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BiYOMEDIKAL UYGULAMALAR iCIN GRAFEN OKSIT/POLIMER
KOMPOZITLERININ HAZIRLANMASI

OZET

Kemik dokusu kendini onarma yetenegine sahip olsa da yaralanma ya da hastalik
sonucu ortaya c¢ikan biiyiik kemik hasarlarinin tedavisi miimkiin olmamaktadir.
Geleneksel biyolojik greftlere alternatif bir ¢6ziim olan kemik doku miihendisligi
yaklagiminda, hasarli dokunun yenilenmesi silirecinde gorev alan hiicrelerin
cogalabilmesi i¢in gerekli mekanik ve biyolojik destegi saglayan biyobozunur
polimerlerden iiretilen doku iskeleleri kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda, grafen
oksit ile takviye edilmis, poli(L-laktik asit) (PLLA)/poli(e-kaprolakton) (PCL)
karisimi1  kullanilarak gozenekli biyobozunur kemik doku iskeleleri hazirlandi.
Polimer faz igerisindeki PLLA / PCL orani, bozunma hizlar1 ve mekanik 6zellikleri
g6z Onilinde bulundurularak 50/50 (w/w) olarak secildi. G6zenekli yapinin elde
edilmesi i¢in sirasiyla partikiil uzaklastirma ve siiperkritik karbondioksit yontemleri
uygulandi. Gozenek boyutunu kontrol altinda tutmak ig¢in 150-250 um c¢apinda
sodyum kloriir kristalleri kullanildi. Grafen oksitin polimer faz icerisinde homojen
olarak dagitilmini saglamak amaciyla iki farkli yontem ve ¢dziiciiden yararlanildi. Tk
yontemde grafen oksit, plakalarinin agilmasi i¢in liyofilizasyon iglemine tabi tutuldu
ve doku iskelelerinin iiretimi icin ¢oziicii olarak kloroform kullanildi. Ikinci
yontemde ise grafen oksit 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol (HFIP) ¢oziiciisii
icerisinde dagitildiktan sonra doku iskeleleri iiretildi. Her iki yontemle — %2-5-7
(w/w) oraninda grafen oksit iceren doku iskeleleri hazirland1 ve bu doku iskelelerinin
Ozellikleri grafen oksit icermeyen doku iskeleleri ile karsilastirildi. Doku
iskelelerinin morfolojik 6zellikleri taramali elektron mikroskopu (SEM) ve mikro
bilgisayarlt tomografi (micro-CT) ile incelendi. Elde edilen sonuglar doku
iskelelerinin yiiksek porozite ve gdzenekler arasi baglantilara sahip oldugunu
gosterdi. Grafen oksitin polimer faza ait kristallik ozelliklerine etkisi X-151n1
difraksiyonu (XRD) yontemi ile incelendi ve grafen oksit miktarindaki artis ile
polimer faza ait kristallik piklerinin siddetinin arttig1 gézlendi. Doku iskelelerinin
termal Ozellikleri diferansiyel taramali kalorimetre ile incelendi ve polimer fazin
termal Ozelliklerinin grafen oksit miktarindan bagimsiz oldugu goriildii. Son olarak
doku iskelelerine ait mekanik 6zellikler basma testi ile tayin edildi. Liyofilize grafen
oksit ile hazirlanan doku iskelelerinde mekanik mukavemet grafen oksit miktari ile
ters orantili degisirken, HFIP kullanilarak hazirlanan doku iskelelerinin mekanik
dayaniminin grafen oksit miktar ile arttig1 gozlendi.
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PREPARATION OF GRAPHENE / POLYMER COMPOSITES
FOR BIOMEDICAL APPLICATIONS

SUMMARY

Although bone has its own ability to repair, the defects caused by injury or diseases
could not be treated easily. As an alternative to the traditional biological grafts, bone
tissue engineering approach uses scaffolds to provide required mechanical and
biological supports to the cells that take place in tissue regeneration process. In this
study, porous biodegradable bone scaffolds that are reinforced with graphene oxide
were prepared by using a blend of poly(L-lactic asid)/poly(e-caprolactone). The ratio
of PLLA/PCL was selected as 50/50 (w/w) considering both degradation rates and
mechanical properties of the polymers. In order to obtain porous structure, particle
leaching and supercritical cabondioxide methods were carried out. Sodium cloride
cyristals having diameter between 150-250 um were used to keep the pore size under
control. Two different methods and two different solvents were utilized for the
purpose of dispersing graphene oxide homogeneously in the polymeric phase. In the
first method, to achieve exfoliated form, graphene oxide was subjected to
lyophilization, and chloroform was used as solvent to fabricate the scaffolds. In the
second method, initially graphene oxide was dispersed in 1,1,1,3,3,3-hexaflouro-2-
propanol (HFIP) and then the scaffolds were fabricated. 2-5-7 wt% of graphene
oxide loaded scaffolds were prepared by each methods and the properties of these
scaffolds were compared to unloaded scaffolds. Morphological properties of the
scaffolds were investigated by scanning electron microscopy (SEM) and micro-
computed tomography (micro-CT). The results obtained showed that the scaffolds
have high porosity and interconnectivity. The effect of graphene oxide on
cyristallinity of the polymer phase was characterized by X-ray diffraction (XRD)
method, and from the XRD data it was seen that an increase in the amount of
graphene oxide in the composite, increased the cyrstal peak intensities of the
polymers. The thermal properties of the scaffold were examined by differantial
scanning calorimetry (DSC) and the results obtained showed that the thermal
properties of the polymers are independent of graphene oxide amount in the
composite. Finally, the mechanical properties of the scaffolds were investigated by
an uniaxial compression test. It was seen that while the mechanical properties of the
lyophilized graphene oxide loaded scaffolds decreased with graphen oxide amount,
those increased for the scaffolds that were prepared by HFIP with increasing
graphene oxide .
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1. GIRIS

Gilinlimiizde, hastalik ya da yaralanma sonucu olusan doku kayiplarinin tedavilerinde
hayvanlardan temin edilen zenogreft veya insanlardan temin edilen allogreft gibi
greftlerin implantasyonu miimkiindiir. Ancak implante edilen bu doku veya
organlarin viicut tarafindan reddedilme riski her zaman karsilasilabilecek bir
sorundur. Hastanin kendisinden temin edilen otogreftler bu problemi minimize
etmektedir, ancak ikinci bir cerrahi operasyona gereksinim duyulmasi otogreftleri
optimum ¢O6zim olmaktan uzaklastirir. Bu durumlarda doku miihendisligi
otogreftlere alternatif olarak karsimiza c¢ikmaktadir [1]. Doku miihendisligi
yaklagiminda hastadan alinan hiicrelerin in-vitro olarak bir doku iskelesi iizerinde
cogaltilmas ile ihtiya¢ duyulan doku {iretilir ve iiretilen bu doku hastaya implante
edilir. Bu yeni yaklagim sayesinde immiin viicut reaksiyonlar1 azaltilmis ve hastaya

patojen gecisleri engellenmis olur.

Ligametler, kalp kapakciklari, kan damarlar, kikirdak, kemik ve diger dokularin
tiretimi lizerine bir¢ok calisma yapilmaktadir. Kan damarlarindan sonra en fazla
implante edilen doku kemiktir. Diinya genelinde her yil 2.2 milyon kemik grefti
kemik hasar tedavilerinde kullanilmaktadir [2]. Bu durum kemik greftlerine duyulan

ithtiyact ve kemik dokusunun doku miihendisligi alanindaki 6nemini gostermektedir.

Kemik doku kayiplarinin tedavileri ile ilgili yapilan bir¢ok calismada, poli(laktik
asit) (PLLA), poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), poli(glikolik asit) (PGA), poli(e-
kaprolakton) gibi FDA (Food and Drug Administration) onayli biyobozunur sentetik
polimerlerden iiretilen gdzenekli doku iskeleleri gelistirilmis, hem in-vivo hem de in-
vitro olarak incelenmistir. ideal bir doku iskelesi hasar bolgesindeki fizyolojik
yiikklenmeleri tolere etmeli, kemik olusumunu desteklemeli ve kemik olusumu

sirasinda degradasyona ugramalidir [3].

Kemik dokusunun dizayn1 osteoindiiktif biiyiime faktorleri, osteoblastik ya da
osteoprogenitdr hiicreler ve ostekondiiktif doku iskelesi arasinda etkili ve verimli bir

iliski kurulmasini gerektirir. Osteokondiiktif doku iskelesi mekanik destek



saglamakla birlikte hiicrelerin yapigmasit ve gelismesi ic¢in bir platform gorevi
tistlenerek yeni olusan dokuya rehberlik eder. Biiyime faktorleri hiicrelerin hasarli
bolgede yapisma, biliylime ve farklilasma gibi fonksiyonlarina yardim eder. Bir
dondrden veya otolog olarak temin edilen hiicreler ise yeni dokunun olusumundan
dogrudan sorumludur [4-7]. Bu ii¢ temel faktér ve bunlarin uygun sekilde kombine

edilmeleri bagaril1 bir kemik doku miihendisligi uygulamasinin temelini teskil eder.

Ug boyutlu gdzenekli yapilarin elde edilmesi igin partikiil uzaklastirma, faz ayrima,
tekstil teknolojileri gibi gesitli tiretim teknikleri kullanilmaktadir. Ancak mimari
acidan dogal ekstraseliiler matriksin taklit edilmesi kolay degildir. Bu nedenle doku
iskelelerinin fonsiyonlarini ve mimarisini gelistirmek ic¢in yeni dizayn ve iiretim

teknolojilerinin gelistirilmesi gerekmektedir [8,9].

Son zamanlarda, grafen ve GO biyolojik ve biyoteknik uygulamalarda dikkatleri
tizerine ¢ekmistir. Bu uygulamalardan bazilari; doku iskeleleri, ila¢ ve gen tasima
sistemleri, biyo-goriintiileme ve biyo-sensor malzemeleri ve sinir arayiizeyleridir
[10-12]. Grafen bal petegi seklinde organize olmus iki boyutlu kabon kristalidir.
Grafen yiiksek elektrik ve termal iletkenlik, olaganiistii mekanik mukavemet ve
sertlik, iyi optik 6zellikler ve ¢ok iyi kimyasal kararlilik gibi dikkat ¢ekici 6zelliklere
sahiptir [13, 14]. Grafen oksit (GO), grafenin kuvvetli oksitleyiciler kullanilarak
sentezlenen en popiiler modifiye halidir. GO, tabakali bir yapiya sahip olsa da
oksidasyon nedeniyle elektronik konjligasyonunu kaybetmistir ve grafene gore daha
acik renklidir [15, 16]. GO, oksijenli fonksiyonel gruplari sayesinde polimer matriks,

organik ¢oziiciiler ve su icerisinde kararli sekilde dagitilabilir [17, 18].

1.1 Tezin Amaci

Bu c¢alismada, kemik matriksinin organik ve inorganik yapisimi taklit edebilecek,
kemik rejenerasyonuna katkida bulunacak grafen oksit/polimer nanokompozitlerin

hazirlanmas1 amacglanmastir.

Degredasyon hizlar1 ve mekanik 6zellikleri gbz Oniinde bulundurularak optimum
oranda PLLA ve PCL polimerleri blend halinde kullanilarak doku iskelesinin
matriksi olusturulmaya ¢alisilmistir. Nano dolgu olarak, kesfedildigi giinden bu yana
fiziksel ve kimyasal 6zellikleriyle dikkatleri lizerine ¢eken grafenin oksidasyonuyla

elde edilen grafen oksit kullanilmistir. GO kullanimiyla doku iskelesinin mekanik



mukavemeti arttirilarak osteokondiiktif 6zelliklerinin ve doku rejenerasyonunu

hizlandiracak osteoindiiktif 6zelliklerinin artmasi beklenmistir.

Ideal bir doku iskelesinin sahip olmasi gereken ozelliklerin baginda gelen gozenekli
yapty1 elde etmek icin doku iskelesi liretim yontemlerinden biri olan partikiil
uzaklagtirma teknigi kullanilmis, doku yenilenmesinde hayati 6neme sahip madde ve
besin transferini olanakli kilan gozenekler arasi baglantilarin olusturulmasi igin

stiperkritik karbon dioksit teknigi uygulanmastir.

Grafen oksit takviyeli gézenekli polimerik doku iskelelerinin morfolojik, termal ve
mekanik 6zellikleri; icerdikleri grafen oksit miktari, kullanilan yontem ve kullanilan

¢Oziiclinilin birer fonksiyonu olarak incelenmistir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Dokusu

Kemik dinamik yapiya sahip bir dokudur. Kemik insan iskeletinin olusum, biiyiime,
bakim, iyilesme ve yenilenme gibi ihtiyaglarini yasam siiresince karsilar. Kemik,
viicut igerisinde mekanik destek, kaslarin tutunmasi, i¢ organlarin korunmasi ve
mineral depolama olmak iizere dort temel fonksiyona sahiptir. Bu fonksiyonlari
yerine getirebilmesi i¢in kemik yagsam siiresince devamli olarak yikilir ve tekrar

olusturulur [19-20].

Kemik, yaklagik olarak %70 mineral matriks, %22 organik matriks ve %8 su igerir.
Kemigin mekanik yapis1 bu bilesenler arasindaki etkilesimler tarafindan belirlenir
[21]. Makroskopik boyutta olgun bir kemik, kompakt (kortikal) kemik ve siingerimsi
(trabekiilar) kemik olmak iizere iki tip dokudan meydana gelir. Kompakt kemik sert
ve yogun bir yapiya sahiptir. Kemigin dis ylizeyinde bulunur, gérevi mekanik destek
saglamak ve kemigi korumaktir. Siingerimsi kemik kompakt kemige goére daha
elastiktir ve olusum hiz1 daha yiiksektir [22]. Bir kemigin %80’i kompakt kemikten
ve %20’si siingerimsi kemikten meydana gelir [23]. Sekil 2.1 ‘de kemigin genel

yapisi1 goriilmektedir.
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Sekil 2.1: Kemigin genel yapisi1 [24].



Mikroskopik boyutta ise kemik, kendine has foksiyonlara sahip birkag ¢esit hiicreden
ve ekstraseliiler matriksten (ECM) meydana gelir [25,26]. ECM, inorganik (kalsiyum
fosfat nanokristalleri) ve organik (kollajen, elastin, polisakkaridler) bilesenlerden
olusan dinamik bir ag yapisidir. ECM biinyesinde bulundurdugu biiyiime faktorleri
ve sitokinler vasitasi ile hiicre ¢ogalmasi ve degisimini diizenler. ECM'in organik
faz1 kollajen Tip-I, proteoglikanlar ve kollajen olmayan proteinleri igerir. Kemik
matriksinin ticte ikisi kalsiyum fosfattan (Ca3(POy);) olusur. Kalsiyum fosfat,
kalsiyum hidroksit (Ca(OH),) ile tepkimeye girerek hidroksi apatit (Ca;o(POa)s
(OH),) kristallerini olusturur. Kemik matriksinin geriye kalan tiigte birlik kismi
kollajenden olusur. Kemik hiicreleri toplam kemik kiitlesinin sadece %2'lik kismini
olusturur [27]. Kemik matriksi iki fazli bir sistemdir; mineral faz sertligi saglarken,

kollajen faz ise siinekligi ve enerji absorblanmasini (tokluk) saglar [28].

2.1.1. Organik Matriks

Kemik kiitlesinin yaklasik %30 unu olusturan organik matriks, fibroz proteinler ve
kollajenden olusur [29]. Organik matriks osteoid olarak da isimlendilir. Osteoid,
osteoblastlar tarafindan salgilanan kalsifiye olmamis organik matrikstir ve %90
kollajen Tip-I igerir. Geriye kalan yap1 ise kollajen olmayan proteinler,
glikoproteinler, proteoglikanlar, peptitler, karbohidratlar ve lipitlerden olusur

[30,31].

Kollajen Tip-1, yirmiden fazla insan kollajeni arasinda en yaygin kollejen ¢esididir
ve hiyalin kikirdak hari¢ biitiin bagdokularda bulunur. Kemik, deri, tendon, goz aki,
kornea ve kan damarlarinin ana proteinidir. Kollajen Tip-I kemik igerisindeki
kollajenlerin yaklasik %95’ini, kemik igesindeki toplam proteinlerin ise %80’ini
olusturur [32]. Kollajen Tip-III ve Tip-V kemik yapisinda az miktarda bulunan diger
kollajen gesitleridir. Kemik matriksi diger bagdokulardan farkli olarak kalsifiye olma
Ozelligine sahiptir. Mil veya plaka seklindeki hidrosiapatit kristalleri kollajen
fiberlerin iizerinde ve aralarinda bulunurlar. Bu kristaller kollajen fiberlerle aym

dogrultuda yonlenme 6zelligine sahiptirler [33].

ECM igerisinde bulunan ve kollajen olmayan diger proteinler sialoprotein,
osteonektin, osteopontin ve osteokalsindir. Bu proteinler yiiksek miktarda aspartik
asit ve glutamik asit kalintilar1 ihtiva ederler. igerdikleri karboksil gruplari sayesinde

kalsiyum iyonlarinin (Ca® ") kemik yapisina katilmasini saglarlar [34].



2.1.2. Inorganik Matriks

Inorganik matriks, kemige mukavemet saglama ve iyon depolama olmak iizere iki
temel fonksiyona sahiptir. Giintimiize kadar yapilmis olan arastirmalara gore kemik
yapisinda bulunan mineral tuzlar, biitiin viicuda ait kalsiyumun %99’unu, fosforun

%85’1ini, sodyum ve magnezyumun %50’sini icermektedir [35].

Hidroksi apatit (HA), kemik dokusu igerisindeki en O6nemli inorganik bilesendir.
Ancak kemik mineralleri sadece HA'den olusmazlar. HA disinda hidroksil ve fosfat
gruplar1 igeren karbonat iyonlar1 da yapi igerisinde yer alir. Apatit kristalleri
genellikle 20-50 nm uzunlugunda, 15-30 nm genisliginde ve 2-10 nm kalinliginda
plakalardan olusur [36]. Yapidaki karbonat miktarinin %4-6 olmasi durumunda hem
HA 'in kristallik oran1 azalir hem de kalsiyum eksikligi ortaya c¢ikar. Karbonat
bilesenleri diginda potasyum, magnezyum, stronsiyum, sodyum, klor ve flor da
kemik yapisi igerisinde yer alir. Flor disinda diger safsizliklar HA'in kristalinitesini
diisiiriir. Bunun sonucu kemik homeostazi olusur ve kemigin yeniden sekillenmesi

icin ¢ok 6nemli olan kemik minerali daha ¢oziiniir bir hale gelir [37, 38].

