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KEMIK DOKU UYGULAMALARI ICiN TiO2/ AKERMANIT KATKILI
KiTOSAN DOKU iSKELELERININ URETIMi VE KARAKTERIZASYONU

OZET

Bu tez calismasinda, sentezlenen biyoseramik tozlarin kitosana katkilandirilmasi ile
ic boyutlu biyobaskilama ve ardindan dondurarak kurutma yontemleri kullanilarak
biyoaktif ve biyobozunur o6zellige sahip TiO./akermanit katkili kitosan doku
iskelelerinin tiretilmesi ve kemik rejenerasyonunu destekleyen alternatif kompozit
doku iskelelerinin kemik doku olusturma potansiyellerinin degerlendirilmesi
amaglanmistir. Tez calismasinin ilk asamasinda, akermanit tozlar1 bir ¢gok yontemle
sentezlenmis olup, piuskiirtmeli kurutma ve 1300 °C’de 1s1l islem proseslerini i¢eren
ardisik yontem ile sentezlenerek saf akermanit fazi elde edilmistir. Akermanit tozlarina
katkilanan TiO2 nanopartikiilleri ise, hidrotermal ve 800 °C’de kalsinasyon yontemleri
ile sentezlenmistir. Sentezlenen tiim tozlarin kimyasal yapisi, fourier transform kizil
otesi spektroskopisi (FTIR) ve X-1s1n1 kirinimi (XRD) analizleri ile dogrulanmustir.

Yapay kemik uygulamalarinda, kusur eslestirme iskelelerinin tiretimi en kritik
adimdir. Ug boyutlu yazic1 (3DP), ézellikle yiiksek kontrol edilebilirlik ve tasarim
bagimsizlig1 nedeniyle yapay kemik uygulamalarindaki 6zel tasarimlar i¢in en iyi
tekniklerden biridir. Calismanin sonraki asamasinda, kemik doku uygulamalarinda
kullnilmak tizere gelistirilen farkli miktarlarda akermanit ve TiOz/akermanit iceren
kitosan doku iskeleleri, gézenek boyutunun kontrolii ve homojen gozeneklilik dagilimi
elde etmek icin Uic boyutlu biyobaskilama ve ardindan dondurarak kurutma
yontemlerinin kullanilmasiyla iiretilmistir. Doku iskelelerinin gozenek yapilarimnin,
goriilen smirlar i¢inde oldugu gézlenmistir. TiO2 ve akermanit katkilari ise, hem doku
iskelelerinin yapisint hem de mekanik dayanimlarimi 6nemli Olcilide etkilemistir.
Uretilen makro ve mikro gdzenekli doku iskeleleri, yapay viicut sivis1 (SBF) igerisinde
bir siire bekletilerek biyouyumluluk ve biyoaktiviteleri degerlendirilmistir. Elde edilen
verilere dayanarak, tiretilen kompozit doku iskeleleri miikkemmel biyouyumluluk ve
bioaktivite gostermistir. Tiim doku iskelelerinin mikroyapilar1 taramali elektron
mikroskobu (SEM) analizleriyle karakterize edilmistir. Bununla birlikte, doku
iskelelerinin mekanik dayanimlar1 ve sisme davraniglari belirlenmis, yogunluk ve
gozeneklilik 6l¢timleri gergeklestirilmistir.

Sonu¢ olarak, TiO2 katkisinin akermanitin mekanik o6zelliklerini 1yilestirdigi,
akermanit katkisinin ise kitosan doku iskelelerine biyobozunurluk ve biyoaktivite gibi
ozellikler sagladigi ve {ii¢ boyutlu biyobaskilama yontemi ile {iretilen doku
iskelelerinin kemik doku uygulamalari igin alternatif bir yap1 olarak kullanilabilecegi
distiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Akermanit, TiOg, ii¢ boyutlu yazici, kemik doku miihendisligi
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PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF CHITOSAN SCAFFOLDS
DOPED WITH TiO2/AKERMANITE FOR BONE TISSUE APPLICATIONS

SUMMARY

In this thesis, it is aimed to produce bioactive and biodegradable TiO./akermanite
doped chitosan tissue scaffolds by using three-dimensional bioprinting and freeze-
drying methods and to evaluate the bone tissue formation potential of alternative
composite scaffolds supporting bone regeneration. In the first part of the study,
akermanite powders were produced by many methods and akermanite powders
produced by spray drying and heat treatment at 1300 °C dual process methods were
used in this study. TiO2 nanoparticles added to akermanite powders were synthesized
by hydrothermal method. The chemical structure of all synthesized powders was
confirmed by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and X-ray diffraction
(XRD) analyzes.

In artificial bone applications, the production of defect matching scaffolds is the most
critical step. Three-dimensional printing (3DP) is one of the best techniques for special
designs in artificial bone applications, especially because of its high controllability and
design independence. In the next stage, chitosan tissue scaffolds containing different
amounts of acermanite and TiO2 / akermanite developed for use in bone tissue
applications were produced by using three-dimensional biomassing and then freeze-
drying methods to obtain pore size control and homogeneous porosity distribution. It
was observed that the pore structures of tissue scaffolds were within the observed
limits. TiO, and akermanite additions significantly affected the structure and
mechanical strength of tissue scaffolds. Produced macro and microporous tissue
scaffolds were kept in simulated body fluid (SBF) for a while to evaluate their
biocompatibility and bioactivity. Based on the data obtained, the composite tissue
scaffolds produced showed excellent biocompatibility and bioactivity.

As a result, it is thought that TiO> additive improves the mechanical properties of
akermanite and akermanite additive provides biodegradability and bioactivity to
chitosan tissue scaffoldings and tissue scaffolds produced by three-dimensional
biomassing can be used as an alternative structure for bone tissue applications.

Keywords: Akermanite, TiO, three-dimensional printer, bone tissue engineering
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1. GIRIS VE AMAC

Doku ve organ kusurlar1 6zellikle kemik hastaliklari, hastalarin yasam kalitesini son
derece etkileyen 6nemli saglik problemleridir. Kemikler belirli bir oranda kendi
kendini yenileme 6zelligine sahip olan dinamik dokular olmalarina ragmen, bu 6zellik
kemik iyilesmesinin zayif oldugu durumlarda veya biiylik hasarlarin onariminda
yetersiz kalabilmektedir [1]. Geleneksel tedavi yontemleri igerisinde One ¢ikan
otogreft ve allogreft kemik nakli, icerdigi cesitli dezavantajlar nedeniyle etkin bir
tedavi saglayamamaktadir. Bu noktada ‘kemik doku miihendisligi’ yaklasimi
giindeme gelmektedir [2]. Giintimiizde {izerinde en ¢ok ¢alisilan ve disiplinler aras1 bir
alan olan kemik doku miihendisligi biyomalzeme, hiicre ve biyosinyal molekiillerin
sinerjik bir sekilde bir araya getirilmesi ile fonksiyonel kemik yenilenmesini

amaglamaktadir [3].

Kemik doku miihendisliginin ii¢ temel bileseninden biri olan doku iskeleleri, g
boyutlu hiicre disi matrisi taklit edecek sekilde tasarlanan yapilardir [4]. Doku
iskelelerinin kullanimi hasarli bolgeye yapisal destek saglamanin yani sira, dogal
hiicre dis1 matrisin yeniden olusumunu desteklemektedir. Doku iskelesi tasarimi ve
tiretimi, kemik yenilenmesi ig¢in en kritik basamaklardan biridir. Doku iskelesi
tasariminda, kemigin ii¢ boyutlu yapisinin olugmasini saglayan bir matris ig¢in
kullanilacak malzemenin se¢imi olduk¢a Onemlidir. Se¢ilen malzemenin, yerine
gececegi dokuya benzer 6zellikler gostermesi gerekmektedir. Kemik doku, inorganik
yapilar olan hidroksiapatit kristallerinin kolajen fiberler tizerinde birikmesiyle
giliclenmis organik bir matristen olusan hiyerarsik yapida dogal bir kompozit
malzemedir [5]. Dogal kemik yapisina benzer bir doku iskelesi tiretiminde, polimerik
ve seramik malzemeler bir arada kullanilmaktadir. Biyobozunur &zellige sahip olan
dogal polimerler kemigin ii¢ boyutlu yapisinin elde edilmesini saglarken, biyoaktif

0zellige sahip olan seramikler kemik yenilenmesini hizlandirir.

Dogal bir polimer olarak Kitosan, seliilozdan sonra yaygin kullanimi dolayisiyla bir
polisakkarit olarak oldukca dikkat ¢eken bir malzemedir. Kitinin deasetilasyonu ile

elde edilen kitosanin polisakkarit anazinciri, kemik dokunun hiicre dis1 matrisinin



temel bileseni olan glikozaminoglikanlar ile benzer yapidadir [6]. Bu da hasarli kemik
dokunun iyilesmesini olumlu yonde etkileyen bir 6zelliktir [7]. Kitosan kimyasal
Ozellikleri sayesinde hiicre yapismasini ve ¢ogalmasini desteklemekle birlikte, igsel
baglantili gézeneklere sahip yiiksek gozenekli iskelelerin olusumunu sagladig: igin
avantajlidir [8, 9]. Ayrica biyouyumlu, biyobozunabilir ve biyofonksiyonel
ozelliklere sahip olmasi dolayisiyla kitosanin doku iskelesi uygulamalarinda kullanimi
biiyiik ilgi gérmektedir. Bununla birlikte, her ne kadar kitosan kimyasal ve biyolojik
ozellikleriyle kemik doku uygulamalari i¢in ideal bir biyomalzeme olsa da, sert
dokularda mineralizasyonun olusumu ve mekanik kuvvetin iletimi i¢in mekanik
dayaniminin iyilestirilmesi gerekmektedir. Bunun i¢in yapilan ¢alismalarda kitosan
esasli doku iskelelerinin kalsiyum fosfat esasli biyoseramiklerle birlestirilmesi {izerine
yogunlasilmistir [10]. Biyomedikal uygulamalarda siklikla kullanilan hidroksiapatit ve
beta-trikalsiyum fosfat (B-TCP) gibi kalsiyum fosfat esasli seramiklerin, hedeflenen
uygulama alan1 i¢in gerekli mekanik Ozellikleri karsilayamamasi ve pek ¢ok

dezavantaja sahip olmas1 yeni malzemelere olan ihtiyaci artirmaktadir.

Son zamanlarda, kalsiyum (Ca), magnezyum (Mg) ve silisyum (Si) i¢eren silikat esasli
bir biyoseramik olarak akermanit (Ca:MgSi2O7), kontrol edilebilir mekanik
ozellikleri [11], sitotoksisite gostermeden biyobozunabilir 6zellikte olmasi ve lstiin
bozunma hizi [12] nedeniyle kalsiyum fosfat esash seramik malzemelere alternatif bir
biyomalzeme olarak arastirmacilarin odak noktasinda olmustur. Igerdigi inorganik
iyonlarin viicutta salinabilmesi ile hiicrelerin kemige yapismasint ve burada
¢ogalmasini saglayan uyarici bir etkiye sahip olan akermanit [13], in vitro ve in vivo
kosullarda iistiin biyoaktif oOzellikler —gostermektedir [14]. 1lgili literatiir
incelendiginde, kitosan esasli kompozit doku iskelesi liretimine ait cok sayida ¢alisma
oldugu, ancak akermanit iceren doku iskelesi iiretimine ait yeterli sayida ¢aligma
olmadig1 ve puskiirtmeli kurutma yontemi kullanilarak gelistirilmis akermanit katkili
kitosan doku iskelesine ait ise herhangi bir ¢alisma bulunmadigi belirlenmistir. Bu
malzemeler metal oksitlerle takviyelendirilerek kullanildiginda mekanik 6zelliklerde
ciddi iyilesmeler oldugu bilinmektedir. Onceki ¢alismalarda kullanilan bircok takviye
arasinda, TiO2 miikkemmel biyouyumluluk, istiin mekanik ozellikler ve yiiksek
kemikle baglanma kabiliyetine bagli olarak biiyiik ilgi gormistiir [15]. Yapilan pek

cok caligmada, iskelelerin mekanik 6zelliklerinde 6nemli iyilesmeler oldugu ve TiO>



katkisinin iskelelerde kemik benzeri apatit olusturma ve hiicre baglanmasini

destekleme yetenegine sahip oldugu dogrulanmaistir.

Uc boyutlu baskilama (3DP) yéntemi ile, doku iskelelerinde gozenek boyutunun
kontrolii, homojen gozeneklilik dagilimi ve agik bir gdzeneklilik yapis1 hizli bir sekilde
elde edilmektedir. Uygulama agisindan ¢ok ¢esitli 6zelliklere sahip doku iskeleleri
tiretmek amaciyla ¢ok sayida calisma yapilmasina ragmen, halen tiretim yontemi ve
biyomalzeme iligkisi tam olarak belirlenememistir. Bu nedenle, bu calismada
akermanit sentezi ve biyobaskilama yoOntemi kullanilarak alternatif doku iskelesi
tasarim1 konusunda hem biyomalzeme hem de iiretim yontemi gelistirilmeye

calisilmigtir.

Sunulan tez ¢alismasinin amaci, kemik doku yenilenmesini destekleyecek ozelliklere
sahip TiO2/akermanit katkili kitosan doku iskelelerinin tiretilmesi ve kemik doku
uygulamalarinda kullanilacak alternatif bir kompozit doku iskelesinin elde
edilmesidir. Bu amaca yonelik olarak, akermanit sentezi birka¢ yontemle
gerceklestirilmis olup, en iyi sonuclar piiskiirtmeli kurutma yontemiyle elde edilmistir.
TiO2 nanopartikiilleri ise, hidrotermal yontemle sentezlenmistir. Kitosan ve
akermanitin sahip oldugu ozellikler birlestirilerek ve bu malzemeler TiO> ile
takviyelendirilerek yiiksek gozeneklilik igerigi, kuvvetli destek yapisi ve kemikle
yiiksek baglanma yetenegi gibi spesifik 6zelliklere sahip doku iskelelerinin iiretimi ii¢
boyutlu baskilama yontemi ile gergeklestirilmistir. Tez caligmasi kapsaminda iiretilen
mekanik 6zellikleri iyilestirilmis agik ve diizgiin gézenekli yapidaki TiO2/akermanit
katkil kitosan doku iskelelerinin kemik doku miihendisligi uygulamalarinda {imit vaat

eden bir malzeme olacag diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

Bu boélimde, sunulan tez c¢alismasinin temelini olusturan konularla ilgili literatiir
bilgileri dort ana baslik altinda dzetlenmistir. Ik béliimde, kemik dokunun yapis1 ve
ozellikleri, kemik olusumu ve yenilenmesi hakkinda bilgilere yer verilmistir. ikinci
bolimde kemik doku miihendisligi basligi altinda kemik hasarlart i¢cin kemik doku
miithendisligi yaklasimi ve bu yaklasimin bilesenlerinden biri olan kemik doku
iskelelerinin sahip olmas1 gereken Ozellikler ile ilgili agiklamalar yapilmistir.
Ardindan, doku iskelelerinin yapiminda kullanilan biyomalzemeler ve bu
malzemelerin tiretim yontemleri hakkinda genel bilgiler verilmistir. Buna ek olarak,
tez calismasina Ozgiinlilk kazandiran akermanit mineralinin yapisi, 6zellikleri ve
kemik doku olusumu iizerine etkilerine yonelik literatiir bilgilerinden bahsedilmistir.
Ayrica, akermanite katki olarak ilave edilen titanyum dioksite de deginilmistir. Doku
iskelelerinin tretimi i¢in kullanilan ¢esitli yontemler ve tez ¢alismasi kapsaminda
kullanilacak olan ti¢ boyutlu biyobaskilama yontemi de bu boliimde anlatilmistir. Son
boliimde ise, doku iskelelerinin biyoaktivite degerlendirmeleri i¢in yapay viicut sivisi

icerisinde apatit olusumu hakkinda bilgi verilmistir.

2.1 Kemik Doku

2.1.1 Kemik dokunun yapisi ve ozellikleri

Kemik, yasam siiresince viicudu yapisal olarak destekleyen ve viicudun hareketini
saglayan iskelet sisteminin bir bilesenidir [5]. Kemik doku, kemik iligi ve bunlari
cevreleyen osteojenik (kemik olusturucu) 6zellikte bir bag doku olan periosteumdan
olusan kemik, ayn1 zamanda yasamsal organlarin ve viicuttaki diger dokularin

korunmasini saglayan sert ve dinamik bir dokudur [16].

Kemik doku, makrodan nanoya kadar degisen oOl¢eklerde uyum iginde calisan
bilesenleri iceren oldukg¢a karmasik ve hiyerarsik bir yapisal diizenlemeye sahiptir.

Sekil 2.1°de kemigin hiyerarsik yapis1 gosterilmistir.
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Sekil 2.1 : Kemigin hiyerarsik yapisi [17].

Kemik doku, sert ve yogun bir kabuk bolgesi olan kortikal (kabuksal) kemik ve
gozenekli bir ¢ekirdek bolgesi olan trabekiiler (siingerimsi) kemik olmak iizere iki ana
boliimden olusmaktadir. Iskelet kiitlesinin %80’ini Kortikal kemik, %20’sini ise
trabekiiler kemik olusturur [18]. Dikey iskeletin sert kemigi olan kortikal kemik,
sadece %10 gozeneklilige sahiptir. Trabekiiler kemik ise, %50-90 gozeneklilige
sahiptir ve genellikle uzun kemiklerin ortasinda bulunur [19]. Kortikal kemik mekanik
ve koruyucu bir fonksiyon istlenirken, trabekiiler kemik metabolik fonksiyondan

sorumludur [20].

Mikroskobik olarak incelendiginde, kortikal kemigin, havers sistemi olarak
adlandirilan Kkortikal osteonlarin icerisindeki havers kanallarindan, bu kanallarin
etrafindaki lamellerden, g¢esitli hiicrelerden ve sert bir matristen olustugu
goriilmektedir. Kortikal kemigin igerisinde dikey eksene paralel olarak bulunan
osteonlar, 200-250 um ¢apindaki silindirik yapilardir [21]. Bu yapilar, 20-100 um
capindaki kanallari, bu kanallarin etrafindaki 3-7 pm kalinligindaki lamelleri ve her
bir lamelde bulunan lakiin ve kanalikiilleri igerir [22]. Havers kanali diger kanallarla,
kemik iligi ve kemik zarlartyla volkman kanallari ile baglant1 kurar. Kortikal kemigin
dis ve i¢ ylizeyleri bag dokusundan olusan zarlar ve c¢esitli kemik hiicreleriyle
cevrilidir. Distaki zar, periosteum, igteki zar ise endosteumdur [4]. Dis ve i¢ fiber
katmanlarindan olusan periosteum, kemigin onarimi, biiylimesi ve beslenmesi i¢in
onemlidir. Periosteumun dis fiber katmani, kolajen lifler ve bag dokunun temel
hiicreleri olan fibroblastlardan olusur [23]. Periosteumun icteki katmaninda ise,

kemigin ana hiicreleri olan osteoprojenitor hiicreler bulunur. Bu hiicreler, mezankimal



(olgunlagmis) hiicre kokenli olup, ¢ogalma ve bir ¢ok yeni osteoblast iiretme
potansiyeli ile kemik biiyiimesinde aktif rol alirlar [23]. Periosteumun altinda bulunan
endosteum, kemik iligi boslugunu ve kortikal kemigin kanallarini gevreleyen ince bir

bag dokusudur [24]. Sekil 2.2°de kemigin mikroskobik yapis1 gosterilmistir.
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Sekil 2.2: Kemigin mikroskobik yapisi.

Kemigin olusumunda, biiylimesinde ve onariminda cesitli hiicre tipleri goérev
almaktadir. Bunlar, osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlardir. Mezenkimal kok
hiicrelerden kaynaklanan osteoblastlar, kemik matrisinin organik bilesenlerini iretir.
Kemik yiizeyindeki aktif osteoblastlar, salgiladiklar1 alkalen fosfataz enzimi ile
kalsifiye olarak (kireclenme) kemik dokuda mineralizasyonu gergeklestirir.
Osteositler, heniiz kalsifiye olmamis kemik matrisi igerisinde gomiilii kalan ve
metabolik faaliyetleri azalan osteoblastlardan farklilasan esas kemik hiicreleridir.
Kemik matrisinin kanalciklar1 olan lakiinler igerisinde bulunan osteositler, hiicreler
aras1 uzantilartyla kanalikiilleri olusturur ve molekiillerin hiicreden hiicreye gegmesini
saglar. Dolayisiyla kemik dokunun canli kalabilmesi i¢in gereklidir. Osteoklastlar ise,
kemik yapimi sirasinda kemik iliginden gelen hiicrelerin kaynasmasi ile olusur ve
kemikler son seklini alinca yok olur. Fonksiyonlarindan dolay1r makrofa;j tiirii hiicre
tipi olan osteoklastlar, kemik yikimi1 ve rezorbsiyonundan sorumlu olan ¢ok ¢ekirdekli

hiicrelerdir [25].



