T.C.
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS
METALURJiI VE MALZEME MUHENDISLIGI

GRAFEN ICEREN BIYOAKTIF CAM SKAFOLDLARIN
HAZIRLANMASI VE IN VITRO KARAKTERIZASYONU

Mert TURK

Damisman
Doc. Dr. Aylin Miiyesser DELIORMANLI

/

MANIiSA-2018



T.C.
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS
METALURJiI VE MALZEME MUHENDISLIiGI

GRAFEN ICEREN BIYOAKTIF CAM SKAFOLDLARIN
HAZIRLANMASI VE IN VITRO KARAKTERIZASYONU

Mert TURK

Damisman
Doc. Dr. Aylin Miiyesser DELIORMANLI

/

MANIiSA-2018



TEZ ONAYI

Mert TURK tarafindan hazirlanan “Grafen Iceren Biyoaktif Cam Skafoldlarin
Hazirlanmas1 ve In Vitro Karakterizasyonu” adli tez galismasi 15/02/2018 tarihinde
asagidaki jiiri iiyeleri 6niinde Manisa Celal Bayar Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Metalurji ve Malzeme Miihendisligi Anabilim Dali'nda YUKSEK LiSANS tezi olarak
basar1 ile savunulmustur.

Danigman Dog. Dr. Aylin M. DELIORMANLI ...
Manisa Celal Bayar Universitesi

Jiiri Uyesi Yrd. Do¢. Dr. Yilmaz YOREKLI ...
Manisa Celal Bayar Universitesi

Jiiri Uyesi Dog. Dr. Abdullah SEYRANKAYA ...
Dokuz Eyliil Universitesi



TAAHHUTNAME

Bu tezin Manisa Celal Bayar Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Metalurji ve
Malzeme Miihendisligi Boliimii’nde, akademik ve etik kurallara uygun olarak yazildigini
ve kullanilan tiim literatiir bilgilerinin referans gosterilerek tezde yer aldigini beyan
ederim.

Mert TURK



ICINDEKILER

Sayfa
ICINDEKILER ......ooviiiiietiececeeee ettt n et n s i
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.......c.cccocoiiiiiiiieece e iii
SEKILLER DIZINT ..ottt iv
TABLO DIZINI.....ooiiiiiiiiiiiicccee e vii
TESEKKUR .....ooviiiiteieeecietee et etees ettt ettt es st es et n ettt e s tetess s steseesetesene s viii
OZET oottt iX
AB ST R A CT L.t e e e e e e et e e e e e Xi
Lo GERES e 1
2. LITERATUR OZETI c..oviviiiiiieeieeee ettt 4
2.1. DOKU MUNENAISTIZI ...vvvveiireeiiee ettt e e e e e snnee e e 4
2.1.1. Kemik Doku MUendiSIiZi........ccoouvreriiiiiiiieiiiie e 6
2.1.1.1. Kemik Doku Miihendisliginde Skafoldlarm Onemi .................cc.o....e. 7
2.2. BIYOMAIZEMEIET ... ..o 10
2.2.1. Metaller ve AlaSIMIAr .........cccuvviieiiiiiiieiiiiie e 10
2.2.2. PONIMETIEN ...t enee e 11
2.2.2.1. Dogal POIUMETIEr .......c.evieiiiiiii e 11
2.2.2.2. Sentetik POIIMEIIET .......c.vveiiee et 11
2.2.2.2.1. Polikaprolakton (PCL)........coovuiiiiiiiieiiieie e 12
2.2.3.Seramikler Ve CamIar ...........cocvveiiieeiiie e 13
2.2.3.1. Biyoinert SeramikIer ...........ccooiiiiiiii 14
2.2.3.2. Biyoaktif SeramikIer ..........cccoooiiiiiie e 15
2.2.3.3. Biyobozunur SeramikIer...........ccceeviiiiiiie e 15
2.3. BiyoaKtif Camlar ..........cooviiiiiieie e 15
2.3.1.Silika Bazli Biyoaktif Camlar ..........ccccoooviiiiiiiiiiiiniiiiiee e 15
2.3.2.Bor Bazli Biyoaktif Camlar .........cccccooeviiiiiiiiiiii e 20
2.4, GIATBIN L. 22
2.4.1. Grafenin Yapis1 ve OzelliKIETi .......c.cevveveevieirieieeeeeeeeeseee e, 22
2.4.2. Grafenin Biyomedikal Uygulamalart ..........ccccccceeviiiiiiiiiiiii, 26
2.5. Skafold Hazirlama Y OntemIeTi......uuuiieiiiiiiiiiiiiiiieee et 29
2.5.1.S0M-Jel ISIEMI ..., 29
2.5.2. Polimer KOplik RepliKasyonu .........cceveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiccee e 29
2.5.3. Dondurarak Dokiim (Freeze-Casting) .......covvevvvveiiireoiiireeiiieesiie e 30
2.5.4. J8I-DOKUM ..ot 31
2.5.5.Kat1 Serbest Sekillendirme (SFF).......coooviiiiiiiiiiiiiiiiee i 32
2.6. Biyoaktif Cam-Grafen Kompozit Skafoldlar..............cccccoooveeiiiiiiiiiin, 32
3. MATERYAL VE METOT ...oiiiiiiiie ittt 35
3.1. Kullanilan Malzemeler .............uuuuuuiiiiiiiiiiiiriiiiiiniieniiinnnernen—.. 35
3.2. Skafoldlarin Hazirlanmasi ..............uuuuuuiiuiiiiimiiiiiiiiiiiiinieen ... 36
3.2.1. Grafen Iceren 13-93B3 Biyoaktif Cam Skafoldlar (Metot I).................. 37
3.2.2. Grafen Igeren Polikaprolakton Kapli 13-93B3 Biyoaktif Cam Skafoldlar
(Y210 1 ) PSP SPSROTPR 40
3.3. KaraKterizasyonlar.............ccooiiiiiie i 42
3.3.1. Morfolojik Karakterizasyonlar ............cccccocveeiiiiieiiiec e 42
3.3.2.Elektriksel Tletkenlik TeStIETi.........ccvevviveeeeeeeeeeseeeeeeeeee s e 43
3.3.3.Basma Dayanimi .........c.eeeieiiiiiiieiiiii e 44
3.3.4.Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) Analizleri ............... 44
3.3.5. X Ismi1 Kirmimi (XRD) Analizleri ..........ccovvvvviiiiieiiiiiiiiiiiicee e 45



3.3.6.SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) Analizleri ...........c.ccocveeriinnnen. 45

3.3.7.1n Vitro Degredasyon ve Mineralizasyon Deneyleri ...........c.cccccevevennnen, 46
3.3.8.In Vitro Hiicre KGItUri TeStIeri......cvvveeiiiivieeeiiiiiie e e 48
3.3.8. 1 XTT ANANZI i 49
3.3.8.2. ALP (Alkalin Fosfataz Aktivitesi) Analizi..........ccccovviiiiiiiiniinnnn, 50
3.3.8.3. FIOresans BOYAMA ........coouveiiieiiieiie ittt 51
3.3.8.4. HUCTE MOTTOIOJIST . vvieiiiiieiiiie ittt 51
3.3.8.5. Istatistiksel ANALIZ ........cvovviviiieeiieee et 52
4. BULGULAR VE TARTISMA ...t 53
4.1. Grafen Iceren 13-93B3 Biyoaktif Cam Skafoldlar (Metot I)................cc.c...... 53
4.1.1.Morfolojik Karakterizasyonlar ve Faz Analizleri.............cccccoovniinnnn, 53
4.1.2. Elektriksel T1etkenliK..........coccovvevvieieieciecieeee et 58
4.1.3. MeKanik OzZellIKIET .........ocivveeeiiieeie ettt 60
4.1.4.1n Vitro Degredasyon ve Mineralizasyon Deneyleri ...........ccccocceveiennnen. 62
A L5 XTT ANANIZIE oo 69

4.2. Grafen Igeren Polikaprolakton Kapli 13-93B3 Biyoaktif Cam Skafoldlar
(IMBEOL 1) ettt ettt 70
4.2.1.Morfolojik Karakterizasyonlar .............cccccovveiiiiieiiieiie e 70
4.2.2. Elektriksel T1etkenliK..........ccccocvieviiieieeecieees et 73
4.2.3. MeKanik OZellIKIET .........cocveeveeiiiiie ettt 75
4.2.4.1n Vitro Degredasyon ve Mineralizasyon Deneyleri ...........ccccoccevviennen, 76
4.2.5.1n Vitro Hiicre KUltirti TeStIeri........ccvveeeiiivieeieiiiiie e 81
5. SONUCLAR VE ONERILER.........c.cocooiiiiiiiieeteree e ssss et en s 91
KAYNAKLAR ..ttt 94



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

ALP
CNT
DNA
ECM
FDA
FTIR
HA
MEM
MTT
MWCNT
PCL
PBS
RNA
SEM
SBF
uv
XTT

XRD

Alkaline Phosphatase

Karbon Nanotiip

Deoksiribo Niikleik Asit

Ekstraseliiler Matriks

Amerika Gida ve Ilag Dairesi (U.S. Food and Drug Administration)
Fourier Transform Infrared Spektroskopisi

Hidroksiapatit

Minimum Esansiyel Medyum
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromit
Cok Duvarli Karbon Nanotiip

Polikaprolakton

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (Phosphate buffered saline)
Ribo Niikleik Asit

Taramali Elektron Mikroskobu

Yapay Viicut Sivis1 (Simulated Body Fluid)

Morétesi
2,3-bis-(2-methyx-4-nitro-5-sulfophenyl)-2h-tetrazolim-5-
carboxonilide

X-1sm1 Kirmim Analizi



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1. Doku mithendisligi uygulamasini1 gosteren sematik; (1) hastadan

alinan kaynak hiicre, (2) in vitro ortamda hiicrelerin ¢ogaltilmasi,

(3) skafold tizerine hiicrelerin ekilmesi, (4) in vitro olusturulan
kiiltiir ortamiyla dokunun biiytimesi, (5) hastaya implantasyon
[0 e
Sekil 2.2. Kemik dokuda yer alan kemik hiicrelerinin sematik gosterimi [28].
Sekil 2.3. Biyoaktif cam ylizeyinde hidroksiapatit tabakasinin olusumu
sirasinda gerceklesen kimyasal reaksiyonlar1 gosteren sematik
(58] et
Sekil 2.4. Grafen ve grafen temelli malzemelerin yapisini gdsteren sematik.
(a) grafen, (b) fulleren, (c) karbon nanotiip, (d) grafit [74]...........
Sekil 2.5. Fiziksel ayristirma; potasyum kullanilarak birbirlerinden ayrilan
grafit tabakalarini gosteren sematik [93]........cccovvvieiiiiiiiiiiiinnnnn.
Sekil 2.6. Grafenin iiretim yontemlerini gosteren sematik [90]. ............cce..ee.
Sekil 2.7. Polimer kopiik replikasyonu proses semast [113].......eeveeeeniiinnnnnn.
Sekil 3.1. Calismada kullanilan (a) grafen nanotozlari, (b) 1393-B3 biyoaktif
cam tozlarinin SEM mikrograflart. .........ccccccooiiiiiiii
Sekil 3.2. Polimer kopiik replikasyonu isleminde kullanilan poliiiretan
kopitiklerin dijital gOTintilert. ........cvvveeiiiiiiiiii e
Sekil 3.3. Grafen katkili 13-93B3 biyoaktif cam skafoldlarin Metot-1’e gore
hazirlanigimi gosteren sematik..........cccvvvvvveeeiiiiiiiiiiiieiiee e
Sekil 3.4. Sinterleme islemi dncesi kurumaya birakilan grafen igeren
biyoaktif cam skafoldlarm dijital goriintiileri. ..........ccccceeeeiiinnnnne.
Sekil 3.5. Grafen iceren PCL kaplanmis 13-93B3 biyoaktif cam skafoldlarin
hazirlanigmi gosteren sematik..........cccvvvviveeiiiiiiiiiiiiiiiee i
Sekil 3.6. Gozenekli cam skafoldlarin grafen nanotozlar1 igeren PCL
soliisyonuyla kaplanmasi islemini gosteren fotograf. ..................
Sekil 3.7. Projede kapsaminda kullanilan; (a) SEM cihazi (Quanta FEG 250),
(b) numune kaplamada kullanilan Emitech K550X cihazu. ..........
Sekil 4.1. 13-93B3 biyoaktif cam tozunun tane boyut 6l¢iim sonucunu
GOSLETEN Grafik. .oooviiiiiiiiiiiiie e
Sekil 4.2. Polimer kopiik replikasyonuyla hazirlanmis grafen katkili
numunelerin sinterleme sonrasi dijital goriintiileri; (a) Katkisiz
B3, (b) %1G-B3, (c) %3G-B3, (d) %5G-B3, (e) %10G-B3. ........
Sekil 4.3. Polimer kopiik replikasyonuyla hazirlanmis grafen katkil
numunelerin optik mikroskop goriintiileri; (a)(b) Katkisiz B3,

(©)(d) %1G-B3, (€)(f) %3G-B3, (g)(h) %5G-B3, (i)(j) %10G-B3.

Sekil 4.4. Metot I’e gore hazirlanan numunelerin SEM goriintiileri (6lgek 10
um); (a) %1G-B3, (b) %3G-B3, (c) %5G-B3, (d) %10G-B3. ......
Sekil 4.5. Grafen ve grafen katkili kompozit biyoaktif cam skafoldlarin XRD
diyagramlari; (a) Grafen, (b) %1G-B3, %3G-B3, %5G-B3, (c)
DOLOG-B3. ...
Sekil 4.6. Grafen iceren 13-93B3 kompozit skafoldlarin porozitelerini
OSteren Erafik. .......coccviiiiiiiiiii e
Sekil 4.7. Metot I’e gore hazirlanan kompozit skafoldlarmn elektriksel
iletkenlik degerlerini gosteren grafik. .........ccccoveiiiiiiiiiiiiieee,

Sayfa

.......... 5

.......... 7

......... 17

......... 23

......... 26

......... 35

......... 36

......... 38

......... 41
......... 45

......... 53

......... 54

........ 55

......... 56

......... 58

......... 59



Sekil 4.8. Grafen katkisinin skafoldlari basma dayanimia etkisini gosteren

GrAFIK. e 60
Sekil 4.9. (a) Katkisiz B3, (b) %10G-B3 6rneklerinin gerilme-sekil degistirme
GrafiKIBIL. ..o 61

Sekil 4.10. SBF igerisinde 7 giin bekletilmis numunelerin diisiik (X2500,

0lcek:50 um) ve yiiksek (X10000, 6lgek:10 um) biiyiitmelerdeki

SEM goriintiileri; (a)(b) Katkisiz B3, (¢)(d) %1G-B3, (e)(f) %3G-

B3, (g)(h) %5G-B3, (1)(j) %10G-B3.......ccceoiiieeiiie e 63
Sekil 4.11. SBF igerisinde 15 giin bekletilmis numunelerin diisiik (X2500,

0lcek:50 um) ve yiiksek (X10000, 6lgek:10 um) biiyiitmelerdeki

SEM goriintiileri; (a)(b) Katkisiz B3, (¢)(d) %1G-B3, (e)(f) %3G-

B3, (g)(h) %5G-B3, (1)(j) %10G-B3.......ccoeoiveeciie e 64
Sekil 4.12. SBF igerisinde 30 giin bekletilmis numunelerin diisiik (X2500,

Olcek:50 um) ve yiiksek (X10000, 6lgcek:10 pm) biiyiitmelerdeki

SEM goriintiileri; (a)(b) Katkisiz B3, (¢)(d) %1G-B3, (e)(f) %3G-

B3, (9)(h) %5G-B3, (i)(j) %10G-B3......ccoeeiieiieeeee e 65
Sekil 4.13. Farkl siirelerde SBF'te bekletilen numunelerin FTIR spektrumlari,

(a) %1G-B3, (b) %3G-B3, (c) %5G-B3, (d) %10G-B3...........ccveviene. 66
Sekil 4.14. 30 giin siireyle SBF’te bekletilmis grafen katkili 1393-B3

biyoaktif cam skafoldlarin XRD diyagramlart. ............ccoceeviiiniininnnn. 67
Sekil 4.15. SBF icerisinde bekletilen biyoaktif cam kompozit skafoldlarin

zamana bagl agirlik kayiplarini gosteren grafik. ..........c.ccooeviiiiiinnnn, 68
Sekil 4.16. Skafoldlarin i¢inde bekletildigi SBF'lerin zamana bagh pH

degisimlerini gosteren grafik. ........cccccoeviiiiiiiiiiiiii 69

Sekil 4.17. MC3T3-E1 osteoblast hiicrelerinin grafen igeren biyoaktif cam

skafoldlar tizerindeki canlilik oranlarmi gosteren grafik

(FP<0,05). ettt 70
Sekil 4.18. Farkli konsantrasyonlarda grafen igeren PCL kaplanmis 1393B3

skafoldlarin dijital goriintiileri; (a) PCL-B3, (b) %1G-PCL-B3,

(c) %3G-PCL-B3, (d) %5G-PCL-B3, (e) %10G-PCL-B3............c........ 70
Sekil 4.19. PCL ve grafen kapli numunelerin optik mikroskop goriintiileri;

(a)(b) PCL-B3, (c)(d) %1G-PCL-B3, (e)(f) %3G-PCL-B3, (9)(h)

%5G-PCL-B3, (i)(j) %10G-PCL-B3. ......cceiiiiiiieiieeie e 72
Sekil 4.20. Grafen katkili PCL ile kapli 1393-B3 biyoaktif cam skafoldlarin
porozite degerlerini gésteren grafik. .......ccccvveeiiiiiiiiiii 73

Sekil 4.21. Metot II’ye gdore hazirlanan PCL kaplanmis B3 kompozit
skafoldlarm sahip olduklari iletkenlik degerlerinin grafen

konsantrasyonuyla degisimini gosteren grafik. ..........ccccccoviiivieiiiinnnnnnn 74
Sekil 4.22. Grafen iceren PCL kaplanmis skafoldlarin basma dayanim
degerlerini gosteren grafik...........occoveeiiiiiiiiiiiii e 75

Sekil 4.23.Grafen iceren PCL kaplanmis skafoldlarin gerilme-sekil degisirme
grafikleri: (a) %1G-PCL-B3, (a) %3G-PCL-B3, (a) %5G-PCL-

B3, (2) %L10G-PCL-B3......ciiiiiiiiiieeeee e 76
Sekil 4.24. SBF igerisinde bekletilen PCL kaplanmig B3 kompozit

skafoldlarin zamana bagl agirlik kayiplarini gosteren grafik. ............... 77
Sekil 4.25. SBF pH degerlerinin skafoldlarin bekleme stiresine bagli

degisimini gosteren grafik. ..........cccveeiiiiiiiiiiiiii e 78

Sekil 4.26. SBF icerisinde 7 giin bekletilmis numunelerin diisiik (X2500,
Olecek: 50 um) ve yiiksek (X25000, olgek: 5 um) biiylitmelerdeki



Sekil 4.27.

Sekil 4.28.

Sekil 4.29.

Sekil 4.30.

Sekil 4.31.

Sekil 4.32.

Sekil 4.33.

Sekil 4.34.

Sekil 4.35.

Sekil 4.36.

SEM gériintiileri; (a)(b) %1G-PCL-B3, (c)(d) %3G-PCL-B3,

(€)(f) %5G-PCL-B3, (g)(h) %10G-PCL-B3........vvrrerrerrerrerrrerr

SBF icerisinde 30 giin bekletilmis numunelerin diisiik (X2500,
Olecek: 50 um) ve yiiksek (X25000, olgek: 5 um) biiylitmelerdeki
SEM gorintiileri; (a)(b) %1G-PCL-B3, (c)(d) %3G-PCL-B3,

(€)(f) %5G-PCL-B3, (g)(h) %10G-PCL-B3........vvvrrerrererrerrrsrr

Grafen iceren PCL kaplanmig B3 skafoldlarin iizerine ekilen
MC3T3-E1 hiicrelerinin zamana bagli canlilik degisimini

gosteren grafik (¥ p<0,05). ....cccviiiiiiiiiiieiie e

PCL kaplanmis biyoaktif cam skafoldlar ALP aktivitesinin

zamana bagli degisimini gosteren grafik (** p<0,01)........cccccvvennn.

Hiicre kiiltiirii sonrasi (3 giin) floresans boyama yapilan grafen
iceren PCL kapl1 13-93B3 6rneklerin mikroskop goriintiileri

(BUYUtmME X200). ..eeeiiiiiieiiriie e

Hiicre kiiltiirii sonras1 (7 giin) floresans boyama yapilan grafen
iceren PCL kapl1 13-93B3 6rneklerin mikroskop goriintiileri

(BUYUtME X200). ..eeeiiieieeiiriiee e

Hiicre kiiltiirii sonrasi (14 giin) floresans boyama yapilan grafen
iceren PCL kapl1 13-93B3 6rneklerin mikroskop goriintiileri

(BUYTtME X200). ..eeeiiiiieeiiiiiec e

Grafen iceren PCL kaplanmis biyoaktif cam skafoldlar iizerine
ekilen MC3T3-El iicrelerinin faz kontrast mikroskobuyla alinan
gorintiileri; (a)(d)(g) PCL-B3, (b)(e)(h) %5G-PCL-B3, (c)(f)(i)

0610G-PCL-B3 (Biiyiitme X200). .......ovecreveereeeessreesereessreessreees

Hiicre kiiltiirtiniin 3. giiniinde grafen iceren PCL kaplanmi
biyoaktif cam skafoldlarin tizerindeki MC3T3-E1 hiicrelerinin
SEM goriintiileri; (a)(b) PCL-B3, (c)(d) %1G-PCL-B3, (e)(f)

%3G-PCL-B3, (g)(h) %5G-PCL-B3, (i)(j) %10G-PCL-B3.............

Hiicre kiiltiiriiniin 7. giiniinde grafen iceren PCL kaplanmi
biyoaktif cam skafoldlarm iizerindeki MC3T3-E1 hiicrelerinin
SEM goriintiileri; (a)(b) PCL-B3, (c)(d) %1G-PCL-B3, (e)(f)

%3G-PCL-B3, (g)(h) %5G-PCL-B3, (i)(j) %10G-PCL-B3.............

Hiicre kiiltiiriiniin 14. giinlinde grafen iceren PCL kaplanmi
biyoaktif cam skafoldlarin {izerindeki MC3T3-E1 hiicrelerinin
SEM goriintiileri; (a)(b) PCL-B3, (c)(d) %1G-PCL-B3, (e)(f)

%3G-PCL-B3, (g)(h) %5G-PCL-B3, (i)(j) %10G-PCL-B3.............

Vi

..... 82

..... 84

..... 85

..... 85

..... 86



TABLO DiZiNi

Sayfa

Tablo 2.1. Farkli biyoaktif cam kompozisyonlarina ait icerik tablosu [58]............... 18
Tablo 3.1. Polimer kopiik replikasyonu yonteminde kullanilan biyoaktif cam

SUSPaANSIYONUNUN DIIESIMILL ..vvvveiiiiiiieiiiiic e 37
Tablo 3.2. Biyoaktif cam skafoldlarin sinterlenmesinde uygulanan firin

rejimini OStETen tablO........uvviiiiieiiiieiii e 39
Tablo 3.3. Metot I kullanilarak hazirlanan skafoldlarin icerigine gore

kodlamalarmi gosteren tablo. ..........cccooovveiiiieiiie 40
Tablo 3.4. Metot II yontemiyle hazirlanan skafoldlarin kodlamalarini gésteren

TADI0. ... 41
Tablo 3.5. Kan plazmasi ve yapay viicut sivisinin iyon konsantrasyonlarini

gosteren tablo [138]. ..vvveiiiiiiiii e 46
Tablo 3.6. Calismada kullanilan yapay viicut sivis1 (SBF) recetesi (1 litre

110314 PP PP PRI 47
Tablo 4.1. Proje kapsaminda Metot I ve Metot II kullanilarak iiretilen

kompozit cam skafoldlarin elektriksel iletkenlik degerlerini

GOSLEIEN taADI0. ..ooiiiiiiiiiiii e 74

vii



TESEKKUR

Calismamin her asamasinda bana destek olan, bilgi ve deneyimleri ile yol
gosteren yeri geldiginde benden daha ¢ok emek sarf eden danisman hocam sayin

Dog. Dr. Aylin M. DELIORMANLIya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Biitiin deneysel c¢alismalarda essiz yardimi ve c¢abasi bulunan Ars. Gor.

Kiirsat KANBUR a sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Hiicre kiiltiirti deneylerinin, XRD ve FTIR analizlerinin yapilmasini saglayan
basta Ars. Gor. Dr. Harika ATMACA olmak iizere tiim CBU DEFAM personeline,
SEM analizlerinin gerceklestirilmesinde dnemli yardimlar1 bulunan Mutlu Devran
YAMAN ve tiim IYTE Malzeme Arastirma Merkezi personeline tesekkiirlerimi bir

borg bilirim.
Tez hazirlama siirecinde verdikleri destek i¢in aileme ¢ok tesekkiir ederim.

Bu tez calismasi, Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastrma Kurumu

(TUBITAK) tarafindan, 114M519 kodlu proje kapsaminda desteklenmistir.