2.1.3. Kemik Hiicreleri
Kemik dokusunda osteoprogenitdr, osteoblast, osteosit, ve osteoklast olmak iizere

dort ¢esit kemik hiicresi bulunmaktadir. (Sekil 2-2)

Qshenprogeniior —

-

Sekil 2.2: Kemik hiicreleri [39].

2.1.3.1. Osteoprogenitorler
Kemik gelisiminde ve kirik iyilesmesi esnasinda aktif hale gegen, mezankimal kok

hiicrelerden tiireyen hiicrelerdir. Kemik olusumu sirasinda molekiiler uyariya cevap



vererek kendilerini kemik yapici hiicrelere donistiiriirler. Fibroblast, osteoblast,
adiposit, kondrosit ve kas hiicrelerine doniisme  yetenekleri  vardir.
Osteoprogenitorler kemigin ig¢/dis yiizeylerinde ve kemik iliginde bulunurlar.
Morfolojik olarak bu hiicreler periosteumun i¢ yiizeyini kaplayan periostal hiicrelerle
birlikte kemik iligi kanalini, Haversian kanallarini, Volkmann kanallarin1 kaplayan
endostal hiicreleri de olustururlar. Osteoprogenitor hiicreler gelisen kemik igerisinde
soluk renkli, uzun veya oval ¢ekirdekli, hafif asidofilik veya bazofilik sitoplazmaya
sahip, basik veya pul seklinde hiicreler olarak goriiniirler. Endoplazmik retikulum,

ribozom, golgi aygit1 ve diger organellere sahiptirler [40].

2.1.3.2. Osteoblastlar

Osteoblaslar kemik matriksini salgilayan farklilasmis kemik yapict hiicrelerdir.
Fibroblast ve kondroblastlara benzer sekilde boliinme yetegine sahip salgi
hiicreleridir. Bu hiicreler osteoid olarak da bilinen, heniiz mineralize olmamis
baslangic kemigini olusturan kollajen Tip-I ve kemik matriksi proteinlerini
salgilarlar. Osteoblastlar tarafindan salgilanan kemik proteinleri; osteokalsin ve
osteonektin gibi baglayici proteinler, sialoprotein, osteopontin, trombospondin gibi
yapigkan glikoproteinler, ¢esitli proteoglikanlar ve alkali fosfatlardir. Klinik
calismalarda, viicut icerisindeki alkalin fosfat ve glikoprotein seviyelerinden

yararlanilarak osteoblast aktivitesi takip edilebilmektedir.

Osteoblastlarin  bir diger gorevi de kemik matriksinin kalsifikasyonudur.
Kalsifikasyon siireci, matriks igerisine osteoblastlar tarafindan matriks vesikiilleri
denilen 50-250 nm boyutlarinda kiiciik keseciklerin salinmasi ile baglar. Vesikiiller,
alkalin fosfat igerigi olarak zengindirler ve sadece kemik matriksi olusumu sirasinda

salinirlar.

Osteoblastlar 151k mikroskobu altinda kiibik yada poligonal sekilleriyle ve olusan
kemik ylizeyinde tek katman seklinde yanyana dizilmeriyle dikkat cekerler.
Sitoplazmalar1 olduk¢a bazofiliktir ve biiyiik golgi aygitlari, ¢ekirdekleri yaninda bos
bir alanmis gibi goriiniir. Osteblastlar yeni olusan matriks icerisinde aktif olarak
bulunmalarina ragmen, kemik yiizeyini kaplayan ve inaktif durumda bulunan
osteoblastlar da vardir. Inaktif osteoblastlar osteoprogenitor hiicrelere benzerler.
Osteoblastlar kemik biiylimesi veya sekillenmesi siireglerinde mekanik uyarilara
cevap verirler. Osteoid yikimi esnasinda, osteoblastlar matriks tarafindan sarilarak

osteositlere doniisiirler [40].



2.1.3.3. Osteositler

Osteositler, osteoblastlar tarafindan salgilanmis olan matriks tarafindan ¢evrelenmis
olgun kemik hiicreleridir. Bu hiicreler kemik matriksinin bakimindan sorumludurlar.
Kemik iizerine uygulanan kuvvete cevap verme yetenekleri oldugu i¢in mekanik
sensOr olarak gorevlidirler. Osteositler matriks degredasyonu silirecinde gorev
aldiklar1 gibi yeni matriks sentezleme yetenekleri de vardir. Osteositlerin bu
aktiviteleri kalsiyum dengesinin saglanmasina yardim eder. Osteositlerin travmaya
bagli veya normal oOliimleri, osteoklastlar tarafindan gergeklestirilen kemik
resorpsiyonu ile sonuglanir. Bunu takiben kemik matriksinin osteblastlar tarafindan

yenilenmesi ve yeniden sekillendirilmesi gerceklestirilir.

Her osteosit, mineral matriks icerisinde lakuna adi verilen bir boslukta bulunur.
Osteosit hiicrelerin komsu hiicrelerle ve kemik zari ile baglantilarini saglayan,
kanalikiil olarak isimlendirilen sitoplazmik uzantilar1 vardir. Osteositler ayrica
dolayli olarak nitrik oksit ve glutamat tasiyicilar gibi sinyal molekiillerini kullanarak
osteoblastlarla, kan damarlariyla ve diger kemik hiicreleriyle baglant1 kurabilirler.
Osteositler, ¢ekirdeklerini ¢evreleyen sitoplazma miktar1 az oldugu igin

prekursorlerine gore daha kiigiik boyutlara sahiptirler [40].

2.1.3.4. Osteoklastlar

Osteoklastlar, kemik yikimindan sorumlu ve hematopoetik kok hiicrelerden tiireyen
cok c¢ekirdekli hiicrelerdir. Boyutlar1 20-100 pum arasinda degisir. Sekilleri
bulunduklar1 kemik yikim dongiisii asamasina bagli olarak yassi1 veya yuvarlak
olabilir [41]. Cok sayida lizozomlari, mitokondrileri ve gelismis golgi aygitlari
vardir. Osteoklastlar kemik yiizeyinde Howship lakiinasi adi verilen bosluklara
yerlesirler. Bu hiicreler firca seklinde stoplazmik uzantilara sahiptirler. Osteoklastlar
dalgali kenarlar1 iizerindeki stoplazmik uzantilari vasitasiyla hidroklorik asit ve
kolajenaz salgilayarak inorganik matriksin ¢Oziinmesini saglarlar. Hafif asidik
(pH=4-4,5) bu salgilar, mineral kemik matriksini olugturan HA kristallerini ¢ozer.
Diger yandan ¢esitli enzimler ve kolajenazlar HA kristallerini koruyan kollajen
matriksini 6nemli Ol¢lide azaltirlar. Bir sonraki asamada degredasyon kalintilari

resorpsiyon boglugundan uzaklastirilir ve ECM igerisine salinir [42-45].



2.1.4. Kemik Tipleri

Kemigin yapis1 genel olarak kompakt kemik ve silingerimsi kemik olarak ikiye
ayrilabilir. Kompakt kemik ve siingerimsi kemik karsilastirildiginda benzer matriks
bilesenlerine sahip olmalarina ragmen kiitleleri arasinda ¢ok biiylik bir fark vardir.
Kompakt kemigin yogunlugu siingerimsi kemige oranla ¢ok ytiksektir [46]. Sekil-2.3

kompakt kemik ve slingerimsi kemigin yapilarini géstermektedir.

Sekil 2. 3: Kompakt ve slingerimsi kemigin sematik goriiniimii [47].

Kompakt kemik, ilik kanalin1 ve stingerimsi kemige ait trabekiil plakalarini ¢evreler.
Olgun bir iskeletin %80'ini kompakt kemik olusturur. Kompakt kemik 9%80-90
oraninda mineralize olmustur ve yapisinda ¢ok az gozenek bulundurur [48]. Uzun
kemiklerin metafiz, diyafiz ve epifiz kisimlar1 kompakt kemik ile kaplidir. Epifizin i¢
kismi1 siingerimsi kemikten olsur. Omurga, kafatasi, legen kemigi gibi kisa
kemiklerin dis yiizeyleri de kompakt kemik ile kaplidir. Ancak bu kemikler uzun
kemiklere oranla daha fazla siingerimsi kemik ihtiva ederler. Stingerimsi (trabekiiler)
kemik %350-90 aralaliginda poroziteye sahiptir. Sahip oldugu yap1 nedeniyle basma
dayanimi kompakt kemikten 20 kat daha disiiktiir. Siingerimsi kemik trabekiil adi
verilen degisik boyutlardaki ¢ubuk ve plakalarin siingere benzer sekilde organize
olmasiyla olusur [49-51]. Trabekiiler kemigin icinde kemik iligi, kan damarlari, bag

dokusu bulunur ve sadece %15-25 oraninda mineralize olmustur [48].

Ayn1 kimyasal bilesime sahip olmalarina ragmen, yapilar1 arasindaki fark nedeniyle

kompakt kemik ve stingerimsi kemigin mekanik 6zellikleri birbirinden ¢ok farklidir.
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Kompakt kemik burkulma ve egilme kuvvetlerine kars1 direngliyken, siingerimsi

kemik esneklik ve darbe emici 6zellige sahiptir.

Kompakt kemik ve silingerimsi kemik, primer (olgunlasmamis) ya da sekonder
(lamellar-olgun) kemikten olusabilir. Primer kemik embriyonik kemiklerde goriiliir
ve daha sonra yerini sekonder kemige birakir. Yetiskinlerde primer kemik kiriklarin
iyilesme siirecinin baslangi¢ asamasinda, kafatasi kemigi eklemlerinde, kulak
kemikgiklerinde ve epifiz plakasinda goriiliir. Primer kemik sekonder kemige oranla
daha yiiksek metabolik aktiviteye sahiptir. Primer kemik daginik ve diizensiz bir

goriiniime sahipken sekonder kemik oldukg¢a diizenli bir yapiya sahiptir.

Lamellar kemigin kesiti mikroskopla incelendiginde kollajen fibrillerin ¢ok siki bir
sekilde paketlenmesi ile meydana gelen katmanlarin paralel olarak organize oldugu
goriiliir. Lamellerin es merkezli halkalar seklinde organize olmasi ile Haversian
sistemi olarak da bilinen osteonlar olusur. Osteonlar, igerisinde kan damari, lenf
damart ve sinir bulunduran merkez kanallarini (Haversian kanallari) ¢evrelerler.
Haversian kanallar1 ve sistemi g¢evreleyen hiicreler arasinda osteositler bulunur.
Osteositler, kanalikuli adi verilen sitoplazmik uzantilar1 vasitast ile besin
maddelerinin mineral matriksle g¢evrelenmis sistem igerisine difiize olmalarina
yardim eder. Haversian kanallari, endosteum ve periosteum arasinda baglayici olarak

gorev alan ve Volkmann kanallar1 olarak isimlendirilen yatay kollara sahiptirler [52].

2.1.5. Kemik Onarimi

Kemik iyilesmesi, hasar gormiis kemik dokusunun hasardan onceki fiziksel ve
mekanik 6zelliklerini geri kazanmasidir. Bu islem sistemik ve lokal bir¢ok faktérden
etkilenir. Kemik iyilesmesi; iltihaplanma asamasi, onarim asamasi ve yeniden

sekillenme asamasi1 olmak tizere birbirini takip eden li¢ basamakta gergeklesir [53].

Kirilmaya kars1 ilk cevap hiicreseldir ve bir hematom olusur. Trombositler,
makrofajlar, monositler, polimorfoniikleer nétrofiller temizleme ve onarim
proseslerini baslatmak i¢in yaralanmis bolgede toplanirlar. Bu asama iltihaplanma
ile sonuglanir. Kirilma, boélgedeki kan akisini kestigi igin hiicre dliimleri gerceklesir
ve kirik uglarinda ¢ilirime gozlenir. Kirik olusumundan sonraki ilk 8 saat ve takip
eden 24 saatlik siirecte hiicre boliinmelerinin arttigi gozlenir. Hiicre bdliinmeleri
sadece kirilmanin oldugu bolgede degil biitiin kemik icerisinde gerceklesir [54].

Hiicre boliinmeleri kemik genelinde ilk birkac¢ giin igerisinde yavaslar, ancak kirik
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bolgesi i¢in iyilesme prosesi haftalarca devam eder. Bu noktada periosteum veya
yumusak dokularda bulunan mezankimal kok hiicreleri, osteoprogenitdrler,
fibroblastlar ve endotel hiicreler kemik iligi kanalin1 kullanarak bolgeye ulasir [55].
Hiicrelerin, faktorler ve proteinlerle etkilesimleri sonucu ikinci asama olan onarim

asamasi baglar.

[ltihaplanma yavasladiktan sonra kirik cevresinde kallus olarak adlandirilan fibréz
doku tabakasi olusur [55]. Kemik, olusan kallus i¢inde birka¢ haftada yeniden
sekillenir. Baslangicta olusan bu kikirdagimsi/kemiksi kallus yumusak kallus olarak
isimlendirilir. Kallusun u¢ kisimlarinda kikirdak olusurken, kirigin oldugu kisimda
kemik olusur. Yumusak kallus basma ve egilme kuvvetlerine kars1 koyacak kadar
rijit degildir. Siire¢ ilerledik¢e kikirdak doku endokondral ossifikasyon yoluyla
primer kemige doniisiirken, mezankimal hiicreler ve osteoblastlar kallus icinde
dogrudan kemik olusturabilir [53]. Gergeklesen bu iki iyilesme siireci kirik

bolgesinin mekanik rijitligini arttirir.

Kemik iyilesmesinin son asamasinda kallus icerisinde olusan primer kemik yavas
yavas sekonder kemik olarak sekillenmeye baslar [55]. Osteoklastlarin resorpsiyonu
ile mineralize kallus ve ilik kanali olusur. Bu asamada mineralize kallus kemik
tarafindan gordiigii strese karsilik vererek kemigin orijinal ¢apinda sekillenmesini
saglar. Yeniden sekillenme evresinin tamamlanmasi yillar siirer. Yeniden sekillenme
cocuklarda tamamiyle gerceklesirken yetiskinlerde sinirlidir. Bunun nedeni
cocuklarda periosteumun yetiskenlere nazaran daha kalin ve daha ¢ok hiicreye sahip

olmasi olabilir [56].

2.2. Doku Miihendisligi

Langer ve Vacanti’ye gore doku miihendisligi; dokularin yenilenmesini, onarilmasini
veya fonksiyonlarinin iyilestirilmesini saglayan biyolojik yardimci materyallerin
gelistirilmesi i¢in, milhendislik ve yasam bilimlerinin prensiplerini uygulayan
interdisipliner bir aragtirma alanidir [57]. Klasik biyolojik yaklagimdan farkli olarak
doku miihendisligi, doku olusumunu ve yenilenmesini anlama temeline dayanir,
sinirhi igleve sahip implantlar kullanmak yerine yeni fonksiyonel dokularin
tiretilmesini amaglar. Aragtirmacilar fizik, kimya, miihendislik, malzeme, biyoloji ve
tip bilimlerine ait temelleri ortak bir cat1 altinda toplayarak bu amaca ulagmayi

hedeflemektedirler [58].
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Yaralanma veya hastalik sonucunda meydana gelen doku kayiplar1 ve organlardaki
islev yetersizlikleri 6nemli saglik problemleridir. Geleneksel tedavi yoOntemleri
olan implantasyon ve transplantasyon uygulamalari, dokuya ait fonksiyonlari
hasarsiz bir sekilde onaramasalar da son 50 yil igerisinde genel olarak basarili
olduklar1 sOylenebilir. Cerrahi onarimlarda, alternatif olarak otogreftler (hastanin
kendisine ait doku), allogreftler (ayn1 cinse ait doku) ve zenogreftler (farkli cinse ait
doku) yaygin olarak kullanilmaktadir. Fakat bu metotlarin kendilerine has bazi
eksiklikleri vardir. Kullanilan dokularin avaskiilar olmasi, dokunun alindig1 bolgede
hasar olusmasi, greftin alindigr donér dokunun 6lme olasiligi gibi problemler bu
uygulamalarin  kullanimin1  kisitlar. Bu  kisitlamalarin  disinda  greft dokunun
rezorpsiyonu, immiin reddi, uzun siireli immiinosiipresan ilaglarin gereksinimi,
patojen igerikler, etik ve dini tepkiler gz Oniinde bulundurulmasi gereken diger

olumsuz faktorlerdir [59].

Doku rejenerasyonu konsepti Vacanti ve arkadaglarinin 1988 yilinda yaptiklari
calismalara dayanmaktadir. Bu bilim insanlar1 viicuttan ayrilmig hiicrelerin, bir
rehber sablon varliginda kendilerini doku yapisi olusturacak sekilde organize
ettiklerini gozlemlemislerdir. Rehber sablon olarak da biyobozunur doku iskelesi
kullanmiglardir. Hiicrelerin viicuda dogrudan transplantasyonlar1 Sliimleriyle ya da
fonksiyonlarii yitirmeleriyle sonuglanir. Birgok hiicre tipi cogalabilmek ve sahip
oldugu ozellikleri yerine getirebilmek icin tutunacak ylizeye ihtiya¢ duyar. Bu
nedenle in-vitro doku {retimlerinde biyoaktif bozunur doku iskelelerinden
yararlanilir. Doku iskeleleri kiiltiirlenmis hiicrelerin fiziksel ve kimyasal ihtiyaglarini
karsilayarak, hiicrelerin farklilasmas1 ve ii¢ boyutlu dokulara baglanmasi i¢in onlara

rehberlik ederler [60].

2.3.1. Doku Miihendisliginde Kullanilan Temel Faktorler

Klasik doku miihendisligi stratejisi; biyopsi yoluyla hastadan spesifik hiicrelerin
izolasyonu, bu hiicrelerin kontrollii sartlar altinda {i¢ boyutlu biyomimetik doku
iskeleleri ilizerinde biiyiitiilmesi, olusan bu yapinin hastaya implante edilmesi ve
zamanla degrede olan doku iskelesi igerisinde olusan yeni dokunun yonetilmesi
seklinde tanimlanabilir. Sekil 2.4 doku miihendiligi prosesini sematize etmektedir.
Hasarli organ veya dokunun basarili bir sekilde yenilenebilmesi i¢in géz Oniinde

bulundurulmasi gereken ti¢ kritik husus vardir;
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1) Hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilasabilmesi i¢in mekanik ve biyolojik
destegi saglayan doku iskeleleri

2) Spesifik hiicrelere doniisme kabiliyetine sahip kok hiicreler

3) Hiicresel aktiviteleri yonetecek indiikleyici biiylime faktorleri [61].
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Sekil 2.4: Doku miihendisligi prosesi [62].

