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OZET

BIYOMEDIKAL UYGULAMALARDA KULLANIM AMACLI POLIMER
KOMPOZITLERIN GELISTIRILMESI

Beyza SARICAOGLU

Kimya Miihendisligi Anabilim Dal1
Temel Islemler ve Termodinamik Bilim Dal1
Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisi, Temmuz 2023
Danisman: Prof. Dr. Hande CELEBI

Bu caligmada, FDA onayli Poli (laktik-ko-glikolik) asit (PLGA) polimeri
sentezlenmistir. Laktit (L) ve glikolit (G) dimerlerinin kopolimeri olan PLGA doku
miithendisligi uygulamalarinda siklikla tercih edilmektedir. Fourier doniisiimli infrared
(FTIR) ve niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopisi ile karakterize edilerek
kimyasal yapist dogrulanmistir. Termal 6zelliklerini belirlemek i¢in termogravimetrik
analiz (TGA) ve diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) analizleri, ¢gekme 6zelliklerini
degerlendirmek i¢in ise ¢ekme testi yapilmistir. Coziicii dokiim/partikiil uzaklastirma
yontemi ile doku iskelesi tiretimi yapilmigtir. Farkli oranlarda silanli 45S5 biyoaktif
cam (BG) ve nanoseliiloz (NC) ilavesi yapilarak PLGA’nin zay1f mekanik 6zellikleri ve
kemik doku igin yetersiz apatit olusumu iyilestirilmeye calisilmistir. Oncelikle ikili
kompozitler ve sonrasinda PLGA/sBG/NC {iglii kompozitler hazirlanmigtir. Elde edilen
doku iskelelerinin taramali elektron mikroskobu (SEM) ile morfolojik yapilart
incelenmis, gézeneklilik oranlar1 hesaplanmis ve gézenek ¢ap dagilimlart belirlenmistir.
Gergeklestirilen basma testi sonucunda PLGA 9/20 sBG/15 NC numunesinin en yiiksek
dayanim ve Young modiilii degerine, sirast ile 15,062+0,057 MPa ve 0,495+0,007 MPa
sahip oldugu belirlenmistir. BG katkisi arttikga apatit olusumun; NC katkisi arttikca ise
hidrolitik bozunmanin arttigi goriilmiistiir. Son olarak t¢lii doku iskelelerinin hiicre

kiltiir calismalar1 da yapilmigtir. Tiim numunelerde sitotoksik etki goriilmemistir.

Anahtar kelimeler: Doku miihendisligi, Polimer sentezi, Doku iskelesi, Biyoaktif cam,
Nanoseliiloz



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF POLYMER COMPOSITES FOR USE IN BIOMEDICAL
APPLICATIONS

Beyza SARICAOGLU
Department of Chemical Engineering Program
Programme in Unit Operations and Thermodynamics
Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, July 2023
Supervisor: Prof. Dr. Hande CELEBI

In this study, FDA-approved Poly (lactic-co-glycolic) acid (PLGA) polymer was
synthesized. It is a copolymer of lactide (L) and glycolide (G) dimers and frequently
preferred in tissue engineering applications, The chemical structures were confirmed by
Fourier transform infrared (FTIR) and nuclear magnetic resonance (NMR)
spectroscopy. Thermogravimetric analysis (TGA) and differential scanning calorimetry
(DSC) analyzes were performed to determine their thermal properties, and tensile tests
were conducted to evaluate their tensile properties. Tissue scaffolds were produced by
solvent casting/particle removal method. Silane-45S5 bioactive glass (BG) and
nanocellulose (NC) were added at different ratios in order to improve poor mechanical
properties of PLGA and insufficient apatite formation for bone tissue. Firstly
PLGA/sBG and PLGA/NC binary composites and then PLGA/sBG/ NC ternary
composites were produced. The morphological structures of obtained tissue scaffolds
were examined by Scanning Electron Microscopy (SEM), porosity ratios were
calculated and pore diameter distributions were determined. The compression tests
stated that PLGA 9/20 sBG/15 NC sample has the highest strength and Young modulus
value, which were 15,062+0,057 MPa and 0,495+0,007 MPa, respectively. It was
observed that sBG addition increased the apatite formation besides NC addition
increased the hydrolytic degradation. Finally, cell culture studies of ternary scaffolds

were performed. The cytotoxic effect was not observed in all samples.

Keywords: Tissue engineering, Polymer synthesis, Tissue scaffolds, Bioactive glass,
Nanocellulose
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1.GIRIS

Plastiklerin ¢evreye verdigi zararlardan dolay1r biyobozunur malzemelerin
kullanimi giiniimiizde tercih edilmekte ve ozelliklerinin gelistirilmesi amaciyla birgok
caligma yiiriitiilmeye devam etmektedir. Biyobozunur polimerler 6zellikle biyomedikal
uygulamalarda tercih edilmektedir. Gerek ilag tasinim sistemlerinde gerekse diger doku
miihendisligi uygulamalarinda viicut i¢ine alinan polimerin herhangi bir cerrahi miidahale
gerektirmeden kendiliginden bozunmasi 6énemli bir avantaj saglamaktadir. Bu ¢caligmada
kullanilan polimer olan poli (laktik-ko-glikolik-asit) (PLGA) biyoteknoloji iiriinii,
polilaktik asit (PLA) ve poliglikolik asit (PGA) polimerlerinden olusan biyobozunur bir
kopolimerdir. PLGA kopolimerinin elde edilmesinde glikolik ile L-laktik veya DL-laktik
kullanilarak kopolimerizasyon yapmak miimkiindiir (Derman vd., 2013). PLGA
biyomedikal uygulamalar i¢in nanolif yapili iskelelerin iiretiminde de kullanilmaktadir.
PLGA tamamen esnektir, farkli boyutlarda ve sekillerde iiretmek i¢in uygundur. PLGA;
etil asetat, klorlu ¢oziiciiler, tetrahidrofuran ve aseton gibi cesitli ¢oziicliler i¢inde
¢ozilinebilir (Puppi vd., 2011).

PLGA’nin uygulama alanlarmma bakildiginda, gosterdigi biyouyumluluk ve
biyobozunurluk yonleriyle 6zellikle biyomedikal alanda kullanildig1 goriilmektedir. %
70’ten az laktik asit iceren PLGA’ nin yapisinin genel olarak amorf oldugu sdylenebilir.
Dolayisiyla bu amorf yapi polimere diisik mekanik dayanim sagladigi igin ilag
saliniminda kullanmak i¢in daha uygundur. Kristalin yap1 mekanik olarak daha dayanikli
oldugu i¢in cerrahi dikis ipligi, kemik sabitleyici ve doku iskelesi olarak kullanimi
uygundur.

Bir baska oOzellik sudaki ¢oziintirliigii olup, bu o6zellik PLGA’nin igerdigi
monomer oranina bagli degiskenlik gosterir. Laktik asit orani yiiksek olan PLGA
hidrofobik 6zellik, glikolik asit oran1 yiiksek olan PLGA hidrofilik 6zellik gosterir. Buna
bagl olarak suda ¢dziinen ve suda ¢oziinmeyen ilaglarin tasiniminda kullanimi tercih
edilmektedir. flacin tiiri PLGA tabanli ila¢ tasmim sistemlerinin ve ¢oziiciilerin
hazirlanma teknigini belirlemektedir. PLGA nin diger bir 6zelligi olan biyouyumluluga
bakildiginda, yapilan laboratuvar ¢aligmalar1t polimerin lif, kemik ve ilik dokulartyla

higbir zararli yan etki olmadan uyum sagladigini géstermistir.



Laboratuvar ortaminda farelerin sirt bolgelerindeki kivrimli yapiya yerlestirilen
polimerin damarli dokuda biiyiime saglayip iyilesme gosterdigi kanitlanmistir. Bir bagka
ornek olarak, yapilan in vitro ¢aligmalarda PLGA doku iskelesinin insanda dis eti bag
doku hiicrelerinin ¢ogalmasini destekledigi ve hiicrelerde farklilasmaya sebep oldugu
goriilmistiir. Kontrollii bir bozunma siireci, viicuda implante edilecek biyomalzemeler
icin kilit bir faktordiir. Bozunabilen malzemeler yeni dokularin olusumu i¢in yer agacak
ve tasinan hiicrelerin ¢cevre dokularla biitiinlesmesine izin verecektir. PLGA ’nin bozunma
siiresi igerigindeki monomer oranina (LA:GA) baglh olarak degismektedir. Yiiksek
glikolik asit igerikli polimer hidrofilik yapida olacagindan daha kisa siirede
bozunmaktadir. Ornegin % 50 LA ve %50 GA igeren PLGA ’nin ortalama bozunma siiresi
1-2 aydir ve bu oranlarda hazirlanan polimer siklikla periodontal uygulamalarda tercih
edilmektedir (Sun vd., 2017).

Polimer kompozitlere katki maddesi olarak eklenen biyoseramik bir malzeme olan
ve bu caligmada kullanilan biyoaktif cam yapisina baktigimizda, yilizeyinin dokular ile
bag olusumunu saglayan, biyoaktif hidroksikarbonapatit (HCA) tabakasindan olustugu
goriilmektedir. Bu 6zellik sayesinde, biyoaktif camlar viicutta sert dokuya ya da yumusak
dokuya baglanabilmektedir. Doku miihendisligi ¢calismalarinda yaygin olarak kullanilan
biyoaktif cam formiilii genel olarak 45S5 olarak bilinmektedir ve FDA tarafindan
onaylidir. Bu yap1 agirlikga %45 SiO2, %24,5 Na.O ve %24,5 CaO ve %6 P20s
icermektedir. Biyoaktif camlarin en bilyiik avantaji, kolay doku baglanmasina olanak
tantyan yiizey reaksiyon hizinin yiiksek olmasidir (http-1). Hem kemige hem de yumusak
dokulara baglanma 06zelligi vardir. Dogada biyoaktif olmasi nedeniyle ortopedik
uygulamalarda bliyiik potansiyele sahip allogreftlere (ayni tiirde fakat genetik olarak
farkli iki kisi arasinda yapilan doku transferi) en uygun alternatif olarak goriilmektedir.
Biyoaktif cam, dogal kemik yapisina benzer bir apatit tabakasinin viicut sivisi i¢inde
¢Oziinmesini saglar, boylelikle dogal kemik ile viicuda implante edilen doku iskelesi
arasinda ara yiizey bagina izin veren osteogeneziyi uyarir. Kemik benzeri apatit
tabakasinin olusumunu tesvik ettigi i¢in ortopedik uygulamalarda kullanim1 uygundur
(Mulchandani ve Katiyar, 2019).

Bu calismada kullanilan olan diger katki maddesi nanoseliiloz (NC) genis bir
ylizey alanina sahiptir ve bu sayede takviye edici 6zelligi bulunmaktadir. Nanoseliiloz,

nano 06l¢ekte (1-100 nm) boyutu olan seliiloz molekiilleri olarak tanimlanmaktadir.



Seliiloz polimerindeki mikro ve nano lifler selillozun temel yapisal birimini
olusturur ve bu birimler onlarca zincirden olusarak seliiloz fibril ad1 verilen kristal ve
amorf yapidaki diiz zincirin olugsmasinm1 saglar. Nanoteknoloji alanindaki gelismeler,
nanoseliilozu selillozdan daha ¢ekici bir arastirma konusu haline getirmistir.
Nanoseliilozun bu kadar ilgi ¢ekmesinin ana nedeni, gelismis fizikokimyasal ve mekanik
Ozelliklere ve kristallige sahip tek tip bir malzemenin, seliiloz lifinin boyutunun,
kiiciiltiilmesiyle olusturulabilmesidir.

Nanoseliiloz, biyolojik olarak pargalanabilirlik, diisiik yogunluk ve toksik
olmama, mekanik ve termal kararlilik, uzun 6miirlii yap1 gibi belirli 6zelliklere sahiptir.
Sahip oldugu yiiksek mekanik dayanim ve ¢evresel siirdiiriilebilirlik gibi 6zelliklerden
dolay1 biyomalzemelerin mekanik ozelliklerini artirmak i¢in tercih edilmektedir.
Nanoseliilozik malzemeler nanofibrillenmis seliiloz, nanokristaller ve nanopartikiiller
olmak {izere {i¢ ana gruba ayrilmistir. Her ti¢ nanoseliiloz tiiriiniin de kimyasal bilesimleri
benzerdir fakat farkli derecelerde kristallik, pargacik boyutu ve morfolojik 6zelliklere
sahiptirler. Gegtigimiz birkag yil iginde NC doku miihendisligi, doku iskeleleri de dahil
olmak {izere birgok tibbi uygulamaya arastirma konusu olmustur (Kaur vd., 2021).
Genellikle poli-laktik asit (PLA), polibiitilen siiksinat (PBS), kitosan ve nisasta ile
kompozitler olusturularak doku iskelesi tiretiminde kullanilmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, her iki katki maddesi de hem mekanik 6zellikleri hem de
biyouyumlulugu gelistirebilmek amaciyla polimere eklenmistir. PLGA/sBG ve
PLGA/NC seklinde ikili veya farkli oranlarda ti¢lii (PLGA/SBG/NC) bilesen kullanilarak
da kompozitler hazirlanmistir. Insan viicudunda bulunan hiicre dis1 matrisler (ECM),
hiicreler arasindaki bosluklari dolduran, hiicreleri birbirine baglayan ve destekleyen
yapilardir. Doku iskeleleri de bu hiicreler arasi bosluklari taklit edecek sekilde tasarlanan
yapilardir. Bu g¢alismada {retilecek polimer kompozitler doku iskelesi olarak
kullanilacagi i¢in gézenekli bir yapida olmalari istenmektedir (Roseti vd., 2017). Ayrica
viicutla uyumlu olmasi ve mekanik dayanimimin da yeterli olmasi beklenmektedir.
Literatlirde biyoaktif camin doku iskelesi liretiminde kullanimina yonelik ¢aligmalar
olmasma ragmen nanoselilloz ve PLGA kullanilarak doku iskelesi iiretimi yapilan
caligma bulunmamaktadir. PLGA/NC ve PLGA/sBG/NC kompozitlerinin de ¢alismada

iiretilmesi ve 6zelliklerinin incelenmesi ¢alismaya 6zgiinliik katmaktadir.



2. BIYOBOZUNUR POLIMERLER

Son yillarda tiim diinyada artan sentetik polimer kullaniminin neden oldugu gevre
kirliligi tehlikeli boyutlara ulagmistir. Petrol tiirevli plastik malzemeler dogada biyolojik
olarak kolayca pargalanamaz ve mikrobiyal bozulmaya karsi uzun yillar direng
gosterdikleri i¢in ¢evrede birikerek kirlilige sebep olurlar. Ayrica diinyada smirli petrol
kaynag1 bulunmasi ve son zamanlarda petrol fiyatlarinin artmasi biyobozunur polimerlere
olan ilginin artmasini1 saglamistir. Biyolojik olarak parcalanabilen polimerler ilk olarak
1980'li yillarda bilim diinyas: tarafindan tanitilmaya baslanmistir (Ghanbarzadeh ve
Almasi,2013). Biyobozunur kavrami arastirmacilar tarafindan farkli sekillerde
tanimlanmistir. Armentano ve arkadaslari dogal ortamda, mikroorganizmalar tarafindan
gergeklestirilen enzimatik reaksiyonlar ile CO2 ve H>O gibi basit molekiillere doniisebilen
malzemeler olarak; Singh yesil bitki, hayvan ve bakteriler tarafindan, yasam dongiisii
esnasinda dogal yollarla iiretilen malzemeler olarak tanimlamiglardir (Celebi ve Karagdz,
2019). Biyobozunma, canli organizmalarin yapilarinda bulunan enzimler ve bu
enzimlerin sebep oldugu kimyasal bozulmalar sonucunda gerceklesir. Biyobozunurluk
sadece polimerin kimyasal yapisina ve ¢evresel kosullara baghidir. (Vroman ve Tighzert,
2009).

Polimerlerde bozunma olay1 hiicre dis1 ve hiicre i¢i olmak iizere iki asamada
gerceklesmektedir. Hiicre dis1 par¢alanmada polimer, aerobik ya da anaerobik kosullar
altinda mikroorganizmalarin tirettigi enzimlerce katalizlenen tepkimeler ile bozunmaya
ugrar. Endoenzimler polimer zincirindeki tekrarlayan birimlerden baglayarak pargalar, bu
sayede polimerin molekiil agirhiginda azalma baglar. Ekzoenzimler ise, polimer
molekiiliinii u¢ birimlerinden baslayarak parcalar, bu da bozunmanin daha yavas
ilerlemesine neden olur. Hiicre i¢i pargalanmada ise, hiicre igine girebilecek kadar
kiigiilmiis oligomerler mineralize edilir. Mineralizasyon ile CO2, CHas, N2 gibi gazlar,
H-O, tuzlar, mineraller ile organik atiklar agiga ¢ikar. Aerobik ve anaerobik bozunmanin

kimyasal reaksiyonlari asagidaki denkliklerde gosterildigi gibidir (https-2).

Aerobik biyobozunma:

C(Polimer) + O —» CO2 + H20 + C (atik) + C (biyokiitle)


https://www.researchgate.net/profile/Mithat-Celebi
https://www.researchgate.net/profile/Idris-Karagoez

Anaerobik biyobozunma:
C(Polimer)—> CO2 + H20 + C (atik) + C (biyokiitle) +CH4

Biyobozunur polimerler, kimyasal yapilari, elde edildikleri kaynak ve sentez

yontemleri gibi gesitli 6zelliklerine gore siniflandirilabilir. Sekil 2.1°de bu siniflandirilma

goriilmektedir.
BIYOBOZUNUR POLIMERLER
/\
Dogal polimerler Sentetik polimerler
1.Alifatik polyesterler
-Poliglikolik asit
Biyokiitleden elde edilen = Mikroorganizma kaynakh -Polilaktik asit
1.Polisakkaritler 1.Mikrobiyel polyesterler -Poli(laktik-ko-
-Nisasta -Polihidroksialkanoat glikolik) asit
-Seliiloz ve tiirevleri -Poli-3-hidroksibiitirat -Polikaprolakton
-Lif 2.Bakteriyel seliiloz 2.Poli vinil alkol
-Kitin ve kitosan ve poli vinil asetat
-Regine

2.Polipeptitler
-Bugday gluteni
-Soyprotein
-Kolajen ve jelatin
-Kazein

-Peyniralt1 suyu proteini

Sekil 2.1. Biyobozunur polimerlerin simiflandirilmas: (Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013)



2.1. Dogal Biyobozunur Polimerler

Dogal biyobozunur polimerler genellikle dogadaki tiim canli organizmalar
tarafindan tretilir. Dogal ortamda iiretildikleri i¢in siire¢ yavas olsa bile biyolojik olarak
parcalanabilir olduklar1 i¢in yenilenebilir enerji kaynaklarindan birini temsil ederler

(Nayak, 1999).

Bu polimerlerin sentezleri enzim Kkatalizorliigiinde, aktive monomerlerin zincir
bliylime polimerizasyon reaksiyonlarin1 igerir ve bunlar hiicreler iginde karmasik
metabolik islemlerle olusturulur (Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013). Dogal biyopolimerler

biyokiitleden elde edilen ve mikroorganizma kaynakli olmak tizere 2’ye ayrilir.
2.1.1. Biyokiitleden elde edilen biyobozunur polimerler
2.1.1.1. Polisakkaritler

Malzeme uygulamalar1 igin, ilgi duyulan baglica polisakkaritler seliiloz ve
nisastadir, ancak tiretilen daha karmasik karbonhidrat esasli polimerler de son yillarda
calismalara konu olmustur.

Nisasta

Bol miktarda bulunan ve biyolojik olarak pargalanabilen en ucuz hidrokolloid
biyopolimerdir. Nisasta, temel olarak patates, misir, bugday ve piring gibi tarimsal bitki
kaynakli olup graniiller seklinde tiretilir (Vroman ve Tighzert, 2009). Nisasta graniilii esas
olarak iki temel polisakkarit olan amiloz ve amilopektin ile daha diisiik miktarda lipidler
ve proteinler gibi bazi kii¢iik bilesenlerden olusur (Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013).

Amiloz, o-(1,4) baglar ile baglanmis D-glukopiranozil birimlerinden olusan
lineer ve kristalin bir molekiildiir. Amiloz nisastanin suyu absorpsiyonunda, sisme ve
jelatinize olmasinda etkilidir (Celebi ve Karag6z,2019). Genel olarak, amiloz
molekiillerinin molekiil agirliklart 10° ila 10° g/mol arasinda degismektedir
(Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013).

Amilopektin, yapisinda a-(1,4) ve a-(1,6) baglari ile baglanmis D-glukopiranozil
birimlerinden olusan, dallanmis ve amorf yapisi ile nisastayr olusturan en biiyiik
bilesendir (Vroman ve Tighzert, 2009). Molekiil agirligi 10° ila 108 g/mol arasinda
degiskenlik gostermektedir (Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013). Amiloz ve amilopektinin

kimyasal yapilar1 Sekil 2.2°de gosterilmektedir.



a-D-(1-6) bagn

o-D-(14) baia / i
a- Ig‘

Amiloz Amilopektin

Sekil 2.2. Amiloz ve amilopektinin kimyasal yapist

Nisasta genellikle termoplastik olarak kullanilir. Belirli miktarlarda su veya
plastiklestirici varliginda, 1s1 yoluyla plastiklestirilir ve daha sonra ekstriide edilir.
Ekstriizasyon islemi sonrasi elde edilen nisastanin 6zellikleri yapisindaki su ve neme
baghdir. Termoplastik veya plastiklestirilmis nisasta, belirli uygulamalarda kullanilan
sentetik polimerlere bir alternatif sunar ve nisasta bazli kompozit iretiminde
kullanilabilir.

Nisastanin biyobozunurlugu enzimler tarafindan asetal baglarin hidrolizi yoluyla
saglanir. o-1,4 bagi amilazlar tarafindan, a-1,6 bag1 glukozidazlar tarafindan pargalanir.
Bozunma iirtinleri toksik degildir (Vroman ve Tighzert, 2009).

Seliiloz ve tiirevleri

Seliiloz, bitkiler tarafindan tiretilen, tekrarlayan bir birim olan selobiyozun ¢ok
uzun makromolekiiler zincirlerine sahip dogrusal bir polisakkarittir. Seliiloz,
dallanmamis B-1,4 baglantili D-glukopiranozilin tekrarlanan birimlerinden olusan bir
polimer zinciridir. Seliiloz kristalin yapidadir dolayisiyla kolay bozunmaz ve organik
¢oziiciilerde ¢oziinmez (Vroman ve Tighzert, 2009). Sekil 2.3’te seliillozun kimyasal

yapist goriilmektedir.

i HO
H 0 o\
H
OH H
H
H OH

Sekil 2.3. Seliilozun kimyasal yapist
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Seliiloz bitkilerin hiicre duvarinin esas bilesenini olusturur ve sahip oldugu igerik
bitkinin yetisme ortamina, tiirline, Konumuna, biiyiime kosullarina ve olgunluguna bagl
olarak degisir. Lignoseliilozik malzemelerde seliiloz; hemiselliilozlar, ligninler ve diger
karbonhidrat polimerlerinden olusan bir jel matrisine gomili olarak bulunur
(Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013). Seliilozun biyolojik bozunmasi, mantarlar tarafindan
salgilanan peroksidaz ile enzimatik oksidasyon ile ilerler ve ayrica bakteriler tarafindan
da pargalanabilir. Ancak biyolojik olarak parcalanma siireci karmasiktir, ¢iinkii seliiloz
lignin ile birlikte bulunur, bozunma tirtinleri toksik degildir (Vroman ve Tighzert, 2009).

Seliiloz kullanilan baslica uygulamalar kagit, agac iiriinleri, tekstil, film ve elyaf
endiistrileridir. Biyoyakit liretim kaynagi olarak da biiyiik ilgi gormiis ve kullanilmaya
baglanmistir (Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013). Seliiloz tiirevlerine bakildiginda, seliiloz
asetat, seliilloz stlfat, selilloz nitrat, karboksimetil seliiloz, etil ve metil seliiloz,
nanoseliiloz olarak gruplara ayrildigin1 gorebiliriz.

Seliiloz asetat: Seliiloz asetat tarim yan iiriinlerinden elde edilebilen, elverigli mekanik
Ozelliklere sahip, suda ¢Oziinmeyen bir selilloz tirevidir. Biyobozunurluk,
biyouyumluluk ve toksik olmama gibi sahip oldugu diger 6zellikleri onu biyomedikal
kullanimlar (adsorpsiyon, ayirma, biyoalgilama, doku rejenerasyonu, ilag taginimi) i¢in

bir alternatif haline getirmistir (Liu vd., 2021).

Seliiloz siilfat: Heterojen, homojen veya yart homojen stilfatlama prosediirleriyle elde
edilebilen bir seliiloz esteridir. Antibakteriyeldir ve suda yiiksek konsantrasyonlarda
¢oziinebilmektedir (Liu vd., 2021).

Selilloz nitrat (Nitroseliiloz): Odun veya pamuk yapisinda bulunan linter (tohum
tizerindeki kisa tiiyler) hamurundan elde edilen seliillozun nitrik asit ve benzeri
kimyasallarla nitratlanmasi islemiyle iretilir. Nitroseliiloz uygulamalar1 biiyiik 6l¢iide
nitrojen yiizdesine baglidir. Azot yiizdeleri %12,6 ile %13,3 arasinda olan nitroseliiloz,
patlayici olarak smiflandirilir, %12,6'nin altinda nitrojen igeriginde ise iyi biyouyumluluk

ozelligi ile biyomedikal uygulamalar i¢in uygun kabul edilir (Liu vd., 2021).

Karboksimetil seliiloz: Karboksimetil seliiloz, ilag ve gida sanayinde yaygin olarak
kullanilmaktadir ve ayn1 zamanda film olusturma 6zelliklerine sahiptir. Karboksimetil
seliiloz esasli tiretilen filmler ¢ok etkili bir oksijen, karbon dioksit ve lipid bariyeri islevi

goriir (Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013).



Etil ve metil seliiloz: Etil seliiloz, alkali seliilozun etil kloriir ile tepkimesi sonucu elde
edilen seliilozik bir eterdir. Suda ¢6ziinmez ancak etanol, metanol, toluen, kloroform, etil
asetat gibi cesitli organik ¢o6ziiciilerde ¢oziintir. Metil seliiloz ise alkali seliilozun metil

kloriir ile tepkimesi sonucu elde edilen bir metil esterdir (Liu vd., 2021).

Nanoseliiloz: Bitkilerin hiicre duvarindan elde edilen dogal bir nanomalzemedir. Nano
boyutundan dolayi, yiiksek yiizey alani, yiiksek sertlik (~ 220 GPa elastik modiiliine
kadar) ve yiiksek mukavemet (~10 GPa), diisiik yogunluk (~1,6 g/cm®) gibi &zelliklere
sahip oldugu i¢in biyobozunur bir malzeme olarak kabul edilir (Liu vd., 2021).

Lifler

Dogal lifler, bitki, hayvan ve mineral gibi kaynaklardan elde edilirler ve bu sekilde
smiflandirilirlar. Bitkisel liflerin esas bileseni seliilozdur ve ornekler arasinda pamuk,
keten, rami, sisal ve kenevir bulunur. Seliiloz liflerinin en yaygin kullanildig1 alanlar kagit

ve kumas imalatidir (Chandramohan ve Marimuthu, 2011).
Kitin ve kitosan

Dogada bol miktarda bulunan bir mukopolisakkarit ve kabuklularin, boceklerin
vb. destekleyici malzemesi olan kitinin, p-1,4 baglantisi yoluyla 2-asetamido-2-deoksi-f3-
d-glikozdan olustugu bilinmektedir. Kitin, kitinaz enzimi tarafindan parcalanabilir.
Diisiik kimyasal reaktivitesi ve organik ¢oziiciilerde biiyiik dl¢iide ¢6ziinmeyen yapisiyla
seliiloz ile benzer 6zellikte olan bir malzemedir. Kitin yapr itibariyle beyaz, sert, elastik
olmayan, azotlu bir polisakkarittir. Kitosan, kitinin N-deasetillenmis bir tiirevidir. Kitin

ve kitosanin kimyasal yapis1 Sekil 2.4°te gdsterilmistir.



H NHCOCH3

Kitin

CH20H CH20H

Kitosan

Sekil 2.4. Kitin ve kitosanin kimyasal yapisi (Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013)

Giintimiizde farkli alanlarda kullanilan polimerlerin ¢ogu sentetik oldugundan, bu
polimerlerin biyouyumluluk ve biyobozunurluk o6zellikleri, seliiloz, kitin, kitosan gibi
dogal polimerlere gore zayiftir. Kitin ve kitosan gibi dogal polimerlerin biyouyumluluk,
biyobozunurluk, toksik olmama, adsorpsiyon vb. gibi mitkemmel 6zelliklere sahip olmasi
nedeniyle bir ¢ok kullanim alan1 bulunmaktadir. (Kumar, 2000). Ornegin, kitosan gesitli
doku mihendisligi uygulamalart i¢in uygun membranlar ve matrisler halinde
olusturularak, biyomedikal uygulamalarda enjekte edilebilir, 1siya duyarli tasiyici
materyal gelistirmek igin; Kitin tiirevleri ise ilag tasiyicilari olarak kullanilabilmektedir
(Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013).

Recineler

Bu polisakkarit grubu, genellikle glikoz disinda sekerler igeren ve normal
polihidroksi yapisina ek olarak oksitlenmis gruplara sahip bitki ekstreleri seklinde elde
edilir. Dogal regineler, toksik olmamalar1 ve diisiik maliyetli olmalar1 nedeniyle
genellikle sentetik malzemelere tercih edilir. Re¢ine grubuna 6rnek olarak, deniz yosunu,

aljinat, karajenan gibi yapilar verilebilir (Bhardwai vd., 2000).
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Aljinat: En yaygin bilinen recine grubudur. (1-4) glikozidik olarak bagli f-D-mannuronik
asit ve a-L-guluronik asit monomerlerinin dalli olmayan bir kopolimeridir. Aljinatlar,
alglerden ckstrakte edilmek tizere bir baz soliisyonu ile ve devaminda ise aljinik asit
olusturmak {iizere asit ile tepkimeye sokulurlar. Yiiksek molekiiler agirlikli polimerlerdir
¢ 500 kDa). Aljinat jeller, kontrollii ila¢ tasimim sistemlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013). Sekil 2.5’te aljinat yapisi

gosterilmistir.

Sekil 2.5. Aljinat kimyasal yapisi (Piras ve Smith, 2020)

2.1.1.2. Polipeptitler (Proteinler)

Proteinler termoplastik polimerlerdir ve polar/polar olmayan aminoasitlerden
olusurlar. Aminoasitler, farkli etkilesimlerle molekiiller aras1 baglar olusturabilir ve bu
0zellik molekiile genis bir kimyasal islevsellik kazandirir. Protein bazli biyoplastikleri
elde etmek igin protein ve plastiklestirici maddenin karistirilip eritilmesiyle olusan
geleneksel bir termoplastik yontem kullanilmaktadir. Proteinlerin biyolojik olarak
pargalanmasini proteaz enzimi saglamaktadir ve bu amin hidroliz reaksiyonu ile
olmaktadir. Protein agilama da biyolojik bozunma oranini kontrol etmek igin

kullanilabilen bir aragtir (Vroman ve Tighzert, 2009).
Bugday gluteni

Kuru bugday ununun igeriginde % 9-13 protein ve %75-80 nisasta bulunurken;
bugday gluteninin esas yapisini bugday depolama proteini (%70-80, kuru madde bazinda)
ve az miktarda nisasta tiirevili polisakkaritler (%210-14), lipidler (% 6-8) ve mineraller (%
0,8-1,4) olusturmaktadir. Bugday gluteni gida sanayinde kullanim igin uygundur,

biyobozunur ve biyouyumludur.
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Diger potansiyel uygulamalarina 6rnek olarak kagit tizerinde ylizey kaplamalari,
tarimsal kullanimlar i¢in biyolojik olarak parcalanabilen plastik filmler, giibreli suda
¢ozliniir torbalar, deterjanlar, kozmetikler, sigara filtreleri verilebilir (Ghanbarzadeh ve
Almasi, 2013).

Soya proteini

Soya proteini, ¢ok farkli molekiiler 6zelliklere sahip karmasik bir protein
tiirevidir. Baslica soya proteinleri, yaklagik 200 ila 600 kDa arasinda degisen molekiiler
agirhigina sahiptir (Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013). Soya fasulyesindeki proteinlerin
biiyiik gogunlugu, globulinler ve depo proteinleri olarak bulunur. Kalan proteinler hiicre
ici enzimler (lipoksijenaz, iireaz, amilaz), hemaglutininler, protein inhibitdrleri ve
membran lipoproteinlerinden olusur (Kinsella, 1979). Son zamanlarda saghkli yasama
sundugu katki dolayistyla soya proteinine olan ilgi artmustir. Yapilan bilimsel galismalar neticesinde
soya proteininin kalp problemlerini 6nlendigi goriilmiistiir. Soya proteini igeren membran
filmler dayanikli degil, diisitk mekanik 6zelliklere sahiplerdir. Bu yiizden daha ¢ok ssnek

ve yenilenebilir filmler iiretmek i¢in kullanilmaktadirlar (Vroman ve Tighzert, 2009).
Kolajen ve jelatin

Kolajen, omurgali ve omurgasiz canlilarin viicutlarinda bulunan bag dokusundaki
bir protein bilesenidir. Bitkilerdeki seliiloza benzer sekilde kolajen molekiilleri, bag
dokuya mekanik dayanim saglar. Kollajen, yaklasik 300 nm uzunlugunda ve molekiiler
agirh@ 300,000 olan bir polimerdir (Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013). Kolajenin
biyobozunurluk 6zelligi onu biyomedikal uygulamalarda tercih edilen onemli bir
biyomateryal yapmistir. Bununla baglantili olarak kolajen, ilag tasinim sistemleri ve doku
miihendisliginde kullanilmistir (Zhang, Li, Shi, 2006).

Jelatin; kemik, kikirdak ve deride bulunan kolajenin kismi hidrolizi ile elde edilen
bir protein bilesigidir. Buna bagli olarak hayvanin yasi ve kolajenin tiirii, jelatinlerin
ozelliklerini etkileyen faktorlerdir (Gomez-Guillén vd., 2011). Yapisinda 19 aminoasit
bulunmaktadir ve suda ¢oziinebilmektedir. Jelatin i1yi bir film olusturma yetenegine
sahiptir. Bu filmlerin sahip olduklart mekanik ozellikler; jelatinin kimyasal yapisindaki
aminoasit bilesimine ve molekiiler agirlik dagilimina baghdir (Vroman ve Tighzert,
2009). Gida sanayinde katki maddesi olarak ve kozmetik sanayinde kullanilmaktadir
(Zhang, Li, Shi, 2006).
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Kazeinler

Kazein, siitiin temel protein maddesidir ve toplam siit proteinlerinin %80'ini
olusturur. Kazein genelikle kolloidal kalsiyum fosfat ile kompleks olusturan dort kazein
tiiriniin tiimiinii iceren misel formunda bulunur. Kazein miselleri, siite uygulanan 1sitma
ve homojenizasyon gibi islemlere karsi kararli yapidadir. Miseller arasindaki biitiinliik,
elektrostatik bag, hidrojen bagi ve hidrofobik etkilesimler ile korunur. Kazeinler
yapistirici, kagit kaplama, boya, deri, tekstil elyaflar1 ve plastikler gibi endiistriyel
uygulamalarda kullanim i¢in uygundur. Ancak son yillarda kazein kullanim1 endiistriyel
uygulamalardan gida uygulamalarina kaymistir. Diinya ¢apinda iiretilen kazeinin biiytlik

bir kismi1 gida maddesi olarak kullanilmaktadir (Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013).
Peynir alti suyu proteini

Peynir alti1 suyu proteini, inek siitiinden elde edilen yiiksek kaliteli bir protein
tozudur. Siitte % 80 oraninda bulunan temel proteinden (kazein) sonra kalan kismi (%20)
olusturur. Peynir alt1 suyu proteinleri, kazeinlerin siitten uzaklastirilmasi islemi sonrasi
belirli pH ve sicaklik kosullarinda (pH 4.6 ve 20°C'de) ¢6ziiniir kalan proteinlerdir. Peynir
alt1 suyu proteini antiviral ve antibakteriyel etkiye sahiptir; ayrica karaciger hasarini
azaltir, kan basmcini diizenler bagisiklik ve sindirim sistemi fonksiyonlarini iyilestirir
(Gangurde vd., 2011).

2.1.2. Mikroorganizma kaynaklh biyobozunur polimerler
2.1.2.1. Mikrobiyal polyesterler

Mikrobiyal polyesterler, canlilarin viicudunda mikroorganizmalar tarafindan
biyolojik olarak kolayca pargalanir. Tip alaninda implant materyali ve ilag tasiyict olarak

kullanilabilirler.
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Polihidroksialkanoat

Polihidroksialkanoatlar (PHA), biyolojik olarak pargalanabilen ve biyolojik
olarak uyumlu termoplastiklerden biridir. Bunlar, Gram-negatif ve Gram-pozitif
bakteriler tarafindan tiretilen daha biiyiik molekiillerdir (Raza, Riaz, Banat, 2018). Sekil
2.6’da kimyasal yapis1 goriilmektedir.

R

| I
EO CH \CH:)x—Cfa;

Sekil 2.6. Polihidroksialkanoat kimyasal yapis: (Raza, Riaz, Banat, 2018)

Son teknolojiler ve ideal 6zellikleri goz 6niine alindiginda, PHA'lar (6zellikle kisa
zincir uzunlugundaki PHA polimerleri), cerrahi dikis ipligi, doku iskeleleri, greftler ve
kalp kapakgiklar1 veya ilag tasinim sistemleri gibi spesifik tibbi uygulamalar igin
kullanilabilmektedir (Grigore vd., 2019).

Poli-3-hidroksibiitirat (PHB)

Bir tiir biyo-bazli plastik olan Poli-3-hidroksibutirat, glikoz veya nisasta
metabolize eden bakteriler tarafindan iretilir. Polihidroksibiitirat, [B-ketotiyolaz
tarafindan katalize edildiginde asetoasetil-CoA iireten iki asetil-CoA molekiiliiniin
kondenzasyonundan mikrobiyal olarak sentezlenir. PHB, 177 °C'ye kadar yiiksek erime
sicakligina, 2 °C'lik camsi ge¢is sicakligina, 43 MPa'lik cekme mukavemetine ve yaklasik

%060 kristallige sahip kisa zincirli PHA'lardir.