Mert TURK
Manisa, 2018

viii



OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Grafen Iceren Biyoaktif Cam Skafoldlarin Hazirlanmasi ve In Vitro
Karakterizasyonu

Mert TURK

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Metalurji ve Malzeme Miihendisligi Anabilim Dah

Danmisman: Dog. Dr. Aylin M. DELIORMANLI

Kemik doku miihendisligi, hasar goren kemik dokusunun onarimi ve
rejenerasyonu alaninda etkin ¢aligmalarin yapildigi bir alandwr. Biyoaktif camlar,
kemikle aralarinda giiglii bag kurabilmeleri sayesinde kemik doku rejenerasyonunda
kritik 6neme sahiptir. Bu calismada kemik doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in
polimer kopiik replikasyonu teknigi kullanilarak, grafen igeren, elektriksel olarak
iletken, bor bazli 13-93B3 biyoaktif cam kompozit skafoldlar hazirlanmistir.
Grafenin yapiya ilavesi i¢in iki farkli yontem izlenmistir. ilk ydontemde (Metot I)
grafen nanotozlar1 ( agirlik¢a %1, 3, 5, 10) biyoaktif cam silispansiyonu igerisine
eklenmis ve polimer kopiik replikasyonuyla grafen-biyoaktif cam kompozit
skafoldlar elde edilmistir. Sonuglar grafen ilavesinin mekanik ozellikleri olumsuz
etkilemedigini ve biyoaktif cam skafoldlarmn elektriksel iletkenligini arttirdigini
gostermistir. X-1511 kirinim analizi sonuglar1 yapay viicut sivisi igerinde 30 giin
bekletilen skafoldlarmm ylizeyinde kristal yapida hidroksiapatit nanotozlari
cOkelmesinin gercgeklestigini gostermektedir. Bununla birlikte, Fourier transform
infrared spektroskopi analizleri ve taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri,
hidroksiapatit olusum hizinin, o6zellikle yapay viicut sivisinda kisa stirelerle
bekletilen Orneklerde, grafen konsantrasyonunun artmasiyla azaldigini ortaya
koymustur. Diger yandan, in vitro sitotoksisite tayini bulgulari, pre-osteoblast
MC3T3-E1 hiicre canliligmin, katkisiz biyoaktif cam skafold ile karsilastirildiginda
yiiksek miktarda grafen iceren cam skafoldlarda diisiik oldugunu gostermektedir. En
iyi performans, orta diizeyde hiicresel tepki ve in vitro hidroksiapatit olusturma
kabiliyeti ile elektrik iletkenliginde bir artis saglayan agirlikca %5 grafen iceren
skafoldlarda elde edilmistir. Ikinci iiretim yonteminde (Metot II) 13-93B3 biyoaktif
cam skafoldlar yine polimer kopiik replikasyonu ile hazirlanmis ve sinterlenmistir.
Ardindan yapi, agirlikca %1, 3, 5, 10 grafen nanotozlar1 iceren polikaprolakton
(PCL) soliisyonu ile kaplanmistir. Sonuglar, PCL ig¢indeki grafen nanotozlarmin
konsantrasyonu arttik¢ca, numunelerin elektrik iletkenligi ve basma dayaniminin
arttigin1 gostermistir. SEM analizleri, yapay viicut sivisinda bekletilmis katkisiz ve
grafen igeren PCL kapli biyoaktif cam skafoldlar arasinda grafen konsantrasyonuna
bagli olarak hidroksiapatit olusumunda belirgin bir fark olmadigini géstermektedir.
In vitro sitotoksisite deneyleri, grafen igeren PCL kapli drneklerin pre-osteoblastik
MC3T3-E1 hiicre canliligmnm, 7 giin inkiibasyondan sonra kontrol grubu 6rneklerine
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gore daha yliksek oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, agirlik¢a %3'ten baslamak
iizere grafen iceren PCL kaplanmis numuneler icin 14 giinlik kiltiir stiresi
sonrasinda hiicre canliliginda bir azalma oldugu tespit edilmistir. Ayrica, ¢calismada,
grafen iceren PCL kapli biyoaktif cam skafoldlarda katkisiz PCL kapli 13-93B3
skafoldlara gore daha yiiksek bir ALP aktivitesi tespit edilmistir. Bu durum grafen
nanoparcaciklarinin varligmin, osteoblastik farklilasmanin erken sathasini uyardigmi
ortaya ¢ikarmistir. Calismanin sonuglari, her iki yontemle tiretilen elektriksel olarak
iletken, grafen igeren, 13-93B3 biyoaktif cam skafoldlarin kemik doku miithendisligi
uygulamalarinda kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyoaktif Cam, Grafen, Polikaprolakton, Skafoldlar,
Kemik Doku Miihendisligi.
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Glass Scaffolds
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Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Aylin M. DELIORMANLI

Bone tissue engineering is a field containing studies on the repair and
regeneration of the damaged bone tissue. Bioactive glasses have crucial effect in
bone regeneration due to their ability to make strong bonding with the bone tissue. In
this study, graphene-containing, electrically conductive, borate-based 13-93B3
bioactive glass composite scaffolds were prepared for bone tissue applications.
Graphene was incorporated to the bioactive glass structure using two different
approaches. In the first method (Method 1), graphene nanopowders (1, 3, 5, 10 wt.
%) were added to the bioactive glass suspension and bioactive glass composite
scaffolds were manufactured using polymer foam replication method. It was
observed that the addition of graphene did not adversely affect the mechanical
properties and increased the electrical conductivity of the glass scaffolds. In the X-
ray diffraction analysis, the peak corresponding to the hydroxyapatite crystal was
observed in all samples, indicating that all the samples were bioactive after 30 days
of immersion into the simulated body fluid. However, Fourier transform infrared
spectroscopy analysis and scanning electron microscope observations have shown
that the rate of hydroxyapatite formation decreases with increasing graphene
concentration, especially in samples incubated in short periods in simulated body
fluid. Based on cytotoxicity assay findings, pre-osteoblastic MC3T3-E1 cell growth
was significantly inhibited by scaffolds containing a higher amount of graphene
compared to the bare bioactive glass scaffold. The best performance was obtained for
samples containing 5% graphene, which provides an increase in electrical
conductivity with moderate cellular response and the ability to form hydroxyapatite
in vitro. In the second approach (Method I1), bare 13-93B3 bioactive glass scaffolds
were prepared by polymer foam replication method using the same conditions with
Method I. After sintering they were coated with the graphene-containing (1, 3, 5, 10
wt. %) polycaprolactone (PCL) solution. Results revealed that electrical conductivity
and compression strength of the samples increased with increasing concentration of
graphene nanopowders. Based on SEM analysis a noticeable difference was not
observed in HA forming ability of the bare and the graphene- coated scaffolds
immersed in simulated body fluid. In vitro cytotoxicity experiments showed that pre-
osteoblastic MC3T3-EL1 cell viability of the graphene- containing samples was higher
than control group samples after 7 days of incubation. However, a decrease in cell
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viability was obtained after 14 days for samples coated with graphene starting from 3
wt. %. Additionally, a higher ALP activity was detected in cells cultured on the
graphene-containing borate glass scaffolds than those on the bare PCL coated 13-
93B3 scaffolds suggested the presence of graphene nanopowders stimulated an early
stage of osteoblastic differentiation. The results of the study showed that electrically
conductive 13-93B3 bioactive glass composite scaffolds produced by both
approaches have potential to be used in bone tissue engineering applications.

Keywords: Bioactive Glass, Graphene, Polycaprolactone, Scaffolds, Bone Tissue
Engineering.

2018, 113 pages

Xii



1. GIRIS

Kemik, i¢ organlar1 koruma ve destekleme, kaslarin tutunmasmi saglayarak
hareket kabiliyetine destek olma ve viicudun yiikiinii tasima gibi hayati gorevleri
olan ¢ok islevli bir yapidir. Yetigkin bir insanin viicudunda (susams1 kemikler harig)
206 adet kemik bulunmaktadir. Bu ¢ok islevli ve hayati 6neme sahip kemigin hayatin
herhangi bir doneminde travma, yaralanma, hastalik veya yaslanma sebebiyle
gbrevini yerine getirememesi insanin hayat standardini 6nemli dlgiide diisiiren bir
durumdur. Bu sebeple kemik rejenerasyonu ¢ok 6nemli bir deger haline gelmistir.
Kemik rejenerasyonuyla islevini kaybetmis dokunun en kisa siirede yeniden eski

performansina donmesi amaglanmaktadir [1].

Grafen sp? karbon atomlarinn tek katmanlisidir ve karbon nanotiip gibi tiim
karbon allotroplarinin yap1 tasidir. Sahip oldugu yiiksek mekanik, elektriksel ve
termal Ozelliklerinden dolayr bilim diinyasinda 6zel ilgi gormektedir. Elektrik
iletkenligi ve yiik tagiyict mobilitesi, grafeni, piller, yart iletkenler ve elektrokimyasal
sensorler gibi elektronik cihazlar i¢in 6nemli bir malzeme haline getirmektedir. Bu
alanda en iletken polimerleri bile geride birakmay1 basarmaktadir. Grafen, seramikler
icin de miikemmel takviye malzemesi olarak uygulanabilir. Yakin zamanda yapilan
caligmalar, ila¢ tasinimi, kanser terapisi, biyolojik sensor, antibakteriyel materyal ve
biyouyumlu skafoldlarin iiretimi gibi biyomedikal uygulamalarda da onemli bir
potansiyele sahip oldugunu goéstermistir [2]. Liu ve ark. [3], grafen nanoplakalari
hidroksiapatite (HA) ekleyerek mukavemetin 6nemli 6lglide arttirilabilecegini ayrica
hidroksiapatit-grafen nanoplaka kompozitlerinin HA'min biyolojik 6zelliklerini
arttirdigit  ve biyomedikal uygulamalar i¢in Onemli bir potansiyel oldugunu

gostermislerdir [3].

Biyoaktif camlar, kemik doku ve yumusak dokunun onarimi ve
rejenerasyonunda kullanilan malzemelerdendir. Biyoaktif camlarin yiizeylerinde
meydana gelen kimyasal reaksiyonlar sayesinde hidroksiapatit benzeri tabaka
olusmakta ve dokuyla gii¢lii baglar kurulabilmektedir [4]. Biyoaktif camlarin
kronolojisi Hench’in [4] kesfi olan 45S5 Biyocam®’la baglamis ve ardindan yapilan
pek cok caligmayla farkli kompozisyonlar halinde genis bir yelpazeye yayilmistir.
13-93B3 olarak adlandirilan ve temeli B,O3; olan bor bazli biyoaktif cam ise bu

yelpazedeki en 6nemli malzemelerden biridir. Biyomedikal uygulamalar i¢in olduk¢a



iyi Ozelliklere sahip olan bu malzeme ayrica elektriksel olarak yalitkandir. Kemik
rejenerasyonunu diger biyoaktif seramiklere nazaran daha fazla tesvik ettikleri daha
once bildirilmistir [5]. Silika bazli 13-93 biyoaktif cam bilesimi (mol% cinsinden
%54,6 SiO,, %22,1 CaO, %7,9 K;0, %7,7 MgO, %6,0 Na,O ve %1,7 P,Os) ABD
Gida ve Ilag idaresi (FDA) tarafindan onaylanmistir. Bor bazli 13-93B3 cam, 13-93
biyoaktif camin bilesiminde bulunan SiO;'nin B,03 ile yer degistirmesiyle elde
edilmistir [6]. Her iki biyoaktif cam da biyomedikal uygulamalar i¢in uygun
Ozelliklere sahip olmakla birlikte, elektriksel iletkenlik agisindan yalitkan
malzemelerdir. Grafen gibi elektriksel olarak iletken bir malzeme ilavesi ile
hiicrelerin elektrik stimiilasyon metoduyla biiylimesi igin elektriksel olarak iletken
skafoldlar hazirlanmasi, biyoaktif camlarin muhtemel uygulamalarini genisletebilir.
Iletken polimerler, karbon nanotiipler ve grafen gibi elektriksel olarak iletken
malzemelerle 6zel nislerin yapiminin, elektro-aktif soylara dogru kok hiicre
farklilagsmasimi tesvik edebilecegi ve bunun elektro-aktif doku rejenerasyonunda kok

hiicrelerin umut vaat eden roliinii destekledigi gosterilmistir [7].

Daha 6nce, Touri ve ark. [8] freeze-casting (dondurarak dokiim) yontemi ile
¢ok duvarli karbon nanotiip (MWCNT)/45S5 biyoaktif cam kompozit skafold
hazirlamiglardir. %2100 45S5 biyoaktif cam tozlar1 ile hazirlanan skafoldlara kiyasla,
%0,25 MWCNT ilavesi, 45S5 biyoaktif cam skafoldun basma dayanimini 2,08'den
4,56 MPa degerine ¢ikarmistir. Benzer sekilde, Fabbri ve ark. [9] grafen igeren 45S5
biyoaktif camlar1 incelemislerdir. Polimer kopiik replikasyonu yontemini kullanarak
45S5 cam skafoldlar tiretmis ve skafoldlar1 grafen katmani ile kaplamislardir.
Sonuglar, grafen kaplamanin skafoldun elektrik iletkenligini arttirdigmi ve bununla
beraber camin biyoaktivitesini 0lumsuz etkilemedigini ortaya koymustur. Liu ve ark.
[10] MWCNT'lerle giiglendirilmis 13-93 biyoaktif cam nano kompozit skafoldlar1
arastrmiglardir.  Sonuglar, CNT'lerin, biyoaktivitede bir kayrp olmaksizin
skafoldlarmm mekanik 6zelliklerini gelistirmede etkili oldugunu gostermistir. Fan ve
ark. [11] biyoaktif cam-grafen kompozitleri hazirlamiglardir. Yapiya grafen ilave
edilmesi daha yiiksek sertlik ve Young modiilii elde edilmesini saglamistir. Dahas,
grafen iceren cam skafoldlar, in vitro olarak daha yiiksek hiicre g¢ogalmasi
gostermislerdir. Gao ve ark. [12], grafen igeren silika bazli nano-58S biyoaktif cam
skafoldlarin  mekanik ve biyolojik performansin1 aragtirmustir.  Grafenin

kullanilmasinin, nano-58S biyoaktif camm kemik onarimi ve rejenerasyonu i¢in



mekanik 6zelliklerini gelistirdigi goriilmistiir. Porwal ve ark. [13], 45S5 Biyocam-
grafen nanotoz bilesiklerinin islenmesi ve biyoaktivitesini incelemistir. Sonuglar,
grafen nanotozlarmin biyoaktiviteyi etkilemeksizin kompozitlerin elektriksel
iletkenligini arttirdigmi ve boylece kemik doku miihendisligi i¢in biyoaktif ve
elektriksel iletkenlige sahip skafoldlar hazirlanmasina olanak verdigni géstermistir.
Her ne kadar grafen-biyoaktif cam kompozitler daha once calisilmis olsa da,
bildigimiz kadariyla, bor bazli biyoaktif cam kompozisyonu iizerine yaymlanmis

calisma bulunmamaktadir.

Bu calismada, farkli konsantrasyonlarda grafen igeren elektriksel iletken,
gozenekli, bor bazli 13-93B3 biyoaktif cam skafoldlarin hazirlanmasi ve hazirlanan
kompozit skafoldlarin fiziksel ve biyolojik 6zelliklerinin arastirilmasi amaglanmistir.
Bu amac¢ dogrultusunda skafold icerisine grafenin eklenmesi 2 farkli yontemle
gerceklestirilmistir. Elektriksel iletken grafen-biyoaktif cam skafold imal etmede ana
fikir, kemik doku miihendisligi uygulamalarinda, piezoelektrik sinyal aktarmmi ile
hiicre bliylimesini ve doku rejenerasyonunu kolaylastirmaktir. Bu sekilde iiretilen
skafoldlarin canli dokulara implantasyonundan sonra elektriksel stimiilasyon etkisi

ile hasarli dokularda iyilesme siirecinin hizlandirilabilecegi diisiiniilmektedir.



2. LITERATUR OZETIi
2.1. Doku Miihendisligi

Doku mithendisligi, miithendislik prensipleri ve yasam bilimlerinin sinerjik bir
sekilde birlestirilmesi ile viicutta kaza, kanser veya travma sonucu olusan islevsel
eksikliklerin giderilmesi ya da tedavi edilmesi igin hiicrelerin, miihendislik
malzemelerinin ve gerekli biyosinyallerin bir araya getirilerek kullanilmasi olarak
tanimlanmaktadir [14, 15]. Doku miihendisliginin hedefi hakkinda en basarili
yaklagimlardan biri; hasar gérmiis ya da islevini kaybetmis dokularda, hiicre
entegrasyonunun, farklilasmasinin ve ¢ogalmasinin dogal kapasitesine yeniden
ulagabilmesini tesvik eden bir ortam hazirlanarak yasayan dokularla yer
degistirilmesi ya da dokunun onarilmasi1 uygulamasini igerir [16]. Bu yaklagim, doku
gelisimiyle 1lgili olan tiim karmasik yapiyr yeniden tretmek degil, dogal
kapasitelerini yeniden kazanmalar1 amaciyla tesvik edici bir ortamda yeni hiicrelerin
ve dokularm bir araya getirilmesini amaglamaktadir. Oncii hiicreler ve kok hiicreler,
bu yaklasimin bir pargasi olarak doku iskelelerini (skafold) gelistirmede kritik bir rol

oynamaktadir [17].

Transplantasyon i¢in mevcut organlarin sayisi, bu prosediirlere ihtiya¢ duyan
hasta sayismnin ¢ok gerisinde kalmistir. Yalnizca 2000 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri'nde, son asama organ yetmezligi nedeniyle yaklasik 72000 kisi bir organ
nakli i¢in bekleme listesinde yer almistir ancak sadece 23000 nakil
gerceklestirilmistir [17]. 2003 ve 2012 yillar1 arasindaki on y1l boyunca Ingiltere,
organ bagist ve transplantasyonun saglanmasinda gelisme kaydetse de yetiskin
hastalarda transplantasyon igin ortalama bekleme siirelerinin bobrek, pankreas,
karaciger, kalp ve akciger i¢in sirasiyla 1167, 339, 141, 293 ve 311 giin oldugu
belirtilmistir [18]. Organ bagisinda ve buna bagl nakillerde yasanan bu yetersizlik,
hastaliklarin tedavisinde doku miihendisliginin kullanimmin 6nemini arttirmis ve
doku miihendisligi caligmalarina agirlik verilmesini saglamistir. Doku miihendisligi

uygulamasi sematik olarak Sekil 2.1.’de gosterilmistir.



Sekil 2.1. Doku miihendisligi uygulamasini gdsteren sematik; (1) hastadan alinan
kaynak hiicre, (2) in vitro ortamda hiicrelerin ¢ogaltilmasi, (3) skafold iizerine
hiicrelerin ekilmesi, (4) in vitro olusturulan kiiltiir ortamiyla dokunun biiyiimesi, (5)

hastaya implantasyon [19].

Malzeme miihendisligi agisindan, dokular, ¢ok fazli sistemleri temsil eden
hiicresel kompozitler olarak diisiliniiliir. Hiicresel kompozitler ii¢ ana yapisal
bilesenden olusur. Bunlar; fonksiyonel birimler halinde diizenlenen hiicreler, hiicre

dis1 matris ve skafoldlardir [20].

Tiim hiicreler, siirekli olarak ya da hayatlarinin 6nemli evrelerinde (6rnegin,
kok ya da Oncii hiicreler olarak ya da hiicre gocii sirasinda) hiicre dis1 matrisle
(ECM) siki1 temas kurarlar. ECM, organ ve dokulara yapisal destek saglama
yetenegiyle bilinmektedir. Ayrica hiicre katmanlar1 i¢in bazal zar ya da tekil
hiicrelere go¢ icin substrat gorevi de gdrmektedir. Hiicre dis1 matrislerin hiicre
tutunmasinda ve tutunma reseptOrleri vasitasiyla hiicrelere sinyal vermesindeki
rolleri dikkat ¢cekmektedir. Yapilan calismalarla matrisin mekanik 6zelliklerinin de
(sertlik, deforme olabilme gibi) hiicre davramisini etkiledigi gorilmiistir [21].
Biyolojik dokular, oksijen veya besin arz1 i¢in entegre bir vaskiiler sistem ile birlikte

karmagik bir molekiiler ¢erceve icerisinde yer alan hiicrelerden olusur. Cogu ECM
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makromolekiillerin g genel smifindan olusur: kolajenler,
proteoglikanlar/glikozaminoglikanlar ve fibronektin, laminin gibi glikoproteinler
[22]. Yapisal destek ve sinyal vermenin yani sira birgok ECM molekiiliiniin 6nemli
bir rolii, ¢Ozlnebilir biliyime faktorleri igin c¢oklu baglanma alanlarinin
saglanmasidir. Bu yapiy1 taklit etmek i¢in 3 boyutlu (3B) skafoldlarin fiziksel ve
kimyasal ozelliklerinin son derece onemli oldugu agiktir. Genel olarak ideal bir
skafolddan biyolojik olarak uyumlu ve pargalanabilir olmasi, oksijen, besin ve atik
transferinin saglanabilmesi i¢in uygun boyutlar, sekil ve porozite orani, doku
biliylimesini yonlendirmek ve bagisiklik reddini engellemek i¢in uygun kimyasal

sinyalleri saglamasi gibi pek ¢ok 6zellik beklenmektedir [23].

2.1.1. Kemik Doku Miihendisligi

Kemiklerin en dnemli yap1 tasini olusturdugu iskelet sisteminin i¢ organlari
korumak, hareket saglayici kaslarin yapismasini saglamak ve yiik tagimak gibi ¢ok
onemli gorevleri bulunmaktadir. Kiriklar ve hastaliklar gibi ¢esitli etmenlerin kemige
zarar vermesi bu isglerin aksamasina ve hayat standardinin diismesine sebep
olmaktadir. Kiriklar, kemiklerin biyomekanik olarak yetersiz kalmalar1 sonucu yani

tastyabilecekleri maksimum yiik kapasitesinin asilmasi sonucu olusmaktadir [24].

Kemik, genel ¢ergeveyi saglayan kolajen ve dayanikliligi saglayan kemik
mineralinden olusan dogal bir kompozittir. En onemli iki kemik tiirii kortikal
(kompakt) ve siingerimsi (trabekiiler) kemiktir. Kortikal kemik yogun yapiya ve
yiiksek mekanik mukavemete sahiptir (basma dayanimi = 100MPa — 200 MPa [25]).
Stingerimsi ya da trabekiiler kemik, femur gibi uzun kemiklerde ya da kisa
kemiklerde kortikal kemigin smirlar1 i¢inde bulunan i¢i gozenekli bir destek
yapisindadir (basma dayanimi = maksimum 12 MPa) [25]. Trabekiiler kemik, biiyiik
bosluklar1 (makroporlar) ¢evreleyen destek (trabekiilii) agidir [26]. Kemigin kemik
hiicrelerinden, hidroksiapatit kristallerinden ve kalojen temelli yapidan olusan
yapisal bir hiyerarsisi bulunmaktadir. Bu bilesenlerin farkli sekillerle bir araya
gelmesiyle trabekiiler ve kortikal kemikler olusmaktadir. Kemikte olusan kirik veya
hasar durumunda kemik kendisini ii¢ asamada tamir etmektedir. Hasar sonras1 ilk
asamada osteoprogenitdr hiicreler hematom iginde sentezlenen biiylime faktorleri
sayesinde defekt bolgesine go¢ ederler ve bu bolgede osteoblastlarm ve

kondroblastlarin farklilasmasimni saglayarak rejenerasyon siirecini diizenlerler [27].



Kemik doku hiicreleri, mezenkimal ve hematopoitik olarak iki farkli grupta

degerlendirilebilirler [28].

1. Mezenkimal temelli hiicreler kemik olusumundan sorumludurlar.

a. Osteojenik hiicreler, kemik hiicresine doniismesi yoniinde kosullanan
mezenkimal hiicredir.

b. Osteoblastlar kemigin olusumundan ve kemikteki matris yapida bulunan
organik kismin sentezinden sorumludurlar.

c. Osteositler osteoblast hiicrelerinin olgunlasip farklilasmasiyla olusan
kemik hiicreleridir. Kemik yapisindaki hiicrelerin nerdeyse tamamini
olustururlar.

2. Kemik yikimdan sorumlu olan hiicreler hematopoitik hiicrelerdir.
a. Osteoklastlar, kemigin rejenerasyon siirecinde c¢oziilerek c¢evredeki

dokular tarafindan emilmesinden sorumlu olan hiicrelerdir [28, 29].

Kemik dokuda yer alan hiicrelerin sematik gosterimi sekil 2.2.°de

verilmektedir.
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Sekil 2.2. Kemik dokuda yer alan kemik hiicrelerinin sematik gosterimi [28].

2.1.1.1. Kemik Doku Miihendisliginde Skafoldlarin Onemi

Hastalikli veya hasar gormiis dokular1 orijinal durumuna ve islevine geri

dondlirmenin bir yolu, doku miihendisligi kapsaminda laboratuvarda hazirlanan



skafoldlarin kullanilmasidir. Tipik bir kemik doku miihendisligi uygulamasinda,
hiicreler hastadan toplanir (6rnegin kemikteki osteojenik hiicreler) ve ii¢ boyutlu
doku biiytimesi igin rehber ve uyaran gorevi goren sentetik bir skafold tizerine ekilir
ve canli biyokompozit olusturulur. Biyokompozit daha sonra tekrar hastaya implante
edilir [26, 30]. Zamanla, sentetik skafold, hiicrelerin kendi hiicre dis1 matrislerini
iirettikleri oranda toksik olmayan pargalanma {iriinleri vererek viicutta degrede olur.
Skafold yapisinin, uygulandigi hasarli dokunun yapisi ile uyumlu olmasi gerekir.
Ornegin, trabekiiler kemigi rejenere edebilmek icin, trabekiiler kemigin yapisini
taklit edecek ve osteojenik hiicreler (osteoblastlar) ile kiiltiirlendiginde yeni kemik

biiylimesini uyaracak bir yap1 gereklidir [26].

Ideal bir skafold, hiicrelerin {izerine tutunup gogalabilmesi, tagmabilmesi ve
islev gdormesi i¢in hazirlanan ve dokunun hiicre dig1 matrisini taklit eden bir iskeledir.
Kemik rejenerasyonu i¢in ideal bir skafoldun sahip olmasi gereken kriterler sunlardir

[26, 31-34];

e Biyolojik olarak uyumlu, yani sitotoksik olmayan bir malzemeden yapilmis
olmasi,

e Ug boyutlu doku biiyiimesi i¢in sablon gibi davranabilmesi,

e Hiicre penetrasyonu, doku biiylimesi ve vaskiilarizasyon i¢in 100 pm'den
daha biiyiik caplara sahip gozenekleri igeren, birbirine bagl makro gézenekli
bir aga sahip olmasi ve implante edildiginde rejenerasyon dokusunun
merkezine besin maddesinin tasmabilmesi,

e Kolaylikla konak dokuya baglanabilmesi i¢in osteokondiiktif bir malzemeden
yapilmasi,

e Hiicre yapismasini, biyolojik metabolitlerin emilimini tesvik eden bir yiizey
dokusu sergilemesi,

e Etkili hiicre farklilasmasi ve ¢ogalmasini saglamak i¢in kemik iireten
hiicrelerdeki genleri etkilemesi,

e Toksik olmayan ve viicut tarafindan kolayca atilabilen bozunma {iriinleri
salmas1 6rnegin solunum sistemi veya idrar yolu sistemi vasitasiyla viicuttan
uzaklastirilabilen ve doku tamir hiziyla ayn1 hizla emilimin saglanabilmesi,

e Doku biiyiimesini yonlendirmek ve bagigiklik reddini dnlemek i¢in uygun

kimyasal sinyalleri saglayabilmesi,



e Sterilize edilebilir olmasi,

e Yiik tasiyan alanlardaki kemikler gibi belirli uygulamalarda dokuyu
yenilemek i¢in yeterli mekanik 6zellikleri gosterebilmesi,

e Uygulandigi bolgenin morfolojisi ve mekanik 6zellikleri ile uyumlu olmasi,

e Uluslararas: Standartlar Organizasyonu (ISO) veya Gida ve Ilag Idaresi
(FDA) standartlarma gore ticari olarak iiretilebilecek potansiyele sahip

olmalar1 beklenmektedir.

Kemik rejenerasyonunda gozenekli yapinin gerekliligi Kuboki ve ark. [35]
tarafindan da gosterilmistir. Yaptiklar1 ¢alismada gozeneksiz ve gozenekli olmak
tizere iki farkli hidroksiapatit (HA) yapiya BMP-2 (Bone morphogenetic protein)
eklenmistir, gézenekli yapida kemik olusumu goézlenirken, gozeneksiz HA yapida

yeni kemik olusumu goériilmemistir.

Makro gozeneklilik (gdzenek boyutu >50um) osteojenik sonuglar iizerinde
giiclii bir etkiye sahip olsa da, mikro gozeneklilik (gézenek boyutu <10 pm) ve
gozenek duvari plriizliiliigiiniin de 6nemli bir rolii vardir. Ortalama goézenek boyutu
200 um olan, piiriizsiiz ve yogun gézenekli duvarlara sahip hidroksiapatit seramik
cubuklar 400 um'lik ortalama gbézenek boyutu ile ayn1 malzemeden yapilmis ancak
kaba ve gozenekli duvarlara sahip olan cubuklarin aksine, kopeklerde ektopik kemik
olusumunu baslatamamistir [36]. Mikro gézeneklilik, skafoldun daha biiyiik yiizey
alanina sahip olmasini saglar bu sayede hem yiiksek kemik indiikleyici protein
emilimine hem de emilimi ve yeniden ¢6ziinmesi sayesinde iyon degisimine ve
kemik benzeri apatit yapi1 olusumuna yardimei olur. Yiizey piirtizliliigii tutunma-
bagimli kemik olusturma hiicrelerinin baglanma, proliferasyon ve diflizyonunu

arttirmr [37].



2.2. Biyomalzemeler

Biyomalzeme, tibbi amag i¢eren herhangi bir uygulamada kullanilan ve bu
amacla tasarlanmis her tiirli malzemeye verilen genel bir addir. Daha detayli bir
tanimlamasi goyledir: biyomalzemeler, ilaglarin digindaki madde veya madde
bilesenlerinin olusturdugu yapay veya dogal temelli, belirli bir zaman araliginda bir
sistemin tiimiinde veya bir kisminda iyilestirici olarak kullanilan organ ve dokularin
veya viicuttaki bir fonksiyonun yerini tutan malzemelerdir [38]. Arastirmacilar,
“biyomalzeme” ve “biyouyumluluk” terimlerini, malzemelerin  biyolojik
performanslarint  belirtmek igin kullanmislardir. Biyouyumlu olan malzemeler,
biyomalzeme olarak adlandirilmis ve biyouyumluluk; uygulama sirasinda
malzemenin viicut sistemine uygun cevap verebilme yetenegi olarak tanimlanmustir.
Biyouyumluluk, bir biyomalzemenin en oOnemli 6zelligidir. Biyouyumlu, yani
‘viicutla uyusabilir’ bir biyomalzeme, kendisini ¢evreleyen dokularin normal
degisimlerine engel olmayan ve dokuda istenmeyen tepkiler (iltthaplanma, pihti
olusumu, vb) meydana getirmeyen malzemedir. Biyomalzemeler, hiicre igi biiylime,
proliferasyon ve iic boyutlu yeni doku olusumu i¢in matrisler sunarak doku
miihendisliginde 6nemli bir rol oynamaktadir [39, 40]. Biyomalzemeler, metaller,

polimerler, seramik ve camlar olarak siniflandirilabilir.