Kemik hiicre dis1 matrisi (ECM), organik ve inorganik olmak iizere iki bilesen igerir.
Organik yapi, tip | kolajen gibi mineralize olmayan bilesenlerin yani sira,
glikoproteinler, proteoglikanlar ve sialoproteinler gibi ¢ok sayida matris proteinini de
igermektedir [26, 27]. Tip I kolajen molekiilleri, yaklasik 300 nm uzunlugunda ve 1,5
nm ¢apinda olup, kolajen fibrillerini olugturur. Bu fibrillerin bir araya gelmesiyle elde
edilen kolajen lifler, farkli doku tiirleri i¢in gereken fiziksel ve mekanik 6zellikleri
saglar [28]. Hiicre dis1i matris, glikozaminoglikan yan zincirlerine sahip olan
proteoglikanlarin fiziksel ve kimyasal olarak ¢apraz baglanmasiyla olusan ve ¢esitli
protein fibrillerini igeren hidratlanmis bir ag yapisinda olup, hiicre yapigmasi ve

gociiniin gergceklesmesini saglar [29].

Kemik matrisinin inorganik yapisi ise, hidroksiapatit kristalleri seklinde bulunan
kalsiyum ve fosfatlarin yani sira sitrat ve magnezyum gibi bilesenlerden olugmaktadir.
Kemik dokunun inorganik bilesenleri ve bu bilesenlerin agirlik¢a yiizdeleri Cizelge
2.1°de verilmistir. Gelismis bir kemik dokuda, kolajen lifler aralarinda hidroksiapatit
kristallerini barindiran gozenekler olusturacak sekilde paralel olarak uzanir [30].
Kolajen lifler ve hidroksiapatit kristalleri, kemige sertlik ve dayaniklilik verir [31].
Kisacas1 kemik, genetik ve metabolik faktorlerden etkilenen bir yapi igerisinde
kalsiyum fosfat kristallerinin birikmesiyle kuvvetlenmis organik bir matristen olusan

mineralize bir dokudur [5].

Cizelge 2.1 : Kemigin inorganik bilesenleri [32].

Kemigin inorganik bilesimi Agirhik (%)
Kalsiyum, Ca*2 34,80
Fosfor, P 15,20
Ca/P (molar) 1,71
Sodyum, Na* 0,90
Magnezyum, Mg*? 0,72
Potasyum, K* 0,03
Karbonat, CO3 7,40
Flor, F 0,03
Klor, CI 0,13
Pirofosfat, P,O7* 0,07
Toplam inorganik 65,00
Toplam organik 25,00
H20 10,00

Eser elementler: B*3, Sr*2, Pb*2, Zn*2, Cu*?, Fe*?




2.1.2 Kemik olusumu ve yenilenmesi

Kemikler, intramembrandz ve enkondral olmak {izere iki farkli gelisim siireciyle
kemiklesir [33]. Intramembrandz kemiklesme ile kemik olusumu, minerallerin kemik
matrisi igerisinde dogrudan g¢okelmesi ile gergeklesir. Mezankimal kok hiicreleri
boliinerek osteoprojenitoér hiicrelere, bu hiicreler de farklilagsarak osteoblastlara
doniistir. Kemik doku ara maddesini sentezleyen osteoblastlar, osteositlere farklilasir.
Kemiklesme siirecindeki devamlilik, osteoblastlarin  osteositlere doniisiirken
bosalttiklar1 yere yeni kemik hiicrelerinin yerlesmesi ile saglanmaktadir. Bu siirecte
trabekiiler kemik biiyiir ve kemik doku sekillenir. Kisaca kemik doku, cesitli kemik
hiicreleri ile bu hiicrelerin salgiladigi ara maddeden olusmaktadir [23]. Sekil 2.3’te

intramembran6z kemiklesme siireci goriilmektedir.

Osteoklast
Osteoblast Osteosit Mezenkim Kemik matrisi Yeni olusan kemik

Sekil 2.3 : Intramembrandz kemiklesme sirasinda meydana gelen olaylar [23].

Enkondrol kemiklesme ile kemik olusumu ise, mezankimal hiicrelerden kikirdak bir
model olusumu sonrasi bunun yerini kemik dokunun almasi seklinde gergeklesir [31].
Kafatas1 kemikleri ve medial kopriiciik kemikleri intramembrandz kemiklesme ile
olusurken, yiiz kemikleri, apendikiiler kemikler, omurga ve lateral kopriiciik kemikleri

olan uzun kemikler endokondrol kemiklesme ile olusur [34].

Kemik doku, viicudun diger dokularinda da oldugu gibi belirli bir oranda kendi kendini
yenileyebilir dzelliktedir. Bunun nedeni, kemikteki periosteum ve endosteum gibi bag
dokularda ve kemik iliginde bulunan osteoprejenitor hiicreler ve kan damarlaridir [23].

Kemik kiriklarinin ve diger hasarlarin onarimi, biyokimyasal ve elektriksel pek ¢ok



uyaranin yani sira bir¢ok hiicrenin ve salgilanan hormonlarin da gorev aldig1 karmagsik
bir siirectir. Kemik yenilenmesi, hasarlt kemigin rezorpsiyonu ve kemik dokunun
rejenerasyonu ile birlikte kemigin tekrar islevsellige sahip olacak sekilde
tyilestirilebilmesidir. Kemigin kirilmas1 durumunda meydana gelen olaylar kisaca su
sekildedir; kemik matrisi yikilir ve kan damarlar1 tahrip olup kemik hiicreleri 6liir.
Hasar gormiis kan damarlar1 bolgesel kanamaya yol agar ve kan pihtilasir. Pihtilagsmis
kan, makrofajlarla doku dokiintiileri ile birlikte alinir ve hasarli, hiicresiz kemik matrisi
osteoklastlar tarafindan emilir. Iyilesme siirecinde, kirik etrafindaki bag dokular hizli
ve yogun hiicre cogalmasi ile kirig1 saran bir doku hazirlar ve kirik u¢larini kaplar. Bu
doku, intramembrandz ve enkondral kemiklesme ile yerini esas kemik dokuya birakir

ve onarilmis kemik normal sekline ve fonksiyonlarina kavusur [23].

2.2 Kemik Doku Miihendisligi

Kemik, belirli bir oranda kendi kendini yenileme 6zelligine sahip olan dinamik bir
doku olmasina ragmen, bu 6zellik ¢esitli biyokimyasal bozukluklar, normal olmayan
iskelet gelisimi ve enfeksiyonlar gibi kemik iyilesmesinin zayif oldugu durumlarda
veya kemik kanserleri nedeniyle olusan tiimorlerin neden oldugu biiyiik hasarlarin
onariminda yetersiz kalmaktadir [1]. Geleneksel tedavi yontemleri igerisinde One
¢ikan otogreft (hastanin kendisinden elde edilen) ve allogreft (baska bir vericiden
alinan) kemik nakli, hastaya ikinci bir cerrahi islem yapilmasina ihtiya¢ duyulmasi ve
hasarli alanin biiyiikliigii nedeniyle yeterli greftin alinamamasi gibi cesitli
dezavantajlar1 nedeniyle etkin bir tedavi saglayamamaktadir. Bununla birlikte, kemik
hasarlarinin tedavisinde Kkullanilan kemik ¢imentosu, c¢esitli metaller ve sentetik
polimerler gibi malzemeler asinmakta ya da dogal kemik gibi davranamamaktadir. Bu

noktada ‘kemik doku miihendisligi’ yaklagimi giindeme gelmektedir [2].

Doku miihendisligi kavrami, Langer ve Vacanti’nin 1993 yilinda yaptig1 biyolojik
doku ve organlarin tiretimi ¢aligmalari ile tanimlanmistir [3]. Giinlimiizde iizerinde en
cok calisilan ve disiplinler aras1 bir alan olan kemik doku miihendisligi, biyomalzeme,
hiicre ve biyosinyal molekiillerin sinerjik bir sekilde bir araya getirilmesi ile hasar
goren dokularin laboratuar kosullarinda en iyi sekilde taklit edilmesini ve fonksiyonel
kemik yenilenmesini amaglamaktadir [3]. Sekil 2.4’te kemik doku miihendisligi
yaklasimi sematik olarak goOsterilmistir. Bu yaklasim ile kemik dokunun

yenilenmesinin saglanmasi i¢in doku iskelesi, ¢esitli kemik hiicreleri ile bu hiicrelerin



biiylimesini ve mineralize kemik doku olusumunu destekleyen biiyiime faktorleri
gereklidir. Bu ¢ bilesenin tamamini kullanilabilecegi gibi, sadece hiicreler ve doku
iskelesinin kullanimu ile de ¢ok ¢esitli doku iskeleleri gelistirilmistir. Cesitli 6zelliklere
sahip doku iskeleleri kullanilarak kemik doku elde edilmekte ve hasarli bolgeye

implante edilerek siire¢ tamamlanmaktadir.

Hicreler Biyosinyaller

—

Doku iskelesi Hicre kaltaru implantasyon Doku yenilenmesi

Sekil 2.4 : Kemik doku miihendisligi yaklagimi [35].

2.2.1 Doku iskeleleri ve temel ozellikleri

Kemik dokunun ii¢ boyutlu hiicre dist matrisine benzer olarak tasarlanan doku
iskeleleri, kemik doku miihendisliginin {i¢ temel bileseninden biridir [4]. Doku
iskelelerinin kullanim1 hasarli bolgeye yapisal destek saglamanin yani sira, hiicreler
icin uygun bir mikro ortam saglama, biyolojik degisikliklere cevap vermek i¢in hiicre
i¢i sinyaller ile ¢evre doku ile etkilesim kurma ve dogal hiicre dis1 matrisin yeniden

olusumunu desteklemektedir [28].

Kemik doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilacak olan doku iskelelerinden
beklenen baz1 zellikler vardir. Ideal bir doku iskelesi, viicut icerisinde istenmeyen
doku tepkilere yol agmamali, yani biyouyumlu ozellikte olmalidir. Biyouyumluluk,
viicutta canlt dokularin islevlerini yerine getirmek veya desteklemek amaciyla
kullanilan biyomalzemelerin, uygulama sirasinda viicut sistemine uygun cevap
verebilmesi, yani viicutla uyusabilir olmasidir. Doku iskelelerinin {iretiminde
kullanilacak olan bir biyomalzemenin en 6nemli 6zelligi biyouyumluluktur. Hiicre
canlilif1 i¢in gerekli besin maddelerinin ve oksijenin diflizyonunu saglayacak, hiicre
gbcline izin verecek sekilde i¢sel baglantili ve kontrol edilebilir 6zellikte gozenekli
yapida olmasi, doku iskelelerinden beklenen bir diger 6zelliktir. Uygun gozeneklilik
ve gozenek dagiliminin homojenligi; hiicre tutunmasi ve doku gelisimi i¢in 6zgiil
ylzey alanmi artirmada 6nemli degiskenlerdir. Bunlarin saglanmasi, hiicrelerin

diizgiin dagilimini, besinlerin yeterli tasinmasini ve hiicresel atik iirlinlerin
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uzaklastirilmasini  kolaylastirmaktadir [36]. Gozenekli yapidaki doku iskeleleri,
biiyliylip gelistirebilecekleri bosluklar sayesinde doku ile malzemenin kaynasma
aktivitesini yogun yapilara gore daha hizli bir sekilde gergeklestirmekte ve kemigin
yenilenmesine daha fazla destek olmaktadir. Bununla birlikte, g6zenek boyutlarinin
cok kiiciik olmas1 gozeneklerin hiicreler tarafindan kapatilmasina neden olur ve bu
durum hiicre gociinii sinirlandirir. Bunun aksine, gézenek boyutlarmin ¢ok biiyiik
olmasi ise hiicre yapigsmasini olumsuz yonde etkiler [37]. Kemik dokunun olusabilmesi

icin, en az 100 um’luk gbézenek ¢ap1 ve yaklasik % 90 gozeneklilik gereklidir [38].

Bir doku iskelesinin mekanik o6zellikleri, yerine gececegi kemigin mekanik
ozelliklerine yakin olmalidir. Kemik gibi yiik tasiyan dokularin yerine kullanilanacak
olan doku iskelelerinin mekanik dayanimlarinin yiiksek olacak sekilde tasarlanmalari
olduk¢a oOnemlidir. Kortikal kemik ve trabekiiler kemigin mekanik dayanimlari
birbirlerinden farklidir. Kortikal kemigin basma dayanimi 170-193 MPa arasinda iken,
trabekiiler kemikte bu deger 7-10 MPa arasindadir. Cizelge 2.2°de kemigin mekanik

ozellikleri verilmistir.

Cizelge 2.2 : Kemigin mekanik 6zellikleri [30].

Ozellikler Kortikal kemik Siingerimsi kemik
Young modiilii (GPa) 14-20 0,05-0,5
Cekme dayanimi (MPa) 50-150 10-20
Basma dayanimi (MPa) 170-193 7-10
Kirilma toklugu (MPa m*?) 2-12 0,1
Yorulma dayanimi 1-3 o-7
Yogunluk (g/cm?®) 18-22 0,1-1,0
Goriiniir yogunluk (g/cm® 1,8-2,0 0,1-1,0
Yiizezy/kerélik hacmi 25 20
(mm?/mm?®)

Toplam kemik hacmi (mm?3) 1,4 x 108 0,35 x 10°
Toplam i¢ yiizey 3,5 x 10° 7,0 x 10°

Bunlarin disinda, kemik doku yenilenmesinin amaglandig1 uygulamalarda kullanilan
biyomalzemelerin osteoinduktif ve osteokonduktif 6zellikte olmalar1 beklenmektedir.
Osteoindiiktif malzemeler osteoprojenitor hiicrelerin osteoblastlara farklilasarak
kemik olusturmalarini saglarken, osteokonduktif malzemeler hiicrelerin iiremelerini
destekleyerek, kemigin ii¢ boyutlu yapisinin olugmasini saglar. Hiicreler kendi hiicre
dist  matrislerini  olusturacak kapasiteye ulastiklarinda ve doku olusumu
tamamlandiginda, doku iskelelerine ihtiyag kalmayacaktir. Bu nedenle, doku

iskelelerinin ~ viicut  ortaminda  pargalanabilen  biyobozunur  &zellikteki
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biyomalzemelerden iretilmesi gerekmektedir. Bozunma {irlinleri, malzemenin
biyouyumlulugunu degistirmemeli ve toksik etki gostermemelidir [28]. Bununla
birlikte, bozunma hiz1 énemlidir ve yeni doku olusum hizi ile es zamanli olmalidir
[25]. Bu oOzelliklerin yanmi sira, kullanim amacina uygun olarak istenilen boyutta

tiretilebilir doku iskeleleri, kemik doku uygulamalari i¢in olduk¢a 6nemlidir.

2.2.3 Doku iskelelerinde kullanilan biyomalzemeler

Kemik doku uygulamalarinda kullanilan biyomalzemeler; metalik biyomalzemeler,
polimerik biyomalzemeler, seramik biyomalzemeler ve bunlarin birlesiminden olusan
kompozit biyomalzemeler olarak siniflandirilabilir. Doku iskelesi tiretiminde, kemik
hiicrelerinin farklilasarak kemigin ii¢ boyutlu yapisinin olugsmasini saglayan bir matris
icin kullanilacak malzemenin se¢imi olduk¢a dnemlidir. Segilen malzemenin, yerine
gececegi dokuya benzer Ozellikler gostermesi gerekir. Inorganik hidroksiapatit
kristallerinin kolajen fiberler iizerinde birikmesiyle giliglenmis organik bir matristen

olusan kemik doku, dogal bir kompozit malzemedir [5].

Metalik biyomalzemelerin biyolojik ortamda bozunur olmama ve sinirli islenebilirlik
gibi 6nemli dezavantajlar1 kemik doku uygulamalarinda kullanimini sinirlamaktadir
[39]. Ayrica, metallerin insan viicudunda korozyona ugrama ve korozyon iiriinlerini
doku igerisine salma gibi riskleri de bulunmaktadir. Buna karsilik, polimerik ve
seramik biyomalzemelerin bir arada kullanilmasiyla dogal kemik yapisina benzer
ozellikler gosteren kompozit bir matris elde edilebilir. Biyobozunur 6zellige sahip olan
polimerler kemigin li¢ boyutlu yapisinin elde edilmesini saglarken, biyoaktif 6zellige

sahip olan seramikler kemik yenilenmesini hizlandirir.

Polimerik biyomalzemeler, doku iskelesi iiretiminde onciidiir [32]. Bu malzemeler,
hiicre farklilagsmasi, ¢ogalmasi, hiicre disi matris olusumu ve mineralizasyonu igin
mekanik ve bozunma o6zelliklerindeki gesitlilik ile doku iskelesi uygulamalarinda
farkli dokular1 taklit ederek hasarli bolgenin yenilenmesi ig¢in en uygun ortami
saglayabilmektedir [40, 41]. Bununla birlikte, birbirine bagl gézeneklilik, degisken
ylizey kimyast ve doku yenilenmesini yonlendirmek igin benzersiz geometriler
saglamaktadir [42]. Doku iskelesi iiretiminde biyobozunur yapida ¢ok cesitli
polimerler kullanilmakta olup, dogal ve sentetik polimerler olmak iizere iki grupta
incelenebilir. Dogal polimerler; nisasta, aljinat, Kitin/kitosan ve hiyaluronik asit

tiirevleri gibi polisakkaritleri ve soya, kolajen, fibrin jeller ve ipek gibi proteinleri igerir
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[43]. Hayvanlar ve bitkilerden elde edilen dogal polimerler, biyolojik ortamdaki
makromolekiillere benzer 6zellik gosterir. Boylece diger polimerlerden daha iyi
biyouyumluluk ve daha diisiik toksisite gosteren doku iskeleleri dogal polimerler
kullanilarak elde edilebilmektedir. Bununla birlikte, farkli biyolojik dokulardan izole
olduklarindan elde edildikleri kaynaga gore bilesimlerinin degismesi ve digiik
mekanik Ozelliklere sahip olmalart kullanim alanlarmi kisitlamaktadir [36, 39].
Sentetik polimerler ise, dogal polimere gore daha iyi mekanik Ozelliklere ve
islenebilirlige sahiptir. Genellikle kontrollii kosullar altinda iiretilen sentetik
polimerlerin bozunma hizi, elastik modiilii ve gerilme mukavemeti ongiiriilebilir ve
tekrarlanabilir mekanik ve fiziksel ozellikler sergiler. Ancak, kemik doku
uygulamalarinda hiicre biiylimesine izin vermeyen empliriteler igermesi sentetik
polimerlerin 6nemli bir dezavantajidir [44]. Dogal polimerler, kemik doku
mithendisligi uygulamalarinda sentetik polimerlere gore daha fazla ilgi
uyandirmaktadir. Bunun nedeni, yiiksek derecede organize olmus yapilar olan dogal
polimerlerin, hiicre reseptorlerine baglanmay1 saglayan hiicre dis1 matris bilesenlerini
icermeleri ile ti¢ boyutlu yapinin elde edilmesi ve dogal kemik dokusuna benzer

mekanik 6zellikler gostermesidir [45].

Literatiir incelendiginde, pek ¢ok polimerik biyomalzeme kemik doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilmistir. Cizelge 2.2°te siklikla kullanilan polimerlerin

siniflandirilmasi verilmistir.

