriyle nanotel, 

mikroküre, nano çubuk, mikro tabaka, çiçek ya da plaka benzeri yapılar gibi çok 

farklı morfolojilerde nano/mikro kristal yapıda hidroksiapatitler üretilmiĢtir [20]. 

Kemik matrisi, kollajen nanofiberler boyunca uzanan plaka ya da çubuk benzeri 

HAp nanopartiküllerden oluĢmaktadır ve bu morfolojide HAp nanopartiküller içeren 

biyomalzemelerin biyomimetik yaklaĢım çerçevesinde daha baĢarılı olduğu 

bilinmektedir [5, 150]. ÇalıĢma kapsamında mikrodalga yardımı ile üretilen 

örneklerin TEM görüntüleri incelendiğinde HAp ve B-HAp örneklerinin morfolojileri 

arasında belirgin bir farklılık gözlenmemiĢtir. Bor katkısı ilehidroksiapatit 

nanopartiküller iğne benzeri morfolojiden, çubuk benzeri morfolojiye doğru değiĢim 

göstermiĢlerdir. Ayrıca, hidroksiapatitin partikül boyu ortalama 40-50 nm 

uzunluğunda iken (ġekil 4.7 a, b ve c),  bor katkılı hidroksiapatitin partikül boyu20-

30 nm‟ye (ġekil 4.7 d, e ve f) küçülmüĢtür. 

 

ġekil 4.7. Mikrodalga desteği ile üretilen HAp (a, b ve c) ve B-HAp (d, e ve f) 
örneklerine ait TEM görüntüleri. Barlar sırasıyla a ve d) 100nm, b ve e) 50 nm, c 
ve f) 20 nm uzunlukları iĢaret etmektedir. 
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4.1.2.8. Üretim verimi 

HAp ve B-HAp sentezinde kullanılan üretim koĢulları, üretim miktarlarını önemli 

ölçüde etkilemektedir. Üretim miktarları da kemik dolgu maddesi ya da kaplama 

amacıyla kullanılacak olan hidroksiapatitler için önem taĢımaktadır. Çizelge 4.4‟te 

çalıĢma kapsamında üretilen HAp ve B-HAp örneklerine ait gravimetrik analiz 

sonuçları verilmiĢtir. Hidroksiapatitler karĢılaĢtırıldığında, mikrodalga yardımıyla 

belirlenen koĢullarda üretilen hidroksiapatitin oda sıcaklığında çöktürme ile üretilen 

hidroksiapatitten yaklaĢık 3 kat daha verimli Ģekilde elde edildiği belirlenmiĢtir. 

Ayrıca bor katkısı yapıldığında SBF‟den oda sıcaklığında herhangi bir çökelme 

gözlenmemiĢtir. B-HAp üretimi, ancak mikrodalga ya da ısıl uygulamalar varlığında 

gerçekleĢebilmektedir. Hem üretim verimi, hem de diğer karakterizasyon sonuçları 

incelendiğinde 600 W mikrodalga ile B-HAp üretilmesi uygun bulunmuĢtur. 

Mikrodalga desteği ile üretilen HAp ve B-HAp karĢılaĢtırıldığında ise B-HAp üretim 

verimi, yapıya katılan borat iyonları nedeniyle SBF iyon dengesindeki değiĢimden 

dolayı azalmıĢtır, ancak kaplamalar yapıldığında bu miktarında belirlenen hedef 

için yeterli olduğu görülmüĢtür. 

Çizelge 4.4.Farklı yöntemler ile hazırlanan HAp ve B-HAp örneklerinin ürün 
verimleri. 

Örnek Üretim Yöntemi Ürün verimi (g/100mL) 

HAp 

HAp 

Oda sıcaklığı 

600W 

0.0100±0.009 

0.0340±0.003 

B-HAp 

B-HAp 

Oda sıcaklığı 

600 W 

Çökelme gözlenmedi 

0.0258±0.002 

 

4.2. Kompozit Doku Ġskelelerinin Üretilmesi Ve Karakterizasyonu 

Kitosan, doğada en çok bulunan ikinci polisakkarit olan kitinin deasetilasyonu 

sonucu elde edilmektedir. Kitin doğada, krustaseler, böcekler ve örümcekler gibi 

omurgasızların dıĢ iskletinde, fungi ve bazı alglerin ise hücre duvarlarında 

bulunmaktadır. Kitin, tekrarlayan N-asetil-D-glukozamin alt birimlerin β(1   4) bağı 

ile bağlanmasından oluĢmuĢ bir homopolimerdir. Kitosan ise, N-glukozamin ve N-

asetil glukozamin birimlerinin β(14) glikozidik bağları ile bir araya gelmesinden 

oluĢan lineer bir polisakkarittir. Kitin ve kitosanın yapısı ġekil 4.8‟de gösterilmiĢtir. 
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ġekil 4.8. Kitin(a) ve kitosanın(b) kimyasal yapısı. 

Kitosanın in vivo degredasyonu hidroliz ile ve enzimatik olarak gerçekleĢir. 

Degredasyon hızı deasetilasyon derecesi ile değiĢen kristalinitesine bağlıdır. 

Yüksek deasetilasyon derecesine (>%85) sahip kitosan düĢük degredasyon hızına 

sahiptir. Kitosanın degredasyon ürünleri çeiĢtli uzunluklardaki oligosakkaritlerdir. 

Kitosan pH 7‟nin üzerindeki sulu çözeltilerde çözünmez, ancak seyreltik asitlerde 

serbest amino grupları protonlanır ve pH 5 civarında molekül tamamen çözünür 

hale gelir. pH bağımlı çözünme özelliği sayesinde iĢlenebilirliği kolaydır. Böylece 

hem film hemde üç boyutlu doku iskelesi Ģeklinde tasarlanabilir. Katyonik yapısı 

nedeniyle anyonik glikozaminoglikanlar (GAG), proteoglikanlar ve diğer negatif 

yüklü moleküllerle etkileĢime girebilir. Kısaca kitosan biyobozunurluğu, 

biyouyumluluğu, alkali çözeltilerdeki stabilitesi, antibakteriyal özelliği ve yara 

iyileĢmesinde görev alması sayesinde doku mühendisliği uygulamalarında öne 

çıkan bir biyomalzemedir [42, 151]. 

Ancak kitosan biyoaktif özelliğe sahip değildir ve bu nedenle uygun biçimde 

modifiye edilerek kullanılmasına ihtiyaç duymaktadır [152]. Birçok çalıĢmada 

kitosan ile biyoaktif bir malzeme olan hidroksiapatit bir araya getirilerek kompozit 

bir malzeme üretilmesi amaçlanmıĢtır. Genellikle bu üretimler kitosan yapıların 

HAp ile kaplanması Ģeklinde gerçekleĢtirilir. Hidroksiapatit kaplama için plazma 

spreyleme, iyon püskürtme, sol-jel birikim gibi birçok yöntem kullanılmaktadır. 

Ancak bu yöntemler ile elde edilen apatit kaplamalar, yüksek kristal özellikte 

olmakta ve kemik benzeri yapıda olmamamaktadırlar. Ayrıca, bu yöntemler ile 

homojen ve ince bir yüzey kaplaması elde edilmesi de oldukça zordur. Yukarıda 

bahsedilen yöntemlere alternatif olarak geliĢtirilen biyomimetik yöntem ile düĢük 

kristaliniteye sahip, kemik benzeri apatit elde edilebilmektedir [153].Tuzlakoğlu ve 

ark. [153] kitosan fiberlerden ürettikleri doku iskelesini önce yüzeyde apatit 
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çekirdeklenmesini kolaylaĢtıracak silinol (Si–OH) grupları oluĢturmak üzere 

modifiye etmiĢler daha sonra biyomimetik yöntem ile 7 gün boyunca 1.5xSBF 

kullanarak kalsiyum fosfat tabakası oluĢmasını sağlamıĢlardır. Leonor ve 

ark.[154]ise hazırladıkları kitosan mikrokürelerikalsiyum silikat çözeltisi ile 

muamele ederek silinol grupları oluĢturmuĢlar ve SBF içinde 1 gün bekleterek 

yeterli kalsiyum fosfat fazını elde etmiĢlerdir. Kitosan ve hidroksiapatit 

kompozitlerinin geliĢtirilmesi için yapılan pek çok farklı çalıĢmaya rağmen organik 

ve inorganik yapılar arasında, ara yüzey bağlantısının, herhangi bir yüzey 

modifikasyonu olmadan sağlanması oldukça zordur.  