Hiicrelerin doku miihendisliginde temel faktorlerden bir tanesi olmasinin sebebi
cogalma, farklilagma, sinyalizasyon ve ECM olusturma gibi kabiliyetlerine sahip
olmalaridir. Hiicreler, tasarlanmis doku iskelesinin bir pargasi olabilecegi gibi,
iletici veya uyarict biyomalzeme ya da biyoajanlar yardimiyla in-vivo olarak da
kullanilabilirler. Otolog hiicre kaynaklar1 biyopsilerinin ve kullanimlarinin
sagladig1 kolayliktan dolayr en iyi segenektir. Tasarlanan dokuya ait hiicresel
bilesen gelistirilirken dikkat edilmesi gereken hususlar su sekilde siralanabilir
[63];

e Uygun hiicrenin tanimlanmast
e Hiicrenin birincil kaynaktan izolasyonu
e (ogaltilma sirasinda fenotipinin veya fonksiyonlarinin degistirilmesi

e Hiicre kiiltiirliniin viriis ve bakteri gibi organizmalardan korunmasi.

Doku iskeleleri, doku miihendisligi yaklagimlarinda temel bilesenlerden bir
tanesidir. Hicrelerin tasarlanmis doku icerisindeki organizasyonu, gelisimi ve
degisimi doku iskelesi tarafindan yonlendirilir. Doku iskelesi hiicreler i¢cin mekanik

destek saglamanin yaninda doku olusumu sirasinda gerekli olan kimyasal ve

14



biyolojik ihtiyaglart da karsilamalidir [64]. Biyomalzemenin hiicreler ile uyumu,
orijinal ECM’de oldugu gibi molekiiler diizeyde de hassas ve kontrollii olmalidir.
Ayni zamanda malzemenin degredasyonu sonucu olusan Triinler toksik ve
immiinojen olmamali, malzemenin degredasyon hizi ile iiretilen dokunun olugma hiz

ortiismelidir.

Biyomimetik malzemelere ulagsmak i¢in ya sifirdan yeni bir malzeme sentezlemek
ya da var olan malzemeleri biyoaktif molekiillerle modifiye etmek gerekir. Son
calismalarda insan saghgl i¢in zararli olmadigr kanitlanmis malzemelerin
modifikasyonu 6n plana ¢ikmaktadir. Biyoaktif molekiillerin modifikasyon igin
kullanilma amaci hiicrelerin doku iskelesi iizerine baglanarak burada yayilmalarini,
cogalmalarin1 ve degismelerini saglamaktir. Biyoaktif molekiiller, ECM'e ait tiim
molekiiller veya bu proteinlerden izole edilmis sadece hiicre baglanmasi icin gerekli
olan molekiiller olabilir. Biyoaktif molekiillerin se¢imi, ekilen hiicre tipine, doku

iskelesine, orijinal ECM’e ve gerekli olan hiicresel cevaba baghdir [61].

2.3.2. Kemik Doku Miihendisligi

Travma ya da patalojik lezyon kaynakli biiyiikk kemik hasarlari, prognozlarinin ve
tedavilerinin zorlugundan dolayi1 klinik problemlerin basinda gelir. Bu tiir hasarlarin
tedavisinde kullanilan en yeni yaklasim kemik doku miihendisligidir [65]. Kemik
doku miihendisliginin dayandigi iki temel konsept vardir. Bunlardan birincisi; otolog
hiicrelerin in-vitro olarak doku iskelesi iizerinde ¢ogaltilmasi, ikincisi ise; doku
iskelesinin hasarli bolgeye yerlestirilmesi ve hastaya ait hiicrelerin hasarli dokuyu
yenilemesine izin verilmesidir. Dokunun yenilenme prosesi stiresince doku iskelesi
degradasyona ugramali, doku tamamen yenilendiginde iskele ortamda bulunmamali
ve dokunun faaliyete gecmesine izin vermelidir. Bu yaklasim greft uygulamalarina

ait bazi eksiklerin oniine gecer [66, 67].

Geleneksel otogreft ve allogreft prosediirleriyle karsilagtirlldiginda kemik doku
mithendisligi teknikleri dondr azlig, tedarik zorluklari, patojen bulagmasi ve immiin
reddi gibi problemleri ortadan kaldirir [68,69]. Bu nedenle kemik doku miihendisligi

hizla gelisen bir arastirma alan1 haline gelmistir [70].

Kemik dokusu iiretiminde; yapay ECM (doku iskelesi), osteoblast veya osteoblasta
doniigebilen  hiicrelerle  birlikte  hiicrelerin = biiyiimesine,  degisimine ve

mineralizasyonuna katkida bulunan faktorler kullanilir. Bu bilesenlerden yiiksek
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poroziteye sahip doku iskeleleri hiicre ekimi, ¢ogaltilmasi ve ii¢ boyutlu doku
olusturulmasinda kritik bir rol oynar [8, 71]. Doku iskelesi hiicreler igin ii¢ boyutlu
bir zemin saglarken, doku olusumu icin de bir sablon gorevi goriir. ideal bir doku
iskelesi; biyouyumlu ve biyobozunur olmali, hiicreler arasi etkilesime izin vermeli ve

doku gelisimi i¢in gerekli olan mekanik ve fiziksel 6zellikleri kargilamalidir [70].

Metaller, seramikler, polimerler ve bunlarin kombinasyonlart kemik doku tedavisi
icin kullanilan malzemelerin basinda gelir. Metaller ve seramikler biyolojik ¢evrede
bozunur olmamalar1 ve islenmeleri sinirli oldugu icin doku miihendisligi
uygulamalarina uygun degildir [72]. Buna karsilik polimerler, bilesenleri ve sekilleri
ihtiyaca gore belirlenebildigi i¢in miikemmel dizayn esnekligine sahiptirler.
Biyobozunurluk polimerlere molekiiler olarak kazandirilabilir. Baz1 polimerler viicut
stvist icinde hidroliz olabilirken, bazilar1 hiicresel veya enzimatik yollardan
bozunabilir. Bu avantajlarindan dolay1 polimerler ilgiyi tizerlerine ¢ekmektedir ve

kemik doku miihendisliginde yaygin olarak kullanilmaktadirlar [73].

2.3.3. Sert Doku Onarim Malzemeleri

2.3.3.1. Greftler

Kemik greftleri; osteojenik, osteoindiiktif veya osteokondiiktif 6zellikleri kullanarak
kemik iyilesmesine katkida bulunan, tek basina veya diger malzemelerle
kombinasyonlar1 seklinde implantasyonu yapilabilen malzemeler olarak tanimlanir
[74]. Osteojenik malzemeler, icerisinde farklilagabilen hiicreler bulunduran ve dogal
bir sekilde kemik olusturma yetenegine sahip malzemelerdir. Osteoindiiktif
malzemeler, lokal hiicrelerin olgun osteoblastlara doniismesini saglayan uyarici
biyolojik sinyali saglarlar. Osteokondiiktif malzemeler ise lokal kemik dokusunun
yenilenmesine yardim eden {i¢ boyutlu doku iskelesi gorevi {istlenirler.
Ostekondiiktif malzemeler kemik olusturma veya kemik olusumunu indiikleme
ozelligine sahip degildirler. Greftler i¢in diger onemli 6zellikler biyobozunurluk,
porozite, ylizey geometrisi ve yilizey kimyasi olarak siralanabilir [75]. Otogreft,

allogreft ve zenogreft olmak iizere li¢ tip kemik grefti vardir.

2.3.3.1.1. Otogreft

Kemik greftleri; hastadan, bir dondrden veya kadavradan alinip kemik dokusunun
iyilesmesi icin ihtiya¢ duyulan bolgeye yerlestirilen kemik pargalaridir. Otogrefler

ise kemik doku miihendisligi alaninda altin standart olarak nitelendirilirler
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[74,77,78]. Otogreft, hastanin kendisinden (genellikle kal¢ca kemiginden) alinan ve
ihtiya¢ duyulan yere implante edilen greftlerdir. Otogreftlerin kokeni hastaya ait
oldugu i¢in ¢ok nadir immiin yamt gosterirler. Otogreftler, kemik doku
miihendisliginin temel gereksinimlerini karsilamalarina ragmen bazi eksikliklere
sahiptir. Genellikle greftin alindig1 bolgede doku 6liimii ve enfeksiyonla karsilagilir.
Boyle durumlarda dondr bolge implantasyon yapilan bolgeye gore daha ¢ok aci
verebilir. Karsilagilan diger bir sorun ise dondr bdlgeden alinabilecek doku
miktariin siirli olmasidir. Bu gibi eksiklikler nedeniyle otogreftlerin yerini

tutabilecek yontemlerin arayiglart hizlanmistir [76].

2.3.3.1.2. Allogreft

Kemik doku mihendisliginde greft c¢oziimlerinden bir digeri allogreftlerdir.
Allogreftler kadavra veya bir dondrden alinan greftlerdir. Bu greftler donérden
alindiktan sonra hastalik gecislerini 6nlemek amaciyla dondurma, 1ginlanma veya
liyofilize etme gibi proseslerden gegirilirler [3]. Allogreftler degisik sekil ve
biiyiikliikte elde edilebilir. Kadavra veya donor kokenli olduklart i¢in hastanin ikinci
bir cerrahi operasyon gecirmesine gerek yoktur. Bu durum dondr bolgeye ait
mobidite gibi komplikasyonlar1 ortadan kaldirir. Allogreftler uygulanan sterilizasyon
prosediirlerine ragmen cok iyi sonu¢ vermeyebilir. Osteojenik olmadiklart gibi
otogreftlere gore daha az osteokondiiktif ve daha az osteoindiiktif 6zellige sahiptirler.
Liyofilize islem gordiikleri icin otogreftlere nazaran diisiik mekanik 6zellikler
sergilerler. Allogreftler hastanin kendisine ait dokular olmadig1 i¢in immiin yanitla
karsilasma olasiliklar1 yiiksektir ve bu nedenle immiin Onleyici ilaglarla birlikte

kullanilirlar [76].

2.3.3.1.3. Zenogreft

Zenogreftler bir tiirden alinip baska bir tiire implante edilen greftlerdir [74]. Kemik
tedavisinde genellikle zenogreft olarak inorganik sigir kemigi kullanilmaktadir. Bu
greftler icerdikleri organik yapilardan arindirilmak amaciyla kimyasal ve termal
islemlerden gegirilirler. Neredeyse tamamen hidroksiapatitten meydana gelirler ve
insan kemigi ile benzer 6zelliklere sahiptirler. Mekanik dayanimlar1 ¢ok diisiiktiir.
Zenogreftler kolaylikla kirilabildikleri i¢in kemik iyilesmesi siirecinde smirh
mekanik destek saglayabilirler ve cerrahi operasyonlarda kullanimlar1 zordur.

Immiin riski yiiksek oldugu i¢in kullanish degildirler. immiin riskini azaltmak igin
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uygulanan  deproteinizasyon  islemleri  sirasinda  aktif  proteinlerin  de

uzaklastirilmasindan dolay1 osteoindiiktif 6zellikleri kaybolur [3].

2.3.3.1.4. Diger Greftler

Yukarida bahsedilen greftlerin disinda metaller ve seramikler de alternatif kemik
greftleri olarak kullanilmaktadirlar. Genellikle kirik ve omurga tedavilerinde
kullanilan metal implantlar titanyum, paslanmaz ¢elik ve kobalt igerirler [79, 80]. Bu
implantlarin osteoindiiktif ve osteokondiiktif 6zellikleri yoktur. Kemik dokusuyla
karsilagtirildiklarinda daha yliksek mukavemete sahiptirler ve gerilmeye karsi

koruyucu etki saglarlar.

Seramikler yiiksek sicaklikta iiretilen inorganik kristalin malzemelerdir. Kalsiyum
fosfat, kalsiyum siilfat ve hidroksiapatit gibi inorganik molekiiller icerirler [74, 81].
Osteokondiiktif o6zelliklere sahip olduklari i¢in kemik olusumuna destek olurlar.
Ancak diisiik mekanik 6zellikleri ve yiiksek ¢oziinme hizlar1 yiik dayanimi agisindan

tatmin edici degildir.

2.4. Doku Iskeleleri

Doku iskeleleri kemik ECM 'ini taklit edip, hiicre yapigsmasina, gogiine, ¢ogalmasina
ve farklilasmasina Onciiliik ederek, doku yenilenmesinin {i¢ boyutlu olarak
gerceklesmesini amaglarlar [82]. Doku iskeleleri; ileri malzeme ve proses
teknolojileriyle tiretilmis gozeneklere ve kanallara sahip li¢ boyutlu yapilardir. Bu

yapilar siingerimsi, film, jel veya daha kompleks sekillerde elde edilebilirler.

Sert doku onariminda kullanilan doku iskeleleri hiicrelerin yapismasina, ¢ogalmasina
ve farklilagmasina yardim ederek, saglikli dokunun olusturulmasinda ve
fonksiyonlarin yeniden kazanilmasinda gorev alirlar. Hasarli dokunun iyilesmesi
stirecinde sekillerini, mukavemetlerini ve biyolojik biitiinliiklerini koruyan sert doku
iskeleleri, iyilesme siireci tamamlandiginda ortamdan tamamen uzaklagmis olurlar.
Doku iskeleleri; biyouyumlu, radyolusen, kolay sekillendirilebilen, alerjik olmayan,
kanserojen olmayan, gerekli mukavete sahip, zaman igerisinde kararliligini, hacmini

ve osteokondiiktif 6zelliklerini koruyabilen malzemelerden {iretilirler [83-87].

Kemik doku iskeleleri yukarida bahsedilen 6zelliklerin disinda uygun poroziteye ve
gozenek yapisina da sahip olmalidirlar. G6zenek boyutu ve gozenekler arasindaki
baglantilar, iskele igerisinde biliyliyebilecek hiicre sayisini etkiledigi gibi iskele

icerisindeki madde ve besin transferini de etkiler. Diger bir deyisle gdzenek boyutu
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dagilimi ve gozenekler arasindaki baglantilar hiicre ekimi, hiicre gocii, matriks
olusumu, vaskiilarizasyon ve besin transferi igin elverisli olmalidir. Optimum
gbzenek boyutu iizerinde bir fikir birligine varilamasa da daha Once yapilan
calismalar 100-500um araligindaki gézenek boyutunun kemik olusumu i¢in uygun

oldugunu gostermektedir [88-90].

Mekanik acidan, doku iskeleleri dokunun hacmini koruyabilmesi ve dokunun
yenilenebilmesi icin ihtiya¢ duyulan mekanik destegi saglamalidir. Doku iskelesi
tarafindan karsilanmasi gereken en 6nemli mekanik 6zellikler; sertlik, mukavemet ve
yorulma direncidir. Doku iskelesi sertliginin kemik dokusundan daha yiiksek oldugu
durumlarda olusan stres yogunlasmasi kemik hatalarina yol acgabilir. Bunun tersine
doku iskelesi sertliginin kemik dokusuna ait sertlik degerinden daha diisiik olmasi
durumunda, iskele icerisinde olusacak stres yogunlugu implant hatalarina yol agacak
ve kemik atrofisi olusacaktir. Doku iskelesi ve kemik dokusu arasindaki bu orantisiz
yiik paylasimi stres kalkani olarak bilinir [91]. Stres kalkani kemigin sekillenme ve
iyilesme proseslerini olumsuz yonde etkiler. Yiikten az etkilenen kemik kendisini
diisiik strese adapte eder ve sonug olarak diisiik yogunlukta, zayif bir kemik dokusu
olusur. Kemik doku iskeleleri, dogal kemigin sahip oldugu mukavemete esit ya da
daha yiiksek mukavemete sahip olmalidir. Implantasyon yapilan bdlgenin maruz
kalacag1 fiziksel kuvvetlerin, in-vivo olarak gelisen dokunun iskeleyi doldurma
stireci tamamlanana kadar doku iskelesi tarafindan kompanse edilmesi gerekir. Son
olarak, viicut icerisinde emilimi yapilamayan doku iskeleleri i¢in yorulma direnci
cok onemlidir. Bu iskeleler tasarlanirken hastanin geri kalan hayatinda maruz
kalacag1 dongiisel yliklenmeler g6z 6niinde bulundurulmalidir. Nihai {iriin tiretilirken
mekanik Ozelliklere ve biyolojik ihtiyaclara dikkat edilmeli, kimyasal icerik doku

gelisimine izin verecek sekilde se¢ilmelidir.

Doku iskelesi dizayninda yiizey topografisi, ylizey enerjisi, kimyasal bilesim, yiizey
1slanabilirligi, yiizey biyoaktivitesi gibi ylizey oOzellikleri biiylik 6nem tasir. Bu
ozellikler doku iskelesinin sadece dis yiizeyi i¢in degil ii¢ boyutlu i¢ yiizeyi i¢in de
onemlidir. Kullanilan polimerik malzemelerin biyoaktif molekiillerle modifiye
edilmesi iskeleye biyoaktif 6zellik kazandirmak icin uygulanan bir tekniktir. implant
ile doku arasindaki mikro-hareketleri azaltmak i¢in uygun bir yiizey tasarlanabilir.
Ihtiyag duyulan arayiizey ozellikleri sadece yiizey kimyasiyla alakali degil aym

zamanda nanometre ve mikrometre 6l¢egindeki yiizey topografisiyle de alakalidir.
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Yapilan ¢alismalar ylizey piriizliiliigiiniin hiicre morfolojisini ve biiyiimesini
etkiledigini gostermistir. Piiriizli yiizeylerin hiicre yapismasi i¢in diiz yiizeylere

oranla daha iyi sonuclar verdigi gozlenmistir [92, 93].

Kemik doku iskeleleri icin bir diger Onemli konu cerrahi operasyon sonrasi
stabilitenin korunmasidir. Operasyon sonrasinda implant ve kemik dokusu sikica
birlesmis olmali ve osteo-integrasyon saglanmis olmalidir. Doku iskelesinin
anatomik agidan geometrisi hasarli bolgeyle aymi boyutlarda olmali ve hasar
tamamen doldurmalidir. ileri bilgisayar destekli teknolojiler sayesinde hastaya 6zgii

doku iskeleleri tiretilebilmektedir [94].