Dogal bir polimer olan kitesanin, kemik doku uygulamalarinda kullanimi biiyiik ilgi
gormektedir [46-48]. Antimikrobiyal 6zelliklere sahip olan kitosan, ayni zamanda,
biyomedikalden endiistriyel alanlara kadar ¢ok sayida uygulamada farkli sekillerde
(jeller, filmler, parcaciklar, membranlar ve doku iskeleleri) yaygin olarak kullanilir
[49, 50]. Kitosan; yengeg, karides, istakoz gibi eklembacaklilarin kabuklarinda, bazi
bakteri ve mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunan kitinin, ytliksek sicaklikta ve alkali
ortamda (50% sodyumhidroksit gibi) deasetilasyonu ile elde edilmektedir. Molekiiler
agirhigr 50-2000 kDa arasinda olan kitosanin deasetilasyon derecesi elde edildigi
kaynaga ve hazirlama yontemine gore farklilik gostermektedir. Kitin yiliksek oranda

deasetile edildiginde, daha yavas bozunmaktadir [51].
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Cizelge 2.3 : Dogal ve sentetik biyobozunur polimerlerin siniflandirilmasi [52].

Dogal Polimerler Sentetik Polimerler

1. Polisakkaritler 1. Poliamidler
Nisasta 2. Polianhidritler
Seliiloz 3. Poliamid-enaminler
Kitin 4. Polivinilalkol

2. Proteinler 5. Polivinilasetat
Kolajen/Jelatin 6. Polyesterler
Kazein, Albilimin, Poliglikolik asit
Fibrinojen, ipek Polilaktik asit

3. Polyesterler Polikaprolakton
Polihidroksialkanatlar Poliortoesterler

4. Diger Polimerler 7. Polietilen oksitler
Lignin 8. Polifosfazenler
Lipitler Poliglikolik asit
Sellak Polilaktik asit
Dogal kauguk Polikaprolakton

Poliortoesterler

Kitosan yapisal olarak, hidroksil gruplarinin yaninda asetilemin ve serbest amino
gruplar1 icermektedir. Glikozaminoglikanlar hiicre dis1 matrisin temel bileseni olup,
bu bilesenlerin yapisi kitosanin polisakkarit anazincirinin yapisina benzemektedir [6].
Bu benzerlik, zarar goérmiis olan kemik dokunun iyilesmesini olumlu yo6nde
etkilemektedir [7]. Ayrica, kitosanin hiicrelerin baglanmasi ve biliylimesinde 6nemli
bir rolii vardir [53-55] ve gozenekli yapilar halinde iretildikten sonra matris olarak

kullanilmaktadir [56].

Kitosan, iistiin kimyasal ve biyolojik 6zellikleri nedeniyle kemik doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilan ideal bir biyopolimer malzemedir. Ancak, kemik gibi sert
dokularda mineralizasyon olusumu zayif olmakla birlikte, diisiik mekanik dayanim
gostermektedir. Kitosan matrisleri, tek basmma gereken mekanik 6zellikleri
karsilamadiginda baska bir malzeme ile birlikte kullanilmaktadir. Bu nedenle
arastirmacilar, kitosan iceren doku iskelelerinin kalsiyum fosfat biyoseramikleriyle
katkilandirilmasi tizerine odaklanmiglardir [10]. Kitosan ve kalsiyum fosfat esash
biyoseramik malzemeler bir arada kullanildiginda, rezorpsiyon ve bozunma
kinetiginin arttig1, biyouyumluluk ve sert doku entegrasyonunun gelistigi
bilinmektedir [48].

Viicudun yipranan, hasar goren ya da islevini yitiren pargalarinin onarimi igin

gelistirilen 6zel tasarimli seramikler, biyoseramikler olarak adlandirilir.

14



Kitin

OH

NHEOCH,

OH

Kitosan

aH
N,

H H; OH

Sekil 2.5 : Kitin ve kitosanin yapis1 [50].

Biyoseramikler, temasta bulunduklar1 kemik dokusu ile ¢esitli reaksiyonlar
verebilmektedir. Bu reaksiyonlar; biyoaktif ve biyoinert olmak ftizere iki grupta
incelenir. Biyoaktif seramikler, temas halinde oldugu canli doku ile kaynasip siki
biyokimyasal baglar kurar. Boylece, doku hiicreleri igerisine dogru biiylime egilimi
gerceklesir. Biyoinert seramikler ise, kimyasal olarak kararlidir ve ¢evre dokular ile

baglanma gostermezler. Sekil 2.6’da insan viicudunda kullanilan biyoseramik

Biyoaktif cam

Alz0Oz

Alz0z

HA
L - Biyoaktif cam
. Biyoaktif cam
T~ Alz203

HA
Biyoaktif cam

malzemeler gosterilmistir.

Zr5i0s
Metal Gzeri cam
kaplamalar

~HA

Sekil 2.6 : Klinik uygulamalarda insan viicudunda kullanilan biyoseramik malzemeler
[57].



Yapisal islevlerine gore biyoseramikler ii¢ sinifa ayrilabilir: kalsiyum fosfat
seramikleri, oksit seramikler ve silikat seramikleri. Kalsiyum fosfat seramikleri,
kalsiyum ve fosfat atomlarnin goklu oksitleri seklindeki yapilardir. Hidroksiapatit,
trikalsiyum fosfat ve oktakalsiyum fosfat kalsiyum fosfat biyoseramiklerindendir. Bu
kalsiyum fosfat yapilari, biyoaktif 6zellige sahip olup kemige yiiksek oranda baglanma
kapasitesine sahiptir [32]. Kemik dokunun kimyasal ve kristal yapisi ile benzer 6zellik
gosteren bu bilesikler; biyouyumlu, osteokonduktif ve osteoindiiktiftir [58]. Kemigin
onemli bilesenlerinden biri olan inorganik yapidaki kalsiyum fosfatlar, kimya,
biyoloji, tip ve jeoloji gibi pek ¢ok disiplinlerarasi alanda 20 yildan bu yana siklikla

kullanilmaktadir.

Hidroksiapatit, kalsiyum fosfat seramikleri arasinda en iyi bilinen doku iskelesi
malzemesidir. Kemigin temel bileseni olan hidroksiapatit, apatit yapisinda olup genel
formiilii Cai0(PO4)s(OH)2 olarak bilinmektedir [59]. Kemik yapisi, %60 oraninda
hidroksiapatit kristallerinden ve %20 oraninda kolajen fiberlerden olusmaktadir [30].
Hidroksiapatitte kalsiyum ve fosfor sitokiyometrik oran1 1,67°dir. Hidroksiapatitin
atomlarinin tam olarak yerlerini gosteren kristal yapisi ilk olarak, bir mineralden,
Beevers ve Mclntyre tarafindan belirlenmis, daha sonra Kay tarafindan sentetik
hidroksiapatit kullanilarak diizeltilmistir [44]. Sekil 2.7, hidroksiapatitin kristal

yapisini gostermektedir.

LK 0“@000 y

®)a -

Sekil 2.7 : Hidroksiapatitin kristal yapisi [44].

Hidroksiapatit tozlari, yas kimyasal yontem (¢Oktiirme) [60], termal ¢okeltme [61],
stirekli ¢okeltme [62], sol-jel yontemi [63, 64] ve hidrotermal yontem [65] gibi pek
cok yontemle sentezlenebilmektedir. Hidroksiapatit sentetik olarak tiretilebilmesinin
yani sira, organik malzemelerden hidrotermal olarak da donistiiriilebilmektedir.

Organik malzemelerden hazirlanan hidroksiapatit i¢cin, genellikle insan dis minesi ve
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kemigi, balik ve koyun gibi hayvanlarin kemikleri kullanilmaktadir [44].
Hidroksiapatit toz halde ya da gbzenekli blok seklinde kemik dolgu malzemesi olarak
kullanilmaktadir [59, 66]. Go6zenekli yapidaki hidroksiapatit seramikleri viicutta
hormonlar, enzimler ve antikor parcalar1 gibi maddelere yiiksek baglanma afinitesi
gosterirler. Bununla birlikte hidroksiapatitin gozenekli yapisi, viicut sivilarinin
malzemeye kolayca erisebilmesi ve kemik yenilenmesine destek olmasindan dolay1
yogun yapilarina gore avantajlidir. Kemigin hizli bir sekilde yenilenmesini saglayan
hidroksiapatit biyoseramikleri, kemik doku miihendisligi uygulamalarinin yan1 sira
discilikte ve dental cihazlarda, giibre ve ila¢ endiistrisinde ve su aritma cihazlarinda
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Saglik alanindaki kullanimi biyoaktif 6zellige
sahip olmasinin yani sira, herhangi bir uygulamada toksik etki gdstermemesinden
kaynaklanmaktadir. Yumusak ve kasli dokulara ara ylizey olusturmadan dogrudan
yapigabilme kabiliyeti, miikemmel biyouyumluluk ve osteokondiiktif 6zellikleri ise
biyomalzeme olarak viicutta kullanilmasini saglamaktadir [67]. Ancak biyobozunur
ozellige sahip olmamasi, mekanik Ozelliklerinin zayiflig1 ve islenme zorlugu gibi
cesitli dezavantajlar1 kemik doku uygulamalarinda kullanimini sinirlamaktadir [58].
Onceki calismalar, kalsiyum fosfat seramiklerinin, 6zellikle hidroksiapatitin biyolojik

olarak bozunabilir olmadigini gostermistir [68].

Kalsiyum fosfat esash seramiklerden bir digeri olan B-TCP (B-Cas(POa)2) ise, yiiksek
biyouyumluluk, steokondiiktivite kabiliyeti ve kemik dokularinda bulunan biyolojik
apatitlere kimyasal benzerliklerinden dolay1r kemik doku miihendisligi uygulamalari
icin kapsamli bir sekilde arastirilmistir [67, 69-72]. B-TCP’nin ¢oziinme hizi
hidroksiapatite gore daha hizlidir. Bunun nedeni Ca/P oraninin hidroksiapatitten diisiik
olmasidir [44]. B-TCP biyoseramikleri, kemik tedavilerinde seramik blok, graniil ve
kalsiyum fosfat ¢imento halinde siklikla kullanilmaktadir. Bununla birlikte, B-TCP’in
biyouyumlu olmasina ragmen, in vivo olarak yavas kemik olusumu gosterdigi ve her
zaman ideal bir osteointegrasyona (¢evreleyen kemige baglanma o6zelligi) sahip
olmadig bildirilmistir [73, 74]. B-TCP seramiklerinin diisiik basma dayanimi ve
kirtlma toklugu gibi mekanik 6zelliklerindeki dezavantajlar1 ise, kemik dokusunun
onarimi i¢in daha genis uygulamalarini kisitlamaktadir [70, 75]. B-TCP seramikleri
biyolojik olarak pargalanabilen maddeler olmalarina ragmen, bozunma kinetikleri

yavas olma egilimindedir [68].
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Yaygin olarak kullanilan biyoseramiklerden hidroksiapatit ve f-TCP’1in, kemik doku
uygulamalari i¢in beklenen mekanik 6zellikleri karsilayamadigi belirlenmistir [58, 70,
75]. Bu malzemelerin diisik basma dayanimi ve kirilma toklugu gibi
dezavantajlarindan dolay1 arastirmacilar yeni malzeme arayisina girmistir. Kontrol
edilebilir mekanik 6zellik ve yliksek bozunma hizi gibi iistiin 6zellikleriyle 6ne ¢ikan
silikat esasli biyoseramik bir malzeme olarak akermanit, son zamanlarda ilgi ¢eken bir

malzeme olmustur [11, 12].
2.2.3.1 Akermanit

Akermanit, ilk olarak Herman Lie Vogt tarafindan yiiksek firin prosesinden elde edilen
ciirufun incelenmesiyle tanimlanmistir [76]. Kalsiyum ve magnezyum silikat i¢eren
bir mineral olan akermanit, silikat esasli minerallerden melilit grubunun bir tiyesidir.
Akermanit, >1450 °C erime sicakhigma ve 2,944 g/cm® yogunluga sahiptir [77].
Bununla birlikte, ¢ift tetrahedral yapisinda olup, Sekil 2.8’de kristal yapisi

gosterilmistir.

Sekil 2.8 : Akermanitin kristal yapis1 [78].

Akermanit, i¢erdigi inorganik iyonlarin viicutta salinabilmesi ile hiicrelerin kemige
yapismasini ve burada ¢ogalmasini saglayan uyarict bir etkiye sahiptir [13]. Insan
viicudundaki 6nemli eser elementlerden biri olan Si; kemikte 100 ppm, hiicre dist
matris bilesenlerinde ise 200-550 ppm seviyesindedir  [68]. Kemik doku
mineralizasyonu igin gerekli olan Si [79-82], kollajen sentezi [83] ve ¢apraz baglarin
olusumu [84] ile kemik metabolizmasinda [85, 86] ve iskelet gelisiminde [87] 6nemli
bir rol oynamaktadir. Ayni sekilde Mg da kemik doku mineralizasyonu ile yakin iliski

icindedir [88, 89]. Onceki calismalarda, inorganik iyonlarin kemik hiicrelerini uyarici

18



etkiyi saglayabildigi ve boylece hiicre ¢ogalmasini attirdig1 dogrulanmis, bu uyarici
etkinin malzemelerin hiicreler ve dokularla etkilesime girerek kemik yenilenmesini
uyarma yetenegi olan biyoaktivite i¢in onemli degerlendirme Kriterlerinden biri
oldugu belirlenmistir [90]. Akermanit, in vitro ve in vivo kosullarda {istiin biyoaktif
ozellikler gostermektedir [14]. Wu ve galisma ekibi tarafindan yapilan bir ¢alismada
[13], akermanit ¢oziinmesi ile elde edilen iyonik iriinlerin hiicre olusturma ve
akermanitin kemik benzeri apatit olusum kabiliyeti yapay viicut sivisinda (SBF)
incelenmistir. Elde edilen sonuglar, akermanit biyoseramiklerinden salinan Ca, Mg ve
Si iyonlarmin hiicre ¢ogalmasint 6nemli Olglide uyarici etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Ayrica, iyi biyoaktif ozellik gosterdigini ve kemik benzeri apatit
olusum yetenegini de dogrular niteliktedir. Wu ve ¢alisma ekibi tarafindan Ca, Si ve
Mg iyonlarinin birlikte hiicre cogalmasini arttirici kabiliyete sahip olmasinin yanisira,
bu hiicrelelerin farklilasmasinda Si ve Mg iyonlarmin uyarict etkisinin, Ca
iyonlarindan daha 6nemli bir rol oynadigi belirlenmistir [91]. Bununla birlikte
akermanit, kontrol edilebilir bir bozunma hizina sahiptir [15, 92]. Bozunma hizi,
silikat esasli malzemelerin viicut igerisindeki mineralizasyon yetenegini artirmaktadir

[68].

Yapilan calismalarda akermanit tozlari, farkli baslangi¢ malzemeleri kullanilarak
yanma, sol-jel, mekanik &giitme ve sinterleme gibi pek ¢ok yontemle basarili bir
sekilde sentezlenmistir [14, 93]. Bununla birlikte, akermanit tiretimi ile ilgili yapilan
calismalarda sol-jel en sik kullanilan yontemdir. Wu ve ¢alisma ekibi [77], sol-jel ve
ardindan 1370 °C’de 6 saat boyunca uyguladiklari 1s1l islem yontemleriyle tetraetil
ortosilikat ((C2Hs0)4Si, TEOS), magnezyum nitrat hekzahidrat (Mg(NOs). .6H20) ve
kalsiyum nitrat tetrahidrat (Ca(NOs)2 .4H20) baslangig tozlarini kullanarak akermanit
tozlarin iiretmislerdir. Uretilen akermanit tozlarinm, SBF’sinda 10 giin bekletildikten
sonra kemik benzeri apatit tabakas1 olusturabildigini ve biyoaktif implant malzemeleri
olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir. Hou ve ¢alisma ekibi [94], sol-jel ve 1350
°C’de 4 saat boyunca uygulanan 1sil islem yontemleriyle ayni baslangi¢ tozlarini
kullanarak akermanit tozu sentezini gergeklestirmistir. Uretilen akermanit tozlari, 20
MPa basing altinda preslenerek disk sekline getirilmis ve ylizey yapilar1 incelenmistir.
Yizeyi 3 um ¢apindaki gozeneklere sahip olan akermanit seramiklerinin, SBF
¢ozeltisi icerisinde biyoaktivitesi degerlendirilmis ve gdzenekliligin apatit olusumunu

kolaylastirdig1 gozlenmistir. Wu ve ¢alisma ekibinin yaptigi diger bir ¢alismada [95],
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sol-jel yontemi ve ayni baslangig¢ tozlar1 kullanilarak 1300 °C’de akermanit sentezi
gerceklestirilmistir. Ancak, olusan safsizliklarin ¢ok az miktarinin bile SBF ¢ozeltisi
igerisindeki apatit olusumunu azalttigi gézlemlenmistir. 1200 °C’de gergeklestirilen
bir diger ¢alismada [96], akermanit tozlarinin saf bir sekilde sentezlenemedigi
belirlenmistir. Sharafabadi ve ¢alisma ekibinin gergeklestirdigi bir ¢aligmada [14],
mekanik 6glitme yontemiyle nispeten diisiik bir sicaklik olan 900 °C’de 5 saat boyunca
uygulanan 1s1l islem ile magnezyum oksit (MgO), silisyum dioksit (SiO2) ve kalsiyum
kaynagr olarak da yumurta kabuklar1 kullanilarak  akermanit tozlari
sentezlenebilmistir. Yapilan caligmalar, uygulanan 1s1l islem sicakligi ve siiresinin
tiretilen tozlarin yapilar tizerindeki etkisinin 6nemini vurgulamaktadir. Sekil 2.9°da
akermanitin faz diyagrami gosterilmistir. Akermanit fazinin, 1300 °C’den 1420 °C’ye

kadar olan sicakliklarda olustugu goriilmektedir.

Diopsid
CaMgSi 0,

KAISI,Op a g CazMgSi,04
Leucit Akermanit

Sekil 2.9 : Akermanitin faz diyagrami [97].

Akermanit, nispeten genis bir kimyasal bilesime sahip olmakla birlikte, kemik doku
yenilenmesinin gereksinimlerini karsilamak igin optimize edilebilir. Onceki
arastirmalar akermanit esasli doku iskelelerinin kemik olusturabilme yetenegini ve
kalsiyum fosfat esasli malzemeler ile karsilastirildiginda kemik olusumu yoniindeki
tstlinliiglinii dogrulamustir [13, 77, 91, 98, 99]. Akermanit, doku iskelesi malzemesi
olarak biiylik bir potansiyele sahiptir [15]. Ancak, yiik gerektiren uygulamalarda
mekanik 6zelliklerinin iyilestirilmesi gerekmektedir. Kemik doku uygulamalarinda
kullanilan biyoseramik malzemelerin mekanik o6zellikleri metal oksitler, karbon

nanotiipler ve biyocamlar gibi katkilarla iyilestirilebilmektedir. Ilgili literatiir
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incelendiginde kullanilan bir¢ok katki malzemesi arasinda titanyum dioksit (T102),

biyouyumluluk ve yiiksek mekanik 6zellikleriyle one ¢gikmaktadir [15].

2.2.3.2 Titanyum dioksit (TiO2)

Oksit seramiklerinden biri olan TiO2, titanyum ve oksijen atomlariin bir araya
gelmesiyle olusan bir yari iletkendir. TiO2 ¢ok sayida kristal yapiya sahip olup, bu
yapilar igerisinde anataz, rutil ve brokit yapilar1 en 6nemlileridir. Rutil ve anataz
fazlar1 tetragonal yapida iken brokit ortorombik yapidadir [100]. TiO2’nin tiim kristal
yapilari, oktahedral (diizgiin sekizyiizlii) koordinasyonuna sahiptir. Anataz ve rutil
yapilari, her bir Ti** iyonunun oktahedral olusturan alt1 O iyonu ile ¢evrelenen TiOg
zincirleriyle tanimlanabilir. Bu yapilar arasindaki farklilik, oktahedral yapilarin
bi¢imidir. Rutil fazda her bir oktahedral dogrusal zincir yapisinda olup, ortorombik
distorsiyon gosterir. Anataz fazinda ise, yap1 dogrusal olmayip daha az distorsiyona
ugramistir. Bununla birlikte, rutil fazda titanyum ve oksijen atomlar1 arasindaki
mesafe anataz fazina gore daha uzunken, iki titanyum atomu arasindaki mesafe daha
kisadir. Bu farkliliklar, her iki fazin da bant araliklarina yansimaktadir. Rutilin yasak
bant aralig1 3,2 eV iken anatazin yasak bant araligi 3,0 eV tur [101, 102]. Enerji bant
araliginin diigiik olmasi, daha diisiik dalga boylarindaki 15181 absorblamasi anlamina
gelmektedir. Ayrica, rutil faz1 en kararli faz olup, diger fazlar 1sitildiklarinda rutil faza
doniiserek yari kararli hale gegmektedirler [103]. Bununla birlikte par¢acik boyutu ve
sicaklik, malzemelerin kararliligt ve performansinin belirlenmesinde Onemli
parametrelerdir. Parcacik boyutu nano boyuta indirgendiginde, anataz fazinin daha
kararli yapida oldugu bilinmektedir [104]. Sekil 2.10°de TiO2’nin Kristal yapilari

gosterilmistir.