Kitosan gibi organik polimerlerde bulunan karboksil grupları apatit 

çekirdeklenmesini uyarmaktadır. Karboksil grupları üzerinden Ca2+, amin grupları 

üzerinden ise fosfat grupları öncelikli olarak bağlanır (ġekil 4.9). Ancak karboksil 

gruplarıda uyarılmaya ihtiyaç duyar. Kitosan SBF‟ye daldırılmadan önce Ca(OH)2 

ile muamele edilirse, karboksil gruplarına Ca2+  bağlanır, karboksil grupları 

Ca2+salar ve böylece SBF içindeki iyonik aktivite dolayısıyla çekirdeklenme artar 

[155]. 

 

ġekil 4.9. Ca2+ ve PO4
3- iyonlarının kitosan zincirlerine bağlanmasının Ģematik 

gösterimi[156]. 
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Osteoindüktif etkisi bilinen bor, literatürde sınırlı sayıda çalıĢmada doku iskelesi 

yapısına katılmıĢtır. Wu ve ark. [88] borun osteoblastlar ve doku iskelesinin yapısı 

üzerindeki etkisini değerlendirmek amacıyla, gözenekli biyoaktif cam doku 

iskeleleri üretmiĢleridir. Bor katkılı doku iskelelerinden salınan bor iyonunun 

osteoblast çoğalmasını ve RunX2, Kol-I gibi önemli genlerin ifadelerini arttırdığını 

belirlemiĢlerdir. Kromka ve ark. [157] tarafından yapılan çalıĢmada da, katkısız ve 

artan deriĢimlerde bor katkılı nanokristalin elmas (NCD) filmler, MG-63 osteoblast 

benzeri hücre kültürleri için yapay substrat olarak kullanılmıĢtır. NCD filmlerde bor 

katkısının artıĢı ile iletkenliğin ve yüzey yükünün arttığı gözlenmiĢtir. Bütün NCD 

substratlarının hücreler ile yüksek biyouyumluluk gösterdiği ve MG-63 hücre 

yapıĢmasını ve büyümesini uyardığı kanıtlanmıĢtır.  

Sunulan tez çalıĢması kapsamında, dondurarak kurutma yöntemiyle hazırlanan 

kitosan doku iskelelerinin kullanılmasına karar verilmiĢtir. Bor katkılı doku iskeleleri 

elde edilmesi amacıyla, HAp‟in osteokondüktif ve borun osteoindüktif etkileri 

birleĢtirlerek biyomimetik yöntemle, kitosan doku iskelelerinin kaplanması 

sağlanmıĢ ve bor katkılı kompozit doku iskeleleri (B-HAp/kitosan) üretilmiĢtir. 

Biyomimetik yöntem ise hem SBF içindeki iyonların hem de kitosan yüzeyindeki 

grupların uyarılması ve böylece etkin bir kaplanmanın sağlanması için mikrodalga 

ile desteklenmiĢtir. Aynı zamanda borun etkisinin daha iyi değerlendirilmesi 

amacıyla sadece HAp kaplamaya sahip HAp/kitosan doku iskeleleri de üretilmiĢtir. 

4.2.1. Kitosan, B-HAp/kitosan ve HAp/kitosan doku iskelelerinin üretimi 

Tez çalıĢmaları kapsamında kullanılan kitosan doku iskeleleri dondurarak kurutma 

yöntemiyle hazırlanmıĢtır. Dondurarak kurutma yönteminde, dondurma sırasında, 

çözelti içerisinde oluĢan buz kristalleri liyofilizasyon ile uzaklaĢtırılarak içsel 

bağlantılara sahip gözenekli yapılar elde edilmektedir[151].Dondurma koĢulları 

değiĢtirilerek gözenek boyutlarının, 1-250µm arasında olması sağlanabilmektedir  

[158]. Homojen gözenekliliğin elde edildiği bu yöntem, aynı zamanda üretim 

koĢullarının kolaylığı ve maliyet açısındanda diğer yöntemlerden daha avantajlıdır. 

Doku iskelelerinin üretimi, grubumuz tarafından önceden belirlenmiĢ olan 

koĢullarda gerçekleĢtirilmiĢtir[151]. HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan kompozit doku 

iskelelerinin mineral fazıise SBF kullanılarak mikrodalga desteği ile 

oluĢturulmuĢtur. Bu sayede, kitosanın yüzeyinde bulunan ve amorf kalsiyum fosfat 

çekirdeklenmesine yardımcı olacak fonksiyonel grupların (OH-, NH2
+) uyarılması 
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sağlanmıĢtır. Mikrodalga etkisine maruz kalan kitosanda bulunan polar OH- ve 

NH2
+ grupları mikrodalgayı absorblar ve meydana gelen yüksek enerji OH- ve NH2

+ 

bağlarının kırılarak, radikal gruplar oluĢmasına neden olabilir [159]. Mikrodalga 

etkisi ile fonksiyonel gruplarını aktive olan kitosan çekirdeklenmeyi uyarabilir. 

Mikrodalganın reaksiyon için gerekli Gibbs serbest enerjisini düĢürme etkisinin 

bulunması da, SBF içerisinde ve kitosanın aktive olmuĢ bölgelerinde 

çekirdeklenmenin artmasını desteklemektedir. 

Sunulan tez çalıĢmasında, kitosanın yüzeyinde silinol (Si-OH) grupları oluĢturmak 

gibi bir modifikasyona ihtiyaç duyulmadan, mikrodalga enerjisinin desteği ile kısa 

sürede, etkin bir kaplama yapılması sağlanmıĢtır 

Kompozit doku iskelelerinin üretimi, SBF ve B-SBF içerisindeki kitosan doku 

iskelelerinin mikrodalga yardımıyla, 600 W gücünde30 sx9 tekrar ile 4 kez 

kaplanmasıyla gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġlk 3 kaplamada yeterli miktarda kaplama 

yapılamadığı grubumuz tarafından daha önce yapılan çalıĢmalarla belirlenmiĢtir.  

 

ġekil 4.10. Hücre kültür çalıĢmalarında kullanılan kitosan (a), HAp/kitosan (b) ve 
B-HAp/kitosan (c) doku iskelelerinin görüntüleri. 

ġekil 4.10‟da çalıĢma kapsamında üretilen doku iskelelerine ait görüntüler 

incelendiğinde, yapılan HAp ve B-HAp kaplamanın (ġekil 4.10 b,c) iskeleyi daha 



72 
 

kararlı hale getirdiği açıkça görülmektedir. Özellikle B-HAp kaplamanın daha 

yoğun ve daha sıkı bir görüntüye neden olduğu belirlenmiĢtir. 

B-HAp kaplı kitosan doku iskelelerinin ortalama kaplama miktarı gravimetrik 

yöntemlerle hesaplanmıĢ ve ICP-OES sonucundan yola çıkılarak, her bir doku 

iskelesinde bulunan bor miktarı yaklaĢık 20 µg olarak belirlenmiĢtir 

4.2.2. B-HAp/kitosan ve HAp/kitosan doku iskelelerinin karakterizasyonu 

4.2.2.1. ATR-FTIR analizi 

Biyomimetik yöntemle yapılan kaplamanın varlığını gösterebilmek amacıyla, 

kitosan, HAp/kitosan, B-HAp/kitosan doku iskelelerine ait ATR-FTIR analizleri 

yapılmıĢtır. 

Tez kapsmında üretilen kitosan, HAp/kitosan, B-HAp/kitosan doku iskelelerine ait 

ATR-FTIR spektrumları ġekil 4.11‟de verilmiĢtir. ġekil 4.11(a)‟ da verilen saf 

kitosana ait spektrumda yaklaĢık 3459 cm-1‟de görülen bant N-H simetrik gerilme 

titreĢimine aittir. 1635 cm-1 amid I, 1549 cm-1 amid II, 1404cm-1 C-H eğilme, 1151, 

1065 ve 1021 cm-1‟de C-O-C gerilme titreĢimlerine ait tüm karakteristik pikler 

görülmüĢtür. ġekil 4.11 b ve c‟deki kompozit doku iskelesi spektrumlarında 

yaklaĢık 3300-3500 cm-1 „de görülen geniĢ pikler apatit yapısındaki bağlı sudan ve 

örneğin içerdiği nemden kaynaklanmaktadır. Kitosana ait N-H simetrik gerilme 

titreĢimi de bu bölgede olduğundan kompozit iskelelerde bu bant daha güçlü hale 

gelmiĢtir. 

HAp/kitosan ve B-HAp/kitosana ait spektrumlarda yaklaĢık 1050 cm-1‟de görülen 

bant kitosandaki serbest amino gruplarına ve hidroksiapatitteki fosfat gruplarına ait 

piklerin çakıĢması nedeniyle daha güçlü hale gelmiĢtir ve apatit yapısındaki PO4
3- 

ile kitosanın etkileĢimini ifade etmektedir [160]. Spektrumdaki 1490 cm-1 

civarındaki pik apatit yapısına katılmıĢ olan CO3
-2 iyonuna aittir. 