2.2.1. Metaller ve Alasimlar

Metalik biyomalzemeler iskelet sisteminin ihtiya¢ duydugu mekanik kosullar
karsilama konusunda en basarili malzemelerin basinda gelmektedirler. Uzun siireli,
agwr, ani ve degisken yiiklemelere karsi dayanabilmeleri ve o6zelliklerini
kaybetmemeleri sebebiyle metalik biyomalzemeler tercih edilmektedirler. Viicut
ortaminin oldukga korozif bir yapiya sahip olmasi, metallerin viicut i¢inde korozyona
ugramalarina ve bunun sonucunda hiicrelere zarar vermelerine sebep olmaktadir.
Ayn1 zamanda metaller, biyouyumluluklarinin diisiik olmasi, dokulara gére oldukca
sert olmalar1 ve yliksek yogunluklara sahip olmalari gibi 6nemli dezavantajlara da
sahiptirler. Buna ragmen metaller biyomalzeme olarak biiyiik bir 6neme sahiptirler.
Giiglii metalik baglar1 ve kristal yapilar1 sayesinde ¢ok iyi mekanik 6zelliklere sahip
olan titanyum ve titanyum alagimlari, paslanmaz celikler, altin ve platin gibi metal ve
metal alagimlarmm bu alandaki payr biyiiktiir. Metalik biyomalzemeler, eklem

protezi, cene ve dis implanti, kemik rejenerasyon malzemesi ve yapay kalp pargalari
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gibi ¢esitli alanlarda kendisine yer bulmaktadir. Biyomedikal cihazlarmn tiretiminde

de metalik biyomalzemeler tercih edilmektedir [41, 42].

2.2.2. Polimerler

Polimer, “mer” adi verilen birimlerin uzun zincirler seklinde tekrarlanarak
baglanmasi sonucu olusan molekiillerdir. Polimerler zincirleri dogrusal yapida
olabilecekleri gibi diger zincirlerle yan dal olarak baglanmalariyla “dallanmis”
yapida da olabilirler. Polimerlerin biyomalzeme olarak kullanim alanlar1 oldukg¢a
genistir, bunun sebebi olarak polimerlerin sahip olduklar1 6zelliklerin genis bir
skalada degisebiliyor olmas1 gosterilebilir. Biyopolimerler, biyoinert veya
biyobozunur olabilirler. Kemik doku tedavilerinde kemikle baglanamadiklari ve
diisik mekanik dayanim sebebiyle dezavantajlidirlar. Ancak biyoseramik-polimer
kompozitler skafold olarak kullanilmaktadir. Seramik-polimer birlikteligiyle
polimerlerin sahip oldugu dayamim arttirilmakta ayrica malzeme biyobozunur

Ozelliginin yaninda biyoaktiflik de kazanmaktadir [26, 43].

Polimerler, kemikten ¢ok daha diisiik bir Young modiiliine sahiptir ve direk
olarak yiik tasiyici uygulamalarda kullanilamazlar (30). Polimerler dogal ve sentetik

olmak tizere iki sinifa ayrilir.

2.2.2.1. Dogal Polimerler

Dogal polimerler, doku yenileme uygulamalarinda diisiik antijen iiretimi,
biyouyumluluk ve biyobozunurluk gibi avantajlara sahiptirler. Toksik etkiye sahip
degildirler ve canli hiicreler ile etkilesim gosterirler [37, 44]. Nisasta, alginat,
Kitin/kitosan, kollajen ve elastin dogal polimerlere 6rnek verilebilirler. Dogal
polimerlerin biyouyum o6zellikleri ve hiicre ile etkilesimleri ¢ok yiiksektir ancak
mekanik oOzellikleri cogu zaman yetersiz kalmaktadir ayrica sekil verilmesi

hususunda da kisitlamalar1 bulunmaktadir [43].

2.2.2.2. Sentetik Polimerler

Sentetik polimerlerin tiretimi kontrollii bir sekilde yapilabilmektedir. Bu
sayede iretilecek olan malzemenin mekanik ve fiziksel Ozellikleri (esneklik
katsayisi, gerilme mukavemeti ve degredasyon oran1 gibi) daha Onceden
ongoriilebilmektedir. Bu sekilde sentezlenen polimer daha sonradan ayni sartlar

altinda  tekrar retilebilmektedir. Polimerler medikal uygulamalarda da
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kullanilmaktadir. Gozeneklilik, goézenek boyutu sekil, bozunma hizi, mekanik
ozellikleri ve malzemenin safsizlig1 gibi 6zelliklerin ayarlanabiliyor olmasi doku
mithendisligi  uygulamalarinda  kullanilmak  iizere ozel skafoldlarin
hazirlanabilmesine olanak saglamaktadir. Yapilan calismalar gostermistir ki toksisite,
immunojenesite ve enfeksiyonun desteklenmesi gibi riskler saf sentetik polimerler
icin daha diisiiktir [45]. Bu sebeple polimer sentezlenirken safsizliginin kontrol

edilebiliyor olmasi gereklidir.

Doku miihendisliginde kullanilmak iizere iiretilen {i¢ boyutlu skafoldlarda en
cok sentetik polimer ¢esidi olan doymus alifatik poliesterler kullanilmaktadir. Bu
grubun iceriginde poli(laktid-ko-glikolit) (PLGA), poli(glikolik asit) (PGA) ve
poli(laktik asit) (PLA) kopolimerleri ve poli(e-kaprolakton) (PCL) bulunur [46-48].
Bozunma hizlarina gore siralanacak olurlarsa doymus alifatik poliesterler, PGA >
PLA > PCL seklinde siralanirlar [45]. Bu polimerler sahip olduklari kimyasal
ozellikler sayesinde esterlesme tepkimesiyle hidrolitik bozunma gerceklestirirler. Bu
parcalanma sonucu her polimerin monomerik bilesenleri dogal yollarla viicuttan

uzaklastirilabilir [45, 49].

2.2.2.2.1. Polikaprolakton (PCL)

Poli (e-kaprolakton) (PCL) yar1 kristalli bir alifatik polyester olup,
osteoblastlarla olduk¢a uyumludur. Kemik kusurlarinin tedavisinde, kemik gelisimi
ve yenilenmesini desteklemek amaciyla degerlendirilebilmektedir. PCL oldukca
hidrofobiktir, dolayisiyla PLA'ya gore in vivo ortamda daha diisiik biyobozunma
oranina sahiptir [50]. Diger bahsedilen poliesterlerde oldugu gibi, PCL'nin in vivo
degradasyonu, ester baglantilarinin rastgele hidrolitik zincir par¢calanmasini da igerir.
Cok yiiksek olmayan mekanik 6zelliklerine (gerilme modiilii 200-440 MPa ve ¢ekme
mukavemeti 20-42 MPa) ragmen PCL, kemik ve kikirdak doku miihendisligi i¢in
skafold hazirlanmasi gibi farkli biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir [47,
51]. Ayrica PCL, Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylidir.
Nispeten diisiik erime noktasina bagl olarak, PCL, geleneksel prosediirlerle kolayca
islenebilir. Bu nedenle, PCL kolayca sert malzemelerle (partikiiller veya lifler)
karigtirilabilir ve eritme teknikleri ile islenebilir. Bu malzemenin en biiyiik

dezavantaji ise bozunma hizinin gok diisiik olmasidir [45, 47].
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PCL oda sicakliginda kloroform, diklorometan, karbon tetrakloriir, benzen,
toluen, siklohekzanon ve 2-nitropropan iginde ¢oziiniir. Aseton, 2-biitanon, etil
asetat, dimetilformamid ve asetonitril i¢inde diisiik bir ¢oziiniirliige sahiptir ve alkol,
petrol eteri ve dietil eterde ¢oziinmez. PCL, stres catlama direncini ve yapismayi

iyilestirmek i¢in diger polimerlerle harmanlanabilir [52].

2.2.3. Seramikler ve Camlar

Kemikler yasin ilerlemesiyle yogunluk ve mukavemet kayb1 yasarlar. Bunun
sonucu olarak yasli insanlarin kemikleri kirilmaya karsi ¢ok daha savunmasiz
olmaktadir. Ortalama insan 6mrii 80 sene kabul edilirse ve implant ihtiyacnin viicut
tarafindan 60 yas civarinda ortaya ¢ikarildig1 diistiniiliirse yerlestirilecek malzemenin

viicutta +20 y1l gegirebilmesi gerekmektedir [53].

Biyoseramigin bekasi i¢in malzemenin canli konak doku ile arasinda stabil
bir ara yiiz olusturmasi gerekmektedir. Dokunun baglanma mekanizmasi dokunun
ara ylize nasil yanit verecegiyle alakalidir. Dort farkl yanit tiiriinden bahsedilebilir
[54]:

. Kullanilan malzemenin toksik olmasi durumunda doku oliir.
. Malzeme toksik degil ancak biyolojik olarak inert ise degisen

kalinliklarda fibroz tabaka olusur.

. Malzeme toksik degil ve biyolojik agidan aktif (biyoaktif) ise, arayiiz bagi
olusur.

. Malzeme toksik degil ve viicut igerisinde ¢dziiniirse, kendisini ¢evreleyen
dokuyla yer degistirir.

Bu yantt tiirleri iskelet sisteminde farkh tiirlerde implantlar kullanilmasini
neden olmaktadir. Ara yilizey olusma hizi biyoaktifligin yiiksek olmasi durumunda
artmaktadir bununla birlikte implantin viicut igerisinde kaldig1 siire biyoaktiflikle ters

orantili sekilde artmaktadir [54].

Mikro gozenekli biyoseramiklerde doku, ylizeyin veya implantin
gozeneklerinden infiltre olur ve biiylirler. Bu durum implant ile doku arasinda arayiiz
alaninin artmasii saglar ve bunun sonucunda da doku igerisindeki harekete karsi
diren¢ artmis olur. Bu arayiiz gdzeneklerdeki canli doku tarafindan olusturulur. Bu
baglanma yontemine biyolojik fiksasyon denir. Biyolojik fiksasyon, sadece
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morfolojik fiksasyon saglayan implantlardan ¢ok daha karmagik gerilmelere
dayanabilir. Skafoldlarn sahip oldugu kisitlama ise gozenek boyutunun en az 100-
150 mikrometre ¢apinda olmasi gerekliligidir. G6zenek boyutundaki bu kisitlama
gozenek igerisine dogru biiyilyen dokunun ihtiyact olan kan tedarikinin
saglanabilmesi i¢indir. Vaskiiler yap1 gozenek boyutunun 100 mikrometreden az

oldugu durumlarda goriilmez [53, 55].

2.2.3.1. Biyoinert Seramikler

Malzeme, inert 6zellik gosterdiginde ara yiizey ne biyolojik ne de kimyasal
olarak baglanmaz. Hem sert hem de yumusak dokuyla bag kurmamis bagil hareket
edebilen ve yapisik olmayan lifli bir yap1 gelisir. Biyomalzemeler ile doku arasinda
hareket bulunmasi sonunda implantin veya dokunun ara yiizeyinde veya her ikisinde

islevinde bozulmaya sebep olur [54].

Yiiksek yogunluga sahip ve yiiksek safliktaki (%99,5) Al,Os, Klinik olarak
yaygin sekilde kullanilan ilk biyoseramiktir. Bu malzemenin sahip oldugu yiiksek
asinma direnci, miikkemmel korozyon direnci, yliksek mukavemet ve iyi
biyouyumlulugu sayesinde kalca protezi ve dis implantlarinda kullanilmaktadir.
Cogunlukla ince taneli polikristalin a-Al,O3 kullanilir. Sinterleme isleminde tane
biliylimesini simirlandirabilmek icin malzemenin igerisine diisiikk konsantrasyonda
MgO eklenebilir. Malzemenin sahip oldugu mukavemet, kirilma toklugu ve yorulma
direnci gibi mekanik Ozellikler malzeme safliginin ve kullanilan tozun tane
boyutunun bir fonksiyonu olarak degiskenlik gosterir. Bu malzemenin diger kullanim
alanlar1 diz protezleri, orta kulak kemik ikameleri, kemik vidalar1 gibi klinik

uygulamalardir [56].

Tibbi uygulamalarda kullanilan bir diger biyoseramik ise tetragonal formda,
magnezyum ya da yitriyum ile stabilize edilmis zirkonyum dioksittir (ZrO;). Bu
malzemenin tercih edilmesini saglayan 6zellikleri gerilme direnci ve yliksek kirilma
toklugudur. Al,Oz’e gore gelismis olan bu 6zellikleri sayesinde kalga protezlerinde
kullanilanilabilen  mekanik  dayanimi  daha  yliksek femur implantlar

yapilabilmektedir [55, 56].
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2.2.3.2. Biyoaktif Seramikler

Ara yiizeyde yapigsma sorununun iistesinden gelebilmek i¢in biyolojik olarak
aktif malzemeler kullanilabilmektedir. Bu malzemeler ara yiizeyde biyolojik bir
tepkimeye yol acarlar ve bunun sonucunda doku ile malzeme arasinda bir bag

kurulmasini saglar [55].

2.2.3.3. Biyobozunur Seramikler

Coziinebilen biyomalzemeler, viicut igerisinde zamanla kademeli olarak
degrede olur ve dogal konak doku ile yer degistirirler. Bu durum ara yiizeyin
olusmamasima veya ¢ok ince bir tabakanmn olugsmasma neden olur [57]. Gerekli
mukavemet degerleri ve kisa siireli performans degerleri saglanabiliyorsa bu
malzemeler en uygun ¢éziimlerdir. Dogal dokular kendilerini onarabilirler ve viicut
icerisindeki hiicre popiilasyonunun siirekli devri ile kademeli olarak degisirler.
Malzemenin emilmesi siirecinde arayiliziin mukavemet ve istikrarmnin korunmasi
ayrica doku tamir silirecindeki emilme hizinin saghga, yasa ve doku tiiriine bagh
olarak genis bir aralikta degisebiliyor olmasi1 bu malzemeler i¢in kisitlamalardir. Baz1
emilebilir malzemeler ¢cok hizli bazilar1 ise ¢ok yavas coziiliir. Biliylik miktarlarda
malzeme ¢Ozilindiigl icin emilebilir bir biyomalzemenin tamamen metabolik olarak
kabul edilebilir maddelerden olusmas: gerekmektedir. Bu durum emilebilir
biyomalzemelerin kompozisyonu i¢in biiyiik bir kisitlama getirmektedir. Trikalsiyum
fosfat (TCP) gibi kalsiyum fosfat temelli seramik malzemeler ¢cene ve kafatasi gibi
disik mukavemet gerektiren bolgelerde emilebilir  biyoseramik  olarak
kullanilabilmektedir [55, 57].

2.3. Biyoaktif Camlar

Biyoaktif cam, viicuda yerlestirildiginde, yumusak ve sert dokuyla giiclii bir
bag kurabilen, hidroksiapatit tabakalarinin olusmasini saglayan spesifik yiizey
reaksiyonlar1 gegiren cam malzemelerdir. Camin, fizyolojik sivilar igerisinde HA

benzeri tabaka olusturmasi biyoaktivite olarak kabul edilir [58].

2.3.1. Silika Bazh Biyoaktif Camlar

[k biyoaktif cam kompozisyonu 1969 senesinde Hench ve ark. tarafindan
gelistirilmistir ve formiilii agirlikca %45 Si0,, %24,5 Na,0, %24,5 CaO ve %6 P,0s
seklindedir. Malzeme sahip oldugu yiiksek biyoaktiflik ve kompozisyonu sebebiyle
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45S5 Bioglass® ismini almistir. Bu kod, malzemenin igerisinde bulunan agirlik¢a

%45 SiO, ve CaO/P,0s5 oraninin 5 olmasmdan gelir [59].

45S5 biyoaktif cam kompozisyonunda 3 temel kistas mevcuttur. Bunlar;
kompozisyonda bulunan SiO, oranmm %60°dan disiik olmasi, Na,O ve CaO
oranlarmnimn yiliksek olmasi ve CaO/P,0s oranmin yiiksek olmasidir. Bu kriterlerin
saglanmasi camin ylizeyini oldukca reaktif yapmaktadir. CaO/P,0s oraninin 5’ten

kiigiik olmasi kemige baglanamamaya sebep olur [38].

Biyoaktif camlar1 diger biyoaktif seramiklerden aymran temel 6zellik
yiizeyinde olusan ve dokularla bag kurabilen ‘“hidroksikarbonat apatit (HCA)”
tabakasidir. Bu tabakanin olusumu biyoaktif camin yapisinda bulunan silika
gruplarmin viicut igerisindeki kalsiyum ve fosforla yer degistirmesiyle olur. Bu
sayede biyoaktif cam kemik dokuyla saglam bir bag kurmayi basarir. Biyoaktif
camm en Onemli Ozelliklerinden biri kimyasal o6zelliklerinin ve dokularla
baglanmasmin kontrol edilebilir olmasidir. Farkli uygulamalar i¢in istenilen tiirde

biyoaktif cam sentezlenebilir [38].

45S5 camin viicut sivisiyla temas halindeyken ylizeyinde olusan HCA
tabakas1 kemigin mineral yapisiyla benzesmesi, canli kemik dokuyla baglanmasima
olanak saglamaktadir. HCA tabakasini olusturan kimyasal reaksiyonlar genel olarak

su sekildedir:
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Artan Zaman Asama Reaksiyon

11 Matrisin
kristallenmesi

10 Matrisin olusumu

9 Govde hiicrelerinin
degisimi

8 GoOvde hucrelerinin
baglanmasi

7 Makrofazlarin
hareketi
Biyolojik

6 partikiillerin
tutulmasi
Kalsiyum fosfatin

5 (ACP) HCA'ya

cekirdeklenmesi ve
kristallenmesi

4 Amorf kalsiyum
fosfatin ¢okmesi
Yiizeydeki silikanin
¢Oziinmesi ve Si-O-

3 Si baglarmin
olugmast
Na+ ve silanol
1&2 (SiOH) iyonlarinm
olusumu

Sekil 2.3. Biyoaktif cam yiizeyinde hidroksiapatit tabakasinin olusumu sirasinda

gerceklesen kimyasal reaksiyonlar1 gosteren sematik [58].

Cam ylizeyinin dokularla bag kurmasini saglayan HCA tabakas1 1-5 arasinda
gosterilen reaksiyon basamaklariyla olusmaktadir [54]. Diger yandan her bir

asamada yer alan reaksiyonlar ve degisimler asagida verilmektedir [58]:

1. Cozelti igerisinde bulunan H" iyonlariyla Na* ve ca’* (ag diizenleyiciler)
arasindaki ani iyon degisimi sonucunda silika gruplar1 hidrolize ugrar ve
cam ylizeyinde Si-OH gruplar1 olusur. Bu asamada H+ iyonlarmin

tiikketilmesiyle soliisyonun pH’1 artmaya baglar.
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2. Ortam pH’min artmasiyla SiO;’ler silisik asit (Si(OH)4) seklinde ¢ozelti
icerisine ¢Oziliirler ve bu durum da Si-OH gruplarinin olusumunun devam
etmesine neden olur.

3. Na* ve Ca” iyonlar tikkenen cam yiizeyinde SiO, bakimmndan zengin
amorf bir tabakanin yogunlagsmasi ve polimerizasyonu gerceklesir.

4. Camn daha fazla ¢oziinmesiyle camda ve soliisyonda bulunan (PO4)* ve
Ca’* iyonlar1 olusan SiO, tabakasina yénelirler ve burada amorf kalsiyum
fosfat (ACP) tabakasi1 olustururlar.

5. Cam ¢o6ziilmeye devam eder, ACP katmani soliisyonda bulunan (OH)™ ve

(CO3)? iyonlariyla birleserek HCA tabakasi olarak kristalize olur.

Brink ve ark. [4] tarafindan 45S5 biyoaktif camin kompozisyonu modifiye
edilerek 13-93 olarak adlandirilan biyoaktif cam kompozisyonu hazirlanmistir. Bu
cam kompozisyonu 45S5’ten farkli olarak yapisinda K,O ve MgO gibi ag
diizenleyicileri barindirmaktadir ayrica daha yiiksek oranda SiO; igermektedir [4,55].
13-93 silika bazli cam 45S5 cama gore daha diisiik kristallesme egilimine sahiptir
[56]. 13-93 camin hem in vitro ortamda HA doniisiim performansi hem de kemik
hiicrelerinin ~ ¢ogalmasmmi  ve  farklilagsmasin1  desteklemesi  malzemenin
biyoaktifliginin kanit1 olarak gosterilmektedir [56,57]. Bu gosterdigi performans 13-
93 cami doku miihendisligi uygulamalari i¢in yiliksek potansiyelli bir malzeme haline
getirmektedir. Tablo 2.1.” de yaygin olarak kullanilan farkli biyoaktif camlarin

kompozisyonlar1 goriilmektedir.
Tablo 2.1. Farkli biyoaktif cam kompozisyonlarina ait i¢erik tablosu [58].

Kompozisyon (Yow/w)

S|02 B,0O3 Cao Na,O P,Os5 K>,O MgO

45S5 45 0 24,5 24,5 6 0 0
58S 58,2 0 32,6 0 9,2 0 0
13-93 53 0 20 6 4 12 5
13-93B1 34,4 19,9 19,5 5,8 3,8 11,7 4,9
13-93B3 0 56,6 18,5 5,5 3,7 111 4,6

Fu ve ark. [60] tarafindan yapilan ¢aligmada polimer kopiik replikasyonuyla
silika bazli (13-93) bioaktif cam skafoldlar iiretilmistir. Uretilen skafoldlarin
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trabekiiler kemik ile benzer mikro yapiya ve mekanik dayanima sahip oldugu
belirtilmistir. MC3T3-E1 preosteoblast hiicreleriyle gergeklestirilen hiicre kiiltiirii
sonucunda 13-93 skafoldlarin hiicre tutunmasi ve c¢ogalmasini destekledigi
goriilmiistiir. Hiicreler, skafoldlarm hem dis yiizeylerinde hem de yapimin icerisinde

basartyla tutunmuslardir [60].

Brown ve ark. [61] 13-93 biyoaktif cam kullanarak cam fiber ve cam
fiberlerin sinterlenmesiyle elde edilen ii¢ boyutlu skafoldlar tiretmislerdir. MC3T3-
E1 osteoblast hiicreler kullanilarak hiicre kiltiirii testleri gergeklestirilmis ve
hiicrelerin biiylimesi, ¢ogalmasi ve farklilagmasinin her iki malzeme tiirli tarafindan
da desteklendigi gosterilmistir. 13-93 cam elyaf skafoldlarin siingerimsi kemikle
benzer mekanik dayanimlara sahip oldugu ve orta dereceli yiik altindaki bolgelerde

kemik doku tedavisinde kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu belirtilmistir [61].

Fu ve ark. [62] yaptig1 calismada 13-93 biyoaktif cam kullanilarak biri %85
porozite ve 100-500 pum poroz boyutlarina sahip trabekiiler kemigi taklit eden
gozenekli bir yap1 digeri de %65 porozite ve 90-110 pum gbzenek boyutlu
yonlendirilmis gozenekli yapiya sahip iki farkli skafold yapisi tiretmislerdir.
Skafoldlar deney hayvanlarinin (fare) sirt bolgesine 4 haftalik siireyle implante
edilmistir. Daha smirli poroz yapisina sahip olmasina ragmen yonlendirilmis poroz
yapili skafoldlar trabekiiler skafoldlara nazaran daha iyi doku biiyiimesi
saglamislardir. implantasyon 6ncesi skafoldlara mezenkimal kok hiicre (MSC) ekimi
yapilmasi trabekiiler skafolddaki yumusak doku miktarm1 ve her iki skafold
grubundaki kemiksi tortu birikim miktarmi biiyiik olglide gelistirdigi goriilmustiir.
Skafoldlar1 cevreleyen doku ile 1yi entegrasyonu gosteren bir dizi fibrovaskiiler doku
(100-300 um kalinlikta) olugmustur. Sonuglar géz 6niine alindiginda MSC eklenen
trabekiiler ve yonlendirilmis skafoldlarin kemik tamirinde ve rejenerasyonunda

onemli bir potansiyele sahip oldugu goériilmiistiir [62].

Kobalt iyonlarinin, hipoksik kosullara sebep olmasiyla anjiyogenezi uyardigi
bilinmektedir bu nedenle kemik dokusu miihendisligi yaklagimlarinda biyoaktif
camlarla birlikte kullanilabilecegini diisiinen Hoppe ve ark. [63] kobalt iceren 13-93
skafoldlar hazirlamiglardir. MG-63 osteoblast hiicreleri ve hDMECs insan dermal
mikrovaskiiler endotel hiicrelerini kullanarak kobalt igeren biyoaktif cam skafoldlara

hiicre testleri gerceklestirmiglerdir. Osteoblast hiicrelerle yapilan ¢alisma sonucunda
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agirlikca %1 oraninda CoO igeren yapilarin biyoaktivitelerini korudugu hatta bu
malzemelere ekilen hiicrelerde mitokondriyal aktivitelerin arttigi gozlemlenmistir.
CoO oran1 agirlikca %5’e geldiginde yap1 toksik etki gostermistir. Benzer sonuglar
hDMECs hiicrelerde de gozlemlenmis ve 13-93 ve %1C00-1393 iiriinlerinin iyi
biyoaktiviteye sahip oldugu goriilmiistiir. %5 orant bu hiicreler i¢in de toksik etki

gostermistir [63].

2.3.2. Bor Bazh Biyoaktif Camlar

4555 ve 13-93 gibi silika bazli camlar milkemmel biyoaktiflige sahip
olmasina ragmen yiizey reaksiyonlarinin yavas gerceklesmesi ve tam olarak HA’ya
donligmemesi sebebiyle, in vitro ¢oziinirlikleri sinirlidir [64]. Son yillarda yapilan
calismalar, farkli cam kompozisyonlarinin da biyoaktif oldugunu gostermistir. 45S5
ve 13-93 camlarda bulunan SiO;’nin kismen veya tamamen B,O3 ile yer degistirmesi
cam yapisinin kimyasal olarak dayanikliligimin diismesine ve camin daha hizli ve tam
bir sekilde HA’ya doniismesine yol actigi belirlenmistir [65-68]. Yapilan
calismalardaki yer degistirme islemi BO, B1, B2, B3 olmak iizere adimlara ayrilarak
gergeklestirilmistir. BO’da tamamen SiO; iken B3’e gelindiginde yapidaki SiO;
tamamen B,0s; ile yer degistirmistir. 13-93B3 biyoaktif cam kompozisyonu ilk kez
Yao ve ark. [68] tarafindan hazirlanmistir. Bu camlarin HA doniisiim stireci 45S5 ile
benzerdir ancak 45S5 camin doniisim basamaklarindan biri olan SiO;’ce zengin
katman olusumu bu malzemede ger¢eklesmemektedir [66]. Bor bazli camlarin
bozunma hizlarinin ve biyoaktivitelerinin kontrol edilebiliyor olmasi bu malzemeyi

kemik tedavilerinde kullanmak iizere potansiyel bir skafold malzemesi yapmaktadir.