2.4.1. Doku iskelelerinde Kullanilan Malzemeler

Doku iskelesi tiretiminde en yaygin olarak kullanilan malzemeler dogal polimerler ve
sentetik polimerlerdir. Polimerik doku iskelelerinin mekanik ve biyolojik
ozelliklerinin gelistirilmesi amaciyla kullanilan seramiklere de doku iskelesi

malzemeleri icerisinde yer verilir.

2.4.1.1. Dogal Polimerler

Bitki, hayvan veya insan dokularindan elde edilen kollajen, fibrin,
glikozaminglikanlar (GAG), kitosan, aljinatlar ve nisasta doku iskelesi iiretiminde
yaygin olarak kullanilan dogal polimerlerdir [95, 96]. Dogal polimerler yiiksek
biyouyumluluga sahip malzemelerdir. Toksiklik oranlari ve immiin yanitla
karsilasma olasiliklar1 diisiiktiir. Avantajlarinin yaninda iirlinden iirene degisiklik
gostermeleri, diisik mekanik Ozelliklere sahip olmalar1 ve proses zorluklari bu
polimerlere ait dezavantajlar olarak sayilabilir. Diger dogal malzemelerle ve sentetik
malzemelerle birlikte kullanilabilirler. Dogal olarak veya enzimler vasitasiyla
bozunabilirler. Mekanik 06zelliklerinin gelistirilmesi i¢in  genellikle kimyasal

modifikasyona ihtiya¢ duyarlar.

2.4.1.1.1. Kollajen

Doku ikelesi iiretiminde en ¢ok kullanilan dogal polimerlerden bir tanesi kollajendir.
Kollajen; uzun, gergin, ilig-sarimli helizonik yapiya sahip bir fibroz proteindir.
Ekstraseliiler matrisin ana proteini ve bag dokusunun bir bileseni olan kollajen, bu
dokular icin mekanik destek saglar. Insan viicudunda en ¢ok bulunan kollajen

cesitleri; Tip-I (deri ve kemik), Tip-II (kikirdak) ve Tip- III kollojenleridir (damar).
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Kollajen dogal polimeri sutiirlerin ve hemostatik ajanlarin (toz, siinger, oOrtii )
tiretiminde, kan damarlar1 (ekstruder tlip), tendon, bag doku, dermal yanik ve

periferik sinirlerin tedavilerinde kullanilmaktadir [96-99].

2.4.1.1.2. Kitosan

Kitosan, kitinin N-deasetile tlirevidir. Dogal bir polisakkarit olan kitosan kabuklu
canlilarin ve boceklerin dis iskeletinde bulunur [100, 101]. B-(1-4) bagh D-
glikozamin ve rastgele dagilmis N-asetil-D-glikozaminoglikan gruplaridan olusurlar.

Kitosan viicut igerisinde enzim yoluyla bozunabilen bir polimerdir.

Toksik olmayisi, biyobozunur olmasi ve iyi yapisal 6zelliklere sahip olmasi1 kitosani
doku miihendisligi uygulamalar i¢in cazip kilmaktadir. Kitosanin degredasyon hizi
icerdigi asetil miktar ile degisir [102]. Molekiil agirligi ve deasetillenme derecesi bu

polimerin fiziksel ve mekanik 6zelliklerini etkilemektedir [103, 104].

Kitosan pH 7 degerinin lizerinde ¢oziinmez ve pH 5 degerinin altinda ¢oziiniir
durumdadir. Kitosan pH degerinin yeteri kadar yiliksek oldugu durumlarda giiclii
fiberler olusturarak jellesir. Glutaraldehit gibi ¢apraz baglama ajanlar1 kullanilarak

kovalent ¢apraz bagl hidrojeller elde etmek miimkiindiir.

Kitosan kullanilarak membran ve matriks seklinde doku iskeleleri iiretilebilmektedir.
Hepatosit hiicreler ile yapilan biyolojik degerlendirmeler, hiicrelerin kitosan doku
iskeleleri iizerinde morfolojik 6zelliklerini korudugunu ve biyolojik aktivitelerini
stirdlirdiiklerini ~ gdstermistir. Bununla birlikte kitosan, kemik doku tedavilerinde
kondrosit  hiicrelerin  yapigsmasint  ve gelismesini  desteklemek amaciyla

kullanilmaktadir.

2.4.1.1.3. Glikozaminoglikan
Glikozaminoglikanlar (GAG), viicut ekstraseliiler matriksi igerisinde bulunan
glikoproteinlerdir. Yapilan ¢alismalarda GAG ve kollajen kombinasyonu ile tiretilen

nanofiber doku iskelelerinin basarili sonuclar verdigi gézlenmistir [105, 106].

GAG:; uzun zincirli, lineer, karboksilik ve/veya siilfat ester gruplari igeren disakkarit
birimlerinden olusur. Bu fonksiyonel gruplar kollajenle aralarinda koprii ve bag

olusturma yetenegine sahiptir.

Hyaluronik asit, bag dokusunun temel bilesenidir ve en yaygin GAG’lar1 igerir. N-

asetilglikozamin ve glikoronik asit, yapilarinda disakkarit tekrarlayan birimleri
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bulunan anyonik polisakkaritlerdir. Tekrarlanan birim sayist 500 ile bir ka¢ bin
arasinda degisir. Hyaluronik asit ¢ok yliksek su baglama kapasitesine sahiptir ve

seyreltik ¢ozeltileri yiiksek viskozite degerleri gosterir.

Hyaluronan; deri, kikirdak, g6z camsi cismi gibi viicudun bir¢ok dokusunda bulunur
ve bu dokularla alakali biyomedikal uygulamalarda kullanilir. Ik olarak goz
ameliyatlarinda ve daha sonra diz osteoartrit tedavilerinde kullanilmistir [107].
Hyaluronanin jel ve film seklindeki iirlinleri, ameliyat sonrasi yapismalari
engellemek amaciyla kullanilmaktadir [108]. Son c¢alismalar hyaluronik asidin
kikirdak ve kemik doku tedavileri i¢in iiretilen doku iskelelerinde kullanilabilecegini
gdstermistir [109, 110]. izolasyonu ve modifikasyonu kolay olan hyaluronik asit,
horoz 1ibigi ve mikrobiyal fermantasyon gibi dogal kaynaklardan elde

edilebilmektedir.

2.4.1.1.4. Ipek Fibroin

Ipekler, ipek bocegi ve oriimcekler tarafindan fiber seklinde iiretilen ilging
ozelliklere sahip fibroz proteinlerdir. Ipek fiberlerden iiretilen siitiirler yiizlerce yildir
kullanilmaktadir. Ipek bazli jel, siinger ve film seklindeki biyomalzemelerin

tiretimine son yillarda baglanmistir.

Ozellikle ipek bdceginin (Bombyx mori) iirettigi ipegin degisik uygulamalarda
biyomalzeme olarak kullanilabilecegi kesfedilmis ve bununla ilgili g¢esitli proses

mekanizmalart gelistirilmistir [111, 112].

Genel olarak, ipek fibroin insan hiicrelerinin biiyiimesini destekleyen yiiksek

biyouyumluluk sergileyen dogal bir polimerdir.

2.4.1.1.5. Agaroz

Agaroz deniz yosunlarindan ekstrakte edilen bir polisakkarittir. Hiicre gelisimine izin
verdigi igin Ozellikle doku kiiltiir sistemleri basta olmak iizere cesitli biyomedikal
uygulama alanlarinda kullanilmaktadir. Molekiiler yapisi 1,4-bagli-3-6 anhidro-o-
galaktoz ve 1,3-bagli-B-D-galaktozun ardisik kopolimeri seklindedir. Yapisinda bol
miktarda hidroksil grubu icerdigi icin suda ¢oOziiniirliigli yiiksektir. Agarozun gift
sarmal yapis1 zincirler arasinda bulunan hidrojen baglar1 vasitasiyla olusur. Agoroz
malzemeler enzimatik olarak degredasyona ugrarlar. Agaroz jellerin mukavemet ve

gecirgenlik ozellikleri igerdikleri agaroz konsantrasyonuna baghdir. Bu jeller

22



kikirdak fenotipi ve sinir yenilenmelerini destekledigi icin kikirdak doku

miithendisliginde kullanilmaktadir [113].

2.4.1.1.6. Aljinat

Aljinat, kahverengi alglerin hiicre duvarlarinda bulunan dogal bir polisakkarittir.
Agarozlara benzer sekilde suda ¢oziiniirliikleri yiiksektir. B-D-mannuronat(M) ve a-
L-guluronat (G) olmak {iizere iki monomerden olusan bir polianyondur. Aljinatlarin
fiziksel ve mekanik 6zellikleri gluronat bloklarin uzunlugu ve miktar1 ile dogrudan

alakalidir.

Aljinatlar elektrolitik karaktere sahip polimerlerdir ve iki degerlikli katyonlarin
(kalsiyum, stronsiyum veya baryum) varliginda jellesirler. Ayni nedenden dolayi
katyonlarin uzaklastirilmasi durumunda aljinat jeller ¢o6ziinlir duruma gecerler.
Ayrica yapilan c¢alismalar c¢esitli hiicre tiplerinin aljinat malzemeler iizerinde

morfolojik 6zelliklerini koruduklarini géstermistir [114].

2.4.1.2 Sentetik Polimerler

Kimyasal olarak sentezlenen biyobozunur polimerler ¢esitlilik, kararlilik ve kolay
islenebilirlik gibi Ozelliklere sahip olmalari dolayisiyla doku iskelesi iiretiminde
yaygin olarak kullanilmaktadirlar [115]. Dogal polimerlerle karsilastirildiklarinda
sentetik polimerler istenilen yapida ve 6zelliklerde elde edilebilmektedirler. Sentetik

polimerlerden alinacak sonuglar daha tahmin edilebilirdir ve kararlilik gésterir [116].

Ozel uygulamalar igin iiretilen doku iskelelerinin degredasyon hizi, polimer
(kopolimer veya blend) se¢imi ile istenilen oranda degistirilebilir. Bu polimerlerin
bir¢ogu basitce hidrolitik degredasyona ugrarlar. Ancak biyouyumluluklar1 genellikle
dogal polimerlerden daha diisiiktiir. Asidik polimerlerin degredasyon (iriinleri,

in-vitro hiicre gelisimini etkileyebilir ve in-vivo inflamatuar yanita neden olabilir.

Doku iskelesi iiretiminde en yaygin kullanilanilan sentetik biyobozunur polimerler;
poli(glikolik asit) (PGA), poli(laktik asit) (PLA) ve bu iki polimerin kopolimerleri
veya blendleri, ve bir alifatik poliester olan polikaprolakton (PCL)’dur.

2.4.1.2.1. Poli(glikolik asit), Poli(laktik asit) ve Kopolimerleri
Poli(a-hidroksiasitler) hiicre transplantasyonu ve doku yenileme uygulamalarinda

yaygin olarak kullanilan biyobozunur sentetik polimerlerdir. Doku miihendisligi
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alaninda en c¢ok kullanilan poli(a-hidroksiasitler); poli(glikolik asit) (PGA),
poli(laktik asit) (PLA) ve bunlarin kopolimerleridir [116-119].

Poli(a-hidroksiasitler) lineer alifatik poliesterlerdir ve viicut i¢erisinde hidroliz olarak
bozunurlar. Bozunma hizlari; yapisal konfigiirasyonlarina, molekiil agirliklarina,
yiizey alanlarina, kristallik derecelerine, maruz kaldiklar1 gerilime, kalinti monomer
miktarina, implantasyon bolgesine ve kopolimerlik durumunda igerdikleri hidroksi

asit miktarina bagl olarak degisir.

Poli(a-hidroksiasitler) iyi mekanik oOzelliklere sahip malzemelerdir. Termoplastik
olduklar1 i¢in kaliplama, ekstriizyon, ¢oziicii dokme gibi yontemler kullanilarak

kolaylikla film, tiip ve matriks gibi sekillerde elde edilebilirler.

PGA, poli(a-hidroksiasitler) arasinda en basit kimyasal yapiya sahip olan polimerdir.
Bu o6zelliginden dolay1 yiiksek kristallige, yiiksek erime noktasina ve organik
¢oziicliler icersisinde diisiik ¢oziiniirliige sahiptir. PGA cerrahi siitiirlerin iiretiminde
siklikla kullanilmaktadir. PGA siitiirlerin mekanik 6zellikleri, PGA ‘in suya olan

yiiksek ilgisi nedeniyle biyolojik ortamda 4 hafta icerisinde zayiflamaya baslar.

PLA'in kimyasal yapisinda PGA'e gore fazladan bir metil grubu bulunur ve bu metil
grubu PLA'in daha hidrofobik olmasini saglar. PLA’in bozunabilmesi igin su
molekiillerinin polimer zincirlerinde bulunan ester baglarina ulagsmasi gereklidir. Bu
nedenle PLA’in bozunma hizi PGA ile karsilastirildiginda daha yavastir. Buna
karsilik PLA organik c¢oziiciilerde PGA'e gore daha yiiksek ¢oziiniirliige sahiptir.

PLA kiral yapisindan dolay1 iki farkli steroizomerik forma sahiptir ve ii¢ tip PLA
polimeri vardir. Bu polimerler D-PLA, L-PLA ve iki formun bir arada bulundugu
D,L-PLA'dir. Poli-L-laktat (PLLA), L-laktatin halka acilmasi polimerizasyonu ile
elde edilen bir polimerdir. Sekil-2.5 PLA‘in halka ac¢ilma polimerizasyonunu
sematize etmektedir. PLLA’in kristalinitesi %37 civarinda, camsi gecis sicakligi
50-80°C araliginda ve erime sicakligi 180-190°C araligindadir. Poli-D-laktat
(PDLA) PLLA'e benzer fakat D-laktatin polimerizasyonundan elde edilir. Pratik
uygulamalardan ¢ok deneysel seviyelerde kullanilir. Poly-D,L-laktat (PDLLA) bir
rasemik polimerdir. D-laktat ve L-laktat karisimindan elde edilir. Amorf yapiya

sahiptir ve camsi gegis sicakligi 60°C civarindadir.

PLA’in kristallik derecesi, polimerin su tutma 6zelligini ve degredasyon kinetigini

dogrudan etkiler. Su molekiilleri, polimer igerisindeki amorf bolgelere daha kolay

24



ulasabildigi i¢in bozunma bu bolgelerde daha hizli gergeklesir. Diislik kristallige
sahip olan PDLLA, PLLA'e gore daha hizli bozunur. Buna ek olarak kristallik
miktart polimerin uygulama alanin1 da etkilemektedir. Amorf polimerler aktif
maddeler ile daha homojen bir yap1 olusturabildigi i¢in ilag salinim sistemlerinde
kullanilirken, yarikristalin polimerler daha iyi mekanik &zelliklere sahip olduklar

icin yapisal destek gerektiren uygulamalarda kullanilmaktadir.

GE" ¢ Ring-opening
Cmd-;-nsahun" 0 pwmenzat-on
HCJ/C “e—0 s
I

OH
Lactic acid U
ac Lactide dimer High molecular weight PLA
H;C
Fa-::llde D.L- tacllde D- Iactlde-

Sekil 2. 5: Laktat stereoizomerleri ve PLA ‘in halka ac¢ilma
polimerizasyonu [120].
PLA, PGA ve kopolimerleri, kemik doku tedavilerinde biyocam veya HA gibi
seramiklerle kombinasyonlar1 seklinde kullanilmaktadir. Bu dolgular kemik
hiicrelerini kemik yenilenmesi i¢in uyarabildikleri gibi kullanilan polimerin mekanik
ozelliklerini de gelistirirler. Biyouyumluluk, implantin kisa ve uzun vadeli
basarisinda dnemli rol oynar. Biyobozunur malzeme uygulamalarinda hem implantin
hem de degredasyon iiriinlerinin biyouyumlu olmasi ve toksik olmamasi
beklenmektedir. PLA, PGA ve kopolimerlerinin in-vivo ve in-vitro biyouyumlulugu
tizerine birgok calisma yapilmig ve raporlar yaynlanmistir. PLA ve PGA
implantlarin asidik degredasyon {iriinleri iizerine tartismalar bulunmaktadir. Bununla
birlikte calismalarin ¢ogunlugu, PLA ve PGA implantlarin viicut igerisinde basit
reaksiyonlara neden olduklar1 ve bilinmeyen bir viicut reaksiyonuna kaynak teskil

etmekdiklerini gostermistir [121].

2.4.1.2.2. Polidioksanon (PDS)
Polidioksanon, p-dioksanonun halka agilma polimerizasyonu ile elde edilir.

Polidioksanonun degredasyon iiriinleri toksik degildir. PLA ve PGA ile
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karsilastirldiginda, PDS daha elastiktir. PDS’1n degredasyon hizit PGA’e yakindir ve
PLA’e gore daha hizlidir [114].

PDS genellikle diger polimerlerle birlikte blend ya da kopolimer seklinde kullanilir.

PDS siitiir ipliklerinin tiretiminde kullanilmaktadir.

2.4.1.2.3. Poli(e-kaprolakton)

Poli(e-kaprolakton) (PCL) biyobozunur ve biyouyumlu bir alifatik poliesterdir. Bu
ozelliklerinden dolay1 bir¢ok tedavi alaninda kullanilmaktadir. PCL’un erime noktasi
60°C, cams1 gegis sicakligr -60°C’dir ve oda sicakliginda kauguksu fazda bulunur.
Termal stabilitesi yiiksek olan PCL’un dekompozisyon sicakligi 350°C’dir. PCL,
e-kaprolaktonun katalizor (kalay oktanoat vb.) varliginda gergeklestirilen halka
acilmast polimerizasyonu ile elde edilir. Sekil-2.6 PCL'un halka agilmasi

polimerizasyonunu sematize etmektedir.

o-
Catalvst and Heat

VUL O ——(CHp)g——C v
n

& - Caprolactone Polycaprolactone

Sekil 2.6: PCL'un halka agilmasi polimerizasyonu [122].

PCL, fizyolojik sartlar altinda hidrolitik mekanizma {iizerinden bozunurken, belirli
sartlarda enzimatik yoldan bozunmasi da miimkiindiir [123, 124]. PCL’un bozunma
hizi PLA ve PGA’den daha yavastir. Bu nedenle uzun dénemli implantlar i¢in

kullanilmalar1 daha uygundur.

PCL diger polimerlerle blend seklinde kullanilabilirken, e-kaprolaktonun diger

monomerlerle kopolimerizasyonu da gerceklestirilebilir.