PHB'ler, yiiksek oksijen gegirimsizligi ve biyouyumlulugu ile dogada hidrofobik
olarak bulunurlar. Ayni1 zamanda ultraviyole radyasyona kars1 dayanikliliklari da vardir.
Bu 6zellikleri nedeniyle, PHB talep goren bir biyopolimer tiiriidiir ve ayni zamanda etkili

bir gida paketleme malzemesidir (Sirohi vd., 2021).
2.1.2.2. Bakteriyel seliiloz

Bir seliiloz tiirii olan bakteriyel seliilloz (BC) acetobacter xylinum bakterileri
tarafindan sentezlenmektedir. BC'nin kimyasal yapisi, diger seliilozlarla ayni sekilde
selobiyoz ile baglanan zincir molekiilleri olsa da, normalde bitki tiirevli seliilozda bulunan

lignin, hemiseliiloz ve pektin vb. gibi molekiiller igermez (Huang vd., 2014).
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BC, molekiiler formiilii (CeH100s)n olan B-1,4 glukan zincirinden olusan fibril
yapisindadir. Glukan zincirlerinin bir arada tutulmasini, hidrojen i¢i ve hidrojenler arasi

baglar saglar. Bu baglarin sematik gosterimi Sekil 2.7°de verilmistir.

Sekil 2.7. Bakteriyel seliilozun hidrojen molekiil igi ve intramolekiiler hidrojen baglar: (Esa,
Tasirin,Rahman, 2014)

Sadece glikoz monomerinden olugan BC yapis1 nedeniyle, yliksek su tutma
kapasitesi, yiiksek derecede polimerizasyon, mekanik mukavemet ve kristallik gibi
ozellikler sergiler. Arastirmalardan elde edilen veriler, BC ve tiirevlerinin biyomedikal,
elektronik ve gida endiistrisi gibi ¢esitli alanlarda kullanim i¢in iyi bir potansiyele sahip
oldugunu ve umut vadeden bir gelecek sagladigini agik¢a gostermektedir (Esa, Tasirin,
Rahman, 2014).

2.2. Sentetik Biyobozunur Polimerler

Bu biyopolimer grubu; biyobozunur polyesterlere aittir ve iretim sekilleri
monomerlerin  polikondenzasyonu veya halka agma polimerizasyonudur. Insan

viicudunda kullanimi i¢in FDA onay1 almistir.
2.2.1. Alifatik polyesterler

Alifatik polyesterler grubu biyobozunur polimerler kategorisine girer ve doku
iskeleleri, cerrahi dikis iplikleri, kemik implantlar1 ve ilag tasinim sistemleri gibi tibbi
tirtin ve uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Alifatik polyesterlerin bozunmasi
genellikle ana zincirdeki ester baglarinin hidrolizi yoluyla gerceklesir ve bozunmanin hiz
ve derecesi polimerin karakterine (6rnegin hidrofiliklik ve kristallik) baglidir (Seyednejad
vd., 2011).
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Alifatik polyesterler {i¢ farkli yontemle sentezlenir. Ilk yéntem, bir hidroksi asidin
polikondenzasyonudur. Ancak bu yontem ile sentezlenen polimerler diisiik molekiil
agirh@ ve diistik polimerizasyon derecesine sahip olup, blok kopolimerlerin
sentezlenememesi gibi baz1 dezavantajlara sahiptir. ikinci yontem, laktit ve glikolid gibi
siklik diesterlerin halka agma polimerizasyonu (ROP)’dur ve bu yontemle yiiksek
molekiiler agirliga sahip polyesterler elde edilebilmektedir. Ugiincii yontem enzimatik
polimerizasyondur. Toksik reaktiflerin kullanimindan kaginarak ve Kkatalizori geri
dontstiirerek gerceklesir ancak bu yoOntemin en biiylik dezavantaji, elde edilen

polimerlerin nispeten diisiik molekiil agirlikli olmasidir.
2.2.1.1. Polilaktik asit (PLA)

Polilaktik asit, laktik asit kullanilarak iiretilen bir alifatik polyesterdir. Diisiik
molekiil agirlikli PLA, 1932'de Carothers tarafindan sentezlenmistir. 1954 yilina
gelindiginde DuPont’un ¢alismasi daha sonra patenti de alinan daha yiiksek molekiil
agirlikli bir Girlinle sonuglanmustir (Gupta, Revagade, Hilborn, 2007). Laktik asit (LA),
polilaktik asitin monomeridir. Organizmalarda glikolitik enerji dongiisiinde hayati bir rol
oynar ve canli organizmalarin biiylimesini, gelismesini silirdirmek i¢in Onemli bir
maddedir. iki optik izomeri vardir: L-laktik asit ve D-laktik asit. Bu izomerler Sekil

2.8’de gosterilmistir.

HO

. OH , OH
% ,. “,
H /I:'.HJ H,C 4
L-laktik asit D-laktik asit

Sekil 2.8. Laktik asitin izomerleri
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LA, d-tipi ve I-tipi izomerlere sahip kiral bir molekiil oldugu igin, ii¢ polilaktik asit
formu olusur: poli L-laktik asit (PLLA), poli-D-laktik asit (PDLA) ve poli(DL -laktik
asit) (PDLLA). Yapisindaki -CH3 yan gruplarinin varligindan dolay1 hidrofobik bir
polimerdir ve bu metil yan gruplarinin koruyucu etkisi nedeniyle hidrolize PGA'dan daha
direnglidir (Vroman ve Tighzert, 2009). PLA’ nin kimyasal yapisi Sekil 2.9’da

gosterilmistir.

CH; o

| T
O—CH—C

L )

Sekil 2.9. PLA kimyasal yapisi (Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013)

PLA, biyouyumluluk, biyobozunurluk gibi 6zellikleri nedeniyle ¢esitli biyomedikal
uygulamalar i¢in kullanilan en umut verici sentetik polimerlerden biridir. Bu uygulama
alanlarma bakildiginda PLA, dermatoloji ve kozmetikte doku miihendisligi, doku
iskeleleri, ilag dagitim sistemi malzemeleri, kaplama membranlari, farkli biyolojik tibbi
implantlar ve cerrahi dikis ipligi tiretmek i¢in kullanilmistir. Ayrica bu uygulamalarinin
cesitlendirilmesi, PLA’nin kimyasal yapisindaki basit modifikasyonlarla ve diger
polimerik/polimerik  olmayan bilesenlerle karistirilip, kopolimerize  edilerek
kullanilmasiyla da miimkiindiir (Singhyi, Zinjarde, Gokhale, 2019). PLLA’nin bazi

kimyasal ve mekanik 6zellikleri Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. PLLA 'nin genel ozellikleri (Gupta, Revagade, Hilborn, 2007)

Erime sicaklig1 145-186 °C

Bozunma sicakligi 227-255 °C

Camsi gegis sicakligi 53-64 °C

Yogunluk 1,24-1,29 g/cm?®

Cekme dayanimi 55-80 MPa (Kapoor vd., 2015)
Young modiilii 350-3500 MPa
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2.2.1.2. Poliglikolik asit (PGA)

Poliglikolik asit (PGA); en basit lineer yapili alifatik polyester olup ayn1 zamanda
biyobozunur ve termoplastiktir. PGA’nin kimyasal yapisi Sekil 2.10°da gosterilmistir.

O
Il

O—CH,—C

n

Sekil 2.10. PGA 'min kimyasal yapis: (Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013)

PGA, 1954'ten beri sert elyaf olusturan polimer olarak bilinmektedir. 1960’larda
ilk biyobozunur sentetik cerrahi siitiir olarak Dexon ticari adiyla, 1984-96 yillar1 arasinda
kemik pimi olarak Biofix ticari adiyla kullanilmaya basland1 (Goktiirk ve Erdal, 2017).
PGA sentezi igin dort yontem vardir: glikolik asidin polikondensasyonu, halka agma
polimerizasyonu, glikolid, halojenoasetatlarin kati hal polikondensasyonu ve karbon
monoksit ve formaldehitin Brensted asit katalizli polimerizasyonu. Polikondenzasyon
yontemi kullanilarak diistik molekiil agirlikli polimerler elde edilirken glikolik asidin
siklik dimer formu olan glikolidin halka agma polimerizasyonu yoluyla daha yiiksek

molekiil agirlikli polimerler elde edilebilir.

Biyobozunur bir siitiir materyali olarak bilinen PGA’nin bu 6zelligi, diger
biyomedikal alanlarda degerlendirilmesinde etkili olmustur. Pimler, gubuklar, plakalar ve
vidalar dahil olmak iizere PGA ile implante edilebilir tibbi cihazlar tiretilmektedir. Ayrica
doku miihendisligi veya kontrollii ila¢ dagitimi uygulamalarinda da kullanilmaktadir
(Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013). PGA’nin bazi kimyasal ve mekanik 6zellikleri Tablo

2.2’de verilmistir.

Tablo 2.2. PGA ’nin ézellikleri (Vroman ve Tighzert, 2009)

Erime sicaklig1 220-225 °C

Camsi gegis sicakligi 35-40 °C

Cekme dayanimi 57 MPa

Young modiilii 6-7 GPa
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2.2.1.3. Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)
PLGA yapisi ve genel ozellikleri

PLGA, monomerleri laktik asit (LA) ve glikolik asitin (GA) kullanim amacina
bagli olarak farkli oranlarinin bilesimi ile hazirlanabilen bir kopolimerdir. Laktik asit
icerigi %25'ten fazla olan PLGA polimerleri dogada amorf halde bulunurlar. Farkli
kimyasal bilesimlerde sentezlenen PLGA'lar ilag dagitimi i¢in daha diisiik molekiiler
agirlikli tercih edilirken, implantlar i¢in genellikle yiiksek molekiiler agirlikli tercih
edilmektedir (Ayyoob ve Kim, 2018).

PLGA’nin sulu ortamlardaki bozunmasi ester baglantilarinin hidrolizi ile
olmaktadir ve bu bozunma dort basamakta gergeklesmektedir. Birinci basamak
hidrasyondur. Bu kisimda su amorf bolge tarafindan absorbe edilir ve van der Waals
baglari ile hidrojen baglarini bozarak camsi gegis sicakliginda (Tg) bir diisiise neden olur.
Ikinci basamakta yapidaki ilk bozunmalar meydana gelir ve molekiiler agirliktaki azalma
ile kovalent baglar ayrilir.Ugiincii basamakta bozunma siireklilik kazanir ve karboksilik
u¢ gruplar, bozunma siirecini otokatalize eder. Son basamakta ortamda kalan pargalar
¢Oziliniir molekiillere doniisiir (Gentile vd., 2014).

PLGA sentez yontemleri

PLGA sentezi igin baslica iki yontem vardir. Bu yontemlerden ilki, laktik asit
(LA) ve glikolik asitin(GA) kondenzasyon polimerizasyonudur. Bu polimerizasyon
incelenirken biitiin fonksiyonlu gruplarin ayn1 dl¢iide etkin olduklar1 yani bir monomer
molekiiliiniin bagka bir monomerle veya bir polimer zinciri ile ayni sekilde reaksiyon
verdigi kabul edilir. Baglama agsamasinda monomer molekiilleri birbirleri ile reaksiyona
girerek diisiik molekiil agirlikli polimer zincirleri (oligomer) olustururlar. Yiiksek
molekiil agirlikli polimerler uzun siirede olusur (Yiicesan, 1994). Sekil 2.11°de

PLGA’nin kondenzasyon polimerizasyonu gosterilmistir.

CHy Chy
nHO-CH-COOH *nHO-CH,~COOH +—— H{-0-CH-CO-0~CH,~CO1OH + 2nH,0
Laktik asit Glikolil asit f

PLGA

Sekil 2.11. PLGA 'nin kondenzasyon polimerizasyonu
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Diger bir sentez yolu ise; bu iki asitin dimerlerinin halka agilma
polimerizasyonudur.  Genel gosterimden de anlasildigt  gibi  halka-agilma
polimerizasyonunda monomer molekiilleri birer birer zincirlere katilirlar.
Polimerizasyon ortaminda yalmiz aktif zincirler ve monomer molekiilleri arasinda
tepkime gozlenir. Ikinci sentez yontemi ¢ok daha elverislidir. Bunun sebebi zincir
uzunlugunun kontrolii ve yan tepkimelerin en aza indirilmesi yoluyla kisa siirede ytiksek
molekiil agirlikli polimerlerin sentezlenebilmesidir. Sekil 2.12’de PLGA’nin halka

acilma polimerizasyonu gosterilmistir.

0 0
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()\.. ~CHy o, ) & A
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0)
| pra PGA |
Laktik asit Glikolik asit

PLGA

Sekil 2.12. PLGA 'min halka a¢ilma polimerizasyonu
PLGA’nin uygulama alanlar

PLGA biyouyumluluk ve biyobozunurluk yonleriyle 6zellikle biyomedikal alanda
kullanilmaktadir. PLGA 'nin 6zelliklerine bakildiginda, yapisinin genel olarak amorf
oldugu sdylenebilir (Ayyoob ve Kim, 2018). Dolayisiyla bu amorf yap1 polimere diisiik
mekanik dayanim sagladigi i¢in ila¢ saliniminda kullanmak i¢in uygundur. Kristalin yap1
mekanik olarak daha dayanikli oldugu i¢in cerrahi dikis ipligi, kemik sabitleyici ve doku
iskelesi olarak kullanimi daha uygundur. Sekil 2.13 ve 2.14’te PLGA nin kemik ve doku

miihendisligi uygulamalar gosterilmistir.
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Sekil 2.13. Doku miihendisligi metot semasi (1) hiicreler hastadan alimir (2) hiicre kiiltiirii
(3) hiicrelerin iskeleye inkiibasyonu (4) iskele icerisinde hiicre kiiltiirii (5) yarali

bdlgeye implantasyon

Molekdlleri

Osteoindiktif SWEEJ

L 4 Peptid
biyofonksiyonel doku ¥ BlUyGme foktdrd
iskelesi * Fillers

Sekil 2.14. Kemik doku miihendisligi yaklasimi

Bir baska ozellik de sudaki ¢oziiniirligii olup, bu 6zellik PLGA’nin igerdigi

monomer oranina bagli olarak degiskenlik gosterir.

Laktik asit oran1 yliksek olan PLGA

hidrofobik 6zellik, glikolik asit oran1 yiiksek olan PLGA hidrofilik 6zellik gosterir. Buna

bagli olarak suda ¢6ziinen ve suda ¢oziinmeyen ilaglarin taginiminda tercih edilmektedir.

Yani ilacin tiiri PLGA tabanli ilag taginim sistemlerinin ve ¢oziiciilerin hazirlanma

teknigini belirlemektedir.

PLGA’nin diger bir 6zelligi olan biyouyumluluga bakildiginda, yapilan laboratuar

caligmalar1 polimerin lif, kemik ve ilik dokulartyla hicbir zararli yan etki olmadan uyum

sagladigin1 gdstermistir. Laboratuvar ortaminda farelerin sirt bolgelerindeki kivrimli

yapiya yerlestirilen polimerin damarli dokuda biiylime saglayip iyilesme gosterdigi

kanitlanmustir.
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Bir baska Ornek olarak, yapilan in vitro ¢alismalarda PLGA doku iskelesinin
insanda dis eti bag doku hiicrelerinin ¢ogalmasint destekledigi ve hiicrelerde
farklilagsmaya sebep oldugu goriilmiistiir. Sekil 2.15°te PLGA nin tavsan 6n kol kemigine

implantasyonu gosterilmistir.

Sekil 2.15. (a) Hidroksiapatit(HA)/PLGA (b) tavsan énkol kemiginden kemik parcast (c) tavsan
on kol kemigindeki hasarli bolge (d) doku iskelesinin hasarli bolgeye implantasyonu

PLGA ‘nin sahip oldugu diger bir 6zellik ise biyobozunur olmasidir. Kontrollii
bir bozunma siireci, viicuda implante edilecek biyomalzemeler i¢in kilit bir faktordiir.
Bozunabilen malzemeler yeni dokularin olusumu i¢in yer acacak ve tasinan hiicrelerin
cevre dokularla biitiinlesmesine izin verecektir. PLGA nin bozunma siiresi icerigindeki
monomer oranina (LA:GA) baglh olarak degismektedir. Yiiksek glikolik asit igerikli
polimer hidrofilik yapida olacagindan daha kisa siirede bozunmaktadir. Ornegin %50 LA
ve %50 GA igeren PLGA ‘nin ortalama bozunma siiresi 1-2 aydir ve bu oranlarda
hazirlanan polimer siklikla periodontal uygulamalarda tercih edilmektedir. Ayrica,
molekiil agirhigi da bozunma siiresini etkilemektedir (Sun vd., 2017). Sekil 2.16’da

PLGA’nin periodontal uygulamasina bir 6rnek verilmistir.

Sekil 2.16. (4) Implantl bolge (B) PLGA membran yerlestirilmesi (C) PLGA kapl kemige
sogrulabilir iki pin yerlestirilmesi (D) 6 ay sonra implant yiiksekligindeki
hatalarin azalmas: (E,F) kékler arasi bolgedeki derinligin azalmasi
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Tablo 2.3’te bazi1 firmalarca tiretilen ve biyomedikal uygulamalarda kullanilan

PLGA igerikli tirtinler gdsterilmistir.

Tablo 2.3. Biyomedikal uygulamalarda kullanilan bazi ticari PLGA iiriinler (Sun vd., 2017)

Ticari ad1 Uretici  Monomer Formu Bozunma  Biyouyumluluk Mekanik
firma orani siiresi ozellikler
(PLA:PG
A)
Vicryl-Netz Ethicon  10:90 Dikis ipligi  4-12 hafta Cevre dokularla Yart
reaksiyon kristalin
olusturmaz.
Vicryl Ethicon  8:92 Dikis ipligi 12 hafta Iyi bir Yart
biyouyumluluk, kristalin,
sinirli inflamatuar diisiik
yanit elastisite
Biologically Quiet 85:15 Doku 24 hafta Anormal bir doku Yiiksek
iskelesi reaksiyonu yok mekanik
dayanim
Lupron Depot  TAP 50:50 Mikropar¢ 4 hafta Diisiik miktarda Toz ilag
actk toksisite ve
iritasyon
LactoSorb Walter - Doku 48 hafta Yan etkisi olmayan Yiiksek
slc;;t?a sts and ;8:;?c2a| iskelesi kemik yapisi igerigi cekme
gerilimi ve
sertlik
Zoladex Astra- - Mikroparti 4 hafta Biyouyumluluk ve Toz ilag
Zeneca kiil non toksik
Dermagraft ATS 10:90 Dikis ipligi 4 hafta Biyouyumluluk, Elastiklik,%
sinirh bagigiklik 95
reddi gozeneklilik
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PLGA sentezi ile ilgili literatiir calismalar

Poli-laktik-ko-glikolik asit biyouyumlu ve biyobozunur olmasi gibi sahip oldugu
ozellikler sebebiyle 6zellikle biyomedikal uygulamalar da siklikla tercih edilen bir
kopolimerdir. PLGA’y1 olusturan laktik asit ve glikolik asit monomerleri uygulama
alanmna gore farkli oranlarda karistirilarak viicuttaki bozunumu istenilen siirede
ayarlanabilmektedir. Sentezi ile ilgili literatiir caligmalarina bakildiginda;

Pereira ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada, Oxaliplatin isimli kanser
ilac1 ile PLGA ve PLGA-PEG etkilesimleri incelenmistir. Burada polietilen glikoliin
(PEG) hazir alinmasi tercih edilmisken, PLGA ve PLGA-PEG blok kopolimeri laboratuar
ortaminda polikondenzasyon yontemi ile azot atmosferinde sentezlenmistir. 50 ml laktik
asit ve 62 ml glikolik asit esmolar (1:1) oranda karistirilmis, katalizor olarak 0,25 ml
stilfiirik asit eklenmistir Sicaklik 140 °C ye ayarlanmis ve manyetik karigtirict da 10 saat
tepkimeye birakilmistir. Sentez isleminin ardindan Oxaliplatin adl1 kanser ilac1 120 © C
de 50 ml lik reaktor i¢cinde manyetik karistirict kullanilarak ve azot atmosferinde bu ti¢
polimere eklenmistir. Son olarak elde edilen polimer/ilag karisimlarinin
karakterizasyonlar1 yapilmis ve sonugta PLGA-PEG blok kopolimerlerinin
biyouyumluluk 6zelliklerinin  gelistirilmesiyle birlikte kontrollii ila¢ salinim
sistemlerinde tercih edilebilecegi sonucuna varilistir (Pereira vd., 2017).

Li ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 calismada, PLGA sentezi farkh
parametreler ve biyolojik bir katalizér kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada
PLGA sentezi iki basamakli polikondenzasyon yontemi ile gerceklestirilmistir. Sentezde
ilk basamak olarak oligolaktik-glikolik asit elde edilmistir. Bunun igin 45 g sulu laktik
asit ¢ozeltisi ve 38 g glikolik asit argon atmosferinde bir reaktorde karistirilmistir. Bu
sekilde sicaklik ve karistirma siiresi degistirilerek 3 deneme yapilmistir. En yiiksek
molekiil agirlikli oligolaktik-glikolik asit 140 °C ve 2 saatlik ¢alisma siiresinde elde
edilmistir. ikinci basamakta polimer sentezine gegilmistir. 70 g oligolaktik-glikolik asit
ve katalizor olarak 265 mg kreatinin (biyokatalizor) karistirilip reaktore eklenmistir. Bu
sekilde yine sicaklik ve ¢alisma siiresi degistirilerek 9 deneme yapilmistir. Maksimum
molekiil agirlikli PLGA 150 °C ve 54 saatlik karistirma siiresinde elde edilmistir (Li vd.,
2015).
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Alimohammadi ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 calismada, Amoxicilin
(antibiyotik) igerikli manyetik nanopartikiilli PLGA sentez ve Kkarakterizasyonu
yapilmistir. Manyetik nanopartikiiller FeCl, ve FeCls kimyasal ¢oktiirme metoduyla
hazirlanmistir. Bu ¢alismada da polimer olarak PLGA ve PLGA-PEG kopolimerleri
tercih edilmistir. Burada PLGA ve PLGA-PEG kopolimerleri halka agilma
polimerizasyonu ile sentezlenmistir. 0,684 mol laktik asit 0,838 mol glikolik asit 3
boyunlu balonda azot atmosferinde 140 °C’de 10 saat boyunca karistiritlmistir. Katalizor
olarak SnOct; (Kalay (Il) 2-etilhekzanoat) eklenmistir. Sogutma isleminin ardindan
karisim kloroformda ¢oziindiiriiliip ¢oziicii ayristirilmistir. Sentez isleminden sonra
Amoxicilin yiikli manyetik PLGA ve PLGA-PEG nanopartikiilleri emiilsiyon-
evaporasyon yontemiyle hazirlanmistir. Sonugta PLGA-PEG kopolimerinden salinan
amoxicilin miktarinin saf PLGA’dan salinan miktara gore daha fazla oldugu goriilmuistiir
(Alimohammadi vd., 2012).

Erbetta ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, PLGA sentez ve karakterizasyonu
incelenmistir. PLGA sentezi halka ac¢ilma polimerizasyon yontemi kullanilmistir.
Toplamda 8 sentez yapilmis, bunlardan 4'tinde laktik asit/glikolik asit 70:30,diger 4'tiinde
50:50 oraninda kullanilmistir. i1k iki deneyde tipasiz bir reaktdr icine monomerler ve
katalizor (SnOctz) eklenmistir ve sentezin ilk 10 dakikasi boyunca karistirilarak
isitilmigtir. 3. deneyde ortama azot enjekte edebilmek igin sisteme doner evaporator
eklenmistir. 4. sentezde reaktdr ve evaporatdr yer degistirmis ve yiiksek vakum altinda
calistirilmigtir. Diger 4 deneyde farkli olarak vakum yerine kauguk tipali cam bir reaktor
kullanilmistir. Sentezler sonucu PLGA kopolimeri metilen kloriir i¢inde ¢ozlindiiriilmiis

ve 60 ‘C de vakum altinda kurutulmustur (Erbetta vd., 2012).
Choi ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada, elastik PLGA/PCL/PLGA tri-blok

kopolimerlerinin sentez ve karakterizasyonu incelenmistir. Sentez yontemi olarak halka
acilma polimerizasyonu segilmistir. Burada PLGA sentezinde, laktik asit ve glikolik asit
50:50 ve 75:25 oranlarinda bir cam reaktor i¢inde karistirilmis, monomerler eriyene kadar
140 °C de yag banyosunda 1sitilmistir. Daha sonra sicaklik 120 °C ye diisiirtiliip SnOct:
katalizorii eklenmistir. Reaksiyon azot ortaminda 24 saat karistirilarak devam etmistir.
Sentez sonucu PLGA kloroformda ¢ozdiiriilmiis ve sonra etil eter iginde ¢oktiiriilmiistiir.
Daha sonrasinda elde edilen polimere mekanik testler ve NMR karakterizasyonu
yapilmistir (Choi ve Park, 2002).
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PLGA igerikli doku iskelesi éiretimi ile ilgili literatiir ¢alismalar

Pelaseyed ve arkadaslari, TiO2 nanopargaciklar1 igeren poli (laktit-ko-glikolid)
(PLGA) esashi gozenekli doku iskelelerini, yeni bir yontem olan  air-liquid foaming
teknigi ile tiretmislerdir. Sonuglara bakildiginda, kopiirtme islemi parametrelerinin elde
edilen doku iskeleleri tizerinde etkili oldugu ve iskelelerin gozenek boyutunun 200-600
um araliginda oldugu goriilmistiir. Doku iskelelerin mekanik 6zellikleri gézenek boyutu
ile ters orantilidir. Bu ¢alismada optimum kosullarda gézenek boyutu 270 um, basma
dayanimi 0,97 MPa, gozeneklilik %90 olarak bulunmustur. Ayrica PLGA/TiO2 doku
iskelelerinin susa (bir bakteri veya viriisiin farkli alttiirlerinin, aralarinda genetik
farkliliklar bulunan gruplari) kars1 gosterdigi antibakteriyel etkisi E.Coli kullanilarak elde
edilmistir. Bu doku iskelesinin biyouyumlulugu MG 63 hiicreleri ile test edilmis ve
tiretilen doku iskelelerinin kemik doku uygulamari i¢in uygun oldugu gorilmiistir
(Pelaseyad vd., 2021).

Xu ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada, kalsiyum karbonat (CC)/hekzagonal
mezogozenekli silika (HMS)/PLGA sinterlenmis mikro kiire bazli yapi iskeleleri
gelistirmislerdir. iskelelerin % 30-40 gdzeneklilikte oldugu goriilmiistiir. Bozunma
sonuglart CC/HMS/PLGA doku iskelelerinin, PLGA asidik yan iiriinlerinin neden oldugu
pH artigin1 notralize ettigini gostermistir. CC katki maddeleri hiicrelerin doku iskelelerine
tutunmasina izin veren yapiskan proteinlerin artisini saglamistir. Mezenkimal kok
hiicrelerin (MSC'ler) proliferasyonu ve osteojenik farklilasmasi CCK-8 testi ile, alkalin
fosfataz (ALP) aktivitesi Alizarin Red boyamasi ile degerlendirilmistir. HMS/PLGA
doku iskeleleriyle karsilastirildiginda, CC/HMS/PLGA doku iskelelerinde MSC'lerin
¢ogalmasmin arttigi gézlemlenmistir. CC/HMS/PLGA iskeleleri kemik onarimi ile
rejenerasyonu i¢in iyi bir alternatif olmustur (Xu vd., 2021).

Shadman ve arkadaslari, porojen (NaCl) kullanarak c¢oziicii dokiim/partikiil
uzaklastirma yontemi ile polimerik bir doku iskelesi elde etmislerdir. Sonuglara
bakildiginda, PLGA doku iskelesinin 50 ila 200 pm boyutlarinda gbzeneklere sahip
oldugu goriilmiistir. PLGA doku iskelesinin 80 saatlik bozunma deneyinde agirliginin
%80’ini kaybettigi goriilmiistiir. Hiicre biyouyumluluk testleri, iskele tizerinde kullanilan
LNCaP hiicre hattinin biiyiidiigiinii gdstermistir. iskele iizerindeki MSC'lerin biiyiimesi
ve farklilagmasi, 21 giinliik siire boyunca meydana gelmis olup bu durum alkalin fosfataz

ve osteopontin genlerinin fonksiyonel protein yapilara dontisiimiiyle dogrulanmustir.
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Farklilasmis hiicrelerin kalsifikasyon miktar1 da MSC'lerin osteoblastlara
donilisimiinii dogrulamistir. Bu veriler 1s18inda, PLGA matriksli polimerik doku
iskelelerinin doku miihendisligi, implant ve ila¢ tasinim sistemleri i¢in potansiyel olarak
kullanilabilir oldugu sonucuna ulasilmistir (Shadman vd., 2021).

Huang ve arkadaslari, diizenli ve yiiksek oranda birbirine bagli gézenekli poli
(laktik-ko-glikolik-asit) (PLGA) / nanohidroksi apatit (NHA) iskelelerini, 1s1l indiikleme
ile faz ayirma teknigi ile tiretmislerdir. Coziicii bilesimi ve polimer konsantrasyonunun
yan1 sira NHA igeriginin PLGA/NHA iskelelerinin mikro-morfolojik yapisi ve mekanik
ozellikleri tlizerindeki etkileri arastirtlmistir. NHA tozlar1 ultrasonikasyon ile 1,4-
dioksan/su karigimi iginde dagitilmigtir. Devaminda, NHA tozlari homojen bir sekilde
dagildiginda ¢ozeltiye PLGA eklenmistir. PLGA/NHA bilesikleri, homojen PLGA/NHA
¢ozeltisine doniisene dek 65°C'de 1sitilmistir. Numune, hizli bir sekilde dondurulmasi igin
hemen sivi nitrojene daldirilmistir. Sonunda, ¢oziiciileri uzaklastirmak i¢in numune -
60°C ve 14 Pa'da en az 48 saat dondurularak kurutulmus ve gozenekli yapi iskeleleri elde
edilmistir. Sonuclara bakildiginda, 6zellikle agirlikca % 10 NHA iceren PLGA/NHA
iskelelerinin, yiiksek oranda hiicre biiyiimesi, alkalin fosfat aktivitesi sergiledigi
goriilmiis ve % 84 gozeneklilik elde edilmistir (Huang vd., 2008).

Schardoism ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada, ti¢ boyutlu gézenekli PLGA-
biyomimetik  karbon  apatit  kompozit  yap1  iskelelerinini  dondurarak
tiretmislerdir.Tamamlayic1 karakterizasyon teknikleri taramali elektron mikroskobu
(SEM), civa porozimetrisi ve X-1sin1 mikrotomografisi kullanilarak dolgu oraninin iskele
gozenekliligi ve mekanik ve bozunma 6zellikleri tizerindeki etkisini belirlemek igin farkli
katki/polimer oranlar1 denemislerdir. Kompozit iskele i¢indeki apatit oraninin, mekanik
ozellikler ve in vitro bozunma Ozellikleri agisindan giiglii bir etkiye sahip oldugu
gosterilmistir. Deneysel ¢alismada ilk olarak, PLGA, dimetil karbonat (DMC) iginde
¢Oziindiiriilmiistiir. Sonrasinda PLGA ¢0zeltisi igerisine apatit eklenmis ve 10 dk
sonikasyon islemi uygulanmistir. Siispansiyonlar (i¢ ¢ap:2 cm, yiikseklik:2 cm) teflon bir
kaliba dokiilmiistiir. Bu siispansiyonu dondurmak amaciyla kapali kaliplar 5 saat boyunca
-20 °C de dondurucuya yerlestirilmistir. Son olarak kaliplar agilip donmusg
stispansiyonlara 24 saat liyofilizasyon islemi uygulanmistir. In vitro bozunma ¢aligsmalari
yiiksek apatit oranlarinin PLGA bozunmasini siirladigini ve iskelelerin hidrofilikligini
arttirdigini, bunun sonucu olarak da kemik mineraline benzer apatitin doku iskelelerinin

biyolojik 6zelliklerini iyilestirdigini gostermistir (Schardoism vd., 2017).
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Monarrez-Cordero ve arkadaslari Allium termal olarak indiiklenen faz ayirma
(TIPS) teknigi ile cepa oziitleri (AC), kitosan ve PLGA ile birlikte osteokondiiktif
olabilen ve biyouyumluluk ve biyomineralizasyon 6zellikleri ile kemik dokusunun daha
iyi ve daha hizli yenilenmesini destekleyen PLGA/kitosan/AC doku iskeleleri
gelistirmislerdir. Deneysel ¢alisma Konsantre asetik asit iginde %2'lik bir PLGA (70:30)
polimer ¢ozeltisi hazirlanmistir . Cozelti 2 saat manyetik olarak karigtirildiktan sonra
kitosan ve Allium Cepa 6ziitii eklenmistir. Elde edilen ¢ozelti, oda sicakliginda 90 dakika
boyunca ultrasonikasyon yontemiyle karistirtlmistir. Daha sonra ¢6zelti kuru buz ile 6
saat dondurulup, ardindan 72 saat liyofilizatorde bekletilmistir. Kompozitler, 12 saat
boyunca -4°C sicaklikta susuz etanol i¢ine daldirilmis ve sonrasinda etanol dekantasyon
yontemi ile uzaklastirilmistir. Devaminda -4°C'de 12 saat boyunca NaOH ¢ozeltisine
daldirilmig, NaOH ¢6zeltisi uzaklastirilip numuneler kurumaya birakilmistir. Simiile
edilmis viicut srvist (SBF) kullanilarak biyoaktivite analizi yapilmistir. Iskele
karakterizasyonu igin taramali elektron mikroskobu, enerji dagilim spektroskopisi ve
kizil6tesi spektroskopi kullanilmistir. Sonuglara bakildiginda, 50 ile 100 um arasinda
gbzenek boyutu dagilimia sahip bir yap1 olusmus, yap1 ylizeyinde apatit kristalleri
olustugu gorilmiistiir. PLGA/kitosan/AC kemik dokuya ¢ok yakin bir deger olan 1,6-1,7
arasindaki Ca/P orani elde edilmistir (Monarrez-Cordero vd., 2021).

2.2.1.4. Polikaprolakton (PCL)

Polikaprolakton (PCL), farmasétik ve biyomedikal alanlarinda genis
uygulamalara sahip, tekrarlayan heksanoat birimlerine sahip alifatik polyester sinifinda
biyobozunur bir polimerdir. PCL, mekanik 6zellikleri, diger polimerlerle uyumlulugu,
biyouyumlulugu, iyi ¢oziiniirliigii gibi ozellikleriyle 6nem kazanmistir. Kimyasal yapisi

Sekil 2.17°de gosterilmistir.

Sekil 2.17. Polikaprolakton kimyasal yapus: (Laurance, 2021)
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PCL, fizyolojik kosullar altinda ester baglarmin hidrolizi ile bozunur ve bu
nedenle viicuda implante edilebilir bir biyomateryal olarak kullanilmaktadir (Laurance,
2021). Daha cok kontrollii ilag tasiim sistemlerinin gelistirilmesinde kullanilan bir
polimerdir. Bununla birlikte, ¢ok yavas bozunmasi (2-3 yil), hidrofobikligi gibi
nedenlerle ¢alismalarda PCL'nin doku miihendisligi, kemik dokusu rejenerasyonu, doku
onarimi alanlarinda implantlar veya iskele matrisi olarak kullaniminin uygun oldugu
goriilmiistir (Kurakula vd., 2021). PCL’nin baz1 kimyasal ve mekanik 6zellikleri Tablo

2.4’te verilmistir.

Tablo 2.4. PCL 'nin ézelikleri (Mirbagheri vd., 2017)

Erime sicakligi 56-65 °C

Camsi gegis sicakligi (-65) — (-60) °C

Bozunma sicakligi 350 °C

Yogunlugu 1,071-1,2 g/lcm?®

Cekme dayanimi 23 MPa (Vroman ve Tighzert, 2009)
Young modiilii 0,21-0,44 GPa

2.2.2. Polivinil alkol ve polivinil asetat
2.2.2.1. Polivinil alkol (PVA)

Poli (vinil alkol), vinil polimerler arasinda bozunmasi en kolay olan polimerdir.
PVA, 180 -190°C arasinda erime noktasina, 26-30 kDa arasinda bir molekiiler agirligina
ve % 86,5 -89 arasinda bir hidroliz derecesine sahiptir. PVA yar1 saydam, tatsiz, kokusuz,
suda ¢ozlinen beyaz renkli graniiler bir tozdur (Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013). PVA
polimerizasyonuna bakildiginda vinil asetatin polimerizasyonu ve hidrolizinden
hazirlanan PVA'lar ataktik, vinil format, vinil pivalat ve vinil trifloroasetatin radikal
polimerizasyonu ile hazirlanan PVA’lar sindiyotaktik, benzil vinil eterin katyonik
polimerizasyonu ile hazirlanan PVA’lar izotaktiktir. P\VA farkli aldehitler ile reaksiyon
vererek molekiil i¢i ve molekiiller arasi asetal bilesikleri olusturabilir ve glutaraldehit
veya glioksal gibi iki islevli aldehitler kullanilarak kimyasal olarak ¢apraz baglanabilir.

PVA’nin kimyasal yapis1 Sekil 2.18’de gosterilmistir.
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Sekil 2.18. PVA kimyasal yapisi

Yapilarinin karmasik olmamasi, yapiskanlik, yiiksek mukavemet, film olusturma,
biyouyumluluk, toksik olmama gibi ozellikleri ile PVA polimerleri tekstil, kagit,
yapistirici, gida, biyomedikal ve 6zellikle farmasotik gibi farkli endiistrilerde uygulama

alan1 bulmustur (Muppalaneni ve Omidian, 2013).
2.2.2.2. Polivinil asetat (PVAc)

PVAC, vinil asetatin polimerizasyonuyla sentezlenen renksiz ve genellikle toksik
olmayan, biyobozunur termoplastik bir yapistiricidir. PVAc, 1912 yilinda Almanya'da
Dr. Fritz Klatte tarafindan kesfedilmistir. En yaygin olarak kullanilan su dispersiyonlu
yapistiricilardan biridir (Kaboorani ve Riedl, 2015). Polivinil asetatin polimerizasyon
derecesi 100 ila 5000 arasinda degiskenlik gostermektedir. Polivinil asetat, yaygin olarak
ahsap tutkali, beyaz tutkal, marangoz tutkali veya PVAc tutkali olarak adlandirilan bir
tutkal tiirlinlin bir bilesenidir. PVAc’ nin kimyasal yapis1 Sekil 2.19°da gosterilmistir.
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Sekil 2.19. PVAc kimyasal yapist

Sert homopolimer PVACc kagit kaplamalarda, boyalarda ve diger endiistriyel
kaplamalarda, cam elyaflarinda dokunmamis kumaslarda, hijyenik pedlerde, filtrede,

kagit ve tekstil terbiyesinde baglayici olarak kullanilir (Ghanbarzadeh ve Almasi, 2013).
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3. BIYOSERAMIK MALZEMELER
3.1. Biyoaktif Camlar
3.1.1. Biyoaktif cam kesfi ve tarihcesi

Biyoaktif cam ilk olarak 1969 yilinda Florida Universitesi'nde Profesdr olan Larry
Hench tarafindan kesfedildi. Profesér Hench, bir ABD Ordusu albay1 ile konugmasi
esnasinda albayin kendisine, insan viicudunun kotii kosullar altinda hayatta kalabilmesi
icin materyallerin gelistirilip gelistirilemeyecegini sormasi iizerine kemik dokuya
alternatif bir malzeme bulma ¢aligmalarina basladi. Profesér Hench, Na,O—CaO-SiO>—
P.Os sisteminde, kalsiyum igerigi yiiksek bilesime sahip bozunabilir bir cam yapmaya
karar verdi. "Bioglass®" adi, Florida Universitesi tarafindan orijinal 45S5
kompozisyonunun ticari marka adi olarak kullanilmaya baslandi (Jones, 2013). 45S5

biyoaktif camin kimyasal yapis1 Sekil 3.1°de gosterilmistir.
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Sekil 3.1. 4555 Biyoaktif camin kimyasal yapisi (Spirandeli vd., 2021)

1972 yilinda biyoaktif camin maymun kemik pargalarina ve kaplanmis femoral
govdesine baglanmasi; 1975 yilinda ise koyun kalga implantlarina biyoaktif cam kaplh
alimina kemik yapistirillmasi denenmistir.1981 yilinda 45S5 biyoaktif cama baglanan
yumusak bag dokusu kesfedilmis; 1985 yilinda ise FDA tarafindan 510 (k) prosesiyle
onaylanan ilk tibbi Uiriin gelistirilmistir. (Hench, 2013).
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3.1.2. Biyoaktif camlarin bilesimi

Biyoaktif camin kesfinden sonraki son 40 yilda, ¢ok sayida farkli biyoaktif cam
bilesiminin aragtirilmasi ve gelistirilmesine baslandi. Bilesim agisindan biyoaktif camlar,
silikat bazli biyoaktif camlar, fosfat bazli biyoaktif camlar, borat bazli biyoaktif camlar
ve katkili biyoaktif camlar olarak gruplandirilabilir. Ticari olarak bulunan bazi biyoaktif

camlarin bilesimleri Tablo 3.1'de gosterilmektedir (Li, 2015).