Çizelge 4.5‟te kitosana ait pikler verilmiĢtir. Kompozit yapılarda bunlara ek olarak 

hidroksiapatite ait 955 cm-1P-O gerilme titreĢimi, 635 cm-1 O-H eğilme titreĢimi 

gözlenmektedir [156, 161].  
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Çizelge 4.5. Kitosana ait karakteristik FTIR bantları. 

Pik Değerleri (cm-1) Açıklama 

3459-3454 N-H simetrik gerilme 

1650-1642-1654-1632 Amid I 

1595-1586 Amid II 

1420 C-H eğilme 

1153, 1070, 1031 C-O-C simetrik ve asimetrik gerilme 

899 C-O 

 

 

ġekil 4.11. ÇalıĢma kapsamında hazırlanan kitosan (a), HAp/kitosan (b) ve                 
B-HAp/kitosan (c) doku iskelelerine ait ATR-FTIR spektrumları. 

4.2.2.2. XRD analizi 

ÇalıĢma kapsamında yapılan kaplama çalıĢmaları ile kompozit yapılarda 

oluĢturulan mineral fazın varlığını belirlemek için XRD analizleri yapılmıĢtır. 

Hazırlanan kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku iskelelerine ait XRD 

grafikleri ġekil 4.12‟de verilmiĢtir.  



74 
 

 

ġekil 4.12. Kitosan doku iskelesi (a) ve mikrodalga yardımı ile (600 W) HAp (b),B-
HAp (c) kaplanmıĢ kitosan doku iskelelerine ve Kırınım Verileri için Uluslar Arası 
Merkez‟den (ICDD) alınan saf HAp‟ ye (d) ait XRD grafikleri. 

Kompozit yapılardaki hidroksiapatit 600 W mikrodalga gücünde 9 x30s‟de 4 defa 

kaplama yapılarak elde edilmiĢtir. Bütün doku iskelelerinde kitosana ait 

karakteristik pik 2θ=10º ve2θ=20º civarlarında görülmüĢtür [162]. HAp/kitosan ve 

B-HAp/kitosan doku iskelelerinde ise karakteristik kitosan pikinin yanı sıra 

karakteristik HAp pikleri olan 2θ=26º ve 2θ=32º pikleri de tespit edilmiĢtir [153, 

163]. XRD grafiğinde görülen geniĢ HAp pikleri, elde edilen kompozit yapılardaki 

apatitin düĢük kristaliniteye sahipolduğunu, yani kaplamanın kemik benzeri apatit 

yapıda olduğunu göstermektedir [164].  

XRD verileri incelendiğinde, her iki kompozit doku iskelesi için de yapılan 

kaplamanın yeterli olduğu belirlenmiĢtir. 

4.2.2.3. SEM analizi 

Tez kapsamında üretilen kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku iskelelerinin 

yüzey ve kesit morfolojileri alınan SEM görüntüleri ile değerlendirilmiĢtir. ġekil 

4.13‟te dondurarak kurutma yöntemiyle elde edilen kitosan doku iskelesinin içsel 

bağlantılara sahip makro gözenekli yapıda olduğu gösterilmektedir. 
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ġekil 4.13. Dondurarak kurutma yöntemiyle elde edilen kitosan doku iskelesinin 
farklı büyütmelerine (a) x130, (b) x 500 ait SEM görüntüleri. 

Hazırlanan 10xSBF ve bor katkılı 10xSBF (B-SBF) içerisinde mikrodalga 

yardımıyla gerçekleĢtirilen 1 kez kaplamada yeterli mineral faz oluĢturulamamıĢtır 

(ġekil 4.14a). Ancak etkin bir kaplamanın gerçekleĢmesi için gerekli HAp 

çekirdeklenme bölgeleri (ġekil 4.14b) meydana gelmiĢtir. Her kaplamada taze SBF 

kullanılarak yapılan 4 kaplama sonucunda, çekirdeklenme bölgelerine kalsiyum ve 

fosfat iyonları yığılarak, HAp yapının büyümesi sağlanmıĢtır. 

 

ġekil 4.14. Mikrodalga yardımıyla SBF içinde 1 kez kaplanan HAp/kitosan doku 
iskelesine ait SEM görüntüleri (a) 250 X, (b) 10,000 X. 

ġekil 4.15‟te 4 kez kaplama ile elde edilen HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan‟a ait 

farklı büyütmelerdeki SEM görüntüleri verilmiĢtir. Her iki doku iskelesindede 

yüzeyin tamamen apatit yapı ile kaplandığı ve elde edilen kaplamanın homojen 
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olduğu dikkat çekmektedir. SBF ile yapılan kaplamalarda genellikle karnabahar 

benzeri morfolojiye sahip apatit oluĢumu gerçekleĢmektedir [165]. TEM görüntüleri 

incelendiğinde iğne benzeri ya da çubuk benzeri morfolojiye sahip olan apatit 

yapılarının, kitosan üzerindeki kaplamada daha çok nano küre Ģeklini aldığı 

görülmektedir. OluĢan hidroksiapatit yapılarının boyutları ve boy dağılımı SEM 

fotoğrafları kullanılarak Image J programı ile belirlenmiĢtir. HAp kristallerinin bir 

araya gelerek oluĢturduğu kümelerin çapları 5,000 X büyütmede incelendiğinde 

ortalama 1.740±0.389 µm çaplarında oldukları [133], B-HAp kristallerinin 

oluĢturduğu kümelerin çaplarının ise (10,000x büyütmede incelendiğinde) 

ortalama 0.840±0.119 µm olduğu belirlenmiĢtir (ġekil 4.15l). Sonuçlar 

değerlendirildiğinde bor katkısının hidroksiapatit kristal kümelerinin çapının 

küçülmesine neden olduğu ve yapılan kaplamada büyük kümeler yerine daha 

homojen ve ince bir kaplamanın elde edildiği gözlenmiĢtir. 

 

ġekil 4.15. Mikrodalga yardımıyla 10xSBF'de 4 kez kaplama yapılmıĢ doku 
iskelelerine ait SEM görüntüleri: 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 (ı)1,000x, 
(j)5,000x, (k)10,000x, (l)20,000x. 

Doku iskelelerinin üç boyutlu ve gözenekli yapısınedeniyle SBF ile kaplama 

sırasında gözeneklerin yeterince kaplanamaması karĢılaĢılan önemli 

problemlerden biridir. ÇeĢitli kemik hasarlarının tedavisinde ihtiyaç duyulan, farklı 

kemik idame malzemelerinde mineralizasyonun sağlanması ise oldukça önemlidir 
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[166]. Bu sorunun üstesinden gelmek için, tez çalıĢmasında hazırlanan doku 

iskeleleri, kaplama öncesi SBF ya da B-SBF içerisine daldırılarakvakum altında 

gözeneklerdeki havanın uzaklaĢtırılması sağlanmıĢtır. Böyleceiç gözeneklerin de 

tamamen çözelti ile dolması ve gözenekler SBF çözeltisi ile etkileĢirken uygulanan 

mikrodalga sayesinde bütün yüzeylerin kaplanması sağlanmıĢtır. Hücre kültürü 

için 2mmx9mm boyutlarında hazırlanan kompozit iskelelere ait yan kesitler 

incelendiğinde hem HAp/kitosan (ġekil 4.16a, b ve c), hem de B-HAp/kitosan 

(ġekil 4.16d, e ve f) doku iskelesinde kaplama derinliğinin yeterli olduğu ve 

gözeneklerin tamamen kaplandığı, ancak üst yüzeylerdeki kaplamanın daha fazla 

olduğu görülmektedir. 

Kaplama yüzeylerinden SEM-EDX analizleri sonucu yapılan hesaplamalarda 

HAp/kitosan doku iskelesinin Ca/P molce oranı 2.17±0.37 ve B-HAp/kitosan doku 

iskelesinin Ca/P molce oranı 2.19±0.26 olarak bulunmuĢtur. Bu sonuçlar yığın 

haldeki apatitler ile yapılan EDX analiz sonuçları ile uyumludur. 

 

ġekil 4.16. Kompozit doku iskelelerinin yan kesitlerine ait SEM görüntüleri: 
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. ġiĢme çalıĢmaları 

Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku iskelelerinin 37ºC‟de PBS içerisinde 

(pH=7.4) 3 paralel örnek ile gerçekleĢtirilen ĢiĢme testlerinin sonucunda elde 

edilen denge ĢiĢme oranları Çizelge 4.6‟da verilmiĢtir. 