2.4.1.2.4. Poliiiretanlar

Politiretan (PU) terimi, zincirleri iizerinde {iretan baglari bulunan ¢ok genis bir
termoset polimer ailesini kapsamaktadir. Poliiiretanlar diizosiyanat ve dioller
arasindaki polimerlesme reaksiyonuyla elde edilirler. PU’ lar diisilk cams1 gecis
sicakligina sahip yumusak segment ile sert segmentlerin birlesiminden olusan blok

kopolimerler olarak sentezlenirler.
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Politiretanlarin biyouyumlu olmalar1 ve iistiin mekanik 6zelliklere sahip olmalar1 bu
malzemelerin biyomedikal alaninda kullanimina olanak saglar. Poliiiretanlarin
medikal uygulamalar1 50°1i yillardaki gogiis protezleri ve kardiyovaskiiler cihazlarla
baslar. Giiniimiizde, politliretanlar kalp pili, kateter, yapay kalp ve kalp kapake¢igi
tiretiminde kullanilirlar. Bir¢ok aragtirma grubu poliiiretanlarin  biyobozunurluk
sorununu ¢ézmek icin malzeme kimyasini degistirmek (monomer tipi ve orani) ve
katkilardan yararlanmak gibi stratejiler {izerinde c¢alismaktadir. Biyobozunur
poliiiretanlar, degredasyon iriinleri toksik olmayan lizin-diizosiyanat ve
hekzametilen diizosiyanat gibi diizosiyanatlardan {iretilirler. Doku miihendisligi
alaninda miyokardiyal ve vaskiiler dokularin tedavilerinde kullanilmak iizere

biyobozunur poliiiretanlar gelistirilmistir [125, 126].

2.4.1.2.5. Poli (orto-Ester)

Poli(orto-ester) biyobozunur 6zellige sahip sentetik bir polimerdir. Bu polimerin
bozunmasi yiizey erozyonu seklinde gerceklesir. Bozunma sirasinda pargalara
ayrilmak yerine gitgide incelirler [127]. Bu 6zellik ila¢ salinim sistemleri i¢in 6nemli

olup ilag¢ saliniminin daha kontrollii bir sekilde yapilmasini saglamaktadir.

Poli(orto ester)’in bozunmasi hidroliz seklinde gerceklesir ve bozunma hizi zamanla
artar. Bozunma hizinin artmasinin nedeni bozunma sonucu aciga ¢ikan asidik

iriinlerin bozunma reaksiyonu icin katalizor olarak ¢alismasidir.

2.4.1.2.6. Polianhidritler

Polianhidritler miikemmel in-vivo biyouyumluluga sahip polimerlerdir ve ilag
salinim sistemlerinde siklikla kullanilirlar [128]. Polianhidtritler hidrofobik 6zellik
sergilerler. Yapilarinda kristalin faz icerirler ve erime noktalar1 100°C civarindadir.
Alifatik polianhidritler, diasitlerin dehidrasyon reaksiyonlar1 ile sentezlenirler.
Polimer yapisindaki anhidrit baglar kararsizdir, bu nedenle olduk¢a hizli bozunurlar.
Polianhidritlerin bozunma hizlar1 hidrofobiklik 6zelliklerinin arttirilmasiyla
yavaglatilabilmektedir. Bu polimerlerin bozunma mekanizmalar1 ylizey bozunmasi
seklinde gerceklesir. Polianhidritler 1s1k altinda c¢apraz baglanma o6zellikleri

sayesinde uygulanacaklar1 bolgeye enjekte edilerek yerinde kiirleme yapilabilirler.

Polianhidritler — genellikle ortopedik doku mihendisligi uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Ancak diisik mekanik Ozellikleri, fiziksel yiliklenmenin fazla

oldugu uygulamalarda kullanimlarint siirlar. Polianhidritlerin mekanik o6zellikleri,
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imidler ile c¢apraz baglanarak gelistirilebilmektedir.  Poli(anhidrit-ko-imid)
kopolimerleri, imid  baglarmin  hidoriliz  olma  yetenekleri  sayesinde
bozunabilmektedir. Poli(anhidrit-ko-imid) kopolimeri kullanilarak {iretilen doku

iskelelerinin yiik tasima kapasiteleri ortopedik uygulamalar i¢in yeterlidir [129].

2.4.1.3. Seramikler

Seramikler biyomedikal miihendisliginde ve kemik doku onariminda siklikla
kullanilan osteokondiiktif ve osteoindiiktif 6zelliklere sahip malzemelerdir [130].
Seramik malzemeler dogal (koralina hidroksi apatit) veya sentetik (sentetik
hidroksiapatit, B-trikalsiyum fosfat) orijinli olabilirler. Cesitli ¢aligmalar, kemik doku
tedavilerinde seramik kullaniminin olumlu sonuglar verdigini gostermistir [131-133].
Buna karsilik seramik kullaniminin bazi biiytik eksiklikleri vardir. Kirillgan olmalari
ve mekanik kararliliklarinin  diisiik olmas1 bu malzemelerin biiylik kemik
hasarlarinda kullanimlarin1 sinirlar. Osteoklastik aktiviteler gibi in-vivo faktorler
nedeniyle seramiklerin bozunma ve ¢dziinme hizlarinin tahmini zordur. Seramiklerin
diger bir dezavantaji ise kasiyum ve fosforun ekstraseliiler matriks icerisindeki
konsantrasyonlarini ¢ok fazla arttirip hiicre 6liimlerine sebebiyet verebilmeleridir

[134].

Hidroksiapatit (HA), pB-trikalsiyum fosfat (B-TCP) ve biyoaktif camlar kemik doku

iskelesi tiretiminde siklikla kullanilan biyoseramiklerdir.

HA seramigi, kemigin mineral yapisina benzer bir kimyasal bilesime sahiptir.
Yapilan ¢alismalar HA seramiginin biyouyumlu ve osteokondiiktif 6zelliklere sahip
oldugunu gostermistir [130, 135, 136]. HA seramikleri genel olarak dis, kafatasi ve
ortopedik cerrahi uygulamalarinda kullanilirlar [137-138]. HA seramiginin kirilgan
olmasi ve islenebilirliginin zor olmasi doku iskelesi iiretiminde kullaniminm

sinirlamaktadir [139].

B-TCP, Ca/P orani1 3/2 olan bir kalsiyum fosfat seramigidir. Bu oran amorf kemigin
bilesim oranina benzemektedir. /n-vivo ve in-vitro ¢alismalar B-TCP seramiginin ¢ok
iyi biyouyumluluk ve osteokondiiktif Ozelliklere sahip oldugunu goéstermistir
[140, 141]. B-TCP ortopedik ve dental uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir
[142, 143]. Ancak hizli ve kontrolsiiz bozunma, ve zayif mekanik ozellikleri f-TCP

seramiginin kullanimini sinirlamaktadir [ 144, 145].

28



Biyoaktif camlar sert ve yumusak dokulara baglanma 6zelligine yani biyoaktiflik
ozellige sahiptirler [146]. Biyoaktif camlarin kemik dokuya baglanmalari,
olusturduklar1 hidroksikarbonat apatit (HCA) yiizey tabakasi sayesinde gerceklesir
[147]. Biyouyumluluklar1 ve osteokodiiktiflikleri genel olarak kabul gérmiistiir
[148,149]. Biyoaktif camlar dental, ortopedik, c¢ene ve kulak burun bogaz
uygulamalarinda kullanilmaktadir [150].

2.4.1.4. Grafen

Grafen iki boyutlu (2B), bir atom kalinliginda, bal petegi seklinde organize olmus
karbon kafes yapisidir. Fulleren, karbon nanotiip ve grafitin temel bileseni olan
grafen ¢ok iyi elektronik, mekanik, termal ve optik 6zelliklere sahiptir [151]. Sekil-
2.7°de grafen ve diger grafitik formlar sematize edilmistir. Tekli grafen tabakalar ilk
olarak 2004 yilinda Andre Geim, Konstantin Novoselov ve arkadaslar1 tarafindan
Manchester Universitesi'nde elde edilmistir [152]. Bununla birlikte grafenin ge¢misi

son 10 yilla sinirh degildir ve yaklasik 60 yildir iizerinde ¢aligilmaktadir.

Grafen ismi ilk kez Mouras ve arkadaslar1 tarafindan 1987 yilinda, grafit tabakalar
arasina giren degisik atom veya molekiillerden olusan malzemeler anlamina gelen
"Grafit Interkelasyon Bilsikleri" ismini tanimlamak i¢in kullanilmustir [153]. Yillarca
bu 2B malzemenin teorik olarak kararli olmadigi, ¢ok hizli bir sekilde kendi
cevresinde sarmallasacagi ve biikiilecegi Ongoriildiigiinden elde edilemeyecegi
diisiiniilmistlir [154]. Ancak 2004 yilindan bu yana bir ¢ok arastirma grubu bu

sorunlarin tekli grafen tabakalarin elde edilmesini engellemedigini kanitlamistir.

Gliniimiizde grafen ve grafen kokenli malzemeler degisik uygulamalar i¢in ilging ve
cekici imkanlar sunmaktadir. Grafen lizerine yapilan ¢alismalarin sayisi ve kullanim
alanlar1 gitgide artmaktadir. Elektronik aletler, transistorler, piller, glines panelleri ve
biyolojik uygulamalar kullanim alanlarindan bazilaridir. Uygulama alanina gore
grafenin tliretim teknigi degistirilebilir, 6rnegin elektronik aletlerde yiiksek kalitede,
saf ve hatasiz yapi kullanilmasi zorunluyken [151, 152], biyolojik uygulamalarda
kullanilan grafen bazli kompozitler genellikle tek atom kalinliginda degildir

[155-158].

Grafen diger malzemelere gore iistiin 6zelliklere sahiptir ve karakteristik 6zellikleri
tiretim prosesine baglidir. Grafenin en onemli Ozelliklerinden bir tanesi elektrik

iletkenligidir. Diisiik yiik tastyici konsantrasyonunda (n=10"" cm™), oda sicakliginda
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yiik transfer hareketliligi 100 000 cm” V' s degerinden biiyiiktiir ve bu deger diisiik

-1
'e kadar

sicaklikta, n=10"2 cm™ tastyic1 konsantrasyonu i¢in 500 000 cm® V' s
yiikselir [159]. Tek tabakali grafen icin iletkenlik degeri 6000 S/cm' dir [160].
Grafene ait bu iletkenlik degerleri silikonla karsilagtirildiginda daha yiiksektir ve

transistor alaninda gelecek i¢in umut verici olarak kargilanmaktadir.

Sekil 2. 7: Grafen ve grafitik formlar [151].

Elektronik ve fotonik endiistrilerde sadece elektrik iletkenligi degil termal iletkenlik
de c¢ok biiyiik 6neme sahiptir. Bu durum 1s1y1 kolay ve verimli bir sekilde dagitarak
elektronik sistemin sicakligini istenilen degerlerde tutacak malzemelere olan
ithtiyactan dogmaktadir. Karbon malzemeler 1s1 iletkendirler. Grafenin 1s1 iletkenligi
5000 W m™ K 'dir ve bu deger karbon nanotiip, elmas ve amorf karbona ait 1s1

iletkenligi degerlerinden daha yiiksektir [161].

Grafenin optik gecirgenligi teorik olarak hesaplanmis ve deneysel olarak (6zel
hazirlanmis grafen krastalleriyle) oOlgiilmiistiir. Tek atom kalinligindaki grafen
tabakalar beyaz 15181 %2,3 'linli absorblamaktadir. Eklenen her bir grafen tabakasi
opakligr arttirir [162, 163]. Ayrica 151k gegirgenligi Ol¢limleri goriiniir bolgedeki
opakligin dalga boyundan bagimsiz oldugunu gostermistir. Grafenin optoelektronik
ozellikleri fotokimya, fotokataliz, enerji doniisiimii ve enerji depolama gibi alanlarda

yeni uygulamalar i¢in biiyiik sanslar dogurmaktadir [164, 165].

30



Ustiin mekanik 6zellikleri, grafeni ¢ok popiiler bir malzeme haline getirmistir.
Atomik kuvvet mikroskopu (AFM) ile yapilan ¢alismalar 42 N m™ 'lik kopma
mukavemeti, 1 TPa 'lik elastik modiilii ve 130 GPa 'lik ¢ekme mukavemeti degerleri
ile grafenin test edilen en giiclii malzeme oldugunu gostermistir [166]. Silikon veya
silikon karbit i¢in 7 GPa, bor nitriir nanotiip i¢in 33 GPa, ¢ok-duvarli (multi-walled)
karbon nantiip i¢in 11-63 GPa olan ¢ekme mukavemeti degerleri ile
karsilastirildiginda grafene ait degerin istiinliigli daha net anlasilabilir. Elastiklik
modiiliinii sertligin bir Sl¢lisii olarak kabul edersek grafenin sertlik degeri, en yiiksek
simifta bulunan elmas ve tek-duvarli (single-walled) karbon nanotiiplerle

kiyaslanabilir [167-171].

2.4.1.4.1. Grafen Oksit

Mekanik eksfoliasyon ile elde edilmesinden ve etkileyici 6zelliklerinin
kesfedilmesinden [152] bugiine kadarki siiregte, grafenin cesitli malzeme sistemleri
icerisine dahil edildigi bir ¢ok c¢alisma yapilmistir [172-175]. Grafenin elde
edilmesinde kullanilan en yaygin metot; grafitin oksidasyonu ile grafen oksit (GO)
tiretilmesi ve daha sonra grafen oksitin kimyasal olarak indirgenmesiyle grafen
plakalarin {retilmesidir [176]. Grafitin ilk oksidasyonu, 1859 yilinda Brodie
tarafindan potasyum kloratin (KCIO3) grafit ve dumanl nitrik asit (HNOs) iceren
karisima eklenmesi ile yapilmistir [177]. Staudemaier potasyum klorati, reaksiyon
sirasinda ortama yavas yavas ekleyerek bu metodu bir adim ileri tagimistir [178].
1958 yilinda Hummers ve Offeman potasyum permanganat (KMnQOy4) ve derisik
stilfiirik asit (H>SO4) kullanarak bir bagka oksidasyon reaksiyonu gelistirmistir [179].
Hummers metodu giliniimiizde grafit oksidasyonu icin kullanilan en yaygin metottur
ve bu metot ile grafitin oksidasyonu istenilen derecede degistirilebilmektedir.

Sekil-2.8 Hummers metodu ile grafen oksit sentezini sematize etmektedir [180].

Grafen oksit, oksijen iceren ¢esitli fonksiyonel gruplara (karboksil, hidroksil, epoksi)
sahiptir. Yap1 igerisinde bulunan bu oksijenli gruplar, grafen oksitin farkli
molekiillerle fonksiyonlandirilmasina olanak saglar. Farkli laboratuarlarda farkli
yontemlerle elde edilebilmesi ve karakterizasyonu i¢in tek bir analitik yontemin
bulunmamasi bugiin grefen oksidin kesin molekiiler yapisini anlamamizi engeller.

Yapisi hakkinda tartismalar olmasina ragmen, karboksil gruplarinin bazal diizlemin
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kenarlarinda, hidroksil ve epoksi gruplarinin ise bazal diizlemin i¢inde yer aldigi

lizerine uzlagma saglanmis gibi goriinmektedir [181].
HOOC

KCIO4
Natural graphite ——» ¢

HNO;,H,S0,

COOH

Graphite oxide

Sekil 2. 8: Hummers metodu ile GO sentezi [ 182].

Grafen ve tiirevleri nanoelektronik, nanokompozit, enerji depolama, alan etkili
transistor (FET), organik 1sik emisyon diotlar1 (OLED), sensorler, kataliz ve
biyomedikal gibi bir ¢ok alan i¢in olaganiistii potansiyele sahiptirler [183]. Umut
verici Ozelliklerinden dolay1 karbon nanotiip, grafen, grafen oksit, nanoelmas ve
fulleren gibi karbon nanoyapilar son yillarda yapilan ¢aligmalarin odak noktasi
olmustur. Ozellikle grafen oksit, mekanik ozellikleri (yiiksek Young modiilii, sertlik
ve esneklik) ve diger nano yapilara gore diisiik maliyetli olmasi nedeniyle One
cikmaktadir [184]. Grafenin su igerisindeki stabil dispersiyonu hidrofobik
olmasindan dolayr ancak uygun yilizey aktif madde varliginda saglanabilmektedir
[185]. Oksijenli gruplarin varlig: grafen oksidi hidrofilik yapar ve polar ¢oziictilerde

dagilabilen bir malzeme haline getirir [184].

Yiiksek mekanik dayanimi, genis yiizey alani (2600 m* g), yiiksek hidrofiliklik, iyi
biyouyumluluk ve biyostabillik 6zellikleriyle grafen oksit biyokompozitler i¢in ideal
takviye edici dolgu olabilir [186,187]. Grafen bazli nanokompozitlerin
fizikokimyasal 6zellikleri grafen tabakalarinin polimer matriksi i¢indeki dagilimina
ve grafen tabakalari ile polimer matriks arasinda olusan etkilesimlere baglidir. Saf
grafen organik polimerlerle uyumlu degildir ve homojen kompozitler olusturamaz.
Buna karsilik grafen oksit tabakalar1 organik polimerlerle daha uyumludur ve
nanokompozitlerde dolgu olarak kullanilmaktadir. Grafen iletken olmasina ragmen
grafen oksit yalitkandir, bu nedenle GO iletken nano kompozit sentezi i¢in uygun

degildir [188].
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Yapilan son c¢alismalarda grafen ve grafen oksit iceren doku iskelelerinin
mezankimal hiicre ve osteoblast hiicrelerin yapismasma katkida bulunarak doku
yenilenmesini olumlu yonde etkiledigi gozlenmistir [189]. Grafen ve grafen
tiirevlerinin olumsuz biyolojik etkileri ile alakali ¢cok az ¢alisma bulunmaktadir. Bu
caligmalarin cogunlugu konsantrasyon baglantili toksiklikle alakalidir [190]. Bircok
calismada polimerlerin az miktarda GO ve grafen nano plakalari ile takviye edilmesi
verimli sonuglar vermistir [191-193]. Grafen nano plakalarin ve grafen oksidin
sentezi sirasinda, karbon nano tiiplerde oldugu gibi metal katalizérleri kullanilmaz.
Bu nedenle metal kalintilar1 kaynakli sitotoksisite ve enflamasyon, grafen oksit ve

grafen nano plakalari i¢in s6z konusu degildir.