Tablo 3.1. Tipik biyoaktif camlarin % bilesimleri (Rahaman vd., 2011)
Biyoaktif  Na20 K20 MgO CaO SiO2 P20s  B20s

cam

45S5 24,5 - - 24,5 45,0 6,0 -
13-93 6,0 12,0 5,0 20,0 53 4,0 -
58S - - - 32,6 58,2 9,2 -
70S30C - - - 28,6 71,4 - -
13-93B1 5,8 11,7 4,9 19,5 34,4 3,8 19,9
13-93B2 55 11,1 4,6 18,5 - 3,7 56,6
4255 26,3 = - 29 42,1 2,6 -
5554 21,5 - - 23,8 52,1 2,6 -
40S5B5 24,5 - - 24,5 40 6 -

3.1.2.1. Silikat bazlh biyoaktif camlar

45S5 cam, silisyumun oksijene dort kat koordine edildigi 3-D cam olusturan SiO»
agina sahip bir silika camdir. 45S5 camin biyoaktivitesini etkileyen temel bilesim
ozellikleri, diisiik Si0z igerigi, yliksek Na,O ve CaO igerigi ve yiiksek CaO/P20s oranidir.
4585 cam, biyoaktif cam i¢in altin standart olmasina ragmen bir iskele malzemesi olarak
bazi dezavantajlar1 vardir. Bunlardan biri, 45S5 camini gézenekli 3-D doku iskelelerinin
yapist i¢ine dahil etme zorlugudur. Go6zenekli biyoaktif cam doku iskeleleri, cam
parcaciklarinin sinterlenmesi ve pargaciklarin, i¢ ice gecen bir gézenek agi iceren giiclii
bir cam fazina baglanmasiyla hazirlanir. Olusan iskeleler genellikle diisiik mukavemete
sahiptir. 45S5 camin bir diger dezavantaji, yavas bozunma hizi ve HA benzeri bir
malzemeye doniismesidir, bu durum iskelenin bozunma hizinin yeni doku olusum hiziyla

eslesmesini zorlagtirtr (Rahaman vd., 2011).
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“13-93” olarak adlandirilan bir bagka popiiler biyoaktif cam, 45S5 bilesimine
dayanmaktadir, ancak farkli olarak nispeten daha yiiksek bir SiO igerigine ve K>O ve
MgQ'ya sahiptir. 13-93 cam viskoz bir akis davranisina sahiptir ve 45S5 BG'ye gore daha
diisiik kristallenme egilimi gosterir. 13-93 cam, 45S5 BG'den daha yavas bozunur, bu da
bazi uygulamalar i¢in dezavantaj olusturabilir. Ancak genel olarak bakildiginda bu iki tip
silikat bazli biyoaktif camin her ikisinin de in vitro hiicre proliferasyonunu ve
farklilasmasini destekledigi, in vivo olarak kemik olusumunu arttirdigi bilinmektedir (Li,
2015). 45S5 ve 13-93 camlara ek olarak, 58S ve 70S30C gibi camlar da silikat bazli

biyoaktif camlar sinifinda bulunmaktadir.
3.1.2.2. Fosfat bazh biyoaktif camlar

Fosfat bazli biyoaktif camlarin, yapilarinda cam olusturucu olarak P.Os ve
degistirici olarak CaO ve NazO bulundurmaktadir. Bu biyoaktif camlar asimetrik [PO4]
tetrahedron yapisal birimi igerir (Li, 2015). Sahip olduklar1 bu asimetri, P-O-P baglarinin
hidrasyonunun kolayligi ile birlikte diisiik dayanikliliklarinin kaynagini olusturur. Fosfat
camlar1 rejeneratif tip alaninda biiyiik potansiyele sahiptir (Kaur vd., 2014). Sekil 3.2°de

fosfat bazli biyoaktif cam ag yapisi gosterilmistir.

Sekil 3.2. P-O-P kopriileri araciligryla bagl tetrahedron yapiya dayalr fosfat bazl bir cam agi (Munoz
vd., 2019)

Fosfat bazli biyoaktif camlar, glimiis, bakir, ¢inko ve galyum gibi antibakteriyel
iyonlarin kontrollii ilag salinim araglar1 olarak kullanilmistir. Buna ilave olarak lifler
halinde olmalari kullanildiklar1 yerlere esneklik kazandirmistir. Bu 6zellikleri sayesinde

sinir sistemi rejenerasyonunda kullanimlar1 bir potansiyel olusturmaktadir (Li, 2015).
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3.1.2.3. Borat/borasilikat bazli biyoaktif camlar

B203 ilavesinin camlarin karakteristik termal, yapisal ve mekanik o6zellikleri
tizerinde Onemli bir etkisi vardir (Balasubramanian vd., 2018). Borat camlari ¢ok
reaktiftir ve daha diigiik kimyasal dayanikliliga sahiptir, bu nedenle silika bazli biyoaktif
camlara gore daha hizli bir sekilde HA'ya doniisiirler (Kaur vd., 2014). Bu camlarin
¢ozintrligi, bilesimleri degistirilerek kontrol edilebilir. Bu nedenle bu camlar absorbe
edilebilir materyaller olarak ozellikle ilag tasmimi gibi klinik uygulamalarda
kullanilmaktadirlar (Rahaman vd., 2011).

3.1.2.4. Katkili biyoaktif camlar

Camin bilesimi; cami biyolojik olarak bozunur hale getirmek igin cam
bilesimindeki ek katki maddeleri kullanilarak degistirilebilir. Biyoaktif camlarin
ozellikleri Cu, Zn, In, Ba, La, Y, Fe, Cr ve Sr gibi elementler kullanilarak modifiye
edilmistir. Ayrica giimiis katkili biyoaktif cam bilesimlerinin, biyoaktif islevlerini
korurken ayni zamanda antibakteriyel 6zelliklere de sahip olduklari bilinmektedir (Kaur
vd., 2014).

3.1.3. Biyoaktif cam iiretimi

Biyoaktif camlarin tiretimi i¢in hem melt-quenching (eriyik sondiirme) hem de
sol-jel prosesleri kullanilmaktadir. Bu proseslerin isleyis meakanizmasi sematik olarak

Sekil 3.3 te gosterilmistir.
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Sekil 3.3. Biyoaktif cam sentez yontemleri (Kaur, 2016)

3.1.3.1. Eriyik sondiirme yontemi

Eriyik sondiirme teknigi, biyoaktif cam iiretimi igin en yaygin tekniktir. Prosediir

silika, kalsiyum, fosfat ve sodyum oksitlerin 1300 °C istiinde platin bir potada

eritilmesini ve bir grafit kalipta (¢cubuklar veya monolitler i¢in) veya suda (frit)

sondiiriilmesini icerir. ilk olarak, malzemeler bir bilyali degirmende toz haline getirilir.

Ogiitiilmiis karisim daha sonra bir firinda eritilir ve eritilmis malzeme, cubuk/silindir veya

istenen baska herhangi bir sekli tiretmek i¢in kaliplara dokiiliir. Camlardan i¢ gerilimleri

uzaklastirmak igin, su verilmis camin 500°C'de tavlanmasi gerekmektedir (Kaur, 2016).
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3.1.3.2. Sol-jel yontemi

Sol-jel yonteminde hidroliz orani, jellesme siiresi, yaslandirma, kurutma ve
kalsinasyon sicakligi gibi parametreler nihai iriiniin 6zelliklerini etkilemektedir. Bu
yontem bu degiskenleri ayarlama imkani sundugundan, gézenekli biyoaktif camlarin
sentezlenmesi i¢in kolay ve olduk¢a verimli bir yontemdir. Geleneksel yontem ile
karsilastirildiginda sol-jel sentezi yontemi daha diisiik sicaklikta daha yiiksek saflikta,
yiiksek spesifik yiizey alanina ve gozenekli yapiya sahip camlarin iiretilmesine imkan
verir (Zhong ve Greenspan, 2000). Sol-jel tiirevli camlarin yiiksek gozenekliligi ve
yiiksek spesifik yiizey alanina sahip olmasi bozunurluk ve biyoaktivite 6zelliklerinin
iyilesmesine, ancak diger taraftan daha diisiik mekanik dayanima sebep olur (Ma vd.,
2010). Sol-jel yontemi kullanilarak elde edilen camlar, kontrollii ilag tasinimi ve kemik
dokusu rejenerasyonu gibi uygulamalarda biyoaktif materyaller olarak kullanilmaktadir
(Roberto vd., 2003).

3.1.4. Biyoaktif cam modifikasyonu

Modifikasyon, yiizey ozelliklerini kontrol etmek, mevcut yiizeyi biyolojik
uygulama i¢in istenilen diizeye doniistiirmek i¢in uygulanan bir yontemdir. Biyoaktif
camin yiizey Ozelliklerini iyilestirebilmek igin silanlama yontemi uygulanmaktadir
(Chang ve Zhou, 2018). Biyoaktif cam (BG) yiizeyinde olusan silika jel tabakasi, kemik
ile BG'lerin baglanmasi igin ilk adim olarak kabul edilir. Silika tabakasi iizerinde,
zamanla HA'ya donlisen amorf bir Ca-P fazi ¢okelir (Gao vd., 2011). Bu nedenle
silanizasyon kavrami, BG'lerin yiizey modifikasyonu i¢in 6nemlidir. Yaygin toksik
olmayan protein baglayict ajanlarindan biri 3-aminopropiltrietoksisilan (APTES)
biyolojik implantlarda protein baglanmasini ve hiicre biiylimesini tesvik etmek i¢in
BG'lerin ylizeyini silanize etmede kullanilir (Howarter ve Youngblood, 2006). APTES
ile ylizey modifikasyonundan sonra, eklenen amino gruplar1 protein asilama igin
kullanilabilir. Ayrica osteoblastlarin modifiye edilmis cam-seramik yiizeylerde daha iyi

cogaldig1 gozlenmistir. Sekil 3.4°te APTES ile BG yiizey modifikasyonu gosterilmistir.

+ i B TR T
OH OH  OH HiCS A e _- Si — (CHZ)NH,
OGC.H HsC:O
zHs 5leg OC.Hs

Sekil 3.4. APTES ile BG yiizey modifikasyonu prosesi
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3.1.4.1. Biyoaktif cam modifikasyonu ile ilgili literatiir calismalar:

Biyoaktif camin yiizey modifikasyonu ile ilgili yapilan literatiir ¢alismalari
asagida Ozetlenmistir.

Chen ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢alismada modifiye edilmis biyoaktif
cam ile PLGA kompozitlerini hazirlamis ve karakterizasyonlarini yapmiglardir. . Bu
kapsamda y-aminopropil trietoksisisilan (y -APTES) baglayici ajan olarak kullanilmistir.
Hidrolize bir y -APTES (agirlik¢a% 1) ¢ozeltisi, 95:15 etanol-su karisimina y -APTES
ilave edilerek ve 30 dakika karigtirilarak hazirlanmistir. Biyoaktif cam tozu, y-APTES
¢ozeltisi iginde karistirilarak dagitilmistir. 1,5 saatlik karistirma islemi sonrasi, biyoaktif
cam siispansiyon ¢ozeltisi siiziilmiis, daha sonra vakumlu etiivde 25 °C'de 24 saat siire ile
kurutulmustur. Hazirlanan kompozitlerin mekanik 6zellikleri ii¢ nokta egme testi ile
karakterize edilmis ve ayrica in vitro biyoaktiviteleri incelenmistir. Saf PLGA film ile
karsilastirildiginda, silanlanmig biyoaktif camin kompozitlerin film yiizeylerinde apatit
olusumunu tetikledigi gozlenmistir (Chen vd., 2010).

Zhou ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismada, biyoaktif cam yiizeyine
uygulanan modifikasyon isleminin PLA/biyoaktif cam kompozitler lizerindeki etkileri
aragtirtlmistir. Sol-jel yontemiyle elde edilen biyoaktif cam partikiillerine APTES ile
silanlama islemi gergeklestirilmistir. Modifikasyondan sonra diizgiin ¢cok koseli BG
parcaciklart olusturulmustur. Modifiye edilmis BG kullanilarak elde edilen
kompozitlerin, modifiye edilmemis BG kullanilarak hazirlanan kompozitlere gore egilme
dayanimi, egilme modiilii ve egilme dayanimi gibi mekanik 6zelliklerinin daha iyi oldugu
goriilmiistiir (Zhou vd., 2012).

Gao ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢alismada, modifiye edilmis biyoaktif
cam katilarak hazirlanmis PLLA kompozit filmler incelenmistir. Modifikasyon islemi
i¢in BG etil alkol-su karisimina eklenmis ve ultrasonik isleme tabi tutulmustur. Etil alkol
uzaklastirildiktan sonra dodesil alkol ve katalizor olarak da paratoluensiilfonat
eklenmistir. 260 °C’de karistirildiktan sonra partikiiller santrifiij ile ayristirilmis daha
sonra vakumda kurutulmustur. Modifiye edilmis biyoaktif cam ile hazirlanan kompozit
filmlerin, modifiye edilmemis filmlerle karsilastirildiginda daha diizgiin bir partikiil

dagilimina ve gelismis mekanik mukavemete sahip oldugu gézlenmistir.
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Sonuglar incelendiginde biyoaktif camlarin yiizey modifikasyonunun, kompozit
filmlerin genel 6zelliklerinin iyilestirilmesinde oldukga etkili oldugunu gdstermistir (Gao
ve Chang, 2009).

Oi ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada, nano biyoaktif camin (NBG)
eteniltrimetoksisilan ile modifikasyonunun PLGA/PTMC (poli (laktit-ko-glikolid)/poli
(trimetilen karbonat)) kompozitinin fizikokimyasal ve mekanik 6zellikleri ile in vitro
biyoaktivitesi iizerindeki etkisi incelenmistir. NBG, yaklasik 40 dakika boyunca
ultrasonik islem kullanilarak 100 mL susuz etanol ve damitilmis su karisimi iginde
karistirtlmistir. Diger taraftan 2 g YDH171 (eteniltrimetoksisilan) etanol/deiyonize su
karisimina ilave edilmis ve 30 dakika karistirilmistir. Daha sonra NBG ¢o0zeltisine
eklenmistir. Bundan sonra, karisim NaOH ¢ozeltisi (1 M) kullanilarak pH=10'da
sabitlenip, 80 ° C'ye 1sitilmis ve 10 saat boyunca bekletilmistir. Son olarak, modifiye
NBG distile su ile yikanmis ve 48 ° C'de vakumlu etiivde 48 saat siire ile kurutulmustur.
Sonuglar, yliksek miktarlarda YDH 171’in PLGA/PTMC kompozitinde aglomerasyona
neden oldugunu ve zayif mekanik 6zelliklere yol agtigini gostermistir. Agirlikca % 5
silanli NBG iceren kompozitin tiim ti¢lii kompozitler arasinda en gelismis mekanik
ozelliklere ve kristalizasyona sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica, iyi biyomineralizasyon
ve biyouyumluluk gostererek kemik dokusu miihendisliginde etkili bir sekilde

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Oi vd., 2020).

3.1.5. Biyoaktif camin biyoaktivitesi

45S5 biyoaktif cam, yapisindaki ¢oziiniir silika ve diger iyonik tiirlerin salinimi
ile yiiksek yiizey alani ve hidroksikarbonapatit tabakalarmin gézenekliligi sayesinde
kemik dokusunun ¢ogalmasi tizerinde hiicre i¢i ve hiicre dis1 etkilere sahiptir (Oonishi
vd., 2000). Implant-doku bagmin olusumundaki ilk dnemli olay, materyalin yiizeyinde
hem in vitro hem de in vivo gbzlemlenen, karbonatli hidroksiapatit benzeri (HCA) bir

tabakanin olusmasidir. Bu tabakanin olusum asamalari su sekildedir:

1. Malzemedeki Ca?* ve Na* iyonlari ile viicut stvisinda bulunan H* ve HzO* iyonlari
arasinda iyon degisimi meydana gelir. Silanol baglar1 (Si-OH) malzemenin
ylizeyinde birikmeye baslar. Alkali iyonlarin salinmasi nedeniyle ¢ozelti pH'inda
bir artis gozlenir ve camin yiizeyinde silikadan zengin bir tabaka olusur (Rahaman

vd., 2011).
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Si—O-Na* (biyoaktif cam yapisi)+ H* + OH™ — Si-OH* + Na* (aq) + OH~

2. Yiksek pH degeri, OH™ gruplarmin etkiledigi O-Si—O baglarinin kopmasina yol
acar. Coziinir silika, Si(OH)4 formunda salinir ve silanol gruplart malzemenin

ylizeyinde olusmaya devam eder (Rahaman vd., 2011).
Si—O-Si (biyoaktif cam yapisi) + H O — Si—-OH + OH-Si

3. Na've Ca?" iyonlar1 bakimindan fakir, amorf silika acisindan zengin bir tabaka
ylizeyde yogunlasmaya baglar. Bu tabakanin kalinligt 1-2 pm arasinda
degismektedir (Fiume vd., 2018).

4. Ca ve P gruplart hem camdan hem de ¢ozeltiden ayrilarak silika bakimindan
zengin tabakaya dogru yer degistirir. Bu katman iizerinde, amorf kalsiyum
fosfattan (ACP) olusan ikinci bir katman olusur (Jones, 2013).

5. Hidroksil ve karbonath gruplar ¢ozeltiye katilirken, camin ¢dziinme islemi
ylizeyden baglayarak devam eder. Amorf tabaka kristallesir ve HCA olur. Elde
edilen ylizey, fizyolojik kemik dokusunun nano-kristal mineral fazina hem
bilesimsel hem de yapisal agidan ¢ok benzerdir. Bu sebeple implantin canh
dokuya dogrudan baglanmasina izin verir (Fiume vd., 2018). Sekil 3.5’te bu

asamalar sematik olarak gosterilmistir.

Sekil 3.5. Viicut stvilariyla temas halinde olan biyoaktif bir camin yiizeyinde hidroksikarbonat apatit
(HCA) olusum mekanizmas: (Renno vd., 2013)
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3.1.6. Doku miihendisligi uygulamalarinda biyoaktif cam

Doku miihendisligi (TE); yaralanma, patoloji veya yaslanma siirecinden
kaynaklanan hasarli biyolojik dokulari onarmay1 ve yenilemeyi amaglayan modern bir
yaklasimdir. Bu stratejiler, hem in vivo hem de in vitro prosediirleri kullanarak
fonksiyonel dokunun biiyiimesini tesvik etmek i¢in dogal ekstraseliiler matriksi (ECM)
simiile edebilen biyouyumlu dokularin gelistirilmesine dayanmaktadir (Lanza, Langer,
Vacanti, 2011). Fonksiyonel 3D yapr iskelelerinin iiretimi i¢in kullanilacak malzemeler
icinde biyoaktif camlar bu uyumu sagladig: i¢in ve diger biyolojik/mekanik 6zellikleri
sebebiyle TE uygulamalarinda tercih edilmektedir. Kemik ve kikirdak gibi kas-iskelet
dokulari uzun siiredir TE arastirmalarina konu olmakta ve her yil yeni malzemeleri ve
yeni iskele tasarimlarini test etmek i¢in yeni deneysel protokoller ve klinik denemeler
yapilmaktadir (Karp, Dalton, Shoichet, 2003)

BG'ler, biyoaktif inorganik malzemeler ve biyolojik olarak pargalanabilen
polimerlerden olusan kompozitler giiglii bir baglanma arayiizii olusturarak fizyolojik
ortamla ¢ok etkili bir sekilde reaksiyona girme yetenekleri nedeniyle kemik doku
iskeleleri i¢in segilmis biyomalzemelerdir (Gerhardt ve Boccaccini, 2010). insan
stingerimsi ve kortikal kemiginin mekanik oOzelliklerinin 45S5 Bioglass® ile

karsilastirilmast Tablo 3.2°de gosterilmektedir.

Tablo 3.2. 4555 BG bilesimine kiyasla siingerimsi ve kortikal kemigin mekanik ézellikleri (Gerhardt ve
Boccaccini, 2010)

Mekanik Siingerimsi Kortikal kemik 4555 BG
ozellik kemik doku doku

Basma dayanimi 0,1-16 130-200 500
(MPa)

Cekme dayanimi - 50-151 42
(MPa)

Basma elastik 0,12-11 11,5-17 -
modiilii (GPa)

Young modiilii 0,05-0,5 7-30 35
(GPa)
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3.1.7. PLGA/BG doku iskelesi ile ilgili literatiir cahysmalari

Valanezhad ve arkadaglari bu c¢alismada kemik dokusu rejenerasyonu igin
potansiyel bir iskele olarak poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) kaplama ile biyoaktif
cam (BG) doku iskelesinin mekanik &zelliklerini iyilestirmeyi amagclamuslardir. ilk
olarak poliiiretan (PU) kopiik, sol-jel yontemiyle elde edilmis bir BG ¢ozeltisine
daldirilmastir. Isil islem PU kopiigii uzaklagtirmak i¢in 450°C'de; cami konsolide etmek
ve nitrat gruplarini uzaklagtirmak i¢in 860°C'de gergeklestirilmistir. Hazirlanan BG doku
iskeleleri daha sonra agirlikga %10 ve %15 PLGA c¢ozeltisine daldirilmistir. Kaplamasiz
BG iskelesi, DTA/TGA, XRD, SEM ve TEM ile karakterize edilmistir. PLGA kapli yap1
iskeleleri, SEM kullanilarak karakterize edilmis ve numunelerin basma dayanimlari
Ol¢iilmiistiir. Sonuglara bakildiginda, DTA/TGA ve XRD analizleri, 700°C'nin
tizerindeki sicakliklarda tiim nitrat gruplariin uzaklastirildigini ve ayrica 800°C'den
sonra BG'nin kristallestigini gostermistir. %10 ve %15 PLGA kapl: iskelelerin ortalama
basing dayanimi sirasiyla 1.36+0.39 ve 1.95+0.70 MPa olarak bulunmustur. Ayrica,
PLGA kaplamanin; iskelede meydana gelen catlamalar1 destekleyerek sol-jel tiirevli BG
iskelesinin elastikiyetini artirdigi ve kirillganligimi giderdigi de sonuglar arasindadir
(Valanezhad vd., 2021).

Kunwong ve arkadaslar1 bir baska ¢alismada kemik dokusu rejenerasyonu i¢in
farkli oranlarda poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve biyoaktif cam ile kompozit bir
iskele gelistirmeyi amaglamiglardir. PLGA-biyoaktif cam doku iskeleleri, farkli biyoaktif
cam ylizdeleri (agirlikca %10 ve %15) ile partikiil uzaklagtirma teknigi kullanilarak
hazirlanmistir. Elde edilen doku iskeleleri, taramali elektron mikroskobu ve enerji
dagilimli X-151m1 spektroskopisi (SEM-EDS), su temas agisi, mekanik ve pH analizi
kullanilarak karakterize edilmistir. Iskelelerin biyouyumlulugu, insan siit dislerinden
(SHED) alman kok hiicreler ve sican deneyleri ile aragtirllmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde %10 biyoaktif cam igeren doku iskelesinin, artan gozenek boyutu,
hidrofiliklik ve mekanik 6zellikler dahil olmak {izere pek ¢cok olumlu 6zellik sergiledigini
gostermistir. Tiim iskelelerin biyouyumlu oldugu ve %10 biyoaktif cam igeren kompozit
iskelenin, diger iskelelere kiyasla SHED i¢inde daha iyi tutunma, biiyiime ve ¢ogalma

gosterdigi goriilmiistiir (Kunwong vd., 2021).
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Ensoylu ve arkadaglari, kemik doku miihendisligi uygulamalar i¢in tungsten
distilfid (WS2) nanopargacik igeren polimer kapli biyoaktif cam kompozit doku iskeleleri
tizerine c¢alismiglardir. Poli-e-kaprolakton (PCL) ve poli (D,L-laktid-ko-glikolid)
(PLGA), polimer kopiik replikasyon yontemi ile lretilen biyoaktif cam iskelelerin
ylizeyine uygulanmistir. Sonugclar, polimer icerisindeki WS, nanopargaciklarin (agirlikca
% 0,1 - 2), hazirlanan doku iskelelerinin sikistirma mukavemetini ve simiile viicut
stvisinda in vitro biyoaktivitelerini gelistirdigini ortaya koymustur. SEM analizi,
hiicrelerin iskele yiizeyine bagli oldugunu ve birbirine baglh gdézenekli ag boyunca
yayildigin1 gostermistir. Gentamisin ylklii yapi iskelelerinin, kaplama tabakasina
uygulanan polimerin tipine bagl olarak kontrollii bir ila¢ salma davranisi sergiledigi ve
WS> nanopargaciklarinin varliginin, doku iskelelerinin ilag salim davranigini arttirdigi
gorlilmiistiir. Caligmada {retilen biyoaktif cam esasli kompozitlerin kemik doku
miihendisligi amagli kullanim potansiyeline sahip oldugu sonucuna varilmistir (Ensoylu,
Deliormanli, Atmaca, 2021).

Diyabetli hastalarda kemik defektlerinin onariminin tedavisi, inhibe edilmis
osteogenez nedeniyle zordur. Chen ve arkadaslari yaptiklar1 ¢alismada, yiiksek glikozun
bu stiregte 6nemli bir rol oynayan GSK-3f aktivasyonunu etkiledigini bulmuslardir. Bu
sayede lityum iyonlarinin osteojenik etkisi kanitlanmigtir. Bu nedenle, lityum igeren mezo
gbzenekli biyoaktif camlar (Li-MBG) sentezlenmis ve yliksek glikoz altinda mezankimal
kok hiicre proliferasyonu, gogli ve osteojenik farklilagsmasi arastirilmistir. Li-MBG /
PLGA kompozit yap1 iskeleleri 3D baski ile hazirlanmis, ardindan diyabetli farelerin
kritik kafatasi kusurlarinin onarimi {izerindeki in vivo etkileri gézlenmistir. Sonug olarak
Li-MBG/PLGA kompozit yapi iskelelerinin, kok hiicreleri toplayarak miikemmel bir
osteogenez etkisi sunarak diyabetli farelerin kafatasi kusurlarini etkili bir sekilde
onarabildigi gorlilmistiir (Chen vd., 2022).

Tian ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada mikro-nano biyoaktif cam ile poli (laktik-
ko-glikolik asit) (PLGA) bazli in vitro osteogenez ve anjiyogenez kapasitesine sahip
biyoaktif mikro-nano kompozit yap1 iskelelerini freze-casting yontemiyle iiretmislerdir.
Sonuglar, BG ilavesinin gdzenek boyutunu ve basma modiiliini arttirdigini, gézenekli
PLGA doku iskelelerinin fizyolojik stabilitesini ve apatit olusturma yetenegini
gelistirdigini gdstermistir. In vitro calismalarda PLGA-BG gdzenekli yap iskelesinin fare
kemigi mezenkimal kok hiicrelerinin (mBMSC'ler) baglanmasini, ¢ogalmasini ve

osteogenez belirteci (ALP) gelistirebilecegi goriilmiistiir (Tian vd., 2019).
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Karl ve arkadaslari, biyoaktif cam (BG) mikro kiire tozlarmin lazer sinterlemesi
(LS) yontemi ile hazirlanarak gozenekli poli (laktit-ko-glikolit)/biyoaktif cam kompozit
doku iskelelerinin elde edilmesini ve karakterizasyonunu arastirmislardir. Doku iskeleleri
agirlikca %50'ye kadar degisen BG oranlari ile solid-in-oil-in-water emiilsiyon
yontemiyle iiretilmistir. Caligmanin ikinci kisminda farkli makro/mikro yapilar iceren BG
tozlarina lazer sinterleme uygulanarak elde edilen gozenekli kompozit pargaciklarin
tiretimi yapilmistir. Taramali elektron mikroskobu (SEM), Fourier-doniisiimlii kiziltesi
spektroskopisi (FTIR), X-isin1 floresansi (XRF), termal gravimetrik analiz (TGA),
pargacik boyutu dagilimi (PSD) ve X-isin1 tomografisi kullanilarak Kkarakterizasyon
yapilmistir. Gozenekli partikiil tozlarmin, toplam goézeneklilikleri %73,7 ile %76,1
arasinda degistirdigi goriilmistiir ve sonug olarak ekstra gzenekli yapilar iireten lazer

sinterleme deneyleri icin hammadde olarak kullanimini rapor edilmistir (Karl vd., 2019).
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4. NANOSELULOZ
4.1. Nanoseliiloz Genel Ozellikleri ve Stmiflandirilmasi

Yeryiiziinde miktar olarak en bol bulunan polimer olan seliiloz yenilenebilir,
biyobozunur bir malzemedir. Ayrica toksik degildir. Seliilozu elde etmek i¢in dnce bitki
liflerinden saflastiriimasi gerekmektedir bu da, alkali ekstraksiyonu ve agartmadan olusan
kimyasal islemleri igerir (Dufresne, 2013). Nanoseliiloz (NC), seliilozdan ekstrakte
edilebilen dogal bir elyaftir. 1980'lerin basinda kesfedilen nanoseliiloz, iiretiminde ilk
zamanlarda lifleri katmanlara ayirmak i¢in gereken yiiksek miktarda enerji nedeniyle
ticarilesme amacini kaybetmistir. Ancak son zamanlarda yapilan c¢alismalar 1s1ginda
NC'ye olan ilgi artmis ve seliiloz liflerinden iiretimi igin enerji tasarrufluyontemlerin
gelistirilmesine yol agmustir (http-7).

NC boyutlarina bakildiginda ¢apt 100 nm'den az ve uzunlugu birkag
mikrometredir. Nanoseliiloz, diisiik yogunluklu (yaklasik 1,6 g/cm®) ve vyiiksek
mukavemet 6zelligine sahip, biyobozunur bir nanofiberdir. Ayrica nanoseliiloz seffaftir
ve cesitli yiizey Ozelliklerine gore islevsellestirilebilen hidroksil gruplara sahiptir
(Phanthong vd., 2018). Kagit tabakalarinin mukavemetinin temeli olan bu 6zellik, ana
polimer matrisi i¢inde yiik tasiyan yapilar1 olusturur (Dufresne, 2013). Nanoseliiloz ii¢
grupta smiflandirilabilir; nanokristalin seliilloz, nanofibrillenmis selilloz ve bakteriyel
nanoselilloz. Kimyasal bilesimleri biitin gruplarda benzer olsa da, kaynak ve
ekstraksiyon yontemlerinin farkliligindan dolayr morfolojik yapilari, pargacik boyutu,
kristallik ve bazi 6zellikler bakimindan farklidirlar (Moon vd., 2011).

Nanokristalin selilloz (CNC): Igne seklindeki CNC'ler, biyosentez islemi sirasinda
selillozun temel nanofibrilleri igindeki kristal bdolgelerdir. Odun/bitki liflerindeki
seliilozun amorf bolgelerinden izole edilerek elde edilirler (Bai, Holbery, Li, 2009). Sekil

4.1°de nanoseliiloz kristalinin TEM goriintiisti verilmistir.

Sekil 4.1. Nanokristalin seliiloz TEM gériintiisii (Habibi vd., 2008)
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Izolasyon prosediirii, fibrillerin diizensiz (amorf) bolgeleri boyunca, hidroliz
yoluyla asitle muamelesine dayanir ve asit hidrolizine direnen yiiksek kristalli bolgeler
birakir (Habibi vd., 2010). Seliiloz nanokristalleri diisiik boyut oranlarina (100-500 nm
uzunluk ve 10-50 nm genislik) ve proses kosullarina bagl olarak yiiksek derecede
kristallige (%50-90) sahiptir (Bras vd., 2011). Nanoseliilozun membran filmler,
elektronik cihazlar, antimikrobiyal filmler, emiilsiyon stabilizatorleri gibi gesitli alanlarda
uygulamalar1 vardir. Ayrica yaklasik 150 GPa'lik bir Young modiiliine sahip olmalari,
kompozitler igin ¢evre dostu takviye malzemeleri olarak tercih edilme sebepleri olmustur

(Tayeb vd., 2018). Tablo 4.1°de nanokristalin seliillozun bazi1 6zellikleri gosterilmistir.

Tablo 4.1. Nanoseliilozun ozellikleri

Yogunluk 1,5 glcm® (Chauhan ve
Chakrabarti, 2012)

Cekme dayanirmi 7,5 GPa (Chauhan ve
Chakrabarti, 2012)

Elastik modiilii 120-143 GPa (Chauhan ve
Chakrabarti, 2012)

Bozunma 241 °C (Bardet vd., 2015)
sicakligi
Kristalinite 54-88 % (Kaur vd., 2021)

Nanofibril seliiloz (CNF): CNF'ler, yiiksek en/boy oranina sahip nano 6lg¢ekli fibrillerdir;
geniglikleri 2 ila 60 nm arasinda degisir (Hoeng, Denneulin, Bras, 2016). Ayrica hem
kristalin hem de amorf bolgelerinde %100 seliiloz kimyasal bilesimi igerir (Phanthong
vd., 2018). Nanofibril seliiloz, uzun ve esnek bir nano malzeme olarak tanimlanir ve
seliiloz lifinden mekanik par¢alanma ile elde edilir (Missoum, Belgacem, Bras, 2013). Bu

islem Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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On isleme tabi tutulmus seliiloz
seliiloz hiicre  lifleri

duvan 5

mekanik islem 1

Sekil 4.2. Nanofibrillenmiy seliiloz elde etmek igin tamimlanan Klasik islem (Missoum, Belgacem, Bras,
2013)

Nanokristal seliiloz ile karsilastirildiginda, nanofibrillenmis seliiloz, yiiksek en boy orani
(uzunluk-cap), yiiksek yiizey alani ve yiizey modifikasyonu i¢in kolayca erisilebilen

yiiksek kapsamli hidroksil gruplari ile daha uzun zincire sahiptir (Phanthong vd., 2018).

Bakteriyel nanoseliiloz (BNC): Seliilozik bir polimer olarak BNC, D-glukoz (dekstroz)
yap1 taslarin tekrarlanan baglantilariyla molekiiler olarak yapilandirilmistir. Yiiksek
diizeyde hidroksil grubu islevli, dogrusal kat1 zincirli homopolimer, belirgin hidrofiliklik,
genis kimyasal degistirme kapasitesi ve onemli biyouyumluluk ile karakterize edilir
(Gatenholm ve Klemm, 2010). BNC tekrar eden birimlerden olusan ¢ok uzun polimer
zincirlerine ve % 80-90'lik belirgin bir kristallige sahiptir (Klemm vd., 2005). Sekil 4.3’te

bakteriyel nanoseliiloz TEM goriintiisii verilmistir.

Sekil 4.3. Bakteriyel nanoseliiloz TEM goriintiisii (Backdahl vd., 2006)

BNC, yumusak dokuya benzeyen bir stres-gerilme davranist sergiler. Mekanik
ozelliklerine bakildiginda 15-35 GPa Young modiiliine ve 200-300 MPa c¢ekme
dayanimina sahiptir (Backdahl vd., 2008).
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4.2. Nanoseliiloz Hazirlama Teknikleri
4.2.1. Yiiksek basin¢hh homojenizasyon ve mikroakiskanlastirma

Yiiksek basingli homojenizasyon, seliiloz nanofibrillerin (CNF'ler) olusumu ig¢in
ticari olarak uygulanan bir tekniktir. Fibrillerin olusumu, seliilozik lifleri pargalayan
yiiksek basing kosullar1 altinda gergeklesir. Homojenizasyon, verimli prosesi, solvent
veya kimyasal icermemesi nedeniyle CNF'lerde iiretim i¢in pratik bir yaklagimdir. Ancak
yuksek enerji tiiketimi, tikanmalar gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Zinge ve

Kandasubramanian, 2020).
4.2.2. Mikro ogiitme ve frezeleme

Mikro Ggiitiiciiler, liflerin fibrilasyonu i¢in kullanilan diger mekanik yontemlere
bir alternatiftir. Seliilozik liflerden olusan bir bulamag, kesme ve siirtiinme hareketi
kullanarak bulamac1 pargalayan bir mikro dgiitiiciiden geger. Mikro 6giitiiciiler, biri sabit
olup digeri donerken, aralarindaki bulamaci keserek nano 6lgekli lifler olusturan iki
oglitme tasindan olusur (Xie vd., 2018). Mikro 6giitiiciiler, geleneksel olarak kullanilan
yiiksek basingli homojenizasyondan daha verimlidir, ¢linkii bu dgiitiiciiler fibrilasyon i¢in
daha az enerji gerektirir. Frezeleme, bilyelerin ¢arpisma hareketi kullanilarak boyut

kiiciiltme amactyla kullanilir (Xie vd., 2018).
4.2.3. Soguk kirma

Soguk kirma nanoseliilozun iiretilmesi i¢in yararlanilan mekanik bir yontemdir.
Bu teknikte, lifler siv1 nitrojene maruz birakilir, bir havan ve tokmagi yardimiyla agiga
c¢ikan lifler nanomalzemeler olusturmak i¢in ezilir (Sekil 4.4) (Chakraborty vd., 2005).
Bu yontemle donmus hiicre duvarlari yirtilir ve lifler parcalanarak 0,1-1 um 6lgeginde

capa sahip lifler tretilir (Alemdar ve Sain, 2008).