Rutil

Sekil 2.10 : TiO2 nin rutil, brokit ve anataz fazlarinin kristal yapilari1 [105].
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TiO2 nanopartikiilleri, sol-jel, homojen ¢dkeltme, alev sentezi, mekanokimyasal
yontemler ve hidrotermal yontemle sentezlenebilmektedir [106]. Kullanilan yontem

ve basglangi¢ malzemelerinin miktari, TiO2 partikiillerinin boyutunu etkilemektedir.

TiO2, benzersiz ozellikleri nedeniyle pek ¢ok uygulama alaninda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu alanlar; pigmentler, adsorbanlar, katalizor destekleri, filtreler,
kaplamalar, foto iletkenler ve dielektrik malzemelerdir [107]. TiO2’in anataz formu
genellikle fotokatalitik uygulamalarda kullanilirken, rutil formu yiik tasiyan
uygulamalarda mekanik Ozelliklerin gelistirilmesi i¢in kullanilmaktadir. TiO»,
miikemmel biyouyumluluk ve yiiksek mekanik 6zelliklerinden dolay1r kemik doku
uygulamalarinda da biiyiik ilgi gérmistiir [15]. Khalil ve ¢alisma ekibi yaptiklar
caligmada [108], hidroksiapatitin (HAp) mekanik 6zelliklerini gelistirmek amaciyla
katk1 olarak TiO2’yi kullanmis ve agirlik¢a %5°1ik TiO2 katkisinin kirilma toklugu ve
151l iglem gormiis numunelerin basma dayanimini iyilestirebilecegini bildirmistir.
Kailasanathan ve calisma ekibi [109], katki olarak TiO: igeren nano-HAp/jelatin
kompozitlerini hazirlamig ve TiO2 ile giiglendirilmis doku iskelelerinin basma
dayaniminin, nano-HAp/jelatin  kompozitlerinden oldukga yiiksek oldugunu
gostermistir. Yapilan diger bir ¢alismada ise [110], farkli oranlarda TiO> katkili TCP
seramikleri gelistirilmis ve TiO; katkisinin SBF ¢ozeltisinde bekletilen seramiklerin
basma dayanimini arttirdigi vurgulanmistir. Bununla birlikte, TiO2, SBF ¢ozeltisi
icerisinde ¢ekirdeklenme ve kristallesmeyi saglayarak kemik benzeri apatit olusumunu
artttrmaktadir [110, 111]. TiO2’in kemikle baglanma yetenegi olarak tanimlanan
osseointegrasyon  Ozelligi  yliksektir.  Boylece, TiO2 ile katkilandirilmig
biyomalzemelerin viicut icerisinde dogal kemikle baglanma ozellikleri artmakta ve

farklilasarak kemikle biitiinliik olusturmalar1 hizlanmaktadir.
2.2.4 Doku iskelelerinde kullamilan biyomalzemelerin iiretim yontemleri

Kemik doku uygulamalarinda kullanilan biyoseramik tozlarin iretim ydnteminin
se¢imi olduk¢a kritiktir. Bunun nedeni; iiretim yOnteminin malzemenin nihai
ozelliklerini etkilemesidir. Sol-jel, mekanik o6glitme, piskiirtmeli kurutma ve

hidrotermal yontem, 6nemli toz iiretim yontemleridir.
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2.2.4.1 Sol-jel yontemi

Seramik tozlarinin sentez yontemlerinden biri, sol-jel yontemidir. Bu yontem, bir sivi
faz igerisinde bulunan kati taneciklerden olusan kolloidal siispansiyonlardan, fi¢
boyutlu inorganik ags1 yapilarin olusmasini igermektedir [112]. Sol ad1 verilen kolloid
tanecikler, 500 nm ve altindaki boyutlara sahip olup, siv1 i¢erisinde dagilmis olarak
bulunurlar. Yani sol; sivi igerisinde kati partikiillerin kolloidal bir siispansiyonudur
[113]. Tanecikler arasi elektriksel itme ve molekiiller aras1 van der waals kuvvetleri,
yer ¢ekimi kuvvetinden biyiktir. Bu nedenle solii olusturan malzemeler
kendiliginden dibe ¢okmez. Kolloid taneciklerin gesitli islemlerle ¢oktiiriilmesiyle
elde edilen jel yapisi, kat1 ve s1vi faz arasindaki bir gegis fazidir [114]. Sol-jel yontemi,
cesitli inorganik bilesiklerin baslangic malzemesi olarak secilerek uygun bir ¢oziicli
ve katalizor varliginda ileri teknoloji seramiklerinin diisiik sicakliklarda iiretilmesine
olanak saglamaktadir. Metallerin nitrat, asetat gibi tuzlari, hidroksitler, ¢esitli metal ve
ametal oksitler ve metal alkoksitler sol-jel yonteminde siklikla kullanilan baslangi¢
malzemeleridir. Bu malzemelerin belirli sicakliklarda karistirilmasi: ve homojen bir
¢ozelti hazirlanmasi ile birbirini izleyen kimyasal reaksiyonlar gergeklesmektedir.
Hidroliz ve kondenzasyon reaksiyonlari ile baglayan sol-jel siireci, bu sirada meydana
gelen polimerizasyon islemi ile devam eder. Polimerizasyon sonucu olusan sol yapinin
viskozitesi, hidroliz ve kondenzasyon reaksiyonlari ile jel yap1 olusana kadar diiger.
Daha sonra sol yap1 iizerinde yogunlagma reaksiyonlar1 baslar ve molekiiller agsi
yapiy1 olusturmak iizere birbirlerine baglanarak jellesir [115]. Son iirliniin sekli ve
boyutu jellesme asamasinda belirlendigi i¢in, bu asamanin kontrolii oldukca énemlidir.
Jellesme stiresinin artmasi ile partikiillerin yogunlugunun da arttigi bilinmektedir
[116]. Jel yap, siv1 igerisindeki g6zenekli bir ag olarak diisiiniilebilir. Gozeneklerdeki
stvinin uzaklastirilarak jelin kurumasi, sol-jel prosesinin kritik agamalarindan biridir.
Kuruma sirasinda meydana gelen kapiler gerilimler, jelde ¢atlamalara ve son {iriiniin
mekanik 6zelliklerini olumsuz etkileyecek sonuglara neden olmaktadir [116, 117].
Sol-jel yonteminin igerdigi kimyasal reaksiyonlar, kararli fazin iiretimi ve uygun
tasarimi i¢in baglangi¢ malzemelerinden nihai iirline kadar tiim prosesin kontroliine

imkan verdiginden olduk¢a 6nemlidir [115].
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2.2.4.2 Mekanik égiitme yontemi

Bilyal1 6glitme, toz karisimi halinde bulunan farkli malzemelerden, homojen yeni bir
malzeme iiretimine olanak saglayan bir toz isleme yontemidir. Bilyal 6gilitme bilya-
toz-bilya carpigmalari ile olusan yiiksek deformasyon etkisine sahip bir yontem olup,
bu yontemle ¢ok ¢esitli malzemeler iiretilebilmektedir. Bu malzemeler; seramik ve
metal matrisli kompozitler, mikro ve nano boyuttaki parcaciklar ve metaller arasi
bilesikler olarak siralanabilir [118]. Bilyali 6giitme islemi, haznenin kendi ekseni
etrafinda dondiiriilmesi ve olusan merkezkag¢ kuvvetleriyle hazne igerisindeki tozlar
ve bilyalarin g¢arpisarak Ogiitiilmesi prensibine dayanir. Bilyali 6giitme isleminde,
soguk kaynak, kirilma ve tozlarin tavlanmasi gibi es zamanl gerceklesen olaylar
meydana gelmektedir [119]. Bu olaylar, siinek veya gevrek ozellige sahip olan
malzemelerde farklilik gosterir. Metaller gibi siinek tozlar, yassi morfolojiye gegis
yapip artan deformasyon ile birbirlerine soguk kaynak olurken, mekanik 6giitme siiresi
attikca tozlar gevrekleserek kirilir. Belirli bir soguk kaynak-kirilma dongiisiinden
sonra Ogiitme sistemi kararli hale ulagir. Seramik esasli tozlarda ise bilya ve tozlarin
carpismalan ile siirekli kirilmalar gerceklesmektedir. Bu kirilmalar cesitli 6giitme
parametrelerine bagli olup, kirilma egilimi en diisiikk degere ulastiginda kararlilik
gosterir [118]. Bilyali 6giitme yonteminde iiretilen tozun son yapisina etki eden temel
parametreler; degirmen tipi, Ogiitlicii hazne, bilya/toz agirlik orani, 6giitme hizi,
oglitme siiresi, ortam sicaklig1 ve 6giitme atmosferidir. Baglangi¢ tozlarinin mekanik
olarak ogiitiilmesinde kullanilan 6giitme cihazlar1 ise; kapasitelerine, Oglitme
verimlerine ve ilave ekipmanlarina gore farklilik gostermektedir [120]. Mekanik
oglitmede, spex tipi c¢alkalayici, atritor ve gezegen bilyali degirmenler siklikla
kullanilmaktadir. Ogiitme, en ¢ok gezegen bilyali degirmenlerde yapilmaktadr.
Bilyali degirmenlerde kullanilan 6giitme hazneleri ve bilyalar genellikle, zirkonya
(Zr0Oy), silisyum nitriir (SizN4), krom ¢eligi ve tungsten karbiir (WC) malzemelerden
yapilmaktadir [120]. Mekanik 6giitme ile elde edilecek nihai iriiniin istenilen

ozelliklerde olmasi, tiim parametrelerin birlikte optimizasyonu ile saglanmaktadir.

2.2.4.3 Piiskiirtmeli kurutma yontemi

Piiskiirtmeli kurutma, endiistriyel yontemler arasinda en ¢ok kullanilan toz iiretim
yontemidir [121]. Bu yontem, akiskan haldeki beslemenin sicak kurutma ortamina

puskiirtiilmesiyle partikiil veya graniil halinde kuru toza doniistiiriilmesi islemini
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icermektedir. Bununla birlikte, tozlarin graniil seklinde tiretilmesinde en yaygin olarak
kullanilan yontemdir [122]. Graniilasyon; partikiillerin bir araya getirilerek kontrollii
aglomerasyonunun saglanmasidir. Tozlarin akigkanlik yetenegine, yiiksek paketlenme
yogunluguna ve gii¢lii preslenme 6zelligine sahip olmasi graniilasyonun avantajlaridir
[123]. Piskiirtmeli kurutma ile, homojen dagilimli ve kiiresel sekillerde ¢ok gesitli
graniiller iretilebilmektedir. Piiskiirtmeli kurutma ile graniil olusumu; akigskan
beslemenin fiziksel ve kimyasal oOzelliklerine, kurutucu tasarimina ve kurutma

parametrelerine baglidir [124].

Piiskiirtmeli kurutma isleminde kurutulacak ¢ozelti, bir atamizor kullanilarak kiigiik
damlaciklar halinde sicak kurutma odasina iistten piiskiirtiiliir. Kurutma gazi olarak
hava kullanilmasinin yani sira, ¢oziicii olarak genellike su 6zel durumlarda da alkol ve
bazi organik sivilar kullanilabilmektedir [125]. Ideal bir atomizasyon, istenilen boyutta
ve dar bir boyut dagiliminda damlaciklarin olusumu ile gergeklesir. Plskiirtiilen
damlaciklar sicak hava ile karsilasir. Baslangig c¢ozeltisi ve hava karigimi,
damlaciklarin kiiresel sekli bozulmadan kurutucu tabanina dogru iner. Bu asamadan
sonra, baslangi¢ ¢ozeltisi i¢erisindeki ¢oziicli buharlasir ve sicak gaz ile hava karigimi
kurutucuyu terk eder. Damlaciklar, nem igeriginde degisiklik olmadan kurutma
havasiyla dengeye ulasir ve kurutma sabit bir sekilde devam eder. Bu esnada
damlaciklarin ¢ap1 azalmakta, ancak yiizey sicakligi degismemektedir. Kuruma hizi,
damlaciklarin yiizeyi altindaki sicaklik arttikga diigmektedir. Kuruyan nihai iriin
siklonda toplanirken, buraya santrifiij kuvvetiyle giren sicak hava merkezkag
kuvvetinin etkisinde firlatilir. Kati parcaciklardan ayrilmis hava siklonu terk eder.
Ideal olarak, homojen bir paketleme olustugunda kritik noktaya ulagilir [121, 125,
126]. Piskiirtmeli kurutma karmasik bir yontem olmasina ragmen, siire¢ dért agamada
Ozetlenebilir. Bu asamalar; beslemenin atomizasyonu ve damlacik olusumu, besleme
ve hava temasi, beslemenin kurumasi ve kurutulmus tirtiniin havadan ayrilarak partikiil
olusumudur. Piskiirtmeli kurutma, seramik tozlarinin sentezi i¢in Onemli
yontemlerden biridir. Sol adi verilen koloidal pargaciklar belirli stokiyometrik
oranlarda karistirilarak baglangi¢ malzemesi olarak kullanilabilir. Seramik tozlar1 bir
baglayici, yaglayici veya kopiik onleyici c¢esitli katkilarla birlikte baslangic
malzemelerinden olusan beslemenin piiskiirtiilmesiyle iiretilmektedir. Bu yontemle,

baslangi¢c malzemelerinin uygun bir bigimde karigimi saglanarak homojen ve dar
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boyut dagilimli istenilen oOzelliklerde kiiresel pargaciklar kolaylikla elde
edilebilmektedir. Sekil 2.11°da piiskiirtmeli kurutma siireci gosterilmektedir.

Baslangip cozeltisi
l Atomizasyon
( '\.
Damlaciklar _JDKJ

+ +
®_ . i
® o ~._,J,
Kiigiik damlaciklar Biivyiik da:rllam.kla:
. Cozitet brharlagmasy !
. Coziinen maddenin .
difizvons
[ty . T << 1y
Elat partikiil ,—~1 Iskelet ) i
oluzumu o oluzumu
Furmus partildil - :
I s 2
O ® © €

II;:I. bos gozenekli partikiil Eati ve Eaneldil Eati ve gozens=kh

. gozenzlli |, {lavnama nol.
3 durmmus

S L Lzarm{'.ah STy
.

O%GD@

Tek kristalli Cok kristalli Igibos Kurumug Ezilmis
partikiil partikiil partiliil partikiil —partikdil
@ Ty - Coziied buharlagmasinin learalcteristilc zamam

T, Cozinen maddenin dif. karalteristilk zamam

Sekil 2.11 : Piiskiirtme yontemiyle hazirlanan tozun morfolojisi [127].
2.2.4.4 Hidrotermal yontem

Hidrotermal yontem, normal sartlarda ¢oziinemeyen malzemelerin yiiksek basing ve
sicaklik altinda ¢oziilerek yeniden kristallestirilmesi olarak tanimlanmaktadir [128].
Bu yontemde, baslangi¢ malzemeleri ve ¢6ziicii otoklav adi verilen kapali bir kaba
yerlestirilerek yiiksek bir sicakliga isitilir. Bu sicaklikta, baslangi¢ malzemeleri
¢Oziinme ve cokelme yoluyla reaksiyona girer ve doniisiir. Otoklav kabinin oda
sicakligina sogumasindan sonra, {iriin santrifiij yoluyla yikanir ve saf {iriin elde edilir.
Baglangi¢ malzemelerinin sitokiyometrik orani, hazirlanan ¢6zeltinin pH degeri,
sicaklik ve siire nihai iriin ozelliklerini etkileyen 6nemli parametrelerdir [129].
Hidrotermal reaksiyonlarda kristal cekirdeklesmesi ve biiylimesi, esas olarak

reaksiyon sicakliginin ve basmcinin bir fonksiyonudur. Hidrotermal iiretim
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yonteminde, ¢oziicii olarak genellikle su kullanilir. Ancak, suda yeterli ¢ozliniirliige
sahip olmayan bilesiklerin kristalizasyon islemini hizlandirmak i¢in mineralizer ad1
verilen bilesikler reaksiyon ortamina eklenebilmektedir. Bu mineralizerler; alkali
metallerin hidroksitleri ve kloriirleri ile zayif asitlerin alkali tuzlar1 olarak siralanabilir
[130]. Hidrotermal yontemde kullanilan otoklav kaplari ise, 250 °C sicakliga ve 1800
psi (~124 bar) basinca kadar dayanabilen i¢ kismi teflon dis kism1 ¢elik silindirden
imal edilmektedir [131]. Ayrica, i¢ kismin alt ve {ist tabaninda korozyon ve basing
dengeleme diskleri, otoklav kaplarinin diger pargalaridir. Hidrotermal yontem ile

partikiil tiretimi ¢aligsmalarinda, otoklav kaplariin doldurulma oran1 da 6nemlidir.

Hidrotermal yontem, dar bir boyut dagilimina sahip, kontrol edilebilen morfolojide ve
yiiksek saflikta pargacik {liretimine olanak saglayan en etkili yontemlerden biridir. Bu
yontemle, istenilen fiziksel ve kimyasal ozelliklerde ve yiiksek ¢oziinme giiclinde

karmagik malzemeler sentezlenebilmektedir.

2.2.4.5 Isil islem yontemi

Seramik tozlarinin iiretiminde en dnemli agsamalardan biri, 1s1] iglem uygulanmasidir.
Sinterleme olarak da bilinen 1si1l islem yontemi, 1s1l enerji uygulanarak metal veya
seramik tozlarindan yogunluk kontrollii malzemeler iiretmek i¢in kullanilan bir
tekniktir [132]. Bu yontemde, birbirine temas eden parcaciklar atomik difiizyon
yoluyla boyunlasarak baglanirlar. Sekil 2.12°de 1s1l islem uygulanmasi ile tozlarin

birbirine baglanmasi ve gézenek morfolojileri gosterilmistir [121].

Gézeneklerdeki degisim

ve biiziilme

MPAYN

Le

Sekil 2.12 : Isil islem esnasinda tozlarin birbirine kenetlenmesi ve gézenek miktari ile

gozenek morfolojisinin degisimi [121].
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Yiiksek sicakliklarda gerceklesen bu islem ile, atomlarin yayilmast ve ylizey
enerjilerinin azalmasiyla birlikte tozlar arast gozenekler yok edilir. Bununla birlikte,
atomlarin birim hacimde sahip oldugu yiizey enerjisi, tozlarin boyutu ile ters
orantilidir. Kiiglik boyutlardaki tozlar, yiliksek 6zgiil yiizey alanina sahiptir ve daha

hizl1 sinterlenir.

Bir toz sisteminin sinterlenebilirligini ve sinterleme ile mikroyapisinin degisimini
belirleyen pek ¢ok parametre vardir. Bu parametreler; baslangic malzemeleri ve 1s1l
islem kosullar ile ilgili olmak {izere ikiye ayrilabilir. Isil islem sicakligi, siiresi ve
atmosferi son iiriin iizerinde oldukc¢a 6nemli etkilere sahiptir [115]. Cizelge 2.4’te bu

degiskenler 6zetlenmistir.

Cizelge 2.4 : Sinterlenebilirligi ve mikroyapiy etkileyen degiskenler [132].