2.4.2. Doku iskelesi Uretim Yontemleri

Viicut igerisinde hiicreler ve dokular ii¢ boyutlu yapida organize olmuslardir. Doku
iskeleleri bu fonksiyonel dokularin tasariminda kullanilirlar. Hiicre dagilimini ve
hiicrelerin ii¢ boyutlu sekilde ¢ogalmalarini kolaylastirmak amaciyla kullanilan doku
iskeleleri degisik metotlarla {iretilebilirler. Yaygin olarak kullanilan ydntemler bu

bolimde incelenecektir.

2.4.2.1. Coziicii Dokme

Doku iskelesi hazirlanmasinda kullanilan ¢6ziicii dokme teknigi basit, kolay ve
pahali olmayan bir yontemdir. Bu teknik bir miktar ¢dziiciiniin buharlastirilmasi
temeline dayanir ve biiylik ekipmanlara ihtiya¢ duymaz. Genel olarak iki sekilde
uygulanir. Ik yontemde; kalip, polimer ¢dzeltisine daldirilir ve ¢ozelti gekilene kadar
beklenir. Coziicli tamamen buharlastiktan sonra polimerik membran elde edilir.
Diger yontemde polimer ¢ozeltisi kaliba dokiiliir ve ¢oziicii buharlasana kadar
beklenir, kaliba yapismis durumda bulunan polimerik membran kaliptan ayrilir
[194]. Coziicii dokme tekniginin temel eksikliklerinden bir tanesi toksik ¢oziicii
kalintilaridir. Bu kalintilar proteinleri ve diger ¢oziiciileri etkileyebilir. Coziici
kalintilarinin doku iskelesinden uzaklastirilmasi i¢in doku iskeleleri vakum altinda

tamamen kurutulmalidir [195].

2.4.2.2. Partikiil Uzaklastirma

Partikiil uzaklagtirma, doku iskelesi iiretilmesinde siklikla kullanilan popiiler bir

yontemdir [196, 197]. Bu teknikle gozenekli doku iskeleri liretimi amaglanmaktadir.
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Gozenek ve kanallar tuz, mum, seker gibi porojen maddelerin kullanimi ile saglanir.
Bu yontemde Oncelikle istenilen gozenek biiyiikliigline 6zdes biiyiikliikteki porojen
tanecikleri polimer ¢ozeltisi ile karistirilir. Karisim bir kalibin igerisine dokdiliir.
Coziiciiniin buharlastirilmasindan sonra olusan polimer/porojen kompoziti, porojen
maddeyi ¢6zebilen bir ¢oziicli igerisine daldirilir. Porojen taneciklerinin yapidan

uzaklagtirilmasiyla gézenekli doku iskelesi elde edilmis olur.

Partikiil uzaklastirma, uygulamasi kolay bir prosestir. Basitce kalip geometrisinin
degistirilmesi ile cesitli sekillerde doku iskeleleri iiretilebilir. Gozenek sayist ve
gozenek boyutu kullanilan porojen ile kontrol edilebilir [198]. Kritik degiskenler
olan gozenek sekli ve gozenekler arasi baglant1 bu yontem ile kontrol edilemez. Cok
az miktarda polimere ihtiyac duyulmasi bu teknigin sagladigi en Onemli

avantajlardan bir tanesidir.

2.4.2.3. Gaz Kopiirtme

Uretim tekniklerinden birgogu organik ¢oziiciilere ve yiiksek sicakliklara ihtiyag
duyar. Proses tamamlandiktan sonra ortamda kalan kalintilar, hiicrelere ve yakindaki
dokulara zarar verebilecegi gibi, doku iskelesi ile birlikte kullanilan biyolojik aktif
molekiillerin yapisin1 da bozabilir. Gaz kopiirtme yontemi organik ¢oziiciilere ve
yiiksek sicakliklara ihtiya¢ duymaz. Bu teknikte gozenekli doku iskelesi iiretmek i¢in
yiiksek basingli (siiperkritik bolgede), polimer igersinde ¢oziinebilen inert gazlar (N,
CO;) kullanilir [199-201]. Doku iskelesini porozitesi ve gdzenek yapist polimer
icerisinde ¢Oziinen gaz miktarna baghdir. Gozenekli polimer yapi, doyana kadar
yiiksek basingli gaza maruz birakilir [202]. Bu sartlar altinda gaz kararsiz haldedir ve
polimerle aralarinda faz ayrimi olusur. Gaz molekiilleri serbest enerjiyi minimize
etmek i¢in kiimelesir ve bdylece gozenek niikleasyonu baslar. Olusan gozenekler
polimerik hacmi oldukca yiikseltirken, polimerin yogunlugu diiser. Kopiirtme islemi

tamamlandiktan sonra gdzenekli ti¢c boyutlu yap1 elde edilir.

Coziciiye ihtiyag duymamasi, proses sonrasi kalinti riskini elimine etmesi ve diisiik
proses sicakliklarinda uygulanmasi yontemin sagladigi avantajlardan baziladir. Bu
yontemle acgik gozenek morfolojisi elde etmek miimkiindiir. Bununla birlikte
genellikle kiiclik boyutlu gozenekler elde edilmektedir [203-205]. Doku iskelesinin
porozitesi tuz, seker ve mum gibi porojenler kullanilarak kontrol edilebilir.

Polimer/porojen karisimi1 doyana kadar yiiksek basingli karbondioksitle muamele
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edilir. Kopiirtme islemi tamamlandiktan sonra porojen uzaklastirilmasiyla gézenekler

aras1 baglantilara sahip doku iskeleleri elde edilir [206].

2.4.2.4. Faz Ayrim

Faz ayrimi tekniginde homojen bir polimer ¢ozeltisi sicaklik degisiminden
yararlanilarak, diisiik polimer konsantrasyonlu (polimer yalin faz) ve yiiksek polimer
konsantrasyonlu (polimer zengin faz) olarak iki faza ayrilir [194]. Faz ayrim,
homojen polimer ¢dzeltisinin termodinamik ac¢idan kararsiz oldugu ve sistemin ¢oklu
faz bolgelerine ayrilma egiliminin bulundugu belirli bir sicaklikta gerceklesir
[207, 208]. Cozicii uzaklastirildiktan sonra polimer-zengin-faz katilasarak matriksi
olustururken, polimer-yalin-faz yap1 igerisindeki gozenekleri olusturur. Faz ayrimi
stvi-sivi faz ayrimi ve kati-sivi faz ayrimi olmak iizere iki sekilde uygulanabilir.
Kati-sivi  faz ayrimi  uygulamasi, sicakligin  disiiriilmesi ile ¢oziiciiniin
kristalizasyonunu saglayip, daha sonra bu ¢ozilicii kristallerinin ortamdan
uzaklastirilmasiyla gozeneklerin elde edilmesine dayanir. Sivi-sivi faz ayrimi
prosesinde polimer c¢ozeltileri kritik bir iist sicaklikta iki fazli siirekli bir yapi

olustururlar [209, 210].

Faz ayrimi tekniginin avantaji gozenek morfolojisinin kontrolii i¢in diger iiretim

teknikleri (partikiil yitkama, hizli prototip) ile kolaylikla birlestirilebilmesidir [211].

2.4.2.5. Elektro-egirme

Elektro egirme teknigi kullanilarak ¢ap1 mikrometre ile nanometre araliginda degisen
fiberler elde etmek miimkiindir [212]. Elektro-egirme tekniginde bir siringa
pompasina, yiiksek voltaj kaynagna ve bir kolektore ihtiyag duyulur. Ik olarak
polimer ¢ozeltisi veya eriyigi bir kapiler tiipe doldurulur ve daha sonra bu kapiler
tiipe yliksek voltaj uygulanir. Polimer kapiler tiipiin ucunda yiizey gerilimi sayesinde
tutunmaktadir. Yiizey geriliminin tam tersi yoniindede uygulanan elektrik alan
karsilikl1 yiik itmesini olusturur. Elektrik alan siddeti belirli bir seviyeye ulastiginda
yiik itimi yiizey gerilimini yenerek kapiler tiibiin ucunda bir jet olusturur. Son olarak
kapilerden ayrilan polimer ¢Ozeltisi ve eriyik birbirini iter. Jet kolektore ulasana
kadar ¢Oziicii buharlasir ve fiberler olusur. Fiber kalinligi c¢ozeltinin viskozitesi,
iletkenligi, yiizey gerilimi, kapilerin hidrostatik basinci, elektrik alan siddeti ve

kolektoriin uzaklig ile istenilen diizeye getirilebilir [213].
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Eletro-egirme tekniginin en biiylik avantaji elde edilen doku iskelesinin esnek ve
kararli fiberlerden olusmasidir. Bu yontemle elde edilen fiberlerin doku iskelesi
icerisinde yonlenmeleri doku olusumu sirasinda hiicrelerin ve dokularin da
yonlenmelerini indiikler. Ancak iiretim sirasinda fiberlerin kirilma riski bu yontemin

dezavantajidir. Bu kirilmalar iiretilen doku iskelesinin kalitesini etkileyebilir [214].

2.4.2.6. Dondurarak Kurutma

Dondurarak kurutma siiblimlesme prensibine dayanir. Polimer istenilen
konsantrasyonda bir ¢oziicli icerisinde ¢oziiliir. Cozelti dondurulur ve ¢oziiciiniin
liyofilizasyon ile yiiksek vakum altinda uzaklastirilmasiyla yiiksek poroziteye ve
gozenekler arasi baglantilara sahip doku iskelesi elde edilir [215]. Polimer
konsantrasyonu, sogutma sicakligi ve sogutma hizi gibi parametreleri degistirerek
porozite, gbozenek boytu ve mekanik Ozellikler kontrol edilebilir [216]. Yiiksek
sicaklik ve yikama basamaklarma ihtiyaci olmamasi bu teknigin avantajlaridir.

Kiiciik gézenek boyutu ve uzun proses siiresi ise dezavantajlaridir [217].

2.4.2.7. Eriyik Bazh Teknolojiler

Doku iskelesi iiretiminde kullanilan eriyik bazli teknolojiler ekstriizyon ve
enjeksiyonla kaliplamadir [218, 219]. Aslinda bu tekniklerin genel kullanim amaglari
doku iskelesi tiretmek olmamasina ragmen gilinlimiizde doku miihendisligi
uygulamalarinda alternatif olarak kullanilmaktadir. Eriyik bazli teknolojiler ham
polimerin sitrik asit bazli sisirme ajanlariyla karistirilmasi temeline dayanir. Karigim,
hazirlandiktan sonra ekstriizyon veya enjeksiyon vasitasiyla kalip igerisine
doldurulur. Proses sirasinda sitrik asidin degredasyonu sonucu su ve karbon dioksit
aciga cikar. Bu degredasyon {iriinleri polimer matriks igerisinde gdzeneklerin
olugmasini saglar. Bu yontemle {iretilen doku iskelelerinin mekanik 6zellikleri
geleneksel yontemlerle iiretilenlere gore yiiksektir ve trabekiiler kemige ait mekanik
degerlere benzerdir. Bu yoOntemin dezavantaji gozenek dagilimi kontroliiniin

optimize edilememesidir [220-222].

2.4.2.8. Fiber Baglama

Fiber baglama yontemiyle iiretilmis doku iskeleleri, birbirinden ayr1 fiberlerin g¢esitli
gbzenek boyutlarina sahip bir desen seklinde dokunmasi yada Oriilmesiyle elde

edilirler. Bu yontem doku iskelesi iiretiminde yaygin olarak kullanilan tekniklerden
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bir tanesidir ve dokuma, 6rme, fiziksel baglama gibi farkli uygulamalari vardir [223].
Fiber baglama yontemi ile iiretilen doku iskeleleri genis ylizey alanina ve gdzenekler
arasi baglantilara sahiptir. Bu baglantilar hiicrelerin doku iskelesine yapismasina izin
verir ve ECM 'in difiizyonunu kolaylastirir. Bu yontemin dezavantaji ise porozite ve

toksik ¢oziicii kalintilarinin kontrol edilememesidir.

2.4.2.9. Hizh Prototipleme

Hizli prototipleme (RP) kati serbest sekillendirme (solid free form) olarak da
bilinir. Bu teknik bilgisayar kontrollii bir iiretim seklidir ve diger doku iskelesi
tiretim tekniklerinden daha ileri bir yontemdir. Hizli prototipleme ile ¢ok hizli bir
sekilde iic boyutlu objeler {iretilebilmektedir. Bu yontemin uygulamalarinda
genellikle bilgisayar destekli tasarim (CAD) yazilimlarindan yararlanilir. Hizh
prototipleme makinesi tabandan baslayarak katman katman polimer tabakalarini insa
ederek doku iskelesini olusturur [224, 225].

Hizl1 prototipleme giiniimiizde doku iskelesi iiretiminde kullanilan verimli bir
yontemdir. Bu teknigin avantaji doku iskelelerinin mimari ve bilesen agisindan tekrar
ayn1 sekilde iiretilebilmesine olanak saglamasidir. Diger yontemlere gore avantaji ise
doku iskelesinin biiyiikliigiiniin, seklinin, gdzenekler aras1 baglantilarin,
dallanmalarin, geometri ve yonlenmelerin kontrol altinda olmasidir. Ayrica malzeme
ve dizayn varyasyonlar1 yapilarak doku iskelesine ait mekanik ozellikler, biyolojik

etkiler ve degredasyon kinetigi kontrol altina alinabilmektedir [226, 227].

Hizli prototipleme yontemi, goriintiilleme teknigi ile kolaylikla entegre olabilir. Bu
sayede doku miihendisliginin 6zel uygulamalari i¢in ve hastalarin ihtiyaglarina gore
dizayn edilmis doku iskeleleri iiretilebilmektedir. Hizli prototipleme tekniginin
onemli eksiklikleri ise mevcut sistemlerin diisilk ¢Oziintirlikte olmasi ve

kullanilabilen polimerik malzeme sayisinin sinirlt olmasidir [195].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Malzemeler

Doku iskelesi igerisinde dolgu olarak kullanilan GO’in sentezi daha Once
gerceklestirilmis ve temin edildigi sekilde kullamilmistir [228]. Doku iskelelerinin
biyobozunur polimer fazi PCL (Purac, Hollanda, Mw=200 kDa) ve PLLA (Purac,
Hollanda, Mw=360 kDa) ile hazirlanmistir. Porojen olarak NaCl kristalleri (Merck,
Darmstadt, Almanya), ¢oziicii olarak 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-propanol (HFIP)
(Merck, Darmstadt, Almanya) ve kloroform (Merck, Darmstadt, Almanya)

kullanilmistir.

3.2. GO/Polimer Cozeltilerinin Hazirlanmasi

3.2.1. GO-HF/Polimer Cozeltisinin Hazirlanmasi

Calismanin bu asamasinda homojen GO/polimer ¢ozeltilerinin  hazirlanmasi
amaglandi. Doku iskelesinin bozunma hizin1 kontrol altinda tutabilmek ve
mukavemetini gelistirmek amaciyla kopolimer yerine farkli molekiil agirliklarina
sahip iki polimerin karigimi kullanildi. Daha 6nce yapilan ¢alismalar dogrultusunda,
bozunma hizlar1 ve mekanik mukavemetleri g6z o6nitinde bulundurularak PLLA/PCL
orani 50/50 (w/w) secildi [229]. GO ilavesinin doku iskelesinin fiziksel 6zellikleri
tizerindeki etkisini incelemek icin sirastyla GO/polimer oran1 %2-5-7 (w/w) olan
¢oOzeltiler hazirlandi. Belirlenen miktarda GO tartildi ve 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-2-
propanol  (HFIP) igerisinde ultrasonikasyonla tamamen dispers edildi.
Polimer/¢oziicii orant %13 (w/v) olacak sekilde PLLA/PCL karisimi GO ¢ozeltisine
eklendi. Cozelti 18 saat manyetik karistirici ile karistirilarak polimerlerin ¢oziinmesi

saglandi.

3.2.2. Liyofilize GO/Polimer Cozeltisinin Hazirlanmasi

GO tabakalariin birbirinden ayrilmasi ile hem kloroform igerisinde dispersiyonun
artmast hem de GO 'in polimer ¢ozeltisi icerisinde homojen olarak dagilmasini
saglamak amaciyla dondurarak kurutma teknigi uygulanmistir. Grafen oksidin,

GO/su oran1 %5 (w/v) olacak sekilde sulu ¢ozeltisi hazirlandi. Cozelti -20°C'de 8
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saat stire ile donduruldu. Dondurulmus ¢ozelti liyofilizator (FD) cihazinda (Freezone

1, Labconco, USA) 48 saat siire ile liyofilizasyon islemine tabi tutuldu.

Dondurarak kurutulmus GO (GO-FD)'in polimerik yap1 iizerindeki etkisini
incelemek icin sirasiyla GO-FD/polimer orant %2-5-7 (w/w) olan ¢ozeltiler
hazirlandi. Belirlenen miktarda GO-FD tartildi ve ultrasonikasyon islemi ile
kloroform igerisinde dispers edildi. GO-FD/polimer c¢ozeltileri, GO-HF/polimer
cozeltilerinin hazirlanisinda oldugu gibi polimer/¢oziici oran1 %13 (w/v) ve

PLLA/PCL oran1 50/50 olacak sekilde ayni prosediirle hazirlandi.

3.2.3. Gozenekli Doku iskelelerinin Hazirlanmasi

Gozenekli yapinin elde edilmesi icin partikiill uzaklastirma ydntemi ve olusan
gbzenekler arasindaki baglantilar1 elde etmek igin gaz kopiirtme (stiperkritik

karbondioksit) yontemi sirasiyla uygulandi.

Hazirlanan polimer ¢ozeltisinin igerisine 150-250 pm boyutuna sahip NaCl
tanecikleri polimer/tuz oran1 11/10 (w/w) sekilde eklendi eklendi ve karistirildi.
Karisim 8 mm c¢apa sahip kaliplara dokiilerek kaliplandi. Coziiciinliin tamamen
uzaklagmasi i¢in 3 giin oda sicakliginda vakum altinda kurutuldu. Kurumus haldeki
polimerik doku iskeleleri kaliptan ¢ikarildiktan sonra igerisindeki tuz taneciklerinin
uzaklastirilmasi icin 4 giin distile su i¢inde bekletildi. Tuz taneciklerinden arindirilan
doku iskeleleri 37°C sicaklikta 2 giin etivde kurutuldu. Gozenekler arasi
baglantilarin gelistirilmesi icin stiperkritik karbondioksit metodu uygulandi. Bu
metot ile ayni zamanda katalizOr, monomer gibi polimerizasyon kalintilarinin
uzaklastirilmasi saglandi. Doku iskeleleri reaktor igine yerlestirilerek 35°C 'de 2000
psi basingla 10 dakika siireyle karbondioksit gazi ile muamele edildi. Reaktoriin
valflerinin agilmasiyla gaz basinci distiriildii ve gazin ortami terketmesiyle birlikte

doku iskelesi igerisinde yeni gbzenekler olustu.