Çizelge 4.6. Tez kapsamında üretilen doku iskelelerinin ĢiĢme karakteristikleri. 

Doku iskelesi Denge ġiĢme Oranı 

Kitosan 

HAp/kitosan 

B-HAp/kitosan 

34.90±1.90 

33.19±1.73 

28.91±1.41 

Denge ĢiĢme oranları incelendiğinde, kompozit doku iskelelerinden HAp/kitosan 

doku iskelesinin ĢiĢme oranının kitosan doku iskelesine benzer olduğu, ancak B-

HAp/kitosan doku iskelesinin ĢiĢme oranının kitosan doku iskelesine göre yaklaĢık 

olarak %20 daha az olduğubelirlenmiĢtir. Denge ĢiĢme oranının azalmasında, 

hidroksiapatit kristallerine (40-50 nm) göre daha küçük çaplardaoluĢan bor katkılı 

hidroksiapatit kristalleriyle (20-30 nm), kitosan doku iskelesinde daha homojen ve 

sıkı bir kaplama yapılabilmesinin(ġekil 4.15 e ve k) etkisi olduğu düĢünülmüĢtür.  

Doku iskelelerinin kuru ve ĢiĢme sonrası görüntüleriise ġekil 4.17‟de verilmiĢtir. 

Genel görüntülerine bakıldığında, ĢiĢme sonrasında yapı bütünlüğünde herhangi 

bir bozulma olmadığı ancak ĢiĢmeye bağlı olarak tüm örneklerde hacim artıĢı 

olduğu açıkça görülmektedir. 



79 
 

 

ġekil 4.17. Kitosan ve kompozit doku iskelelerinin kuru halde (üst sıra) ve ĢiĢme 
sonrası (alt sıra) görüntüleri: kitosan (a), HAp/kitosan (b), B-HAp/kitosan (c). 

4.2.2.5. Gözenekliliğin belirlenmesi 

ÇalıĢma kapsamında üretilen doku iskelelerinin gözeneklilikleri Bölüm 3.3.2.5‟de 

açıklanan EĢitlik 3.2 kullanılarak hesaplanmıĢ ve sonuçlar Çizelge 4.7‟de 

sunulmuĢtur.  

Çizelge 4.7. Doku iskelelerinin yüzde gözeneklilik değerleri. 

Doku iskelesi Gözeneklilik (%) 

Kitosan 

HAp/kitosan 

B-HAp/kitosan 

89.5±1.03 

81.9±0.76 

85.7±2.57 

Gözeneklilik değerleri incelendiğinde en yüksek gözenekliliğin kitosan iskeleye ait 

olduğu görülmektedir. HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan iskelelerin gözenekliliği ise 

kitosana göre daha düĢüktür. Ancak kompozit iskeleler kendi aralarında 

karĢılaĢtırıldığında B-HAp/kitosan iskelenin gözenekliliğinin daha fazla olduğu 

görülmüĢtür. Bu farkın, B-HAp/kitosan kaplamanın yapısındaki apatitin daha küçük 

kristallerden oluĢması nedeniyle olduğu sonucuna varılmıĢtır. Böylece gözenekler 

daha az kapanmıĢ ve gözeneklilik daha az etkilenmiĢtir. Yüksek gözenek hacmi ve 

boyutuna sahip iskelelerde deformasyona uğrayacak alan büyüdüğünden, 

kompozit yapılarda gözenekliliğin bir miktar azalması mekanik dayanımın 

artmasına neden olmaktadır. 
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Genel olarak tüm iskeleler değerlendirildiğinde, %80 ve üzeri gözenekliliğin iskele 

içine hücre penetrasyonu ve aynı zamanda besin ve metabolit için gerekli olan 

kütle aktarımını sağlayabilecek özellikte olduğu belirlenmiĢtir. Yüksek oranda 

gözenekli yapılar, doku mühendisliği çalıĢmaları için istenen özellikte 

malzemelerdir ve ortamda bulunan besinmaddelerine ulaĢım açısından uygun 

oldukları ortaya konmuĢtur [167]. 

4.3. Hücre Kültür ÇalıĢmaları 

Tez kapsamında sentezlenen kitosan, HAp kaplama kitosan ve B-HAp kaplama 

doku iskeleleri kullanılarak, preosteoblastik MC3T3-E1 hücre hattı ile 21 gün 

boyunca durgun koĢullarda hücre kültürü çalıĢmaları yapılmıĢtır. 

Kültür süresince yapılan analizler ile preosteoblastik hücrelerin hazırlanan doku 

iskeleleri üzerindeki canlılıkları, morfolojileri ve osteoblastik farklılaĢmaları 

incelenmiĢtir ve bor katkılı hidroksiapatit kaplama iskelenin farklılaĢmaya etkisi 

diğer iskeleler ile karĢılaĢtırılarak değerlendirilmiĢtir. 

Hücreler üzerine borun herhangi bir toksik etkisinin olup olmadığının 

değerlendirilmesi amacıyla da L929 fare fibroblastı hücre hattı ile sitotoksisite 

çalıĢmaları yapılmıĢtır. 

4.3.1. L929 fibroblast hücre hattı ile yapılan sitotoksisite çalıĢmaları 

Bor katkılı hidroksiapatitin yapısına katılan bor miktarının herhangi bir toksik etkisi 

olup olmadığının değerlendirilmesi açısından öncelikle HÜKÜK hücre bankasından 

sağlanan L929 fibroblast hücre hattı ile sitotoksisite çalıĢmaları yapılmıĢtır. Bu 

amaçla hücre ekimi gerçekleĢtirildikten 24 sa sonra (5x104 hücre/mL) kültür 

ortamına stok borik asit çözeltisindenbelirtilen konsantrasyonlarda bor içerecek 

Ģekilde eklenmiĢ ve hücre proliferasyonu 3 gün boyunca MTT testi ile takip 

edilmiĢtir (ġekil 4.18). 
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ġekil 4.18. Kültür ortamlarına farklı konsantrasyonlarda bor eklenen L929 
hücrelerine ait MTT grafiği (Ġstatistiksel olarak anlamlı farklılık, n=3, kontrol grubu 0 
µg iken* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001). 

Kültür ortamına bor (0 µg) eklenmeyen grup, konrol grubu olarak belirlenmiĢtir. 

Kontrol grubunun ilk gün absorbans değerleri %100 olarak kabul edilmiĢ ve diğer 

grupların değerleri kontrol grubuna oranlanarak, zamana karĢı yüzde canlılık 

grafiği elde edilmiĢtir. Ġlk gün verileri incelendiğinde, gruplar arasında hücre 

canlılığı açısından anlamlı bir fark gözlenmemiĢtir. Ġkinci günde, tüm gruplar için 

hücre canlılığı artıĢ göstermiĢtir. Ancak 300 µg/mL bor eklenen grupta hücre 

canlılığı, kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında anlamlı dercede daha azdır (p<0.01). 

MTT testinin 3. gününde 300 µg/mL bor eklenen grupta anlamlı Ģekilde hücre 

canlılığı azalırken (p<0.001), diğer gruplarda, kontrol grubu ile benzer Ģekilde, 

hücre sayısı artmaya devam etmektedir. Kaplama çalıĢmaları sonrasında yapılan 

gravimetrik analizler ile B-HAp/kitosan doku iskelelerinde kaplamadan 

kaynaklanan borunyaklaĢık 20µg olduğu hesaplanmıĢtır. Sitotoksisite 

çalıĢmalarıyla elde edilen veriler doğrultusunda, bu değer non-toksik olarak 

tanımlanmıĢ ve üretilen B-HAp/kitosan doku iskelelerinin hücre kültürü çalıĢmaları 

için uygun olduğu görülmüĢtür.     
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ġekil 4.19. Farklı bor konsantrasyonları eklenen kültür ortamlarında üreyen L929 
hücrelerine ait kristal viyole boyama görüntüleri (Olympus IX71, 20x). 
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Sitotoksisite çalıĢmaları kapsamında, hücre canlılığının yanında, hücre 

morfolojisinin takibi için kristal viyole boyamaları gerçekleĢtirilmiĢtir (ġekil 4.19). 