7 crushin,
Liquidk o ﬁ t o o ®

- T

Cellulose

Sekil 4.4. Soguk kirma teknigi ile nanoseliiloz tiretimi (Zinge ve Kandasubramanian, 2020)
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4.2.4. Elektrospining

Elektrospining, nano olgekli liflerin hazirlanmasi igin temel bir tekniktir. Bu
teknik elektrik desarjin1 kullanarak liflerin diisiikk maliyetli iiretim ve giivenilirlikli
tiretiminde ¢ok etkilidir. Elektrospining aparati, bir voltaj kaynagi, bir siringa pompasi,
bir plastik siringa, bir igne ve bir substrattan olusur. Egrilmis lifler, substrattan toplanir.
Voltaj kaynagi, igne ile substrat arasinda bir elektriksel potansiyel farki yaratan yiiksek
bir akim {iretir; bu, elyaflarin alt tabaka tizerine ¢ekilmesi igin itici gli¢ gorevi goriir.
Voltaj beslemesi sirasinda, ignenin ucunda bir ¢ézelti damlast olusur. Damlacik, yiizey
gerilimi nedeniyle ucta durur ve voltaj yiikseldikge, elektrik potansiyeli yiizey
gerilimininden fazla olmaya baslar, damlacik Taylor Konisi olan bir koni sekli olusturur.
Baslangi¢ asamasinda, piiskiirtiilen madde diiz bir ¢izgide ilerler, gerilme arttik¢a ¢ap
kiictiliir ve ¢oziiclinlin daha fazla buharlasmasi mikro veya nano Olcekte bir capa sahip

liflerin olusmasini saglar (Zinge ve Kandasubramanian, 2020).

4.2.5. Asit hidrolizi

Asit hidrolizi, nanoseliilozun kimyasal islemler ile izolasyonu basligi altinda
yaygin olarak kullanilan tekniklerden biridir. Bu yontemde, seliilozda bulunan amorf
bolgeleri bozan ve kristal bolgeleri ayiran giiglii asitler kullanir. Siilfiirik asit (H2SO4),
asit hidrolizinde kullanilan en yaygin kimyasaldir. (Liv vd., 2015)

Stilfiirik asit hidrolizinin, sabit bir kosul altinda tek bir kaynaktan esit boyutlu
CNCl'ler tuirettigi gosterilmistir, ancak farkli seliiloz kaynaklar1 ve hidroliz kosullarinda 3-
70 nm genislik ve 35-3000 nm uzunluklarda ¢ok cesitli boyutlarda CNC {iretildigi de
tespit edilmistir (Jiang ve Hsieh, 2013). Sekil 4.5te asit hidrolizi ile nanoseliiloz eldesi

gosterilmistir.
kr_l_stalm amorf bolge
bolge
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Sekil 4.5. Asit hidrolizi ile nanoseliiloz eldesi (Rajinipriya vd., 2018)
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4.3. Doku Miihendisligi Uygulamalarinda Nanoseliiloz

Bir biyomalzemenin 3D hiicre kiiltiiriine uygulanabilmesi igin bir ekstraseliiler
matriks (ECM)’nin o6zelliklerini taklit etmesi gerekir. Bu teori kemik doku ve kikirdak
doku miihendisligi vb. i¢in gegerlidir. Mezenkimal kok hiicrelerinin (MSC) yiiksek
¢ogalma potansiyeline ve genis farklilasma kabiliyetine sahip oldugu diisiiniilmektedir.
Biyomateryaller ve kok hiicreler arasindaki etkilesim doku yenilenmesinin temelini
olusturmaktadir (Munoz-Canoves ve Huch, 2018).

Nanoseliiloz (NC) yara iyilesimi, ilag tasinimi, implantlar ve doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilan bir malzemedir. Seliilozun olusturdugu ii¢ boyutlu (3D) ag,
mekanik ozellikleri ve potansiyel biyouyumlulugu gibi ozellikleri ile c¢esitli doku
miihendisligi uygulamalarinda tercih edilmektedir. NC’ler, yiiksek kimyasal reaktiviteye
sahip olmanin yanmi sira, kemik iliginde bulunan nanoyapili kollajeni taklit etme
yetenegine de sahiptir (Subhedar vd., 2021). NC'ler yiiksek en-boy orani, nano 6lgekli
boyutlari, biyouyumlulugu, diisiik sitotoksisitesi ve yiiksek gézenekliligi nedeniyle doku
miihendisligi i¢in kullanilan potansiyel bir malzeme olmustur (Jorfi vr Foster, 2015).

BNC, cogunlukla diigiik sitotoksisitesi ve yliksek gozenekliligi nedeniyle
potansiyel doku miihendisligi i¢in siklikla kullanilan bir malzeme olmustur. Doku
iskelelerinin yiizey go6zenekliligi, ylizey topolojisi ve fiber yogunlugu, hiicre-
biyomateryal etkilesimini ve dolayisiyla hiicre davranigini etkileyen temel bilesenlerdir

(Berti vd., 2013).

4.4. Doku Miihendisliginde Nanoseliiloz ile Tlgili Literatiir Calismalar

Nanoseliiloz kullanilarak iretilen doku iskeleleri ile ilgili yapilan literatiir
caligmalar1 asagida 6zetlenmistir.

Lu ve arkadaslar1 (2019) hidroksiapatit (HA) modifiyeli nanoseliilloz (NC) ile
giiclendirilmis polilaktik asit (PLA) ve kompozit ozellikleri iizerine bir ¢alisma
yapmuglardir. Farkli NC/HA oranlarinin kompozit yapilarin mekanik ve termal 6zellikleri
tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Sonuglara bakildiginda, NC'nin HA'ya oran1 30/70
oldugunda, kompozit filmin gerilme mukavemeti ve gerilme modiiliisiiniin sirasiyla 45,6
MPa ve 2,34 GPa'ya ulastig1 goriilmiistiir. Termogravimetrik analiz sonuglari, saf PLA
ile karsilastirildiginda kompozitlerin termal stabilitesinin 6nemli Olclide iyilestigini
gostermistir. Sonuglar, HA modifiyeli NC’nin PLA matrisi ile arasindaki arayiiz

uyumlulugunu 6nemli 6lgiide iyilestirdigini gostermistir (Lu vd., 2019).
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Radakisnin ve arkadaslar1 (2021), ¢ozelti dokme teknigi ile hazirlanan yiiksek
gozeneklilikteki PLA/seliiloz nanofiber (CNF) doku iskelelerinin fiziksel, termal ve
mekanik 6zelliklerini incelemislerdir.Agirlikca %5 -20 CNF kullanilmistir. %90
oraninda kullanilan porojenin uzaklastirilmasi ile elde edilen doku iskelelerinin ortalama
gozenek boyutu 67-137 um ve gozenekliligi > %76°dir. Agirlikga %15 CNF ilavesi
basma dayanimini yaklasik olarak %181 ve basma modiiliinii %210 oraninda arttirmigtir
(Radakisnin vd., 2021).

Tang ve arkadaslar1 (2017), biyobozunur poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA) ile ultrasonik olarak karistirilmis (CNF) siispansiyonunun dondurarak
kurutulmasiyla elde edilen doku iskeleleri lizerine g¢alismislardir. Doku iskeleri iizerine
ekilen NIH 3T3 hiicrelerinin agregasyon durumu ve canliligi, sirasiyla SEM ve konfokal
lazer tarama mikroskobu kullanilarak goézlemlenmistir. Sonuglar farkl kiitle oranlarina
sahip doku iskelelerinin gozenekliliginin %95'in {lizerinde oldugunu ve doku
iskelelerindeki gozenek boyutu dagiliminin homojen oldugunu gostermistir. Iskelelerin
mekanik mukavemetinin, CNF miktar1 ile orantili olarak artti§1 goriilmiistiir. Iki hafta
boyunca doku iskeleleri tizerindeki kiiltiirleme islemi sonrasi, NIH 3T3 hiicreleri iskeleye
esit sekilde baglanmis ve canli kalabilmistir. Bu nedenle, CNF/PLGA nanokompoziti
esaslt biyobozunur doku iskeleleri, hiicre ekimi i¢in uygun mekanik gilice ve
biyouyumluluga sahiptir (Tang vd., 2017).

Mo ve arkadaslar1 (2015) yapmis olduklar1 ¢alismada PLGA/CNC kompozit
nanofiber membranlar {retmislerdir.gelistirmekt. PLGA ve kompozit nanofiber
membranlar elektrospining yontemi ile hazirlanmis ve hazirlanan membranlarin
morfolojisi, termal ve mekanik 6zellikleri SEM, TGA, DSC ve mekanik analiz (DMA)
ile karakterize edilmistir. Nanofiber membranlarin sito-uyumlulugu ve hiicresel tepkileri
WST-1 testi, SEM ve konfokal lazer tarama mikroskobu (CLSM) ile incelenmistir.
CNCl'lerin (agirlikca % 1, 3, 5 ve %7) dahil edilmesi, hazirlanan nanofiber membranlarin
ortalama fiber ¢apin1 100 nm'den (saf PLGA) ~400 nm'ye (agirlikga %7 CNC igeren
kompozit) arttirdig1 gorilmiistiir. Agirlikga % 7 CNC igeren nanofiber membranin insan
derisine benzer en iyi mekanik 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir. Hiicre kiiltiirii
sonuglari, PLGA/CNC kompozit nanofiber membranlarin saf PLGA nanofiber
membranlara kiyasla daha iyi sitouyumluluga sahip oldugunu ve fibroblast yapismasini,

yayilmasini ve ¢ogalmasini kolaylastirdigini gostermistir (Mo vd., 2015).
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5. DOKU MUHENDISLiGI VE DOKU ISKELELERI
5.1. Doku Miihendisligi Tarihgesi ve Gelisimi

Doku, organ ve hatta daha karmasik canli organizmalarin yapay iiretimi, insanlik
tarihi boyunca bir hayal tirtinii olarak kaldiysa da son yillarda bu vizyon uygulanabilir
hale geldi ve yakin zamanda klinik tipta kullanilmaya baslandi (Meyer, 2009). Bu
kapsamda doku miihendisligi, "hasarli doku ve organlarin iglevini onaran, koruyan ve
tyilestiren biyolojik ikamelerin gelistirilmesine yonelik mihendislik ve yasam
bilimlerinin ilkelerini uygulayan disiplinler arasi bir alan olarak tanimlanabilir.
Multidisipliner bir bilim olarak doku mihendisligi; hiicre biyolojisi, miihendislik,
malzeme bilimi ve cerrahi alanlarini birlestirerek canli hiicreler ve dogal/yapay veya her
ikisinin bir bilesimi olabilen bir matris veya doku iskelesi kullanarak yeni fonksiyonel
dokular tretir (Chaignaud, Langer, Vacanti, 1997).

Tarihsel gelisimine bakildiginda ilk ¢aglarda eski Misirlilar, viicut pargalarini eski
haline getirmek ve inanglar1 geregi yeniden canlanmaya olanak saglamak i¢in insan
bedenini yeniden birlestirmenin 6nemine inaniyor ve bu konuda tibbi galismalar
yapryorlardi. Ik dis protezinin MO 2500 civarinda Misir'da altindan yapildigina
inanilmaktadir. Ayrica Nerlich ve arkadaslarinin yapmis olduklart arastirmada bulunan
eski bir ayak basparmaginin en eski uzuv protezi (MO 950-710) oldugu diisiiniilmektedir
(Mhanna ve Hasan, 2017). Fra Angeliac'in Saints Damien ve Cosmos kardeslerin yarali
bir askere Homogreft uzuv nakletmelerini betimleyen “Justinianus'un lyilesmesi” baglikli
tinlii tablosu, genellikle “doku miihendisligi” i¢in ilk tarihsel referans olarak anilmaktadir
(Vacanti, 2006).

On dokuzuncu yiizyilda anestezi ve enfeksiyon onlemedeki ilerleme, cerrahi
prosediirlerin hizla gelismesine yardimci olmustur. Bu gelisme, canli doku ve organlarin
hasarli bolgelere ilk uygulamalarinin olugmasini saglamigtir (Mhanna ve Hasan, 2017).
1970’11 yillarin baginda Cocuk Hastanesinde pediatrik ortopedi cerrahi olarak calisan, W.
T. Green, kemik spikiillerine ekilen ve farelere implante edilen kondrositleri kullanarak
yeni kikirdak olusturmak igin ¢aligmalar yapmistir (Vacanti, 2006). Birkag yil sonra
Massachusetts Hastanesinden Dr. Burke ve Yannas M.LT. ile birlikte dermal
fibroblastlarin biliylimesini desteklemek i¢in bir kolajen matrisi kullanarak bir deri
ikamesi olusturmus, hem laboratuvar kosullarinda hem de insanlar tizerinde ¢alismalar

yapmuslardir.
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Gelismekte olan bu alanin dogusundaki kilit nokta, 1980'lerin ortalarinda, Cocuk
Hastanesi'nden Dr. Joseph Vacantinmin MIT'den Dr.Robert Langer'e hiicreleri
tohumlamak yerine hiicre dagitimi i¢in ileriye doniik olarak uygun iskeleler tasarlama
fikriyle yaklagsmasiyd:1 (Vacanti, 2006).

BBC ilk olarak 1997'de gerceklestirilen yapay kulak ¢alismasini yayimlayarak
doku miihendisligi ile ilgili kamuoyu farkindaligini ve medyanin ilgisini arttirmistir.
Vacanti deneyi olarak bilinen ¢alismada, ii¢ yasindaki bir erkek ¢ocuga yonelik olarak
tasarlanmug kulak, sigir kondrositleri ile tohumlanmuis bir poliglikolik asit (PGA) iskelesi
kullanilarak hazirlanmis ve kiiltiir i¢in bagisiklik yetersizligi olan bir fareye implante
edilmistir (Mhanna ve Hasan, 2017).

Drs. Charles A. ve Joseph P. Vacanti tarafindan tasarlanan Doku Miihendisligi
Dernegi (TES) 1994 yilinda Boston'da, 8 Ocak 1996'da Massachusetts eyaletinde resmi
olarak kurulmustur. Sonraki on yilda, Asya ve Avrupa Topluluklari ile birlikte TES, 2005
yilna kadar TESi ve ardindan, Doku Miihendisligi ve Rejeneratif Tip Uluslararasi
Dernegi TERMIS olarak gelisecek ve organize olacaktir (Vacanti, 2006).

Glinlimiizde doku miihendisliginin; kemik, kikirdak, tendon, bag ve deri
miihendisligini igeren ortopedik ve maksil-lofasiyal uygulamalar, kalp kapakg¢iklar ve
kan damarlar1 miithendisligi ile kardiyovaskiiler alan; pankreas adacik hiicrelerinin
kapsiillenmesi ile endokrinoloji; gastrointestinal sistem, sentetik doku iskelelerinde
hepatositlerin bilylimesi ile sinir sistemi, kilavuzlu periferik sinir rejenerasyonu ve
omurilik onarmmi dahil; periodontal doku onarimi ve dentin rejenerasyonu gibi dental
uygulamalar; ve oftalmolojide kornea ve lens dokusu gibi neredeyse tiim viicut
sisteminde uygulamalar1 bulunmaktadir (Bonassar ve Vacanti, 1998).
5.2.Doku Iskeleleri

Doku miihendisliginin, gerekli islevi saglayan hiicrelerin yerine izole edilmis
hiicrelerin veya kullanilmasi, biiylime ve farklilasma faktorleri gibi doku indiikleyici
maddelerin hedeflenen yerlere teslimi ve {i¢ boyutlu doku iskelelerinde biiyiliyen hiicreler
olmak iizere li¢ yaklasim1 bulunmaktadir. Doku iskeleleri hiicrelerin biiylimesine, hiicre
dis1 matrisin ve diger biyolojik molekiillerin sentezlenmesine rehberlik ettigi ve
fonksiyonel doku ve organlarin olusumunu kolaylastirdig1 i¢in biiylik 6neme sahiptir
(Kroschwitz, 2004).
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Cesitli biyomalzemelerden iiretilen ve ¢ok sayida iiretim teknigi kullanilarak iiretilen
doku iskeleleri doku tipinden bagimsiz olarak, doku mithendisliginde kullanim i¢in bir

dizi 6nemli husus icermektedirler:

1. Biyouyumluluk: Herhangi bir doku miihendisligi iskelesinin ilk kriteri, biyouyumlu
olmasidir; hiicreler yapismali, normal sekilde ¢calismali ve yeni matris olusturmadan
once cogalmaya baslamalidir. Implantasyondan sonra, doku iskelesi yapisi,
iyilesmeyi azaltabilecek veya viicut tarafindan reddedilmeye neden olabilecek bir
enflamatuar etkiye neden olmasini dnleyebilecek bir bagigiklik ortaya ¢ikarmalidir
(O’brien, 2011).

2. Biyobozunurluk: Doku miithendisliginin amaci, zamanla viicudun kendi hiicrelerinin
implante edilmis iskele yapismin yerini almasima izin vermektir. Iskeleler, kalici
implantlar olarak tasarlanmamistir. iskele bu nedenle hiicrelerin kendi hiicre dist
matrislerini iiretmesine izin vermek i¢in biyolojik olarak bozunurr olmalidir. Bu
bozunmanin yan iiriinleri de toksik olmamali ve diger organlarla etkilesime girmeden
direkt olarak viicuttan atilmalidir (Lyons vd, 2010).

3. Mekanik ozellikler: Temel olarak, iskele implante edilecegi anatomik bolge ile
uyumlu mekanik 6zelliklere sahip olmalidir. Bu, tiim dokularda 6nemli olmakla
birlikte, 6zellikle kardiyovaskiiler ve ortopedik uygulamalar i¢in bazi zorluklara
sahiptir. Yeterli mekanik o6zelliklere sahip iskeleler iiretmek, kemik veya kikirdak
doku yapmaya calisirken en biiylik zorluklardan biridir. Bu dokular i¢in, implante
edilen iskele, implantasyon zamanindan yeniden doku olusumu siirecinin
tamamlanmasina kadar islev gorecek yeterli mekanik biitiinliige sahip olmalidir
(Hutmacher vd., 2000). Diger bir zorluk ise iyilesme oranlarinin yasa gore
degismesidir; 6rnegin, geng bireylerde, kiriklar normalde yaklasik alti hafta i¢inde
tyilesir; ancak yaslilarda onarim hiz1 yavaslar. Ortopedik uygulamalar i¢in iskeleler
tasarlanirken bu da dikkate alinmalidir. Iyi mekanik 6zelliklere sahip birgok malzeme
tretilmistir ancak yiiksek mekanik 6zellik gézenekliligin azalmasina neden olmustur
ve in vitro potansiyel sergileyen bir¢ok malzeme, yetersiz vaskiilarizasyon kapasitesi
nedeniyle in vivo implante edildiginde basarisiz olmustur. Hiicre infiltrasyonu ve
vaskiilarizasyona izin vermek i¢in yeterli mekanik 6zellik ve gozeneklilik arasindaki

dengenin kurulmasi gerekmektedir (O’brien, 2011).

53



4. Doku iskelesi yapisi: Doku miihendisligi i¢in kullanilan doku iskelelerinin
morfolojik yapis1 kritik 5Sneme sahiptir. Iskeleler, hiicresel penetrasyonu ve besinlerin
yap1 i¢indeki hiicrelere ve bu hiicreler tarafindan olusturulan hiicre dig1 matrise yeterli
diflizyonunu saglamak icin birbirine bagli bir goézenek yapisina ve yliksek
gbzeneklilige sahip olmalidir. Ayrica iskele bozunma iiriinleri, diger organlar ve ¢cevre
dokularla etkilesime girmeden viicuttan atilmalidir. Doku miihendisligi alaninda
vaskiilarizasyon eksikliginden ve atiklarin merkezden uzaklastirilmasindan
kaynaklanan sorunlar doku miihendisligi alaninda biiyiik bir endise kaynagi olmustur
(Kov d., 2007). Diger bir 6nemli bilesen, iskelenin ortalama goézenek boyutudur.
Gozeneklerin, hiicrelerin iskele igine go¢ etmesine izin verecek kadar biiyiik, ancak
yeterince yliksek bir ylizey olusturacak kadar da kiigiik olmasi gerekmektedir
(O’brien, 2011). Bu kapsamda in-vitro kemik doku rejenerasyonuna dair bazi
arastirmalarda 200-400 pm arasinda degisen gozenek boyutuna ihtiya¢ oldugu
belirtilmistir (Can ve Ersoy, 2014).

5.2.1. Doku iskelesi iiretim yontemleri

Temel olarak geleneksel iiretim yontemleri ve hizli prototipleme olarak 2’ye
ayrilir. Geleneksel yontemler: Coziicii dokiim/Parcacik uzaklastirma, dondurarak
kurutma, gazla kopiiklendirme, elektrospinning ve 1s1l indiikleme ile faz ayrimidir. Hizli
prototipleme yoOntemleri: Stereolitografi, lazer sinterleme, Kkaynagmis biriktirme

modellemesi ve biyobaskilamadir.
5.2.1.1. Geleneksel iiretim yontemleri
Coziicii dokiim/parcacik uzaklastirma yontemi ve ilQili literatiir calismalar

Gozenekli doku iskelelerinin iiretimi i¢in en kolay ve en yaygin tekniklerden biri,
genellikle NaCl tuzu gibi bir porojende ¢o6ziinen bir materyal igeren c¢oziici
dokiim/parcacik uzaklastirma yontemidir. Polimer ¢ozeltisi kaliba dokiiliir ve polimer
¢ozliciiniin uzaklagtirilmasindan sonra yikanir. Porojenin sizmasi, nihai yapida
gozeneklilik meydana getirir (Chimerad vd., 2022). Sekil 5.1’de yontem sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 5.1. Coziicii dokiim/partikiil uzaklastirma yontemi (Murugan ve Parcha, 2021)

Bu teknigin avantajlarindan biri, tlretilen iskelenin yiiksek goézenekli olmasi ve
gbzenek boyutunu ayarlama kabiliyetine sahip olmasidir, bu da iskeleyi hiicrenin gelisimi
ve biiylimesi i¢in uygun hale getirir (Sanzherrera, Garciaaznar, Doblare, 2009). Bu
yontemle ilgili yapilan literatiir caligmalarina bakilacak olursa;

Krok-Borkowicz ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismada, Poli(l-laktid-ko-
glikolid) (PLGA) gozenekli doku iskeleleri, kolajen tip | (PLGA/coll) veya hidroksiapatit
(PLGA/HAp) ile modifiye edilmis ve biyouyumluluklarini ve kemik dokusu rejenerasyon
potansiyellerini kontrol etmek i¢in tavsanlar iizerinde in-vivo deneyler yapmislardir.
Deneysel yonteme bakildiginda, PLGA diklorometan i¢inde ¢6ziildiikten sonra porojen
NaCl eklenmistir. Bu karisim sekillendirmek i¢in siringalara (4 mm c¢apinda)
yerlestirilmis ve ¢0ziiciiniin buharlagmasi i¢in 24 saat birakilmigtir. Bu islemden sonra,
tuz / PLGA kompozitleri kesilip (5 mm yiiksekliginde) ve porojeni siizmek i¢in ultra saf
suya daldirildi. Su iletkenligi 2 pS/cm'nin altina diisene kadar su birkag kez degistirildi
ve tiim tuz serbest birakildi (5 giin boyunca). iskelelerin fiziko-kimyasal &zellikleri,
taramal1 elektron mikroskobu (SEM), enerji dagilimli X 151n1 spektroskopisi (EDX), X-
1511 difraktometrisi (XRD), X-1511 fotoelektron spektroskopisi (XPS), Fourier doniisiim
kizilotesi spektroskopisi (FTIR) kullanilarak degerlendirilmistir. In-vivo calismalarda,
doku iskeleleri Yeni Zelanda tavsan femoral kusurlu bolgelere implante edilmistir.
Sonuglara bakildiginda, %85 oraninda gozeneklilik ve 250-320 pm ¢apinda birbirine
bagl gozenekler elde edilmistir. In-vivo modelde, PLGA ve PLGA/HAp iskelelerinin
hiicre ¢ogalmasinit ve doku biiyiimesini arttirdigr gorilmiistir (Krok-borkowicz vd.,
2020).
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Qi ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢aligmada dondurarak kurutma/pargacikl
siizme yoluyla polimerlerin tuz pargaciklariyla harmanlanmasini igeren yeni bir
poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA)/poli(trimetilen karbonat) (PTMC) kompozit gozenekli
polimerik yapinin hazirlanmasi i¢in bir teknik gelistirilmistir. PLGA, oda kosullarinda 8
saat siiresince dioksan i¢inde ¢oziildiikten sonra PTMC (politrimetilen karbonat) ilave
edilmistir. Karigima tuz partikiilleri de eklenip, polipropilen test tiiplerine aktarilmigtir.
Dondurulmus tiipler, liyofilizatore yerlestirilmis ve dioksan, -10 ° C'de vakumlu kurutma
yoluyla uzaklastirillmistir. Sonugta, freze-drying/ salt leaching kombin metoduyla elde
edilen kompozitlerde tuz oranini arttirdik¢a gozenekliligin arttig1 goriilmiistiir. % 90 tuz
orani i¢in %94 porosite ve 1yi derecede gozenekler arasi baglanti gézlenmistir (Oi vd.,
2020).

Dondurarak kurutma yéntemi ve ilgili literatiir calismalar

Dondurarak kurutma islemi ayrica liyofilizasyon olarak da bilinir. Ik olarak
uygun bir ¢oziicii icinde sentetik bir polimerin ¢dziiniir. Coziinmeden sonra, polimer
¢ozeltisi donma noktasinin altinda sogutulur, bu da ¢ok sayida birbirine bagli gozenekli
kat1 bir doku iskelesi birakmak igin siiblimasyon yoluyla buharlasan kat1 bir ¢6ziicii ile
sonuglanir. Iskeleler, kurutmadan sonra elde edilir; basit ¢6zme ve dondurarak kurutma
ile makro gozeneklilik, baslangicta buz kristalleri tarafindan isgal edilen bos alana
karsilik gelir. Bu teknigin yarari, entegre biyolojik faktorlerin aktivitesini azaltabilecek
yuksek sicakliklart 6nleme yetenegidir. Ayrica gozenek boyutu kontrollii ve dondurma
yontemi degistirilerek yonetilebilir (Eltom, Zhong, Muhamad, 2019). Sekil 5.2°de

dondurarak kurutma prosesi gosterilmistir.
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Sekil 5.2. Dondurarak kurutma (Ghalia ve Dahman, 2016)
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Namini ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 ¢aligmada, ilk olarak PLGA, 2 saat
boyunca oda sicakliginda manyetik karistirma kullanilarak HFIP (hekzafloroisopropanol)
i¢inde ¢oziildiikten sonra HA eklenmistir. Hazirlanan ¢ozelti daha sonra katilastirilmak
tizere dondurucuya (- 80 ° C'de) yerlestirilmistir. Katilagan ¢ozelti, -10 © C'de dondurarak
kurutma kabina yerlestirilmistir. Su ve ¢oziicii fazlarinin tam olarak ayrilmasi igin
numuneler, 10 saat siireyle dondurularak kurutulmustur. Bu calismada iskeleler
elektrospining yontemiyle de elde edilmis ve karsilastirma yapilmistir. Sonuglara gore,
PLGA / HA nanofiberlerin SEM mikrografisine gore, dondurularak kurutulmus
iskelelerin yapisinin, elektrospun iskelelere kiyasla daha gozenekli oldugu goriilmiistiir.
Ayrica, dondurularak kurutulmus PLGA / HA iskeleleri iizerinde kiiltiirlenen hiicrelerin,
elektrospun PLGA / HA yap1 iskelelerindekilere kiyasla 6nemli 6l¢iide daha yiiksek hiicre
cogalabilirligi gosterdigi tespit edilmistir (Namini vd., 2018).

Gazla kapiiklendirme yontemi ve ilgili literatiir calismalart

Gaz kopiiklendirme, doku iskelesi tiretiminde 6ncii yontemlerden biridir. Son
derece gozenekli ve birbirine bagli yapilarin elde edilmesini saglar. Herhangi bir organik
¢oziicli kullanmaya gerek olmamasi, bu yontemi hiicre kiiltiirii islemi sirasinda salinan
biyoaktif tiirlerin kapsiillenmesi i¢in uygun hale getirir. Bu teknigin hidrofilik veya
hidrofobik farkli biyopolimerlerle ve inorganik dolgunun bir polimer matris i¢indeki
dispersiyonlariyla uyumlulugu, onu diger yontemlere kiyasla avantajli kilmaktadir.
Bahsedilen avantajlara ragmen, gézeneklerin birbirine bagliliginin boyutu ve derecesinin
kesin kontroliiniin olmamasi, bu yontemin etkili bir yontem olarak kullanilmasinda bazi
zorluklar yaratir. Bu yontemde, dagilmis gaz (COz) fazi polimerin siirekli fazindan
uzaklastirilirsa gézenekli polimer bazli yapi olusturulur (Chimerad vd., 2022). Sekil

5.3’te gaz kopiiklendirme yontemi gosterilmistir.
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Sekil 5.3. Gazla kopiiklendirme (Garg vd., 2012)
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Salonius ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada, PLGA pargalar1 4.0 mm
i¢c ¢apa sahip 6zel yapim teflon kaliplara yerlestirilmistir. Kaliplar, 10 saat boyunca 55
bar karbon dioksit basincina sahip bir hazneye yerlestirildi ve daha sonra basing 5 saniye
icinde hizla serbest birakilmaistir. % 90'1n tizerinde bir gdzeneklilige sahip PLGA ¢ubuklar
elde edildi ve daha sonra kopiiklii cubuklardan 8 mm uzunlugunda ve 24-27 mg kiitleli
iskeleler Kkesilmistir. Sonugta, gaz kopiukli PLGA yiiksek gozeneklilik gostermesine
ragmen gozenekler ¢okmistii. Bununla birlikte, gaz kopiikli PLGA kullanimi,
kendiliginden iyilesmeden farkli olmayan onarim dokusu iiretti, bu da iyilesme siireci
tizerinde biiyiikk bir genel etkiye sahip olmasa da onarimin malzeme tarafindan

engellenmedigini gostermistir (Salonius vd., 2019).
Elektrospining yontemi ve ilgili literatiir calismalar

Bu teknik yiiksek elektrik alandan faydalanarak ¢aplar1 nanometre ile mikrometre
arasinda degisen fiberlerin iretilmesini saglar. Bu yontem igin gerekli deney diizenegi
temel olarak 6nemli li¢ ana par¢adan olusmaktadir. Bunlar; gii¢c kaynagi, besleme iinitesi

(siringa) ve toplayict levhadir (Sekil 5.4).

Polimer Cozeltisi

Taylor Konisi
117 } S Y

Sinnga

1 Gug
T Kaynag

Toplayici Levha

Sekil 5.4. Elektrospining deney diizenegi

Bu teknikte, polimer uygun bir ¢oziiciide ¢oziildiikten sonra bir siringanin igine
yerlestirilir. Daha sonra polimer ¢ozeltisi ile siringanin karsisindaki bir toplayict levha
arasina 50 kV’a kadar gerilim uygulanir. Besleyici iinitedeki ignenin ucunda asilt
durumda duran polimer damlast kritik bir voltaj degerine kadar, yilizey geriliminin

uyguladigi kuvvetlerden dolayi, kiiresel bir bigimde bulunur.
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Uygulanan potansiyel fark esik degerine ulastigi anda, elektrostatik kuvvetler ylizey
gerilimi kuvvetlerine esitlenir ve bu noktada polimer damlasi sekil degistirerek koni
bi¢cimini (Taylor konisi) alir (Kozanoglu, 2006).

Elektriksel kuvvet yiizey gerilimini yendigi anda elektriksel olarak yiliklenmis
polimer hizla disartya dogru yonlenir ve ayni elektriksel ylike sahip partikiillerin birbirini
itmesi ilkesinden hareketle de, polimer cok ince lifler halinde ayrilarak metal bir plaka
lizerine diiser. Bu yontem ile yiiksek ¢ekme mukavemetine sahip liflerden yapilmis
homojen karisimlar elde edilebilir. Dezavantajlari, biyomedikal uygulamalar igin gerekli
olan yeterli biiyiikliikte gdzeneklerin yani1 sira 3D yapilari elde etmek sorunlu olabilir ve
organik ¢oziicii kullanimu riskli olabilir (Eltom, Zhong, Muhamad, 2019).

Hodge ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 c¢alismada, PGA, PCL ve PLGA
polimerleri ile PEO (polietilen oksit) mikropartikiilii kullanilarak elektrospining
yontemiyle kompozitler elde edilmistir. Sonugta; PGA kompozit i¢in %90, PCL kompozit
icin %83, PLGA kompozit i¢in %84 gozeneklilik elde edilmistir (Hodge ve Quint, 2019).

Cai ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢calismada, 5 farkli grupta PLGA/PCL/HA
iskeleler tretilmistir. Bunlar geleneksel elektrospining (2D),1slak elektrospining (3D),
ultrasonik islem ile 1slak elektrospining (3Du), HA ilaveli 1slak elektrospining (3DH) ve
ultrasonik islem ve HA ilaveli 1slak elektrospining (3DHu) seklindedir. Sonucta, en
yiiksek gozeneklilik 3Du grubunda olup %99,4 oranindadir ve HA ilavesinin
gozenekliligi diislirdiigli goriilmiistiir. Ayrica 3Du ve 3DHu iskelelerinin hiicrelerin
cogalmasini destekledigi goriilmistiir (Cai vd., 2019).

Isil Indiikleme ile faz ayrimi (TIPS) (Freeze casting) yontemi ve ilgili literatiir

calismalari

Bu yontem, doku iskelesi hazirlamada 1y1 baglantili gbzenekli yap1 elde etmek
icin yaygin olarak benimsenen bir prosediirdiir. Temel olarak, homojen bir polimer
¢ozeltisinin karigmasini saglamak i¢in sicakliktaki degisime dayanir ve bdylece ¢ok fazli
bir sistem olusturur. TIPS teknigi kullanilarak tiretilen iskelelerde; gozenek morfolojisi,
mekanik Ozellikler, biyo-aktivite ve bozunma oranlari, ¢6zeltideki polimer
konsantrasyonu, ikincil fazin hacimsel orani, islemde kullanilan suyun sicakligi,
kullanilan polimerin ve ¢oziiciiniin tiirii degistirilerek kontrol edilebilir (Conoscenti vd.,

2017). Sekil 5.5’te proses gosterilmistir.

59



solvent homojen polimer

\ solvent karisimi faz aynmi
solvent
degisimi
polimer eriyigi
/ skafold

Sekil 5.5. Isil Indiikleme ile Faz Ayrimi (TIPS) (Tumbull vd., 2018)

Yang ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada, 6nce Biyoaktif cam (BG)
sonrasinda PLGA tetrahidrofuranda ¢ézlinmiis. 60 °C de su banyosuna inkiibe edilip, 2
saat karigtirllmistir. Cozelti bir kaliba aktarilip, -20 °C de dondurulup jel haline
getirildikten sonra +4 °C de 1 giin bekletilmistir. 48 sa siireyle liyofilizatore konup,
gozenekli PLGA/BG kompozitleri elde edilmistir. Sonugta, %93 gdzeneklilikte ve 1-7
um biiyiikligiinde gézenekli yapi elde edilmis, ayrica iskele yapisinin hiicre tutunmasi ve

cogalmasina elverisli oldugu tespit edilmistir (Yang vd., 2019).

5.2.1.2. Hizh prototipleme yontemleri
Stereolitografi

Stereolitografi yontemi, ince bir ultraviyole (UV) ile kiirlenebilir malzemeyi
katman katman art arda basarak kati, ii¢ boyutlu nesneler olusturmak i¢in kullanilir. Bir
stereolitografi sisteminin dort ana bileseni vardir, bunlar 1s18a duyarli sivi regineli bir
tank, aktarilabilir bir yerlesik platform, re¢cine yaymak i¢in bir UV lazeri ve bir dinamik
ayna sistemidir. Islem, platformdaki 1s1ga duyarli siv1 regine tabakasi iizerine bir UV
lazeri gonderilmesi ile baslar. Ik katmanin katilasmasindan sonra platform dikey olarak
indirilir. Daha sonra 3D iskele olusturulana kadar katmanlar is tiste eklenir. Son olarak,

kiirlenmemis regine temizlenir (EItom, Zhong, Muhamad, 2019).

Lazer sinterleme

Bu teknikte, ince katmanlar halinde toz haline getirilmis malzemeyi sinterlemek
icin giic kaynag1 olarak lazer kullanir. Lazer kullanim1 nedeniyle bu teknik, polimer,
metal veya seramik gibi ¢esitli malzemelerin yapiminda kullanmilmistir (Rimell ve
Marquis, 2015). Lazer sinterleme, tercih edilen iskele 6zelliklerini elde etmek igin
kullanilacak polimer/kompozit toz karigimlarinin yiizde bilesimleri gibi ¢esitli
parametreleri uyarlayarak iiretilen iskelenin mikro yapilari iizerinde kullanict kontrolii

sagladigi i¢in avantajh bir tekniktir (Eltom, Zhong, Muhamad, 2019).

60



Kaynasmus biriktirme modellemesi

Bu teknikte, kat1 bir polimer, bilgisayar kontrollii bir ekstriizyon ve biriktirme
islemi kullanilarak 3D nesnenin yiizeyinde eritilmek ve ekstriide edilmek tizere sicak bir
ekstriizyon noziiliine dokiiliir; iskele, bitisik mikrofilamentlerin ¢oklu katmanlarindan
yapilir. Daha ¢ok termoplastik biyopolimerleri islemek i¢in kullanilmistir (EItom, Zhong,
Muhamad, 2019).

Biyobaskilama (3D-yazicr)

Biyobaski, "baz1 biyolojik islevleri gerceklestirmek i¢in dnceden belirlenmis bir
yaptya sahip ilgili materyallerin, hiicrelerin, molekiillerin, dokularin ve biyolojik olarak
pargalanabilen biyomalzemelerin bir modelini gelistirmek ve bir araya getirmek igin
materyal transfer siireclerinin kullanilmasi" olarak tanimlanan bir 3D-yazic1 teknigidir
(Murphy ve Atala, 2014).

3D biyobaski teknolojileri, hiicresiz ve hiicresel yapilar olmak tizere iki sekilde
smiflandirilabilir. Hiicresiz biyobaski kullanarak, iskele ve biyomateryaller, baski iglemi
sirasinda hiicresiz tiretilebilir. Hiicresel biyobaski, canli doku yapilarini iiretmek icin
iiretim siireci sirasinda hiicreleri ve diger biyoajanlart malzemeyle biitiinlestirir. Tiim

doku iskelesi {iretim yontemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 5.1°de gésterilmistir.

Tablo 5.1. Doku iskelesi iiretim yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari (Eltom, Zhong, Muhamad, 2019)

Doku iskelesi iiretim | Avantajlar: Dezavantajlar
teknigi
Coziici  dokiim/partikiil | -yliksek gbzeneklilik | -toksik ¢oziicii kullanimi
uzaklastirma (%50-90)
- diisiik maliyet
Dondurarak kurutma -¢esitli amaglarla kullanim | -yiiksek enerji tiiketimi
-yiiksek sicakliklari | -sitotoksik  ¢oziiciilerin
onleme yetenegi kullanim1
-diizensiz boyutta
gozenekler

-uzun surmesi
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Tablo 5.1. (Devam) Doku iskelesi iiretim yontemlerinin avantaj ve dezavantajlar: (Eltom, Zhong,

Muhamad, 2019)

Gazla kopiiklendirme

-% 85 e varan gozeneklilik

-elde edilen {iriin kapali
gozenekli bir yapiya
veya katt bir polimerik

dokuya sahip olabilir.