Yapidaki biitiin SiO,’nin B,03 ile yer degistirmesiyle elde edilen 45S5B1
kodlu bor bazli camin, fosfat ¢ozeltisi i¢erisinde HA doniisimiinii destekledigi
kesfedilmigstir. Fare kaval kemigi ilizerinde yapilan denemelerde 45S5B1 camlar,
orijinal silika bazli1 45S5’e gore kemik olusumuna daha hizli tesir ettigi belirlenmigtir
daha sonra yapilan denemelerde 45S5B1 camin insan mezenkimal kok hiicrelerinin
¢ogalmalarini ve farklilagsmalarmi destekledigi goriilmiistiir [69]. HA doniistimleri ve
buna bagli olarak biyoaktiviteleri karsilastirilan silika ve bor bazli camlarda bor bazli

camin silika bazli cama gore doniisiim hizinin 5 kat daha fazla oldugu gosterilmistir

[70].
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Bi ve ark. [71] mikroyapinin kemik rejenerasyonu iizerindeki etkisini
incelemek amaciyla bir ¢calisma gergeklestirmislerdir. Buna gore 1393B3 biyoaktif
cam kullanarak trabekiiler, lifli ve yonlendirilmis gozenekli yapida skafoldlar
hazirlanmig ve fare calvaria defekti {izerinde 12 haftalik siiregte kemik rejenere
kabiliyetleri ol¢iilmiistiir. Olusan yeni kemik miktari, trabekiiler, yonlendirilmis ve
lifli mikroyapilar i¢in toplam defekt alaninin swrasiyla %33, %23 ve %15 oldugu
bildirilmistir. Ayrica silika bazli 45S5 biyoaktif cam pargaciklarindan olusan
skafoldlarda yeni kemik olusum yiizdesi %19 olmustur. Bor bazli biyoaktif cama
agirlikca %0,4 oraninda CuO ilave edilmis ancak trabekiiler ve yonlendirilmis
skafoldlarda kemik yenilenmesini etkilememistir fakat fibroz skafoldlarda kemik
yenilenmesini onemli oranda arttirdigr (%15 - %33) belirtilmistir. Vaskiiler yap1
olusumu biitin  skafoldlarda gozlemlenmis ancak trabekiiler skafoldlar,
yonlendirilmis ve elyafli skafoldlarla karsilastirildiginda daha yiiksek oran
yakalamustir. Ug skafoldun mikroyapismin da kemik rejenerasyonunu destekledigi
ancak trabekiiler yapmin kemik olusumunu daha fazla katkida bulunduu

bildirilmistir.

Liu. ve ark. [72] %70 poroziteye sahip ve gézenek boyutlarmim 200-500 pum
oldugu bor bazli biyoaktif cam (% mol cinsinden bilesim: %6 Nay0, %8 K0, %8
MgO, %22 CaO, %36 By03 %18 SiO,, %2 P,0s) skafoldlari polimer kopiik
replikasyonu metodunu kullanarak hazirlamiglardir. Skafoldlar1 0,02 M K;HPQO,
soliisyonu igerisinde bekletmislerdir. Ilk 24 saat icerisinde skafoldta bulunan bor
iceriginin soliisyona karigmaya basladig1 bildirilmistir. 360 saat sonunda toplam bor
miktarmin yaklasik %20 kadarinin soliisyon igerisine gectigi bildirilmistir. MLO-A5
post-osteoblast hiicrelerle yapilan hiicre tutunmasi ¢alismalarinda skafoldlarm hiicre

tutunmasi ve ¢cogalmasini destekledigi belirtilmistir.

Bi ve ark. [73] tarafindan karsilastirmali bir sekilde yapilan ¢aligmada 12
hafta siireyle farede bulunan kemik hasarma 45S5 (silikat), 13-93 (silikat), 13-93B1
(borosilikat) ve 13-93B3 (borat) biyoaktif camlarindan yapilan farkli skafoldlar
ekilmistir. Elde edilen sonuglara gére, bor bazli 13-93B3 implante edilen kusur
icinde yeni olugsan kemik hacmi, 1393 silikat camdan belirgin bir sekilde yiiksek
oldugu ve 13-93B3 ve 45S5 arasinda anlamli fark olmadigi belirtilmistir. Skafold

bulunmayan negatif kontrol grubu fibr6z doku ile dolduruldugunda kusurun
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kenarlarinda sadece az miktarda yeni kemik olusumu goriilmiistiir. Bu veriler bor
bazli 13-93B3 biyoaktif cam skafoldlarm kemik hiicrelerinin biiyiimesi ve

farklilagmasi i¢in iyi bir ortam sagladigini1 gostermektedir [73].

2.4. Grafen
2.4.1. Grafenin Yapisi ve Ozellikleri

Grafen, karbon atomlarmin tek bir diizlemde bal petegi 6rgiisii olusturacak
sekilde bir araya gelmis 2 boyutlu (2D) halidir. Bu haliyle grafen, grafit temelli biitiin
malzemelerin yap1 tasi gorevindedir. Grafen; dondiiriiliip kiire seklinde baglanirsa
fulleren, silindir seklinde kivrilirsa nanotiip veya tist liste katmanlar seklinde bir
araya getirilirse grafit olusturabilir (Sekil 2.4.). iki boyutlu grafit {izerinde teorik
calismalar 70 yildir gergeklestirilmektedir. Ilk ¢alismalardan yaklasik 40 yil sonra
grafenin, yogun maddenin sahip oldugu (2+1)-boyutlu kuantum elektrodinamik
Ozellige sahip oldugu anlasilmis ve bu durum grafeni teorik caligmalar igin
miikemmel bir ¢alisma malzemesi haline getirmistir. Grafen, fulleren, grafit, karbon
nanotlip gibi 3 boyutlu yapilarin ayrilmaz bir yap1 tasi gorevini gorse de sadece
akademik c¢alismalarda kullanilan bir malzeme oldugu ve dogada serbest bir halde
bulunamayacagi diisiiniilmekteydi [74]. Yillar boyunca sadece kagit iizerinde
calisilan bu akademik malzeme ve bunun iizerinden yapilan modellemeler 2004
senesinde Novoselov ve Geim tarafindan kursun kalem ve selobant kullanilarak bir
anda gercege donistirilmistir ve serbest durumda bulunabilen grafen kesfi
gerceklestirilmistir [75, 76]. Bu kesfi takip eden ¢alismalarda grafenin kiitlesiz Dirac
fermiyonlar1 [77], anormal kuantum hall etkisi [78] ve oda sicakliginda balistik
tasinma [79] gibi 6zelliklerinin kesfedilmesiyle bir anda grafen pratik ¢alismalar igin

de akademik ¢evrenin yeni gozdesi haline gelmistir.
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Sekil 2.4. Grafen ve grafen temelli malzemelerin yapisii gosteren sematik. (a)
grafen, (b) fulleren, (c) karbon nanotiip, (d) grafit [74].

Iki boyutlu (2D) kristallerin termodinamik bakimdan kararsiz oldugu ve
kesinlikle mevcut olamayacagi ¢ok uzun bir slire 6nce Landau ve Peierls tarafindan
savunulmustur [74]. Savunduklar1 teoride, diisiik boyutlu kristal kafeslerde termal
dalgalanmalarin atomlarin yer degistirmelerine yol acacagini ve herhangi bir
sicakliktaki atomlar arasi uzakliklarla kiyaslanabilecegini gostermistir [80]. Bu teori
daha sonrasinda Mermin [81] tarafindan genisletilip deneysel olarak desteklenmistir.
Teoride bahsedilen ve sonradan deneysel olarak kanitlanan caligmalar gostermistir
ki; ince filmlerde kalinhik diisiiriildiikce ergime sicakligi hizla diismekte ve cok
katmanli kalinliklarda olmasma karsin malzeme kararsiz konuma gelmektedir [82].
Bu yiizden tek tabakali malzemeler sadece diger iic boyutlu malzemelerin yapi tasi
olarak goriilmiistiir ve boyle bir 3 boyutlu {ist yap1 olmaksizin iki boyutlu yapilarin
var olamayacagi diisiiniilmistiir. Bu durum 2004 senesinde tek katmanli bor nitriir,
yar1t katmanli BSCCO (Bizmut stronsiyum kalsiyum bakir oksit) ve grafen gibi

malzemelerin kesfedilmesiyle degismistir [76].

Tek katmanli bir atom diizlemi iki boyutlu yapiy1 olustururken {i¢ boyutlu bir
ince film i¢in 100 katmanimn bir araya gelmesi gerekmektedir. Grafenin elektronik

yapisinin katman sayisiyla hizla degistigi ve katman sayisinin 10’a ulagsmasiyla 3
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boyutlu malzemenin ozelliklerine yaklastigi belirtilmistir [83]. Elektronik yapilar
incelendiginde malzemenin 3 ve daha fazla (<10) katman sayisinda oldukca
komplike bir hal aldig1 belirtilmis bu sebeple de grafeni tek katmanli, ¢ift katmanli
ve ¢ok katmanli (3-10 arasi) olarak smiflandirilmistir [74, 75, 83, 84].

Grafen bilim diinyasinin yildizi olmaya basladigindan beri sahip oldugu
Ozellikleri agiga ¢ikarmak i¢in pek ¢ok caligma yapilmistir. Simdiye kadar grafenin
rapor edilen bazi nitelikleri, yiiksek kirilma mukavemeti (125 GPa) [85], Young
modiilii (~1100 GPa) [85], elektron yiiklerinin yiiksek hizlarda taginmasi (200,000
cm?V's™) [86], termal iletkenlik (~5,000 Wm™K™) [87] ve spesifik yiizey alamdir
(hesaplanan deger, 2,630 m* g*) [88].

B. Lang ve ark [89]. tekli kristal Pt alt tabakalarinda karbonun termal olarak
ayrismasiyla tek ve ¢ok katmanli grafit olusumunu géstermistir. Bu c¢alisma tek
katmanli grafitin sentezinin ilk denemesi olarak gosterilebilir. Bununla birlikte,
Ptmin farkli kristal diizlemlerinde olusan bu tabakalarin 6zellikleri arasindaki
tutarsizlik ve {irtiniin yararli uygulamalarini tanimlama basarisizlig1 nedeniyle, siire¢
o zaman genis bir sekilde incelenememistir. Uzun bir araliktan sonra, 1999'da yine
grafen tiretmek i¢in az sayida girisimlerde bulunulmustur [74]. Ardindan, Novoselov
ve ark. 2004 yilinda grafenin eksfoliyasyon yoluyla tekrarlanabilir sentezini
gosterdiler ve bu sayede grafenin kasifleri unvanin1 kazandilar. O zamandan beri
grafenin biiyiik 6l¢ekli ve verimli bir sekilde sentezlenmesi i¢in yeni isleme yollar
gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Grafenin sentez yollari, asagida tasvir edildigi gibi

genis bir sekilde farkli kesitlere ayrilabilir.

Grafenin tiretiminde kuru ayristirma [75], siv1 faz ayrigtirmasi [90], SiC’de
biiyiime [91], metal iizerine ¢okeltmeyle biiylime, kimyasal buhar biriktirme (CVD)
[92], molekiiler 151 epitaksisi, atomik katman epitaksisi, kimyasal sentez ve amorf
karbon ve diger karbon kaynaklarindan 1s1 yonetimiyle doniistiirme gibi ¢ok cesitli

yontemler mevcuttur [90].

Grafit, van der walls kuvvetiyle birlikte birbirine baglanmig bircok grafen
tabakasinin bir araya gelmis halidir. Boylece, prensip olarak, yiiksek saflikta bir
grafit levhadan, eger bu baglar kirilabilirse, grafen iiretmek miimkiindiir.

Eksfoliyasyon ve boliinme yonteminde, bu zayif baglar1 kirmak ve grafen levhalarmi
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ayrrmak i¢in mekanik veya kimyasal enerji kullanilir. Bu yondeki ilk girisim, Viculis
ve digerleri tarafindan [93] potasyum metalinin saf grafit tabakalarnin arasina
sokulup karbon tabakalarinin ayristirilmasiyla gergeklestirilmistir. Ayrigan nano-
karbon levhalar sonikasyon islemi yapilmasiyla nano tomar halini almistir. TEM
analizi sonucunda, her tabakada 40 £ 15 katman oldugu goriilmiistiir. Bu karbon
nano tomarlar, ¢ok katmanli grafenden ¢ok daha kalin olmasma ragmen, yapilan
caligma grafen katmanlarmin grafitten ayrilabilecegini uygulamali olarak
gostermesinden dolay1 6nemli bir ¢alisma olmustur. Bu islem sonunda ¢ok katmanlh
grafen liretmek i¢in modifikasyona ihtiya¢ duyulmustur. Novoselov ve digerlerinin
ayristirma yontemiyle cok katmanli grafen hatta tek katmanli grafenin iiretimi

basarmalarma kadar bir ¢6ziim yolu bulmak yaklagik 20 ay siirmiistiir.

5 Aynistirma Sonikasyon
: I < B~ — —

Sekil 2.5. Fiziksel ayristirma; potasyum kullanilarak birbirlerinden ayrilan grafit
tabakalarmi gosteren sematik [93].

Kimyasal buhar biriktirme metodu yeni sayilabilecek metotlardan biridir. Bu
yontemle diizlemsel ¢ok katmanli grafen (PFLG) sentezi ilk olarak Somani ve ark.
tarafindan 2006 senesinde gergeklestirilmistir [94]. Bu ¢alismada, Ni folyolarinda
grafen sentezlemek i¢in dogal, ¢cevre dostu ve diisiik maliyetli kafur kullanilmistir.
Kafur ilk olarak 180 °C'de buharlastirilmis daha sonra CVD firininin baska bir
odasinda 700 ila 850 °C'de pirolize edilmis ve tasiyict gaz olarak argon
kullanilmistir. Oda sicakligina dogal olarak sogutulduktan sonra Ni folyolarinda
birkag katmanli grafen levhalar gozlemlenmistir. Uretilen grafenin, birden fazla
kivrimi bulundugu ve grafen levhalarindan olusan yaklasik 35 katmanli bir yapiya
sahip oldugu belirlenmistir. Bu calisma, grafen sentezi i¢cin yeni bir islem yolu
acmistir ancak bu yontemde kat sayisini kontrol etmek, katlanmalar1 en aza

indirgemek gibi birgok sorunu mevcuttur [95].

Grafen oksitin grafene indirgenmesi bilinen bir diger grafen iretim

metodudur. Grafen oksit ilk olarak 19. Yiizyilda hazirlanmistir ve o giinden beri
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iretiminde temel olarak Staudenmaier [96], Brodie [97] ve Hummers [98] metotlar1
olmak tizere 3 farkli yol izlenmektedir. Her {i¢ yontemde de grafit giiglii oksidanlar
ve asitlerle oksidasyona ugratilir. Gergeklestirilen oksitlenmenin seviyesi ydntem,
reaksiyon kosullar1 ve kullanilan grafite gore farklilik gosterebilmektedir. Grafen
oksitin kimyasal yapisin ortaya c¢ikaran genis ¢apli aragtirmalar yapilmis olsa da

literatiirde halen baz1 modeller tartisilmaktadir [99].
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Sekil 2.6. Grafenin iiretim yontemlerini gosteren sematik [90].

Grafenin sahip oldugu miikemmel elektronik, termal, optik ve mekanik
ozellikler [75, 87, 100-102] sayesinde pek ¢ok alanda inovasyonun pargasi olmustur.

Bu alanlardan biri de medikal uygulamalardir.

2.4.2. Grafenin Biyomedikal Uygulamalarn

Essiz yapisi ve geometrisi sayesinde grafen, yiiksek kirilma mukavemeti,
mitkemmel elektriksel ve termal iletkenlik, ylik tasiyicilarin hizli hareketi, genis
spesifik yilizey alan1 ve biyouyumluluk gibi gbze carpan fiziksel-kimyasal 6zelliklere
sahiptir. Bu 0Ozellikler grafeni, kanser tedavisi, medikal goriintiileme, doku
mithendisligi, biyosensor, DNA/RNA ekstraksiyonu, bakteriyel inhibisyon, antiviral

malzemeler vb. gibi genis bir uygulama yelpazesi icerisinde ideal bir malzeme
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olmasimi saglamistir. Nano-tip alaninda, grafen temelli malzemeler, biyomedikal
uygulamalarin  gelistirilmesi igin  yeni firsatlar saglayan biyomalzemeler
hazirlanmasina olanak saglamistir. Bunlardan biri de secici ilag taginimi islemi igin
yeni nesil nano-tasiyicilar iretilmesidir. Bu gelismenin kanser tedavilerinde
kemoterapinin neden oldugu bazi dezavantajlarin asilmasina olanak saglayabilecegi

ongoriilmektedir [103].

Biyomolekiiller, hastalik gelisimini de igeren tiim yasam siireclerinde
vazgecilmez rol oynamaktadir ve bu nedenle biyomolekiillerin dogru algilanmasi
hastalik teshisi ve tedavisi i¢in kritik onem tagimaktadir. Grafen esasli malzemeler,
optik ve elektrokimyasal sinyal vermeyi de iceren farkli algilama mekanizmalarina
dayali ¢esitli biyosensorler olusturmak i¢in kullanilmaktadir. Yiiksek duyarhiligi,
diisiik maliyeti, hizli yanit1 ve kolay islenmesi nedeniyle, elektrokimyasal yaklagim,
biyomolekiil tespiti i¢in en iyi yontemlerden biri olarak diisiintilmektedir. Mitkemmel
elektrokimyasal 6zellikleri, grafeni biyomolekiillerin tespitini gelistirmek i¢in umut
verici bir elektrot malzemesi haline getirmektedir [104].

Biyolojik islemlerde ve klinik analizlerde 6nemli bir arabulucu olarak
hidrojen peroksitin (H20,) hizli tanimlanmasi ve tespiti biiyiik 6nem tagimaktadir.
Bununla birlikte, H,O,'nin saptanmasi diger elektro-aktif maddeler tarafindan
kolaylikla engellenebilmektedir. Elektrokimyasal H,0, sensoOrlerinin
gelistirilmesinde Kilit nokta, oksidasyon/indirgeme potansiyellerini azaltmaktir [105].
Zhou ve ark. [106], tarafindan yapilan ¢alismada grafit ve katkisiz elektrotlara
kiyasla grafen katkili elektrotlar, elektron transfer hizinda belirgin bir artis
gostermistir. Calismada H,O,'nin elektrokimyasal davranislar1 incelenmistir. H,O,'yi
saptamada grafen temelli elektrotlarm bu sekilde o©nemli bir performans
gostermesinin - son derece hassas elektrokimyasal sensorlerin  iretilmesini
saglayabilecegi belirtilmistir. Shao ve ark. [107] yaptiklar1 ¢alismada H;O;’nin
indirgenmesinde azot katkili grafenin (N-grafen), grafenden daha iyi elektrokatalitik

etkinlik sergiledigini belirtmislerdir.

Grafen'in diger nanomalzemeler iizerindeki en biiylik avantaji, ¢cok atomlu
katman tabakasinin her iki tarafina da ¢ok miktarda ila¢ molekiilii yiikklemeye olanak
saglayan ve grafeni etkili bir ilag tasiyicisi haline getiren yiiksek yiizey alani (2630
m?/g) ve sp? hibridize karbon olmasidir. Ornegin, Dai ve ¢alisma grubu [108, 109],
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n-istifleme yoluyla basit fiziksel adsorpsiyon kullanarak, anti kanser ilaglar1 olan
SN38 ve doksorubisini (DOX) nanographene oksit (NGO) iizerine yiiklemislerdir.
Secici olarak kanser hiicrelerini hedeflemek igin, CD20+ (kanser hiicrelerinde
fazlaca bulunan aktiflestirilmis glikosile edilmis bir fosfor proteini) antijen, polietilen
glikoliin baglanmasi yoluyla NGO'ya eklenmistir. Tasarlanan ila¢ salinim sisteminin
pH'a bagli oldugu kanitlanmistir ¢linkii DOX'in hidrofilikliginin ve ¢oziiniirligiiniin
asidik ortamda arttigi gozlemlenmistir. Zhang ve ark. [110] fonksiyonel GO
tarafindan karigik antikanser ilaglarinin hedefe gonderilmesi tizerindeki ¢aligmalari
genisletmislerdir. IKi cesit antikanser ilac1 olan DOX ve Camptothecin (CPT) n-n
istifleme ve hidrofobik etkilesimler vasitasiyla kontrol edilerek folik asitle (FA)
birlestirilmis NGO (FA-NGO) iizerine eklenmis ve 6zel olarak MCF-7 hiicrelerine
nakledilmislerdir. Sonugclar, iki antikanser ilaci ile yiikli FA-NGO’nun, tek bir ilagla
yiikkli NGO'ya kiyasla hedef hiicrelere kars1 belirgin derecede yiiksek sitotoksisite
gosterdigini ortaya koymustur [110].

Fototerapi, kemoterapi ve gen terapisinin yani sira, cesitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilecek baska bir terapotik yaklasimdir. Fototermal terapi (PTT)
ve fotodinamik terapi (PDT) dahil olmak {izere fototerapi, hastalig1 spesifik 1s1k
1sinlamasi ile kontrol edebilmektedir. PTT, 151k 1s1mlamast altinda 1s1y1 iiretmek i¢in
bir optik emici madde kullanir, bu nedenle biyolojik dokular anormal hiicrelerin
selektif yikimimi arttirmak igin artan bir sicaklia maruz birakilir. Grafen, yakin-
kizilotesi yansima bdlgedeki giliclii optik adsorpsiyonu nedeniyle PTT alanindan
biiyiik ilgi gormiistiir. Zhang ve ark. [111] tek bir sistemde kemoterapi ve fototermal
tedaviyi kolaylastirmak i¢in hem 1s1 hem de ilac1 tiimdrijenik bolgeye verebilen DOX
yiiklii PEG-nanografen oksit (NGO-PEG (polietilen glikol)-DOX) gelistirmislerdir.
In vivo sonuglar, tasarlanan yaklagimmn tek basina kemoterapi veya fototermal
tedaviden daha istiin oldugunu gostermistir. Yang ve ark. [112] PTT ile tiimor
biyolojik goriintiileme kapasitesini birlestirmek i¢in kimyasal indirgenmis grafen
oksit (CRGO)-demir oksit nanopartikiil (IONP) nanokompozit prob tasarlamislardir.
MRI rehberliginde tiimorler, RGO-IONP-PEG tedavisiyle 0,5 Wem™2ik diisiik bir
giic yogunlugunda 808 nm'lik bir NIR lazeriyle 1sinlamada etkili bir sekilde
ablasyona ugratilmistir [112].
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2.5. Skafold Hazirlama Yontemleri

3 boyutlu poroz yapili skafold hazirlanmasi i¢in pek ¢ok yontem mevcuttur

bu yontemlerin bazilarindan asagida bahsedilmistir.

2.5.1. Sol-jel Islemi

Sol-jel islemi, soliisyonun hazirlanmasi, “sol”iin jellesmesi (jel) ve ¢oziiciiniin
uzaklastirilmasi ile inorganik malzemelerin kimyasal sentezi olarak tanimlanir. Sol-
jel islemi, bir sistemin siv1 "sol" fazdan kat1 "jel" faza gecisini icerir. Islem metal
alkoksitlerin inorganik polimerizasyon tepkimelerine dayanmaktadir [113]. Sol-jel
islemi sayesinde yiiksek homojenlikte inorganik oksit malzemeler iiretilebilmektedir.
Diger iiretim yOntemleri i¢cin ihtiya¢ duyulan yiiksek sicakliklar yerine bu islem
sayesinde istenilen Ozelliklere (kimyasal dayaniklilik, sertlik, gozeneklilik gibi)

sahip malzemeler daha diisiik sicakliklarda iiretilebilmektedir [114, 115].

Makro goézenekli camlar (veya cam kopiikler), bir yiizey aktif madde
varliginda ve “sol”lin jel haline getirmesi amaciyla eklenen asidik bir katalizor
(seyreltik HF) kullanilarak “sol”tin kopiirtiilmesi ile hazirlanabilir [116, 117]. Bu
yontemle hiyerarsik yapi, arttirilmis reaktivite ve hiicre birlesimi i¢in mezo
gozenekler (2-50 nm) ve birbirine bagli makro gbézenekler dizisi (10-500 pum) elde
edilebilir [118]. Makro gozenekli camlar doku miihendisligi ve kemik dokusu
onarimi ve rejenerasyonu uygulamalart i¢in Onemli Ozelliklere sahiptir. Bu
malzemelerin kemik rejenerasyonunda kullanimi tizerine hem in vitro hem de in vivo

testler olumlu sonuglar vermislerdir [119].

2.5.2. Polimer Kopiik Replikasyonu

Polimer kopiik replikasyonu teknigi ilk olarak 1963'te seramik kopiiklerin
imalat1 i¢in gelistirilmis bir prosestir. Proseste biyoaktif cam skafoldlarm imalati i¢in

uygulama Sekil 2.7.'de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.7. Polimer kopiik replikasyonu proses semasi [113].

Polimer replikasyon isleminde, baslangi¢c yapisi, bir polimer (6r. Poliiiretan)
kopiige ya da siingere, biyoaktif cam partikiilleri igeren dispersiyon kaplanmasi ile
hazirlanmaktadir. Zaten istenen makro yapiya sahip olan polimer kopiik, biyoaktif
cam kaplama i¢in sablon gorevi goriir. Kopiik, dispersiyon i¢ine daldirilir ve
dispersiyon polimer yapinin igerisine girer. Cam pargaciklari polimer alt katmaninin
yiizeyi iizerinde homojen bir sekilde kaplanir. Sonrasinda fazlalik dispersiyon
kopiikten mekanik yollarla uzaklastirilir. Yapt kurutulduktan sonra gozenekli
biyoaktif cam kaplamanin igerisindeki polimer, mikro yapi hasarmi (yani mikro
catlak olusumunu) en aza indirgemek icin diisiik 1sitma hizlar1 kullanilarak 1s1l
uygulama ile yapidan uzaklastirilir. Polimer tamamen degrede olunca, cam istenilen
sicaklikta sinterlenir [113].

Kopiik replikasyon tekniginin avantajlarindan biri de kemik defektinin
boyutuna ve sekline uyacak bigimde diizensiz sekiller iiretilebilir olmasidir. Ayrica,
kopiik replikasyon teknigi, toksik kimyasallarin kullanilmasini gerektirmez ve SFF
(solid free-form fabrication), hizli prototiplendirme gibi diger isleme tekniklerine
kiyasla diisiik maliyetlidir [113].

2.5.3. Dondurarak Dokiim (Freeze-Casting)

Bu sekillendirme metodu, gézenekli ve kompleks sekilli seramik veya
polimerik pargalar {iretmek i¢in kullanilan basit bir tiretim teknigidir [120]. Bu
metoda gore hazirlanan seramik dispersiyon bir kaliba dokiiliir ve burada dondurulur.
Donma islemi sonrasi dispersiyonun igerisinde bulunan donmus ¢6ziicii, kaliptan
cikarmak sirasinda parcay1 bir arada tutmak i¢in gegici olarak baglayic1 gorevi goriir.

Ardindan, parcalarin igerisindeki solventin uzaklastirilabilmesi i¢in vakum altinda
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dondurularak siiblimlesmeleri saglanir. Bunun sebebi hava ortaminda kuruma
sirasinda olusabilecek c¢atlaklara ve deformasyona sebep olan gerilmelerin ve
biiziilmelerin 6niine gegebilmektir. Kurutma islemi sirasinda dispersiyon igerisinden
stiblimleserek uzaklasan buz kristalleri daha sonradan yapidaki gdzenekleri
olusturmaktadirlar. Kurutma isleminden sonra, numuneler {iretilmek istenilen
mukavemet, sertlik ve porozite oranina gore sinterlenir. Sonug, dondurma sirasinda
iretilen karmasik ve c¢ogunlukla anizotropik gozenekli mikro yapiya sahip bir
skafolddur [121, 122]. Buz kristallerinin biiylime yoniinii kontrol ederek nihai
malzemedeki go6zeneklilik i¢in tercihli bir yonlendirme yapmak miimkiindiir.
Dispersiyon konsantrasyonunu, donma sicakligimi ve sinterleme sicakligini segerek

gozenek yapisinin kontrol edilebilecegi belirtilmistir [123, 124].

Dondurarak dokiim metoduyla hidroksiapatit (HA) [121, 124], aliimina [123],
silika [125], titanyum dioksit [126] ve biyoaktif cam [127] gibi pek ¢ok seramik

cesidiyle gézenekli skafold tiretimi gerceklestirilmistir.