IĢık mikroskobu altında yapılan gözlemler sonucunda, farklı bor konsantrasyonu 

kullanılan gruplar ile kontrol grubunun karĢılaĢtırılmalı fotoğrafları elde edilmiĢtir. 3. 

gün boyunca yapılan gözlemlerde, hücrelerin kültür kabının yüzeyine sağlıklı bir 

Ģekilde yapıĢtıkları ve yayıldıkları belirlenmiĢtir. MTT sonuçları ile uyumlu olarak, 

300 µg/mL bor konsantrasyonu eklenen grupta 3. gün hücre yoğunluğunda azalma 

gözlenirken, diğer gruplarda hücre yoğunluğunun gün geçtikçe arttığı 

belirlenmiĢtir. Ayrıca tüm gruplarda hücrelerin fibroblastik görüntü sergiledikleri ve 

çekirdek bütünlüklerini korudukları tespit edilmiĢtir. YaklaĢık 20 µg/iskele bor 

değerinin, hücre üremesi yanında hücre morfolojisi üzerinde de olumsuz bir etkisi 

olmadığı belirlenmiĢtir.    

4.3.2. MTT analizi 

Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan iskelelerdeki hücre üremesi, 21 günlük 

inkübasyon periyodunda Bölüm 3.4.3‟te açıklanan mitokondriyal aktivite tayin testi 

(MTT testi) kullanılarak incelenmiĢtir. Sonuçlar optik yoğunluk değeri olarak ġekil 

4.20‟de verilmiĢtir. 

 

ġekil 4.20. Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan doku iskeleleri üzerinde 
çoğalan MC3T3-E1 hücrelerine ait MTT grafiği (Ġstatistiksel olarak anlamlı farklılık, 
n=3, kontrol grubu kitosan iken * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001). 
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Doku iskeleleri ile yapılan çalıĢmalarda hücre canlılığının belirlenmesi amacı ile 

yapılan MTT testi incelendiğinde her üç iskeleninde hücrelerin tutunup 

çoğalmasına uygun olduğu görülmektedir. Kültürün ilk 3 gününde, gruplar 

arasında, hücre canlılığı açısından, anlamlı bir fark gözlenmemiĢtir (p˃0.05). 

Kültürün 5. gününde B-HAp/kitosan grubunda en yüksek hücre canlılığına 

ulaĢılmıĢtır (p˂0.05). 7. gün MTT değerleri incelendiğinde iseHAp/kitosan (p˂0.05) 

ve B-HAp/kitosan (p˂0.01) doku iskelelerinde hücre canlılığının, kitosan ile 

karĢılaĢtırıldığında, anlamlı olarak fazla olduğu ve en yüksek hücre canlılığının B-

HAp/kitosan grubunda olduğu belirlenmiĢtir. 14. ve 21. günlerde gruplar arasında 

anlamlı bir fark bulunmamıĢtır. Genel olarak MTT verileri incelediğinde, her üç 

grupta da hücre üremesinin logaritmik olarak arttığı ve 14. günde en yüksek 

seviyeye ulaĢtığı görülmüĢtür. 

Aday ve GümüĢderelioğlu‟nun[106]MC3T3-E1 hücreleri ile yaptığı çalıĢmada 

biyomimetik yöntem ile HAp kaplanan kitosan iskeledeki üreme hızlarının ilk 10 

günde,  kitosan iskeleye göre çok daha fazla olduğu belirlenmiĢtir. Biyomimetik 

yöntem ile elde edilen HApkaplamanın iskelenin osteoindüktif ve osteokondüktif 

özelliğini arttırdığı, ayrıca serum proteinlerinin HAp etkisi ile iskele yüzeyine daha 

iyi tutunduğu ifade edilmiĢtir. 

Ying ve ark. [89]1-1000 ng/mL arasında değiĢen farklı bor konsantrasyonlarının 

insan kemik iliği kök hücrelerinin çoğalmasına etkisini incelemiĢlerdir. Ancak 14. 

güne kadar hiçbir grupta kontrol grubuna göre anlamlı bir fark bulunamamıĢtır. 

Yalnızca 1000 ng/mL borik asit uygulanan grupta 4. günden itibaren hücre 

çoğalmasının hızı diğer gruplara oranla yavaĢlamıĢtır.Borun MC3T3-E1 hücre hattı 

proliferasyonuna olan etkisinin incelendiği diğer bir çalıĢmada, 24.saatin sonunda 

yapılan MTT analizleri sonucunda 1000-10000 ng/mL konsantrasyon bor ilave 

edilen gruplarda hücre canlılığının azaldığı ancak 72. saatin sonunda bu etkinin 

ortadan kaybolduğu belirlenmiĢtir. Borun MC3T3-E1 hücreleri üzerine doğrudan bir 

toksik etkisi olmadığı sonucuna varılmıĢtır[15]. Borun hücre canlılığı üzerine 

etkilerinin  değerlendirildiği baĢka bir çalıĢmada, 10-20 µg/mL arasında değiĢen 

sodyum pentaborat pentahidrat (NaB) konsantrasyonlarının, insan diĢ pulpası kök 

hücrelerinin canlılığını arttırdığı belirlenmiĢtir[138].   
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4.3.3. Taramalı elektron mikroskobu (SEM) analizi 

Tez kapsamında üretilen 3 farklı doku iskelesine ait SEM görüntüleri ile iskelelerin 

hücre-malzeme etkileĢimleri ve biyouyumluluk açısından uygun malzemeler olup 

olmadıkları değerlendirilmiĢtir. 

Kitosan doku iskeleleri üzerinde kültüre edilen MC3T3-E1 hücrelerinin, kültürün 4. 

ve 7.ve 14.gününe ait morfolojileri ġekil 4.21‟de verilmiĢtir. Hücrelerin iskeleye 

tutundukları, yayıldıkları ve içsel bağlantılı gözeneklere doğru göç ettikleri ġekil 

4.21a,b ve c‟ de açıkça görülmektedir. 7.günden itibaren ise hücre çoğalmasının 

hızla arttığı (ġekil 4.21 d ve e) ve 14 günde hücrelerin ve ürettikleri hücre dıĢı 

matrisin iskele gözeneklerini neredeyse tamamen kapattıkları gözlenmiĢtir (4.21 h 

ve ı) ve ayrıca ġekil 4.21 g ve h‟de görüldüğü gibi hücreler gözenekler içinde 

sitoplazmik uzantıları aracılığı birbirleriyle bağlantı kurmuĢlar ve üç boyutlu bir 

çoğalma sergilemiĢlerdir.  

HAp/kitosanüzerinde yayılıp çoğalan hücrelerin 4., 7. ve 14. gün görüntüleri 

sırasıyla ġekil 4.22 a-e, ġekil 4.22 f-i ve ġekil 4.22 j-n‟de verilmiĢtir. Yüzeyde 

bulunan HAp kaplamalar ile hücrelerin etkileĢimi ġekil 4.22 d ve e‟de açıkça 

görülmektedir. Kompozit yapıda bulunan kaplamalar hücreler ve hücre dıĢı 

matrisler arasından görülmektedir. Bu da yapılan kaplamanın kararlılığının bir 

göstergesidir. Yüzeydeki HAp kaplamasının hücre tutunmasına ya da çoğalmasına 

herhangi bir olumsuz etkisinin olmamasının yanında, Chen ve ark. [168] yaptıkları 

çalıĢmada nanotopografik detaylar ile artan yüzeypürüzlülüğünün, yüzey alanını 

arttırdığını ve böylece hücreler için daha fazla bağlanmaalanı oluĢturduğunu 

belirtmiĢlerdir. 

HAp ile hem kimyasal hem de fiziksel olarak etkileĢime giren hücreler sitoplazmik 

uzantıları ile apatitlere doğru yönelmektedirler. Böylece hücreler HAp‟nin 

osteoindüktif ve osteokondüktif etkisiyle farklılaĢmaya doğru gitmektedirler.  

Kitosan doku iskelelerinde görülmeyen mineral kümeleri ve kollajen fiberler 

HAp/kitosan iskelede 7 ve 14. günlerde belirgin Ģekilde görülmektedir (ġekil 4.22 

h-i ve ġekil 4.22 m, n). 

14.gün SEM görüntüleri (ġekil 4.22 j) incelendiğinde ise MTT verileri ile uyumlu 

Ģekilde hücrelerin çok fazla üremesiyle iskele yüzeyini tamamen kapladıkları 

gözlenmiĢtir. Hücrelerin yoğun bir Ģekilde hücre dıĢı matris sentezledikleri ve nano 
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boyutta kollajen fiberler ürettikleri ġekil 4.22 n‟de detaylı Ģekilde gösterilmektedir. 