Ayni islemler GO icermeyen kontrol amagli hazirlanan doku iskeleleri i¢in de

tekrarlandi.
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3.3. Doku Iskelelerinin Karakterizasyonu
3.3.1. Doku iskelelerinin morfolojisi

3.3.1.1. Mikro Bilgisayarh Tomografi (Micro-CT)

Doku iskelelerinin morfolojik yapis1 mikro-bilgisayarli tomografi (micro-CT, 1072
scanner; SkyScan, Kontich, Belcika) ile incelendi. X-ray tiipliniin tarama
parametreleri 45 keV/183 pum olarak belirlendi. Kesit yiiksekligi 8,79 um ve kesit
sayist 175 olacak sekilde taramalar gerceklestirildi. Micro-CT analizi ile gozenek

boyutu, porozite, gbzenekler arast baglanti ve duvar kalinliklar1 incelendi.

3.3.1.2. Taramal Elektron Mikroskopu (SEM)

Doku iskelelerinin gozenek yapist ve GO’ in polimer matriks icerisindeki dagilimi
taramal1 elektron mikroskopu (SEM) (XL30 ESEM-FEG, FEI-Philips, Hollanda) ile
incelendi. Doku iskelesi ornekleri SEM karakterizasyonundan &nce sivi azotla
dondurulduktan sonra kirilarak kesitleri platin ile ince bir tabaka seklinde kaplandi.

Biiyiitme oran1 x50-10000 araliginda olan SEM gdriintiileri alindi.

3.3.2. Fiziksel Yapi ve Kristalinite

3.3.2.1. X-Isin1 Difraksiyonu (XRD)

GO tabakalar arasi uzakligin olglimii, PLLA ve PCL kristal yap1 6zelliklerinin
incelenmesi X-151m1 difraksiyonu (XRD) (Rigaku D/Max Ultimate difraktometre,
CuKo 1smmasi, A=1,54 A, Rigaku, Tokyo, Japan) teknigi ile 0,2°/dakika tarama
hizinda (0°-50° araliginda) 40 mA ve 40 kV kosullarinda gergeklestirildi.

3.3.2.2. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC)

Polimerik doku iskelesi 6rneklerinin kristalizasyon ve erime davraniglari diferansiyel
taramal1 kalorimetre (DSC) (Seiko — SII DSC 7020, Tokyo, Japonya) ile incelendi.
Analizler, 10°C /dakika 1sitma hiz1 ve 100°C /dakika sogutma hizi kullanilarak -20°C
ile 200°C araliginda ii¢ basamakli (1sitma-sogutma-isitma) olarak azot gazi altinda

gerceklestirildi.

3.3.2.3. Mekanik Testler

Hazirlanan doku iskelelerinin mekanik 6zelikleri tiniversal test cihazi ( Zwick/Roell,
Almanya) ve 50N vyiik hiicresi kullanilarak incelendi. Basma testi oda sicakliginda,
2 mm/dakika basma hiziyla gerceklestirildi. Test orneklerinin c¢ap/yiikseklik orani
1:1 olarak ayarlandi. TestXexpert-Il programi kullanilarak elde edilen
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gerilim-deformasyon egrileri ile basma modiilleri (E) ve %60 deformasyondaki
maksimum kuvvet (Fmax) degerleri, kontrol numunesi ve GO'in dolgulama derecesi

acisindan degerlendirildi.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Kemik, iskelet sisteminin temel bilesenidir. Sert ve gii¢lii yapis1 nedeniyle, yumusak
dokularin tutanabilecegi ve hareket sirasinda biitiinliiklerini koruyabilecekleri bir
destek rolii goriir. Kemigin viicut i¢indeki fonksiyonlar1 4 ana grupta toplanabilir:
mekanik destek saglamak (6rn. kaburgalar), harekete izin vermek (O0rn. uzun
kemikler), organlar1 korumak (6rn. kafatasi) ve kalsiyum, fosfor ve diger bazi iyonlar
i¢in rezervuar gorevi yaparak (viicut kalsiyumunun %99’u kemiklerde bulunur)

viicut sivilarinin iyonik dengesini korumak (homeostaz).

Miihendislik yaklasimi ile kemik dokusunun rejenerasyonu igin gerekli olan temel
bilesenlerden biri hiicrelerin tutunmasi, go¢ etmesi, proliferasyonu ve farklilagsmasina
onciiliik ederek li¢ boyutlu doku rejenerasyonunun olugmasini saglayan bir doku
iskelesidir. Fabrikasyon kolayliklari, degradasyon zamani kontrolii ve kolay elde
edilmeleri nedeniyle sentetik polimerlerin doku iskelesi olarak kullanimi oldukca
yaygindir. Ozellikle PLA, PGA ve bunlarm kopolimerleri ameliyat iplikleri ve bazi
medikal implantlar i¢in FDA (Gida ve Ilag Idaresi) onayma sahip oldugundan doku
mihendisliginde de doku iskelesi yapiminda siklikla tercih edilmektedir [8, 71].
Ancak hiicre etkilesimlerinin iyi olmamasi ve ¢ok gozenekli yapilarda mekanik
dayanimlarinin olduk¢a azalmasi nedeniyle, bu polimerin seramik malzemeler ile

kompozitlerinden yapilan doku iskelelerinin kullanim1 giderek artis gostermektedir.

Karbon temelli nanomalzemeler sahip olduklar1 essiz kimyasal, elektriksel ve
mekanik 6zellikler nedeniyle son yillarda doku miihendisliginde hizla kullanim alani
bulmustur.  Ozellikle  grafen  ve  tiirevleri;  yiizeylerinin  kolaylikla
fonksiyonlandirilarak ¢ok degisik ozellikler kazandirilabilmesi, yiiksek mekanik
dayaniklilik ve maksimum yiizey/hacim orani gibi 6ne ¢ikan ozellikleri ile doku
iskelesi yapimi i¢in diger pahali ve eldesi gii¢ malzemelere gore ¢ok iyi bir alternatif
olarak goziikmektedir. Bunun yanisira, grafenin son birka¢ yil icinde yapilan
calismalar sonucu ortaya ¢ikan diger onemli bir 6zelligi olan hiicre biiylime ve
farklilagmasini arttirma yetenegi de biiylik bir avantajdir [230-233]. Sunulan tez
kapsaminda, grafenin bu essiz 6zelliklerinin doku miihendisligi uygulamalarinda en

cok tercih edilen polimerler olan biyobozunur polikaprolakton ve polilaktat ile
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hazirlanacak kompozitlerinden, kemik doku onarimi/yenilenmesine yonelik {i¢
boyutlu ve gozenekli doku iskeleleri hazirlanmasi hedeflenmistir. Grafenin polimer
yapisina eklenmesinin doku iskelelerinin fiziksel yapisina etkileri ¢esitli analizler

yapilarak incelenmistir.

4.1. Doku iskelelerinin morfolojisi

Doku iskelesi dizayninda gdzenek yapisi, boyutu ve gozeneklerin birbirleriyle
yiiksek oranda baglantili olmasi, olusan yeni dokuda damarlasmanin saglanmasi
bakimindan 6zel bir 6nem tagimaktadir [55, 234]. Bu gozenekler sayesinde doku
iskelesi tlizerinde biiylitiilen veya implantasyondan sonra ¢evre dokulardan buraya
gb¢ eden hiicrelerin oksijen ve besin ihtiyaglar1 karsilanirken, ayn1 zamanda hiicre
atiklar1 da ortamdan kolaylikla uzaklastirilir. Bu tez kapsaminda hazirlanan kompozit

doku iskelelerinin morfolojisi de mikro-CT ve SEM kullanilarak analiz edilmistir.

4.1.1. Mikro Bilgisayarh Tomografi (Micro-CT)

Grafen oksitin, PLLA/PCL polimer karisimi ile integrasyonunu saglamak amaciyla
iki degisik metot kullanilmistir. Her iki metot ile hazirlanan grafen oksitin fiziksel
yapt olarak birbirinden farkli oldugu goriilmistiir. Bu farklilik ve sebepleri Bolim
4.2.1’de ayrintili olarak verilmistir. Liyofilizasyon ve HFIP ekstraksiyonu ile
hazirlanan GO’in kullanildig1 doku iskelelerinin 3 boyutlu goriintiileri sirastyla Sekil
4.1 ve 4.2°de verilmistir. Hazirlama yontemi nedeniyle grafen oksitte meydana gelen
fiziksel farkliliklarin doku iskelelerinin morfolojisine de yansidigi goriilmektedir.
Degisik oranlarda liyofilize GO (GO-FD) katilan doku iskeleleri, gbzenek yapisi
bakimindan sagaksi bir goriintiidedir. Bu durumun artan GO-FD miktar1 ile artig

gosterdigi gozlemlenmistir.
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Sekil 4. 1: Liyofilize grafen oksit ile desteklenmis PLLA/PCL doku iskelelerinin
mikro-CT goriintiileri a) GO icermeyen b) %2 GO-FD, c) %5 GO-FD,
d) %7 GO-FD, igeren kloroform ile hazirlanmis doku iskelesi.

HFIP ile ekstrakte edilen ve daha sonra ayni ¢oziicii i¢inde dagitilan GO ile bu
dispersiyona eklenmek suretiyle hazirlanan PLLA/PCL doku iskelelerinin 3 boyutlu
mikro-CT goriintiileri Sekil 4.2°de verilmistir. Bu yontem ile elde edilen doku
iskelelerinin daha kompakt bir yapida oldugu gozlemlenmistir. Bunun sebebinin
GO’in HFIP igerisinde ¢ok iyi dagilarak, daha sonra eklenen polimerler ile homojen

ve viskoz bir ¢ozelti olusturabilmesi oldugu sdylenebilir.

Sekil 4. 2: HPIF ekstrakte grafen oksit ile desteklenmis PLLA/PCL doku
iskelelerinin mikro-CT goriintiileri a) GO igermeyen b) %2 GO-HF, ¢) %5 GO-HF,
d) %7 GO-HF igeren HFIP ile hazirlanmig doku iskelesi.
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Grafen oksit kullaniminin, kullanilan grafen oksitin hazirlanma yonteminin ve
oraninin doku iskelelerinin gézenekliligi lizerinde belirgin bir etkisi olmadig1 yapilan
mikro-CT analizleri sonucu bulunmustur (Sekil 4.3, sagdaki grafik). Gozeneklilik
yiizdesi GO-FD ile hazirlanan kompozitlerde %86.5-89.5 arasinda iken GO-HF ile
hazirlanan kompozitlerde bu deger %484.1-88.6 araliginda oOl¢ililmiistiir. Benzer
sekilde, GO-FD ile hazirlanan doku iskelelerinin gozenekler arasi baglanti yilizdesi
GO-HF ile hazirlanan yapilara gore sadece yaklasik %1 fark gostermistir. Bu oran
GO-FD’li doku iskeleleri i¢in ortalama %99.7 iken, GO-HF’li doku iskeleleri igin
ortalama %99.0 civarindadir. Her iki 6zellik i¢in Olciilen degerler oldukca yiiksektir

ve kemik doku iskelesi i¢in biiyiik bir avantajdir.
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Sekil 4. 3: Doku iskelelerinin mikro-CT ile 6lgiilen ortalama gozeneklilik orani (sol)
ve gozenekler arasi baglant1 yiizdesi (sag).

Kemik dokusu rejenerasyonunda kullanilacak olan destek matriksinin goézenek
boyutuna iligkin ¢ok cesitli varsayimlar ve ¢alismalar vardir. Klawitter ve Hulbert
hazirladiklart minimum 100pm gézenek boyutuna sahip seramik yapilarda kemik
dokusunun biiyiimesinin gerceklestigini rapor etmislerdir [235]. Simske ve ark. da
benzer sonuglara ulagsmistir [236]. Buna karsilik, Italia ve ark. 50um goézenekli doku
iskelelerinde bile kemik dokusunun biiyiiyebildigini gdstermislerdir [237]. 3D
fabrikasyon teknigi ile iretilen 15-40um aralifinda goézeneklere sahip doku
iskelelerinde de kemik doku biiyiimesinin miimkiin olabilecegi savunulmustur[238].
Bu tez c¢alismasinda hazirlanan doku iskelelerinin ortalama gozenek boyutu ise
gozeneklilik ve gozenekler arasi baglanti Ozelliklerinden farkli olarak GO’in
hazirlanma yontemiden etkilenmistir. Sekil 4.4’de degisik oranlarda GO-FD ve GO-

HF katilarak hazirlanan doku iskelelerinin ortalama gézenek boyutlari ve ortalama
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gozenek duvar kalinliklar1 verilmistir. GO-FD igin ortalama gézenek boyutu 204-
234pm arasinda degsirken, bu degerler GO-HF’li matrikslerde ortalama 174-188um
araligindadir. Her iki yontemde de kullanilan GO yiizdesinin kendi tiirlinde gozenek
boyutunu fazla etkilemedigi bulunmustur. Sonuc¢ olarak iki degisik yontemle
modifiye edilmis GO ile hazirlanan doku iskelelerinin gerek gézenek boyutunun
gerekse gozeneklilik ve gozeneklerin birbiriyle baglant1 yiizdelerinin kemik doku

biiylimesine maksimum diizeyde izin verecek degerler oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4. 4: Doku iskelelerinin mikro-CT ile dlgiilen ortalama gézenek boyutu (sol) ve
ortalama gozenek duvar kalinliklari (sag).

4.1.2. Taramah Elektron Mikroskopu (SEM)

Grafen oksit, yapisinda bulunan oksijen igerikli gruplar nedeniyle hidrofilik ve
tabakasal bir yapiya sahiptir ve suda kararl dispersiyonlar olusturabilme kabiliyeti
gosterir. Ancak birgok sentetik polimerin organik c¢oziiciilerde c¢oziinebildigi
diisiiniiliirse, grafen oksitin bu polimerlerle kompozitlerinin hazirlanmasinda bazi
modifikasyonlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagcla son yillarda grafen oksitin
oktadesilamin, siyanat gruplari iceren kimyasallar ile modifikasyonu yapilmistir
[239-241]. Ancak bu tiir modifikasyonalar i¢in kullanilan kimyasallarin toksisitesinin

yiiksek olmas1 medikal uygulamalar acisindan sorun olusturabilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, grafen oksitin PLLA/PCL ile kompozitlerinin hazirlanmasi
oncesinde iki farkli fiziksel modifikasyonu (liyofilizasyon ve HFIP ekstraksiyonu)
yapilmistir. Kullanilan yontemlerin grafen oksitin ve daha sonra hazirlanan doku

iskelelerinin yapisina etkisi degisik yontemler ile incelenmistir.

Sekil 4-5’de kullanilan grafen oksite ait SEM goriintiileri verilmigtir. Herhangi bir

isleme tabi tutulmadan Once grafen oksitin dogal tabakali yapisini gozlemlemek
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miimkiindiir. Liyofilizasyon isleminden sonra grafen oksitin daha hafif ve siingerimsi
bir hal aldig1 gozlemlenmistir (Sekil 4-5b). Liyofilize grafen oksitin bu yapis1t SEM
analizlerinde de agikca goriilmektedir. Van der Berg ve arkadaslari, bu tip bir islemi
seliiloz i¢in uygulamislar ve bu calismada elde edilen liyofilize grafen oksite benzer
morfolojik karaktere sahip organik ¢oziiclilerde dagilabilen seliiloz elde etmislerdir
[242]. Bunun sebebinin liyofilize grafen oksitin diizensiz kiimelenmis yapisi

nedeniyle van der Waals kuvvetlerindeki azalma oldugu diisiiniilmektedir [193, 242].

Grafen oksitin PLLA/PCL polimer karisimi icerisinde homojen bir sekilde
dagitilmasi amaciyla uygulanan bir diger yontem, grafen oksitin vakum altinda
kurutulmamis olan nemli halinin HFIP c¢oziicii fazina gecirilerek polimerler ile
karistirilmasidir. Bilgimiz dahilinde bu yontem literatlirde tarafimizdan ilk kez
denenmistir. Suyun uzaklastirilmas:1 amaci ile defalarca HPIF icerisinde dagitilip
santrifiijlenen grafen oksit, islem sonunda polimer ¢ozelti konsantrasyonuna uygun
miktarda HFIP igersinde dagitilmistir. SEM ve XRD analizleri i¢in ¢ozelti oda
sicakliginda kurutularak ¢oziicii uzaklastirilmistir. HFIP ekstrakte grafen oksite ait
SEM gorintiisti  Sekil 4-5c’de  verilmistir.  Liyofilize grafen oksit ile
karsilastirildiginda, HFIP ekstrakte grafen oksitin tabakali yapisini daha iyi korudugu
gozlemlenmistir. HFIP ekstraksiyonunun grafen oksitin kristal yapisina etkisi Bolim

4.2.1’de XRD sonuglar ile ayrintli olarak agiklanmistir.

Sekil 4. 5: Grafen Oksite ait SEM goriintiileri
a) Grafen oksit, b) Grafen oksit-FD, c¢) Grafen oksit-HF.

Her iki grafen oksit ile hazirlanan doku iskelelerinin detayli morfoljik analizi SEM
ile yapilmistir. Sekil 4-6’de degisik oranlarda liyofilize grafen oksit eklenmis
PLLA/PCL doku iskelelerinin goriintiileri verilmistir. GO-FD’nin siingerimsi yapisi
doku iskelelerinin morfolojisini biiyiik oranda etkilemistir. GO-FD igeren doku

iskeleleri, GO-FD igcermeyen doku iskelelesine gore daha sacakli bir gozenek
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morfolojisine sahiptir. Bu da yukarida s6zii edilen mikro-CT analizleri sonucu

bulunan ortalama gézenek boyutundaki artis1 desteklemektedir.

Sekil 4. 6: FD yontemi ile hazirlanmis doku iskelesi SEM goriintiileri
a) Kontrol-FD, b) %2 GO-FD, ¢) %5 GO-FD, d) %7 GO-FD.