2.5.4. Jel-Dokiim

Kopiiklerin jel dokiimii, yiiksek mekanik mukavemetli seramik skafoldlarin
iiretimi i¢cin yaygim kullanilan bir tekniktir. Ancak genellikle kotii baglanmis gozenek
yapisi ve diizgiin olmayan gézenek boyutu dagilimi ile sonug¢lanmaktadir [128] . Jel
dokiim yontemi ilk olarak 1990l yillarda Oak Ridge Ulusal Laboratuvari’nda
Omatete ve Janney tarafindan gelistirilmistir. Genel prensip, monomerlerin polimer
olusturmak i¢in reaksiyona girmesi ve asili pargaciklari istenen sekle gore jellestigi
bir 3 boyutlu ag olusturmasidir. Jel-dokiim, kisa {iretim siireleri, yiliksek verim ve
disik maliyetli isleme firsat1 sunarak kompleks sekil {iretimine uygun birgok
sekillendirme yontemiyle ilgili problemleri ortadan kaldirmaktadir [129]. Jel-dokiim
isleminde seramik tozlari, monomer, ¢apraz baglayici, serbest radikal baslatic1 ve
katalizor ihtiva eden sulu bir soliisyona sivi ve dokiim malzemesi olusturmasi i¢in
eklenir. Hazirlanan dispersiyon, uygun sekilde tasarlanmis bir kaliba dokiiliir ve
yerinde polimerize edilerek, dagilmis seramik toz pargaciklarmm kalip boslugu
seklindeki hareketsizlestiren bir polimer jeli olugturmasi saglanir. Stabil kimyas1 ve
yogunlugu olan jellesmis kisim, halen islak haldeyken kaliptan ¢ikarilir ve daha
sonra 1slak jellesmis kisim kurutulmus numune kontrollii kosullar altinda kurutulur.

Kurutulmus numune islenebilecek kadar dayaniklidir [130].
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2.5.5. Kati Serbest Sekillendirme (SFF)

Kat1 serbest sekillendirme yani SFF teknikleri, CAD sistemleri, bilgisayar
tabanli tibbi goriintiileme modaliteleri ve diger veri iireticilerinin olusturdugu verileri
kullanarak hizla karmasik ii¢ boyutlu fiziksel nesneler iiretebilen bilgisayar destekli
iretim teknikleridir. SFF uygulamalarinin sagladigi muazzam zaman ve maliyet
tasarrufu sayesinde iiriin tasarimi ve imalat sanayisinde bir doniim noktasi olarak
gorilmektedir. Hizli prototipleme de denilen bu liretim yontemlerinde ilk olarak
iiretilmesi istenilen parcalarin CAD yazilimlar1 vasitasiyla {ic boyutlu modelleri
olusturulur. Ug boyutlu tasarimlar, yazilmlar vasitasiyla hazirlanabilecegi gibi hazir
modellerin ii¢ boyutlu dijital veya optik tarayicilar kullanilarak da elde edilebilir.
Uretilmesi istenen parcanin tasarrmi modelin smirlarmi, i¢ ve dis yiizeylerini
icermelidir. Bu bilgisayar tasarimlarinin prototipe doniistiirme noktasinda farkli SFF
yontemleri vardir; SLS (Selective Laser Sintering), FDM (Fused deposition
modeling), SLA (Stereolithography) [131, 132].

Bu yontemler arasinda bulunan 3 boyutlu dokiim skafold iiretiminde yaygin
sekilde kullanilmaktadir. 3 boyutlu basim teknigi, toz malzemeleri islemek i¢in
miirekkep piskiirtmeli baski1 ya da ekstriizyon teknolojisi kullanmaktadir. 3D-P'nin
cok yonliliigii ve basitligi, polimerler, metaller ve seramik gibi cok ¢esitli

malzemelerin islenmesini saglar [131].

2.6. Biyoaktif Cam-Grafen Kompozit Skafoldlar

Karbon nanotiipler (CNT), genis bir yelpazedeki teknoloji uygulamalar1 i¢in
cokga talep edilen bir nanomalzemelerdir. Polimerler, metaller ve seramikler gibi pek
¢ok malzeme gelismis 6zelliklere sahip ileri diizey kompozit malzemeler iiretebilmek
icin karbon nanotiiplerle birlestirilmistir. Bu sayede CNT, siiperkapasitor
elektrotlarindan biyosensdrlere kadar genis bir kullanim sahasi elde etmistir. Ayrica
doku miihendisligi uygulamalar: icin CNT ve hiicreler arasindaki iligkiyi inceleyen

calismalar da gergeklestirilmistir [133].

Meng ve ark. [133] gézenekli 45S5 biyoaktif cam skafoldlar1 elektroforez
cokelme (EPD) metoduyla 1um kalinliginda CNT ile kaplamistir. Hazirlanan

skafoldlarim mekanik dayanimi ve biyoaktivite 6zelliklerinin CNT katkisiyla beraber
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bozulmadigi belirtilmistir. Ayrica yalitkan cam skafoldlarin elektriksel iletkenlik

kazandig1 ve hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinin yapilabilecegi belirtilmistir [133].

Porwal ve ark. [134] biyoaktif cam ve ¢ok duvarli karbon nanotiipleri
(MWCNT) bir araya getirmislerdir. Yaptiklar1 calismada kolloidal ¢ozelti hazirlama
ve spark plaza sinterlemesiyle MWCNT-45S5 kompozitler hazirlamislardir.
Kompozitler, katkisiz 45S5 skafoldlara nazaran daha yiiksek elektriksel iletkenlik
saglamistir. Ancak MG-63 osteoblast benzeri hiicrelerle yapilan in vitro hiicre testleri
sonucunda MWCNT katkisinin  kompozitlerin yiizeyindeki hiicre canliligr ve
cogalmasimin Oniinde bir engel teskil ettigi belirtilmistir [134]. CNT'ye kiyasla,

grafeni One cikartabilecek iki avantaj mevcuttur:

Grafen genellikle CNT'de yaygin olan metalik yabanci maddeler igermez.
Bir¢ok durumda, bu tiir kirlilikler CNT'nin elektrokimyas1 {lizerinde etkindir ve
biyomedikal uygulamalarda zararli bir rol oynayabilir. Ikincisi ise grafitin siv1 ile
eksfoliyasyonuyla grafenin biiyiikk 6lgekli iiretimi hem uygun maliyetli hem de
kolaylikla gergeklestirilebilmektedir. Dolayisiyla, biyomedikal uygulamalar ile ilgili
olarak, grafen CNT'ye kiyasla gelistirilmis bir alternatif sunabilir. Ayrica sahip
oldugu diiz, esnek, tek atom kalinligindaki geometrisi ile kemik doku
miihendisliginde implantlar ve destekleyici alt tabakalar i¢in iletken yiizey kaplama
malzemesi olarak kullanilabilecek uygun bir malzemedir [9]. Grafen-biyoaktif cam

kompozitler lizerinde literatlirde bulunan bazi ¢alismalar soyledir.

2013 senesinde yayinlanan ¢alismada Fabbri ve ark. [9] grafenin kemik doku
miihendisliginde kullanilan 3B Biyocam® skafolda sunabilecegi muhtemel
avantajlar1 ve faydalar1 aydinlatmay1 amaglamiglardir. Bu baglamda polimer kopiik
replikasyonu metodunu kullanarak agirlikca %40 45S5 Biyocam® ihtiva eden
skafold yapilar1 hazirlamislardir. Hazirladiklar1 skafoldlar: hibrit bir sol-jel metodu
kullanarak agirlikga %1,5 oraninda olacak sekilde grafen ile kaplamislardir. Bu
calisma sonucunda, biyoaktif cam yilizeyinde grafenin varliginin skafoldlarin
biyoaktivitesini olumsuz etkilemedigi goriilmiistir. MG63 hiicreleri kullanilarak

yapilan hiicre kiiltiirii testlerinde higbir sitotoksik etki tespit edilmemistir [9].

Porwal ve ark. [13] tarafindan 2014 senesinde yayinlanan bir ¢alismada spark

plazma sinterlemesi kullanilarak hazirlanan 45S5 Biyocam®-Grafen kompozitlerinde
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hacimce %5 oraninda elektriksel iletkenligin katkisiz biyoaktif cam skafoldlarinkine
gore yaklasik 9 kat arttigi ve bununla beraber biyoaktiflikte herhangi bir azalma
gozlemlenmedigi belirtilmistir [13].

Shih ve ark. [135] tarafindan yayinlanan 2016 tarihli ¢alismada piiskiirtme
piroliz metoduyla grafen oksit(GO)-biyoaktif cam kompozitler hazirlanmis ve GO
katkisinin biyoaktiviteye ve antibakteriyel 6zelliklere etkisi incelenmigstir. Caligma
neticesinde varilan sonuglar, GO katkili biyoaktif camlarin saf biyoaktif cama gore
daha biiyiik spesifik ylizey alanina sahip oldugu ve daha iyi antibakteriyel aktivite

gosterdigi ancak biyoaktivitenin azaldigi yoniinde olmustur [135].

Lazer sinterleme sistemiyle imal edilen nano-58S biyoaktif cam skafoldlarina
yapilan grafen katkisinin, skafoldlarin mekanik ve biyolojik 6zelliklerine etkisini
incelemek amaciyla Gao ve ark. [12] 2014 senesinde yaymladiklart bir ¢aligma
yapmiglardir. Basma dayanimi ve kirilma tokluklar1 incelendiginde optimum grafen
konsantrasyonunun agirlikga %0,5 oldugu belirtilmistir. Ayrica nano-58S'nin
mekanik 6zelliklerinin, grafen igeriginin artmastyla (agirlikca %0 — 0,5) arttig1 ve
daha sonra grafen igerigi agirlikca % 1 ya da % 1,5 iken azaldig1 goriilmiistiir. % 0,5
grafen ilavesinin, nano-58S'nin basma dayanimimi % 105, kirilma toklugunu % 38
arttirdig1 belirtilmistir. Yapilan SBF’de bekletilme testleri ve MG-63 hiicrelerle
yapilan hiicre  kiiltiiri  testleri sonucunda grafen katkili numunelerin

biyoaktivitelerinde ve hiicre tutunmalarinda bir sorunla karsilasilmadigi belirtilmistir

[12].

Li ve ark. [136] tarafindan 2016°da bir ¢alisma yayinlanmistir. Bu ¢alismada
45S5 biyoaktif cam ve grafen oksitin indirgenmesiyle elde edilen grafen spark
plazma sinterlemesi kullanilarak skafold olarak hazirlanmistir. Hazirlanan
skafoldlarm mekanik dayanimlar1 ve biyolojik tepkileri test edilmistir. Bunun
sonucunda mekanik dayanimim agirlikca %0,5 grafen katkisinda optimum degerde
oldugu gozlemlenmis ayrica MG63 hiicrelerinin skafold ylizeyinde biiyldiigi ve
grafen nanotozlarin malzemenin sitotoksisitesi lizerinde etkisi olmadig1 belirtilmistir
[136].
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Kullanilan Malzemeler

Calismada, daha once ergitme yontemiyle sentezlenmis olan, 13-93B3 (%5,5
Na;0, %11,1 K;0, %4,6 MgO, %18,5 Ca0, %3,7 P,0s, %56,6 B,03) biyoaktif cam
tozlar1 kullanilmistir. Temin edilen tozlarin tane boyut analizi Mastersizer 3000

cihazi kullanilarak yapilmistir.

Polimer kopiik replikasyonu i¢in hazirlanan cam siispansiyonunda ¢oziicii
olarak kullanilan susuz etanol (> %99,8, d:0,789 g/ml), dagitici olarak kullanilan etil
seliiloz (%48 ethoxyl, d:1,14 g/ml), ayrica skafoldlarin kaplanmasinda kullanilan
polikaprolakton (PCL, Mn:80000, d:1,145g/ml) ve onun ¢oziiciisii olarak kullanilan
kloroform (%99-99,4, d:1,479-1,489 g¢g/ml) Sigma-Aldrich firmasindan temin

edilmistir.

Caligmalarda kullanilan AO-4 smifi grafen nanotoz (saflik: %98,5, 60 nm
plaka kalinligi, tane boyutu 3-7 pum) Graphene Supermarket (ABD) firmasindan
alinmigtr. Kullanilan grafen ve 13-93B3 biyoaktif cam tozlarinin SEM goriintiileri
Sekil 3.1.’de gosterilmektedir.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan (a) grafen nanotozlari, (b) 1393-B3 biyoaktif cam
tozlarmin SEM mikrograflari.

Biyoaktivite testleri i¢in hazirlanan yapay viicut sivisinda (SBF) kullanilan
sodyum kloriir (NaCl, MW:58,44 g/mol, >%99), sodyum bikarbonat (NaHCOs,
MW:84.01 g/mol, pH araligi: 6,8-7,4), potasyum kloriir (KCI, Higroskopik,
MW:74,55 g/mol), potasyum fosfat dibazik(K;HPO,.3H,0, >%99), magnezyum
kloriir hekzahidrat(MgCl,.6H,0, >%99), kalsiyum kloriir(CaCl,, MW: 110,98 g/mol,
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susuz, >%96), sodyum siilfat(Na;SO4, >%99), Tris(hidroksimetil)aminometan
((CH20H)3CNH, Sigma 7-9, >%99) ve hidroklorik asit (HCI, %36,5-38, MW: 36,46
g/mol, d:1,2 g/ml) Sigma-Aldrich firmasindan satin alinmistir.

3.2. Skafoldlarin Hazirlanmasi

Calismada ti¢ boyutlu ve agik poroziteye sahip skafold olusturabilmek igin
polimer kopiik replikasyonu yontemi kullanilmistir. Trabekiiler kemik dokunun sahip
oldugu poroz yapiyr taklit edebilmek i¢in benzer bir yapida polimer kopiik
kullanilmasi1 gerekmektedir. Kullanilan poliiiretan kopiikler (60 ppi) ~15 mm kenar

Olciisiine sahip kiipler ve ~10 mm c¢apa sahip silindirler seklinde kesilmistir (Sekil

3.2).

Sekil 3.2. Polimer kopilik replikasyonu isleminde kullanilan poliliretan kopiiklerin

dijital goriintiileri.

Skafold yapiminda sirasiyla biyoaktif cam siispansiyonu hazirlama,
kopiiklerin bu siispansiyona batirilmasi ve kopiiklerin 1s1l islem uygulanarak yapidan
uzaklastirilmasi adimlar1 izlenmistir. Skafoldlara grafenin eklenmesi iki farkli
yontemle gerceklestirilmistir. ilk metotta (Metot 1), grafen, cam tozlar1 iceren
dispersiyona eklenmistir ardindan gelen islemler grafen katkili cam soliisyonu
iizerinden yapilmistir. Ikinci metotta (Metot II) ise 1s1l islem gormiis grafen
icermeyen skafoldlar hazirlanmis ve bu katkisiz skafoldlar grafen nanotozlar1 i¢eren

PCL soliisyonuna batirilarak kaplanmislardir.
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3.2.1. Grafen Iceren 13-93B3 Biyoaktif Cam Skafoldlar (Metot I)

Biyoaktif cam siispansiyonlar1 agirlikca %40 cam tozu igerecek sekilde
hazirlanmistir. Karigimda dagitict olarak etil seliiloz, ¢oziicii olarak da etanol

kullanilmigtir. Hazirlanan dispersiyonun igerigi Tablo 3.1.’da verilmektedir.

Tablo 3.1. Polimer kopiik replikasyonu yonteminde kullanilan biyoaktif cam

slispansiyonunun bilegimi.

Malzeme Miktar
Etanol 6 ml
Etil
Selilloz | 0,28 gram
(EC)
13-93B3
Biyoaktif | 7 gram
Cam Tozu

Siispansiyonun hazirlanis1 sirasinda oncelikle 6 ml etanoliin igerisine 0,28
gram etil seliiloz eklenmistir. Etil seliilozun alkoliin igerisinde ¢dziinmesi zaman
aldigi1 igin bu karistm mekanik karistirici yardimiyla yaklasik 45 dakika
karistirtlmistir. Homojenizasyon saglandiktan sonra karigimin igerisine 7 gr 1393-B3
tozu eklenmistir. Bu asamada cam tozunun yavas yavas eklenmesi karigimin
akiskanligini kaybetmemesi i¢cin énemli bir unsurdur. Camin eklenmesinden sonra
soliisyon 30 dakika kadar karistirilmustir. Ardindan soliisyon ultrasonik banyoda 15
dakika bekletilmistir. Skafold hazirlama asamalarini1 gosteren sematik Sekil 3.3.’de

verilmektedir.

[Grafen |  [13-93B3 Biyoaktif Cam|

il | Biyoaktif Cam -
Etano Soliisyom Etil Setiloz

[Poliiiretan Kopik] —{Kurutma] >[Sinterleme|— Grafen Igeren 13-93B3

Biyoaktif Cam Skafoldlar

Sekil 3.3. Grafen katkili 13-93B3 biyoaktif cam skafoldlarin Metot-1I’e gore

hazirlanigin1 gosteren sematik.
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Hazirlanan cam siispansiyonunun igerisine agirlik¢a %1, %3, %S5, %10 grafen
nanotozlart eklenmistir. Grafenin silispansiyon igerisinde diizgiin  sekilde
dagilabilmesi i¢in soliisyona 15 dakika siireyle ultrasonik ¢ubuk yardimi ile
homojenize edilmistir. Bu uygulama sirasinda siispansiyon igerisindeki etanoliin

ucmamast i¢in kabin agz1 ve cubugun etrafi parafilm yardimiyla kapatilmistir.

Sekil 3.4. Sinterleme islemi Oncesi kurumaya birakilan grafen i¢eren biyoaktif cam

skafoldlarin dijital goriintiileri.

Verilen receteye gore hazirlanan siispansiyon genis agizli bir kaba dokiilmiis
ardindan kopiikler tek tek silispansiyona batirilmistir. Poliliretan  kopiik,
siispansiyonun icerisindeyken {iizerine 3 kere bastirilip birakilmistir. Bdylece
stispansiyonun kopiigiin her tarafina ulagmasi saglanmustir. Poliiiretan kopiigiin
slispansiyonu tamamen emmesi saglandiktan sonra igerisindeki fazla siispansiyonun
uzaklagsmasi i¢in iKi parmak yardimiyla, her tarafina esit derecede olacak sekilde,
kuvvet uygulanmgtir. Kiip seklindeki numunelerde karsilikli gelen her iki yiizey i¢in
ayrt ayr1 bu iglem tekrarlanmigtir, silindir numunelerde ise baski kaldirilmadan
numune iki parmak arasinda yuvarlanmistir. Bu sayede kopiiklerin icerisine c¢ektigi
fazla siispansiyon uzaklastirilmigtir. 5 farkli grafen konsantrasyonuna sahip biyoaktif
cam silispansiyonu ile kaplanmis poliliretan kopiikler oda kosullarinda en az 48 saat

olmak iizere kurumaya birakilmigtur.
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Kuruyan numuneler hava ortaminda

Baglayicilarin degredasyonu ve polimer kopiigiin yapidan diizgiin bir sekilde
uzaklagmas1 igin firm 100-500 °C araliginda 1°C/dakika hiziyla isitilmistir. Bu
islemin sonunda firin sicaklig1 5°C/dakika hizla 570 °C’ye yiikseltilmis ve drnekler 1
saat siireyle bu sicaklikta sinterlenmistir. Firinlama sirasinda, tek seferde 4-5 adet
numuneden fazlasmin firma konulmamasina dikkat edilmesi gerekmektedir aksi
takdirde oksijen yeterli gelmedigi i¢in islem saglikli ger¢eklesmemektedir. Yapilan
deneylerin tamaminda Protherm marka PLF 120/10 model firm kullanilmistir. Isil
islem sirasinda kullanilan islem basamaklar1 Tablo 3.2.’de verilmektedir. Bu yontem

kullanilarak hazirlanan skafodlara verilen kodlar Tablo 3.3.’de verilmektedir.

Tablo 3.2. Biyoaktif cam skafoldlarin sinterlenmesinde uygulanan firin rejimini

gosteren tablo.

1s11  isleme

Basamak | zaman | Sicaklik

dk) | (°O
P1 200 200
P2 60 200
P3 50 250
P4 240 250
P5 100 350
P6 240 350
P7 50 400
P8 240 400
P9 100 500
P10 60 500
P11 12 570
P12 60 570
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Tablo 3.3. Metot I kullanilarak hazirlanan skafoldlarin igerigine gore kodlamalarini

gdsteren tablo.

Grafen Agirlikca %1 | Agirlikga %3 | Agirlikea %5 A%lrhkg:a

Numune . %10
icermeyen oraninda oraninda oraninda oranmnda

Icerigi 13-93B3 | grafen igeren | grafen igeren | grafen igeren cafen iceren
cam 13-9383 | 139383 | 13-93B3 | &0 T
skafoldlar skafoldlar skafoldlar skafoldlar

skafoldlar
Kodlama | Katkisiz B3 %1G-B3 %3G-B3 %5G-B3 %10G-B3

3.2.2. Grafen Iceren Polikaprolakton Kaph 13-93B3 Biyoaktif Cam
Skafoldlar (Metot I1)

Bu yontemde Tablo 3.1.° de verilen malzemelerle biyoaktif cam
stispansiyonu hazirlanmistir. Hazirlanan cam silispansiyonu igerisine silindir ve kiip
seklindeki koptikler batirilmis ve kopiiklerin siispansiyonu emmesi saglanmistir. Bu
islem sirasinda daha Once bahsedilen prosediir aynen takip edilmistir. Ardindan

numuneler sl isleme tabi tutulmustur (Sekil 3.5.).

[13-93B3 Biyoaktif Cam|

A4

Biyoaktif Cam
Soliisyom Etil Selilloz

Poroz Yapih 13-9383 | 5 g’af;i‘]f 3 1;%3
Biyoaktif Cam Skafold oop )
1yo . am Skafold | [Bi}-oakﬁfcam Skafold

Grafen Katkah
PCL Solisyonu %l Grafen |

N

Sekil 3.5. Grafen iceren PCL kaplanmis 13-93B3 biyoaktif cam skafoldlarin

hazirlanigini gosteren sematik.

Sinterleme swrasinda Tablo 3.2.” de verilen rejim kullanilmistir. Sinterleme
sonras silindir seklinde hazirlanan skafoldlar 3 mm yiikseklige sahip diskler seklinde
kesme cihazi kullanilarak kesilmistir. Kesme islemi sirasinda bigak 400 rpm hizinda

calistirilmig ve sogutucu olarak etanol kullanilmistir. Hazirlanan disk seklindeki cam
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skafoldlar1 grafenle kaplamak icin polikaprolakton (PCL) kullanilmistir. Kat1 PCL
agirlikca %5 oraninda olacak sekilde kloroform igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. PCL
kloroform igerisinde hizlica ¢6ziinebildigi i¢in 30 dakikalik karigtirma islemi yeterli
gelmistir. Hazirlanan PCL soliisyonun igerisine agirlik¢a %1, %3, %5, %10 olacak
sekilde grafen nanotozlar1 eklenmistir. Sonrasinda siispansiyon 20-30 dakika siireyle
mekanik karistiricida karigtirilmistir ardindan 15 dakika siireyle ultrasonik g¢ubuk

kullanilarak homojenizasyonu saglanmistir.

Sekil 3.6. Gozenekli cam skafoldlarin grafen nanotozlari igeren PCL soliisyonuyla

kaplanmasi islemini gosteren fotograf.

Karisimin igerisindeki kloroformun ugmamasi i¢in islemler sirasinda kabin
agz1 strekli kapali tutulmustur. PCL soliisyonlarmin hazirlanmasi sonrasinda cam
skafoldlar soliisyon kabmin igerisinde karistirilmistir. 15 dakika karistirma sonrasi
numuneler kabim icerisinden alinmig ve oda sicakhiginda en az 48 saat siireyle
kurumaya brrakilmistir. Bu yontemle hazirlanan numunelere verilen kodlar Tablo

3.4.’te verilmektedir.

Tablo 3.4. Metot I yontemiyle hazirlanan skafoldlarin kodlamalarini gosteren tablo.

Grafen Agirlikca %1 | Agirlikca %3 | Agirlikga %5
. oraninda oraninda oraninda Agirlikca %10
icermeyen . . .

NUmMune pCL grafen igeren grafen igeren grafen igeren qramnda grafen
.. PCL ile PCL ile PCL ile iceren PCL ile
leensgt 1; agp312étém1$ kaplanmig 13- | kaplanmis 13- | kaplanmis 13- | kaplanmig 13-

foldl | 93B3 93B3 93B3 | 93B3 skafoldlar
skafoldlar skafoldlar skafoldlar

Kodlama| PCL-B3 %1G-PCL-B3 | %3G-PCL-B3 | %5G-PCL-B3 | %10G-PCL-B3
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3.3. Karakterizasyonlar

Biyoaktif cam skafoldlarn mekanik ve elektriksel ozelliklerinin ayrica
biyoaktivitesinin saptanmasi i¢in ¢esitli karakterizasyon islemleri gerceklestirilmistir.
Sahip olduklar1 biyoaktiflik &zelliklerinin belirlenebilmesi igin numuneler yapay
viicut sivist igerisinde farkli siirelerde tutulmustur. Yapay viicut sivisi igerisinde
yapilan bu in vitro deneyler numunelerin kemik olusturma kabiliyetlerinin zamana ve
grafen katkisma gore degisimini gézlemlemek i¢in gerceklestirilmistir. In vitro
deneyler sonucunda numunelerde gergeklesen tepkimelerin ve degisimlerin
saptanmas1 i¢in FTIR, XRD ve SEM analizleri ger¢eklestirilmistir. Numunelerin
grafen katkisiyla degisen mekanik ve elektriksel 6zellikleri yapilan basma dayanimi

ve direng testleriyle saptanmistir.

3.3.1. Morfolojik Karakterizasyonlar

Hazirlanan kompozit skafoldlarin yapilarinda meydana gelen degisimlerin
belirlenmesi amaciyla numunelere porozite dlglimii yapilmistir. Ayrica numuneler,
por yapilarindaki degisiminin godzlenmesi amaciyla optik mikroskop altinda
incelenmistir. Analizde Nikon Eclipse LV 100 model optik mikroskop kullanilmistir.
Her numune 4 farkli bilyiitme seviyesinde (X10, X20, X30, X50) altinda

incelenmistir.

Numunelerin poroziteleri Arsimet prensibine gore hesaplanan su emme testi
yontemiyle belirlenmistir (Bu yontemde, biyoaktif camin tepkimeye girmemesi igin
su yerine etanol kullanilmistir). Oncelikle etanol dolu kap tartilmistir ve deger not
edilmistir ardindan etanoliin i¢erisine numune konularak 30 saniye beklenmistir ve
agirhik not edilmistir. Numune spatiil yardimiyla etanoliin igerisinden ¢ikarilarak
etanoliin agirlig1 not edilmistir. Bu islemler her numune ¢esidi i¢in licer kere tekrar
edilerek ortalama bir deger elde edilmistir. Elde edilen degerler formiil 3.1.’te yerine

konulmustur.

(W, — W5 — W)/ pc

Porozite(%) = W =W, /e + W./p
1 3 c S S

(3.1.)