Baslangic malzemeleriyle ilgili Sinterleme kosullaryla ilgili
Toz: sekil, boyut, boyut dagilimi,  Sicaklik, siire, basing,
aglomerasyon atmosfer, 1sitma/sogutma hizi
Kimya: kompozisyon, safsizlik,

homojenlik

Temel olarak sinterleme; kat1 hal ve siv1 hal sinterlemesi olarak ikiye ayrilmaktadir.
Kati hal sinterlemesi, 1s1l iglem siiresince sivi bir fazin i¢ yapida olusmadigi ve
yogunlagsmanin kati halde meydana geldigi bir islem olup, yayilma ile malzeme
tasinimini icermektedir. Bu islem ig¢in itici gii¢, boyun bolgesi ile toz yiizeyi arasinda
olusan serbest enerji veya kimyasal potansiyel farktir. Basing ve enerji farkliligi
sonucu ylizeyin her iki tarafinda olusan kavisler ile yiizey alani azalir. Yiizey
alanindaki azalma ile diigen serbest yiizey enerjisi, yogunlagma ile sonuglanan serbest
enerji degisimini meydana getirmektedir. Tane boyutu ve kavis c¢api azaldik¢a, bu
etkiler kuvvetlenmektedir. Sivi hal sinterlemesi ise, uygulanan isil islem sicakliginda
fazlardan en az biri s1v1 halde oldugunda ger¢eklesmektedir. Bu islem i¢in, s1v1 bir faz
olusturmasi i¢in ilave edilen malzemenin ergime sicakligi, sinterlenecek malzemeden
diisiik olmali ve bu malzemenin yiizeyini 1slatabilmelidir. Ayrica, ilave edilen
malzeme kat1 tane ile reaksiyona girip c¢ozelti olusturabilmelidir. Sivi faz ile
sinterlemede, ¢ozeltiden ¢okelen yeni kat1 faz ile yogunlugun artmasi saglanmaktadir
[132, 133]. Kat1 hal ve s1v1 hal sinterlemelerine ek olarak, viskoz akis sinterlemesi ve

gecici s1vi1 faz sinterlemesi gibi yontemler de uygulanabilmektedir.
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2.2.4 Doku iskelesi iiretim yontemleri

Kemik doku miihendisligi uygulamalarinda en 6nemli basamaklardan biri, doku
iskelesi tasarimi ve iiretimidir. Yenilenmesi hedeflenen doku icin gerekli 6zellikleri
tastyan bir doku iskelesinin elde edilebildigi yontem, iiretim i¢in uygun yontemdir.
Doku iskelesi iiretim siireclerinde, belirli bir uygulama alan1 i¢in gerekli olan temel
ozelliklerin kontrolii hassas bir sekilde saglanmalidir. Kullanilacak doku iskelesi
malzemesine bagli olarak ¢esitli iiretim yOontemleri ve kosullar1 nihai performans
beklentileri gdz 6niine alinarak optimize edilmelidir. Uretim ydntemi, malzemelerin
kimyasal Ozelliklerini ve biyouyumlulugunu degistirmemelidir. Ayrica, uygun
morfoloji ve boyutta, tamamen birbirine bagli yogun gozeneklilige sahip ve tekrar
iiretilebilir 6zellikteki doku iskelelerinin iiretimine izin vermelidir [134]. Islenmesi ve
sekil verilmesi zor malzemeler olan metaller ve seramikler yiiksek sicakliklarda
islenerek, belirli geometrilerde doku iskelesi tiretilebilmektedir. Polimerler ise kolay
islenebilir malzemeler olup, hasarli dokunun yenilenmesi i¢in uygun bir ortam saglar.
Bu nedenle, istenilen 6zelliklerde seramik ve polimerlerden olusan doku iskelelerinin
tiretimine yonelik pek ¢cok yontem gelistirilmistir. Bu yontemler geleneksel yontemler
ve hizh prototipleme yontemleri olarak 2 grupta incelenebilir. Doku iskelesi
tiretiminde kullanilan geleneksel yontemler; dondurarak kurutma, elektroegirme, fiber
baglama, faz ayirim, ¢oziicii dokiim/parcacik uzaklastirma, membran laminasyonu ve
eriyik kaliplamadir [135]. Dondurarak kurutma yoéntemi, ¢6zeltinin bir kalip
igerisinde dondurulup ¢oziicliniin  vakumlu siiblimasyon yoluyla ¢ikartilmasi
prensibine dayanir. Cozeltinin viskozitesi ve donma sicakligina bagli olarak, doku
iskelelerinde farkli gozenek biyiikligii ve gozeneklilik elde edilebilir. Viskozite ve
donma sicakligi azaldik¢a, gézenek boyutu da azalir [136]. Dondurarak kurutma
yontemi ile doku iskelesi iiretiminde, yiiksek gozenekli yapi ve iskelenin yiiksek
baglantili gdzeneklere sahip olmasi gibi avantajlar elde edilirken, kapali gézenek
morfolojisi bu yontemin bir dezavantajidir. Geleneksel yontemlerle iiretilen doku
iskelelerinde istenilen iskele geometrisinin olusturulmasinin, gézenek boyutunun
kontrolii ve gozeneklilik dagilim1 agisindan yetersiz kaldigi tespit edilmistir [137]. Bu
nedenle ii¢ boyutlu doku iskelesi iretimi i¢in hizli prototipleme yontemleri
gelistirilmistir. Bu yontemler ti¢ boyutlu baskilama yontemi, segici lazer sinterleme ve

eriterek birikim modellemesidir.
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Cizelge 2.5’de yaygin olarak kullanilan g¢esitli iretim tekniklerinin avantaj ve

dezavantajlar1 6zetlenmistir [32].

Cizelge 2.5 : Doku iskelesi iiretim yontemleri [32].

Uretim Yontemi Avantajlan Dezavantajlari
Geleneksel Yontemler
Dondurarak Kurutma Yiiksek gozenekli yap1 Kiigiik gézenek cap1

Elektroegirme

Fiber Baglama

Faz Ayirim

Coziicii
Dokiim/Parc¢acik
Uzaklastirma

Membran
Laminasyonu

Yiiksek baglantili gozenek

Diisiik Maliyet

Ayarlanabilir sekil,biiyiikliik

ve mekanik 6zellik
Cok ¢esitli polimer
kullanabilme
Diizenlenmis nanofiber
liretimi

Kolay isleme

Yiiksek gozeneklilik
Yiiksek yiizey alani/hacim
orani

Biyoaktif ajanslarla
etkilesime uygun
Yiiksek gozenekli yap1
Ayarlanabilir sekil,
biiytikliik ve mekanik
ozellik

Farkli boyutlarda gézenek
¢ap1

Yiiksek gozeneklilik
Kristalinite ayarlanabilir

Makro yapinin kontrolii
Gozeneklilik ve gozenek
boyutunun bagimsiz
kontrolii

Organik ¢oziiclilerin
kullanilmast

Ug boyutlu yapilarin
iiretimde elverissiz

Amorf olmayan
polimerler i¢in yiiksek
isleme sicakligi

Diisiik mekanik dayanim
Coziicti uzaklastirma
problemi

Mikroyapinin
kontroliinde yetersiz
Diistik tiretim verimi
Farkl1 boyutlarda
gozenek elde etmek i¢in
elverissiz

Diisiik mekanik 6zellik
Membran kalinlig1 sinirl
Coziiciilerin yeterince
uzaklastirilamamasi

Diisiik mekanik 6zellik
Coziiciiniin
uzaklastirilamamasi
Uretim siiresinin
uzunlugu

Gozenekler arasi zay1f
baglanti
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Cizelge 2.5 (devam): Doku iskelesi iiretim yontemleri [32].

Uretim Yontemi

Avantajlar

Dezavantajlan

Geleneksel Yontemler

Eriyik Kaliplama Makro yapinin kontrolii Amorf olmayan
Gozeneklilik ve gozenek polimerler i¢in yiiksek
boyutunun bagimsiz isleme sicakligi
kontrolii

Hizh Prototipleme

Yontemleri

Uc boyutlu baskilama  Yiiksek gozeneklilik Toksik organik

yontemi Gozenek capi: 45-100 um ¢oziiciilerin kullanimi
Kolay isleme Zay1f mekanik dayanim

Eriterek birikim
modellemesi (FDM)

Lazerle Kaliplama
(SLS)

Yiiksek yiizey alani/hacim
orant

Gozenekler arasi yiiksek
baglant1

Farkl1 polimerleri
isleyebilme

Yiiksek gozeneklilik
Gozenek ¢ap1: 250-1000 pm
Yiiksek yiizey alani/hacim
orani

Gozenekler arasi yiiksek
baglant1

Coziicii kullanimi
gerektirmez

Gozeneklilik ve gozenek
boyutununun bagimsiz
kontrolii

Yiiksek gozeneklilik
Gozenek ¢ap1: 45-100 um
Yiiksek yiizey alani/hacim
orant

Gozenekler arasi yiiksek
baglanti

Coziicii kullanimi
gerektirmez

Farkli polimerler
isleyebilme

Gozeneklilik ve gozenek
boyutununun bagimsiz
kontrolii

Yiiksek isleme sicakligi
Sinirlt sayida polimer
icin uygun

Farkli yonlerde gbzenek
olusturma kisith

Farkli geometrilerde
iretim zorlugu

Yiiksek isleme sicakligi
Kiigiik gézenek cap1
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Geleneksel iiretim yontemlerinin smirlamalarinin {istesinden gelebilmek igin yeni
gelistirilen yontemlerden biri olan ii¢ boyutlu baskilama, doku iskelelerinin istenilen
ozelliklerde {iretilmesinin saglandig1 bir yontemdir [138]. Ug¢ boyutlu baskilama,
dijital {i¢ boyutlu model verilerinden karmasik geometrilere sahip ¢ok c¢esitli yapilar
hizl bir sekilde imal etmek i¢in kullanilan bir eklemeli imalat teknigidir. Bu yontem,
bilgisayar ile bir prototip tasarimi yapilip katilasma ozelligi olan herhangi bir
malzemenin enine kesitler halinde iist tiste yazdirilmasi prensibine dayanir. Birbiri
tizerinde olusan ardisik malzeme katmanlarinin yazdirilmasi ile ii¢ boyutlu yapinin

olusumu gerceklesir.

Biyobaskilama i¢in kullanilan ii¢ boyutlu yazicilar ilk kez Charles Hull tarafindan
mordétesi 1ginlarla sertlesebilen malzemelerin stereolitografi adi verilen bir yontemle
tabaka tabaka basilmasi ile tanimlanmistir. Giiniimiizde, biyomalzemelerin
baskilanmasi damlacik, ekstriider ve sterolitografi tabanli olmak lizere ili¢ temel

biyoyazici gesidi ile gerceklestirilmektedir.

Biyobaskilama i¢in hazirlanacak olan biyo¢dzeltilerin sahip olmasi gereken ozellikler;
baskilanabilirlik, biyouyumluluk, biyobozunurluk ve mekanik &zelliklerdir.
Biyobaskilanabilirlik, biyo¢dzeltinin isleme ve depolama i¢in uygun viskoziteye sahip
olmasidir. Ekstriider tabanli pistonlu biyoyazicilarda, ¢alisilabilecek viskozite aralig
ise 30 mPa ve tizeri olup [139], hazirlanan biyogdzelti igerisine viskozite arttirict katki
maddeleri ilave edilerek bu degere ulagilabilir. Bununla birlikte, aljinat, kolajen ve
kitosan gibi cesitli biyopolimerler pistonlu yazicilarda kullanilabilmektedir. Ug
boyutlu biyoyazicilar ile baskilanan son iirliniin basarisi; biyoyazicinin verimliligine,
biyogdzeltinin fizikokimyasal, mekanik ve biyolojik 6zelliklerine baglidir [140]. Sekil
2.11°de ii¢ boyutlu biyoyazici gesitleri sematik olarak gosterilmistir.

‘ 3B-Biyoyazicilar ‘

Damlacik tabanh Ekstriider tabanh Sterolitografi
(ink-jet) tabanh
x 4
* %

Termal Piezoelektrik Vida Piston Lazer su Maske-
taramasi pro_]eksmm
Fotosensitif
V8 ] ager "ra'm"u Frojelsiyon malzeme
ayna
Yazier
Tattier Piezoelekirik Konektér — ribon-
Bu}m__" cahgtiner A,l l Piston Vida Piston -
kabarcig Biyogazelti . B1\ocnzah:| A ecrb]zw:]
™ e Bno;ozeltl
filamen _ edl].mls ﬁla.men “Tgme
= ‘ S Natris
‘ ~—M\fatriz

Sekil 2.13 : Ug boyutlu biyoyazici gesitlerinin sematik gdsterimi [139, 140].
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Ug boyutlu bask1 yéntemi sanat, tip, miihendislik gibi cok ¢esitli alanlarda kullanilmis
olup, son yillarda biyolojik bilimler ve malzeme biliminin bir araya gelmesiyle
disiplinler aras1 bir alan olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kemik doku uygulamalarinda,
kisiye o0zel iiretilebilen ve kusurlu bolgeyi istenilen geometrilerde hizli bir sekilde
doldurabilen doku iskelelerin iiretilebilmesi bu yéntemin bir avantajidir. Ug¢ boyutlu
baskilama ile doku iskelesi iiretimi, yiiksek gozeneklilik, 45-100 um gozenek ¢api,
kolay isleme, yiiksek ylizey alani/hacim orani, gézenekler arasi yiiksek baglant1 gibi
iistlin 6zelliklere sahiptir. Bu yontem, biyomalzemelerin karmasik doku ve organlarin
yapisina benzer bir sekilde katman katman tiretilmesini miimkiin kilmistir [138]. Bu
yontemin kullanimi, tasarim asamasindan iiretim asamasina hizli, dogru ve giivenilir

malzemelerin liretimine olanak saglamaktadir [141].

Doku iskelesi iiretim yontemlerine bir alternatif olarak, biyobaskilama ile dondurarak
kurutma yontemlerinin bir araya getirilmesiyle kemik doku uygulamalarinda
kullanima uygun igsel baglantili ve agik gdzenekli yapinin elde edilebildigi doku

iskeleleri tiretilmistir.

2.4 Yapay Viicut Sivis1 i¢inde Apatit Olusumu

Yapay viicut sivist (SBF), insan viicut sivisina benzer bir organik tuz bilesimi ile uygun
pH ve sicaklikta elde edilen yar1 kararli sentetik viicut sivisidir. SBF ¢ozeltileri,
metalik, seramik ve polimerik malzemeler iizerinde apatit kalsiyum fosfat tabakasi
olusturmaktadir [142]. SBF igerisine daldirilan malzemeler {lizerinde belirli sartlar
altinda olusan kalsiyum fosfat tabakalari, ¢esitli biyomalzemelerin biyoaktivitesinin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir [143]. Bu malzemelerin in vivo
kemik biyoaktivitesi, yiizeyde olusan kalsiyum fosfat tabakasinin incelenmesiyle
tahmin edilebilmektedir [94]. Kalsiyum fosfat olusumlari, viicuttaki biyolojik

minerallesme ile benzerlik gostermektedir.

SBF ilk olarak Ringer, Earle (EBSS, Earle’s balanced salt solution) ve Hanks (HBSS)
tarafindan insan kan plazmasinin basarili bir sekilde taklit edilmesiyle tuz dengeli
¢ozelti olarak hazirlanmistir [144]. Bu SBF ¢bzeltileri, nispeten diisiik Ca*? (2,5 mM)
ve HPO4? (1,0 mM) iyon konsantrasyonlarma sahiptir. Kokubo ve calisma ekibi ise
yaptiklar1 ¢alismalarda, organik igerikten bagimsiz ve insan kan plazmasiyla esit iyon
konsantrasyonuna sahip olan SBF igerisindeki kalsiyum fosfat olusumlarini

gostermislerdir [12, 143, 145]. Hazirlanan SBF ¢ozeltilerinin pH degeri, 7,4 olarak
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fizyolojik pH degerinde Tris (Hidroksimetil) Aminometan (TRIS) ve 4-(2-
hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit (HEPES) gibi organik tamponlar
kullanilarak hazirlanmistir. Ancak, bu tamponlarin insan kan plazmasinda

bulunmadig1 ve gesitli dezavantajlar1 oldugu iyi bilinmektedir [146].

Kalsiyum fosfat tabakasi, SBF icerisindeki osteoindiiktif malzemeler iizerinde
cokelmektedir. Bunun nedeni; SBF’nin asir1 doygun bir ¢dzelti olmas1 ve oncelikle
kemik benzeri malzemeler iizerinde ¢Okelebilmesidir. Bununla birlikte, SBF’nin
doygunluk seviyesi nedeniyle ¢cokelme hizi yavas olmaktadir ve minerallesmeyi
hizlandirmak i¢in iyon konsantrasyonu arttirilmis ¢esitli SBF ¢ozeltileri gelistirilmistir
[147]. Cizelge 2.6’da hazirlanan SBF ¢ozeltilerinin iyon derisimleri, insan kan

plazmasi ile karsilastirmalr olarak verilmistir.

Cizelge 2.6 : Insan plazmasimin ve sentetik ¢dzeltilerin iyon derisimleri, mM [144].

Kan Ringer’s EBSS HBSS Kokubo Tas- Bigi  Kokubo

plazmasi c-SBF SBF SBF r-SBF
Na* 142,0 130 1435 1421 1420 1420 1415 1420
K* 5,0 4,0 5,37 5,33 5,0 50 50 5,0
Ca* 25 14 18 1,26 25 25 25 25
Mg? 15 - 08 09 15 15 15 15
cr 103,0 109,0 1235 1468 1478 1250 1245 1030
HCOs 27,0 - 26,2 4,2 4,2 270 270 270
HPOs2 1,0 - 1,0 0,78 1,0 10 10 1,0
SOs2 05 - 08 0,41 05 05 05 05
CalP 25 - 18 1,62 25 25 25 2,5
Tampon - - - - TRIS TRIS HEPES HEPES
pH 74 65 7276 6769 74 74 14 7,4

Tas ve galisma ekibi, iyon konsantrasyonu 10 katina arttirilmig 10xSBF’yi basariyla
hazirlamiglardir [146]. Hazirlanan SBF igerisindeki TisA4V alasiminin yiizeyinin 2-6

saat arasinda kalsiyum fosfat tabakasi ile kaplandig1 gézlemlenmistir.

Literatiir  incelendiginde, {retilen biyomalzemelerin  biyouyumluluk  ve
biyoaktiviteleri, hazirlanan ¢esitli SBF ¢ozeltileri igerisine daldirma yontemiyle tespit
edilmistir. Bu ¢alismalarda, gesitli biyomalzemelerin SBF yiizeyinde kemik benzeri
apatit olusturmalar1 degerlendirilerek kemik doku uygulamalarinda kullanilabilme

potansiyelleri ortaya konulmustur.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez calismasi kapsaminda, ilk asama olarak calismada kullanilacak toz
numunelerin farkli yontemler ile sentezi ve sentezlenen bu tozlarin karakterizasyonlari
gergeklestirilmistir. Yiiksek saflikta akermanit tozlarinin elde edilebilmesi i¢in ¢esitli
yontemler ve farkli sicakliklar denenmis olup, bu tozlar en uygun proses olarak
piiskiirtmeli kurutma ve ardindan 1s1l islem ikili proses yontemi ile iiretilmistir. Daha
sonra, akermanit tozlarina katkilanan TiO2 nanopartikiilleri hidrotermal ve ardindan
1s1l iglem yontemleri ile sentezlenmistir. Calismanin iKinci asamasinda, sentezlenen
tozlarm belirli oranlarda Kitosana katilmasi ile kompozit malzemeler olusturulmus ve
lic boyutlu biyoyazici kullanilarak akermanit katkili kitosan ve TiO»/akermanit katkili
Kitosan doku iskeleleri hazirlanmistir. Calismanin son asamasinda ise, sentezlenen
tozlarin ve tretilen doku iskelelerinin karakterizasyonlar1 yapilmis ve bu iskelelerin
SBF igerisinde in  vitro  biyoaktivite ¢aligmalart  gerceklestirilmistir.
Karakterizasyonlari1 tamamlanan doku iskelelerinin kemik doku olusturma
potansiyellerinin belirlenmesine yonelik sonuclar degerlendirilmistir. Bu boliimde

yukarida belirtilen tiim deneysel ¢aligmalar hakkinda ayrintili bilgiler verilmistir.

3.1 Kullanilan Malzemeler

Kitosan doku iskelesi tiretiminde kullanilan % >75 deasetilasyon derecesine sahip
kitosan Sigma-Aldrich™ (Almanya), kitosanin ¢oziiciisii olan asetik asit ise
Honeywell (Amerika) firmasindan satin alinmistir. Akermanit tozlarinin iiretiminde,
tetraetilortosilikat ~ (SiCgH2004;  TEOS), magnezyum nitrat  hekzahidrat
(Mg(NO3)2.6H20; Mg-nitrat) ve kalsiyum nitrat tetrahidrat (Ca(NOz3)..4H20; Ca-
nitrat) Alfa Aesar™ firmasindan ve magnezyum oksit (MgO), silisyum dioksit (SiO5)
ve Kkalsiyum oksit (CaO) Merck™ (Almanya) firmasindan alman baslangig
malzemeleri ile kullanilmistir. Deneylerde kullanilan nitrik asit (HNO3) Merk™
firmasindan temin edilmistir. TiO, nanopartikiilleri ise, Alfa Aesar'™ firmasindan

titanyum (1V) izopropoksit (TTIP, C12H2s04Ti) ve Merk™ firmasindan iire (CHsN20)

satin alinarak sentezlenmistir. Doku iskelelerinin tiretimi i¢in hazirlanan kompozitlerin
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viskozitesini arttirmak amaciyla teknik kalite karboksimetil seliiloz (CMC)

kullanilmistir.