Elektrospining

-doku miihendisligi ig¢in
nanolifli yap1 iskeleleri
gelistirmek  i¢in  temel
teknik

-yiiksek ¢cekme
mukavemetli liflerden

olusan homojen karisim

-solventlertoksik olabilir
-biyomedikal
uygulamalar i¢in yeterli
biiytikliikte gozeneklerin
yani sira 3 boyutlu
yapilarin elde edilmesi
sorunlu

-Slire¢ bir¢ok degiskene

boyutu kontrolii (Rezwan
vd., 2006)

bagl
Isil indiikleme ile faz | -yiksek gozeneklilik | -¢cozliciiyii
ayrimi (95%) stiblimlestirmek igin
-iyi derecede gozenekler | gereken uzun siire
arasi baglanti -organik ¢oOziicli
-iskele yapist ve gozenek | kullanmak

-kiigiik  Olgekli iiretim
(Rezwan vd., 2006)

Stereolitografi

-yiiksek ¢oziiniirliik

-gozenekler  arasi

iyl

baglanma

-monomer doniisiimiinii
iyilestirmek i¢in ¢ok
miktarda monomer ve
postpolimerizasyon

islemi gerektirmesi
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Tablo 5.1. (Devam) Doku iskelesi iiretim yontemlerinin avantaj ve dezavantajlar: (Eltom, Zhong,
Muhamad, 2019)

Lazer sinterleme -ultra yiiksek molekiiler | -ytliksek calisma
agirliklh polietilen | sicaklig1
kullanma

-proses parametrelerini
uyarlayarak iiretilen

iskelenin mikro yapilari

iizerinde kullaniciya
miikkemmel kontrol
saglamasi

-Olusturulan iskelenin

tercih edilen Ozelliklerini

elde edebilme
Kaynagsmis  biriktirme | -diisiik sicaklikta | -biyobozunur
modellemesi biriktirme polimerlere
uygulanmasinda
sinirlamalar
Biyobaskilama -diisiik maliyet -hiicre varligina baglh

-yiiksek baski hizi ile hiicre
canliligim (%80-90)

destekleme 6zelligi
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6. KEMiK DOKU

Kemik, viicudun iskeletini olusturan canli dokudur. Islevleri, viicut yapisin
desteklemek, hayati organlar1 korumak ve viicudun hareket etmesine izin vermektir.
Ayrica, viicudun kan hiicrelerini olusturdugu kemik iligi i¢in bir ortam saglar ve
mineraller, 6zellikle kalsiyum i¢in bir depolama alani gérevi goriir (http-3). Kemikler
stirekli olarak yapisal ve biyolojik degisime ugrar ve kemigin yeniden sekillenmesi yasam
boyunca devam eder. Kemikler biiyiiyebilir veya kiigiilebilir, giiglenebilir veya
zayiflayabilir ve asir1 kuvvet uygulanmasina maruz kaldiginda kirilabilir.

Hasar almasi durumunda, viicutta belirgin bir iz birakmadan kendini
yenileyebilenbir organdir. Bebeklerde tipik olarak yaklagik 270 kemik vardir ve bunlar
birleserek yetiskin insanda 206 ila 213 kemige doniisir (Paul, 2021). Cogu kemik,
kompakt ve siingerimsi kemik dokusu igerir, ancak bunlarin dagilimi ve konsantrasyonu,
kemigin genel islevine gore degisir. Kompakt ve siingerimsi kemik ayni matris
materyallerinden ve hiicrelerden yapilmis olsa da, organize edilme bi¢imleri farklidir.
Kompakt (Kortikal) kemik: Daha yogun ve daha dayanikli bir yapist vardir. Tiim
kemiklerin dis korteksini olusturur ve periosteum ile dogrudan temas halindedir. Uzun
kemiklerde dis kortikal kompakt kemikten i¢ mediiller bosluga gecerken kemik
slingerimsi kemige gegis yapar (Biga vd., 2019). Kompakt kemigin fonksiyonel birimleri
osteonlardir; Lamellerle (es merkezli halkalar) kapli, merkezi konumlu bir Havers kanali
iceren Osteonlar arasindaki bosluklarda osteositler goriilebilir. Osteonlar yogun bir
sekilde paketlenmistir, bu da kompakt kemigi siingerimsi kemikten daha sert ve daha agir
hale getirir. Havers kanallari, gelismekte olan kemigi besleyen kan damarlarimin gegisini

kolaylastirir (http-4).

Siingerimsi (Trabekiiler) kemik: Siingerimsi kemik, kemik iligi ve kan damarlarimi
cevreleyen trabekiiller olarak bilinen anastomoz ince kemik seritlerinden olusur.
Kemiklerin ilikle dolu nispeten daha yumusak ¢ekirdegini olusturur. Bosluklu alanlara
sahiptir ve destekleyicidir, ancak ayni1 zamanda hafiftir ve degisen viicut ihtiyaglarini
karsilamak igin kolayca yeniden sekillendirilebilir (http-4). Sekil 6.1°de kompakt ve

stingerimsi kemik doku yapilar1 gosterilmistir.
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Sekil 6.1. Kompakt ve siingerimsi kemik doku yapilar: (Filippi vd., 2020)
Kompakt ve slingerimsi kemik dokuya ait mekanik 6zellikler Tablo 6.1’de verilmistir.

Tablo 6.1. Kompakt ve siingerimsi kemik doku mekanik ozellikleri (Gerhardt ve Boccaccini, 2010)

Mekanik 6zellik Siingerimsi kemik Kompakt kemik
Basma dayanimi (MPa) 0,1-16 130-200
Cekme dayanimi (MPa) - 50-151

Basma modiilii (GPa) 0,12-1,1 11,5-17
Young’s modiilii (GPa) 0,05-0,5 7-30

6.1. Kemik Olusumu

Kemik dokusu, insan embriyosundaki ii¢ ilkel doku katmanindan esas olarak
mezodermden tliremistir. Baz1 kraniyofasiyal kemikler ve orta kulak kemikleri, noral
krest hiicreleri yerine ortaya g¢ikar. Noral hiicre gogiiniin gelisimsel bozukluklarinda,
kraniyofasiyal malformasyonlar belirgindir (Paul, 2021). Gelisim sirasinda, ilk olarak,
birincil ve ikincil osteogenez olarak adlandirilan iki temel mekanizma bulunmaktadir.
Birincil kemik olusumu (yani endokondral ossifikasyon) icin yer olarak hizmet eden
epifizyal kikirdak, 10-20 nm ¢apinda fibril kollajen demetlerinin bir kombinasyonudur.
Endokondral ossifikasyon siireci ile uzun ve kisa kemikler gelisir. Bu siiregte kemik,
olgunlagma sirasinda kikirdakli bir dnciiliin yerini alir (Olszta vd., 2007).

Mineralizasyon i¢in kristaller ya da yiiksek konsantrasyonda iyonlar ileten matris
vezikiillerinin yliksek bir olusumu da gerceklesmektedir. Mineralizasyon nispeten

hizlhidir, "6riilmiis" bir kemik mikro yapisi olusturur.
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Bu temel maddede tip I kollajen bulunmasina ragmen (sigan kikirdaginda ~%17),
lameller halinde bulunmaz ve kollajen ile yakin iligki iginde kristaller olusmaz (Olszta
vd., 2007). ikincil kemik olusumunda (intramembranéz ossifikasyon), birincil kemik,
insanlarda Haversian kanal sisteminin osteonlarini olusturan es merkezli lameller halinde
organize olmus paralel lifli daha optimal bir yapiya yeniden modellenir. Sekonder
kemikteki kolajen fibrilleri, osteoblastlar tarafindan salgilanir ve birincil kemiktekilerden
daha biiyiik olup ortalama 78 nm ¢apa sahiptir (Raton, 1992).

Yass1 kemikler, bu siirecte olusur. Mezenkimal kok hiicrelerden tiiretilen
osteoblastlar, birbirleriyle kaynasan ve trabekiiller olusturan kemik spikiilleri iiretir.
Trabekiller, diger trabekiillerle baglanti kurmak ve kemik iiretmek icin biiyiir.
Trabekiilleri ¢evreleyen mezenkimal hiicreler periostu olusturmaya yarar. Periosttan
kaynaklanan osteojenik hiicreler, oOriilmiis kemigin yiizeyi boyunca biiylir ve
mineralizasyondan sonra lameller kemik haline gelir (Paul, 2021).

6.2. Kemik Morfolojisi

Uzun bir kemikte iki temel bolge vardir: diyafiz ve epifiz. Diyafiz, kemigin
proksimal ve distal uclar1 arasinda uzanan i¢i bos, tiibiiler bolgedir. Diyafizin iginde sar1
kemik iligi ile dolu olan mediiller bosluk bulunur. Diyafizin dis duvarlar1 (korteks,
kortikal kemik), bir tiir kemik dokusu olan yogun ve sert kompakt kemikten olusur.
Kemigin her iki ucundaki genis boliimlere epifiz adi verilir ve bu kisim baska bir kemik
dokusu tiirli olan siingerimsi kemikle doldurulur. Kirmizi kemik iligi, bazi uzun
kemiklerde siingerimsi kemiklerin arasindaki bosluklari doldurur. Kemik biiyiimesi
sirasinda, metafiz, uzun kemiklerin uzama boélgesi olan epifiz plakasini igerir. Erken
eriskinlik doneminde (yaklasik 18-21 yas) kemik biiylimesi durdugunda, epifiz plakasi
sekilde goriilen bir epifiz ¢izgisi haline gelir.

Endosteum (endo: “i¢”; osteo: “kemik”), mediiler bosluga bitisik kemigin igini
kaplayan bir kemik hiicresi tabakasidir. Bu kemik hiicreleri kemigin yasam boyunca
biiyiimesini, onarilmasini ve yeniden sekillenmesini saglar. Kemigin dis kisminda kemigi
biiyiiten, onaran ve yeniden sekillendiren baska bir hiicre tabakasi daha vardir. Bu
hiicreler periosteum (peri: "cevre" veya "cevreleyen") ad1 verilen ¢ift katmanli yapilardir.

Bu katman kortikal kemige bitisiktir ve yogun diizensiz bag dokusundan olusan
dis fibroz bir katmanla kaplhidir. Periosteum ayrica kompakt kemigi besleyen kan
damarlari, sinirler ve lenf damarlari icerir. Tendonlar ve baglar periosteumdaki kemiklere

baglanir.
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Kafatas1 kemiklerinde oldugu gibi yassi kemikler, her iki tarafi bir kompakt
kemik tabakasi ile kaplanmis bir diploe (siingerimsi kemik) tabakasindan olusur. iki
kompakt kemik tabakasi ve siingerimsi kemik, i¢ organlar1 korumak i¢in birlikte ¢alisir
(Biga vd., 2019). Sekil 6.2’de kemik yapis1 gosterilmistir.

bliylime plakalan
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— ! siingerimsi

kemik doku

Sekil 6.2. Kemik anatomisi (http-5)

6.3. Kemik Matrisi

Kemik matrisi, giiclinli basing ve gerilmeye karsi dayanikli bir mineral faz ve
kolajen lifler agindan alan kompozit bir malzemedir. Kemigin mineral fazi, kalsiyum
hidroksiapatit, Cai0(PO4)s(OH)2, kiigiik mikro kristallerden olusan bir yapidir, bu sayede
iyon degisimi i¢in genis bir ylizey alami yaratir. Kemik matrisi ayrica kolajen ve
osteokalsin, osteonektin ve osteopontin gibi kolajen olmayan protein igerir (Thomson,
1998).
6.3.1. Mineral faz

Apatitin karbonatli formu yaygin olarak biyolojik apatit ya da hidroksiapatit (HA)
olarak adlandirilir. Kemik minerali, saf hidroksiapatit i¢in teorik deger olan Ca:P= 1,67
oranina sahiptir. Kemik, siirekli olarak yeniden sekillenme ve onarim gegiren bir canli
doku oldugu igin, kristallerin kiiciik boyutu ve stokiyometrisini, kemigin osteoklastlar
(kemik emen hiicreler) tarafindan emilmesi i¢in gerekli olan ¢oziiniirliige sahip mineral

faz1 saglar (Olszta vd., 2007).
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6.3.2. Organik faz (Kolajen matris)

Kolajen proteini dort yapiya boliinmiis karmasik bir hiyerarsik yapiya sahiptir:

birincil yap1 (amino asit ti¢liisii), ikincil yap1 (a-sarmal), {igiinciil yap1 (liclii sarmal) ve
dordiinciil yapr (fibriller)dir (Gelse, Poschl, Aigne, 2003).
Birincil yapi: Kolajen proteini, prolin bakimindan zengin Gly-X-Y polipeptidinin
karakteristik iki 6zelligi ile taninir: (i) Gly, tiim uzunlugu boyunca tekrarlanan —(Gly-X-
Y-)n-— tripeptit dizisi ~1000 amino asit zinciri halinde bulunur. (ii) Tripeptid dizisinde
(~%20) prolin (X) ve hidroksiprolin (Y)'den olusur (Ferreira vd., 2012).

Ikincil yapi: o zincirleri, tripeptit —(Gly-X Y-)n—"nin tekrarlari ile olusturulur ve birbirine

baglanir, tip I, II ve III kolajenin karakteristik ti¢lii sarmalin1 olusturur (Fratzl, 2003).

Uciinciil yapi: Uclii sarmal yap, dzellikle tip I kolajende, genellikle iki zdes al(I)- ve
al(Il)-zincirinin ve yaklasik 1000 amino asitli bir a2(I) zincirin baglanmasiyla

olusturulur ve uzunlugu yaklasik olarak 300 nm'dir (Ferreira vd., 2012).

Doérdiinciil yapi: Yaklasik 20 amino asit uzunlugunda sarmal olmayan bdlgelerden
olusan telopeptidler, ¢apraz bag olusumu ile kolajen molekiillerinin stabilizasyonuna
katkida bulunarak fibrillojenezde 6nemli bir rol oynar. Kolajen ¢apraz baglari ikiye
ayrilir: lizin hidroksilaz ve lisil oksidazin aracilik ettigi enzimatik ¢apraz baglar ve yaygin
olarak glikasyon veya oksidasyon ile indiiklenen gelismis glikasyonun son tiriinleri olan

enzimatik olmayan ¢apraz baglardir (Saito ve Marumo, 2010).

Kolajen tip I, biiytlik 6l¢iide dogrusal kolajen fibril dizilerinden olusan tipik fibriler
kolajendir. Trabekiiler ve kortikal kemikte fibriller diizenli paralel dizilislerini siirdiirseler
de, deri gibi diger dokularda oldugu gibi homojen olarak dagilmazlar (Tzaphlidou, 2008).
Deri, tendon ve kemik esas olarak Tip I kolajen, hiyalin kikirdak Tip II, fetal cilt ve kan
damarlar Tip III ve bazal membran Tip IV kolajenden olusur (Duance vd., 1977).

6.3.3. Kolajen olmayan proteinler

Osteokalsin, osteoblastik hiicreler tarafindan tretilen kemikte en kisitli miktarda
oldugu diistiniilen proteindir. K vitaminine bagli bir enzimatik mekanizmada gama-
karboksilasyon yoluyla ii¢ glutamik asitin (GLA)/mol'de translasyonel olarak modifiye
edilmesiyle olusur (Pose vd., 1980). Asidik karakteri ve GLA kalintilari nedeniyle
osteokalsinin baslangicta kemik mineralizasyonunun 6nemli bir diizenleyicisi oldugu

diistiniilmektedir (Gorski, 2011).
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Osteonektin, hem hidroksiapatite hem kolajene segici olarak baglanabilen kemige
0zgii bir proteindir. Osteonektin ¢oziinmeyen tip I kolajene baglandiginda, ortaya ¢ikan
kompleks sentetik apatit kristallerini ve serbest kalsiyum iyonlarini1 tutar. Osteonektin-
kolajen kompleksleri ayrica yar1 kararli dengeli tuz ¢ozeltilerinden mineral fazi birikimini
de ¢ekirdekler (Termine vd., 1981).

Osteopontin, kolajen olmayan matris proteinlerinin degisken sekilde fosforile
edilmis bir tiyesidir. Kemik ve kemik iliginde osteoblastik ve osteoklastik dncii hiicreler,
cok cekirdekli osteoklastlar, osteositler ve osteoblastlar ile ifade edilir. Osteopontinin
uzun zamandir mineral kristallerinin biiyliyen yiizlerine spesifik olarak baglanarak
kalsifikasyon reaksiyonlarinin bir inhibitérii olarak islev gordiigiine inanilmaktadir
(Gorski, 2011).

6.4. Kemik Hiicreleri

Kemik hiicreleri; osteoblastlar, osteoklastlar ve osteositler olmak tizere 3’e ayrilir.

Sekil 6.3’te sematik olarak gosterilmistir.

ilik kilcal damar:

- Nococass
_x . Osteoklast Osteoblast o")
) o Vo =
— Bt 2L VO e
- /
- T - x " =l
3 / g / \ .
- /
osteosit -
— f o
> . | -
T o "

Sekil 6.3. Kemik hiicreleri (Ogueri vd., 2019)

6.4.1. Osteoblastlar

Osteoblastlar; adipositler, kondrositler, fibroblastlar ve miyoblastlar dahil olmak
tizere diger bag dokusu hiicreleri ile ortak bir mezenkimal kok hiicreyi (MSC) paylasan
hiicrelerdir. Toplam hiicrelerin sadece % 4-6'sin1 temsil etmelerine ragmen, kemik
ingasinda 6nemli isleve sahiptirler. Osteoblastlar, hiicrenin tabaninda bulunan yuvarlak
bir ¢ekirdege ve kemik matris glikoproteinlerinin Onciillerini igeren pozitif graniillere
sahip gii¢lii bir bazofilik sitoplazmaya sahip kiip sekilli hiicrelerdir. Osteoid adi verilen

kire¢clenmemis kemik matrisini biriktirir ve daha sonra mineralizasyonunu saglarlar.
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Kemik olusum fazi sonunda osteoblastlar; inaktif osteoblast veya kemik astar hiicreleri
haline gelebilirler, osteositler olarak kemik matrisinde sikisip kalabilirler, mineralize
matris boyunca diizenli olarak dagilmis ve farklilasmis mezenkimal hiicrelere

doniisebilirler (Del Fattore, Teti, Rucci, 2012). Sekil 6.4’te bu olusumlar gésterilmistir.
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Sekil 6.4. Kemik olusumu sonrast osteblastlarin dontisiimii (Del Fattore, Teti, Rucci, 2012)

osit

Osteoblastlarin genel sentetik ve diizenleyici aktiviteleri, kemik dokusu
biitiinliigiini ve seklini organize eder. Bu nedenle, ¢esitli ciddi patolojik durumlar igin
tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde, (osteoporoz, osteosarkom vb) osteoblast

metabolizmasina, olgunlagmasina ve cogalmasina miidahale etme yetenegi ¢cok dnemlidir

(Rosenberg vd., 2012).

6.4.2. Osteoklastlar

Osteoklastlar, cap1 100 mikrometreye kadar degisebilen, Havers sistemi i¢indeki
endosteal yiizeylerde ve periostun altindaki periost yiizeyinde bulunan (Roodman, 1996)
kemik rezorpsiyonundan sorumlu ¢ok c¢ekirdekli hiicrelerdir. Kristalli hidroksiapatiti
¢ozmek ve kolajen lifleri acisindan zengin organik kemik matrisini parcalamak gesitli
islevleri arasindadir (Vaananen vd., 2000). Biiyiiyen kemigin metafizinde oldugu gibi
aktif kemik dongiisii bolgelerinde osteoklast sayilari artar. Osteoklastlar genellikle kemik
ylizeyine yapisik olarak goriiliirler (Roodman, 1996).
6.4.3. Osteositler

Osteositler, mineralize kemik matrisine gomiilii hiicreler olarak tanimlanir ve tiim
kemik hiicrelerinin % 90-95'inden fazlasini olusturur. Mineralize matris boyunca diizenli
olarak dagilirlar, birbirlerine ve kemik yiizeyindeki hiicrelere, her yone yayilan, ancak
genellikle kemik yiizeyine dik olan ince, sitoplazmik siireglerle baglanirlar (Bonewald,
2021).
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Osteositler, dogrudan matriks ile etkileserek kemik homeostazinda rol oynarlar.
Tip I kolajen dahil olmak iizere kemik matriks bilesenlerinin nano ve mikro yapisini
incelemeye yonelik tekniklerin daha yaygin hale gelmesiyle, kemik kalitesinin
artirilmasinda osteositin yeni rollerini ortaya ¢ikarmak de calismalar yapilmaktadir
(Creecy, Damrath, Wallace, 2021).
6.5. Kemik Rejenerasyonu

Kemik dokusu, kortikal kemik ad1 verilen kompakt bir kabuk ve slingerimsi veya
trabekiiler kemik ad1 verilen gézenekli bir ¢ekirdek olmak tizere iki ana kisimdan olusur.
Kortikal kemik, tekrarlayan osteon birimlerinden olusurken, siingerimsi kemik, kemik
iligi ile dolu serbest bosluklarla birbirine baglanan bir trabekiil ¢cergevesinden yapilir. Bu
trabekiiller ve osteon birimleri, kolajen liflerinden ve kalsiyum fosfat kristallerinden
olusur. HA kristalleri, kolajen molekiilleri arasindaki bosluklarda yer alir ve kemigin
sertligini arttirrr. Kemik dokularmin 6zellikleri, ekstraseliiler matriks (ECM) ve
hiicrelerin yapisina baghdir. Bu nedenle, kemik kusurlarinin onarimi ve rekonstriiksiyonu
yenilikgi stratejiler gerektirir. Kemik rejenerasyonu dort bilesen gerektirir: morfogenetik
bir sinyal, sinyale yanit verecek duyarli konake1 hiicreler, bu sinyali belirli bolgelere
iletebilen uygun bir tasiyici ve canli, iyi vaskiilarize konak yatagi (Gong vd., 2015).

Kemik rejenerasyonu ti¢ asamada gerceklestirilir: osteogenez, osteoindiiksiyon ve
osteokondiiksiyon.  Osteogenez, kemik olusum siirecidir.  Osteoindiiksiyon,
farklilasmamis mezenkimal hiicrelerin osteoblastlara doniistiiriilmesi siirecidir.
Osteokondiiksiyon, biyo-inert veya fizyolojik matrisler iizerinde kemik biiylimesi
stirecidir (yeni hiicre kolonizasyonu, kemik biiylimesi ve kan damari olusumu
(vaskiilarizasyon).

Hasarli, kirik bir kemigin yenilenme evrelerine daha ayrintili bir sekilde
bakildiginda ilk olarak kirik ¢evresinde kan pihtis1 (hematom) olusur, devaminda onarici
fazda graniilasyon dokusu ve fibrin matriks formunda yeni kan damarlar1 olusturulur,
hiicrelerin osteoblastlara farklilasmasi ve ektopik kemik olusumu meydana gelir. Son
olarak osteogenez veya osteoindiiksiyon yoluyla yeni kemik olusumu, yeni trabekiiler ve
kortikal kemik olusumu; yeniden bigimlendirme asamasi (bu siire¢ aylardan yillara kadar

stirebilir.) meydana gelir (Yadroitsava vd., 2019). Bu asamalar Sekil 6.5’te gosterilmistir.
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Sekil 6.5. Kirik kemik iyilesme siireci (Xiong ve Xiong, 2022)

6.6. Kemik Doku Miihendisliginde Biyomateryal Skafoldlar

Kemik, rejeneratif mithendislikte genis ¢apta arastirilan bir dokudur. Giiniimiizde
cerrahlar i¢in otogreftler (ayni kisinin bir bolgesinden alinip, hasarli bolgesine aktarilan
doku), allogreftler (ayn1 cinsten farkli kisiler arasinda yapilan doku aktarimi) gibi ¢esitli
kemik grefti segenekleri mevcuttur ve yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyolojik
aktivitelerinin osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyona bagli oldugu bulunmustur.
Osteoindiiksiyon, kemik morfogenetik proteinleri (BMP'ler) ad1 verilen asidan tiiretilmis
proteinlerin kullanilmasiyla saglanir. Kullanilan biyolojik kemik greftleri arasinda
otogreft hala altin standart olarak kabul edilmektedir.

Ancak bununla birlikte, hastanin dogal kemiginin veya dokusunun bir kismini
cikarmak ve transfer etmek i¢in ikinci bir prosediire ihtiya¢ duyulmadigi i¢in allogreftler
de tercih edilmektedir. Kemik greftleri avantajli olmasina ragmen ,hasta bulas riski, diisiik
osteoindiiktivite, yiiksek maliyet gibi dezavantajlardan dolay1 yeni alternatif arayislart hiz
kazanmis ve sentetik kemik grefti ikamelerinin gelistirilmesini saglamistir.

Kemik ikameleri, genel olarak, kemik iyilesmesini tesvik etmek, kemik
defektlerini doldurmak i¢in kullanilan dogal, sentetik veya kompozit malzemelerdir. Bu
biyomateryaller arasinda, biyobozunur polimerler ilgi ¢ekici bir sentetik kemik grefti
ikamesi sinifin1 olusturur. Materyal tasarimindaki son gelismeler ve materyal-hiicre
etkilesimleri {izerine yeni bakis acilari, c¢esitli Ozelliklere sahip kemik dokusu
rejenerasyonu ig¢in sistemlerin gelistirilmesi i¢in yeni firsatlar sunmaktadir. Kemik
dokusu rejenerasyonu genellikle doku yenilenmesi i¢in fiziksel destek gorevi goren

polimerik doku iskelelerini kullanir (Ogueri vd., 2019).
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Bu iskelelerin iglevleri sunlari igerir: etkilenen bolgeye gecici mekanik destek
saglamak ve kemik kusurlarinin boslugunu doldurmak, dolasimdaki 6ncii hiicrelerin
yapismasini ve biiylimesini tesvik etmek ve iskele ylizeyine ECM birikmesine izin
vermek (osteokondiiksiyon) , gbézenekli yapi iginde damarlarin ve kemik biiylimesini
saglamak ve molekiiler sinyallesme ve yeni kemik dokusu olusumu (osteoindiiksiyon)
yoluyla osteojenik farklilagmasini arttirmaktir (Filippi vd., 2020). Sekil 6.6’da doku

iskelesi implantasyon siireci gosterilmistir.
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{iretimi ve farklilagmasi U v

kemik olusumu

Sekil 6.6. Tipik kemik dokusu miihendisligi yaklagimi (Dixon ve Gomillion, 2021)
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7. POLIMERLERIN VE DOKU iSKELELERININ KARAKTERIZASYONUNDA
KULLANILAN YONTEMLER

7.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi 1s51n (FTIR) Spektroskopisi

FT-IR spektroskopisi, bir titresim spektroskopisi bigimidir ve FT-IR spektrumu
hem molekiiler yapiy1 hem de molekiiler ortami yansitir. IR bolgesi (1 ila 100 uM), uzak-
(100 ila 25 uM), orta-(25 ila 2.5 uM) ve yakin IR (2.5 ila 1 uM) olmak iizere ii¢ bolgeye
ayrilir. Orta IR (4000 ve 400 cm™ ), birincil molekiiler titresimleri gosterir ve kimya ve
adli tipta maddelerin analizi i¢in en yaygin olarak kullanilan bolgedir. (Duygu vd., 2009).
Temel bi¢giminde bir FTIR cihazi, iletim ilkesine gore calisir ancak numune
spektrumunun kaydedilme sekli, IR 1sininin kaynaktan dedektore nasil ulastigina bagl
olarak, dagitict cihazlardan temel olarak farklidir. Bir FTIR spektrometresinin ¢ekirdek
kismi; IR kaynagi, 1sin ayirici, iki ayna ve bir detektérden olusur. Kaynaktan gelen IR
radyasyonu 151n ayirictya ¢arpar ve iki aynaya dogru yonlendirilir. Biri sabitken digeri
veri toplama sirasinda sabit bir hizla hareket ettirilir. Kizilotesi 1sinlar aynalar tarafindan
yansitilir, 1$1n ayiricida yeniden birlestirilir ve daha sonra numuneden gecirilerek IR'deki
tim dalga boylarin1 ayni anda kaydeden dedektore ulasir. Ortaya cikan desen,
interferogram olarak adlandirilir. Yeniden birlestirilen 15in numuneden gegtikten sonra
dedektorde kaydedilen, numunenin IR spektrumunun Fourier doniisiimiidiir (Blum ve

Jhon, 2011).
7.2. Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (NMR)

Niikleer manyetik rezonans, 1946'da Purcell ve Bloch tarafindan kesfedilmistir.
Cesitli atomlarin ¢ekirdeklerinin manyetik momentlerinin manyetik alanlarla etkilesimi
prensibine dayanir. Cekirdeklerin manyetik momenti, bu g¢ekirdeklerin sahip oldugu
agisal momentumun bir bigimi olan niikleer spin ile iligkilidir. Niikleer spinin degeri de
bir spin sayist ile tanimlanir. Cift sayida proton ve nétronun ¢ekirdegi sifir niikleer doniise
ve manyetik momente sahipken, tek sayida proton veya nétrona sahip olanlar sifir
olmayan bir doniise ve manyetik momente sahiptir. Tek sayida proton veya ndtron igeren
cekirdekler manyetik rezonansin pratik uygulamalari i¢in uygun olan 2 spin sayisina

sahiptir (Mlynarik, 2017).
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NMR spektrumunda yer alan bilgiler, malzemelerin kimyasal yapisini ve yapisini
belirlemek igin kullanilabilir. Ornegin, etanoliin hidrojen (*H) NMR spektrumu, iig
hidrojen grubuna karsilik gelen {i¢ frekans icerir ve tepe ylikseklikleri, her bir kimyasal
gruptaki *H cekirdeklerinin sayisiyla orantilidir. Proteinler gibi daha biiyiik molekiiller,
tic boyutlu ¢ozelti yapisini belirlemek icin kullanilabilen ¢ok daha karmasik spektrumlara
sahiptir. Sonug olarak, NMR spektropisi ile bir numuneyi bir manyetik alana yerlestirerek
ve bir sinyali uyararak, numunenin kimyasal icerigi ve yapisi tahribatsiz bir sekilde

belirlenebilir (Chatham ve Blackband, 2001).
7.3. Termal gravimetrik Analiz (TGA)

TGA, bir maddenin kiitlesinin sicakligin veya zamanin bir fonksiyonu olarak
gbzlemlendigi bir termal analiz teknigidir. Numunenin 1sitilmasi izotermal veya izotermal
olmayan kosullarda olabilir. Geleneksel TGA deneylerinde, piroliz dogas1 geregi (oksijen
yoklugunda 1s1l islem) yaygin kullanilan inert gazlar (azot, argon, helyum) cevreyi
kontrol etmek i¢in numunenin {izerinden gegirilir. Analizden elde edilen sonuglar
genellikle TG egrileri seklindedir. Bu egriler, numunenin artan sicakliga (T) kars1 agirlik
kaybi yiizdesini (agirlik¢a) gosterir. Sicaklik arttikga, numunenin termal bozunmasindan
kaynaklanan kiitle kaybi nedeniyle agirlik azalir. Polimerlerde 150°C'nin altinda su;
150°C-250°C arasinda diisiik molekiiler agirlikli ugucu bilesikler, oligomerler, ¢oziiciiler
ve polimerin tilirline gore yaklasik 800 °C ye kadar ugucu bilesenler ortaya c¢ikar

(Escalante vd., 2022).
7.4. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC)

DSC kontrollii bir sekilde 1sitildiginda veya sogutuldugunda bir malzemeyle
iliskili gesitli termal gegisleri 6lger. Bu tiir gegisler arasinda erime sicakligt (Tm), camsi
gecis sicakligr (Tg), kristallenme sicakligi (Tc), polimorf doniisiimii, desolvasyon,
dehidrasyon ve kimyasal reaksiyonlar yer alir (Byrn, Zografi, Chen, 2017).

Bu 6zellikler polimer malzemeler i¢in de 6nemli oldugu i¢in DSC, polimerleri ve
kompozitleri karakterize etmede siklikla kullanilan termal analizlerden biridir. DSC
;geleneksel DSC, Paralel-Nano DSC (PNDSC), Mikro Elektro Mekanik Sistemler
(MEMS) DSC, Modiile Sicaklik DSC (MTDSC), Kizil6tesi (IR) 1sitmali DSC, Gaz Akist
Modiilasyonlu DSC (GFMDSC) ), Yiiksek Performansli (HPer) DSC, Flas DSC ve
Kendinden Referansli DSC (SRDSC) gibi birgok teknige sahiptir.
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Geleneksel DSC yontemine genel olarak bakildiginda, test malzemesi igeren bir
numunenin bir referans numune ile karsilastirilmasini kullanarak 1s1 transferinin
dlgiilmesini iceren DSC tekniklerinin temel yontemidir. Olgiim sirasinda sabit bir 1s1tma
veya sogutma orani korunur. DSC, polimerik malzemelerin erime noktasi, camsi gegis ve

kristallesme gibi 6zelliklerine gore tanimlanmasinda kullanilir (Drzezdzon vd., 2019).
7.5. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramali elektron mikroskobu (SEM), mikro yap1 morfolojisi ve kimyasal bilesim
karakterizasyonlarinin incelenmesi ve analizi i¢in mevcut olan ¢ok yonlii araglardan
biridir. Elektron mikroskobunun temellerini anlamak i¢in 151k optiginin temel ilkelerini
bilmek gerekir. Ciplak gbz, ~0,1 mm'lik bir ¢oziiniirliige karsilik gelen (25 cm'lik
optimum goriis mesafesinde) yaklasik 1/60° goriis acisina sahip nesneleri ayirt edebilir.
Optik mikroskopi, gdrsel ag1y1 optik lens araciligiyla genisleterek ~ 2.000 A ¢dziiniirliik
siirina sahiptir. 1890'larda ¢ok sayida deneyde elektronlarin manyetik alan tarafindan
saptirilabileceginin kesfedilmesinden bu yana, 151k kaynaginin yiiksek enerjili elektron
1si1 ile degistirilmesiyle elektron mikroskobu gelistirilmistir ( Zhou vd., 2007).
Nanometreden mikrometreye (um) genis bir 6l¢ekte organik ve inorganik malzemelerin
analizinde etkili bir yontem olarak kabul edilebilir. SEM, ¢ok ¢esitli malzemelerin ¢ok
hassas goriintiilerini iiretirken 300.000x gibi yiiksek biiyiitme oranlarinda calisabilir
(Mohammed ve Abdullah, 2018). SEM kullaniminda goriintii alinabilmesi igin iletkenlik
onem tasidigi i¢in iletken olmayan malzemelere altin ile vakum altinda kaplama yapilarak

once iletkenligi saglanip sonra goriintii alimi1 yapilabilmektedir.
7.6. Mekanik Testler

Malzemelere istenilen oOzelliklerde ve farkli metotlarla mekanik testler
uygulanmaktadir. Bunlar i¢inde cekme ve basma testleri, malzemeler iizerinde yapilan en
yaygin mekanik testlerdir. Bir numunenin sabit bir hizla birbirinden ayrilan ¢eneler
arasinda kenetlendigi ¢ekme testi, polimer testi i¢in en yaygin deformasyon modudur.
Numuneler, ASTM D638'e esdeger olan ISO 527-1 standartlarinda “dog bone” seklinde
kullanilir (Swallowe, 1999). Cekme testi sonuglarinda gerilme-gerinim egrileri (Sekil 7.1)

esas alinarak modiil hesaplamalar1 yapilir.
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elastik limit (akma ultimat tensile kuvveti
noktasi) < (UTS)

kirilma noktasi

Genlun ()

Gerinim (£)
Sekil 7.1. Termoplastik bir polimer icin gerilim-gerinim egrisi

Gerilim-gerinim egrisindeki dogrusal olan elastik bélgenin egimi Young
modiliinii verir ve E = o/e seklinde formiiliize edilir. Gerilme i¢in 6 = F/Ao formiilii
kullanilirken, F, ¢ekme kuvveti; Ao, baslangi¢ ylizey alani olarak ifade edilir. Gerinme
icin ise, ¢ = AL/ Lo formiilii kullanilirken, AL, numune boyutundaki degisim; Lo ,

baslangi¢ boyu olarak ifade edilir.

F

Cekme Basma

Sekil 7.2. Numunelere uygulanan ¢ekme ve basma kuvvetleri ile boyutlarindaki degigim (http-6)

Basma testi, malzemenin sikistirildiginda nasil tepki verecegini gosterir,
malzemenin davranisint veya ezme ylkleri altindaki tepkisini belirleyebilir ve bir
malzemenin plastik akis davranisini ve kirilma limitlerini 6lgebilir. Basma testleri,
kirilgan malzemelerin veya diisiik siineklikteki malzemelerin elastik ve basingla kirilma
ozelliklerini 6l¢gmek i¢in dnemlidir (Chua ve Yeong, 2017). Numuneler genellikle iiretim

yontemlerine gore silindirik yada dikdortgen seklinde basma testlerine tabi tutulur.
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8. DENEYSEL CALISMALAR
8.1. Deneylerde Kullanilan Malzemeler

Deneysel ¢alismalarda kullanilan malzemeler ve 6zellikleri Tablo 8.1°de gosterilmistir.

Tablo 8.1. Calismada kullanilan malzemelerin ozellikleri

Malzeme Ozellikleri

Toluen (C7Hs) (Isolab chemicals) Yogunluk: 0,87 g/cm?
(20°C)

Kloroform (CHCIs) (Isolab chemicals) Yogunluk: 1,47 g/cm?®
(20°C)

Metanol (CH3OH) (Merck) Yogunluk 0,79 g/cm3(20 °C)

Erime noktasi: -97,8 °C

Laktit (3,6 Dimetil-1,4-dioksan-2,5 dion)(Sigma Kaynama noktasi: 142 °C/8

Aldrich) mmHg

Erime noktasi: 116-119 °C
Glikolit (1,4 Dioksan-2,5 dion) (Sigma Aldrich) Erime noktasi: 81-83 °C
Kalay (I1) 2-etilheksanoat (Sigma Aldrich) Yogunluk: 1,251 g/L (25°C)
Sodyum kloriir (NaCl) (Sigma Aldrich) Erime noktasi: 801 °C

Yogunluk: 2,16 g/cm?
Sodyum bikarbonat (NaHCO3) (Tekkim) Erime noktasi: 270°C
Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPQO4) (Tekkim) Erime noktas1:250 °C

Magnezyum  kloriir  hekzahidrat (MgCl..6H20) Erime noktasi: 117 °C
(Tekkim)

Hidrojen kloriir (HCI) (Isolab chemicals) Yogunluk:1,19 g/cm3(20 °C)

Kalsiyum kloriir (CaCl,) (Sigma Aldrich) Yogunluk:2,15 g/cm3(25 °C)
Erime noktas1: 775 °C
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Tablo 8.1. (Devam)Calismada kullanilan malzemelerin ozellikleri

Sodyum siilfat (NaSOgs) (Tekkim) Erime noktasi: 884 °C

Tris  (hidroksimetil)aminometan((CH20H)s CNH2) Erime noktasi: 175 °C

(Carlo Erba) Kaynama noktasi: 219 °C

Dipotasyum fosfat (KoHPOa) Yogunluk: 2,44 g/cm®

(Isolab chemicals) Kaynama noktasi: 158 °C

Nanoseliiloz ( Mikrokristalin seliilozun Cap1: 15-20 nm

asit hidrolizi yoluyla elde edilmistir.) En/boy oran1:20-25

45S5 Biyoaktif cam Ortalama tane boyutu: 114
um (Dx(50) um)

APTES (3-Aminopropil)trietoksisilan Yogunluk:0,946 g/mL at

(Acros organics) 25°C

8.2. Biyoaktif Cam Modifikasyonu

Deneysel calismalarda katki malzemesi olarak kullanilan biyoaktif cam (SBG)
“Nanotech (Eskisehir)” firmasi tarafindan temin edilmistir. Silan ile modifiye edilerek
kullanilmistir ve modifikasyon yontemi asagidaki gibidir:

Biyoaktif cama uygulanan silanlama isleminde, yiizeyde silan baglanmasini ve
fonksiyonel grup olusumunu saglamak i¢in 5 dakika asetonda ve 3’er kez de 5 dakika saf
suda ultrasonik yikama islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra, numuneler oda
sicakliginda 6 saat boyunca etanol bazli 3- aminopropiltrietoksisilan (APTES, %99, 150
ml etanol i¢inde 35 pL APTES) ¢ozeltisine daldirilmigtir. Bu 1slatma islemi sonunda
numuneler 1 saat 100°C'de mekanik karistiricida karistirilmistir. Oda kosullarinda
sogutmaya birakilan numuneler, silan fazlaliginm1 gidermek igin etanol ile 5 dakika
boyunca ii¢ kez ultrasonik banyoda yikanmis ve tekrar 1 saat 100°C'de mekanik
karistiricida  karistirilmistir.  Deneysel c¢alismanin  sematik gosterimi  Sekil 8.1°de

gosterilmistir.