W;: Numunenin kuru agirligi

Wi: Etanolle doldurulmus kabin agirlhig:

42



W;: Etanol ve numune bulunan kabin agirligi
Ws3: igerisinden numune ¢ikarilmis kabm agirhig:
pc: Etanoliin yogunlugu

ps: Numunenin yogunlugu

3.3.2. Elektriksel iletkenlik Testleri

Grafen katkisin numunelerin iletkenlikleri iizerindeki etkisini incelemek
icin direng 6l¢iim testi yapilmustir. Olgiimler Dokuz Eyliil Universitesi, Elektronik
Malzemeler Uretim ve Uygulama Merkezinde (UMAM) bulunan Keithley 26368
SourceMeter cihaziyla yapilmustir. Olglimler oda kosullarinda ve degerlerin
elektromanyetik alan etkisinden korunabilmesi i¢in Faraday kafesinin igerisinde
gerceklestirilmistir. Ol¢iim igin cihazda bulunan iki prob numunenin iki yanma
degdirilmis ve voltaj ayar1 yapilarak ol¢ciim sonuglart alinmistir. Problar numuneye
temas ettirildikten sonra en az 60 Ol¢iim alimmistir. Bu siire¢ problar numunenin
karsilikli gelen li¢ farkli noktasina degdirilerek tekrarlanmistir. Denklemde gerekli
olan kalinlik degeri bu belirtilen 3 noktanin kalinliklarmin ortalamasi1 olarak
alinmistir. Bu direng degerlerinin ortalamasi alinarak bir sonug elde edilmistir. Voltaj
degerinin sonuglar {izerine etkisini inceleyebilmek i¢in biitiin islemler 0,1 mV, 1 mV
ve 10 mV voltaj degerlerinde tekrar edilmistir. Olgiilen sonuglar denklem 3.2. ‘de
yerine konularak oOzdireng degeri hesaplanmistir. Hesaplanan ozdireng degeri

denklem 3.3.’de yerine konularak iletkenlik degerleri elde edilmistir.

(txr)
[

Ozdiren¢ = p = R X (3.2.)

Ozdireng = Qcm

R = Direng degeri (Q2)

t = Numune kalinlig1 (cm)

I = Problarin ¢ap1 (cm) = 0,0016 inch = 0,0041 cm

1 = Problar arasindaki mesafe (cm) = 0,065 inch = 0,1656 cm
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Hesaplanan direng degerleri asagidaki denklemle iletkenlik degerine cevrilir.

iletkenlik = 1/ Qcm, fletkenlik = o = =

. (3.3.)

3.3.3. Basma Dayanim

Basma testi uygulamasiyla amaglanan grafen katkisinin numunelerin mekanik
dayanimlar1 iizerindeki etkisini incelemektir. Yapilan basma testleri Shimadzu marka
AGS-X model cihazla gergeklestirilmistir. Basma testinin saglikli uygulanabilmesi
icin numunelerin baski uygulanacak yiizeylerinin diiz ve paralel sekilde olmasi
gerekmektedir. Bu sebeple test oncesi biitiin numunelerin yiizeyleri 800’lilk zimpara
yardimiyla diizeltilmistir. Test swasinda hareketli basin hizi 0,5 mm/dk olarak
belirlenmistir. Basma testlerinde, testin hangi noktaya kadar devam edecegini
belirlemek i¢in sabit bir deplasman degeri belirlenmektedir ancak bu caliymada
kullanilan numunelerin seramik olmasi ve gevrek davranis gostermeleri sebebiyle,
test, numuneler kirillana kadar devam ettirilmistir. Her gruptan en az licer adet
numune olacak sekilde testler gerceklestirilmistir. Sonuglar bu {i¢ degerin ortalamasi

ve standart sapmasi hesaplanarak elde edilmistir.

3.3.4. Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FTIR) Analizleri

Cihazin ¢aligma prensibi temel olarak, gonderilen kizilotesi 1sinin incelenen
numunede bulunan kimyasal baglar tarafindan spesifik dalga boylarinda
sogurulmasma dayanmaktadir. Bu analizde kendisine bagli ATR modiilii de
barindiran FTIR-ATR, Agilent Cary 660 Fourier doniisiim kizilotesi spektroskopisi
kullanilmistir. Analizde kullanilan kizilotesi (IR) degerleri Orta-IR olarak bilinen
400-4000 cm™ araligindadir. Bu spektrum icerisinde belirlenen absorbans degerleri
literatlirde bulunan degerlerle karsilastirilarak numunelerde olusmus olan gruplar
tespit edilmistir. HA doniisiimiiniin gostergesi olarak kabul edilen P-O baglarmin
varligl ve zamana gore degisimi bu sayede belirlenmistir. Bu analizlerin yapilma
amac1 SBF icerisinde bekletilen 13-93B3 skafoldlarin yiizeylerinde olusabilecek HA
tabakalarm belirlenmesi ve bu sayede biyoaktivitenin grafen konsantrasyonuna bagli

olarak nasil bir degisim gosterdiginin saptanmasidir.
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3.3.5. X Isimi Kirmimmm (XRD) Analizleri

XRD analizi, numunelerin {izerine X-1smmin génderilmesi ve atomik baglar
tarafindan kirinima ugrayan ismlarmn cihaz tarafindan tekrar toplanmasi esasina
dayanmaktadir. Kristal fazlarin sahip olduklar1 atomik dizilimler, gonderilen X-
isinlarmin karakteristik bir sekilde kirilmasina sebep olmaktadir. Her bir bagin X-
ismint farkl bir sekilde kirmasi sayesinde her tiirlii fazin kendine 6zgii bir kirmim
profili vardir ve bu profiller fazin tanimlanmasinda kullanilir. Hazirlanan
kompozitlerdeki kristal faz olusumunu incelemek i¢in Philips X Pert Pro model X-
151 kirmimi cihaziyla analiz yapilmistr. XRD, 10°-90° 20 a¢1 araliginda
0.01°/dakika tarama hizinda Cu Ka radyasyonu kullanilarak gerceklestirilmistir.
Olgiimiin yapilabilmesi i¢in kompozitler agat havanda doviilerek toz haline

getirilmistir.
3.3.6. SEM (Taramah Elektron Mikroskobu) Analizleri

Uretilen biyoaktif cam skafoldlarm mikroyapisi, 5 kV'luk bir hizlanma
voltajinda ve 10 mm'lik bir ¢alisma mesafesinde, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii,
Malzeme Arastirma Merkezinde bulunan taramali elektron mikroskopu (SEM)
(Philips XL-30S FEG) kullanilarak incelenmistir. Kaliteli goriintii alinabilmesi i¢in
numunelere Emitech K550X cihaz1 kullanilarak miknatissal sactirma (magnetron

sputtering) metoduyla ~10-15 nm kalinliginda altin kaplama yapilmustir.

Sekil 3.7. Projede kapsaminda kullanilan; (a) SEM cihaz1 (Quanta FEG 250), (b)

numune kaplamada kullanilan Emitech K550X cihazi.
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3.3.7. In Vitro Degredasyon ve Mineralizasyon Deneyleri

Biyoaktif camlarda biyoaktivitenin gostergesi olan yiizeyde hidroksiapatit
(HA) tabakanin olusma siirecini goézlemlemek ve katki miktarma bagli olarak HA
doniigiim hizint belirlemek igin in vitro ortamda yapay viicut sivist kullanilarak
deneyler gerceklestirilmistir. Bu deneylerde kullanilan yapay viicut sivist (SBF)
Kokubo vd. [137] tarafindan gelistirilen metoda gore hazirlanmistir. SBF, insan kan
plazmasmin iyon konsantrasyonu bakimindan taklit edilmis halidir (Bkz. Tablo 4.1.).

SBF’in hazirlanis asamalar1 asagidaki gibidir.

1. Genis tabanli bir kabin igerisine su doldurulmustur ve bu kabin igerisindeki
su 37 °C’de tutularak sabit sicaklikl1 bir su banyosu elde edilmistir.

2. 500 ml ultra saf su barindiran beher, su banyosunun igerisine konulmus ve
lizeri saat camuyla Ortiilmiistiir. Bundan sonraki islemlere 37 °C’deki su
banyosunun igerisinde devam edilmistir.

3. Su banyosu manyetik karistiricinin iistiine konulmus ve beherin igerisine
balik eklenmistir.

4. Beherin igerisine Tablo 4.2. de bahsedilen malzemeler sirayla ve tek tek
eklenerek manyetik karistirict yardimiyla karistirilmastr.

5. Son malzeme eklendikten ve ¢ozilindiigli gézlemlendikten sonra soliisyonun
pH degeri Ol¢iilmiistiir ve pH degeri 7,4’¢ gelene kadar soliisyonun igerisine
IN-HCI eklenmistir.

6. Hazirlanan soliisyon 1 litrelik balon jojenin igerisine konularak ultra saf suyla
1 litreye tamamlanmustir ve bir siire daha oda sicakliginda karistirilmistr.

7. Soliisyon, polietilen veya polistiren bir kabin igerisinde buzdolabinda +4

°C’de muhafaza edilmistir.

Tablo 3.5. Kan plazmasi ve yapay viicut sivisinin iyon konsantrasyonlarini gosteren

tablo [138].

Konsantrasyon (mM)

Na" K" Ca* Mg*  HCOs Cl- HPO,> SO
Kan 142 5 25 15 27 103 1 05
Plazmasi
SBF 142 5 25 1,5 4.2 1485 1 0,5
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Tablo 3.6. Calisgmada kullanilan yapay viicut sivis1 (SBF) regetesi (1 litre igin).

Sira .
Malzeme Miktar
1 NaCl 7,996 ¢
2 NaHCO; 0,350 ¢
3 KCI 0,224 g
4 K2HPO4.3H,0 | 0,228 g
5 MgCl,.6H,0 0,305¢g
6 1M-HCI 40 ml
7 CaCl; 0,278 ¢
8 Na,SO4 0,071 ¢
9 (CH,0OH)sCNH;2| 6,057 g

In vitro ¢aligmalarda 5 farkli grafen konsantrasyonuna sahip numuneler 4
farkli zaman araliginda SBF icerisinde bekletilmistir ve bu islem sonucunda
numunelerin agirhik degisimleri, SEM analiziyle yiizeylerinde olusan yapilar ve
morfoloji degisimleri incelenmistir. XRD ve FTIR analiziyle HA doniisiimii
incelenmistir. Ayrica kullanilan SBF’lerde gerceklesen pH degisimleri de

Olctilmiistiir.

Yapay viicut sivisi i¢erisine konulacak olan 5 farkli grafen konsantrasyonuna
sahip numuneler ayr1 ayr1 tartilmistir. Belirlenen numuneler yapay viicut sivisi
icerisine konulmadan 6nce dezenfekte edilmistir. Dezenfeksiyon igin %70 etanol-
distile su karisimi kullanilmistir, bu islemde numuneler tigcer defa etanolde
bekletilmistir. Dezenfeksiyon islemi sonunda numuneler 24 saat hava ortaminda
kurumaya birakilmistir. Dezenfekte edilen numuneler 50 ml’lik santrifiij tiiplerinin
icerisine konulmugstur ve tizerlerine, 1 gram numune i¢in 500 ml SBF oranina uygun
sekilde, SBF eklenmistir. Biyoaktif camin ve grafen katkisinin yapay viicut sivisi
icerisindeki tepkilerinin incelenmesi amaciyla numuneler 7, 15, 21 ve 30 giin
siirelerle 37 °C’de bekletilmistir. 37 °C ortam stabilizasyonunu saglamak amaciyla
NUVE marka EN 400 model inkiibator kullanilmistir. Belirtilen siirelerin sonunda
tiiplerin icerisinden ¢ikarilan numuneler saf etanolle 3 defa yikanmistir ve 24 saat
hava ortaminda kurumaya birakilmistir. Kuruyan numunelerin agirliklar: 6l¢tilmiis ve

agirhik kayiplar1 hesaplanmistir. Deneylerin  sonunda, icerisinden numuneleri
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cikartilmig SBF’lerin pH degerleri, Hanna Instruments markali HI 2211 model pH

metre kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

In vitro degredasyon oranlarin1 belirlemek ve orneklerin biyoaktivitelerini
tayin etmek i¢in gerceklestirilen SBF icerisinde bekletme islemi her numune ¢esidi
icin tger defa tekrarlanmistir. Nihai sonug¢ belirlenirken bu ii¢ numunenin

sonuglarinin ortalamasi alinmastir.

3.3.8. In Vitro Hiicre Kiiltiira Testleri

Hiicre kiiltliri deneyleri C57BL/6 fare calvaria’sindan (kafa kubbesi) elde
edilen osteoblastik MC3T3-E1 hiicreleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Deneyler
Manisa Celal Bayar Universitesi Deneysel Fen Bilimleri Uygulama ve Arastirma
Merkezi (DEFAM) Hiicre Kiiltiirii Laboratuvarlarinda yapilmistir. Sigma-Aldrich
firmasmdan satm alinan hiicreler -80°C’de saklanmistir. Hiicreler 37 °C’de
hazirlanan su banyosuna daldirilarak hizlica ¢oziinmeleri saglanmistir. Coziindiikten
sonra hiicreler kiiltiir kaplarini1 konulmus ve besi ortamlar1 eklenmistir. Hiicre kiiltiirii
islemleri UV 1sikla sterilize edilebilen laminar hava akimli kabinde (NuAire, USA)
gerceklestirilmisti.  MC3T3-E1 hiicreleri, MEMa besiyerine, 10.000 {inite/ml
penisilin, 10mg/mlstreptomisin ve %10 fetal sigir serumu (FBS; GIBCO, Invitrogen
Corporation, Grand Island, NY) (25ml) eklenerek 37 °C sicaklikta, %5 CO, ve nem
ihtiva eden inkiibatérde ¢ogaltilmistir. Hiicre hatlar1 canlilik, ¢ogalma ve enfeksiyon

durumlari i¢in inverted mikroskopta her giin incelenmistir.

Hiicre kiiltiirii deneyleri yapmak i¢in ilk olarak hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in
konulan kiiltiir kaplarindan ayirma islemi gerceklestirilmistir. Hiicreleri bagka ortama
aktarmak i¢in 4ml tripsin/EDTA (%0,05) kullanilmistir. Tripsin, hiicrelerin
yapismasint saglayan proteinlerini aktifligini bozarak hiicrelerin yapistig1 yerden
ayrilmasmi saglamaktadir. 4ml Tripsin/EDTA hiicrelerin  bulundugu kaplara
eklendikten sonra 10 dk inkiibatorde bekletilmistir. Yapistiklari yerden ayrilan
hiicreler daha sonra santrifiij islemi uygulanarak hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Dibe
coken hiicreler aliarak hiicre sayim1 yapilmigtir. Hiicre sayimi igin tripan mavisi 1:1
oraninda kullanilarak hiicreler boyanmistir. Canli hiicreler boya molekiillerini hiicre
zarlarindan iceri almadigindan beyaz olarak goziikmektedir. Ama boya molekiilleri
oOlii hiicrelerin zarlarindan gegebildiginden Glii hiicreler mavi olarak gdéziikmektedir.

Boya hiicre kiiltiiriine karistirildiktan sonra soliisyon alinarak lam ile lamel arasma
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konulmustur ve otomatik hiicre sayimi cihazma (Cellometer, Nexcelom, ABD)
yerlestirilmistir. Bu sekilde canli hiicreler tespit edilip buna gore hiicre yogunlugu
mililitredeki canli hiicre sayist olarak hesaplanmistir. Daha sonra skafold tizerine her
100 pl’de 5 x 10 tane hiicre olacak kadar hiicre siispansiyonu kiiltiir kaplarina
ekilmistir. Hiicre ekimi yapildiktan sonra hiicrelerin skafolda yapigsmasina olanak
vermek icin 4 saat inkiibe edilmektedir. Daha sonra bu sekilde 3, 7 ve 14 giinliik
kiiltiir testleri uygulanmistir. Hiicre kiiltiirleri sonunda ilk olarak hiicre kiiltiir
kaplarinin inverted mikroskopla faz goriintiileri alinmigtir. Daha sonra skafoldlari
%10 formalin bulunan bir eppendorf tiip icerisine konularak skafoldlarn iizerine
yapisan hiicrelerin fiksasyonu yapilmistir. Bu skafoldlar1 daha sonra {izerinde
biiyiiyen hiicreleri gozlemlemek amaciyla SEM analizi yapilmistir. Skafolda
tutunamayan hiicreler ise hiicre kiiltiirti plakasina tutunarak skafoldun bulundugu
ortamda yasamma devam etmektedir. Bundan dolay1 skaffoldla inkiibe edilen
hiicrelerin canlilig1 ve farklilagsmasi incelemek i¢in faz kontrasti goriintiisii, floresans
boyama, 2,3-bis-(2-methyx-4-nitro-5-sulfophenyl)-2h-tetrazolim-5-carboxonilide
(XTT) hiicre canlih@: testi ve hiicrelerde alkalin fosfataz aktivite testi (ALP)
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasmda hiicre kiiltiirii kabinda kalan hiicrelerin
bir kism1 XTT testi, bir kism1 ALP testi ve bir kismi1 da floresans goriintiileri alinmak

i¢cin bolinmiistiir.

3.3.8.1. XTT Analizi

Hiicre Kkiiltiirlerinde sitotoksik etkilerin belirlenmesi i¢in bir takim canlilik
parametrelerinin  6lgiilmesi gerckmektedir. Baslangi¢c olarak hiicrelerin canlilik
testlerinin yapilmasi ve yasayip yasamadiklarinin belirlenmesi gerekir. Canlilik hiicre
zarmin tepkisi test edilerek belirlenir. Tripan mavisi vb. bir boya kullanilir ve hiicre
zarindan bu boyayr disar1 atmasi beklenir. Zar biitlinliigi bozulmamis canli olan
hiicreler bu islemi gergeklestirirken zar biitiinliigii bozulmus hiicreler boyay1 igeri

alir. Daha sonra otomatik hiicre sayim cihaziyla canlilik orani hesaplanir [139].

Hiicrenin yasayabilirlik performansmi tanimlamaya yarayan ise vitality
parametresidir. Bu islemde MTT, XTT, WST-1 gibi tetrazolyum tuzlarma hiicrelerin
verdigi tepki incelenir. Tetrazolyum tuzlar1 canli hiicrelerde mitokondriyal enzimler
vasitasiyla  renkli ~ formazan  boyasma  g¢evrilirler. Renk  degisiminin

spektrofotometrede Olciimii yapilir. Olii hiicrelerde ise canlilarinkinin aksine
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tetrazolyum tuzlarin1 formazan boyasma cevrilemez [140]. MTT ve XTT en ¢ok

kullanilan metabolik aktivite 6l¢timlerinden ikisidir [140].

Calismada, hiicre kiiltiirii sonrasinda hiicre kiiltiirlinden alian hiicrelere XTT
testi igin hiicre canllik kiti 2 (Roche) kullanilmistir. Ureticinin belirttigi sekilde XTT
(2,3-bis-(2-methyx-4-nitro-5-sulfophenyl)-2h-tetrazolim-5-carboxonilide) soliisyonu
hazirlanmistir ve hazirlanan soliisyon test i¢in ayrilan hiicrelerin {izerine toplam
hiicre soliisyonunun yaris1 miktarinca dokiilmiistiir. Daha sonra bu sekilde 37°C’de
%5 CO, i¢eren nemli ortamda 4 saat daha inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sirasinda
XTT tetrazolyum tuzu canli hiicreler tarafindan suda ¢oziilebilen formazon tuzuna
cevrilmistir. Bu tuz ise suda ¢6ziinebilen parlak turuncu rengindedir. Turuncu rengin
parlaklig1 arttik¢a hiicresel olarak metabolik aktivenin arttig1 anlamina gelmektedir. 4
saat inkiibasyon sonunda her hiicre kiiltiirii zaman dilimi i¢in kendi aralarinda
karsilagtirarak ¢ok modlu okuyucu ile absorbans degerleri ol¢iilmiistiir. Cok modlu
okuyucu kullanilarak 450 nm - 490nm arasindaki bir referans araliginda absorbans
goriintlilenmistir.  Biitlin zaman periyodlar1 kendi i¢inde kontrol hiicrelerinin

absorbans degerlerine gore karsilastirilarak yiizde canlilik degerleri hesaplanmustir.

3.3.8.2. ALP (Alkalin Fosfataz Aktivitesi) Analizi

Alkalin fosfataz aktivitesi (ALP), osteojenik aktivitenin en Onemli
gostergelerinden birisidir. Bu amagla katkimin 6n-osteoblast hiicreler olan MC3T3-
E1 hiicrelerinin farklilasmasma etkisini belirlemek amaciyla hiicre kiltiirti
sonrasinda ALP aktivite testi yapilmistir. ALP testi Alkalin Fosfataz Belirleme Kiti,
Floresans (Sigma Aldrich, USA) ile gerceklestirilmistir. Ureticinin belirttigi sekilde
bir substrat ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Daha sonra ALP testi i¢in ayrilan hiicreler farkli
bir hiicre kiiltiirii kabma yerlestirilmistir. Her hiicre kiiltiirii kabmna 20 pl hiicre
siispansiyonu konulmustur. Hiicreler bu sekilde 65°C°de 15-30 dakika inkiibe edilmis
ve daha sonra oda sicakligma sogutulmuslardir. Bu agsamada ilk olarak hiicreler 2 dk
buz iizerinde bekletilmistir. Daha sonra oda sicakliginda birakilmistir. Soguyan hiicre
kiiltiirlerine tamponlar eklenmistir. Her bir hiicre kuyusuna 20u1 seyreltme tamponu
ve 160 pl floresans test tamponu eklenmistir. Bu asamadan sonra her kuyucuga 1pl
10mM’lik substrat ¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra florometre ile 360 nm uyarim ve
440 nm emisyona ayarlanarak okuma gergeklestirilmistir. Enzim aktivitesi zamanla

artigindan dolayr 3 zaman diliminde okumalar gergeklestirilmistir. Ilk okuma
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gerceklestirildikten sonra 30 dk aralikla 2 kez daha okuma yapilmistir. ALP
aktivitesi florometre cihazinda her bir kuyucugun floresans siddeti oOlgiilerek
gosterilmektedir ve floresans siddeti ile ALP aktivitesi dogru orantilidir. ALP 6l¢iim
birimi ise Relative Luminescence Units (RLU)’dir. RLU birimi floresans siddeti ve

ALP aktivitesi ile dogru orantilidir. Sonuglar grafik halinde gosterilmistir.

3.3.8.3. Floresans Boyama

Floresans boyama ¢ogalma testi canli/6lii hiicre boyama kiti (Sigma Aldrich,
USA) ile gerceklestirilmistir. Floresans boyama testi, lireticinin belirttigi sekilde
yapilmistir. Bu kit Calcein-AM ve Propidyum Iyodiir (PI) soliisyonlarmi
icermektedir. Bu soliisyonlar canli ve Olii hiicreleri isaretlemektedir. Burada
Calcein-AM kendiliginden floresans bir molekiil degildir. Ama Calcein-AM canli
hiicreler 1ile etkilesime girerek {iretilen Calcein, gii¢li yesil bir floresans 151k
yaymaktadir. Bu yilizden Calcein-AM sadece canli hiicreleri boyamaktadir. PI ise bir
cekirdek boyasidir ve canli hiicrelerin zarindan igerisine gecememektedir. Ama 6li
hiicrelerin zarindan gecerek DNA ile etkilesime girerek kirmizi bir floresans 1sik
yaymaktadir. Bu sekilde canli hiicreler floresans mikroskobunda yesil olarak
goziikmektedir ve Oli hiicreler ise kirmizi olarak goziikmektedirler [141]. Deney
sirasinda ilk olarak iireticinin belirttigi sekilde sollisyon hazirlanmistir. Daha sonra
floresans testi i¢in ayrilan hiicreler birkag kez fosfat tamponlu tuz ¢ézeltisi (PBS) ile
yikanmustir. Yikama isleminden sonra PBS ile hiicre yogunlugu ml’de 10° ile 10°
arasinda olacak sekilde bir soliisyon hazirlanmistir. Daha sonra 100 pl hazirlanan
soliisyon hiicrelerin {izerine dokiilmiistiir. Bu islemden sonra hiicreler 37 °C’de %5
CO; iceren nemli ortamda 15 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
floresans mikroskobu kullanilarak canli ve 6lii hiicreleri gormek i¢in 490 nm uyarma

ile floresans goriintiilemesi yapilmistir.

3.3.8.4. Hiicre Morfolojisi

3, 7 ve 14 giinlik inkiibasyondan sonra hiicrelerin morfolojik
karakterizasyonunun  gerceklestirilmesi i¢in  skafoldlar  kiiltiir ~ ortamidan
cikarilmistir. Hiicre kiiltiirlinden ayrilan skafoldlar ii¢ kez PBS ile durulanmis ve
skafold tizerindeki hiicreler % 2,5 glutaraldehit ¢ozeltisiyle (Sigma Aldrich, ABD)
sabitlenmistir. Ardindan skafoldlar PBS igerisinde +4 °C'de bir gece boyunca

bekletilmistir. Skafoldlar farkli konsantrasyonlardaki etanol-su soliisyonlariyla (%50,
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%60, %70, %80, %90 ve %100) 15’cr dakika siirelerle dehidratasyon islemine tabi
tutulmustur ve daha sonra 10 dakika boyunca hexamethyldisilazane (HMDS)
soliisyonundan gegirilmistir. Skafoldlar oda sicakliginda kurutulduktan sonra altinla
kaplanmig ve yiizeyleri, daha Once anlatilan kosullar altinda SEM kullanilarak

gozlenmistir.

3.3.8.5. istatistiksel Analiz

Hiicre kiiltiirii sonuglarinda elde edilen grafiklerin istatistiksel olarak
degerlendirmek icin GraphPad Prism programi kullanilmustir. Istatistiksel analizler
one-way ANOVA (Tukey’s and Dunnett’s Multiple Comparision Test) testi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Istatistiksel olarak anlamli fark p< 0,05 olarak
belirlenmistir ve bu degerin tizerindeki degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmemistir. Ayrica p< 0,05 iken *, p<0,01 iken **, p<0,001 iken *** ve p<0,0001
iken **** olarak gOsterilmistir ve yildiz sayis1 arttikca anlamlilik derecesi

artmaktadir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Hazirlanan skafoldlarda kullanilan 13-93B3 biyoaktif cam tozunun tane boyut
analizi sonucu Sekil 4.1.‘de gosterilmektedir. Buna gore toz bimodel tane boyut

dagilimma sahip olup ortalama tane boyutu [dy(50) degeri] 55 pm olarak

Olctilmiistiir.
8 120
—— Frekans —_
—_— o 100 2
Q\O/ 6l Ust Sinir é
S 80 S
O) E—
3,1 5
[ 60 o
=) o
38') >_
> 2} 140 =
£ 20 =
8 e
£ o
—————————————— 10 ¢
0,01 0,1 1 10 100 1000 10000

Tane Boyutu (um)

Sekil 4.1. 13-93B3 biyoaktif cam tozunun tane boyut Ol¢iim sonucunu gdsteren

grafik.

4.1. Grafen Iceren 13-93B3 Biyoaktif Cam Skafoldlar (Metot I)
4.1.1. Morfolojik Karakterizasyonlar ve Faz Analizleri

Grafen katkili 13-93B3 biyoaktif cam skafoldlar polimer kopiik replikasyonu
metodu kullanilarak dretilmistir. Sekil 4.2.°de iiretimi gerceklestirilen farkl
konsantrasyonlarda grafen igeren grafen-biyoaktif cam kompozitlerin dijital

goriintiileri verilmektedir.

53



BE
345

Rt
n
]

0 —
-

[T BE

12 6 78 455789212345575931234557994123
0 410 20 30 40 50 60 70 8L 98 400 110
lIlII|IIll]lllllllllllllllllllvi ; g

(a)

Sekil 4.2. Polimer kopiik replikasyonuyla hazirlanmis grafen katkili numunelerin
sinterleme sonrasi dijital goriintiileri; (a) Katkisiz B3, (b) %1G-B3, (¢) %3G-B3, (d)
%5G-B3, (e) %10G-B3.

Bu goriintiilere dayanarak, katkisiz 13-93B3 ve grafen igeren bor bazh
biyoaktif cam skafoldlarin benzer gézenek yapilarma sahip olduklar1 ve morfolojik
acidan birbirlerine gore biiylik farkliliklara sahip olmadiklar1 goriilmektedir.
Hazirlanan kompozit skafoldlarm optik mikroskop goriintiileri ve SEM mikrograflari
sirastyla Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.te verilmektedir. Optik mikroskop ve SEM
goriintiilerinde, skafoldlarin camsi yapilarini korudugu ve birbirine bagli hiicresel
gozeneklere sahip olduklar1 goriilmektedir. Gozenek boyutlarmin 100-500 pum
arasinda degistigi ve birbirine bagh acik gbzenek yapisinin biitiin numunelerde
mevcut oldugu anlasilmaktadir. Grafen nanotozlarin cam matrisinin i¢indeki varligi

SEM mikrograflarinda agikca goriilmektedir.
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Sekil 4.3. Polimer kopiik replikasyonuyla hazirlanmig grafen katkili numunelerin
optik mikroskop goriintiileri; (a)(b) Katkisiz B3, (c)(d) %1G-B3, (e)(f) %3G-B3,
(9)(h) %5G-B3, (i)(j) %10G-B3.
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Sekil 4.4. Metot I’e gore hazirlanan numunelerin SEM goriintiileri (6l¢ek 10 um); (a)
%1G-B3, (b) %3G-B3, (c) %5G-B3, (d) %10G-B3.