Uretilen TiO2/Akermanit katkili kitosan doku iskelelerinin biyoaktivitelerinin
degerlendirilmesi i¢in hazirlanan SBF i¢in sodyum kloriir (NaCl), potasyum kloriir
(KCl), kalsiyum kloriir dihidrat (CaClz.2H20), magnezyum kloriir hekzahidrat
(MgCl,.6H20) ve sodyum dihidrojen fosfat monohidrat (NaH:PO4.H,0) Merck™
(Almanya) firmasindan ve sodyum bikarbonat (NaHCOs) Sigma-Aldrich™
(Almanya) firmasindan temin edilmistir. Kompozit doku iskelelerinin su igeriginin
belirlenmesinde kullanilan fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) ise, Giindiiz™ Kimya

(Tirkiye) firmasindan temin edilmistir.

3.2 Akermanit Toz Sentezi

Bu c¢alismada kullanilan akermanit tozlari, {i¢ farkli ikili proses kullanilarak

sentezlenmistir. Bu ikili prosesler;
1. sol jel - 1s1l islem,
2. mekanik 6giitme - 151l islem,
3. piiskiirtmeli kurutma - 1s1l islem yontemleridir.

3.2.1 Sol-jel-1s1l islem yontemleri

Akermanit tozlari, ilk olarak TEOS, Mg-nitrat ve Ca-nitrat baslangi¢ tozlari
kullanilarak sol-jel ve ardindan 1sil islem yontemleri ile sentezlenmistir. Sol-jel
isleminde Oncelikle TEOS, saf su ve HNOs malzemeleri 1:8:0,16 stokiyometrik
oraninda karistirilarak 30 dk. boyunca hidrolize edilmistir. Daha sonra TEOS/Mg-
nitrat/Ca-nitrat 2:1:2 sitokiyometrik oraninda olacak sekilde Mg-nitrat ve Ca-nitrat
tozlar1 tartilmis ve karisima eklenmistir. Tiim baslangi¢ malzemeleri 5 saat boyunca
oda sicakliginda manyetik karistiricida (Stuart™ UC152D) karistirilmistir. Hazirlanan
¢ozelti, bir etiivde (Ecocell™) 60 °C’de 24 saat boyunca kurutulduktan sonra, 120
°C’de 48 saat bekletilmis ve kuru jel elde edilmistir. Elde edilen jel, agat havanda

ogiitiiliip 250 mesh elekten gegirilerek 1s1l islem deneyine hazir hale getirilmistir.

Sol-jel igleminin ardindan, kuru jel laboratuvar firininda hava atmosferinde 1300

°C’de 3 saat boyunca 1s1l igleme tabi tutulmustur. Isil islem deneylerinde kullanilan
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Protherm™ PLF 160/7 kamara tipi laboratuvar firm1 Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Deneylerde segilen 1sitma/sogutma hizt 5 °C/dk’dir.

&
W

§

Sekil 3.1 : Protherm™ PLF 160/7 kamara tipi laboratuvar firimi.

Akermanit tozlarinin sol-jel ve ardindan 1sil islem ydntemleriyle iiretimi ve

karakterizasyonu galismasinin akis semasi Sekil 3.2’de verilmistir.

[ TEOS H HNO3 H Saf su }
4

oo [ O
> [ Karistirma } -

[ Kurutma }
[ Isil islem }

4

[ Karakterizasyon ]

Sekil 3.2 : Akermanit tozlarinin sol-jel ve ardindan 1s1l islem yontemleriyle sentezi
ve karakterizasyonu ¢alismasinin akis semast.
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3.2.2 Mekanik 6giitme-1s1l islem yontemleri

Akermanit tozlari, ikinci olarak bilyali degirmen ve ardindan 1s1l iglem yontemleri ile
iiretilmistir. Ogiitme deneyleri, Sekil 3.3’de gosterilen bir gezegen tipi bilyal
degirmende (Fritsch Pulverisette™ 6) gergeklestirilmistir. Kullanilan bilyalar,
zirkonyum dioksit (ZrO2) malzemeden imal edilmis ve bilya ¢apt 10 mm olarak
secilmistir. Degirmen kabina, CaO, MgO ve SiO2 baslangic tozlar1 2:1:2 stokiyometrik
oraninda tartilarak yiiklenmistir. Baglangi¢ tozlari, iizerine saf su ve bilyalar ilave
edilmesiyle mekanik 6giitme islemine hazir hale getirilmistir. Deneylerde bilya/toz
orani 10:1, 6gilitme devri 500 rpm ve 6giitme siiresi 4 saat olarak se¢ilmistir. Cizelge

3.1’de kullanilan baslangi¢c malzemelerinin kimyasal kompozisyonlar1 verilmistir.

Cizelge 3.1 : Baslangi¢c malzemelerinin kimyasal kompozisyonu.

Ca0 MgO SiO> Saf su Bilya
8 gr 4 gr 8 gr 80 ml 200 gr

Sulu 6giitme sonrasi, etiivde 100 °C’de 24 saat boyunca kurutularak ogiitiilen tozlar

elde edilmistir. Daha sonra, tiim 0giitiilmiis tozlara kamara tipi laboratuvar firininda
hava atmosferinde 1300 °C’de 3 saat boyunca 1sil islem uygulanmistir. Deneylerde

secilen 1sitma/sogutma hiz1 5°C/dk’dur.

-

Sekil 3.3 : Gezegen tipi bilyali degirmen.

Sulu 6gilitme sonrast, etiivde 100 °C’de 24 saat boyunca kurutularak 6giitiillen tozlar
elde edilmistir. Daha sonra, tiim 6giitiilmis tozlara kamara tipi laboratuvar firiinda

hava atmosferinde 1300 °C’de 3 saat boyunca 1s1l islem uygulanmistir. Deneylerde
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secilen 1sitma/sogutma hizi 5°C/dk’dir. Sekil 3.4’de akermanit tozlarinin mekanik
oglitme ve ardindan 1s1l islem yontemleriyle sentezi ve karakterizasyonu ¢alismasinin

akis semasi gosterilmektedir.

[ CaO ]—[ MgO ]—[ Si02 ]
J
o [Coameommn ] <
{

[ Kurutma ]

4

[ Isil islem ]

4

[ Karakterizasyon ]

Sekil 3.4 : Mekanik 6giitme yontemi ile akermanit sentezinin akis semas.
3.2.3 Piiskiirtmeli kurutma-isil islem yontemleri

Akermanit tozlari, son olarak CaO, MgO ve SiO; baslangi¢ tozlar1 kullanilarak
piiskiirtmeli kurutma ve ardindan 1s1l igslem ydntemleri ile sentezlenmistir. Oncelikle
CaO, MgO ve SiO2 baslangic tozlari, sirasiyla 2:1:2 stokiyometrik oraninda
tartilmigtir. Piiskiirtmeli kurutma yontemi i¢in 6nemli parametrelerden biri homojen
bir slispansiyonun hazirlanmasi olup yapilan 6n ¢aligsmalar neticesinde siispansiyonun
toplam kat1 agirligr % ag. 40 olarak belirlenmistir. Piiskiirtmeli kurutma deneyleri,
Sekil 3.5°de gosterilen laboratuvar tipi bir piiskiirtmeli kurutucuda (Biichi™ mini
piiskiirtmeli kurutucu B-290) gergeklestirilmistir. Piiskiirtmeli kurutma kosullari, ilgili
sistemde yapilan 6n ¢alismalar ile optimize edilerek sirasiyla girig sicakligi, aspirator
kapasitesi, pompalama hiz1 ve piiskiirtme akis hiz1 180-200 °C, % 100, % 15-20 ve 4-

5 bar araliklarinda segilmistir.

Piiskiirtmeli kurutma isleminin ardindan, tiim tozlara kamara tipi laboratuvar firininda
hava atmosferinde sirasiyla 1200, 1250, 1300 ve 1325 °C’de 3 saat boyunca 1s1l islem
uygulanmistir. Deneylerde segilen 1sitma ve sogutma hizi1 5°C/dk’dir. Sekil 3.6’da
akermanit tozlarinin piiskiirtmeli kurutma ve ardindan 1s1l iglem yontemleriyle iiretimi

ve karakterizasyonu ¢alismasinin akis semasi gosterilmektedir.
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Sekil 3.5 : Biichi™ piiskiirtmeli kurutucu B-290.

[ Ca0 H MgO ]—[ Si02 ]
4

= [ Karistirma J

[ Piiskiirtmeli Kurutma }

J

[ Isil islem }

4

[ Karakterizasyon }

Sekil 3.6 : Piiskiirtmeli kurutma yontemi ile akermanit sentezinin akis semasi.

3.3 Hidrotermal Yontemle TiO2 Nanopartikiil Sentezi

Bu calismada sentezlenen akermanit tozlarina katki olarak ilave edilen TiO2
nanopartikiilleri, hidrotermal yontem ile sentezlenmistir. Bu amagla, TiO2 kaynagi
olarak TTIP ve katalizor olarak {iire baslangic malzemeleri olarak segilmistir.
Oncelikle, 200 ml saf su ve 5 g iire manyetik karistiricida berrak bir ¢ozelti elde edilene
kadar karistirilmis ve elde edilen ¢ozelti A ¢ozeltisi olarak adlandirilmigtir. Daha sonra
50 ml TTIP, damlalikla yavas yavas A ¢ozeltisine damlatilarak yeni bir ¢ozelti elde

edilmistir. Bu ¢ozelti ise, B ¢ozeltisi olarak adlandirilmis ve 30 dk. boyunca
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karistirllmistir. B ¢ozeltisi, yavas yavas A ¢ozeltisine damlatilarak 1 saat boyunca tam
olarak karismasi beklenmistir. Elde edilen ¢ozelti, otoklav kaplarina konularak
kurutma firininda 100 °C’de 24 saat boyunca hidrotermal isleme tabi tutulmustur.
Sekil 3.7°de gosterilen deneylerde kullanilan otoklav kaplari, teflon malzemeden imal
edilmis ve 200 ml.’lik olarak secilmistir. Etiivden alinan otoklav kaplari, oda
sicakliginda bir siire sogumaya birakilmistir. Soguyan kaplar icerisinde, bir kismi1 dibe
¢oken kat1 yapmin siispansiyon halden ayristirilmasi igin santrifiij cihazi (Hettich™
Universal 320/320R) kullanilmistir. Reaktérde meydana gelen homojen ¢okelti
oncelikle birka¢c kez aseton ile yikanmis ve sonra saf su ile yikama islemi
gerceklestirilmistir. Saf su ile yikanmasi ile, atik haldeki anyonik safsizliklarin yas
haldeki toz ylizeyinden uzaklastirilmasi ve partikiil boyut farkliligin1 engellenmesi

saglanmistir.

Sekil 3.7 : Hidrotermal yontemde kullanilan otoklav kaplari.

[ Saf su ]—[ Ure ]
{

i
[ Karigtirma ] i [ A ¢ozeltisi ]
{4
( B cozeltisi Ja | Karigtirma )
I
| Hidrotermal Islem |
I
( Santrifij )
I
( Tsal islem )
G

[ Karakterizasyon ]

Sekil 3.8 : Hidrotermal yontem ile TiO2 nanopartikiillerinin sentezlenmesinin akis
semast.
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Hidrotermal ¢oktiirme ile hazirlanan toz 90 °C’de etiivde 12 saat siire ile
kurutulmustur. Bu islemlerden sonra elde edilen tozlara, kamara tipi laboratuvar
firminda hava atmosferinde 300, 500 ve 800 °C sicakliklarda 4 saat boyunca
kalsinasyon islemi uygulanmistir. Kalsinasyon islemi i¢in 1sitma ve sogutma hizi 5

°C/dk. olarak belirlenmistir.

3.4 Akermanit ve TiO2/Akermanit Katkili Doku iskelelerinin Uretimi

Bu calismada sentezlenen tozlar kitosana katilarak dokuz farkli doku iskelesi, ii¢
boyutlu baskilama ve ardindan dondurarak kurutma yontemleri ile {iretilmistir. Bunlar;
sirastyla agirlikea %25, %50, %60, %75, %80 akermanit katkili kitosan ve agirlikga
%1, %3, %5, %7 TiO2 ve % ag. 80 akermanit katkili kitosan olup, asagida tiretimleri

hakkinda ayrintili bilgi verilmistir.

Oncelikle %2’lik (agirlik/hacim) kitosan ¢dzeltisi, 0,2 M asetik asit iceren saf su ile
manyetik karistiricida yaklagik bir giin boyunca oda sicakliginda karistirilarak
hazirlanmistir. Elde edilen ¢ozelti, farkli miktarlardaki akermanit tozlar1 ve TiO2
partikiilleri ile katkilandirilarak dokuz farkli katkili kompozit ¢ozelti elde edilmistir.

Cizelge 3.2°de hazirlanan kompozitler ve bu kompozitlere verilen kodlar

goriilmektedir.
Cizelge 3.2 : Hazirlanan kompozitler ve kodlari.
Kompozitler Kodlar
% ag. 20 akermanit katkili kitosan K-20A
% ag. 50 akermanit katkili kitosan K-50A
% ag. 60 akermanit katkil1 kitosan K-60A
% ag. 75 akermanit katkili kitosan K-75A
% ag. 80 akermanit katkili kitosan K-80A

% ag. 1 TiO2ve % ag. 80 akermanit katkil1 kitosan K-1T-80A
% ag. 3 TiO2 ve % ag. 80 akermanit katkil1 kitosan K-3T-80A
% ag. 5 TiO2ve % ag. 80 akermanit katkili kitosan K-5T-80A
% ag. 7 TiO2 ve % ag. 80 akermanit katkil1 kitosan K-7T-80A

Kompozit ¢ozeltilerin her biri, kitosan miktar1 sabit tutularak ve katkilar ayr1 ayri suda
¢Oziiliip yavasca kitosan ¢ozeltisine eklenerek 10’ar ml olarak hazirlanmistir. % ag. 80
akermanit tozlarma % ag. 1, % ag. 3, % ag. 5 ve % ag. 7 TiOz katkilar1 ilave edilerek

hazirlanan kompozitler kimyasal kompozisyonlar1 Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Cizelge 3.3 : Hazirlanan kompozitlerin kimyasal kompozisyonlari.

Kompozitlerin kodlari Kitosan Akermanit TiO2 miktar:
miktari (gr) miktar: (gr) (gr)
K-20A 0,1 0,03 -
K-50A 0,1 0,1 -
K-60A 0,1 0,15 -
K-75A 0,1 0,3 -
K-80A 0,1 0,4 -
K-1Ti-80A 0,1 0,4 0,006
K-3Ti-80A 0,1 0,4 0,018
K-5Ti-80A 0,1 0,4 0,03
K-7Ti-80A 0,1 0,4 0,042

TiO2 ve akermanit iceren kompozit doku iskelelerinin hazirlanmasi igin ise, her bir
kompozit ¢ozeltisine bir miktar CMC viskozite artirict ajan olarak eklenmistir.
Boylece kitosan kompozitler, ii¢ boyutlu baskilama yontemi ile doku iskelesi
tiretimine hazir hale getirilmistir. Bu asamadan sonra, doku iskelelerinin iiretiminde
kullanilan ve Sekil 3.9°da gosterilen pnomatik 6zellikli biyoyazicinin (Cellink™ BIO-
X) ¢esitli parametrelerinin optimizasyon c¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Her bir
kompozit i¢in baskilama hiz1 15 (mm/sn), gézenek yogunlugu, boyut 30 X 30 X 3 mm

olarak sec¢ilmistir.

X

/, «w—.."—v’ e —
i3 |
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Sekil 3.9 : Cellink marka B1O-X model pnématik 6zellikli biyoyazici.

Doku iskelesi iiretimi i¢in hazirlanmis olan biyogdzeltiler, belirlenen parametrelerde
baskilanarak hedeflenen acgik goézenekli iskele iiretimi “’ii¢ boyutlu baskilama
yontemi’’ ile gerceklestirilmistir. Uretilen iskeleler, -20 °C’de dondurulmus ve bir
liyofilizator kullanilarak -56 °C’de 48 saat boyunca ‘’dondurarak kurutma’’ islemine
tabi tutulmustur. Bu islem igin Bursa Teknik Universitesi (BTU) Gida Miihendisligi
Laboratuvarlarinda Toros marka TRS 2/2V model liyofilizator cihazi kullanilmastr.
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Boylece ii¢ boyutlu baskilama yontemi ile elde edilen acik gozenekli yapi, iskeleler
icerisindeki buz kristallerinin dondurarak kurutma ydntemi ile liyofilize edilmesiyle

i¢gsel baglantili hale getirilmistir.

3.5 Karakterizasyon Calismalari

3.5.1 Partikiil boyut analizleri

Tez calismasi kapsaminda kullanilan oksit esasli baglangi¢ tozlarin ve sentezlenen tiim
tozlarin partikiil boyut o6l¢iimleri, BTU Merkezi Arastirma Laboratuvari’ndaki
(MERLAB) Malvern™ Mastersizer 3000 cihaziyla gergeklestirilmistir. Partikiil boyut
Olctimlerinde dagitici ortam olarak saf su kullanilmistir. Baglangic tozlarina ait partikiil
partikiil boyut dagilim grafikleri Sekil 3.10°da, partikiil boyut 6l¢iim sonuglari ise
Cizelge 3.4’de verilmistir.
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Sekil 3.10 : Baslangic tozlarina ait partikiil boyut dagilim grafikleri.
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Cizelge 3.4 : Baglangi¢ tozlarina ait partikiil boyut 6l¢iim sonuglari.

CaO MgO SiO2
D1o 3,19 um 0,97 um 0,61 um
Dso 31,7um 1,64 um 1,70 pm
Dgo 62,0 um 2,80 um 4,94 um
Dort 31,9 um 1,78 um 2,28 um

Partikiil boyut dagilimi1 sonuglarina gore; CaO, MgO ve SiO2 tozlarinin ortalama

partikiil boyutlar1 sirasiyla 31,9, 1,78 ve 2,28 um, D50 degerleri ise 31,7, 1,64 ve 1,70

um olarak tespit edilmistir.

3.5.2 Faz analizleri

Sentezlenen tiim tozlarin ve iiretilen iskelelerin faz analizleri, BTU Merkezi Arastirma
Laboratuvari’ndaki (MERLAB) Bruker™ Discovery D8 Advantage X-isinlari
difraktometre (XRD) cihaziyla gergeklestirilmistir.

—MgO

CaQ

_JJL_MMW_LAJ

25 30 35 40 45 A0 55 60 65 70 75 80 30 40 50 60 70 80
20 (derece) 20 (derece)

(a) (b)

—Si0,

Siddet, cps
Siddet, cps

Siddet, cps

LL P N S

10 20 30 40 50 60 70 80
20 (derece)

(©)
Sekil 3.11 : Akermanit sentezinde oksit esasli kullanilan baslangi¢ tozlarin XRD
analizleri: (a) CaO, (b) MgO ve (c) SiO..
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Numuneler i¢in 6l¢tim aralig1 20-80° (20) arasinda olup adim araligi1 5° artacak sekilde
ayarlanmistir. XRD analizinde 40 kV potansiyel fark ve 40 mA akim uygulanmis ve
Olgtimler monokromatik CuK, radyasyonu (A = 0,1540 nm) kullanilarak
gerceklestirilmistir.  Mevcut fazlar uluslararas1  difraksiyon verileri® (The

International Centre for Diffraction Data®; ICDD) ile karsilagtirilarak yapilmistir.