Ayrıca hücre membranlarının üzerindeki mineral birikimlerinin14. günde dahada 

büyüdüğü gözlenmiĢtir (ġekil 4.22 l ve m). Bu sonuçlar ile HAp/kitosan 

iskelelerin,MC3T3-E1 hücrelerinin tutunmasını, yayılmasını, üremesini ve 

osteoblastik farklılaĢmasını desteklediği belirlenmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.21. Kitosan üzerinde çoğalan MC3T3-E1 hücrelerine ait SEM görüntüleri: 
4. gün (a) 100X, (b) 500x, (c) 1,000x, 7.gün (d) 100x, (e) 500x, (f) 1,000x, (g) 
5,000x, 14.gün (h) 100x,  (ı) 500x, (i) 1,000x, (j) 5,000x. 
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ġekil 4.22. HAp/kitosan üzerinde çoğalan MC3T3-E1 hücrelerine ait SEM görüntüleri: 4. gün (a) 100x, (b) 500x, (c) 1,000x, (d) 
5,000x, (e) 10,000x, 7.gün (f) 100x, (g) 500x, (h) 1,000x,  (ı) 5,000x, (i) 10,000x, 14.gün (j) 100x, (k) 500x, (l) 1,000x, (m) 5,000x, (n) 
10,000x. 
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B-HAp/kitosan iskelelerinin sırasıyla 4.,7 ve 14. günlere ait SEM görüntüleri 

incelendiğinde, doku iskelesinde hücre yoğunluğunun arttığı ġekil 4.23 a, f ve j ile 

gösterilmektedir. B-HAp kaplı yüzeylerde hücrelerin tutunup yayıldıkları ve bu 

morfoloji üzerinde 4.günden itibaren hücreler arası iletiĢim kurabildikleri 

görülmüĢtür (ġekil 4.23d). Elde edilen MTT analiz sonuçları ve SEM görüntüleri 

değerlendirildiğinde, hidroksiapatit yapısına biyomimetik yöntem ile katılmıĢ olan 

borun herhangi bir toksik etkiye neden olmadığı, hatta diğer gruplara göre hücre 

yapıĢması ve çoğalmasını daha iyi desteklediği görülmüĢtür. Bu etkinin nedeninin, 

yapı içine katılan borun ya da borat iyonlarının, apatitin kafes yapısını değiĢtirmesi 

olabileceği gibi, asıl etkinin kemik benzeri apatitten gerçekleĢen bor iyonları 

salımından kaynaklanan osteoindüktif etkiye bağlı olabileceği de düĢünülmektedir. 
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ġekil 4.23. B-HAp/kitosan üzerinde çoğalan MC3T3-E1 hücrelerine ait SEM görüntüleri: 4. gün (a) 100x, (b) 500x, (c) 1,000x, (d) 
5,000x, (e) 10,000x, 7.gün (f) 100x, (g) 500x, (h) 1,000x,  (ı) 5,000x, (i) 10,870x, 14.gün (j) 100x, (k) 500x, (l) 1,000x, (m) 5,000x, (n) 
10,000x.
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4.3.4. Ġmmunohistokimyasal boyama 

Hücre kültürünün 7. ve 21. günlerinde hücre morfolojilerinin belirlenmesi 

amacıyla, immünohistolojik analizler yapılmıĢtır. Hücre çekirdekleri DAPI 

boyaması ile mavi, hücre sitoplazmasındaki F-aktin fiber yapıları ise Alexafluor 

488 Phalloidin konjuge anti-Faktin antikoru ile yeĢil renkte görülmektedir. 7. 

günde yapılan boyamalar incelendiğinde, SEM ve MTT analizlerini destekler 

nitelikte, B-HAp/kitosan doku iskelelerinde hücrelerin diğer iskelelere göre daha 

fazla ürediği ve hücreler arası organizasyonun daha fazla olduğu görülmüĢtür 

(ġekil 4.24). 21. gün boyamalarına bakıldığında ise, tüm iskelelerde hücrelerin 

ürediği ve hücre sayısının arttığı görülmektedir (ġekil 4.25).  

 

ġekil 4.24. Kitosan(a), HAp/kitosan(b), B-HAp/kitosan (c) iskelelerde kültüre 
edilen MC3T3-E1 hücrelerinin 7 günlük inkübasyon sonrası anti-Faktin antikoru 
(yeĢil) ve DAPI (mavi) ile immünofloresan boyamaları (20x). 
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ġekil 4.25. Kitosan (a), HAp/kitosan(b), B-HAp/kitosan (c) iskelelerde kültüre 
edilen MC3T3-E1 hücrelerinin 21 günlük inkübasyon sonrası anti-Faktin 
antikoru (yeĢil) ve DAPI(mavi) ile immünofloresan boyamaları(20x). 

4.3.5. RT-PCR analizleri 

Gerçek zamanlı kantitatif PCR(Real-time PCR) nükleik asitlerin miktarlarının 

belirlenmesinde kullanılan bir yöntemdir. Sıcaklık döngüleri ve floresan 

okunması aynı cihaz içinde ve aynı tüp içinde gerçekleĢmektedir. Böylece hedef 

bölge, klasik PCR‟da ihtiyaç duyulan elektroforeze gerek kalmadan kısa bir süre 

içinde saptanabilmektedir. Aynı cihaz içerisinde hem çoğaltma iĢleminin, hem 

de çoğaltılan ürünleri saptama iĢleminin yapılabilmesi, bu yöntemi çok pratik bir 

yöntem haline getirmiĢtir. 

Çift zincirli (ds) DNA‟ya bağlandıkları zaman floresan ıĢıma veren SYBR-Green 

I gibi boyalar kullanılarak amplifikasyona bağlı DNA artıĢı, floresan miktarı ile 

ölçülmektedir. RNA ekstraksiyonu yapılarak gerçekleĢtirilen RT-PCR 

analizlerinde öncelikle komplementer DNA (cDNA) sentezlenmesi 

gerekmektedir.  Ters transkriptaz (Revers Transcriptase) enzimi ile mRNA‟nın 

kalıbı oluĢturularak elde edilen cDNA doğrudan PCR iĢleminde kullanılmaktadır. 
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Analizin gerçekleĢtirilebilmesi ve DNA‟nın çoğaltılabilmesi için tepkime 

karıĢımında Ģu bileĢenlerin bulunması gereklidir: 1) çoğaltılacak olan kalıp DNA, 

2) kalıp DNA'da  çoğaltılması planlanan bölgedeki DNA dizisini özgül olarak 

tanıyıp bağlanacak olan primerler, 3) enzim olarak Taq Polimeraz, 4) sentezde 

kullanılacak deoksinükleotid trifosfatlar ve 5) polimerazın çalıĢması için uygun 

pH ve iyon deriĢimini sağlayacak olan tampon çözeltisi. 

PCR üç değiĢik sıcaklıkta çalıĢan basamakların bir döngü halinde tekrarlanması 

ile gerçekleĢtirilir. Ġlk basamak denatürasyondur ve 95ºC‟ye ısıtılan DNA‟nın iki 

zincirinin birbirinden ayrılır be DNA tek iplikçik haline gelir. Ġkinci basamak 

birleĢmedir. Sıcaklığın 50-52°C‟ye düĢürülmesi ile reverse ve forward primerler, 

komplementeri olduğu tek iplikçik hedef DNA üzerinde yer alan kendilerine 

özgül dizileri tanıyarak hidrojen bağları ile bağlanırlar. Üçüncü basamak 

polimerizasyon ya da sentez aĢamasıdır. Bu aĢamada sıcaklık 70-72°C‟ye 

çıkartılarak Taq polimeraz enzimi, 5‟-3‟ yönünde olmak üzere, zincirin 3' ucuna 

nükleotidleri yerleĢtirir ve böylece hedef DNA sekansının bir kopyası elde edilir.   

Sunulan tez çalıĢması kapsamında, doku iskelelerine ekilen hücrelerin 

osteojenik farklılaĢmasının belirlenmesi amacıyla hücrelerdeki kollajen-I (KOL-

I), RunX2, osteokalsin (OCN) ve osteopontin (OPN) gen ifadeleri RT-PCR ile 

belirlenmiĢtir. 
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ġekil 4.26. Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan üzerinde çoğalan MC3T3-E1 
hücrelerine ait bağıl kollajen-I gen ifadesi grafiği(Ġstatistiksel olarak anlamlı 
farklılık, n=3, kontrol grubu kitosan iken, *** p<0.001; kontrol grubu HAp/kitosan 
iken ● p<0.05, ●●● p<0.001). 

Yeni kemiğin oluĢumu sırasında ilk önce hücre çoğalması gerçekleĢmekte ve 

çoğalan osteoblastlar KOL-I salgılamaktadırlar. Tip I kollajen üretimi 

osteblastların farklılaĢma ve olgunlaĢma döneminde azalmaktaır [169]. 