Calismada kullanilan grafen nanotozunun ve grafen katkisiyla hazirlanan
biyoaktif cam skafoldlarinin XRD sonuglar1 Sekil 4.5.’te gosterilmektedir. Sekil 4.5.
(a)’da verilen XRD diyagramimda grafenin 20=26,4° ve 20=54,2° acilarinda meydana
gelen karakteristik pikleri goériilmektedir. Bu piklerin varligi hazirlanan kompozit

skafoldlardaki grafen mevcudiyetinin belirlenmesi acisindan 6nemlidir.
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Sekil 4.5. Grafen ve grafen katkili kompozit biyoaktif cam skafoldlarin XRD
diyagramlari; (a) Grafen, (b) %1G-B3, %3G-B3, %5G-B3, (c) %10G-B3.

Buna gore, yapiya grafen dahil edildiginde, kristal 002 diizlemine ait kristal
piki 20=26,4° ve 004 diizlemine ait kristal piki 20=54,2 acilarinda ortaya ¢ikmustir.
570 °C'de gergeklestirilen 1s1l islem sonrasi olusabilecek grafen oksitin karakteristik
piki olan 002 diizlemine karsihk gelen 20=9,8° acisindaki pikin olusmadigi
gbzlemlenmistir. Nan ve ark.’m [142] daha Onceki ¢alismasi, grafenin termal
kararliliginin, atmosfer, tabakalar arasi etkilesim, kristal alan boyutu, ve i¢ kusurlar
gibi grafenin 6zelliklerine bagl oldugunu ortaya koymustur. Buna gore Sekil 4.5.’¢
dayanarak deneysel calismalarda kullanilan grafenin hava atmosferinde 570 °C'de

stabil davranis gosterdigi sonucuna varmak miimkiindiir.

Arsimet metodu kullanilarak poroziteleri Olgiilen grafen katkili kompozit
skafoldlarin grafen konsantrasyonuna bagli olarak porozite oranlarindaki degisim
Sekil 4.6.’da goriilmektedir.
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Sekil 4.6. Grafen iceren 13-93B3 kompozit skafoldlarin porozitelerini gdsteren
grafik.

Bu sonuca gore, grafen konsantrasyonu arttikca gozeneklilikte bir diisiis
meydana gelmistir. Katkisiz 13-93B3 cam skafoldlarin gdzeneklilik oran1 %73 + 1,5
iken, %10G-B3 skafoldlar igin gozenekliligin % 63,2 + 3,3 degerine geriledigi
goriilmiistlir. Grafen iceren numunelerin gézeneklilik degerlerinde azalma, biyoaktif
cam siispansiyonlardaki grafen nanotozlarinin aglomerasyonuna baglanabilir. Bir
seramik matristeki grafen dispersiyonunun kalitesinin kompozitin nihai 6zelliklerini
onemli Olgiide etkiledigi bilinmektedir [8]. Grafen konsantrasyonundaki artisla
birlikte siispansiyon akiskanlhigindaki azalma, islemi daha da zor hale getirir ve

nihayetinde skafoldun homojenliginde ve gozenekliliginde azalmaya neden olabilir.

4.1.2. Elektriksel iletkenlik

Calismada, grafen konsantrasyonunun bor bazli biyoaktif cam skafoldlarinin
elektriksel iletkenligi iizerindeki etkisi incelenmistir. Sekil 4.7.’de grafen
konsantrasyonuna bagl olarak farkli voltaj degerlerinde Olciilen elektriksel iletkenlik
degerleri gosterilmektedir. Beklenildigi gibi, kompozitlerin elektriksel iletkenligi,
cam matrisinde artan grafen konsantrasyonuyla birlikte artmustir. Agirhik¢a %5
grafen igeren skafoldlardan bagslayarak kompozit biyoaktif cam skafoldlarinin

elektrik iletkenliginde 6nemli bir artig gdzlemlenmistir.
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Sekil 4.7. Metot I’e gore hazirlanan kompozit skafoldlarin elektriksel iletkenlik

degerlerini gosteren grafik.

Calismada katkisiz 13-93B3 biyoaktif cam skafoldlarin elektriksel iletkenligi
2,31x10°® S/cm olarak Olciilmiistiir. Bu matrise agirlikca %5 ve %10 oraninda grafen
ilave edilmesi durumunda (uygulanan voltaj 0,01 Volt iken) elektriksel iletkenlikte
belirgin bir artis gézlemlenmistir. %5G-B3 ve %10G-B3 biyoaktif cam skafoldlarin
elektriksel iletkenlik degerleri sirasiyla 0,0228 ve 0,060 S/cm'ye olarak 6lgtilmistiir.
Diger taraftan, agirlikca %1 ve %3 oraninda grafen igeren Orneklerin elektriksel
iletkenlik degerleri sirasiyla 3,2 x 10® ve 1,6 x 10° olarak elde edilmistir. Porwal ve
ark. [13] tarafindan hazirlanan 45S5-grafen nanoplaka kompozit biyoaktif cam
skafoldlarda hacimce %5 grafen ilavesiyle elektriksel iletkenligin 0,13 S/cm oldugu
ve bu degerin katkisiz 45S5 biyoaktif cam skafolda gore 9 kat yiiksek oldugu
belirtilmistir. Diger yandan Fan ve ark. [143] aliimina matrisinin i¢erisine hacimce
%2,35 oraninda grafen eklenmesi durumunda 10 S/cm'lik bir elektriksel iletkenlik

elde edildigini bildirmislerdir.

Bir kompozit igerisinde bulunan iletken nano pargaciklarin (grafen nanotozlar
gibi) miktar1 kritik bir degere ulastiginda (percolation threshold, sizint1 esigi) bu
iletken nano pargaciklar tarafindan siirekli bir elektrik iletkenlik ag1 olusturulur ve bu
sayede kompozit yapi elektriksel olarak iletken duruma gecer [144]. Elektrik

iletkenligindeki sizint1 esiginin dolgu malzemesinin sekli, ebad1 ve en-boy oranma
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bagli oldugu bilinmektedir [144]. Bu nedenle, ayni tiir malzemelerden olusan benzer
yap1 tiirlerinin elektrik iletkenligi dolgu maddesinin hacim fraksiyonuna ve matris
icindeki aglomerasyon derecesine bagli olarak farklilik gosterebilir. Literatiirde
benzer kompozit malzemelerin elektriksel iletkenlik degerlerinde gdzlenen
farkliliklar, bu faktorlere baglanabilir. Elektriksel iletkenligin agirlik¢a %5 ve %10
grafen igeren numunelerde ani artis sebebinin sizdirma esigine ulagilmasmdan
kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Hazirlanan kompozitlerin elektriksel iletkenligi
(agirlikga %5 grafen konsantrasyonundan baslayarak) elektrik stimiilasyonuyla hiicre

biliylimesini tesvik etme islemini ger¢eklestirebilmek i¢in yeterli diizeydedir.

4.1.3. Mekanik Ozellikler

Hazirlanan kompozit skafoldlarin basma dayanimi degerleri ve katkisiz B3,
%10G-B3 numunelerinin gerilme-sekil degistirme grafikleri sirasiyla Sekil 4.8. ve
Sekil 4.9.'da verilmistir. Skafoldlarin grafen konsantrasyonuna bagli olarak basma
dayanimlarinda (%10G-B3 hari¢) onemli bir degisim gozlemlenmemistir. Sekil
4.9.’de yer alan grafige gére numuneler gevrek davranis gostermektedir. %10 grafen
iceren kompozit skafoldlarm basma dayanimi katkisiz biyoaktif cam ile
karsilastirildiginda daha yiiksek degerlere sahiptir. Bunun sebebi %10G-B3

numunenin Katkisiz numuneye gore sahip oldugu diisiik porozite orani gosterilebilir.

w B 3]

3]

Basma Dayanimi (N/mm?)

o

0 2 4 6 8 10 12
Grafen Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.8. Grafen katkismnin skafoldlarin basma dayanimina etkisini gosteren grafik.
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Sekil 4.9. (a) Katkisiz B3, (b) %10G-B3 o6rneklerinin gerilme-sekil degistirme
grafikleri.

Ayrica, %10G-B3 kodlu skafoldlarda katkisiz biyoaktif cam skafoldlara gore
daha yiiksek sekil degistirme oranlar1 dl¢tilmiistiir. Bunun sebebi olarak cam matrise
grafen nanotozlarin eklenmesiyle toklugun artmasi gosterilebilir. Kompozitlerde
katk1 maddesi ilavesiyle birlikte mekanik 6zelliklerde artis gozlenebilecegi, dzellikle
de seramik matrise grafen ilavesi ile kirilma toklugunda iyilesme goriildigii daha
onceki c¢alismalarda gosterilmistir. Touri ve ark. [8] agirlikga %0,25 MWCNT
ilavesinin 45S5 biyoaktif cam skafoldlarin elastik modiiliinii arttirdigini ve bu
durumun takviye faz olarak gérev yapan MWCNT'lerin matriste dagilimu ile iliskili
oldugunu belirtmiglerdir. Bununla birlikte, MWCNT oraninin agirhikga %0,5'e
artmastyla elastik modiil azalmistr. MWCNT konsantrasyonlarmmin ¢ok yiiksek
olmasinin, taneler arasi etkilesimler sebebiyle aglomeratlar olusturdugu, bu durumun
MWCNT nin kompozit malzemelerin i¢cinde homojen olmayan dagilim yarattigi
belirtilmigtir. Matris i¢inde heterojen dagilim elastik modiiliin azalmasma ve
kirllganligin artmasma neden olmaktadir [8]. Michalkova ve ark. [145] g¢esitli
yontemleri kullanarak silikon nitrid matrisinde grafen nanotozlarin disperse
edilmesiyle homojen bir sekilde dagildigi kompozitler hazirlamislaridir. Hazirlanan
biitiin kompozitler, saf silikon nitriirle karsilastirildiginda mekanik 6zelliklerde
azalma gostermistir. Chen ve ark. [146] sicak preslemeyle agirlikga %0,1 ile %1
arasinda degisen oranlarda grafen nanotozlarini aliimina matrisine eklemislerdir.
Grafen/aliimina kompozitinin 90,2 grafen iceren optimum konsantrasyonunda
kirllma toklugunda %43,4 artis kaydedilmistir. Seramik matrisler i¢in dort adet
sertlestirme mekanizmas1 miimkiindiir [146]: Catlak sapmasi, grafen nanotozun genis

spesifik yiizey alan1 sayesinde gergeklestirilebilmektedir. Catlak hareketinin
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durdurulmasi, grafen nanotoz varliginin etkisiyle ¢atlak hareketi yavaglar hatta durur.
Catlak kenetlenmesi, grafen nanotozlarmin kirilma enerjisini etkili bir sekilde disar1
atmasiyla gerceklesir. Catlak dallanmasi, toklugun artmasina katkida bulunan birkag

mikrometre uzunlugunda ¢atlaklar olusturur [146].

4.1.4. In Vitro Degredasyon ve Mineralizasyon Deneyleri

Calismada, hazirlanmis skafoldlarin HA olusum kabiliyeti statik kosullar
altinda 37 ° C'de SBF'de in vitro olarak arastirilmistir. Camun, fizyolojik sivilar
icerisinde HA benzeri tabaka olusturmasi biyoaktivite gostergesi olarak kabul edilir.
HA tabakasinin olusma hizina gore camin biyoaktivitesinin derecesi
anlagilabilmektedir. Bu sebeple numuneler SBF gibi fizyolojik bir sivida bekletilmis
ve yiizeylerinde olusan degisim incelenmistir. Sekil 4.10., 4.11. ve 4.12."deki SEM
goriintiileri sirasiyla 7, 15 ve 30 giin boyunca SBF icerisinde bekletilen katkisiz ve
grafen igeren bor bazl biyoaktif cam skafoldlarim yiizeylerini gostermektedir. Yapay
viicut sitvist gibi sulu bir fosfat soliisyonuna daldirildiginda, biyoaktif camlar,
cevresindeki doku ile kuvvetli bag olusturmalarindaki sebep olan amorf bir kalsiyum
fosfata veya HA benzeri bir malzemeye doniisiirler. SEM goriintiilerine gore
sinterlenmis skafoldlarin piirlizsiiz yilizeyiyle karsilastirildiginda, SBF icerisinde
tutulan skafoldlarin yiizeyinde ince taneli ikinci bir faz gozlemlenmistir. Farkli
oranlardaki grafen icerigine sahip kompozitlerde yiizeyde olusan HA tabakasinin
morfolojisinde gozlemlenebilir bir fark bulunmamaktadir. Bununla birlikte, olusan

HA benzeri tabakanin miktarida bir azalma gozlenmistir.
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Sekil 4.10. SBF igerisinde 7 giin bekletilmis numunelerin diisiik (X2500, 6l¢ek:50
um) ve yiiksek (X10000, 6lgek:10 pum) biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri; (a)(b)
Katkisiz B3, (¢)(d) %1G-B3, (e)(f) %3G-B3, (g)(h) %5G-B3, (i)(j) %10G-B3.
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Sekil 4.11. SBF icerisinde 15 giin bekletilmis numunelerin diisiik (X2500, 6l¢ek:50
um) ve yiiksek (X10000, 6lgek:10 pum) biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri; (a)(b)
Katkisiz B3, (¢)(d) %1G-B3, (e)(f) %3G-B3, (g)(h) %5G-B3, (i)(j) %10G-B3.
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Sekil 4.12. SBF igerisinde 30 giin bekletilmis numunelerin diisiik (X2500, 6l¢ek:50
um) ve yiiksek (X10000, 6lgek:10 pum) biiyiitmelerdeki SEM goriintiileri; (a)(b)
Katkisiz B3, (¢)(d) %1G-B3, (e)(f) %3G-B3, (g)(h) %5G-B3, (i)(j) %10G-B3.
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SBF igerisinde bekletilmis skafoldlarin FTIR spektrumlarinda Kkalsiyum
fosfata karsilik gelen 1000-1100 cm™°de rezonans gostermistir (Sekil 4.13.). 560 ve
604 cm™deki cift pikli P-O egilme titresim bandi kristal fazda HA olusumunu
karakterize eden temel gostergelerdir. Ayrica 500-600 cm™ arasinda béliinmiis P-O
egilme titresim bandi ile gosterilen bir kristalin Ca-P tabakasi goriilmektedir [60,
147, 148]. Kristal HA olusumunu gosteren bu pikler 7 giin SBF i¢inde bekletilen
%1G-B3 kodlu skafoldlarda mevcuttur. Diger yandan Sekil 4.13.’¢ gére hazirlanan
biyoaktif kompozit skafoldlarin igerisindeki grafen miktar1 arttikca olusan kalsiyum
fosfat ve kristalin HA pik siddetlerinde diisiis gézlenmistir. Kalsiyum fosfat fazina
tekabiil eden 1000 ile 1100 cm™ arasinda degisen rezonans yogunlugu, kompozit
skafoldlarda agirlik¢a %5 grafen konsantrasyonundan baslayarak azalmistir. %10
grafen iceren numuneler ve daha kisa siire (7 giin) SBF'de bekletilen drnekler igin

gozlemlenen bu durum daha belirgindir.

%1G-B3 (a)

Absorbans
Absorbans

7 Gin

400 600 800 1000 1200 1400 1600 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Dalga Sayist (em™) Dalga Sayis1 (em™

30 Gun

400 600 800 1000 1200 1400 1600 400 600 800 1000 1200 1400

Absorbans
Absorbans

Dalga Sayist (cm™) Dalga Sayisi (cm'1)

Sekil 4.13. Farkl siirelerde SBF'te bekletilen numunelerin FTIR spektrumlari; (a)
%1G-B3, (b) %3G-B3, (c) %5G-B3, (d) %10G-B3.

Elde edilen sonuglara benzer sekilde, Shih ve ark. [135], hazirladiklar:
kompozitlerde grafen oksidin antibakteriyel etkiyi arttirdigini, ancak biyoaktif
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camlarin biyoaktivitesini azalttigmi raporlamislardir. Ote yandan, Eqtesadi ve ark.
[149], robotik dokiim metodu ile hazirlanan 45S5 biyoaktif cam skafoldlara
indirgenmis grafen oksidin (hacimce %0-3) eklenmesinin, biyoaktivitesini bozmadan
mekanik  performansi  gelistirdigini  gostermislerdir  [149]. Bu  nedenle,
grafen/biyoaktif cam skafoldlarmin HA olusturma yeteneginin, cam bilesimi,
grafenin yapisal ozellikleri, cam fazindaki konsantrasyonu ve iiretim kosullar1 gibi

bazi faktorlere bagli olarak degisebilecegi sonucuna varmak miimkiindiir.

Sekil 4.14.°de 30 giin SBF’te bekletilen numunelerin XRD diyagramlari
goriilmektedir. Daha 6nceden belirtildigi gibi 20=26,4 derecede yer alan pik grafenin
karakteristik pikidir ve biitiin sonuglarda belirgin olarak goriilmektedir. XRD
diyagrammda 20=32 derecede goriilen genis pik, nanometre boyutunda HA
olusumunun gostergesi olabilir. XRD analizi sonucglarina goére SBF’te 30 giin
bekletildikten sonra, calismada test edilen tiim skafoldlar biyoaktif 6zellik
gostermistir. FTIR analizinin  sonuglariyla karsilastirilinca 30 giin  SBF’te
bekletildikten sonra tim kompozit skafoldlarin yiizeyinde kalsiyum fosfat olusumu

gergeklestigi anlagiimistir.

Siddet

%10 Grafen
T ot
24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36

20

Sekil 4.14. 30 giin siireyle SBF’te bekletilmis grafen katkili 1393-B3 biyoaktif cam
skafoldlarin XRD diyagramlari.

Sekil 4.15., farkli konsantrasyonlarda grafen igeren skafoldlarin agirlik kayb1

verilerini gostermektedir. Buna gore, katkisiz 13-93B3 skafold, grafen iceren
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numunelere gore daha yiiksek agirlik kaybi1 yasamistir. 15 giin SBF’te bekletilme
sonucunda katkisiz 13-93B3 skafoldun agirlik kayb1 %48 degerine ulasmigsken ayni
kosullar altinda %5G-B3 ve %10G-B3 skafoldlar sirasiyla %30 ve %25 agirlhik
kaybina ugramistir. Buna gore, skafoldlarin artan grafen konsantrasyonuyla
degredasyon hizlarinda azalma oldugu goriilmektedir. 13-93B3 biyoaktif camin
tamamen stokiyometrik HA'ya doniistiiriildiigiinii varsayarsak, teorik agirlik kaybi
%67 olarak hesaplanmaktadir [150]. Olgiilen agwhk kaybmin teorik degerle
karsilastirildiginda daha diisiik olmasina bakilarak grafen igeren skafoldlarin
(agirlikca %10) 30 giin SBF’te bekletme sonrasinda tamamen HA'ya doniismedigi
soylenebilir. Biyoaktif cam skafoldlarinin SBF i¢inde HA'ya doniismesi, Na;O, K;0O
ve B,0s'iin ¢ozelti iginde Na*, K* ve (BO3)™ olusturacak sekilde ¢ziinmesi ardindan
Ca’ iyonlariyla POs’iin cam iizerinde HA tabakasi olusturmasi seklinde gergeklesir
[147, 150]. Sonuglar, grafen igeren 13-93B3 biyoaktif cam skafoldlarin katkisiz

skafoldlara kiyasla daha yiiksek kimyasal dayanim sergiledigini gostermistir.
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Sekil 4.15. SBF igerisinde bekletilen biyoaktif cam kompozit skafoldlarin zamana
bagli agirlik kayiplarini gosteren grafik.

Deneylerde kullanilan SBF'nin pH degeri (baslangig degeri = 7,4), grafen
iceren biyoaktif cam skafoldlarin bekletilmesi sonucu zamanla artmustir (Sekil 4.16.).
Skafoldlarin 7 giin boyunca bekletilmesinden sonra, SBF'nin pH degeri, %10G-B3
numuneleri i¢in 8,14’e yiikselmistir. Ayn1 sartlar altinda, SBF'nin pH degeri 13-93B3
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skafoldlar igin 8,68 olarak Ol¢iilmiistir. SBF'nin pH degisimi, camin bozunmasi
sirasinda ag degistiricilerin ¢dziinmesiyle iligskilendirilmistir. Katkisiz skafold ile
karsilastirildiginda, grafen katkili skafoldlarin bekletildigi SBF’lerin diisik pH
degerleri, skafoldlarin agirlik kaybinda elde edilen diisiis ile tutarlidir. Bu iki sonug

ortak olarak HA doniisiim oraninda gerceklesen diisiisii isaret etmektedir.
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Sekil 4.16. Skafoldlarin iginde bekletildigi SBF'lerin zamana baglh pH degisimlerini

gosteren grafik.

4.15. XTT Analizi

Grafen katkili kompozit skafoldlarm biyouyumlulugu XTT testi kullanilarak
analiz edilmistir. Tetrazolyum tuz, hiicresel bir mekanizma ile formazan boyadan
ayrilir. Bu biyolojik indirgeme islemi yalnizca yasayan hiicrelerde gercgeklesir ve
glikoliz yoluyla NAD(P)H firetimi ile ilgilidir. Bu nedenle formazan miktari,
kiiltiirdeki metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi ile korelasyon gosterir. Deney, bir
elektron-birlestirme reaktifinin mevcudiyetinde tetrazolyum tuzunun ayrilmasina ve
bir ¢dziiniir formazan tuzunun lretilmesine dayanmaktadir. Doniistiirme yalnizca
canli hiicrelerde gerceklestiginden, Olgiilen absorbsiyon canli hiicrelerin sayisi ile
iligkilidir [139]. Sekil 4.17., skafold ile inkiibe edilen MC3T3-E1 osteoblast
hiicrelerinin canlilik ylizdesini gostermektedir. 72 saatlik inkiibasyondan sonra
kontrol grubu numunelerine gore hiicre canlilik yiizdelerinde goézlenen fark, %1
grafen igeren gruptan baslayarak belirgindir ve hiicre canliligi, grafen

konsantrasyonu agirlikca %10'a ulastiginda 6nemli Olgiide azalmistir. Bu sonug,
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yiiksek miktarda grafen (agirlikca %10) igeren skafoldlarin MC3T3-El hiicrelerine
kars1 sitotoksik etkisi oldugunu ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.17. MC3T3-E1 osteoblast hiicrelerinin grafen igeren biyoaktif cam skafoldlar

iizerindeki canlilik oranlarmi gosteren grafik (*p<0,05).

4.2. Grafen Iceren Polikaprolakton Kaph 13-93B3 Biyoaktif Cam
Skafoldlar (Metot I1)

4.2.1. Morfolojik Karakterizasyonlar

Farkli konsantrasyonlarda grafen nanotozlari1 igeren PCL soliisyonuyla
kaplanan bor bazli 13-93B3 biyoaktif cam skafoldlarin dijital goriintiileri Sekil
4.18.’da verilmektedir.

(a) (b) (c)
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Sekil 4.18. Farkli konsantrasyonlarda grafen iceren PCL kaplanmig 1393B3
skafoldlarin dijital goriintiileri; (a) PCL-B3, (b) %1G-PCL-B3, (¢) %3G-PCL-B3, (d)
%5G-PCL-B3, (e) %10G-PCL-B3.
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Dijital goriintiilerde, katkisiz PCL ve grafen igeren PCL kapli 13-93B3
biyoaktif cam skafoldlarin benzer morfolojik yapilara sahip olduklar1 goriilmektedir.
Optik mikroskop goriintiileri (Sekil 4.19.) incelendiginde katkisiz ve grafen katkili
numunelerde (cap: 7 mm, yiikseklik: 3-4 mm) birbirlerine bagh hiicresel poroz
yapinin iiretiminin bagariyla saglandig1 goriilmektedir. Skafoldlarin camsi yapilarmi
koruduklar1 ve grafen nanopargaciklarin cam matris igerisindeki varligi anlagilmistir.
Skafoldlarin gozenek yapilarinda belirgin bir fark olmadigi ve gozenek boyutunun

100-500 pum araliginda oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.19. PCL ve grafen kapli numunelerin optik mikroskop goriintiileri; (a)(b)
PCL-B3, (c)(d) %1G-PCL-B3, (e)(f) %3G-PCL-B3, (g)(h) %5G-PCL-B3, (i)(j)
%10G-PCL-B3.
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Skafoldlarm PCL ve grafenin varligiyla porozitelerinin degisip degismedigini
belirlemek amaciyla grafen katkili PCL ile kaplanan biyoaktif cam skafoldlara
Arsimet prensibine gore su emme (su yerine etanol kullanilmistir) testi
uygulanmistir. Sonuglar (Sekil 4.20.) incelendiginde skafold yapisina PCL’in dahil
olmasiyla porozite oraninin yaklasik %10 oraninda diistiigii goriilmiistiir. PCL-B3
kontrol grubundan sonra grafen oraninin yapimnin porozite orani lizerinde 6nemli bir
etkisi olmadig1 belirlenmistir. Ancak grafen katkili numunelerin porozite sonuglari

yiiksek standart sapmaya sahiptir.

78
76 F
74t
72t
70
68 f

66 | /
64 f

62
60

Porozite Orani (%)

B3 PCL-B3%1G %3G %5G %10G
Grafen Konsantrasyonu (%)

Sekil 4.20. Grafen katkili PCL ile kapli 1393-B3 biyoaktif cam skafoldlarin porozite

degerlerini gosteren grafik.

4.2.2. Elektriksel iletkenlik

Calismada, skafoldlarin elektrik iletkenligi, grafen konsantrasyonuna ve
uygulanan elektrik voltajma bagli olarak olgiilmiistiir. Sonuglar Sekil 4.21.'de
verilmistir. Buna gore, numunelerin elektriksel iletkenligi, grafen nanotoz
konsantrasyonuyla birlikte 6zellikle de agirlikga %3 grafen konsantrasyonundan
baglayarak artmistir. Grafen igermeyen PCL kapli 13-93B3 cam skafoldlarinin
elektriksel iletkenligi 2,28x10® S/cm olarak olgiilmiistiir. Diger yandan matrise
agirlikca %3, %5 ve %10 oranlarinda grafen ilavesi ile (uygulanan voltaj 0,01V
oldugunda) iletkenlik degerlerinin sirasiyla 2,259x103, 0,1087 ve 1,4582 S/cm
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degerlerine yiikseldigi goriilmiistiir. Ote yandan, agirlikca %1 grafen ilavesinin

elektrik iletkenligi 5nemli seviyede arttirmadigi (6,029x10® S/cm) anlasilmustir.
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Sekil 4.21. Metot II’ye goore hazirlanan PCL kaplanmis B3 kompozit skafoldlarin

sahip olduklar iletkenlik degerlerinin grafen konsantrasyonuyla degisimini gosteren

grafik.

Projenin birinci bdliimiinde (Metot ) {retilen kompozit skafoldlarla
karsilastirildiginda elde edilen elektriksel iletkenlik degerlerinde belirgin farkliliklar
goriilmektedir. Her iki yontemle tretilen skafoldlarin elektriksel iletkenlik degerleri
Tablo 4.1. ‘de verilmektedir. Elektriksel iletkenlikler arasindaki bu farklilik grafenin
skafoldlar tizerinde homojen bir sekilde dagilmamasindan kaynaklandigi
disiiniilmektedir. Metot | ile hazirlanan numunelerdeki aglomerasyona bagli olarak

goriilen heterojen grafen dagilimi bu farkliligin sebebi olabilir.