3.5.3 Mikroyapi analizleri

Sentezlenen tiim tozlarin ve fiiretilen iskelelerin mikroyapilarinin belirlenmesi
amaciyla stereo mikroskop ve taramali elektron mikroskobu (SEM) cihazlartyla farkli
biiyiitmelerde gériintiiler alinmustir. Bu gériintiiler, BTU MERLAB’daki Carl Zeiss™
Discovery V12 stereo mikroskop ve Carl Zeiss™ Gemini 300 SEM cihazi kullanilarak
incelenmistir. Ayrica SEM cihazima bagli olan Bruker™ EDS dedektorii ile elemental
analizler gerceklestirilmistir. Numuneler SEM goriintiilleme oncesi ~12 nm civarinda

altin-paladyum tabakasi ile kaplanarak iletkenlik kazanmasi saglanmuistir.

3.5.4 Termal analizleri

Tez calismasinda kullanilan kitosanin termal davranisi, TA™ SDT650 termal
gravimetrik/diferansiyel termal analiz (TGA/DTA) cihazi ile incelenmistir. TGA
calismast; 25-600°C sicaklik araliginda, 10°C/dk 1sitma hizi ile azot ortaminda
yuriitiilmustiir.

3.5.5 Sisme calismalari

Uretilen akermanit ve TiO2/akermanit katkili kitosan doku iskelelerinin su tutma
ozelliklerini belirlemek amaciyla sisme deneyleri yapilmistir. Doku iskelelerinin kuru
agirliklart (Wo) belirlenmis ve ardindan 37 °C sabit sicaklikta 25 ml fosfat tampon
¢ozeltisine (PBS, pH 7,4) konulmustur. Belirli zaman araliklarinda (30, 60 ve 120
dakika) ortamdan uzaklastirilan doku iskelelerinin yiizey nemi alinmig ve hassas
terazide (Shimadzu™ - AUX321;+0,0001 g duyarlilik) agirliklar: belirlenmistir (Ws).
Doku iskelelerinin sisme deneylerinde gravimetrik analiz kullanilmis olup, sisme
oranlart kuru agirlik temel alinarak Esitlik (3.1)’e gore hesaplanmistir. Calismalar 3

paralel 6rnek ile yiirtitiilmiistiir.

Sisme orani = (Ws-Wo) / Wo (3.1)
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Bu esitlikte Wo, doku iskelesinin kuru agirligini, Wt ise doku iskelesinin t zamanindaki
sismis agirhigimi ifade etmektedir. Hesaplanan sisme oranlar1 + standart sapma

degerleriyle verilmistir.

3.5.6 Yogunluk ve gozeneklilik ol¢iimleri

Uretilen doku iskelelerinin yogunluk &lgiimleri sivi yer degistirme yani Arsimet
yontemine gore yapilmistir. Bu yontemde, yer degistirici olarak kullanilan saf su
igerisinde kuru agirliklar1 Olgiilen doku iskeleleri bir siire bekletilmistir. Bu siire
zarfinda sahip oldugu hacim kadar saf su yer degistirmistir. Uretilen doku iskelelerinin
yogunluk ve gozenekliligi asagida verilen esitlikler (Esitlik 3.2, 3.3 ve 3.4)

kullanilarak hesaplanmaistir.

% Porozite = [1 — (6zgiil yogunluk / ger¢ek yogunluk)] x 100 (3.2)
Ozgiil yogunluk =W / (V2 — V3) (3.3)
W: doku iskelesinin agirlig:

V2: saf su ve saf su igerisinde bekletilmis doku iskelesinin toplam hacmi

V3: doku iskelesini sividan ¢ikarildiktan sonra kalan saf suyun hacmi

Gergek yogunluk = W / Vo (3.4)
Vo: doku iskelelesinin kuru hacmi

Toplam hacim: V = (V2 - V1) + (V1-V3) =V2- V3

V1: s1vi yer degistiricisi olarak kullanilan saf suyun hacmi.

3.5.7 Mekanik dayanim analizi

Uretilen akermanit ve TiOz/akermanit katkili tiim doku iskelelerinin mekanik
dayanikliliklart BTU Lif ve Polimer Miihendisligi Laboratuvarlarinda bulunan
mekanik test cihazinda (Shimadzu™ AGS-X; Japonya) incelenmistir. 10 mm capa ve
1 mm yiikseklige sahip doku iskelelerinin iizerine, 500 N’luk bir yiike sahip ve 1
mm/dk’lik sabit hizla kuvvet uygulanmis ve doku iskelelerinin gerilim-gerinim
(stress/strain) egrileri elde edilmistir. Test sonucunda elde edilen gerilim-gerinim

egrisinin dogrusal bolgesindeki egim alinarak basma modiilii degerleri hesaplanmustir.
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3.6 Yapay Viicut Sivis1 (SBF) Hazirlanmasi ve Biyoaktivite Calismalar:

Bu calismada iiretilen akermanit ve TiO2 /akermanit katkil1 tiim doku iskelelerinin in
vitro biyoaktivite ¢alismalari, SBF icerisinde gergeklestirilmistir. Bu amagla, Mavis
ve ark. tarafindan gelistirilen SBF tercih edilerek literatiirden faydalanilmistir [147].
Kullanilan SBF’nin 10X olarak adlandirilmasinin nedeni, insan kan plazmasindaki
kalsiyum ve fosfat iyonlarinin 10 katini igermesidir. Boylece Ca/P ¢ekirdeklenmesinin
daha hizli gerceklesmesi saglanmistir. Cizelge 3.5’te calisma kapsaminda toplam

hacmi 1 L olarak hazirlanan 10xSBF ¢o6zelti recetesi verilmistir.

Cizelge 3.5 : 10xSBF ¢ozelti regetesi.

Bilesenler Ekleme sirasi Derisim Miktar ()
NaCl 1 1000,00 58,443
KCI 2 5,00 0,373
CaCl2.2H0 3 25,00 3,675
MgCl,.6H.0 4 5,00 1,016
NaH2P0O4.H>0 5 3,62 0,250
NaHCOs* 6 10,00 0,084

*100 ml SBF igin

Yapay viicut sivist hazirlama isleminde, 37 °C’ye getirilen 800 ml saf su igerisinde
Cizelge 3.5’te verilen kimyasallar sirayla ¢oziilmiistiir. Ardindan hacim 37 °C’deki saf
su ile 1000 mlP’ye tamamlanmistir. Kimyasallarin eklenme sirast ve her birinin
eklendikten sonra iyice ¢Oziinmiis olmasi ¢ok Onemlidir. Son olarak, hazirlanan
10xSBF ¢ozeltiden 100 ml cam beher icine alinarak konsantrasyonu 10 mM olacak
sekilde NaHCO3 ilave edilmis ve bir pH metre (Seven Compact Duo S214, Mettler™
Toledo, Isvigre) ile pH degerinin 7,4 olmasi saglanmustir. Cdzelti sicakligmin 36,5 ve
pH degerinin 7,4 olarak ayarlanmasmin nedeni, insan viicut ortaminin
saglanabilmesidir. Bu ortamin olusturulabilmesi i¢in yapay viicut sivisi hazirlanma
isleminde pH degerinin kontrolii olduk¢a 6nemlidir. Hazirlanan SBF ¢6zeltisi hemen

kullanilabilecegi gibi, 4 °C’de 1 ay boyunca muhafaza edilebilir.

Tez calismast kapsaminda iiretilen dokuz farkli kompozit doku iskelesi, hazirlanan
SBF c¢ozeltisi icerisine daldirilarak biyoaktivite calismalar1 gergeklestirilmistir.
Uretilen tiim iskeleler, apatit olusumu igin bir miktar SBF iceren cam beherlere ayri
ayr1 konulmus ve beherlerin agizlar1 hava almayacak sekilde kapatilmistir. 10 giin
boyunca SBF igerisinde bekletilen doku iskeleleri, saf suyla yikandiktan sonra

dondurarak kurutma islemine tabi tutulmustur. Kuruyan iskelelerin SEM-EDS analizi
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ile yiizey morfolojileri incelenmis ve kemik doku olusturma potansiyellerinin

belirlenmesine yonelik sonuglar degerlendirilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Bu béliimde, tez ¢aligmasi kapsaminda gergeklestirilen deneysel ¢aligmalardan elde
edilen sonuglar sunulmus ve ortaya ¢ikan bulgular iizerinde tartismalar yapilmstir. 1k
olarak, sentezlenen akermanit tozlarinin hazirlama yontemleri ve karakterizasyon
calismalarinin sonuglarina yer verilmistir. Ardindan, akermanit tozlarina katki olarak
ilave edilen TiO2 nanopartikiillerin sentezi ve karakterizasyon c¢alismalari
aciklanmistir. Uciincii boliimde, kemik doku uygulamalarinda kullanilmak iizere bir
araya getirilen akermanit ve TiO/akermanit katkili kitosan doku iskelelerinin iig
boyutlu biyobaskilama ve dondurarak kurutma yoOntemleriyle iretimi ve
karakterizasyonu i¢in yapilan calismalarin sonuglarina yer verilmistir. Son olarak,
tiretilen doku iskelelerinin SBF ¢ozeltisi igerisinde gerceklestirilen biyoaktivite
calismalarinin sonucunda biyoaktivite durumlari belirlenmis ve elde edilen bulgular

tizerinde tartismalar yapilmistir.

4.1 Akermanit Tozlarinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Yapilan ¢aligmalarda akermanit tozlarinin sentezi pek ¢ok yontemle gergeklestirilmis
olmasima ragmen, literatiirde piiskiirtmeli kurutma ve 1s1l islem proseslerini igceren
ardigik yontem kullanilarak gergeklestirilen bir ¢aligma olmadigi belirlenmistir. Bu tez
calismasinda, akermanit tozlar1 sol jel, mekanik 6giitme, piiskiirtmeli kurutma ve
bunlarin ardindan 1s1l islem yontemleri kullanilarak sentezlenmis olup, homojen ve dar
boyut dagilimli istenilen 6zelliklerdeki tozlar piiskiirtmeli kurutma ve 1s1l islem ardisik
yontemleriyle basarili bir sekilde elde edilmistir. Sentezlenen akermanit tozlarinin tane
boyut dagilimlari, faz analizleri ve i¢ yapt morfolojileri ¢esitli karakterizasyon

yontemleriyle analiz edilmistir.

411 Sol jelasil islem yontemleriyle akermanit tozlarimin sentezi ve

karakterizasyonu

Mg-nitrat, Ca-nitrat ve TEOS kullanilarak sol jel yontemi ile tozlar elde edilmis olup

akermanit fazina donilislimiiniin tamamlanmast i¢in 1s1l iglem uygulanmistir. Sekil
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2.9’da gosterilen akermanitin faz diyagrami incelendiginde; akermanit fazinin 1300
°C ila 1420 °C arasindaki sicakliklarda olustugu goriilmektedir [148]. Bu sebeple; 1s1l
islem sicakligi olarak 1300 °C tercih edilmistir.

Sol jel ve ardindan 1300 °C sicaklikta 1s1l islem yontemleri ile sentezlenen akermanit
tozlarinin partikiil boyut dagilimi Sekil 4.1°de verilmistir. Partikiil boyut dagilimi
incelendiginde, sentezlenen akermanit tozlarinin ortalama partikiil boyutlar1 6,4 um

olarak tespit edilmistir.

—— Akermanit

Hacim, %

'l L | L | L | LR |
0,1 1 10 100 1000

Partikiil boyutu; pm

Sekil 4.1 : Sol jel ve 1300 °C sicaklikta 1s1l islem yontemleri ile sentezlenen akermanit
tozlariin partikiil boyut dagilimu.

Sol jel ve 1300 °C sicaklikta 1s1l islem yOntemleri ile sentezlenen akermanit tozlarin

XRD paterni Sekil 4.2°de gosterilmigtir.
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Sekil 4.2 : Sol jel ve 1300 °C sicaklikta 1s1l islem yontemleri ile sentezlenen akermanit
tozlarinin XRD analiz sonucu.
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XRD analizinde gorildiigi gibi; sentezlenen tozlarm 26=31,2° noktasinda
gozlemlenen keskin bir piki, tetragonal yapidaki JCPDS 96-900-6937 numarali
referans karta gére akermanit ile uyumludur. XRD analizi, ana faz olarak akermanit
disinda ikincil fazlar olarak mervinit (CasMgSi2Os) ve diopsidin (CaMgSi2Os)
varligin1 gostermektedir. Dortgen kristal sisteminde 6rgli parametresi a = 7.83650 A°
ve ¢ =5.01079 A° olarak bulunmustur. Choudhary ve ¢alisma ekibinin yapmis oldugu
XRD ¢alismalari ile uyumlu oldugu saptanmstir [93].

Sekil 4.3”de sol jel ve ardindan 1300 °C sicaklikta 1s1l islem yontemleri ile sentezlenen
akermanit tozlariin stereo mikroskop fotografi ve 200x biiylitmedeki SEM goriintiisii
verilmigtir. Sekil 4.3 incelendiginde, 1s1l islemin etkisiyle sentezlenen tozlarin bir

araya gelerek kiimelestigi, homojen bir yapinin olusmadig1 gézlenmektedir.

Vag= 00X EHT=10.00 kV Signal A= SEZ Moise Reduction = Pixel Aug.
30 pm WO= 76mm StanSpeed=7  AutoBC=Of

(b)

Sekil 4.3 : Sol jel ve 1300 °C sicaklikta 1s1l islem yontemleri ile sentezlenen akermanit
tozlarinin (a) stereo mikroskop fotografi ve (b) SEM fotografi.

4.1.2 Mekanik ogiitme-is1l islem yontemleriyle akermanit tozlarimin sentezi ve

karakterizasyonu

Mekanik 6giitme ve 1300 °C sicaklikta 1s1l islem proseslerini i¢eren ardisik yontem ile
sentezlenen akermanit tozlarinin partikiil boyut dagilimlar1 Sekil 4.4’te verilmistir.
Partikiil boyut dagilimi incelendiginde, sentezlenen akermanit tozlarinin ortalama

partikiil boyutlar1 ~ 64 pm olarak tespit edilmistir.

Mekanik 6glitme ve ardindan 1300 °C sicaklikta 1s1l islem yontemleri ile sentezlenen

akermanit tozlarina ait XRD paterni Sekil 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.4 : Mekanik 6giitme ve ardindan 1300 °C sicaklikta 1s1l islem yontemleri ile
sentezlenen akermanit tozlarinin partikiil boyut dagilimi.

XRD paterni incelendiginde, sentezlenen tozlarin yapisinda, tetragonal yapida
akermanit ile birlikte diopsit ve mervinit fazlarin da olustugu goriilmektedir.
Sentezlenen bu tozlar Sekil 4.2°de gosterilen sol jel ve ardindan 1s1l islem yontemleri
ile sentezlenen akermanit tozlar ile kiyaslandiginda; olusan diopsit ve mervinit ikincil

fazlarinin siddetlerinde azalma oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.5 : Mekanik 6giitme ve 1300 °C sicaklikta 1s1l islem yontemleri ile sentezlenen
akermanit tozlarinin XRD analiz sonucu.

Sekil 4.6’da mekanik 6glitme ve ardindan 1300 °C sicaklikta 1s1l islem yontemleri ile

sentezlenen akermanit tozlarinin stereo mikroskop fotografi ve 1000x biiylitmedeki

53



SEM goriintiisti verilmistir. Sekil 4.6 incelendiginde, 1s1l islemin etkisiyle sentezlenen

tozlarin aglomere oldugu gézlemlenmistir.

5

wag= 1000KX EHT=10.00 kY Signal A=Intens  Moise Reduction = Pixel Aug.
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Sekil 4.6 : Mekanik 6giitme ve 1300 °C sicaklikta 1s1l islem yontemleri ile sentezlenen
akermanit tozlarmin (a) stereo mikroskop fotografi ve (b) SEM fotografi.

4.1.3 Piiskiirtmeli kurutma-isil islem yontemleriyle akermanit tozlarmin sentezi

ve karakterizasyonu

Bu tez kapsaminda, akermanit tozlarinin sentezlenmesine yonelik literatiirde
bulunmayan ve yeni bir yontem olan piiskiirtmeli kurutma ve 1s1l iglem proseslerini
iceren ardigtk bir yontem tercih edilmistir. Piskiirtmeli kurutma yontemi,
kontaminasyona maruz kalmadan homojen dagiliml tozlar elde edildigi igin tercih
edilmistir [121]. Akermanit tozlar piiskiirtmeli kurutma yénteminin ardindan 1200 °C,
1300 °C ve 1325 °C gibi farkli sicakliklarda 1s1l islem uygulanarak sentezlenmistir.
Piiskiirtmeli kurutma yontemi ile homojen dagilmis tozlar elde edildigi i¢in daha diisiik
sicaklikta akermanit fazinin olusabilecegi diisiincesiyle 1200 °C sicaklikta 1s1l islem
uygulanmistir. Ancak 1300 °C ve 1325 °C sentezlenen akermanit tozlarinin sonuglari
daha bagarilidir. Sentezlenen akermanit tozlarin ortalama partikiil boyut dagilimlar
Sekil 4.7°de verilmistir. Partikiil boyut sonuglarina gore; 1200 °C, 1300 °C ve 1325
°C sicakliklarda sentezlenen akermanit tozlarinin ortalama partikiil boyutlar sirastyla
1,17 pm, 2,37 pm ve 45 pm olarak tespit edilmistir. Isil islem sicakliginin artmasi ile
ortalama partikiil boyutunun artmasia ragmen partikiil boyutu dagilimi daraldig:
belirlenmis olup, Juang ve Hon’un yapmis oldugu calisma ile olduk¢a uyumludur
[149].
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Sekil 4.7 : Piskiirtmeli kurutma ve farkli sicakliklarda 1s1l islem yontemleri ile
sentezlenen akermanit tozlarinin partikiil boyut dagilimlari.

Piiskiirtmeli kurutma ve ardindan 1200 °C, 1300 °C ve 1325 °C sicakliklarda 1s1l islem
yontemleri ile sentezlenen akermanit tozlarina ait XRD paterni Sekil 4.8’da

verilmigtir.
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Sekil 4.8 : Piiskiirtmeli kurutma ve ardindan farkl sicakliklarda 1s1l islem yontemleri

ile sentezlenen akermanit tozlarinin XRD analizi.

1200 °C’de 1s1l islem sonucu sentezlenen akermanit tozlarinin XRD paterni (Sekil 4.8),
ana faz olarak akermanit ve ikincil fazlar olarak mervinit ve diopsitin varligini
gostermektedir. Isil islem sicakligindaki artigla birlikte diopsit fazi tamamen

kaybolmus ve mervinit (%15) piklerinin yogunlugu azalmistir. Bununla birlikte,
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yiiksek sicaklikta (1325 °C) akermanitin tek faz olarak bulundugu tespit edilmistir.
Akermanit faz1 (Sekil 4.8), standart JCPDS kart no (96-900-6937) ile eslesmekte ve

ayni1 sekilde indekslenmektedir.

3 5 A i i
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(@) (b)
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(c) (d)
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Sekil 4.9 : Piskiirtmeli kurutma ve ardindan farkli sicakliklarda 1s1l islem yontemleri
ile sentezlenen akermanit tozlarinin SEM fotograflari: (a) ve (b) 1200 °C, (c) ve (d)
1300 °C, (e) ve (f) 1325 °C.

Piiskiirtmeli kurutma ve ardindan farkli sicakliklarda 1sil islem yontemleri ile

sentezlenen tiim akermanit tozlarimin SEM mikroyap1 goriintiileri ile belirlenmistir.
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Sekil 4.9°da sentezlenen toz halindeki drneklerin farkli bitylitmelerdeki goriintiilerine
yer verilmistir. Sekil 4.9 incelendiginde, sol jel, mekanik 6gilitme ve piiskiirtmeli
kurutma yontemlerinin ardindan uygulanan 1300 °C sicaklikta 1s1l islem ile
sentezlenen akermanit tozlar1 bibirleri ile kiyaslandiginda homojen olmayan bir
dagilim sergiledikleri ancak pilskiirtmeli kurutma yontemi ile daha kiiresel

partikiillerin elde edilmistir. Isil islem sicakliginin artmasi ile tozlarin kiimelesme ve

aglomerasyonunun arttig1 belirlenmistir.