Pl o m=T=am = .

Ultrasonik ~ APTES (150 ml Isitma, 100 °C Ultrasonik Isttma, 100 °C Kurutma, 25 °C
vikama etanol icinde 35 vikama
pl)

Sekil 8.1. Biyoaktif cam:n modifikasyonu i¢in deney asamalar
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8.3. Poli (laktik-ko-glikolik) asit (PLGA) Kopolimerinin Sentezi

Doku iskelelerini hazirlamak i¢in kullanilan PLGA kopolimeri laboratuvar
calismalarinda  sentezlenmistir. Bu siire¢ dimer saflastirma ve polimerizasyon

basamaklarindan olugmaktadir.

I.asama: Dimerlerin Saflastirilmasi

Bu asama sentez Oncesi dimerlerin (laktit ve glikolit) saflastirilip, tekrar
kristallendirilmesini kapsamaktadir. Dimer/Toluen oranmi agirlik¢a %40 olacak sekilde
ayarlanmigtir. Bu sekilde kiiciik bir beher i¢ine alinan dimer ve toluen, beherin agzi
kapatilarak su seviyesi hazirlanan sollisyonun seviyesini ge¢cmeyecek sekilde su
banyosunun i¢ine koyulmus (Gorsel 8.1), 100 °C’de manyetik karistiricida
karistirilmistir. Siizme isleminin ardindan vakumlu etiivde 1 giin bekletilerek ¢oziicii
ucurulmustur. Bu islemi yapmaktaki amag, daha yiiksek verimlilikte polimerizasyon

gerceklestirmek ve daha yiiksek molekiil agirliginda bir polimer elde etmektir.

Gorsel 8.1. Dimer saflastirma deney diizenegi

II.asama: Polimer Sentezi

Yigin (blok) polimerizasyonu ile gergeklestirilen yontemde, kalay (1) 2-
etilhekzanoat (SnOct), katalizorii secilmistir. Bu katalizor FDA tarafindan onaylanmis bir
gida katki maddesi ve kuvvetli bir esterlesme ajanidir (Nuhoglu, A.1., 2015). Dolayisiyla
alifatik polyesterlerin polimerizasyon reaksiyonlarinda siklikla tercih edilmektedir.

Bu denemede laktit ve glikolit dimerleri 80:20 ve 90:10 oranlarinda, katalizor de

1:1000 oraninda kullanilmistir.

80



Katalizor toluen iginde ¢oziindiiriilerek kullanilmistir. 80:20 oranindaki
kopolimer, PLGA 8 olarak;90:10 oranindaki kopolimer ise PLGA 9 olarak
isimlendirilmistir. Cam reaktore dimerler ve 0,5 ml katalizor ¢ozeltisi eklendikten sonra
toluen vakumla 20-25 dakika boyunca reaksiyon ortamindan uzaklastirilmigtir (Gorsel
8.2a).

10 dakika boyunca azot gegirildikten (Gorsel 8.2b) sonra reaktoriin agzi
kapatilmis ve 120 °C’de dnceden 1sitilmis olan etiive koyulmustur. Etiive konulduktan
sonraki ilk bir saat icerisinde reaktor belirli araliklarla elle ¢alkalanarak karistirilmis ve
polimerizasyonun daha homojenize ger¢eklesmesi saglanmistir. Sonrasinda reaktor 24
saat siireyle 120 °C’de etiivde tutulmus ve bu siirenin sonunda etiivden alinan reaktor oda

sicakliginda sogumaya birakilmistir.

Gorsel 8.2. () Tuzaklr vakum pompast (b)Polimer sentezinde kullanilan cam reaktor

Elde edilen kopolimeri saflastirmak i¢in oda sicakliginda olan polimer once
kloroformda ¢0zlilmiis, sonra mekanik karigtirici yardimi ile soguk metanolde
¢oktiiriilmiistiir. Islem sonucunda polimer 48 saat siire ile vakumlu etiivde 45°C’de
kurutulmustur. Elde edilen polimer, +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.
Polimerin polimerizasyon sonrasi ve saflastirma islemi sonrasindaki gortintiileri Gorsel

8.3’te gosterilmistir.
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Gorsel 8.3. PLGA kopolimeri (a) polimerizasyon sonrast (b) saflastirma igslemi sonrasi

8.4. Coziicii Dokiim/Partikiil Uzaklastirma Yoéntemi ile Doku iskelesi Hazirlanmasi

Yontem olarak ¢oziicli dokiim/partikiil uzaklastirma yontemi secilerek deneyler
yapilmigtir. Oncelikle farkli oranlardaki (Tablo 8.2) katki maddesinin (biyoaktif cam
(sBG) velveya nanoseliiloz (NC)) ultrasonikasyon cihaz kullanilarak oda sicakliginda

kloroform i¢inde dagilmasi saglanmistir.

Tablo 8.2. Hazirlanan doku iskelelerinin farkli kompozisyonlar

sBG(%) NC (%)

PLGA 8 - =
PLGA 9 - -
PLGA 8/5sBG 5 -
PLGA 8/10 sBG 10 -
PLGA 8/15 sBG 15 -
PLGA 8/20 sBG 20 -
PLGA 8/5NC - 5
PLGA 8/10 NC - 10
PLGA 8/15 NC - 15
PLGA 9/5sBG 5 -
PLGA 9/10 sBG 10 -
PLGA 9/15 sBG 15 -
PLGA 9/20 sBG 20 -
PLGA 9/5NC - 5
PLGA 9/10 NC - 10
PLGA 9/15 NC - 15
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Tablo 8.2. (Devam) Hazirlanan doku iskelelerinin farkli kompozisyonlart

PLGA 9/10 sBG/15 NC 10 15
PLGA 9/10 sBG/5 NC 10 5
PLGA 9/20 sBG/5 NC 20 5
PLGA 9/20 sBG/15 NC 20 15

Daha sonra PLGA polimeri eklenip, 60 °C’de su banyosunda polimer ¢oziinene
kadar (yaklasik 45 dk) mekanik karistiricida karistirilmistir. Gozenekliligi arttirmak igin
karisim igine (polimer/porojen orani=1:9 olacak sekilde) NaCl (224-425 um) eklenerek
bu sekilde 2 saat kadar karistirilmaya devam edilmistir. Yogunlasan karisim kalip islevi
goren siringaya dokilmistiir. Coziiciisii ugurulan doku iskelesi siringadan ¢ikarilarak, saf
su i¢ine koyulmus ve tuzu yapidan uzaklastirmak ic¢in 3-4 giin bekletilmistir. Bu islem
sirasinda su belli araliklarla yenilenmistir. Son olarak doku iskelesi vakumlu etiivde 40
°C’de kurutulmustur. Doku iskelelerinin {iretim basamaklar1 Sekil 8.2°de gosterilmistir.
Deneylerde oncelikle her iki orandaki PLGA polimeri ile ikili kompozitler (PLGA/ sBG
ve PLGA/NC) seklinde doku iskeleleri iiretilmis ve her iki grup icin karakterizasyon
yapilmistir.

Sonraki asamada tek bir polimer orani se¢ilmis (90:10), optimum kosullari
saglamak adina {iglii kompozit (PLGA 9/sBG/NC) yapilar iiretilmis ve karakterizasyonu

yapilmistir. Uclii {iretimlerde esas amaglanan, ¢alismanin orijinalligini de belirleyen

nanoseliiloz katkisinin yaplya etkisini incelemek olmustur.
ra
4
SBi}'Oﬂkﬁf Nanoseliiloz . "
=" = Iy ==
-
Ultrasonikasyon  Manyetik Kaliba (siringa)
Kanistirma, 60 °C dokme

- B

Doku iskelesi Kurutma, 40 °C Saf suda bekletme

Sekil 8.2. Doku iskelesi tiretimi sematik gosterimi
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8.5. Biyoaktif Cam, PLGA ve Uretilen Kompozit Doku iskelelerinin
Karakterizasyonu

8.5.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi (FT-IR) spektrometresi analizi

APTES ile modifiye edilen biyoaktif camin yapisindaki amin gruplarmin, saf
biyoaktif cam ile arasindaki kimyasal farkliliklarin belirlenmesi ve sentezlenen polimer
ile biyoaktif cam ve nanoseliiloz katkili doku iskelelerinin yapisindaki fonksiyonel
gruplarin karakterizasyonu i¢in FTIR spektroskopisi kullanilmistir.

FT-IR spektrometresi analizi Kimya Miihendisligi Boliimii laboratuvarinda
bulunan Thermo Scientific Nicolet IS10 FT-IR kullanilarak 4000-600 cm™ araliginda
gerceklestirilmistir.

8.5.2. Niikleer manyetik rezonans (NMR) spektrometresi analizi

'H-NMR  Spektrometresi Anadolu Universitesi Bitki, Ilagc ve Bilimsel
Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde (BIBAM) Bruker 400 MHz ile ve
¢oziicli olarak CDCl3 (dotero kloroform) kullanilarak yapilmastir.

8.5.3. Jel ge¢irgenlik kromatografisi (GPC) analizi

Molekiil agirhigr ol¢iimii igin GPC (Jel Gegirgenlik Kromatografisi) Analizi,
Eskisehir Osmangazi Universitesi Teknoloji ve Inovasyon Merkezi Polimer Arastirma
Laboratuvari’nda Refraktif Indeks dedektorii ile tetrahidrofuran igerisinde ¢dziinerek
yapilmistir. Burada bir polimerin molekiiler agirlik dagilimi “heterojenlik indeksi (H.l.)”
ya da “polidispersite” olarak ifade edilmistir. Agirlik¢a ortalama molekiil agirhigimin (Mw)
sayica ortalama molekiil agirligia (Mn) orani ile hesaplanmaktadir. (H.1.=Mw / M)
8.5.4. Cekme testi

Sentezlenen polimerin mekanik 6lgtimleri Instron 5944 model ¢ekme testi cihazi
kullanilarak yapilmistir. Bu test yontemi ile ¢ekme gerilmesi, kopmada uzama ve
modiilus degerleri dl¢iilmiistiir. Numune enjeksiyon kaliplama cihazinda 180 °C’de ve 3
bar basingta, ISO 527-5A prosediiriine gore dog bone seklinde iiretilmistir ve ug
kisimlarindan ¢ekme testi cihazinin cenelerine tutturularak 1 mm/dk c¢ekme hiziyla
Olctimler gerceklestirilmistir. ISO 527-5A standartlarina gore en az 4 numune ile 6l¢iim
alinarak ortalamasi hesaplanmistir. Gorsel 8.4°te ¢ekme testi yapilan cihaz ve dog bone
seklinde tiretilen numune; Sekil 8.3’te ise ISO 527-5A standardina gére numune boyutlari

gosterilmektedir.
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Gorsel 8.4. (a) Cekme testi cihazi (b) dog bone seklindeki numune

2
- — - -—2545_

v

| i
<] — 125 | @
i i 7 Y
«-rLG=20a-
-7Lgh=50 —_— -

Sekil 8.3. 1SO 527-54 standardina gore numune boyutlar: (mm cinsinden)

8.5.5. Diferansiyel taramah kalorimetre (DSC) analizi

DSC analizi Malzeme Bilimi ve Miihendisligi laboratuvarinda, polimerin ve doku
iskelelerinin termal davranisini belirlemek i¢in, DSC Q2000-TA cihaz1 kullanilarak
1sitma /sogutma /1sitma yontemi ile 5 mg numune hazirlanarak oda sicakligindan 10 °C/dk
1sitma hiziyla 20°C’ den 200 °C’ye ilk 1sitma devaminda oda sicakligina sogutularak ve
ikinci 1sitmada tekrar 200 °C’ye ¢ikilarak azot atmosferinde yapilmustir.

8.5.6. Termogravimetrik (TGA) analiz
Sentezlenen polimerin  TGA analizi Malzeme Bilimi ve Miihendisligi

laboratuvarinda TGA Q500- TA cihazi ile 8 mg numune hazirlanarak oda sicakligindan
800 °C’ye kadar 10 °C/dk 1sitma hiziyla azot atmosferinde yapilmistir. Farkli katki
maddeleriyle hazirlanan doku iskelelerinin termal bozunma davranisi da ayni kosullar

altinda incelenmistir.
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8.5.7. Taramal elektron mikroskobu (SEM) analizi

Biyoaktif camin ve doku iskelelerinin yiizey morfolojisini incelemek amactyla
Eskisehir Osmangazi Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari Uygulama ve
Arastirma Merkezi (ARUM) SEM laboratuvarinda JEOL JSM 5600 marka SEM cihaz
kullanilarak analiz yapilmistir. Numunelerin yiizeyi incelenmeden Once goriintii
alinabilmesi i¢in her bir numune AGAR sputter kaplama cihazinda 60 saniye altin-
paladyumla kaplanmuistir.

Biyoaktif cam ve nanoseliiloz katkili doku iskelelerinin gozenek ¢ap dagilimini
belirlemek icin bir goriintii analiz yazilimi (Imagel) kullanilmigtir. Her doku iskelesi
numunesi i¢in rastgele 50 por ¢api dlgiilerek cap dagilim histogramlari olusturulmustur.

8.5.8. Gozeneklilik hesaplamasi

Doku iskelelerinin gozenekliligi Archimedes Prensibi kullanilarak 6lgtilmistiir.
Bu gelistirilmis yontemde, bir doku iskelesinin gozenekliligini 6l¢mek igin piknometre
kullanilmistir. Arsimet prensibine gore asagidaki esitlikten yararlanilarak hesaplama

yapilmistir (Yang vd., 2002).
€= (W2-W3-Ws)/(W1-W53) (8.1)

Burada €; poroziteyi, W1; etanol ile dolu sisenin agirligini, W>; etanolle dolu
siseye doku iskelesi daldirilip, hava kabarciklar1 bosaltildiktan sonra sise tekrar etanolle
doldurulup tartildiktan sonraki agirligini, Ws; doku iskelesi agirligini, Ws; doku iskelesi

siseden cikarildiktan sonraki sisenin agirligini ifade etmektedir.
8.5.9. Basma testi

Doku iskelelerinin mekanik 6zelliklerini belirlemek i¢in, numuneler 10 mm
capinda ve 10 mm kalinliginda silindirik sekilde hazirlanarak (liretim esnasinda siringaya
dokiim yapilmistir) ve Osmangazi Universitesi Kimya Miihendisligi béliim
laboratuvarinda bulunan Computer Control Electronic Universal Test Machine (WDW-
5) (Gorsel 8.5) kullanilarak basma modunda yapilmistir. Testler en az 4 numune ile 6l¢iim
alinip ortalamas1 hesaplanacak sekilde, oda sicakliginda 5 kN kuvvetle ve 1 mm/dk sabit
basma hiziyla gergeklestirilmistir.
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Gorsel 8.5. Basma testi diizenegi

8.5.10. Apatit olusumu

Doku iskelesi ylizeyinde kemik dokunun biiylik bir boliimiinii olusturan apatit
olusumunu tespit edebilmek i¢in Tablo 8.3.’teki miktarlara gore hazirlanan 20 ml simiile
viicut sivist (SBF) kullanilmistir. Tabloda hazirlanan ¢dzelti ve insan plazmasinda yer
alan reaktifler ve miktarlar1 karsilagtirmali olarak verilmistir. Kimyasallar sirasiyla saf su
icine her bir numune tamamen ¢oziindiikten sonra eklenmistir. En son islem olarak pH’1
7,4’e ayarlamak i¢in 1 M HCI damla damla ¢6zelti i¢ine eklenmistir. SBF igerisine
daldirilan doku iskeleleri 37 °C ve 100 rpm’de calkalayict inkiibatorde 3,7 ve 14 giin

stireyle bekletilmis, daha sonra 48 saat siireyle vakumlu etlivde kurutulmustur.

Tablo 8.3. SBF soliisyonu (Jalota, 2008)

Reaktif Miktar (g) fyon Hazirlanan Insan
SBF (mM) plazmasi(mM)

NaCl 6,547 Na* 142 142

NaHCO: 2,268 HCOs 125 103
KCI 0,373 K* 27 27
Na;HPO4 0,178 HPOs* 5 5

MgCl.. 6H.0 0,305 Mg?* 15 1,5

1.0M-HCI 30 ml Cr 2,5 2,5
CaCl: 0,368 Ca* 1 1

Na2SO4 0,071 SO/ 0,5 0,5
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Tablo 8.3. (Devam) SBF soliisyonu (Jalota, 2008)

(CH20H)3CNH; 6,057 -
1 M-HCI - - pH 7.4 pH 7.4

Deney bitiminde her bir numune AGAR sputter kaplama cihazinda 60 saniye

altinla kaplanip, SEM ve SEM-EDS analizleri yapilmstir.
8.5.11. Hidrolitik bozunma

Bozunurluk deneyinde Tablo 8.4’teki miktarlara gére hazirlanan 20 ml fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) icerisine daldirilan doku iskeleleri (~ 20 mg) 37 °C ve
pH=7,4 olacak sekilde 60 rpm’de ¢alkamali inkiibatorde bekletilmis ve haftalik tartimlar
yapilarak agirlik kaybi ile pH’1 6l¢iilmistiir. Soliisyon aylik periyotlarla yenilenmistir.

Gorsel 8.6a’da numuneler ve 8.6b’de inkiibator cihazi gosterilmistir.

Gorsel 8.6. (a) Soliisyon igindeki numuneler (b) inkiibatér cihazi

Tablo 8.4. Fosfat tamponlu tuz (PBS) soliisyonu

Reaktif Miktar(g)
NaCl 8,0
KCI 0,2
Na2HPO4 1,44
K2HPO4 0,24
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8.5.12. Sisme Testi

Doku iskelelerinin su tutma kapasitesi sisme testi ile belirlenmistir. Numuneler
tartildiktan sonra 24 saat boyunca 37 °C'de 20 ml fosfat tamponlu tuz (PBS, pH = 7,4)
cozeltisinde bekletilmistir. Numune baslangigta 1slak durumda ve yiizeyindeki su
uzaklastirildiktan sonra belli araliklarla tartilmistir. Sigsme derecesi asagidaki esitlige gore

belirlenmistir:

Sisme derecesi =[(W-Wo)/Wq] (8.2)
Burada, Wobaslangi¢ agirligin1 ve W numunenin 1slak agirligini ifade etmektedir.
8.5.13. Hiicre ¢calismalar

8.5.13.1. Sitotoksisite ve hiicre canlihig analizi

Ekstraksiyon Hazirlanmasi:

Her numune derisimi 10 mg/mL olacak sekilde DMEM- glikoz besiyeri igerisine
alimmustir. Bu besiyeri icerisinde 34°C sicaklikta ve %5 CO: igeren inkiibatdrde 48 saat
inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyon sonras1 elde edilen ekstrakt 1000xg’de 10
dakika santrifiij edilmis ve s1v1 kisim yeni steril bir tiipe aktarilmigtir. Uzerine etiketleme
yapilan ekstrakt numunesinden bir kism1 hemen deneye alinmis, kalan numune miktari -
20°C’de dondurularak tekrar edilme olasiligina kars1 stoklanmistir.

Hiicrelerin Pasajlanmasi:

Sivi azot tanki igerisinde tasinimi yapilan hiicreler (h FOB 1.19-insan fetal
osteoblast hiicresi) igin gerekli kalite kontrol testi olarak Mycoplasma kontaminasyonu
ve doubling time kontrolii yapilarak calismalara sonrasinda devam edilmistir.Hiicrelerin
pasajlanmasi i¢in DMEM/F12 (1:1) besiyeri kullanilmigtir. Tam besiyeri igerigi
DMEM/F12+ %10 FBS+ %1 L Glutamine + 0,3 mg/mL G418- Geneticin’dir. Hiicreler
T25 flasklarda 7 mL besiyeri igerisinde, T75 flasklarda 20 mL besiyeri i¢erisinde inkiibe
edilmislerdir. Her pasaj iki giinde bir kontrol edilmis ve besiyeri %50 oraninda
degistirilmistir. Hiicreler ile yapilan ¢aligma bir sonraki pasaja ya da sitotoksisite testine
alinacaksa % 65-75 konfluensiye ulastiginda, hiicreler dondurularak saklanacaksa % 75-

85 konfluensiye ulastiginda hiicreler zeminden kaldirilmistir.
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Hiicrelerin Kaldirilmasi:

Cogaltilan hiicreler belirli bir yogunluga ulastiklarinda zeminden kaldirilmalar
gerekmektedir. Bu asama tripsinizasyon olarak da bilinir. Zeminden kaldirma isleminde
asagidaki basamaklar sirasiyla uygulanmistir.

1. Cogalmus hiicrelerin lizerindeki besiyeri serolojik pipetle ¢ekilerek atilmistir.

2. Hiicrelerin tizerine soguk PBS eklenmis yavasca galkalanarak PBS atilmistir. (T25
Flask i¢in 2 mL, T75 Flask i¢in 5 mL)

3. Hiicrelerin tizerine Tripsin-EDTA eklenmistir.

4. 34°C sicaklikta ve %5 COzigeren inkiibatorde 3 dakika inkiibasyona birakilmaistir.

5. Siire sonunda mikroskopta kontrol edilerek hiicrelerin tamamen yiizer sekilde olup
olmadig1 kontrol edilmistir.

6. Hiicreler tamamen zeminden ayrildiktan sonra bulundugu flasktan yikanarak santrifiij
tiiplerine alinmistir.

7.300xg’de 10 dakika santrifiij edilmistir.

8. Santrifiij sonrast tiipiin dibindeki pelet kaldirilmadan yavasca tistte bulunan sivi
atilmastir.

9. Kalan hiicre iizerine 1 mL besiyeri eklenerek sayim islemine gecilmistir.

Live/Dead Degerlendirmesi icin Hiicrelerin Cogaltilmasi:

Dogrudan temas yonteminde oldugu gibi biyomateryaller hiicreler ile belirlenen
stirelerde inkiibe edilmistir. Siire sonunda 100 uLL Live-Dead boyasi eklenerek hiicrelere
floresan mikroskop altinda bakilmistir.

Hiicrelerin Sayilmasi:

Hiicreler Trypan Blue boyasi ile boyanarak sayim islemi yapilmistir. 10 mikrolitre
Trypan Blue Boyasi ile 10 mikrolitre hiicre solusyonu karistirilmistir. Luna Il otomatik
sayim cithazinda sayim yapilmistir.

Hiicrelerin Dagitilmasi:

Sayimm yapildiktan sonra her kuyucuk basma 10* hiicre gelecek sekilde tam
besiyeri yeri ile seyreltme islemi yapilmistir. Hiicreler her kuyucukta 100 mikrolitre tam
besiyeri igerisinde olacak sekilde kuyulara dagitilmistir. Calismanin konsantrasyon
sayisindan bagimsiz olarak mutlaka pozitif kontrol (toksisite kontrol), negatif kontrol
(canlilik kontrol) kuyularina hiicre igeren tam besiyeri eklenmistir. Dagitim yapildiktan

sonra en az 24 saat hiicrelerin zemine tutunmasi i¢in beklenmistir.
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24 saat sonunda yapilan kontrollerde hiicrelerin her kuyucukta % 70-75
konfluenside olmasi beklenmistir. Eger hiicreler % 70-75 konfluensiye ulagsmadiysa bir
giin daha inkiibasyona devam edilmistir.

Cahsmanin Baslatilmasi:

Calismada 2 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL ve 0,125 mg/mL
konsantrasyonlar kullanilmistir. Her konsantrasyona ait 24 saat ve 72 saatlik caligsmalari
yapilarak analiz islemi gerceklestirilmistir. Hiicreler konfluensiye ulastiklarinda
tizerlerindeki tam besiyeri ¢ekilerek atilmistir. Bunun yerine dahadénce gergeklestirilen
ekstraksiyonu tam besiyeri ile karistirarak gerekli konsantrasyonlar hazirlanmis ve
hiicrelerin {izerine pipet ile aktarilmistir. Daha sonrasinda analiz edilinceye kadar 34°C

sicaklikta ve % 5 COz inkiibe edilmistir.

WST-8 Uygulanmasi:

Inkiibasyon siiresinin bitimine 1 saat kala kuyucuklardaki besiyerinin %10’u
kadar WST-8 reaktifi kuyucuklara eklenmis ve inkiibasyona 90 dakika daha devam
edilmistir.

WST-8 Analizi:

Ortalama 90 dakika inkiibasyon sonrasinda oOrnekler hemen ELISA reader
(numunelerdeki biyolojik, kimyasal veya fiziksel olaylar1 tespit etmek ve dlgmek igin
kullanilan mikroplaka okuyucu) cihazinda 450 nm ve 630 nm absorbans degerlerinde

okuma yaparak analiz edilmistir.

Live/Dead Analizi:

Dogrudan temas ile sitotoksisite analizi yapilacak sekilde deneye baslanmistir.
Analizlerden 6nce tiim besiyeri ¢ekilerek hiicrelerin tizerine 100 pL Live/Dead analiz
soliisyonu eklenmis ve uygun sicaklikta 1-2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi

ornekler FITC ve Texas Red filtreleri ile floresan mikroskopta gézlem yapilmistir.
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9. SONUCLAR
9.1. PLGA, Doku Iskeleleri ve Modifiye Biyoaktif Camin FT-IR Analizi

FT-IR spektroskopi, polimer, polimer karisimlar1 ve polimer kompozit
malzemelerdeki yap1 kimyasal bilesimini ve bilesenlerin baglanma diizenini aydinlatmak
icin gerekli ve onemli bir karakterizasyon teknigidir (Singh vd., 2014). Dimer ve
sentezlenen PLGA’lar i¢in elde edilen FT-IR spektrumu Sekil 9.1°’de gosterilmektedir.

Gegirgenlik (%)

-i
sz

3600 2600 1600 600 Im = ————————
Dalga sayisi (cm™?)

Sekil 9.1. Dimerler ve polimerlerin FT-IR spektrumu

Karboksil grubu esas olarak, hidrojen bagiyla belirgin sekilde degisen iki
karakteristik gerilme absorpsiyonu C=0 ve O-H ile iligkilidir (Rueda vd., 2015). Laktit
ve glikolit dimerlerinde bulunan karbonil (C=0) gruplarinin gerilmesinden dolay1 sirayla
1727 ve 1760 cm™* “de giiclii pikler gdzlemlenmistir. 3542 ve 3450 cm™ piklerinde sirayla
laktit ve glikolit icin O-H gerilmesi goriilmiistiir. 2923 cm™ piki laktit igin -CHs
gerilmesini; 2967 cm™ piki glikolit icin -CH_ gerilmesini temsil etmektedir (Pattaro vd.,
2020). Karbonil asimetrik esneme titresimleri (C=0) PLGA 8 igin 1749 cm Y'de; PLGA
9 igin 1745 cm Y'de goriilmiistiir. PLGA 8 i¢in 1179 cm Y'de ve 1450 cm™'de gériinen
pikler ve PLGA 9 icin 1181 ve 1447 cm Y'de sirasiyla C-O gerilme ve O-H biikiilme
titresimlerine karsilik gelmektedir. PLGA kopolimerlerinde ayrica laktit (L)-laktit (L) ve
glikolit (G)-glikolit (G) ile laktit (L)-glikolit (G) baginin dalgalanma titresimine karsilik
gelen ~1378 cm™'deki pik -CH2 varligin1 gostermektedir (Pattaro vd., 2020).
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Glikolitin reaktivitesinin daha yiiksek olmasi sebebiyle artan glikolit u¢ grubuna
sahip bir zincir, bagka bir glikolit birimi eklemek i¢in 3:1 gibi bir orana sahipken,
literatiire (Gilding ve Reed, 1979) gore artan laktit ucuna sahip esdeger bir zincir glikolit
eklemek i¢in 5:1 gibi bir orana sahiptir. Bu davranis sentezlenen PLGA kopolimerlerinde
de gozlenir ¢iinkii PLGA kopolimerlerinde G icerigindeki artisa gore G-G baglarindan
gelen -CH> yogunlugu, L-G baglarindan gelen -CHs'lin yogunluguna gore daha fazladir
(Gilding ve Reed, 1979). PLGA 8 i¢in 2915 cm Y'de ve PLGA 9 igin 2990 cm *'de -CHy;
PLGA 8 i¢in 2847 cmYde ve PLGA 9 igin 2937 cm *de -CHs gerilmeleri, C-O
titresimleri gozlenmistir. 2915 ve 2990 cm Y'de gériinen metilen gruplari Karakteristik
olarak glikolit, 2847 ve 2937 cm 'de goriinen metil grubu da laktiti gdstermektedir.

Ayrica dimer ve polimere ait karakteristik pikler Tablo 9.1'de listelenmistir.

Tablo 9.1. Dimer ve PLGA ’lara ait karakteristik IR pikleri

Laktit (L) Glikolit(G) PLGA8 PLGA9 Fonksiyonel Bag
grup (Pattaro

vd., 2020)
1727 1760 1749 1745 C=0 LveG
1444 1450 1447 -CHs L-L
2967 2915 2990 -CH> G
2923 2847 2937 -CHs L
3542 3450 O-H
1179 1181 C-0 L
1378 1378 -CH> L-G
840 -CH>
917 929 C-COO0 G
1003 L
1033 1037 1039 C-CH3
1096 1079 1079 c-0-C L-G
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Saf ve silanli biyoaktif cam i¢in yapilan FT-IR spektrumuincelendiginde (Sekil
9.2);saf ve silanli biyoaktif cam igin sirayla 657 ve 659 cm Y'de PO grubu i¢indeki P-O
gerilmeleri, 1040 ve 1044 cm Y'de Si-O-Si titresimleri goriilmektedir (Das vd., 2021)

FTIR spektrumu 1363 ve 1541 cm™de (Chen vd., 2010). APTES modifiyeli
BG'de bulunan N-H bag1 gerilme titresim noktasina karsilik gelen karakteristik bir pik
gosterir. N-H bagmin saf biyoaktif cam yapisinda olmamasi modifikasyonun basarili

oldugunu gostermektedir Ayrica, biyoaktif cama ait karakteristik pikler Tablo 9.2'de

listelenmistir.
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Sekil 9.2. Saf ve silanli biyoaktif cama ait FT-IR spektrumu

Tablo 9.2. Saf ve silanli biyoaktif cama ait karakteristik IR pikleri

Fonksiyonel grup  Karsilik gelen pik

(cm™)
Si-O-Si asimetrik 1040, 1044
gerilme
P-O bagi 657, 659
N-H bag1 1363, 1541
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Sekil 9.3’te PLGA 9/sBG ve PLGA 9/NC ikili doku iskelelerine ait FTIR
spektrumu ve 1194-655 cm™! pik araliginin biiyiitiilmiis hali gdsterilmistir. Sonuclara
gore tiim yapilarda 1745 cm™ de giiclii karbonil (C=0) tepe noktas1 PLGA’nin
karakteristik piki olarak goriilmektedir (Renno vd., 2013). BG partikiilleri igeren
iskelelerin, sirastyla 734, 864 ve 1132 cm™ tepe noktalarinin kombinasyonuna karsilik
gelen (Renno vd., 2013) oksijen atomlarin Si-O simetrik gerilmesi, Si-O-Si simetrik ve
asimetrik gerilme dahil olmak tizere bir silikat ag1 sergiledigi gortilmektedir (Liu vd.,
2015). NC nanopartikiilleri i¢eren iskelelere bakildiginda, her 3 numunede de 3332- 3339
cm?  kombinasyonundaki pik intramolekiiler hidrojen  bagi gerilmesini (O-H)
gostermektedir (Lu vd., 2019). Bu spektrumda saf PLGA nin karakteristik pik noktasi
1745 cm ™ deki C=O tepe noktasmin katk1 maddesi ilaveleriyle polimerin saf haline

kiyasla daha zayif bir pik vermesi polimer-katki maddesi etkilesimini dogrulamaktadir.
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Sekil 9.3. PLGA 9 ve PLGA 9/ sBG ve PLGA 9/NC doku iskelelerinin FTIR spektrumu

Sekil 9.4’te PLGA 9 ve PLGA 9/ 20 sBG/15 NC ii¢lii doku iskelesine ait FTIR
spektrumu gosterilmektedir. Spektrum incelendiginde, 1745 cm™’de bulunan PLGA 9’a
ait karbonil grubu (C=0), ii¢lii doku iskelesinde daha zayif bir pik vermistir dolayisiyla
polimer-katk: maddesi etkilesimi dogrulanmistir. Uglii doku iskelesinde sirayla 2956 ve
2937 cm™ pikleri PLGA igin karakteristik pikler olan -CH, ve -CHjs gerilmelerini temsil
etmektedir (Yu vd., 2017). Ayrica 3315 cm™ ‘deki genis bant NC varligin1 gdsteren
kuvvetli hidrojen bagina karsilik gelmektedir. 864 ve 1048 cm™ pikleri Si-O-Si asitmetrik

gerilmelerine karsilik gelip, BG varligini gdstermektedir.
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Sekil 9.4. PLGA 9 ve PLGA9/20 sBG/15 NC doku iskelesinin FTIR spektrumu

9.2. 'H-NMR Spektrometresi Analizi

'H-NMR spektroskopisi kullanilarak elde edilen spektrumlar, Kkarakteristik
fonksiyonel gruplart ve PLGA kopolimerlerini olusturan PLA ve PGA oranlarin
belirlemek i¢in kullanilmistir (Erbetta vd., 2012). Sekil 9.5 ve Sekil 9.6’daki spektrumlar
incelendiginde olusan pikler literatiirle benzerlik gostermektedir (Zhang vd., 2017).
Ayrica Tablo 9.3 ve Tablo 9.4’te sirast ile PLGA 8 i¢in ve PLGA 9 i¢in NMR pik
araliklar1 verilmistir.

Spesifik olarak bakildiginda PLGA 8 polimerinde laktati temsil eden H atomuna
ait karakteristik pik grubu 5.17-5.26 ppm bolgesinde bulunmaktadir. Ayrica 1,60 ppm pik
grubu da yine laktata ait hidroksil ug¢ gruplarmna baglanmis metil gruplart -CHs
bulunmaktadir. 4,69-4,93 ppm boélgesinde glikoliti temsil eden -CH2 grubu
bulunmaktadir.

Diger taraftan PLGA 9 polimerinde laktat dimerini temsilen 5,15-5,27 ppm pik
araligi -CH’1, 1,25-1,75 ppm pik aralig1 -CHs’ii gostermektedir ve ayrica glikolit dimerini
temsilen 4,71-4,88 ppm pik araligi da -CH2’yi gostermektedir. Bu polimerde laktat
oraninin yiiksek olmasi nedeni ile NMR spektrumundaki laktati isaret eden pik siddeti de
daha yiiksek goriinmektedir. Sonu¢ olarak bu c¢alismada elde edilen PLGA
kopolimerlerinin  *H-NMR  spektrumlarmin, literatiirle uyumlu oldugu sonucuna

varilmistir (Kiremitg¢i-Giimiisderelioglu ve Deniz, 1999).
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Sekil 9.5. PLGA 8’e ait NMR spektrumu

Tablo 9.3. PLGA 8 i¢in fonksiyonel grup ve karsilik gelen pik araliklar:

Fonksiyonel grup Karsilik gelen pik
(ppm)

-CH 5,17-5,26

-CHz 4,69-4,93

-CHs 1,60

__ ' ) JLJ o

15 14 13 12 11 10 ] ] T & 5 4 3 z 1 [0

Sekil 9.6. PLGA 9°a ait NMR spektrumu
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Kopolimerlerin NMR spektrumlarinda monomerlere ait herhangi bir pike

rastlanmamasi polimerlesmenin basarili bir sekilde gergeklestirildigini gostermektedir.

Tablo 9.4. PLGA 8 igin fonksiyonel grup ve karsilik gelen pik araliklar

Fonksiyonel grup Karsihk gelen pik

(Ppm)
-CH 5,15-5,27
-CH; 4,71-4,88
-CH3 1,25-1,75

Laktitin glikolite orani;; NMR spektrumlarindaki laktite ait metil grubu
hidrojenlerinin integrali ile smirlandirilan alanin glikolite ait metilen grubu
hidrojenlerinin integrali ile sinirlandirilan alana boliinmesi temel alinarak hesaplanmistir

(Hausberger ve DelLuca, 1995). Bu esitlikler su sekildedir:

CH3 integral alani/3
CH3 integral alan1/3+CH2 integral alani/2

% Laktit oran1 (L)= 100 (9.1)

CH2 integral alan1/2
CH3 integral alani1/3+CH2 integral alani/2

% Glikolit oran1 (G)= x100 (9.2)

PLGA i¢indeki dimer dagilim oranim belirlemek i¢in yapilan hesaplamalarin
sonuclar1 ve teorik degerlerle yapilan karsilagtirmalar Tablo 9.5’te gosterilmektedir. Her
iki PLGA i¢in elde edilen sonuglar, ger¢cek ve teorik oranlar arasinda uyumluluk
gozlenmistir. Ayrica glikolitin reaktivitesi laktit dimerinin reaktivitesinden daha biiyiik
oldugu i¢in, PLGA kopolimerinde teorik orana kiyasla daha biiyiik glikolit oranlarina
rastlamak yaygindir (Gilging ve Reed, 1979).