HFIP ile ekstrakte edilmis GO kullanildigi durumda doku iskelelerinin gézenek
yapisinda kontrol oOrnegine (GO igermeyen) gore belirgin bir degisiklik
gbzlemlenmemistir (Sekil 4.7). Ancak gozenek duvarlarinda olusan kiiciik deliklerin
GO miktar1 ile artig gosterdigi bulunmustur. Gozenek duvarlarndaki bu kiigiik
deliklerin, doku iskelesi iizerinde kiiltiire edilecek olan kemik hiicreleri igin gerekli

olan besin ve oksijen transferine fazladan bir katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.
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Sekil 4. 7: HF yontemi ile hazirlanmis doku iskelesi SEM goriintiileri
a) Kontrol-HF, b) %2 GO-HF, c) %5 GO-HF, d) %7 GO-HF.
Her iki yontem ile hazirlanan GO’in polimer faz ile homojen dagilimini
gozlemlemek amaciyla doku iskelelerinin gozenek duvarlar1 SEM ile yliksek
biylitme (x5000) ile goriintiilenmistir (Sekil 4.8). GO-HPIF ile polimer fazin
integrasyonun, GO-FD’ye gore daha iyi oldugu gdzlemlenmistir. Ancak her iki
durumda da GO’in agregatlar olusturmadigi ve GO tabakalarinin polimer faz

icersinde bireysel olarak dagilabildigi bulunmustur.

Sekil 4. 8: FD ve HF metodlar ile hazirlanmis doku iskelesi SEM goriintiileri
a) Kontrol-HF, b) Kontrol-FD, ¢) %2 GO-HF, d) %2 GO-FD, e) %5 GO-HF,
) %5 GO-FD, g) %7 GO-HF, h) %7 GO-FD.
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4.2. Fiziksel Yap1 ve Kristalinite

4.2.1. X-Isim Difraksiyonu (XRD)

Dolgu malzemesi olarak kullanilan malzemelerin, yar1 kristalin polimerlerin
kristalizasyon kinetigini ve kristalin morfolojisini etkiledigi bilinmektedir.
Polimer/seramik kompozitlerinde, dolgu malzemesi polimerdeki ¢ekirdeklenme
(niikleasyon) ve kristal biiylimesi Tlizerinde Onemli etkiye sahiptir. Yapilan
arastirmalar sonucunda seramik partikiillerin, polimerin ¢ekirdeklenme prosesi ve
krsital biliylimesi tizerinde farkli etkiler gosterebildikleri bulunmustur [243]. Bazi
partikiiller ¢cekirdeklenmeyi arttiran bir niikleasyon ajani gibi davranirken, diger bazi
partikiillerin zincirler arasinda fiziksel bir bariyer olusturarak c¢ekirdeklenmeyi
engelledigi gozlemlenmistir. Bu bakimdan tek boyutlu karbon nanotiipler ve iki
boyutlu kil, bircok polimer i¢in kristalizasyonu arttiran etkili bir niikleasyon ajani
olarak kullanilmaktadir [244, 245]. Bu tez kapsaminda kullanilan GO’in polimerlerin
kristalinitesi lizerine etkisi XRD analizleri ile incelenmistir. GO-FD ile hazirlanan
doku iskelelerinin istenilen mekanik dayanimi saglayamamasi, kullanima hazirlanma
ve kullanma sirasinda biitiinligiinii kaybetme egilimi nedeniyle sadece GO-HF ve
GO-HF ile hazirlanan doku iskelelerinin XRD analizleri yapilmigtir. HFIP
ekstraksiyonunun GO’in kristalin morfolojisi iizerine etkisini incelemek amaciyla
kurutulmus GO-HFIP ile vakum altinda kurutulmus GO’in XRD spektrumlari
karsilagtirilmistir  (Sekil 4.9). Vakum altinda kurutulmus GO i¢in 10.2°°de
difraksiyon piki gozlemlenmistir. Tabakalar arasindaki mesafe (“d-spacing”), 8.1 A
olarak Ol¢iilmiistir. GO i¢in bulunan bu degerler literatiir ile uyusmaktadir
[193, 246]. HFIP ekstraksiyonundan sonra GO’in difraksiyonun pikinin 9.4°’ye
kayarak tabakalar arasindaki mesafenin de 9.1A e yiikseldigi bulunmustur. Bu durum
GO tabakalarinin diizenli yapisinin bozuldugunun bir gostergesidir. Tabakalar arasi
etkilesimin azalmasi GO’in renginin HFIP ekstraksiyonu sonrasit siyahtan
kahverengiye donmesinin de sebebidir. GO tabakalar1 arasindaki zayif etkilesim, GO

tabakalarinin daha kolay dagilmasi bakimindan bir avantaj olarak goriilebilir.
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Sekil 4. 9: Grafen oksitin XRD spektrumlart;
a) GO, b) GO-HF, c) Kontrol PLLA/PCL doku iskelesi.

SEM analizleri sonucu makroskopik olarak gozlemlenen GO-HF’nin homojen
dagilimi ve polimer faz integrasyonu XRD analizleri ile desteklenmistir. Sekil
4.10°da, degisik oranlarda GO-HF iceren polimer karigimi ile GO-HF ve polimer
karigiminin  XRD spektrumlart verilmistir. Kontrol olarak belirtilen PLLA/PCL
polimerinin  XRD spektrumunda 26=16.7de goriilen genis difraksiyon piki
PLLA’nin (110/200) diizlemlerini temsil etmektedir [247, 248]. 26=21.5° ve 23.9de
goriilen pikler ise sirasiyla PCL’in  (110) ve (200) diizlemlerinin yansimalaridir
[249, 250]. GO-HF iceren oOrneklerde 9.4deki GO-HF’e ait pikin kaybolmasi
GO-HF’in polimer faz1 igerisinde ¢ok 1yi dagildigini gostermektedir. Bunun yanisira,
artan GO-HF oranm1 ile hem PLLA hem de PCL’in difraksiyon piklerinin
siddetlerinde artis gozlenmistir. Bu durum kompozit igerisindeki her iki polimerin de
kristalinitesinin arttifin1 gostermektedir. Bazi arastirmalar polimerlerdeki artan
kristalinitenin hiicre yapismasini azaltabildigini rapor etmislerdir [251, 252]. Ancak
bu tez kapsaminda hazirlanan doku iskelelerinin ylizey piiriizliliigii géz Oniine
alindiginda kristalinitenin yaratti1 nano diizeydeki topografik degisikliklerin hiicre
yapigmasina olan etkisinin ihmal edilebilir diizeyde oldugu diisiiniilmektedir. Buna
karsilik, kristalinitedeki artis, doku iskelelesinin mekanik dayaniminin artmasina

yardimc1 olacaktir.
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Sekil 4. 10: Degisik oranda GO-HF iceren doku iskelelerinin XRD spektrumlari;
a) GO-HF, b) Kontrol, c¢) %2 GO-HF, d) %5 GO-HF, e) %7 GO-HF.

4.2.2. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC)

Uretilen doku iskelelerinin termal dzellikleri diferansiyel taramali kalorimetre (DSC)
aracilig ile incelemistir. Her iki yontemle hazirlanan kontrol doku iskelelerine ait
termogramlarda PLLA'ya ait endotermik erime piki (Tm) ve ekzotermik
kristalizasyon piki (Tc) sirasiyla 178°C ve 96°C civarinda goriilmiistiir
(Sekil 4-11, 12, 13, 14). Ayn1 sekilde PCL'a ait erime ve kristalizasyon pikleri
sirasiyla 55°C ve 32°C civarinda goriilmiistiir. Hem PLLA hem de PCL igin elde
edilen bu degerler literatiir ile uyusmaktadir [253, 254].
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Sekil 4. 11: FD yo6temi ile hazirlanmis doku iskelelerine ait DSC 1sitma grafigi
a) Kontrol-FD, b) %2 GO-FD, c¢) %5 GO-FD, d) %7 GO-FD.
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Her iki yontemle hazirlanmis doku iskelelerinde degisen GO miktarlarina karsilik
gelen erime sicakliklar1 ve kristalizasyon sicakliklar1 Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2' de
verilmistir. Goriilecegi tlizere doku iskelelerinin igerdigi GO miktarin1 degisimi ile
polimer matrikse ait karakteristik piklerde dikkate deger bir degisim olmamus,
bununla birliklte GO miktar1 ile pik sicakliklar1 arasinda bir korelasyon
kurulamamigtir. DSC analizinden alinan verilere dayanarak GO miktarinin doku

iskelelerine ait termal 6zeklikleri ¢ok etkilemedigi sdylenebilir.
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Sekil 4. 12: FD yo6temi ile hazirlanmis doku iskelelerine ait DSC sogutma grafgi
a) Kontrol-FD, b) %2 GO-FD, ¢) %5 GO-FD, d) %7 GO-FD

Cizelge 4. 1: FD yontemi ile hazirlanmis doku iskelelerinin termal 6zellikleri.

Tm(PLLA) (°C) Tm(PCL) (°C) Te¢(PLLA) (°C) Te(PCL) (°C)

Kontrol-FD 178.3 55,9 95.4 30,1
%2 GO-FD 178,2 56 98,1 32,3
%5 GO-FD 178 55,8 97,8 32,4
%7 GO-FD 176,9 55,7 92,9 31,1

Not: PLLA ' e ait cams1 gegis sicakligi (Tg) ile PCL 'a ait ergime sicakliklari
cakistig1 icin DSC termogramlarinda PLLA 'in Tg degerleri goriilememistir.
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Sekil 4. 13: HF yotemi ile hazirlanmis doku iskelelerine ait DSC 1sitma grafgi
a) Kontrol-HF, b) %2 GO-HF, ¢) %5 GO-HF, d) %7 GO-HF.
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Sekil 4. 14: HF yotemi ile hazirlanmis doku iskelelerine ait DSC sogutma grafgi
a) Kontrol-HF, b) %2 GO-HF, c) %5 GO-HF, d) %7 GO-HF.

Cizelge 4. 2: HF yontemi ile hazirlanmig doku iskelelerinin termal 6zellikleri.

Tm(PLLA) (°C) Tm(PCL) (°C) Tc¢(PLLA) (°C) Te(PCL) (°C)

Kontrol-HF 177.7 56.2 96.8 34.8
%2 GO-HF 178.9 57.2 96.1 33.6
%35 GO-HF 178 56 98 323
%7 GO-HF 177.1 553 96.2 32.6
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4.2.3. Basma Testi

Doku miihendisliginde kullanilan ii¢ boyutlu yapilardan istenilen bir diger onemli
gereksinim, rejenere edilecek doku ile mekanik 6zelliklerinin uyusmasi ve yeni doku
fonksiyonunu gergeklestirmeye baslayana kadar mekanik olarak destek saglamasidir.
ki farkli yontemle hazirlanan doku iskelelerinin basma kuvveti-deformasyon
grafikleri Sekil 4.15 ve 4.16°de verilmistir. Bu grafiklerden biitiin 6rneklerin diisiik
basma kuvvetinde (tipik olarak %10’dan kiigiik) lineer bir elastiklik gosterdigi ve
daha sonra hafif bir diizliikk (plato) yaparak en sonunda ise malzemenin sikismasina
bagli olarak basma kuvvetinde hizli bir artis gosterdigi goriilmektedir. Buradaki plato
bolgesinin tam olarak diiz olmadig1 ve deformasyon ile kuvvetin arttig1 gézlenmistir.
Bu tip davranis genellikle polietilen gibi malzemelerin kapali-hiicre k&piiklerinde
goriilmektedir. Bunun sebebinin gbdzenek hiicreleri igerisindeki gazin hiicre
duvarlarinda olugan membran stresi ile birlikte sikismasi olarak agiklanmistir [255].
Ancak bu etki bu tez kapsaminda iiretilen doku iskelelerinde goézenekler arasi
baglantisinin ¢ok yiiksek olmasi ve bu durumun yapidan gaz akisina izin vermesi ile

Onlenebilecektir.
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Sekil 4. 15: FD yontemiyle hazirlanmis doku iskelesi basma testi grafigi.
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Cizelge 4. 3: FD yontemi ile hazirlanmis doku iskelelerinin basma test degerleri.

E-Modiil (MPa) Fmax (N) o (N/mm?)
Kontrol-FD 0,26 10 0,2
%2 GO-FD 0,0472 491 0,1
%5 GO-FD 0,0714 5,53 0,11
%7 GO-FD 0,117 6,81 0,14

Elde edilen doku iskelelerinin mekanik oOzellikleri karsilastirmali  olarak
incelendiginde GO-FD ile hazirlanan 6rneklerin mekanik dayanimimin GO-HF ile
hazirlanan 6rneklere gore oldukcga diisiik oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.3 ve 4.4).
Bu durumun GO-FD’nin hafif ve silingerimsi bir fiziksel yapida olmasi ve bunun
doku iskelelerinin morfolojisini de biiyiik Olclide etkilemesinden kaynakladig:
diistiniilmektedir. GO-HF ile hazirlanan ii¢ boyutlu yapilarda ise GO-HF ilavesinin
orneklerin elastiklik modiiliinii arttirdig1 ve bu artisin %7 GO-HF igeren Orneklerde
%79’a kadar c¢iktig1 gozlemlenmistir. Bu da tezin amacglarindan biri olan doku
iskelelerinin ~ mekanik  Ozelliklerinin  iyilestirilmesi  hedefine  ulasildigim
gostermektedir. Mekanik ozelliklerdeki artisin kaynagmin GO’in takviye edidici
Ozelliginin yanisira polimer faza ait kristalinitedeki degisikliklerin  oldugu
diisiiniilmektedir. Ancak bu etkilerin hangisinin sonucu ne oranda degistirdigini

belirlemek miimkiin degildir.
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Sekil 4. 16: HF yontemiyle hazirlanmis doku iskelesi basma testi grafigi.
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Cizelge 4. 4: HF yontemi ile hazirlanmis doku iskelelerinin basma test degerleri.

E-Modiil (Mpa) Fmax (N) o (N/mm?)
Kontrol-HF 0.264 10,8 0,22
%2 GO-HF 0,244 9,8 0,19
%5 GO-HF 0,37 11,5 0,23
%7 GO-HF 0.473 13,7 0,27
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5. SONUCLAR

Sunulan tez ¢alismasinda, grafen oksitle takviye edilmis polimer nano kompozitler
kullanilarak kemik doku tedavilerinde kullanimi amaglanan gozenekli doku
iskeleleri hazirland1 ve kompozit igerisindeki grafen oksit miktarinin doku iskelesinin
ozelliklerini ne sekilde degistirdigi incelendi. Grafen oksit kullanimiyla doku
iskelesine ait mekanik O6zelliklerin ve osteoindiiktif 6zelliklerin gelistirilmesi
amaglandi. Doku iskelelerinin hazirlanmasi siirecinde grafen oksitin polimer faz
icerisinde homojen olarak dagilimimi saglamak icin iki farkli yontem ve iki farkl
¢oziicii kullamlds. Ik yontemde, dncelikle GO liyofilizasyon islemine tabi tutuldu ve
kloroform igerisinde igerisinde dispers edildikten sonra polimer ¢ozeltileri hazirlandi.
Ikinci yontemde ise nemli GO'in HFIP igerisinde ekstraksiyonu yapilip, dispersiyonu
tamamlandiktan sonra polimer ¢ozeltisi hazirlandi. Gozenekli doku iskeleleri partikiil
uzaklagtirma yontemi ve goOzenekler arasi baglantilar stiperkritik karbondioksit
yontemiyle elde edildi. Elde edilen doku iskelelerinin 6zellikleri degisik metodlarla
karakterize edildi. Karakterizasyon sonucu elde edilen sonuglar asagida
Ozetlenmistir.

e Micro-CT analizleri, her iki yontemle hazirlanan doku iskelelerinin gézenek
boyutu, porozite ve gozenekler arasi baglant1 yiizdelerinin kemik doku
biiyiimesine maksimum diizeyde izin verecek degerlere sahip oldugunu
gostermistir.

e SEM goriintiileri, liyofilizasyon isleminden sonra GO'in daha hafif ve
stingerimsi bir hal aldigin1 gostermistir ki tabakali yapist bozulan GO'in
organik ¢oziiciiler ve polimer faz igerisinde daha iyi dagilacag: asikardir. Bu
durumun GO tabakalar1 arasindaki van der Waals kuvvetlerinin
zayiflamasindan kaynaklandig1 disiinilmistiir. HFIP ile eksrakte edilen
GO'in tabakal1 yapisini daha iyi korudugu gozlenmistir. Doku iskelelerine ait
SEM goriintiilerinde GO-FD doku iskelelerinin kontrol 6rnegine gore daha
sacakli bir yap1 aldigi, GO-HF doku iskelelerinde ise goOzenekler arasi
baglantilarin artan GO miktar1 ile ¢ogaldig1 gozlenmistir. Yiiksek biiyiitme
oranlarinda, GO-HPIF ile polimer fazin integrasyonun, GO-FD’ye
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gore daha iyi oldugu goézlemlenmistir. Ancak her iki durumda da GO’in
agregatlar olusturmadigr ve GO tabakalarinin polimer faz icersinde bireysel
olarak dagilabildigi bulunmustur.

Yapilan XRD analizlerinde HFIP ile ekstrakte edilen GO'e ait tabakalar arasi
mesafesinin arttig1 goriilmiis ve tabakali yapisinin bozuldugu anlasilmistir.
GO-HF yontemi ile hazirlanan doku iskelelerine ait piklerde GO'e ait
karakteristik pikin kaybolmasi, GO tabakalarinin polimer faz igerisinde
aglomere olmayip homojen bir sekilde dagildigin1 kanitlamaktadir. Bununla
birlikte polimerlere ait difraksiyon piklerinin siddetlerinin artmasi GO'in
polimer fazin kristalligini arttirdigini géstermektedir.

Hazirlanan doku iskelelerinin DSC yontemi ile yapilan termal analizlerinde,
polimer fazin karakteristik piklerinde kayda deger bir degisiklik
gbzlemlenmemistir.

Doku iskelelerinin mekanik O6zellikleri basma testleri ile karakterize
edilmistir. GO-FD yontemi ile hazirlanan doku iskelelerinin mekanik
dayanimlarinin, GO-HF yontemi ile hazirlanan doku iskelelerine ait
degerlerin altinda kaldig1 gozlenmis olup, GO-HF yontemi ile hazirlanan
doku iskeleleri kendi iginde karsilastirildiginda, artan GO miktar ile

elastiklik modiilii degerinde %79'a kadar bir artis gozlenmistir.
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