Sekil 4.10’da baslangi¢ tozlarinin yanisira piiskiirtmeli kurutma ve ardindan farkli

sicakliklarda 1sil islem yontemleri ile Sentezlenen akermanit tozlarmin FTIR

spektrumlar1 goriilmektedir.
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Sekil 4.10 : Tozlarin FTIR spektrumlari: (a) SiOz, (b) CaO, (c) MgO ve (d)
piskiirtmeli kurutma ve farkli sicakliklarda 1sil islem yontemleri ile sentezlenen

akermanit.
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Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde, 750-1000 cm™ ve 850 cm™ bélgelerindeki
bantlarin, sirastyla silikat yapinin germe titresimlerine ve egilme titresimlerine bagl
oldugunu gostermistir [150, 151]. Sentezlenen akermanit tozlarinin FTIR spektrumlari
(Sekil 4.10), yayinlanmis ¢alismalarla tutarli olup, Si-O-Si, Si-O, O-Mg-0, Ca=0 ve

O-Si-0 baglarinin titresim modlari ile iligskilendirilmektedir.
4.2 TiO2 Nanopartikiillerinin Sentezi ve Karakterizasyonu

Bu calismada hidrotermal ve farkli sicakliklarda kalsinasyon yontemleri ile
sentezlenen TiO2 nanopartikiillerinin fiziksel oOzellikleri Cizelge 4.1°de, ortalama

partikiil boyut dagilimlar ise Sekil 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.1 : Hidrotermal ve farkli sicakliklarda kalsinasyon yontemleri ile
sentezlenen TiO2 nanopartikiillerin fiziksel 6zellikleri.

Numune Ortalama Partikiill BET Yiizey Alan1 Gerg¢ek Yogunluk
2
Kodu Boyut (nm) (m?/g) (glem?)
TiO2-300 200.0 26.4 3.89
TiO2-500 235.4 21.6 4.09
Ti02-800 254.2 18.9 4.22
30
— Ti0,-300°C
2] —— Ti0,-500°C
X 20+ — TiQ, - 800 °C
E
T

100 1000
Partikiil boyutu; nm

Sekil 4.11 : Hidrotermal ve farkli sicakliklarda kalsinasyon yontemleri ile sentezlenen
TiO2 nanopartikiillerin partikiil boyut dagilimlari.

Sentezlenen TiO2 nanopartikiillerinin ortalama partikiil boyutlar1 300,500 ve 800 °C
sicakliklarda sirasiyla 200.0, 235.4 ve 254.2 olarak tespit edilmistir. Yapilan BET
analizlerine gore; TiO2 nanopartikiillerinin yiizey alani sirasiyla 26.4, 21.6 ve 18.9

m?/g olarak bulunmustur. TiO2 nanopartikiillerinin yogunluk 6l¢iim sonuclara gore
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ise, gercek yogunluklari sirastyla 3.89, 4.09 ve 4.22 g/cm? olarak Slciilmiistiir. Buna
gore; kalsinasyon sicakligr arttik¢a ortalama partikiil boyutlar1 ve gercek yogunluk

degerlerinin arttig1, BET ylizey alaninin ise azaldig1 goriilmektedir.

Hidrotermal ve 300, 500 ve 800 °C sicakliklarda kalsinasyon yoOntemleri ile
sentezlenen TiO2 nanopartikiillerine ait XRD paternleri Sekil 4.12°de verilmistir.
TiO2’nin anataz ve rutil formlarinin karakteristik pikleri olan (101) ve (110) kirinimlari
[152], sentezlenen partikiillerin yapisinda goriilmiistiir. TiO2’nin anataz formu, 400-
1200 °C sicaklikta uygulanan 1sil islemlerle rutil forma doniismektedir [148].
Spekturumlar incelendiginde, 300 °C’de kalsine edilen TiO2 partikiillerinin tetragonal
anataz kristal yapisinda, 500 ve 800 °C’de kalsine edilen TiO2 partikiillerinin ise
tetragonal rutil kristal yapisinda oldugu tespit edilmistir. Genel olarak tiim
numunelerin, XRD paternleri arasinda belirgin farklar bulunmamakla birlikte, rutil
forma doniigen TiO, partikiillerinin pik siddetlerinin  keskinlestigi acik¢a
goriilmektedir. XRD sonuglart incelendiginde sentezlenen TiO2 nanopartikiillerinin
anataz veya rutil fazindan farkli herhangi bir ikincil kristalin faz igcermedigi tespit

edilmistir. Calismanin devaminda, rutil formda sentezlenen TiO2 partikiilleri

kullanilmastir.

300°C

= (101)

TiO, - Anataz

Siddet, cps

20 30 40 50 60 70 80
20 (derece)

(a)
Sekil 4.12 : Hidrotermal ve farkli sicakliklarda kalsinasyon yontemleri ile sentezlenen
TiO2 nanopartikiillerinin XRD analiz sonuglar1: (a) 300 °C (b) 500 °C ve (c) 800 °C.
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Sekil 4.12 (devam): Hidrotermal ve farkli sicakliklarda kalsinasyon yontemleri ile
sentezlenen TiO2 nanopartikiillerinin XRD analiz sonuglar1: (a) 300 °C (b) 500 °C ve

(c) 800 °C.

Hidrotermal ve 300, 500 ve 800 °C sicakliklarda kalsinasyon yontemleri ile
sentezlenen TiO2 nanopartikiillerine ait SEM goriintiileri ve bu partikiillerin EDS
sonuclart Sekil 4.13’te verilmistir. Bu goriintiiler incelendiginde, hidrotermal
yontemle sentezlenen tozlarda aglomerasyonun engellenemedigi gozlemlenmistir.

EDS sonuglari ile, yapida Ti ve O atomlarinin varlig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.13 : Hidrotermal ve farkli sicakliklarda kalsinasyon yontemleri ile sentezlenen
TiO2 nanopartikiillerin SEM fotograflari: (a) TiO2-300, (b) TiO2-500, (c) TiO2-800 ve
(d) TiO2 nanopartikiillerin EDS sonucu.

4.3 Kompozit Doku iskelelerinin Karakterizasyonu

4.3.1 Mikroyapi analizi

Uretilen kompozit doku iskelelerinin igsel baglantilara sahip makro gozenekli
morfolojileri SEM goriintiileri ile belirlenmigtir. Sekil 4.14’de {i¢ boyutlu
biyobaskilama ve ardindan dondurarak kurutma yontemiyle elde edilen akermanit ve
TiOz/akermanit katkili kitosan doku iskelelerinin 200X ve 500X biiyiitmelerdeki
goriintiilerine yer verilmistir. Bu goriintiiler incelendiginde, dogal kemik yapisina
benzer i¢sel baglantili gézenek yapisinin dondurarak kurutuma sonucu {iretilen tim
doku iskelelerinde goriildiigii ve katki orami arttikga gozenek caplarinin kiigiildigi
gozlemlenmektedir. Uretilen tiim doku iskelelerinin agik gdzenekli yapisi ise, Sekil

4.15’teki Stereo mikroskop goriintiilerinde goriilmektedir.
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Sekil 4.14 : Kompozit doku iskelelerine ait 200X ve 500X biiyilitmelerdeki SEM
gortntiileri (a) K-20A, (b) K-50A, (c) K-60A, (d) K-75A, (e) K-80A, (f) K-1Ti-80A,
(9) K-3Ti-80A, (h) K-5Ti-80A ve (i) K-7Ti-80A.
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(i)
Sekil 4.15 : Kompozit doku iskelelerine ait Stereo mikroskop goriintiileri (a) K-20A,
(b) K-50A, (c) K-60A, (d) K-75A, (e) K-80A, (f) K-1Ti-80A, (g) K-3Ti-80A, (h) K-
5Ti-80A ve (i) K-7Ti-80A.
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4.3.2 Sisme calismalari

Akermanit katkili kitosan ve TiO; akermanit katkili kitosan doku iskelelerinin 37°C’de
PBS (pH=7.4) igerisinde 30, 60 ve 120 dk boyunca gergeklestirilen sisme deneyleri

sonucunda elde edilen sisme degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 : Uretilen doku iskelelerinin sisme karakteristikleri

Doku iskelesi 30 dk 60 dk 120 dk
K-20A 0.95 1.09 1.19
K-50A 0.55 0.67 0.88
K-60A 0.69 0.75 0.76
K-75A 0.53 0.68 0.72
K-80A 0.65 0.77 0.80
K-1Ti-80A 0.39 0.49 0.57
K-3Ti-80A 0.49 0.53 0.57
K-5Ti-80A 0.54 0.55 0.58
K-7Ti-80A 0.51 0.53 0.56

Uretilen doku iskelelerinin sisme oranlar1 incelendiginde, kompozit doku
iskelelerinden kitosan igerigi yiiksek olan doku iskelesinin sisme oraninin en yiiksek
oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte, akermanit katkisinin sisme oranini belirgin bir
sekilde azalttig1 gozlenmektedir. En diisiik sisme oranlarinin ise, akermanit ile birlikte
TiO2 katkili doku iskelelerinde oldugu goriilmektedir. Doku iskelelerinin sisme
oraninin azalmasinda, akermanit katkisi ile daha homojen bir yap1 elde edilmesinin ve
kiigiik c¢aplardaki TiO katkisi ile daha siki bir yap1 elde edilmesinin etkisi oldugu
diisiiniilmektedir. Sisme calismalar1 sonunda, sismeye bagli olarak tiim doku
iskelelerinin hacimlerinde artis oldugu gozlenmekle birlikte, kitosan igerigi yiiksek

olan doku iskelesinin yapi biitiinliigiiniin bozuldugu goriilmiistiir.

4.3.3 Yogunluk ve gozeneklilik ol¢iimleri

Uretilen doku iskelelerinin yogunluk ve gozeneklilik degerleri hesaplanarak Cizelge
4.3’te elde edilen sonuglara yer verilmistir. Doku iskelelerinin yogunluk degerleri
incelendiginde, akermanit katkis1 arttik¢a yogunlugun arttig1 ve en yiiksek yogunluk
degerlerlerinin  akermanit/TiO2 katkili  kitosan doku iskelelerinde oldugu
goriilmektedir. Elde edilen sonuglara gore, akermanit ve TiO2 katkilarinin, tiim doku

iskelelerinin yogunluklarini arttirdigi agikca goriilmektedir.
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Cizelge 4.3 : Uretilen doku iskelelerinin hesaplanan yogunluk degerleri ve
gozeneklilik 6l¢timleri

Doku iskelesi Yogunluk  Gozeneklilik
K-20A 1,01 0,77
K-50A 1,07 0,64
K-60A 1,18 0,18
K-75A 1,18 0,08
K-80A 2,24 0,05
K-1Ti-80A 3,60 0,04
K-3Ti-80A 411 0,04
K-5Ti-80A 4,18 0,03
K-7Ti-80A 4,19 0,03

Zhang ve calisma ekibi tarafindan yapilan bir calismada [153], kitosan esasl1 iskelelerin
0,85 olan gozeneklilik degerleri hidroksiapatit ilavesi ile azalmigtir. Bu c¢alismada
hesaplanan gozeneklilik degerleriyle karsilastirildiginda, akermanit ve TiO2 katki

orani arttikca gozeneklilik daha da azalmaktadir.

4.3.4 Mekanik dayanim analizi

Uretilen doku iskelelerinin basma testi ile gerceklestirilen mekanik dayanim degerleri
Cizelge 4.4’te verilmistir. Zhang ve ¢alisma ekibi yaptiklari ¢calismada [153] kitosan
esasli doku iskelesinin 0,506 MPa olan basma dayanimini hidroksiapatit ilavesi ile
0,680 MPa’ya arttirmistir. Bu ¢aligmada, akermanit seramiklerinin kalsiyum fosfat
esasli seramiklerle karsilastirilldiginda daha yiiksek mekanik o6zellik gosterdigi
kanitlanmistir. Ancak, akermanit igceren doku iskelelerinin sahip oldugu mekanik
ozellikler kortikal kemiginkinden dugsiiktir ve yik tasima uygulamalarinda
kullanimini simirlamaktadir [15]. Bu calismada, akermanitin nispeten diisiikk olan

mekanik dayanimi TiOz ilavesi ile arttirilmis ve mekanik 6zellikleri iyilestirilmistir.

Cizelge 4.4 : Doku iskelelerinin mekanik dayanimlari.

Doku iskelesi Dayanim
(MPA)

K-20A 0,30895
K-50A 0,64775
K-60A 2,01750
K-75A 2,96608
K-80A 3,09654
K-1Ti-80A 3,18842
K-3Ti-80A 3,09664
K-5Ti-80A 3,74643
K-7Ti-80A 4,56939
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Bu degerler incelendiginde, en diisiik mekanik dayanimin en az akermanit katkis1 olan
iskelede oldugu goriilmektedir. Akermanit katkisi arttikca mekanik dayanimin
yukselmekte oldugu, TiO: katkisi ile ise en yliksek degerlere ulastigi acikca

goriilmektedir.

4.4 Doku Iskelelerinin Biyoaktivite Calismalarinin Sonuclar

Tez galigsmasi kapsaminda liretilen ve SBF ¢ozeltisi igerisinde bekletilen akermanit
katkil kitosan ve TiOz/akermanit katkili kitosan doku iskelelerinin yiizey morfolojileri
alinan SEM goriintiileri ve EDS analizleri ile degerlendirilmistir. Sekil 4.15°de tiretilen
kompozit doku iskelelerinin 10xSBF igerisinde 10 giin boyunca bekletildikten sonra
kemik benzeri apatit tabakasi olusumunu gosteren farkli biiylitmelerdeki SEM

gortintiileri goriilmektedir.

Sekil 4.15 incelendiginde, doku iskelelerinin yiizeyinde Ca/P 6beklerinin olugsmasinin
yani sira, neredeyse tlim yiizeyin apatit tabakasiyla kaplandig1 gézlenmistir. 10 giin
boyunca 10xSBF’de bekletilen iskelelerin ylizeyinde mineralize apatit kristalleri
olugmustur. Yapilan caligsmalar, akermanitten salinan inorganik iyonlarin biyoaktivite
tizerinde olumlu bir etkisi oldugunu ve 10xSBF ¢ozeltisi igerisinde akermanit iceren
doku iskelelerinin kemik benzeri apatit olusumunu indiikledigini dogrulamistir.
Olusan apatit tabakalarinin yogunluklar1 karsilastirildiginda, en iyi biyoaktivite
sonuclarinin TiO2 ve akermanit katkili doku iskelelerinde gozlendigi sonucuna
vartlmistir. Biyoinert 6zellige sahip bir seramik olan TiO2, gézenekli doku iskeleleri
icerisine miimkiin oldugunca az miktarlarda katkilandirilmalidir. Yapilan bir
calismada [15], %5 ve %7 nano TiO: katkili akermanit igeren doku iskelelerinin in
vitro biyoaktiviteleri 6 giin boyunca SBF igerisinde bekletilerek degerlendirilmis ve
%5 TiO> katkili akermanit igeren iskelelerin daha iyi biyoaktiviteye sahip oldugu
gbzlenmistir. Tez calismasi kapsaminda Sekil 4.15(h)’da gosterilen EDS sonucunun
ve Sekil 16°d gosterilen FTIR spektrumunun, iskelelerin apatit tabakas1 kaplanmis
mineralize ylizeyi i¢in P elementinin varligini1 ortaya koymustur. Doku iskelelerinin
ylizeyinde biriken kemik benzeri apatit tabakalarinin, hAP’in Ca/P (1,67) oranindan
daha yiiksek bir Ca/P oranina sahip oldugunu dogrulamistir. 10 giin boyunca 10xSBF
icerisinde bekletilen iskelelerin, %1 TiOz2 igeren akermanit katkili iskelelerin Ca/P

orani 5,48 iken, %7 TiOz igeren iskelelerin Ca/P orami 5,28dir.

66



10004V Signal A=SE2  Noise Reducl) 75153 Weg= ZN¥ EWF= 10004V SigraiA=SE2  Noise Reduction = Pixel Avg. =
(a) 0 Wp-s3mm SenSwei=t  AmBO=OF (b) o uplromm Sunwet=1  Adescson

(s

M= NN ENF= 10004V Signal A= SE2 i ZE1S%
it WD=50mm  SeanSpet=6  AupBCEON

[" ENT= 1000k SignaiA=SE2  Noise Redustion = Piiel Avg .
(C) o WD=5amm  ScnSpeed=6  AmBC=OF (d)

N, Y y i3 o
Ve EHT=1000KV SignalA=SE2  Neise Reduclion = Pixel Avg. ] W= D0%  EWT= 100KV Signard=SE2
(e) Xum WD= 75mm  SeanSpeed=7  AuoBC=Of 30pm WD= 78mm  Scan Spesd =6

Vo= ADY ENT=1000kV SgnalA=Sez  Moise Redustion = Fisel Avg i) Vi 2X EHT- 1000V SignalA = SE2 Reducion = Pisel Avg
(g) fadeid WD= 74mm  ScanSpeed=6  AMoBC =0T (h) 30um WD=67mm ScanSpeed=6  AuloBC=Of

Sekil 4.16 : 10 giin boyunca 10xSBF igerisinde bekletilmis olan kompozit doku
iskelelerine ait 200X ve 500X biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri (a) K-20A-SBF, (b)
K-50A-SBF, (c) K-60A-SBF, (d) K-75A-SBF, (e) K-80A-SBF, (f) K-1Ti-80A-SBF,
(9) K-3Ti-80A-SBF, (h) K-5Ti-80A-SBF, (i) K-7Ti-80A-SBF ve (j) K-7Ti-80A-
SBF’in EDS goriintiisii.

67



T T T
6 8 10
Energy [keV]

Spectrum  Carbon Cuygen Sodium Magnesium Silican Phosphorus Chlorine Potassium Calcium
ﬁ (J) Spectrum 1 16.57 7.03 2931 0.28 036 058 4164 015 3.8

Sekil 4.16 (devam) : 10 giin boyunca 10XSBF igerisinde bekletilmis olan kompozit
doku iskelelerine ait 200X ve 500X biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri (a) K-20A-SBF,
(b) K-50A-SBF, (c) K-60A-SBF, (d) K-75A-SBF, (e) K-80A-SBF, (f) K-1Ti-80A-
SBF, (g) K-3Ti-80A-SBF, (h) K-5Ti-80A-SBF, (i) K-7Ti-80A-SBF ve (j) K-7Ti-80A-
SBF’in EDS goriintiisii.

Sekil 4.17°de SBF igerisinde bekletilmis olan doku iskelelerinin FTIR spekturumu
verilmistir. Bu spektrumlar incelendiginde, doku iskelelerinin yiizeylerindeki Ca/P

tabakasinin varligi kanitlanmastir.

— K-1Ti-80A

a
PO, P0O,3

ﬂ r €012

Absorbans (a.u.)

1000 1300 2000 2300 3000 3500 4000
Dalga Sayisi (ecm™)

Sekil 4.17 : 10 giin boyunca 10xSBF igerisinde bekletilmis olan K-1Ti-80A-SBF
kompozit doku iskelesine ait FTIR spektrumu.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu tez kapsaminda, piiskiirtmeli kurutma ve 1s1l islem proseslerini igeren ardisik
yontem ile akermanit tozlar1 sentezlenmis ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir.
Bunun yaninda katki olarak kullanilan TiO2 nanopartikiilleri ise hidrotermal yontem
ile sentezlenmistir. Sentezlenen tozlarin katkis1 akermanit ve TiOz/akermanit katkili
kompozit kitosan doku iskeleleri iiretilmis ve uygun yontemler ile karakterize edilerek

doku miihendisligi uygulamalarindaki kullaniminin arastirilmistir.
Bu boliimde yapilan tez ¢alismasi sonucunda elde edilen sonuglar 6zetlenmistir.

» Uretilen kompozit doku iskelelerinin tamaminin igsel baglantili ve acik
gozeneklere sahip yapida oldugu tespit edilmistir. Belirlenen oranlarda
akermanit ve TiOz/akermanit katkisinin doku iskelesinin gbézenek yapisini
etkilemedigi ve kemik doku miihendisligi uygulamalari igin tiretilen doku

iskelelerinin uygun mikroyapida olduklar1 belirlenmistir.

» Hazirlanan kompozit doku iskelelerinin akermanit ve TiO2/akermanit

katkilandirilmasinin su tutma oranlarinda azalmaya neden oldugu goriilmiistiir.

= GoOzenek Ozellikleri ve mekanik dayanikliliklari doku iskelesi i¢in goriilen
sinirlar iginde bulunmustur. TiOz/akermanit tozlari, doku iskelelerinin yapisini
onemli bir sekilde etkilemis ve mekanik 6zelliklerini etkileyen oldukg¢a 6nemli

bir parametre oldugu kanitlamigtir.

= Deneysel verilerimize dayanarak, kompozit doku iskeleleri miikemmel

biyoaktivite ve biyouyumluluk gostermistir.
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