Tablo 4.1. Proje kapsaminda Metot I ve Metot II kullanilarak tiretilen kompozit cam

skafoldlarm elektriksel iletkenlik degerlerini gosteren tablo.

Elektriksel Iletkenlik (S/cm)

%0 G %1 G %3 G %5 G %10 G
Metot | 2,31x10°® 3,2x10°8 1,6x10° 0,0228 0,06
Metot I 2,28x107® 6,029x10°® 2,259x10°7 0,1087 1,4582
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4.2.3. Mekanik Ozellikler

Sekil 4.22. ve 4.23.de ¢alismada hazirlanan grafen iceren PCL kaplanmig 13-
93B3 kompozit cam skafoldlarin basma mukavemetleri ve gerilme-sekil degistirme
grafiklerini gostermektedir. PCL kaplamanin skafoldlarin basma dayaniminda bir
artisa neden oldugu goriilmiistiir. Sisteme grafen nanopargaciklarinin eklenmesiyle
de basma dayanimi degerlerinde bir artis elde edilmistir. Katkisiz PCL kapl 13-93B3
biyoaktif cam skafoldlarin basma dayanimi 1,25 MPa =+ 0,4 olarak 6lglilmiisken
sisteme agirlikca %5 grafen nanotoz ilavesiyle bu deger 1,86 MPa + 0,7 degerine
yiikselmistir. Buna gore 13-93B3 biyoaktif cam skafoldun PCL ile kaplanmasiyla
birlikte basma dayaniminda yaklagik %8’lik bir artis elde edilmisken %5 grafen
ilavesiyle beraber artis miktar1 yaklasik %58 seviyesine ulagsmistir. PCL ayrica cam
matrisi sararak yapmin dagilmasina engel olmus ve basma testlerinde numunelerin

gevrek davranig géstermesinin oniline gecmistir (Sekil 5.23.).
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Sekil 4.22. Grafen iceren PCL kaplanmis skafoldlarin basma dayanim degerlerini
gosteren grafik.
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Sekil 4.23.Grafen iceren PCL kaplanmis skafoldlarin gerilme-sekil degisirme
grafikleri: (a) %1G-PCL-B3, (a) %3G-PCL-B3, (a) %5G-PCL-B3, (a) %10G-PCL-
B3.

4.2.4. In Vitro Degredasyon ve Mineralizasyon Deneyleri

Calismada, grafen igeren PCL kapli biyoaktif cam skafoldlarin biyomimetik
minerallesme kabiliyeti, 37 °C'de SBF igerisinde incelenmistir. Sekil 4.24., farkl
konsantrasyonlarda grafen igeren skafoldlarin agirhik kaybmi gostermektedir. Bu
sonuglara gore, grafen icermeyen PCL kapli 13-93B3 skafoldlarin agirlik kaybi,
grafen igeren skafoldlara gore daha yiiksektir. 7 giin SBF’te bekletilen PCL kaplh 13-
93B3 biyoaktif cam skafoldlarin agirlik kaybir %30 olarak hesaplanmistir. Ote
yandan, %10 G-PCL-B3 cam skafoldlarin agirlik kaybi ayni kosullar altinda %19
olarak bulunmustur. Bor bazli biyoaktif cam skafoldlarin bozunmasi ve fizyolojik
stvilardaki kalsiyum fosfat fazina doniismesi; yapidaki Na,O, K;O ve B,Os'lin
soliisyon igerisine Na*, K, (BOg)'3 olusturacak sekilde ¢oziinmesi ve ardindan
camdaki Ca™® iyonlariyla ¢ozeltideki POs™*'iin reaksiyona girmesiyle gergeklesir
[58]. Sonuglar, grafen iceren PCL kapl 13-93B3 biyoaktif cam skafoldlarin yiiksek

grafen konsantrasyonlarinda (%10) agirlik kayiplarinimn diistiiglinii géstermektedir.
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Bu durum biyoaktif cam yiizeyinde gerceklesen HA doniisiim reaksiyon hizlarinin

yiiksek grafen konsantrasyonunda (%10) azaldigini gostermektedir.

In vitro degredasyon c¢aligmalarinda kullanilan yapay viicut sivisinin (SBF)
pH degerlerindeki degisim, skafoldlarin SBF igerisinde bekletilme siirelerine bagl
olarak Ol¢iilmiistiir. Deneylerde kullanilan SBF’lerin pH degerlerinin (baslangi¢ pH
degeri = 7,6) test edilen tim skafoldlar i¢in zamanin fonksiyonu olarak arttigi
gozlenmistir (Sekil 4.25.). Skafoldlarin 7 giin boyunca bekletilmesinden sonra,
SBF'nin pH degeri, %10G-PCL-B3 i¢cin 7,93'e yiikselmistir. Ayn1 kosullar altinda
%1G-PCL-B3 skafoldlarin i¢inde bekletildigi SBF’in pH degeri 8,12 olarak
Olgtilmiistiir. Katkisiz 13-93B3 biyoaktif cam skafoldlar ile karsilastirildiginda,
grafen kaplanmis skafoldlarin bekletildigi SBF'lerin daha diisiik pH degerlerine sahip

olmasi agirlik kaybinda elde edilen sonuglar ile tutarlilik géstermektedir.
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Sekil 4.24. SBF igerisinde bekletilen PCL kaplanmig B3 kompozit skafoldlarin

zamana bagl agirlik kayiplarimi gosteren grafik.
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Sekil 4.25. SBF pH degerlerinin skafoldlarin bekleme siiresine bagli degisimini

gosteren grafik.

SBF igerisinde 7 ve 30 giin bekletilen grafen iceren PCL kaplanmis B3
kompozit skafoldlarin ylizey goriintiilerinin diisiik ve yiiksek biiylitmelerdeki SEM
goriintiileri sirasiyla Sekil 4.26. ve Sekil 4.27.’da verilmektedir. SBF’te bekletilmis
skafold yiizeylerinde HA benzeri yapilarin olustugu goriilmektedir [147, 152].

Biyoaktif camlarin yapay viicut sivisi gibi sulu bir fosfat soliisyonlarina
daldirildiklarinda yiizeylerinde amorf kalsiyum fosfat veya HA benzeri bir yap1
olustugu bilinmektedir [58]. Literatiirde bulunan ¢alismalarla SEM mikrograflari
karsilastirildiginda skafoldlarin yiizeylerinde olusan ikinci fazin amorf kalsiyum

fosfat veya HA benzeri bir yap1 oldugu sonucuna varilmigtir [153, 154].
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Sekil 4.26. SBF igerisinde 7 giin bekletilmis numunelerin diisiik (X2500, 6l¢ek: 50
um) ve yiiksek (X25000, olgek: 5 um) biyilitmelerdeki SEM goriintiileri; (a)(b)
%1G-PCL-B3, (c)(d) %3G-PCL-B3, (e)(f) %5G-PCL-B3, (g)(h) %10G-PCL-B3.
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Sekil 4.27. SBF icerisinde 30 giin bekletilmis numunelerin diisiik (X2500, dlgek: 50
um) ve yiksek (X25000, 6lgek: 5 um) biiylitmelerdeki SEM goriintiileri; (a)(b)
%1G-PCL-B3, (c)(d) %3G-PCL-B3, (e)(f) %5G-PCL-B3, (g)(h) %10G-PCL-B3.

Sekil 4.27. ayrica 30 giin SBF’te bekletildikten sonra %1 G-PCL-B3 skafold
yiizeyinde yogun hemisferik ve igne benzeri HA kristali olusumunu gdstermektedir.
Genel olarak, katkisiz ve grafen kapl skafoldlarin HA olusturma yeteneginde 6nemli
bir fark gorilmemistir. En yiiksek grafen konsantrasyonunda (agirlikca %10) bile,
skafold yiizeyinde ikinci faz maddesinin ince parcaciklar1 goriilebilmistir. Bu
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nedenle, grafen igeren PCL kaplamanm, bor bazli biyoaktif cam skafoldlarin
aselliiler biyoaktivitesi lizerinde herhangi bir olumsuz etkiye neden olmadigi

sonucuna varilmaistir.

4.2.5. In Vitro Hiicre Kiiltiirii Testleri

Hazirlanan skafoldlarin biyouyumluluklarinin degerlendirildigi ¢alismada,
MC3T3-E1 preosteoblast hiicreleri  kullanilmistir.  Bu  hiicrelerin - canlilig,
inkiibasyondan 3, 7 ve 14 giin sonra XTT metodu ile belirlenmistir. Sekil 4.28.'de
gosterilen sonuglara gore kontrol grubu skafoldlara kiyasla, grafen kapl biyoaktif
cam skafoldlarm (tiim grafen konsantrasyonlarinda) hiicre canliliginda 3 ve 7 giiniin
sonunda onemli bir diisiis goériilmemistir. Ayrica, grafen igeren Orneklerin hiicre
canliligi, 7 giinliik inkiibasyondan sonra kontrol grubu 6rneklerinden daha yiiksektir.
Bununla birlikte, agirlik¢a %3'ten baglamak iizere grafen ile kaplanmis numuneler
icin 14 giin sonra hiicre canliliginda artan grafen konsantrasyonuna bagli olarak
azalma gorlilmiistiir. Bu duruma grafen nanotozlarinin biyoaktif camin yapisindan
¢Oziinerek kiiltiir ortamina gegmesi ve bu ortamda serbest halde bulunmasinin neden
olabilecegi diisiiniilmektedir. Grafen nanopargaciklar hiicre zarinda birikerek, yliksek
oranda oksidatif stres olusturabilirler. Oksidatif stres, biyolojik sistemlerde serbest
halde dolasan radikallerin ve bu radikallere karsi etkiye sahip antioksidanlar
arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanir. Oksidatif stresin artmasiyla reaktif
oksijen tiirleri meydana gelmektedir ve bu reaktif oksijenler ¢ift bag i¢eren gruplar
bulunan protein yapilarma ve DNA’da yer alan bazlarin ¢ift baglarma saldirir. Bunun
sonucunda bu yapilardan bir hidrojen atomu koparir ve zincirleme oksidasyon
reaksiyonlarmni baslatirlar. Sonu¢ olarak bu bahsedilen makromolekiillerin

hasarlanmasiyla hiicre zedelenmesi hatta hiicre 6liimii meydana gelmektedir [155].

XTT test sonuglari, projenin birinci bolimiinde (Metot | kullanilarak
hazirlanan) grafen igeren kompozit biyoaktif cam skafoldlarin sitotoksisite testleri ile
karsilastirildiginda MC3T3-E1 hiicre canliliginin grafen igeren PCL kapli biyoaktif
cam skafoldlarda (Metot Il ile iiretilen) daha yiiksek oldugunu géstermektedir. Bu
sonucun sebebi olarak PCL kaplamanin kiiltiir ortamma serbest halde grafen
nanotozlarmin gec¢isini engellemesi gosterilebilir. Ancak 14 giinlik inkiibasyon
sonrasinda koruyucu PCL tabakanin kismen etkisini yitirdigi goriilmektedir. 3

giinliik inkiibasyondan sonra %1 ve %3 grafen iceren Orneklerin {izerindeki
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hiicrelerin canlilik oran1 ayni1 kosullardaki kontrol grubuyla karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir degisim gostermistir (*, p<0,05). 14 gilinliik
inkiibasyonun sonunda ise ayni kosullardaki kontrol grubuyla karsilastirildiginda %3,
%35 ve %10 grafen igeren numunelerdeki hiicre canlilig: istatistiksel olarak anlamli

bir degisim gdstermistir (p<0,001 ***),
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Sekil 4.28. Grafen igeren PCL kaplanmig B3 skafoldlarmn tizerine ekilen MC3T3-E1

hiicrelerinin zamana bagli canlilik degisimini gosteren grafik (* p<0,05).

Bu ¢alismada, MC3T3-El hiicrelerinin osteojenik farklilasmasini arastirmak
icin alkalin fosfataz (ALP) fosfat-monoester fosfohidrolaz (alkalin optimum)
aktivitesi olarak bilinen metaloenzim [156], 3, 7 ve 14 giinliik inkiibasyondan sonra
Olgtilmiistiir. Skafold icine ekilen hiicrelerin ALP aktivitesi, substrat olarak p-
nitrofenil fosfat kullanilarak spektrofotometri ile degerlendirilmistir. Sekil 4.29.,
MC3T3-E1 hiicrelerinin farkli skafoldlar tizerindeki ALP enzim aktivitelerini
gostermektedir. Alkalen fosfatlar, kemik mineralizasyonu ve osteoblast ayriminda
cok onemli bir rol oynamaktadir [154, 156]. Her skafold iginde hiicre sayis1 basina
ALP aktivitesi zamanla artmigtir. 3 gilinliik inkiibasyondan sonra ozellikle %5G-
PCL-B3 numunelerinde olmak iizere %5 ve %10 grafen igeren skafoldlarda, grafen
icermeyen PCL-B3 numunelerle karsilastirildiginda ALP aktivitelerinin daha ytliksek
oldugu goriilmektedir. 7 ve 14 giinliik inkiibasyonda %5G-PCL-B3 numuneler tek
basina diger numunelerden daha yiiksek ALP aktivitesi gostermistir (**, p<0,01).
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Sekil 4.29. PCL kaplanmis biyoaktif cam skafoldlar ALP aktivitesinin zamana bagl
degisimini gosteren grafik (** p<0,01).

Kompozit skafoldlar iizerine ekilen MC3T3-E1 hiicrelerin canliligmin ve
yapismasinin grafen konsantrasyonuna bagli degisimini gorsel olarak incelemek
amaciyla 3, 7 ve 14. giinlerde calcein-AM ve propidyum iyodiir (PI) floresans
boyama gergeklestirilmistir. calcein-AM'in kendisinin floresans bir molekiil degildir
ancak yasayan bir hiicrede bulunan esterase ile Calcein-AM'den iiretilen calcein
giiclii bir yesil floresans yayar. Bundan dolay1 Calcein-AM yalnizca canli hiicreleri
boyar. Ote yandan PI, hiicre ¢ekirdegini boyayabilen bir boyadir ve canli bir hiicre
zar1 iginden gecemez. Hem Calcein hem de PI-DNA, 490 nm 1s1k ile uyarilabilir. Bu
nedenle, floresans mikroskop kullanilarak canli ve Oli hiicrelerin izlenmesi
miimkiindiir [157].

MC3T3-E1 hiicre ekimi yapilmis skafoldlarin 3, 7 ve 14 giinliik inkiibasyon
sonrasinda floresans boyamasi yapilan 6rneklere ait goriintiiler sirasiyla Sekil 4.30.,
Sekil 4.31. ve Sekil 4.32.’de verilmektedir. Sekil 4.30.’da bulunan 3 giinliik
inkiibasyon goriintiilerine bakildiginda grafen konsantrasyonunun yesil renkle temsil
edilen canli hiicre miktar1 {izerinde belirgin bir etkiye sahip olmadig:
goriilebilmektedir. Ayni durum Sekil 4.31.°da verilen 7 giinliik inkiibasyon

sonundaki goriintiilerde de mevcuttur. Bununla birlikte, hiicre ekimi sonrasi 14.
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ginde (Sekil 4.32.) alinan goriintiilerde PCL-B3 ve %1G-PCL-B3 numunelerdeki
hiicre canlilig1 yiiksek iken grafen miktarmm artmastyla hiicre canliliginda hizli bir
diisiis gerceklesmistir. Floresans boyamayla yapilan Canl/Oli  hiicre testi
deneylerinde elde edilen sonuglar XTT testlerinin sonuglari ile tutarlilik géstermistir.
Hiicre kiiltiirlerine ait faz kontrast mikroskobu goriintiilerinde (Sekil 4.33.) 7 giiniin
sonunda yiiksek olan hiicre yogunlugu 14. giinde diisiis géstermistir. Bu durum hem
XTT hem de floresans boyama testi sonuglariyla tutarlilik gostermektedir.
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Sekil 4.30. Hiicre kiiltiirii sonras1 (3 giin) floresans boyama yapilan grafen iceren

PCL kapli 13-93B3 6rneklerin mikroskop goriintiileri (Biiylitme x200).

84



(@) PCL-B3, 7 giin (b) %1G-PCL-B3. 7 gin (cr%3G-PCL-B3; 7 gin

(d) %5G-PCL-B3, 7 gin (e) %10G-PCL-B3, 7 giin

Sekil 4.31. Hiicre kiiltiirti sonras1 (7 giin) floresans boyama yapilan grafen iceren

PCL kapli 13-93B3 6rneklerin mikroskop goriintiileri (Biiyiitme x200).

(a) PCL-B3,14 giin (b) %1G-PCL-B3.14 giin (c).2%3G-PCL-B3.14 giin

(d)%5G-PCL-B3,14gin  (¢) %10G-PCL-B3,14 gin

Sekil 4.32. Hiicre kiiltiirli sonras1 (14 giin) floresans boyama yapilan grafen iceren

PCL kapli 13-93B3 6rneklerin mikroskop goriintiileri (Biiyiitme x200).
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(a) PCL-B3.3 d (b) 5%G-PCL-B3,3 d (c¢) 10%G-PCL-B3, 3d

(z) PCL-B33 s

Sekil 4.33. Grafen igeren PCL kaplanmis biyoaktif cam skafoldlar tizerine ekilen
MC3T3-E1 ticrelerinin faz kontrast mikroskobuyla alinan goriintiileri; (a)(d)(g) PCL-
B3, (b)(e)(h) %5G-PCL-B3, (c)(f)(i) %10G-PCL-B3 (Biiyiitme X200).

Skafold iizerinde tohumlanan hiicrelerin morfolojisini arastirmak i¢in SEM
analizi yapilmistir. 3, 7 ve 14 giinliik inkiibasyon sonunda SEM mikrograflar1 ¢ekilen
numuneler Sekil 4.34, 4.35. ve 4.36.’te goriilebilmektedir. Sonuglar, yiizeyde yayilan
MC3T3-E1 hiicrelerinin, 3 giin inkiibasyon siiresinden itibaren tiim skafoldlar
iizerinde yatay bir dogrultuda yayildigini gostermektedir. Hiicreler, skafoldlarin
ylizeyinde yalanc1 ayaklar (psddopodlar) vasitasiyla yayilmiglardir. 3 giinlik
inkiibasyon siiresi sonunda ¢ekilen SEM mikrograflarmda MC3T3-E1 hiicrelerin
PCL-B3 ve %1G-PCL-B3 skafoldlarinin ylizeyinde hizli bir sekilde yayilarak tiim
yizeyi kapladigi goriilmiistiir. %3G-PCL-B3, %5G-PCL-B3 ve %10G-PCL-B3
orneklerinde ise ayni siiregte hiicrelerin psddopodlar vasitasiyla yayilmalar
baslangic asamasindadir. 7 ve 14 giinliik inkiibasyon siireci sonunda cekilen
mikrograflara bakilacak olursa %3G-PCL-B3, %5G-PCL-B3 ve %10G-PCL-B3

orneklerde 3 giinliik goriintiilere kiyasla hiicre yayilmasi artis géstermis ancak yine
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de yiizeyin tamamen kaplanmasi s6z konusu olmamistir. PCL-B3 ve %1G-PCL-B3
numunelerde ise mevcut durumun devam ettigi goriilmiistiir. Ayrica, mineralize
nodiiller PCL-B3 ve %1G-PCL-B3 skafoldlarinin kiiltiirlerinin 7 ve 14 giinlerinde
goriilmiistiir. Sonu¢ olarak, grafen konsantrasyonunun artmasiyla hiicre yayilma
alanindaki bir azalma goriildiigi sonucuna varilabilmektedir. Bu sonuglar, XTT testi

ve floresans boyama testi sonucunda elde edilen verilerle tutarlilik gostermektedir.
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Sekil 4.34. Hiicre kiiltiiriiniin 3. giiniinde grafen igeren PCL kaplanmi biyoaktif cam
skafoldlarin iizerindeki MC3T3-E1 hiicrelerinin SEM goriintiileri; (a)(b) PCL-B3,
(c)(d) %1G-PCL-B3, (e)(f) %3G-PCL-B3, (g)(h) %5G-PCL-B3, (i)(j) %10G-PCL-
B3.
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Sekil 4.35. Hiicre kiiltiiriiniin 7. giiniinde grafen igeren PCL kaplanmi biyoaktif cam
skafoldlarin tizerindeki MC3T3-E1 hiicrelerinin SEM goriintiileri; (a)(b) PCL-B3,
(c)(d) %1G-PCL-B3, (e)(f) %3G-PCL-B3, (9)(h) %5G-PCL-B3, (i)(j) %10G-PCL-
B3.
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Sekil 4.36. Hiicre kiiltiiriiniin 14. giiniinde grafen igeren PCL kaplanmi biyoaktif cam
skafoldlarin tizerindeki MC3T3-E1 hiicrelerinin SEM goriintiileri; (a)(b) PCL-B3,
(c)(d) %1G-PCL-B3, (e)(f) %3G-PCL-B3, (9)(h) %5G-PCL-B3, (i)(j) %10G-PCL-
B3.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Proje kapsaminda grafen nanotozlari igeren, bor bazli ve gézenekli 13-93B3
biyoaktif cam skafoldlar, polimer kopiik replikasyonu yontemi kullanilarak
iretilmistir. Bu amagla 2 farkli tiretim metodu uygulanmistir. Birinci ydntemde
grafen nanotozlar1 (agirlikca % 1, 3, 5, 10 ) biyoaktif cam matris i¢ine dogrudan
eklenmis sonrasinda skafoldlara 570 °C’ de hava ortaminda 1s1l islem uygulanmistir.
Sinterlenmis olan kompozit skafoldlarin fiziksel, mekanik 6zellikleri, biyoaktivitesi
ve biyouyumlulugu incelenmistir. XRD analiz sonuglari, hazirlanan kompozit
skafoldlarin yapisinda grafene ait piklerin mevcut oldugunu gostermektedir. Buna
gore yapidaki grafen hava ortaminda gerceklesen 1sil islem sonucu yapiyr terk
etmemis ya da oksitlenmemistir. Sonuglar ayrica biyoaktif cam matris i¢cine grafen
eklenmesinin, (%5 grafen konsantrasyonundan itibaren) skafoldlarin elektriksel
iletkenliginde oOnemli bir artisa neden oldugunu gostermistir. Diger yandan
hazirlanan skafoldlarin basma dayanimlarinda genel olarak grafen konsantrasyonuna
bagl olarak onemli bir degisiklik gozlenmemistir. %10 grafen iceren skafoldlarin
basma dayanimlarinda bir yiikselme kaydedilmis olsa da bu durumun yiiksek grafen
konsantrasyonunda diisen gozeneneklilik orani ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Ote
yandan, FTIR ve SEM analizlerine dayanarak, grafen konsantrasyonuna ve SBF
icerisinde bekletilme siirelerine (7, 14 giin) baglh olarak numunelerin HA olusturma
kabiliyetlerinde bir miktar diisiis gbzlemlenmistir. Bununla birlikte, 30 giin siireyle
SBF’te bekletilen biitiin numunelerde HA olusumunun gergeklestigi XRD sonuglari
tarafindan onaylanmustir. MC3T3-E1 osteoblast benzeri hiicrelerle gergeklestirilen
hiicre testleri sonucunda XTT analizleri, grafen konsantrasyonunun artmasiyla
(6zellikle %10G-B3) skafoldlarin toksik yanit olusturdugunu ortaya koymustur.
Bunun sebebi olarak yiiksek degredasyona sahip bor bazli 13-93B3 skafoldlarin
ortamda hizlica ¢oziinerek biinyelerinde barindirdiklar1 grafeni kiiltiir ortamina
salmalar1 ve serbest halde dolasan grafenin hiicrelere karsi toksik etki yaratmasi
olarak gosterilmistir. Ayrica 1393-B3 cam skafoldlarin statik ortamda yapilan in
vitro hiicre kiiltiirii testlerinde lokal bor konsantrasyonlarinda ani artiga bagli olarak
pek ¢ok hiicre grubu iizerinde toksik etki gosterdigi bilinmektedir. Bu durumu
onlemek i¢in testlerin dinamik kosullar altinda ya da in vivo olarak yapilmasi
onerilmektedir. Sonuglar, Metot I’e goére iretilen kompozitlerin elektriksel

iletkenliginin (agirlik¢ca %5 grafen'den baslayarak) bir elektrik stimiilasyonla hiicre
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biiylimesini tesvik etmek igin yeterli oldugunu gdstermistir. Biyoaktivite, XTT ve
elektriksel iletkenlik testleri bir arada incelenecek olursa Metot I’e gore iiretilen bor
bazli biyoaktif cam skafoldlarinda optimum grafen katkisi oraninin %5 oldugu

sonucuna ulasilabilmektedir.

Skafoldlarin hazirlanmasida kullanilan ikinci yontemde ise katkisiz 13-93B3
cam skafoldlar polimer kopiik replikasyonu hazirlanarak, birinci yontemle ayni
kosullar altinda 570 °C’de sinterlendikten sonra yiizeyleri daldirma yontemi ile
grafen nanotozlar1 igeren (agirlikga % 1, 3, 5, 10) %5’lik polikaprolakton soliisyonu
ile kaplanmistir. Sonuglar, PCL kapli 13-93B3 skafoldlarin elektrik iletkenligi ve
basma dayaniminin grafenin varhiginda arttigmi gostermistir. Yapay viicut sivisi
icinde yapilan in vitro mineralizasyon c¢alismalar1 en yiiksek grafen
konsantrasyonuna sahip skafoldlarin yiizeyinde bile kalsiyum fosfat bazh
nanoparcaciklarin ¢okeldigini ve yiizeyi kapladigini gostermistir. Bu nedenle, grafen
iceren PCL kaplamanin bor bazli biyoaktif cam skafoldlarin aselliiler biyoaktivitesi
iizerinde herhangi olumsuz bir etkiye neden olmadigi sonucuna varilmistir.
Hazirlanan skafoldlarm  biyouyumlulugunun tespiti icin MC3T3-E1 hiicreleri
kullanilarak yapilan sitotoksisite testleri (XTT analizi ve floresans boyama)
sonucunda 7 gilin inkiibasyon siiresinin sonunda grafen igeren skafoldlarin hiicre
canlilik yiizdesi kontrol grubu orneklere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.
Bununla birlikte, 14 giinliikk inkiibasyon siiresi sonunda grafen iceren (agirlikga %3
‘ten itibaren) PCL kapli 6rneklerin iizerine ekilen hiicrelerin canliliginda azalma elde
edilmistir. Bu duruma, PCL kapli bor bazli skafoldlarm belirtilen siire sonunda
¢Ozlinmeye baglayarak grafen nanotozlarini biiylime ortamina salmasmnin neden
olabilecegi sonucuna varilmistir. Metot I ile iiretilen skafoldlarin aksine Metot Il ile
iiretilen skafoldlarda 13-93B3 cam matrisi kiiltlir ortaminda ¢dziinse de yapidaki
PCL grafeni tutmus ve kiiltiir ortaminda serbestge dolasarak toksik etki gostermesini
engellemistir. ALP aktivitesi, hiicrelerin osteoblastik farklilagsmasini saglayan tiim
skafoldlarda zamanla artmustir. SEM analizleri MC3T3-E1 hiicrelerinin, 3 giinliik
inkiibasyondan baglayarak, tiim skafold gruplarinda yiizeye ve gézeneklere tutunarak

yayildig1 ve ECM olusumunu baglattigini gdstermistir.

Tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde grafen iceren bor bazli biyoaktif

cam skafoldlarin  Ozellikle kemik doku miihendisligi  uygulamalarinda

92



kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. In vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda 1393-
B3 kompozisyonunun hizli iyon salimi yapmasi sonucu ortaya c¢ikabilecek
olumsuzluklarin Oniine gecilmesi i¢in deneylerin dinamik kosullar altinda
(calkalamali inkiibator ile) ya da in vivo olarak yapilmasi daha uygun olacaktir.
Ayrica hazirlanan skafodlarin, hiicre kiiltiirii deneylerinin elektrik alan varliginda da
yapilmast skafoldlarin elektrik stimiilasyon uygulamasi i¢in uygunlugunun test

edilmesi agisindan 6nemli olacaktir.
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