Tablo 9.5. PLGA kopolimerlerinin gergek bilesimi icin belirlenen sonuglarin teorik degerlerle
karsilastirilmasi

Teorik L/G (%) Deneysel L (%) Deneysel G (%0)

80/20 72 28

90/10 86 14
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9.3. GPC Analizi

PLGA molekiiler agirhigi dagilimi sentez ve saflastirma yontemlerinden
etkilenmektedir (Ochi vd., 2021). PLGAS8 ve PLGA 9 polimerleri i¢in molekiil agirlig:
ve heterojenlik indeksine (polidispersite) ait sonuglar Tablo 9.6’da gosterilmistir. Elde
edilen sonuglarda yiliksek molekiil agirligi elde edilmis olmasi polimerizasyon ve
kosullarinin uygun oldugunu gostermektedir. Molekiil agirligi daha yiiksek olan 90:10
oranindaki PLGA polimeri, daha iyi mekanik o6zelliklere ve daha yiiksek Ty degerine
sahip olmasi beklendigi i¢in polimer sentezi sonrasi ¢alismanin devaminda iretilen
kompozit yapilarda bu polimer (PLGA 9) se¢ilmistir. Bu varsayimin dogru oldugu ¢ekme
testleri sonucunda da goriilmiistiir. Cekme testi sonuglarina goére PLGA 9 polimerinin
¢cekme dayaniminin daha yiiksek olmasi ve termal analiz sonuglarina gére Tq degerinin
daha yiiksek olmasi bunu dogrulamaktadir. Benzer sonuglar literatiirde de goriilmektedir
(Betriu ve Semino, 2019; Upson vd., 2016).

PLGA igerigindeki laktit ve glikolit oranlar1 degistirilerek farkli uygulamalarda
kullanilabilmektedir. Laktit miktar1 ne kadar yiiksek olursa, bozunma siireci o kadar
yavas olmaktadir (Prajapati, Jani, Kapadia, 2015) Diisiik molekiil agirlikli (~5000-6000
Da) oldugu belirlenen PLGA polimerleri , hizli bozunmanin avantajh oldugu kontrollii
ilag salim sistemleri i¢in kullanilirlar ve yiiksek molekiil agirliklt PLGA’dan daha hizli
ilag salimi saglarlar (Brauner vd., 2020). Bunun tersi olarak doku iskelesi, doku
miihendisligi uygulamalarinda, viicutta yapay bir destek saglayacagi i¢in bozunma
siirecinin daha yavas olmasi istenmektedir. Dolayisiyla bu ¢alismada PLGA 9 i¢in laktat
orani yliksek tutulmus ve daha yiiksek molekiil agirliginda polimer elde edilmistir.Yao
ve arkadaglar1 bu calismayla benzer sekilde PLGA/BG doku iskelelerini {iretmek i¢in
farkli markalardan temin ettikleri 3 farkli molekiil agirliginda (25, 50, 100 kDa) PLGA
(50:50) kullanmuglardir. Sonugta yiiksek molekiil agirlikli polimerden elde edilen doku
iskelelerinin kemik doku ig¢in optimum kosullart sagladigi tespit edilmistir (Yao vd.,
2005).
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Bu calismada da farkli oranda L/D igeren PLGA’lar igin yiiksek molekiil
agirliklart elde edilmisg, bu durum polimerizasyonun basarili oldugunu ve polimerin doku

iskelesi kullanimi i¢in uygun oldugunu gostermistir.

Tablo 9.6. PLGA 8 ve PLGA 9 ‘un molekiil agirligi ve heterojenlik indeksi sonu¢lar

Mw (kDa) Mn (kDa) H.1.
PLGA 8 200,14 132,44 1,51
PLGA9 207,99 142,41 1,46

9.4. Cekme Testi

Cekme testi sonucu elde edilen polimerlere ait Gerilme-Gerinim egrisi Sekil 9.7°de,
¢ekme dayanimi, kopmada uzama ve Young modiil degerleri Tablo 9.7° de verilmistir.
Artan mekanik ozelliklerin ve Tg degerlerinin yiiksek molekiil agirligi sonucu oldugu
bilinmektedir (Aman vd., 2011). Analiz sonuglari incelendiginde, PLGA 9 polimerinin
cekme Ozelliklerinin PLGA 8’e gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayrica literatiire
gore (Kapoor vd.,2015) PLA’nin mekanik dayanimi1 PGA’dan daha yiiksek oldugu icin
ve bu ¢alismada da PLGA iiretiminde kullanilan laktit igeriginin fazla olmasindan dolayli
PLGA 9’da daha yiiksek degerler elde edilmistir. Bu nedenle ¢alismanin ilerleyen

asamalarinda doku iskelelerinin olusturulmasinda PLGA 9 kullanilmistir.

a0
30
]
o
2 20
o —PLGA B
5 i
E PLGA D
10 4
':I : T T T T T T T T 1
0 02 0,4 0,6 0.8 1 12 14 16 18

Gerinim (%)

Sekil 9.7. PLGA kopolimerlerine ait Gerilme-Gerinim egrisi
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Tablo 9.7. Cekme testi sonuclar

Cekme Kopmada Uzama Young Modiilii
Dayanim (%) (GPa)
(MPa)
PLGA 8 26,7+2,3 1,2+0,1 3,2+0,2
PLGA9 37,6£2,3 1,6+0,1 3,24+0,1

9.5. DSC Analizi

Kopolimerler ve kompozitler, diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC)
kullanilarak termal gegis Ozellikleri belirlemek {izere karakterize edilmistir. Saf polimer
icin birinci 1sitma (Sekil 9.8), sogutma (Sekil 9.9) ve ikinci 1sitma (Sekil 9.10) egrileri
¢izilmistir. Ikinci 1s1tma egrisine gore, PLGA 8 igin Ty sicaklig1 52 °C, PLGA 9 i¢in 55°C
olarak bulunmustur. Bu degerler literatiirde bulunan degerlerle benzerlik gostermektedir.
Rueda ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada PLGA 8 i¢in Tq degeri 54 °C ve
PLGA 9 igin Tg degeri 58 °C olarak bulunmustur (Rueda vd., 2015 Sentezlenen PLGA
kopolimerlerinin Ty degerleri, literatiirle uyumlu olarak 37 °C'nin {izerinde ¢ikmistir
(Gentile vd., 2014). Burada, L'nin G ile rastgele kopolimerizasyonu, L ve G birimlerinin
diizenliligini ve simetrisini degistirerek amorf bir kopolimer (PLGA) olusturmustur
(Atkinson ve Vyazovkin, 2012).

Laktik asit igerigi PLGA kopolimer 6zellikleri iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir.
L icerigindeki artig, burada gozlemlendigi gibi Tq degerlerini iyilestirmistir. G'nin L
zincirlerine dahil edilmesi, L'nin kristallesmesini kesintiye ugratabilirken, kristalin
bolgeler, amorf alanlarda zincir hareketliligini azaltarak Tg'yi arttirabilmektedir. Laktik
asit igeriginin PLGA'nin Tg'si tizerindeki etkisi zincir hareketlilik mekanizmas: ile
aciklanabilir. Laktik asit kisminda bulunan ekstra metil grubu sterik engel nedeniyle
polimer zincirinin esnekligini azaltir ve béylece PLGA'larin Tg'si artar (Wang vd., 2000).
DSC egrilerinden, camsi gegis ile ilgili termal gecisleri gormek miimkiin oldugu gibi bir
erime gegis faz1 olaymim olmadig1 da gériilebilmektedir. Incelenen tiim kopolimerlerin
literatiirle uyumlu olarak amorf oldugu sdylenebilir. % 85'ten az glikolit igeren PLGA'lar
amorftur (Kumar ve Banker, 1993). Amorf yapilar, PLGA'larin hidrolitik bozunmasin
kolaylastirabilir.
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Bu diizensiz yapi, ester hidrolizi i¢in su ve enzim erisimini kolaylastirarak
PLGA'larin doku iskelesi olarak kullanima uygun olmasmi saglar. PLGA 9’un Ty
degerinin az da olsa daha yiiksek olmasi polimer molekiiler agirlig ile de orantilidir.
Polimer zincir uzunlugundaki artis, polimer zincir dolasiklig1 polimer i¢i ve polimerler
aras1 zincir etkilesimlerini arttirir. Bu nedenle polimer zincir hareketliligi azalir ve sonug

olarak T artar (Wang vd., 2020).
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Sekil 9.8. PLGA 8 ve PLGA 9a ait DSC birinci wsitma egrisi
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Sekil 9.9. PLGA 8 ve PLGA 9°a ait DSC sogutma egrisi
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Sekil 9.10. PLGA 8 ve PLGA * a ait DSC ikinci isitma egrisi

Ikili ve iiglii doku iskelelerinin DSC egrilerine (Sekil 9.11-9.15) ve Tablo 9.8°deki
sonuclara bakildiginda saf polimerlere biyoaktif cam ve nanoseliiloz eklenmesinin Ty
degerlerinde 6nemli bir degisime neden olmadigi goriilmektedir. Ayni sekilde, Ambone
ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada polimer igine ilave edilen nanoseliillozun Ty
degerinde oOnemli bir degisiklige yol ag¢madigi belirtilmistir (Ambone ve
Shanmuganathan, 2020). Khoo ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada da
nanoseliiloz ilavesi Tg degerini degistirmemistir (Khoo, Ismail ve Chow, 2016).

Deney sonuglarina gére biyoaktif cam ve nanoseliiloz ilavelerinin Ty degerini
degistirmemis olmasi, doku iskelesi uygulamalarinda, viicut sicakligi 37 °C’de bu

kompozit yapilarin kullanimin1 uygun kilmaktadar.
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Sekil 9.11. PLGA 8 ve PLGA 8/sBG doku iskelelerinin DSC ikinci isitma egrisi
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Sekil 9.12. PLGA 9 ve PLGA 9/sBG doku iskelelerinin DSC ikinci isitma egrisi

104



——PLGA 8

—— PLGA 8/5 NC

PLGA 8/10 NC

- PLGA 8/15 NC

70 120 170
Sicaklik (°C)

Ist Akisi (W/g), Endotermik

2

o

Sekil 9.13. PLGA 8 ve PLGA 8/NC doku iskelelerinin DSC ikinci isitma egrisi
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Sekil 9.14. PLGA 9 ve PLGA 9/NC doku iskelelerinin DSC ikinci isitma egrisi
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Sekil 9.15. PLGA 9/sBG/NC doku iskelelerinin DSC ikinci isitma egrisi

Tablo 9.8. Ikili ve ii¢lii doku iskeleleri icin Ty degerleri

Ty (°O)

PLGA 8 52
PLGA 9 55
PLGAB8/5 sBG 53
PLGAS8/10 sBG 53
PLGA®8/15 sBG 53
PLGAS8/20 sBG 53
PLGAO9/5 sBG 55
PLGA9/10 sBG 54
PLGAY/15 sBG 55
PLGA9/20 sBG 55
PLGAS8/5NC 52
PLGAS8/10 NC 53
PLGAS8/15 NC 52
PLGA9/5 NC 55
PLGA9/10 NC 54
PLGA9/15 NC 55
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Tablo 9.8. (Devam) Ikili ve ii¢lii doku iskeleleri i¢in Ty degerleri

PLGA9/10s BG/ 15 NC 53

PLGA9/10s BG/5NC 51

PLGA9/20s BG/5NC 53

PLGA9/20s BG/ 15 NC 55
9.6. TGA Analizi

Polimer ve kompozitlerin termal bozunma 6zellikleri, termal gravimetrik analiz
yontemi kullanilarak karakterize edilmistir. Saf polimer i¢in yapilan TGA analiz
sonucuna gore, PLGA 8 icin bozunmaya baslama sicaklig1 256 °C, PLGA 9 i¢in 244 °C
olarak bulunmustur (Sekil 9.16). Polimere eklenen biyoaktif cam ve nanoseliiloz ile elde
edilen doku iskelelerine ait termogramlar Sekil 9.18-9.23 araliginda, sonuglari ise Tablo
9.9°da gosterilmistir.  PLGA kopolimerleri, 240 °C'ye kadar termal olarak kararlilik
gostermis ve artan glikolit icerigi ile termal bozunmaya kars1 artan direng gostermislerdir.

Daha yiiksek molekiil agirligina ve daha diisiik heterojenlik indeksine (H.1.) sahip
polimerler, daha yiiksek termal kararlilik gostermektedir (Gilding ve Reed, 1979). Tablo
9.6’da verilen GPC sonuglarinda da goriildiigii gibi PLGA 9’un molekiil agirligt PLGA
8’den daha yiiksek olup, H.I. degeri daha diistiktiir. Ancak PLGA 8 igerigindeki glikolit
oraninin daha yiiksek olmasi (Tablo 9.6) PLGA 8’in daha ge¢ bozunmasina sebep
olmustur. Bu beklenmeyen bir durum degildir ¢iinkii glikolit diizenli molekiiler yapiya
sahip olmasi nedeniyle diizensiz akigkan faza doniismek ve sonug olarak ayrigsmak igin
daha yiiksek sicakliklara ihtiya¢ duymaktadir (Putten ve Gruter, 2020). Alifatik bir
poliester olan PLGA’nin termal bozunmasi polimer zincirindeki ester gruplarinin
hidrolizi ile iliskilidir. Karboksilik u¢ gruplar bozunma siirecinde otokatalitik etki
gostererek kiitle kaybini biiyiik dl¢iide hizlandirmaktadir (Piemonte ve Gironi, 2013).

Kopolimerde 200 °C’ye kadar suyun buharlasmasi nedeniyle agirlik kaybi
yasanmistir. PLGA 8 256-337 °C sicakliklar arasinda %100; PLGA 9 ise 244-329 °C
sicakliklart arasinda % 99 oraninda kiitle kaybina ugramistir. Silva ve arkadaslarinin
yapmis olduklar1 ¢alismada, PLGA i¢in 170 °C ile 370 °C arasinda tek adimlik bir agirlik
kayb1 gozlenmistir. PLGA'nin bozunma {irlinleri, PLA ve PGA polimerlerininkine
benzer. Bu tiir polyesterlerin, bozunmanin baglangicinda rastgele bir zincir ayrismasi ve
sonunda ise daha spesifik bir zincir ayrismasi igeren bir bozunma mekanizmasi

sergiledigi deneysel olarak bulunmustur.
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Diistik sicakliklarda, saf PGA ve PLA igin temel bozunma mekanizmasi, radikal
olmayan, OH zincir uglarini igeren bir ester degisim reaksiyonunu igerir. Bu reaksiyon,
zincirlerdeki karboksil gruplarinin dekarboksilasyonu yoluyla monomer, asetaldehit
(PLA ig¢in), metil glikolat (PGA i¢in) ve karbondioksit ile halkali oligomerlerin
olusmasina yol acar. Sicaklik yiikseldikge, zincir ayrisma mekanizmasinin sonucu olarak
karbon monoksit, metilketen (PLA i¢in), keten ve formaldehit (PGA i¢in) salinimi ortaya
cikar. (Silva vd., 2015).
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Sekil 9.16. PLGA 8 ve PLGA 9°a ait TGA termogrami
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Sekil 9.17. PLGA 8 ve PLGA 9°a ait DTA termogrami
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PLGA yapisina sBG eklenmesi ile genel olarak kompozitlerin Tonset V& Tmax.
degerlerinde artis goriilmistiir. Bozunma kompozit yiizeyindeki suyun uzaklagmasiyla
baslamistir. Biyoaktif cama uygulanan modifikasyon, s-BG ile polimer yapisindaki C=0
gruplar1 arasinda olusan fiziksel baglar sonucunda bozunma reaksiyonunu engelleyerek

termal kararlilig1 saglamistir (Larranaga vd., 2013).
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Sekil 9.18. PLGA 9/sBG numunelerinin TGA termogram:
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Sekil 9.19. PLGA 9/s BG doku iskelelerine ait DTA termogrami
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PLGA’ya nanoseliiloz eklenmesiyle her iki orandaki polimer i¢inde bozunmaya
baslama sicakliklarinda artig goriilmistiir. Ancak yine yapidaki glikolit oraninin yiiksek
olmast sebebiyle 80:20 PLGA’da bozunma sicakliklarinin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir.

NC'nin TGA bozunma egrisini ii¢ bolgeye ayirabiliriz. Birinci bolgedeki ilk kiitle
kayb1 25 °C'den yaklasik 213 °C'ye kadar devam eder ve bunun baglica nedeni seliilozik
numunelerden suyun buharlagmasidir. Biiyiik kiitle kaybini kapsayan ikinci agsama ise 213
°C'de baslar ve yaklasik 395 °C'ye kadar devam eder. Bu bolgede depolimerizasyon,
dehidrasyon ve glikosil birimlerinin ayrigmasi nedeniyle kiitle kayb1 gozlenir. Ugucular
ve ardindan char olusumu beklenir. Bolge II'den sonra seliilozik numunelerin kiitle kaybi
orani azalmigtir. Bu noktadan baslayarak 600 °C'lik son test sicakligina kadar olan TGA
egrisi, bolge III olarak tanimlanmuistir. Son bozunma olusan charin oksidasyonunun ve
daha diisiik molekiiler agirlikli gaz iiriinlere pargalanmasinin sonucudur (Celebi ve Kurt,

2015).
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Sekil 9.20. PLGA 9/NC numunelerinin TGA termogramlar
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Sekil 9.21. PLGA 9/NC doku iskelelerine ait DTA termogrami

Uclii doku iskelelerinin TGA ve DTA termogramlarina bakildiginda, ikili doku
iskelelerinin Tonset V€ Tmax degerlerinde goriilen artisin olmadigi, aksine bu degerlerde bir
diisme meydana geldigi goriilmiistiir. Bunun nedeni olarak iiretim esnasinda katki
malzemelerinin sirayla ultrasonik isleme sokulmasi ve bu sirada sBG’nin fonksiyonel
gruplarinin NC tarafindan kapatilmasi dolayisiyla da polimer ile etkilesimin azalmasi, bu

durumunda temal stabiliteyi olumsuz yonde etkiledigi sdylenebilir.
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Sekil 9.22. PLGA 9/s BG/NC numunelerinin TGA termogramlar
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Sekil 9.23. PLGA 9/s BG/NC numunelerinin DTA termogramliar

Tablo 9.9. Doku iskelelerinin Tonset Ve Tmax.degerleri

Tonset (°C)  Tmax (°C)
PLGA 8 256 310
PLGA 9 244 312
PLGA 9/5sBG 250 329
PLGA 9/10 sBG 251 327
PLGA 9/15 sBG 253 340
PLGA 9/20 sBG 260 345
PLGA 9/5NC 250 335
PLGA 9/10 NC 251 336
PLGA 9/15 NC 254 335
PLGA 9/10 s BG/15 NC 223 301
PLGA 9/10 s BG/5 NC 225 316
PLGA 9/20 s BG/5 NC 220 312
PLGA 9/20 s BG/15 NC 206 288
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9.7. SEM Analizi

Mekanik 6zelliklerin iyilestirilmesi, BG'lerin yiizeyinde kiiresel HCA tabakasinin
olusumunu tesvik etmek, Kollajen saliniminin kinetigini ve Yiizey piriizliligiini
arttirmak i¢in biyoaktif cam yiizeyine modifikasyon islemi yapilmistir (Boccaccini,
2018). Bu islem i¢in 6zellikle APTES tercih edilmesinin nedeni, yapisinda bulunan -NH:
gruplarinin, diger fonksiyonel gruplara kiyasla daha ¢ok protein adsorbsiyonuna sahip
olmasidir ve bu da hiicre ¢alismalarinda etkili rol oynamaktadir. APTES'in eklenmesi ile
BG partikiillerinin silanol grubu ile kovalent olarak baglanmasi ve stabilize olmasi
beklenir. Sekil 9.24°te silanli biyoaktif cama ait farkli biiylitmelerdeki SEM mikrografi

verilmigtir.

Sekil 9.24. s-Biyoaktif cama ait SEM mikrograf: (200X ve 1000X)

Sekil 9.25a’da PLGA 8 ve Sekil 9.25b’de PLGA 9; Sekil 9.26 ve 9.27°de farkli
oranlarda sBG igeren doku iskelelerinin SEM mikrograflar1 verilmistir. Coziicii
dokiim/partikiil uzaklastirma yontemiyle liretilen doku iskelelerinde yiiksek gozenekli
yapilar elde edilmistir. Doku iskelesinin SEM mikrograflari, iskele ylizeyinde piiriizliilik
gostermigtir. Ayrica biyoaktif cam parcaciklar1 da belirgindir. Cam parcaciklarinin
kiimelenmemesi ve birbiri lizerine binmemesi BG modifikasyonunun iyi dagildigini
gostermektedir (Li ve Zu, 2003).

Bir nester ile enine yapilan kesit, polimer BG yapisindaki ara yiizey baglantilarini
dogrulamistir. Burada porojen olarak tuz kullanimi tercih edilmistir (polimer:porojen
orani=1:9). Genel olarak arastirmalar, tuz miktarinin artirilmasinin ardindan karistirma
stiresinin uzatilmasmin hem goézenekliligi hem de yilizey piriizliliglini artirdigini

gostermektedir (Kim vd.,2017).
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Tuz orani, PLGA polimerlerinin ¢capraz baglanmasinda da biiyiik 6neme sahiptir.
PLGA’nin su bazli yapisindan kaynakli, sodyum kloriirle ¢apraz bag olusturmas: doku
iskelelerinin gbzenekliligini etkilemektedir (Dorati vd., 2010). Bununla birlikte
iskelelerin ortalama gbzenek boyutunun, eklenen sBG'nin oraninin arttirilmasiyla
azaldig1 gortilmektedir. Burada PLGA zincirlerine tutunan sBG’nin iskele duvarinda
kalinlasmaya ve dolayisiyla gozenekleri kapatmaya yol agtig1 sdylenebilir. Benzer bir

calismada da BG igerigi arttikca PLGA/BG doku iskelelerinin gozenekliliginin azaldigi
goriilmiistiir (Gogele vd., 2022).

Sekil 9.26. PLGA 8/sBG SEM mikrograflar: (100X) (a) %5 sBG katkili (b) %10 SBG katkili (c) %15 SBG
katkali (d) %20 SBG katkuli
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Sekil 9.27. PLGA 9/sBG SEM mikrograflar: (100X) () %5 sBG katkili (b) %10 SBG katkili (c) %15 SBG
katkili (d) %20 SBG katkuli

Farkli oranlarda NC iceren doku iskelelerinin Sekil 9.28’de PLGA 8/NC ve Sekil
9.29’da PLGA 9/NC SEM mikrograflart verilmistir. Calismada, doku iskelesi iiretimi
esnasinda da nanoseliilozun PLGA matrisi i¢inde dagilimmnin homojen bir sekilde
saglanmasia dikkat edilmigtir. Bunun igin ¢0ziicli igerisine eklenen nanoseliiloz
partikiilleri tam bir homojenizasyon saglanana dek ultrasonikasyon cihazinda
karistirilmistir. Ancak aglomerasyon tam olarak engellenememistir. Burada PLGA’nin
icerigindeki yogun laktit yiizdesinden dolay1 hidrofobik olmas1 nedeni ile ¢oziicii iginde
iyl dagilamayan nanoseliiloz partikiilleri aglomerasyona sebep olmaktadir (Raquez vd.,
2013). NC partikiillerinin biiyiik Ol¢lide porlar1 kapattigi ve poroziteyi diisiirdiigii
gbzlenmistir. SEM goriintiilerinden elde edilen sonuglar, NC’nin doku iskelelerindeki
porlar1 kapatmasi numunelere yapilan por ¢ap dagilimi ve porozite hesaplamalari ile de

dogrulanmaktadir.
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Sekil 9.28. PLGA 8/NC SEM mikrografiar: (50X) (a) %5 NC katkili (b) %10 NC katkili (c) %15 NC
katkili

Sekil 9.29. PLGA 9/NC SEM mikrografilar: (50X) (a) %5 NC katkili (b) %10 NC katkili (c) %15 NC
katkili
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Sekil 9.30’da PLGA 9/sBG/NC ii¢lii doku iskelelerinin SEM mikrograflari
verilmistir. PLGA 9/sBG/NC {iglii doku iskelelerinin SEM mikrograflarina bakildiginda
ikili numunelerde agik¢a goriilen biyoaktif cam parcaciklarinin net ayirt edilemedigi
tespit edilmistir. Biyoaktif camin PLGA matrisinde gémiilii olup, nanoseliilozun daha
kiigiik tane boyutuna sahip olmasi ve iiretim esnasinda aglomerasyona sebep olmasindan
dolayr kompozit yapida hem gozenekleri kapattigi hem de biyoaktif cam yiizeyini
kapladig: diigiiniilmektedir.

Sekil 9.30. Uclii doku iskeleleri SEM mikrograflar: (50X) (a) PLGA 9/10 sBG/15 NC (b) PLGA 9/10
sBG/5 NC (c) PLGA 9/ 20 sBG/5 NC (d) PLGA 9/ 20 sBG/ 15 NC(50X ve 500X)

SEM goriintiileri elde edildikten sonra Image J programi kullanilarak her bir
numunenin por ¢ap dagilimlar1 belirlenmistir. Makro gdzenekler hiicre gogiinii tesvik
ettiginden ve mikro go6zenekler protein adsorpsiyonu ile hiicre yapigsmasini
desteklediginden, iskele gozenekliligi kemik dokusu miihendisliginde 6nemli bir rol

oynamaktadir (Jeyachandran vd., 2022).
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PLGA /sBG doku iskelelerinin % g¢ap dagilim histogramlar1 Sekil 9.31 ve Sekil
9.32’de; PLGA/NC doku iskelelerinin % g¢ap dagilim histogramlart Sekil 9.33 ve Sekil
9.34’te; PLGA 9/sBG/NC doku iskelelerinin ¢ap dagilim histogrami Sekil 9.35’te
gosterilmistir.  Histogramlara bakildiginda, PLGA 8/sBG i¢in, 50-150 um arasindaki
gozenek dagiliminin daha yogun oldugu goriilmektedir.

200-300 pm arasindaki makrogozenek orani daha diisiikk ¢itkmistir. PLGA 9/sBG
icin bakildiginda, yogunlagsmanin benzer sekilde 50-150 pm arasinda oldugu
goriilmektedir. Ancak makropor oraninda PLGA 8’e kiyasla diisiis gézlenmistir. Bunun
sebebi PLGA 8/sBG numunelerinin daha yiiksek oranda glikolit igermesi, glikolitin
hidrofilik yapida olmasi ve li¢ing sirasinda suda ¢oziinlip daha biiyilk gozenekler
olusturmasi olabilir. ilave edilen SBG oranmin artmastyla SBG’nin yogun bir sekilde
PLGA zincirlerine tutunup iskele duvarimi kalinlagtirarak gézenek ¢apinin azalmasina
neden oldugu séylenebilinir (Laschke vd., 2006; Wu vd., 2013).

NC katkili numunelerde de benzer sonuglar goziikmektedir. Cap dagilimi 50-100
um arasinda daha yogundur. Ozellikle PLGA 9/NC numunelerinde mikropor yiizdesinin
daha arttig1, makropor yiizdesinin oldukca diistiigli goriilmektedir. Nanoseliilozunda
hidrofilik yapiya sahip olmasi sebebiyle makropor oraninin daha yiiksek ¢ikmasi
beklenirken, iiretim esnasinda homojen bir dagilim gosterememesi daha ¢ok mikropor
olusmasina sebep olmustur. PLGA 9/ sBG/NC f{glii doku iskelelerinin histogram
sonuglarina bakildiginda NC oram yiiksek olan numunelerde 200 p ve iizeri por ¢api
olduke¢a diisiik ¢cikmistir. Ancak hem ikili hem de iiclii numunelerde yiiksek oranlarda
makropor elde edilemese de sonuglar bir doku iskelesi tretimi igin yeterlidir.
Gozeneklerin  ¢ok kiiciik olmasi, hiicre etkilesimi, go¢ii ve metabolizmasini
sinirlandiracak ve doku iskelelerine bagli hiicrelerin 6liimiine neden olacaktir. Diger
taraftan, gozenekler ¢ok biiylikse, hiicre baglanmasi i¢in mevcut ylizey alaninin
azalmasina neden olacaktir bu da artan bosluk hacmi nedeniyle iskelenin mekanik giictinii
yok edecektir (Nam vd., 2020). Ayrica dogal kemik hiicreleri olan osteoblastlarin
gozenek cap1 10 ila 50 p arasindadir. Ancak doku iskelesinin implantasyonu sonrasi
mineralize kemigi yenilemek icin daha biiyiik goézenek c¢aplarina (100 ila 200 p)
gereksinim duyulmaktadir (Abbasi, vd., 2020). Dolayisiyla tiretilen doku iskelelerinin

gozenek caplarmin bu uygulama i¢in yeterli seviyede oldugu goriilmektedir.
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Sekil 9.31. PLGA 8/sBG doku iskelelerinin % ¢cap dagilim histogram:
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Sekil 9.32. PLGA 9/sBG doku iskelelerinin % ¢ap dagilim histogrami
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Sekil 9.33. PLGA 8/NC doku iskelelerinin % cap dagilum histogrami
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Sekil 9.34. PLGA 9/NC doku iskelelerinin % ¢ap dagilim histogrami
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Sekil 9.35. PLGA 9/sBG/NC doku iskelelerinin % ¢ap dagilim histogrami

9.8. Gozeneklilik Hesaplamasi

Arsimet prensibine gore yapilan gozeneklilik hesabi sonuglari ikili doku iskeleleri
igin Sekil 9.36 ve Tablo 9.10°da; tiglii doku iskeleleri i¢in Sekil 9.37 ve Tablo 9.11°de
gosterilmistir. Ikili doku iskeleleri i¢in sonuglara bakildiginda sBG orami arttik¢a
gozenekliligin diistiigli goriilmistiir. NC katkili iskelelere bakildiginda da benzer sekilde
bir diisiis goriilmiistiir. Ancak sBG katkili doku iskelelerinden daha diisiik oranlar elde
edilmistir. Nanoseliillozun kolaylikla aglomere olmasi ve  homojen bir sekilde
dagilmamasinin gozenekliligi diisiirmiis olabilecegi disiinilmektedir (Radakisnin
vd.,2021).

Ikili doku iskelelerindeki sonuclarla benzerlik gdsteren iiclii PLGA 9/sBG/NC
doku iskelelerinde de NC oraninin artmasiyla birlikte gozeneklilikte diisiis gdzlenmistir.
Ancak ayni zamanda sBG katkisinin da olmasiyla PLGA 9/20 sBG/15 NC numunesinde
en diisiik gézeneklilik orani olan % 68; PLGA 9/10 sBG/5 NC numunesinde en yliksek

gozeneklilik orani olan % 86 degerleri elde edilmistir.
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Sekil 9.36. Ikili doku iskelelerinin % gozeneklilik degerleri

Tablo 9.10. fkili doku iskeleleri icin % gozeneklilik degerleri

%05 %10 %15 %020 %05 %10 %15
sBG sBG sBG sBG NC NC NC
PLGA8 92+2,0 87+3,1 82+1,5 80+1,2 81+2,1 77+£2,0 70+1,2
PLGA9 90+1,4 85+2,02 82+1,5 81+2,1 80+£2,1 75+1,2 69+2,0
100 -
90 -
80 -
= 70 1
e:. 60 - B PLGA 9/10 sBG/15 NC
% 50 4 B PLGA 9/10 sBG/5 NC
E, 40 B PLGA 9/20 sBG/5 NC
o 30 4 B PLGA 9/20 sBG/15 NC
20 A
10 A
0 |

Sekil 9.37. Uclii doku iskelelerinin gézeneklilik degerleri
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Tablo 9.11. Uglii doku iskeleleri i¢in % gézeneklilik degerleri

Gozeneklilik (%)
PLGA 9/10 sBG/15 NC 77+3,60
PLGA 9/10 sBG/5 NC 85+3,05
PLGA 9/20 sBG/5 NC 80+2,51
PLGA 9/20 sBG/15 NC 68+3,05

9.9. Basma Testi

Doku iskelelerinin, iskeleler iizerinde ekili hiicrelerin biiylimesini ve doku
rejeneratifini siirdiirmek i¢in yeterli giice sahip olmasi gerekmektedir (Tang vd., 2017).

Doku iskelelerine uygulanan basma testi ile numunelerin Young modiili
hesaplamalari yapilmis ve dogal kemik doku ile karsilastirmasi yapilmistir. Basma testi
Oncesi ve sonrast humunelerin goriintiisii Gorsel 9.1°de verilmistir. PLGA/sSBG doku
iskelelerinin modiil ve dayanim degerleri Sekil 9.38 ve Sekil 9.39°da; PLGA/NC doku
iskelelerinin modiil ve dayanim degerleri Sekil 9.40 ve Sekil 9.41°de gosterilmistir. Doku
iskelelerinin kimyasal yapisi, morfolojik 6zellikleri, gézeneklilikleri ve ¢ap dagilimlar
iskelelerin mekanik performansimi etkiledigi i¢in saf PLGA numunelerin katkili
numunelere gore daha zayif mekanik 6zellik sergiledigi goriilmiistiir.

Basma testi deney sonuglarina gére , PLGA /s BG doku iskeleleri i¢in Young
modiilii ve dayanim degerleri Tablo 9.12°de ve PLGA/NC doku iskeleleri i¢in Young
modiilii ve dayanim degerleri Tablo 9.13’te gosterilmistir. Cikan sonuglarda PLGA 8
i¢in Young modiilii 0,178 +0,002 MPa ve basma dayanimi 3,154+0,129 MPa; PLGA 9 igin
Young modili 0,181+0,004 MPa ve basma dayanimi 3,48+0,102 MPa olarak
bulunmustur. Ikili kompozitlerde katki maddesinin artmastyla Young modiilii ve
dayanimi artmistir. Kompozit doku iskelelerinin Young modiliiniin ve dayaniminin
biyoaktif cam igeriginin artisiyla iyilestirilmesi, PLGA molekiillerinin zincir hareketini
engelleyen biyoaktif cam pargaciklarinin varligindan kaynaklanmaktadir (Tian vd.,
2019). Tian ve arkadaslarinin yapmis olduklari ¢alismada, PLGA’ ya ilave ettikleri
mikro-nano biyoaktif camin modiiliis degerlerini arttirdigi goriilmistiir (Tian vd., 2019).
Bir bagka ¢alismada Shuai ve arkadaslar1 PLGA’ya ekledikleri nanohidroksiapatitin
basma ozelliklerinin benzer sekilde arttirdigini tespit etmislerdir (Shuai vd., 2013).
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Benzer sekilde yine Shuai ve arkadaslarinin yapmis olduklari g¢alismada
PLLA/PGA/HAP karigimi doku iskelelerinde basma dayanim ve modiil degerleri
PLLA/HAP iskelesi igin, sirasiyla 16,6 + 0,9 MPa ve 155,3 + 3,3 MPa dayanim ve
modiilis degeri elde edilmistir. Diger taraftan, PGA/HAP doku iskelesinin en diisiik
basma dayanimina ve modiilii sahip oldugu goriilmiistiir. Mekanik 6zellikler, PGA igerigi
arttikca diisiis egilimi sergilemistir (Shuai vd., 2021).

Nanoseliiloz eklenmesiyle gézlenen mekanik 6zelliklerdeki iyilesmenin NC'lerin
olaganiistii mekanik 6zellikleri ile iliskili oldugu sdylenebilir (Klemm vd., 2011). PLGA
ve NC arasinda olugsmasi muhtemel hidrojen bagi, polimer matrisinden NC'lere yiik
aktarimina sebep olur. Radakisnin ve arkadaslari, PLA polimerine ilave ettikleri seliiloz
nanofiberlerin doku iskelelerinin basma modiillerini ve dayanimlarini arttirdigini tespit
etmislerdir (Radakisnin vd., 2021). Nasri- Nasabadi ve arkadaslarinin yapmis olduklari
calismada nisasta/seliilloz nanofiber doku iskelelerinde seliilloz nanofiber katkisinin

basma 6zelliklerini iyilestirdigi goriilmiistiir (Nasri-Nasabadi vd., 2014).

Gorsel 9.1. Doku iskelesinin basma testi uygulanmadan onceki ve sonraki goriintiisii
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Sekil 9.38. PLGA 8/sBG katkili doku iskelelerinin basma dayanimi ve Young modiilleri

10 - - 0,35
L 0,3
— 8 . —
g L 0,25 &
2 =3
E 61 L =
z 02 2
S °
3 4 - 0,15 E
[-T¢]
© c
£ - 01 3
© >
@ 2 -
L 0,05
0 0
0 5 10 15 20

sBG icerigi (%)

EEN Basma dayanimi  ==@==Young moduli

Sekil 9.39. PLGA 9/sBG katkili doku iskelelerinin basma dayanimi ve Young modiilleri
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Tablo 9.12. Biyoaktif cam katkili doku iskelelerinin basma dayanimi ve Young modiilii degerleri

Young modiilii

Basma dayanim

(MPa) (MPa)
PLGA 8 0,17 £0,002 3,15+0,129
PLGA 8/5sBG 0,19 +0,004 4,79 £0,022
PLGA 8/10 sBG 0,23 £0,002 5,19 +0,037
PLGA 8/15 sBG 0,25 +0,004 7,41 £0,056
PLGA 8/20 sBG 0,28 £0,006 8,70 £0,075
PLGA9 0,18 +0,004 3,48 £0,102
PLGA 9/5 sBG 0,19 +0,002 5,15 +£0,043
PLGA 9/10 sBG 0,23 £0,002 6,42 +0,049
PLGA 9/15 sBG 0,26 +0,007 7,15 +£0,037
PLGA 9/20 sBG 0,29 +0,013 9,05 +0,088
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Sekil 9.40. PLGA 8/NC katkili doku iskelelerinin basma dayanimi ve Young modiilleri
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Sekil 9.41. PLGA 9/NC katkili doku iskelelerinin basma dayanimi ve Young modiilleri
Tablo 9.13. Nanoseliiloz katkili doku iskelelerinin basma dayanimi ve Younq modiilii degerleri

Young modiilii (MPa) Basma dayanimi

(MPa)
PLGA 8 0,17 £0,002 3,15+0,129
PLGA 8/5NC 0,18 +0,002 5,40 £0,082
PLGA 8/10 NC 0,22 £0,002 7,16 £0,143
PLGA 8/15 NC 0,27 £0,003 7,84 £0,132
PLGA9 0,18 +£0,004 3,48 £0,102
PLGA 9/5NC 0,18 +0,004 5,69 +0,021
PLGA 9/10 NC 0,24 +0,003 6,29 £0,017
PLGA 9/15 NC 0,28 +0,003 8,84 +0,132
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Sonuglara bakildiginda sBG katkili ve NC katkili doku iskelelerinin modiiliis ve
dayanim degerleri birbirine yakin ¢ikmistir. Ancak sBG katkililarda degerler biraz daha
yuksektir. Bunun nedeni olarak BG’nin yapisinin kemik dokuya daha yakin olup gii¢li
Ca,P icermesidir. Ayrica yiiksek gozenekliligin mekanik dayanimi azalttigi bilgisinden
hareketle doku iskelelerinin gozeneklilik oraninin arttik¢a mekanik 6zelliklerinin diistiigii
gozlenmistir.