Ġskeleler üzerindeki hücrelerin kollajen-I ekspresyonları incelendiğinde (ġekil 

4.26), kitosan iskelede KOL-I seviyesinin güne bağlı olarak herhangi bir artıĢ 

göstermediği belirlenmiĢtir. HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan gruplarında ise KOL-I 

ekspresyonu 7. günden 14. güne gelindiğinde anlamlı olarak artmıĢ ve en 

yüksek değere ulaĢmıĢtır (p<0.001). Ayrıca 14. gün değerleri kendi içinde 

incelendiğinde, kitosana göre, HAp/kitosan grubunun KOL-I ekpresyonunun 

yaklaĢık 3 kat ve B-HAp/kitosan grubunun kollajen miktarının ise yaklaĢık 4.5 

kat fazla olduğu görülmüĢtür (p˂0.001). 21. günde KOL-I ekspresyonu tüm 

gruplarda düĢmekle birlikte, B-HAp/kitosan grubundaki ekspresyon seviyesi 

istatistiksel olarak diğer gruplardan fazladır (p˂0.05).21. güne gelindiğinde ise 

HAp ve B-HAp kitosan iskelelerdeki hücrelerin farklılaĢmaya doğru yöneldikleri, 

azalan KOL-I seviyelerinden açıkça anlaĢılmaktadır. Yin ve ark. [89] borun 

insan kemik iliği stroma hücrelerininosteojenik farklılaĢması üzerine yaptıkları 

***

***

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

7 14 21

K
o

l-
I b

ağ
ıl 

ge
n

 if
ad

es
i 

(1
/B

et
a 

A
kt

in
)

Zaman(Gün)

KOL-I
Kitosan

HAp/kitosan

B-HAp/kitosan

●●●



94 
 

çalıĢmada ortamlarına 1-1000 ng/mL borik asit ilavesinin, hücrelerin erken 

farklılaĢma belirteci olan KOL-I gen ifadesini 7. günde kontrol gruplarına göre 

anlamlı Ģekilde arttırdığını belirtmiĢlerdir. 

 

ġekil 4.27. Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan üzerinde çoğalan MC3T3-E1 
hücrelerine ait bağıl RunX2 gen ifadesi grafiği (Ġstatistiksel olarak anlamlı 
farklılık, n=3, kontrol grubu kitosan iken * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001). 

ÇalıĢmada, osteojenik osteoblast farklılaĢmasının erken dönemlerinde kemik 

matris proteinlerinin ekspresyonlarını baĢlatan RunX2 gen (Komori, 2010)  

ifadesi incelenmiĢ (ġekil 4.27) ve 7. günde HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan 

gruplarında ekspresyon seviyesinin, kitosan ile karĢılaĢtırıldığında, oldukça 

anlamlı derecede fazla olduğu belirlenmiĢtir (p˂0.001). Tüm gruplar için RunX2 

ifadesi 14. günde en yüksek seviyeye ulaĢmıĢtır. 14. gün RunX2 ifadeleri kendi 

içinde değerlendirildiğinde, ekspresyon seviyelerinin kitosana göre, HAp/kitosan 

grubunda 1.7 kat ve B-HAp/kitosan grubunda da yaklaĢık 1.5 kat fazla olduğu 

belirlenmiĢtir.  

Osteoblast farklılaĢmasında temel bir düzenleyici faktör olan RunX2 gen 

mutasyonuna sahip farelerde kemik dokunun oluĢmadığı gözlenmiĢtir. 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 konsantrasyonlarının 

MC3T3-E1 hücrelerinin RunX2 gen ifadesini arttırdığı bilinmektedir [15]. Wu ve 

ark. [88] bor içeren gözenekli biyoaktif cam doku iskeleleri üzerindeki 

osteoblastların, kültürün 7. ve 14. gününde RunX2 gen ifadelerinin arttığını 

göstermiĢlerdir. Bu etkinin ise doku iskelesinden salınan bor iyonundan 

kaynaklandığı öngörülmüĢtür. 

 

ġekil 4.28. Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan üzerinde çoğalan MC3T3-E1 
hücrelerine ait bağıl osteokalsin gen ifadesi grafiği (Ġstatistiksel olarak anlamlı 
farklılık, n=3, kontrol grubu kitosan iken * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001). 

Olgun osteoblast oluĢumunun bir göstergesi olan osteokalsin farklılaĢmanın geç 

dönemlerinde ortaya çıkar. In vitro ortamda da durum in vivo ortamda olduğu 

gibidir, hücre çoğalması azalmaya baĢladığında erken farklılaĢma 

belirteçleriartmaya baĢlar ve osteokalsin son aĢamada üretilir [170]. 

Osteokalsin ekspresyonları incelendiğinde (ġekil 4.28) tüm gruplarda 

ekspresyon seviyesinin 7. günden 21. güne logaritmik olarak arttığı ve 21. 

günde en yüksek seviyeye ulaĢtığı görülmüĢtür. 14. günde B-HAp/kitosan‟daki 

osteokalsin seviyesi diğer gruplara göre anlamlı derecede fazladır (p˂0.05). 21. 

günde HAp/kitosan‟daki osteokalsin seviyesi kitosanın 1.6 katı ve                     
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B-HAp/kitosan‟daki osteokalsin seviyesi ise kitosanın 1.9 katıdır. B-HAp/kitosan 

iskelede 21. günde görülen en yüksek osteokalsin seviyesi farkılaĢma ve 

mineralizasyonun desteklendiğinin göstergesidir. Bu sonuçlar SEM 

görüntülerindeki mineralize yapılarla da desteklenmektedir. Grausova ve ark. 

[171] 6700 ppm‟e kadar bor ile katkıladırdıkları elmas filmlerin üzerinde MG 63 

osteoblast benzeri hücreler ile yaptıkları kültür çalıĢmalarında, filmlerin bor 

katkısı artıkça hücrelerin osteokalsin gen ifadelerinin arttığını belirlemiĢlerdir. 

 

ġekil 4.29. Kitosan, HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan üzerinde çoğalan MC3T3-E1 
hücrelerine ait bağıl ostepontin gen ifadesi grafiği (Ġstatistiksel olarak anlamlı 
farklılık, n=3, kontrol grubu kitosan iken * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001,kontrol 
grubu HAp/kitosan iken ● p<0.05, ●●● p<0.001). 

Osteopontin kemiğin Ģekillendirilmesinde görev alan önemli bir aracı proteindir. 

Ostejenik farklılaĢmanın geç dönemlerinde mineralizasyonu inhibe ederek 

negatif bir regülatör olarak görev yapar [172]. 

Osteopontin ekspresyonları incelendiğinde (ġekil 4.29), 7. günde en yüksek 

ekspresyon seviyesi B-HAp/kitosan grubunda görülmüĢtür. Tüm gruplarda 

***

**

**

***

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

7 14 21

O
P

N
 b

ağ
ıl 

ge
n

 if
ad

e
si

(1
/B

e
ta

 A
kt

in
)

Zaman (Gün)

OPN

Kitosan

HAp/kitosan

B-HAp/kitosan

●



97 
 

osteopontin ekspresyonu güne bağlı olarak artıĢ göstermiĢtir. 14. günde B-

HAp/kitosan grubundaki OPN ekspresyonu kitosanın yaklaĢık 2 katı ve 

HAp/kitosan‟ın yaklaĢık 1.4 katıdır. 21. gün OPN ekspresyonu HAp/kitosan ve 

B-HAp/kitosan‟da, kitosana göre anlamlı derecede fazladır (p˂0.001). 

Hakkı ve ark.[15] 0-1000 ng/mL bor konsantrasyonu uyguladıkları MC3T3-E1 

hücrelerinde gen ifadelerini incelemiĢler, 100 ve 1000 ng/mLborun kültürün 8. 

gününde osteopontin seviyesini arttırdığını tespit etmiĢlerdir. 

RT-PCR sonuçları genel olarak değerlendirildiğinde HAp/kitosan ve B-

HAp/kitosan doku iskelelerinin MC3T3 kemik öncülü hücrelerinin farklılaĢmasını 

ve hücre dıĢı matris oluĢumunu desteklediği ancak B-HAp/kitosan doku 

iskelelerindeki bor katkısı nedeniylebu etkinin daha belirgin olduğu saptanmıĢtır. 
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5. GENEL SONUÇLAR 

Sunulan tez kapsamında mikrodalga ile desteklenmiĢ biyomimetik yöntem 

kullanılarak, bor katkılı HAp yapısının sentezi gerçekleĢtirilmiĢ ve 

karakterizasyon çalıĢmalarının tamamlanmasının ardından, kitosan iskelelerin 

benzer Ģekilde bor katkılı SBF içerisinde kaplanması sağlanmıĢtır. Deneysel 

çalıĢmalar sonucunda elde edilen önemli bulgular aĢağıda özetlenmiĢtir. 

 ÇalıĢmanın ilk aĢamasında, kullanılacak olan SBF ve bu SBF‟ye ilave 

edilecek borik asit katkısının belirlenmesi amacıyla, çeĢitli güçlerde 

mikrodalga ıĢımanın iyonlar üzerindeki etkisinden yararlanılarak bor 

katkılı hidroksiapatitin çökelmesi sağlanmıĢtır. Sisteme dıĢarıdan verilen 

enerji sayesinde, oda koĢullarında çökelme gerçekleĢmeyen B-SBF‟den 

hızlı bir Ģekilde B-HAp çökelmesi sağlanmıĢtır. 

 Tez kapsamında farklı borik asit ilaveleri yapılmıĢ 10xSBF kullanılarak 

mikrodalga etkisi ile oluĢturulan B-HAp yapılarından uygun bor katkısına 

ve kemik benzeri yapıya sahip olanın elde edilmesi için, pH‟ı NaOH ile 

ayarlanmıĢ olan ve 10mg/mL borik asit içeren 10xSBF‟nin 600 W 

gücünde 30sx9 tekrar ile çöktürülmesine karar verilmiĢtir. 

 Elde edilen B-HAp yapılarının biyolojik apatit yapısına benzer Ģekilde 

amorf yapıda, ortalama 20-30 nm uzunluğunda ve çubuk benzeri 

morfolojide oldukları belirlenmiĢ, 1.40 (w/w) Ca/P oranı, % 1.15 (w/w) bor 

ve % 4.30 (w/w) karbonat içeriği ile de doğal kemik yapısına benzerliği 

gösterilmiĢtir.  

 Deasetilasyon derecesi %75-80 olan kitosanın %2‟lik (w/v) çözeltileri 

hazırlanarak dondurarak-kurutma yöntemi ile gözenekli yapıda ve içsel 

bağlantıları olan 9 mm çapına ve 2 mm kalınlığına sahip kitosan doku 

iskeleleri üretilmiĢtir.  

 Kitosan doku iskelelerinin biyoaktivitesinin arttırılması ve osteoindüktif 

etkiye sahip olması için bor katkılı SBF içerisinde B-HAp ile kaplanması 

sağlanmıĢtır. KarĢılaĢtırma yapmak amacı ile boĢ kitosan ve bor katkısı 

içermeyen SBF ile yapılan kaplama sonucu elde edilen HAp/kitosan doku 

iskeleleri kullanılmıĢtır. 



99 
 

 Kaplama yapılırken mikrodalganın etkisinden yararlanılarak kitosanın 

fonksiyonel gruplarının uyarılması sağlanmıĢ ve kimyasal bir 

modifikasyona ihtiyaç duyulmadan etkin bir kaplama yapılabilmiĢtir.  

 Sisteme mikrodalga enerjisinin verilmesi ile kitosan üzerindeki aktif 

grupların yanında SBF içerisindeki iyonların da uyarılması sağlanmıĢtır. 

Böylece kitosanın fonksiyonelleĢtirilmesine ya da ek bir kimyasal iĢlem 

uygulanmasına gerek kalmadan kaplama daha etkin bir biçimde ve kısa 

sürede tamamlanmıĢtır. 

 XRD ve SEM analizleri ile 600 W güçte 30sx9 tekrar ile üretilen kompozit 

yapılardaki kaplamanın yetersiz olduğu belirlenmiĢ ve aynı koĢullarda 

kaplama 4 defa yapılmıĢtır 

 Yapılan XRD, ATR-FTIR ve SEM analizlerinde B-HAp yapısı ile elde 

edilen kaplamanın varlığı gösterilmiĢtir. SEM görüntüleri 

değerlendirilerek,  yüzeyin ve gözeneklerin kaplandığı görülmüĢtür. Bor 

katkısı ile kristal boyutlarının küçüldüğü ve hidroksiapatit kaplamanın da 

daha homojen olduğu saptanmıĢtır. 

 ġiĢme ve gözeneklilik çalıĢmaları, kitosan, HAp kitosan ve B-HAp/kitosan 

doku iskeleleri kullanılarak karĢılaĢtırmalı olarak yapılmıĢtır. Doku 

iskelelerinin ĢiĢme oranları sırasıyla; 34.90±1.90, 33.19±1.73, 

28.91±1.41 olarak, gözenekliliği ise sırasıyla 89.5±1.03, 81.9±0.76 ve 

85.7±2.57 olarak bulunmuĢtur. 

 L929 fibroblast ile gerçekleĢtirilen sitotoksisite çalıĢmalarında 9-300 µg 

arasında değiĢen bor konsantrasyonları ile muamele edilen hücrelerin 

proliferasyonu MTT analizi ile morfolojisi kristal viyole boyaması ile 

incelenmiĢtir.  300 µg bor ilave edilen hücrelerin canlılığının 3. günde 

azaldığı belirlenmiĢtir. Diğer konsantrasyonların herhangi bir toksik 

etkisine rastlanmamıĢtır. 

 MC3T3-E1 hücre hattı ile gerçekleĢtirilen hücre kültürü çalıĢmaları 

kapsamında yapılan MTT ve SEM analizlerinde hücrelerin 3 farklı iskele 

yüzeyinde de tutunup çoğaldığı, ancak farklılaĢmanın HAp/kitosan ve B-

HAp/kitosan iskelelerde olduğu hücre üzerindeki mineralize yapılar ile 

belirlenmiĢtir.  

 Osteoblastik farklılaĢmanın belirlenmesi amacıyla Kollajen-I (KOL-I), 

RunX2, osteokalsin (OCN), ve osteopontin (OPN) için RT-PCR analizi 
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yapılmıĢtır. KOL I gen ifadesi SEM görüntüleri ile uyumlu olacak Ģekilde 

14.günde HAp/kitosan ve B-HAp/kitosan iskelelerde artıĢ göstermiĢ ve 

en yüksek değerler her zaman B-HAp/kitosan doku iskelesinde 

gözlenmiĢtir. Osteoblast farklılaĢmasında önemli bir düzenleyici ve erken 

farklılaĢmanın diğer bir belirteci olan RunX2 ekspresyonu ise 14.günde 

HAp/kitosan iskelede en yüksek seviyede belirlenmiĢtir Ancak B-

HAp/kitosan iskelede de RunX2 ifadesi kontrol grubuna göre anlamlı 

derecede artmıĢtır. Geç osteoblastik farklılaĢma belirteci olan OCN 

ifadesi her üç iskele grubunda da 7., 14 ve 21. günlerde logaritmik olarak 

artıĢ göstermiĢ, ancak 14. günde B-HAp/kitosan iskelede anlamlı bir 

farklılık meydana gelmiĢtir. Ayrıca 21. günde en yüksek OCN seviyesi B-

HAp/kitosana aittir. SEM fotoğraflarındaki mineralizasyon görüntüleri ile 

bu sonuçlar desteklenmektedir. FarklılaĢmanın son basamağında ortaya 

çıkan osteopontin seviyeleri incelendiğinde ise B-HAp/kitosan iskelede 

her üç gün için de değerlerin en yüksek olduğu belirlenmiĢtir. 

Yapılan çalıĢmalar sonucu elde edilen bulgular ıĢığında biyomimetik yöntemle 

üretilen ve bor katkısı ile osteoindüktif etkisi güçlendirilen hidroksiapatitin, kemik 

hasarlarının tedavisinde kullanılabilecek alternatif bir dolgu maddesi olduğu 

düĢünülmektedir. Ayrıca mikrodalga destekli biyomimetik yöntem ile, kitosanın 

kimyasal modifikasyonuna ihtiyaç duyulmadan 3-boyutlu yapının gözenekleri 

boyunca etkin bir biçimde B-HAp kaplamanın yapılabildiği görüldüğünden, bu 

yaklaĢımın diğer doku iskeleleri için de etkin bir HAp kaplama yöntemi olarak 

değerlendirilebileceği görüĢüne varılmıĢtır. Özellikle B-HAp kaplamanın kitosan 

doku iskelesinin osteokondüktif ve osteoindüktif özelliklerini arttırdığı ve MC3T3 

preosteoblastik hücrelerinin farklılaĢmasını ve hücre dıĢı matris 

mineralizasyonunu diğer iskelelere göre daha fazla desteklediği görülmüĢtür. 

Sonuç olarak bor katkılı HAp ile elde edilen kompozit doku iskeleleri kemik doku 

mühendisliği uygulamaları için uygun biyomalzemeler olarak önerilmektedir. 
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