Optimum oranlar segilerek hazirlanan ii¢lii numuneler PBS soliisyonu i¢inde 37
°C sicaklik ve 60 rpm c¢alkalama hizinda 3 hafta boyunca inkiibatérde bekletilerek
bozunmalar1 degerlendirilmis ve bu siire sonundaki mekanik 6zellikleri incelenmistir.
Gorsel 9.2°de ticlii numunelerin haftalik ¢ekilen fotograflart goriilmektedir. Ayrica Sekil
9.42°’de PLGA 9/sBG/NC iiglii kompozit doku iskelelerinin gerilme-gerinim egrisi ve
Sekil 9.43’te bozunma Oncesi ve bozunma sonrasina ait Young modiilii ve dayanim
grafigi verilmistir Numunelerin bozunma Oncesi yapilan test sonuglarinda modiil
degerlerine bakildiginda en yiiksek deger hem biyoaktif cam hem de nanoseliiloz orani
en yiiksek olan PLGA 9/20 s BG/15 NC numunesine ait 0,495+0,007 MPa degeridir ve
ayni zamanda bu numunenin basma dayanimi da en yliksek degere sahiptir (15,062+0,057
MPa). Uglii doku iskelelerinde nanoseliilozun etkisinin arastirildig: bu ¢alismada basma
testi sonucglar1 nanoseliiloz ilavesinin artisina bagli olarak modiil ve dayanim degeri
lizerinde belirgin bir artis saglanmistir. Ikili ve {iclii tim numunelerdeki modiil ve
dayanim degerleri siingerimsi kemik dokuya ait degerlerle ortiismektedir.

Numunelerin 3 haftalik bozunma sonuglarina bakildiginda, PLGA 9/10 s BG/15
NC ve PLGA 9/20 s BG/15 NC doku iskelelerinde meydana gelen agirlik kaybina baglh
olarak basma dayanim degerlerinde sirayla %10,5 ve %11,6 lik; Young modiilii
degerlerinde sirayla % 5,5 ve % 5,7 lik bir diisiis meydana gelmistir. Bozunma sonrasi
mekanik degerlerde meydana gelen diisiis yiiksek oranda ¢ikmamus, doku iskelesi
dayanimini etkilememistir. Bu da bozunma siirecine paralel olarak yeni doku olusana

kadar viicuttaki hasarli bolgeye yeterli dayanimi saglayacaktir.
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Gorsel 9.2. Uclii doku iskelelerinin 3 hafta boyunca cekilen goriintiileri ()PLGA 9/10 s BG/15
NC (b) PLGA 9/20 s BG/15 NC (c) PLGA 9/10 sBG/5 NC (d) PLGA 9/20 s BG/5 NC

Gerilme (MPa)

20

16

12

Gerinim (%)

——PLGA 9/20 s BG/15 NC

——PLGA 9/10 s BG/15 NC

= PLGA 9/20 s BG/5 NC

——PLGA 9/10 s BG/5 NC

Sekil 9.42. Uclii doku iskelelerinin gerilme-gerinim egrisi
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B Bozunma 6ncesi W Bozunma sonrasl

Basma dayanimi (MPa)

Sekil 9.43. Uclii doku iskelelerinin bozunma éncesi ve sonrasi basma dayamimlart

Tablo 9.14 Uclii doku iskelelerinin bozunma oncesi ve sonrast basma dayanim degerleri

Bozunma oncesi Bozunma sonrasi
basma dayanimi basma dayanim
(MPa) (MPa)
PLGA 9/10 s BG/15 NC 12,75+0,03 11,41+0,04
PLGA 9/10 s BG/5 NC 8,11+0,08 7,50+0,04
PLGA 9/20 s BG/5 NC 11,64+0,01 10,91+0,03
PLGA 9/20 s BG/15 NC 15,06+0,06 13,25+0,05
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0,6 -

M Bozunma Oncesi M Bozunma sonrasl

Young modiilii (MPa)

Sekil 9.44. Uclii doku iskelelerinin bozunma éncesi ve sonrasi Young modiilleri

Tablo 9.15. U¢lii doku iskelelerinin bozunma oncesi ve sonras: Young modiilii degerleri

Bozunma oncesi Bozunma sonrasi

Young modiilii Young modiilii
(MPa) (MPa)
PLGA 9/10 s BG/15 NC 0,46+0,006 0,45+0,005
PLGA 9/10 s BG/5 NC 0,37+0,004 0,35+0,004
PLGA 9/20 s BG/5 NC 0,44+0,004 0,43+0,004
PLGA 9/20 s BG/15 NC 0,49+0,007 0,48+0,006
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9.10. Apatit Olusumu

Kemik rejenerasyonu i¢in doku iskelesi, viicutta implantasyon sonrasi canli kemik
dokusuna baglanmak i¢in ylizeyinde bir apatit tabakasi olusturma yetenegine sahip
olmalidir (Kaur vd., 2014). Yapilan deneylerde numunelerin normal fizyolojik kosullar
altinda 14 giine kadar SBF soliisyonunda bekletilmesiyle kompozit doku iskelelerinin
apatit tabakasi olusturma yetenegi degerlendirilmistir. SEM sonuglarina gore doku
iskelelerinin ylizeyinde biriken ¢ok sayida kiiresel pargacik apatit olusumunu
gostermektedir ve bu kiiresel yapilar birleserek yogun bir pargacik tabakasi
olusturmustur. Sekil 9.45’te PLGA 8/sBG doku iskelelerinin, Sekil 9.46’da ise PLGA
9/sBG doku iskelelerinin SEM mikrograflar goriilmektedir.

Simiile viicut sivis1 (SBF) i¢indeki doku iskelelerinde PLGA'dan kaynaklanan
oksijen ve karbon ile biyoaktif camdan kaynaklanan kalsiyum Ca ve P iyonlar
yogunlasir. Burada mikrogozenekler daha kiigiik ¢apli olduklarindan daha hizli bir
sekilde apatit ile kaplanir. Biyoaktif camin SBF ile biyoaktivite mekanizmasina bakacak
olursak; baslangigta BG yapisindaki Ca*? ve Na* iyonlari ile SBF igindeki H iyonlar1 yer
degistirerek BG ylizeyinde Si-OH (silanol) gruplari olusturur. Bu gruplar apatit
olusumunun c¢ekirdeklenme merkezi olarak kabul edilir. BG yiizeyinde kolloidal bir
tabaka olusur. SBF’deki Ca*? ve PO4 3 iyonlar1 bu tabaka iizerinde apatit katmanini
olusturur.

Deneysel sonuclara bakildiginda, 3. giin itibariyle kompozit ylizeylerde bir
birikme oldugu ve genellikle Ca/P oranmin baglangigtan 14. giine kadar azaldigi ve
istenilen dengeye ulastig1 goriilmektedir. Burada hedeflenen, kemik dokusunun sahip
oldugu Ca/P orani olan 1,67’ ye (Xu, Neoh, Kinsen, 2010) yaklasabilmektir. sBG katkili
doku iskelelerinde 7 ve 14 giinliik goriintiilerde bu orana yaklasilmistir. Ozellikle 14.
giiniin sonunda %20 sBG katkili doku iskelesinde Ca/P orani 1,60 bulunarak ulasilmak
istenen degere en yakin sonu¢ olmustur. Burada en yogun sBG katkili yap1 % 20
oranindaki doku iskelesi oldugu i¢in daha yogun mikrogdzenege sahip olmasimin etkili
oldugu sdylenebilir. SBG derisiminin artmasi ve mineralizasyon siiresinin uzamasi da
apatit olusumu, mekanik oOzellikler ve hiicre proliferasyonu ile farklilasmasini
iyilestirmede etkili faktorlerdir (Tian vd., 2019). Sekil 9.47°de PLGA 8/15 NC ve PLGA
9/15 NC doku iskelelerinin mikrograflar1 gosterilmistir. Ancak gorselden de anlasildigi

gibi nanoseliiloz katkil1 doku iskelelerinde apatit olusumuna rastlanilmamaistir.
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Bunun nedeni olarak nanoseliillozun organik yapisindan kaynakli viicut
stvisindaki iyonlarla bir etkilesim i¢inde olmayis1 gosterilebilir. Buna bagli olarak yapilan
calismalar selillozun birincil hidroksil grubunun, kalsiyum fosfat kristallerinin
biiylimesini uyarmak igin yeterince reaktif olmadigini gostermektedir. Bu nedenle,
seliiloz yiizeylerinde apatit olusumunu iyilestirmek i¢in bir yiizey modifikasyonuna

ihtiya¢ duyulmaktadir (Cafias-Gutiérrez vd., 2020).

3 giinliik 7 giinliik 14 giinliik

Sekil 9.45. Jkili doku iskelelerinin 3, 7 ve 14 giinliik SEM mikrograflar: (20000)X () PLGA8/5 sBG (b)
PLGA 8/10s BG (c) PLGA 8/15 sBG (d) PLGA 8/20 sBG

133



Sekil 9.46. kili doku iskelelerinin 3, 7 ve 14 giinliik SEM mikrograflar: (20000)X (a) PLGA 9/5 sBG (b)
PLGA 9/10s BG (c) PLGA 9/15 sBG (d) PLGA 8/20 sBG
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Sekil 9.47. PLGA/NC doku iskelelerinin 14 giinliik SEM mikrograflar: (5000)X (a) PLGA 8/15 NC
(b)PLGA 9/15 NC

PLGA 8/s BG ve PLGA 9/s BG doku iskelelerinin Ca/P oran (EDS sonuglarina
bakilarak hesaplanan) grafikleri Sekil 9.48 ve Sekil 9.49°da verilmistir. Sonuglara
bakildiginda, apatit olusumu sirasinda 3 giin sonunda oranlarin yiiksek ¢iktigi, devam
eden giinlerde ise diistiigii goriilmiistiir. iskelede SBF ve SBG'nin temasi nedeniyle
SBF'deki H* yer degistirmis ve sBG'nin yiizeyinde ¢oziinir Si-OH olusturmustur
(Martinez vd., 2000; Hesaraki vd., 2010). Ek olarak, H* ve Ca?* iyonlarinin karsilikli yer
degistirmesi, Si-OH olusumunu ve SBG'de silika agmin depolimerizasyonunu
hizlandirmigtir. Bu siiregte, Ca iyonlar1 biiyiik 6l¢iide SBG yiizeyinden ¢6ziilmiis ve bu
da SBF'deki Ca iyonlarinin konsantrasyonunda bir artisa neden olmustur. Mineralizasyon
stiresi uzadikga olusan apatit miktar1 artmaya devam ederken Ca ve P tiiketimi de artmis
olacagindan dolayr doku iskelelerindeki Ca/P oranlari siirekli bir disiis egilimi

gostermistir.
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4,5 - W3 ginlik m7gunluk m 14 glnluk

Ca/P orani

Sekil 9.48. PLGA 8/sBG doku iskelelerinin Ca/P oranlart

E3ginlik MW7 ginlik ™14 ginlik

3,5 4

Ca/P orani
= g
(9] N (9]

0,5

Sekil 9.49. PLGA 9/sBG doku iskelelerinin Ca/P oranlar

Sekil 9.50°de PLGA 9/sBG/NC doku iskelelerinin SEM mikrograflart Sekil
9.51°de Ca/P oranlarinin grafigi goriilmektedir. Uclii yapidaki doku iskeleleri de benzer
sekilde SBF icinde bekletilmis, SEM goriintiileri alinmis ve EDS ile Ca/P oranlarina
bakilmistir. Sonuglara gore Ca/P orant 1,67’ye en yakin deger % 20 BG katkili
numunelerde goriilmiistiir. Buna gére PLGA 9/20 sBG/5 NC i¢in 1.59; PLGA 9/20 BG/15
NC igin 1,62 degerleri tespit edilmistir.
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Uclii doku iskelelerinde apatit olusumunu biyoaktif cam katkis1 saglamistir ve ikili doku

iskelelerinde oldugu gibi yiiksek SBG igerikli iskelelerde hedeflenen orana yaklagilmistir.

3 giinliik 7 giinliik 14 giinliik

Sekil 9.50. Uclii doku iskelelerinin 3, 7 ve 14 giinliik SEM mikrograflar: (20000)X (a) PLGA9/10 sBG/15
NC (b) PLGA 9/10s BG/5 NC (c) PLGA 9/20 sBG/5 NC (d) PLGA 9/20 sBG/ 15NC
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49 m3ginlik m7ginlik m 14 ginlik

Ca/P orani

Sekil 9.51. Uclii doku iskelelerinin Ca/P oranlar

9.11. Hidrolitik Bozunma

Doku iskeleleri yapi itibariyle sentetik bir hiicre dis1 matris (ECM) gorevi goriir
ve canli hiicrelerin baglanmasina, go¢ etmesine, ¢ogalmasina ve farklilagmasina izin
verir. Bununla birlikte, bu yapilar kalict degildir ve bozunma ile viicut tarafindan
olusturulan gergek ECM ile degistirilmelidir (Alizadeh vd., 2013). Bu nedenle
olusturulan doku iskelelerinin biyolojik olarak pargalanabilir davranigi biiyiikk 6nem
tasimaktadir. Bu 6zellikleri sayesinde hiicrelerin tirlinlerini salgilayabildikleri ve hasarlari
yenileyebildikleri yeni ECM'nin olusumunu saglamakta, kolaylastirmaktadir (O’brien,
2011). Ideal olarak doku iskelesinin bozunma hizi, yeni doku olusum hiziyla paralel bir
sekilde ilerlemelidir.

Yapilan deneyler neticesinde elde edilen zamanla bozunma grafikleri PLGA
9/sBG numuneleri i¢in Sekil 9.52 ve Sekil 9.53’te; PLGA 9/NC numuneleri igin Sekil
9.54 ve Sekil 9.55’te gosterilmektedir. Numunelere 37 °C sicaklik ve pH 7,4’te PBS
icerisinde 14 haftalik bir bozunma testi uygulanmistir. Laktik asit ve glikolik asit,
PLGAnin biyolojik ayrismasinin iki ana iirtiiniidiir ve H20, COz olarak viicuttan atilir
(Park ve Bronzino, 2002). Laktit zincirine dahil edilen glikolit sadece L zincirinin
diizenliligini ve simetrisini degistirmekle kalmayip, aym1 zamanda L zincirinin

kristallesme stirecini de kesintiye ugratarak amorf PLGA kopolimeri olusturmaktadir.
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Amorf yapinin, su ve enzimin ester bagina saldirmasi i¢in elverisli olmas1 (Pattaro
vd., 2020) ve glikolitin hidrofilik yapisindan dolayr PLGA 8 doku iskelesinin 8. hafta
itibariyle % 80 agirlik kayb1 yasadigi, saf PLGA 9 doku iskelesinin ise 10. hafta itibariyle
% 74 agirlik kayb1 yasadig1 goriilmiistiir. ikili doku iskelelerinde genel olarak, gdzenekli
yapilarmin ciddi sekilde ¢okmesi nedeniyle ilk 3 haftalik hidrolizin baslangicinda ilk
yapilarin1 kaybettikleri tespit edilmistir (Haaparanta vd., 2015). sBG katkili doku
iskelelerinin bozunma grafiklerine gore, sBG katkisi arttikga bozunma hiz1 diismiis ve
doku iskelelerinde agirlik kayb1 olusmustur. Ayni zamanda daha yiiksek yiizey alan1 daha
iyi bir bozunma orani saglayacagindan gdzeneklilik orani ve gézenek ¢ap1 diisiik olan
doku iskelelerinde de benzer sonuglar ¢ikmistir. Sonuglara gore en yiiksek agirlik kaybi
PLGA 8/5 sBG i¢in % 60 ve PLGA 9/5 sBG igin % 71 olarak goriilmiistiir. En disiik
agirlik kayiplart ise PLGA 8/20 sBG i¢in % 41 ve PLGA 9/20 sBG i¢in % 65 olarak tespit
edilmistir. Bu davranigin, daha yiiksek miktarlarda SBG igeren iskelenin daha yiiksek
apatit olusturma kabiliyeti ve dolayisiyla gozenekleri kapatmasi ile ilgili oldugu
diistiniilmektedir (Nazemi vd., 2014).

Ayrica PLGA’nin asidik bozunma {riinlerinin BG'den salgilanan alkali gruplar
tarafindan notralize edilmesi de bozunma oranini azaltmaktadir (Jia, Zhang, Luo, 2010).
Boccaccini ve Maquet’in yapmis olduklar1 ¢alisma kapsaminda sudaki H' iyonlarinin
biyoaktif cam yapisindaki alkali yapilar ile hizli bir sekilde yer degistirmesi ve bunun da
polimer yiizeyinde bir pH tamponlama etkisi saglamasi ve boylece polimer bozunmasinin

hizlanmasini 6nledigi 6ne siiriilmiistiir (Boccaccini ve Maquet, 2003).
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Sekil 9.52. PLGA 8/sBG doku iskelelerinin bozunurluk grafigi
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Sekil 9.53. PLGA 9/sBG doku iskelelerinin bozunurluk grafigi

NC katkilr doku iskelelerinin bozunma grafiklerine gore, NC oraninin artmasiyla
bozunma hizinin ve agirhik kaybinin arttigi goézlenmistir. Ancak her iki orandaki saf
PLGA’lar kompozitlere gore son haftalarda daha hizli bir bozunma davranisi
sergilemistir. Yan ve arkadaslar1 da PLA’ya NC katkisinin ikili yapilarda bozunmay1
hizlandirdig1 sonucuna varmiglardir (Yan vd., 2015). Sonuglara gore her iki orandaki
polimer i¢in en yiiksek agirlik kayiplari 11. haftanin sonu itibariyle % 15 NC katkili

numuneler i¢in sirayla % 75 ve % 66 olarak bulunmustur.
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Bu duruma sebep olarak, nanoseliilozun hidroksil gruplari (-OH) igermesi,
hidrofilik davranig gostermesi ve su molekiilleri ile etkilesimi sirasinda zincirlerinin hizl

bir sekilde hidroliz olmasi1 gosterilmektedir (Jong vd., 2001).

100 -
80 -
R 60
- —A—PLGA 8
>
N —e—PLGA 8/5 NC
@, 40 A
£ —o— PLGA 8/10 NC
=
go PLGA 8/15 NC
20 -
0 -

0O 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Zaman (hafta)

Sekil 9.54. PLGA 8/NC doku iskelelerinin bozunurluk grafigi
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Sekil 9.55. PLGA 9/NC doku iskelelerinin bozunurluk grafigi

PLGA 9/sBG/NC iiglii doku iskelelerinin bozunma grafigi Sekil 9.56°da
gosterilmistir. PLGA 9/sSBG/NC doku iskelelerinin bozunma grafiklerine bakildiginda,
en yuksek agirlik kaybmin 11.hafta itibariyle % 75 olarak, en diisilk SBG ve en yiiksek
NC katkili olan numunede oldugu (PLGA 9/10 sBG/15 NC) tespit edilmistir.
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PLGA 9 ile karsilastirildiginda, PLGA 9’un bozunmasinin daha erken
haftalarda gercgeklestigi, tiglii yapilardaki bozunmanin katki maddelerinin etkisiyle daha
gec gergeklestigi goriilmiistiir. Burada elde edilen sonuglar, ikili kompozit yapilarda elde

edilen sonuclarla uyum gostermektedir.
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Sekil 9.56. PLGA 9 ve PLGA 9/sBG/NC doku iskelelerinin bozunurluk grafigi

Uclii doku iskelelerine ait bozunma siireci boyunca pH degisim grafigi Sekil
9.57°de verilmistir. Calisma viicut kosullar esas alinarak gergeklestirildigi i¢in sicaklik
kadar pH degisimi de onem teskil etmektedir. Saf PLGA i¢in bakildiginda pH
degerlerinde ilk haftalarda onemli bir degisiklik goriilmemistir ancak devam eden
haftalarda pH degerlerinde yavas bir diisme meydana gelmistir. Buradaki pH diismesi
asidik malzemelerin (laktik asit ve glikolik asit) polimer matristen salindigini ve bu
bozunma iirlinlerinin ¢ozelti i¢inde tutuldugunu dogrulamaktadir (Darestani vd., 2005).
Uclii doku iskeleleri i¢in pH degisim sonuglarma bakildiginda belirleyici etkinin biyoaktif
cam varligi oldugu goriilmektedir. Buna gore, sBG'nin alkali bozunma {iriinleri, hizla
bozunan PLGA'nin karboksil u¢ gruplarini nétralize ederek otokatalitik etkiyi biiyiik
olglide azaltmaktadir (Dziadek vd., 2023). Baslangicta BG bozunma iiriinlerinin varlig
daha belirgin bir sekilde olup pH degerini yiikseltmistir. Burada en yliksek artiglar sBG

orani yliksek olan numunelerde meydana gelmistir.
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Devam eden siirecte sollisyonun ayda bir degistirilmesinin (baslangigta bozunma
tirlinlerinin soliisyon i¢ine salinmasindan kaynakli pH kontroliinii saglayabilmak i¢in) de

etkisiyle pH degeri diismeye baslamis ve yaklasik olarak fizyolojik seviyeye gelmistir.
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Sekil 9.57. PLGA 9 ve ii¢lii doku iskelelerin pH degisim grafigi

9.12. Sisme Testi

Sisme testi, besinlerin hiicre i¢ine alinmasi ve atik tiriinlerin uzaklastirilmasi gibi
hiicresel siireglerin desteklenmesinde o6nemli bir rol oynar. Sekil 9.58’de PLGA
9/sBG/NC doku iskelelerine uygulanan PBS igerisinde 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda
doku iskelelerinin zamanin bir fonksiyonu olarak sisme dereceleri gosterilmistir. Elde
edilen sonuglara gore baslangigtan itibaren ilk 2 saatlik siirede sisme derecelerinin hizli
bir sekilde arttig1 ve ardindan 24 saatlik siirenin sonuna kadar az da olsa bir artis oldugu
gorilmiistiir.

Baslangictaki bu hizli artisin temel nedeni olarak iskelelerin gbzenekli yapisi
gosterilebilir (Ghorbani, Nojehdehian, Zamanian, 2016). Ciinkii goézeneklilik PBS
sollisyonunun iskelelerin i¢ine hizla sizmasina izin verir. Doku iskelelerinin yapisindaki
katki maddesi oranlarmin sisme tizerindeki etkisine bakilacak olursa; diisik sSBG
iceriginin, kompozit iskelelerin PBS emiliminin artmasina neden oldugu, tam tersi etki

olarak ise yiiksek NC igeriginin emilimin artmasina neden oldugu goriilmektedir.
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Burada daha yiiksek miktarlarda NC’nin hidrofilik olmasi sebebiyle yapinin
1islanabilirligini arttirdigi, absorpsiyon davranisini etkiledigi ve su tutma kapasitesini

artirdig1 goriilmektedir (Meng vd., 2010).
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Sekil 9.58. PLGA 9/sBG/NC doku iskelelerinin sisme derecesi grafigi

9.13. Sitotoksisite ve hiicre canlilig1 analizi sonuclar:

WTS-8 sitotoksisite testi yapilarak numunelerin 5 farkli konsantrasyonda 24 saat
ve 72 saatlik siireler sonunda herhangi bir toksik etki igerip icermedigine ve dolayisiyla
da bu numunelerdeki hiicre canliligina bakilmistir. Bu test deneysel calismanin son
asamasinda optimum oranlar se¢ilerek iiretilen ii¢lii numunelere uygulanmistir ve hFOB
1.19 ile L929 olmak iizere iki ayr1 hiicre hatt1 kullanilmigtir. ISO-10993 standardina gore,
hiicre canlilig1 % 70’in altinda bulundugunda malzemeler toksik olarak nitelendirilebilir
(Wallin ve Arscott, 1998). Analiz sonuglarina gére kontrol grubuyla kiyaslandiginda
(Sekil 9.59,Sekil 9.60 ve Sekil 9.61) tiim numuneler igin en yiiksek konsantrasyonda (2
mg/ml) elde edilen hiicre canliliklart % 70’in tizerinde ¢ikmistir ve bu da iiretilen doku
iskelelerinin toksik bir etki icermedigini gostermektedir. Ayrica doku iskelelerinin hiicre
canlilif1 72 saat sonra % 100'n lizerinde degerler gostermistir. Bu sonu¢ kullanilan
katkilara bagli olarak artan proliferasyonla iliskilendirilebilir. Nanoseliilloz oraninin
yikksek oldugu biyoaktif cam igeren numuneler igin osteoblast hiicrelerinin
proliferasyonu iizerinde indiiktif bir etkiye sahip oldugunu kanitlanmistir (Diaz vd.,
2017).
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Sekil 9.59. Uclii doku iskelelerinin h.FOB 1.19 hiicre hatti ile 24 saatlik siire sonundaki sitotoksisite
sonucu hiicre canliliklart

72 saat
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Sekil 9.60. Uclii doku iskelelerinin h.FOB 1.19 hiicre hatti ile 72 saatlik siire sonundaki sitotoksisite
sonucu hiicre canliliklar
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Sekil 9.61. Uclii doku iskelelerinin L929 hiicre hatti ile 72 saatlik siire sonundaki sitotoksisite sonucu
hiicre canliliklari

Literatiirdeki ¢aligmalar incelendiginde seliiloz esasli malzemelerin in vivo organ
ve hayvan deneylerinde hem hiicresel hem de genetik diizeyde 6nemli bir etkisi veya
hasar1 olduguna dair hi¢bir kanit bulunmamaktadir. Ancak, yiiksek oranda nanoseliiloz
aliminin, solunmasinin, nanoseliilozun canli viicudunda kolayca kendi kendine
topaklanmasi ve bozunmamasi nedeniyle pulmoner inflamasyona neden olabilecegi

bildirilmistir (Khalil vd., 2020). Sekil 9.62’de floresan mikroskop goriintiileri verilmistir.

200 pm
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200 um

Sekil 9.62. Numunelerin floresan mikroskop goriintiileri (a) PLGA 9/10 sBG/15 NC (b) PLGA
9/20 sBG/15 NC

Floresan mikroskopla goriintiilenen numunelerin nanoseliilloz orani yiiksek
olanlarinda canli hiicrelerin daha fazla oldugu gorilmistiir, ancak canlilik orani
beklenilen diizeyden daha az ¢ikmustir.

Bunun nedeni olarak kullanilan hiicre hattinin fetal osteoblast olmasi
gosterilebilir. Kemik olusumu, kondrojenik ve osteojenik dncii hiicrelerin ¢ogalmasiyla
baslayan ve ardindan farklilasarak nihayetinde hiicre dis1 matris (ECM) olgunlagsmasi ve
mineralizasyona yol acan karmasik ancak diizenli bir dizi olaydan olusur. Normal sartlar
altinda bu siire¢, endokrin sistem ve lokal olarak etki eden biiyiime faktorlerinin bir
kombinasyonu tarafindan siki bir sekilde kontrol edilir. Bu nedenle ortama osteoblastlarin
tutunmast ile ilgili ekstra faktorlerin eklenmesi gerekebilir. Ayrica osteosarkoma (kanser
hiicresi) ve mezenkimal kok hiicre denemeleri de yapilabilir. Yapilan bazi ¢aligmalarda
cesitli mezenkimal kok hiicreler biyomateryallerin osteogenez tizerindeki etkinligini
degerlendirmek icin uygulanmis ve hatta mezenkimal kok hiicre tedavileri kemik

rejenerasyonu i¢in klinik ¢alismalarda biiyiik basar1 gostermistir (Gomez vd., 2022).
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10. TARTISMA VE ONERILER

Bu caligmada, viicutta hasar gormiis bir kemik dokunun kendi kendisini
yenileyinceye kadarki siirede biyolojik ve mekanik destek saglayacak olan polimerik bir
doku iskelesi liretimi hedeflenmistir. Bunun i¢in polimer bir matris igerisine farkli katki
malzemeleri (sBG ve/veya NC) ilave edilerek ¢6ziicti dokiim/partikiil uzaklastirma
yontemi ile doku iskelesi iiretilmistir.

Oncelikle laktit ve glikolit dimerleri kullanilarak PLGA  sentezi
gerceklestirilmistir. Sentez sonrast yapilan karakterizasyonda polimerin kimyasal
yapisint dogrulamak amaglhi FTIR ve NMR analizleri gerceklestirilmistir. FTIR
analizinde, laktit ve glikolit dimerlerinde bulunan karbonil (C=0) gruplarinin
gerilmesinden dolay1 sirayla 1727 ve 1760 cm™ “de giiclii pikler gozlemlenmistir. 3542
ve 3450 cm™ piklerinde sirayla laktit ve glikolit i¢in O-H gerilmesi goriilmiistiir. 2923
cm?piki laktit icin -CHs gerilmesini; 2967 cm™ piki glikolit icin -CH2 gerilmesini temsil
etmektedir. Karbonil asimetrik esneme titresimleri (C=O) PLGA 8 igin 1749 cm 'de;
PLGA 9 icin 1745 cm 'de gériilmiistiir. PLGA 8 i¢in 1179 cm 'de ve 1450 cm™'de
goriinen pikler ve PLGA 9 igin 1181 ve 1447 cmYde sirasiyla C-O gerilme ve O-H
biikiilme titresimlerine karsilik gelmektedir. ikili ve iiclii doku iskelelerinin spektrumuna
bakildiginda saf PLGA’nin karakteristik pik noktasi olan 1745 cm Y’ deki C=O tepe
noktasinin katki maddesi ilaveleriyle polimerin saf haline kiyasla daha zayif bir pik
vermesi polimer-katki maddesi arasindaki etkilesimi dogrulamaktadir.

'H NMR sonuglarina bakildiginda PLGA 8 polimerinde laktiti temsil eden H
atomuna ait karakteristik pik grubu 5,17-5,26 ppm bolgesinde bulunmaktadir. Ayrica 1,60
ppm pik grubu da yine laktata ait hidroksil u¢ gruplarina baglanmis metil gruplar1 -CHs
bulunmaktadir. 4,69-4,93 ppm boélgesinde glikoliti temsil eden -CH2 grubu
bulunmaktadir. Diger taraftan PLGA 9 polimerinde laktat dimerini temsilen 5,15-5,27
ppm pik araligi -CH’1, 1,25-1,75 ppm pik aralig1 -CHzs’ii gostermektedir ve ayrica glikolit
dimerini temsilen 4,71-4,88 ppm pik araligi da -CH’yi gostermektedir. Bu polimerde
laktit oraninin yiiksek olmasi nedeni ile NMR spektrumundaki laktiti isaret eden pik
siddeti de daha yiiksek goriinmektedir. Sonu¢ olarak bu caligmada elde edilen PLGA
kopolimerlerinin *H NMR spektrumlarinin, literatiirle uyumlu oldugu sonucuna

varilmistir
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GPC analizine bakildiginda, PLGA 8 i¢in molekiil agirligi 200,14 kDa; PLGA 9
icin molekiil agirligr 207,99 kDa bulunmustur. Elde edilen yiiksek molekiil agirliklar
sentezin uygulama alanina gore basarili bir sekilde gerceklestigini kanitlamaktadir.

Termal analizlere bakildiginda; TGA sonucuna gére PLGA 8 i¢in bozunmaya
basglama sicakligi 256 °C, PLGA 9 igin 244 °C olarak bulunmustur. PLGA kopolimerleri,
240 °C'ye kadar termal olarak kararlilik gostermis ve artan glikolit igerigi ile termal
bozunmaya kars1 daha fazla direng gostermislerdir. Daha yiiksek molekiil agirligina ve
daha diisiik heterojenlik indeksine (H.l.) sahip polimerler, daha yiiksek termal kararlilik
sunmaktadir. GPC sonuglarinda da gorildigi gibi PLGA 9’un molekiil agirligt PLGA
8’den daha yiiksek olup, H.I. degeri daha diisiiktiir. PLGA 8 igerigindeki glikolit oraninin
daha yiiksek olmas1 PLGA 8’in daha ge¢ bozunmasina sebep olmustur. PLGA yapisina
sBG eklenmesi ile genel olarak kompozitlerin Tonset V&€ Tmax. sicakliklarinda artis
goriilmiistiir. sSBG’nin termal kararliliginin yiiksek olmasi doku iskelesinin de termal
kararliligini iyilestirmistir. PLGA’ya nanoseliiloz eklenmesiyle her iki orandaki polimer
icinde bozunmaya baglama sicakliklarinda artis goriilmiistiir. Ancak yine yapidaki glikolit
oraninin yiiksek olmasi sebebiyle PLGA 8’de sicaklik artislarinin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir.

Cekme testi sonucuna gore, Young modilii 3,2 GPa; ¢ekme dayanimlar ise
PLGA 8 igin 26,7 MPa ve PLGA 9 i¢in 37,6 MPa olarak bulunmustur. PLGA 9 i¢in daha
yiiksek dayanim sonucu elde edilmesi icerigindeki laktit oraninin yiiksek olmasindan
kaynaklanmaktadir.

Doku iskelesi SEM analizinde beklenen goézenekli yapilar tiim numunelerde
gozlenmistir. Ikili yapilarda biyoaktif cam ve nanoseliiloz net bir sekilde goriiliirken; iiglii
yapilarda nanoseliilozun biyoaktif cam yiizeyini kapladig1 i¢in agikca goziikmemektedir.
BG ilaveli doku iskeleleri numune yiizeylerinde agikca goriilmektedir. NC partikiillerinin
bliyiilk oOlgiide porlart kapatti§i  ve poroziteyi diisiirdiigli gozlenmistir. SEM
goriintiilerinden elde edilen sonuglar, NC’nin doku iskelelerindeki porlar1 kapatmasi
numunelere yapilan por ¢ap dagilimi ve porozite hesaplamalari ile de dogrulanmaktadir.
Porozite degerlerine bakildiginda numunelerdeki katki maddesi orani arttik¢a, bu degerin
diistiigii goriilmiistiir. En yiiksek degerler %5 katkili numunelerde goriilmiistiir. Ayrica
tiim numunelerde gozenek ¢ap dagilimlarina bakildiginda 50-200 pm arasinda yogunluk

oldugu ve bunun da doku iskelesi i¢in yeterli oldugu sonucuna varilmistir.
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Basma testi sonuglarina gore; her iki katki maddesi i¢in de oran arttik¢a basma
modiili ve dayaniminin artt1g, saf polimerik doku iskelesi ile karsilastirildiginda yiiksek
bir artis oldugu goriilmektedir. En yiiksek degerler tiglii doku iskelesi PLGA 9/20 sBG/15
NC numunesi i¢in Young modiilii 0,495+0,007 MPa, basma dayanimi ise 15,060,057
MPa olarak bulunmustur. Bu degerlerle hedeflenen siingerimsi kemik dokuya
ulagilmistir. Ayrica tiglii doku iskelelerine 3 haftalik bir bozunma analizi yapilmis ve
bozunma Oncesi/sonrasi modiil ve dayanim degerlerine bakilmistir. Bozunma sonrasi bu
degerlerde yliksek bir kayip olmadigi ve doku iskelesi dayanimini etkilemedigi
goriilmiistiir.

Kemik doku igin kritik 6nem sahip apatit olusum deneyinde numuneler Simiile
viicut sivisina (SBF) daldirilmis ve 14 giline kadar inkiibatér ortaminda bekletilmistir.
Biyoaktif cam ile soliisyon arasinda meydana gelen iyon degisim reaksiyonlari
neticesinde, kemik dokunun sahip oldugu Ca/P=1,67 oranina en yakin degere % 20 BG
katkili numunede ulasilmistir (Ca/P=1,60). Uglii numunelerde de bu degere en yakin
sonu¢ PLGA 9/20 sBG/15 NC numunesinde ulasilmistir (Ca/P=1,62). Burada 6nemli etki
biyoaktif cam miktar1 ve mineralizasyon siiresi olup, tiim numunelerde en yiiksek BG
katkili olanlarda daha iyi sonuglar elde edilmistir.

Hidrolitik bozunma deneyleri, numunelerin PBS soliisyonu iginde inkiibator
ortaminda bekletilip haftalik agirlik kayiplari dlgiilerek yapilmistir. Sonuglara gore, saf
polimerlerin (PLGA 8 ve PLGA 9) katkil1 olanlara kiyasla daha hizli bozundugu ve daha
yiiksek agirlik kaybina ugradig: tespit edilmistir. Hidrofilik yapisindan kaynakli olarak
nanoseliiloz katkili numunelerde daha yiiksek oranda bir agirlik kayb1 gozlenirken; s-
biyoaktif cam katkililar daha ge¢ bozunmustur. Uglii numunelere bakildiginda da benzer
bir sonu¢ elde edilmis ve en iyi bozunma PLGA/ 10 sBG/ 15 NC numunesinde
gozlenmistir. Uglii doku iskelelerinde bozunma siireci boyunca ayrica pH degisimine de
bakilmistir. Saf PLGA’nin pH degisim grafigi asidik bozunma {iriinleri olan laktit ve
glikolite bagli olarak bir diisiis egilimi gostermistir. Uglii doku iskelelerinde pH
degisiminde belirleyici etken sBG katkist olup, baslangicta biyoaktif camin alkali
yapisindan kaynakli pH degerinde bir yiikselme meydana gelmis, ancak ilerleyen

haftalarda bu yiikselme yerini diisiise birakmis ve fizyolojik seviyeye ulagsmistir.
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Uclii doku iskelelerine 24 saatlik bir sisme testi uygulanmistir. Doku
iskelelerindeki diisiik SBG igeriginin, kompozit iskelelerin PBS emiliminin artmasina
neden oldugu, tam tersi etki olarak ise yiiksek NC igeriginin emilimin artmasina neden
oldugu gorilmektedir. Burada daha yiliksek miktarlarda NC’nin hidrofilik olmasi
sebebiyle yapimin 1slanabilirligini arttirdigi, absorpsiyon davranigini etkiledigi ve su
tutma kapasitesini artirdig1 goriilmektedir.

Hiicre deneylerinde, hFOB 1.19 insan benzeri osteoblast hiicre hatt1 ile L929
fibroblast hiicre hatti kullanilmistir ve hiicreler belirli bir siire besi ortaminda
bekletildikten sonra sitotoksisite testine tabi tutulmustur. 24 saat ve 72 saatlik siirelerin
sonunda numunelerin hepsinde hiicre canliliklar1 1ISO-10993 standardina uygun olarak
%70’in iizerinde bulunmustur. Ayrica 72 saatlik siire sonunda hiicre proliferasyonunun
artmis olmasi, nanoseliiloz oraninin yiiksek oldugu numunelerde ve tiim numuneler i¢in
biyoaktif cam varliginin osteoblast hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde indiiktif bir
etkiye sahip oldugunu kanitlanmistir. Floresan mikroskop goriintiilerine bakildiginda da
nanoseliiloz orani yliksek numunelerde canli hiicrelerin oran1 yiiksek ¢ikmaistir.

Deneysel caligmalar neticesinde iiretilen doku iskelelerinin viicutla uyumlu ve
biyobozunur oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica sahip oldugu yapisal ve mekanik
ozellikleri ile ideal bir doku iskelesi i¢in yeterli oldugu da deneysel olarak ispatlanmistir.
Tiim bu ozellikler goz 6niine alindiginda ti¢lii numuneler igerisinde nanoseliiloz orani
yiiksek olan PLGA 9/10 sBG/15 NC ve PLGA 9/20 sBG/15 NC daha 6n plana
cikmaktadir. Deneysel ¢alismada kullanilan katki maddelerinden biri olan nanoseliillozun
apatit olusum deneylerinde zayif 6zellikler sergilemesi nedeniyle yiizeyine uygulanacak
bir modifikasyon islemi ile bu 06zellik gii¢lendirilebilir. Ayrica doku iskelelerinin
gozenekliligini iyilestirmek adina kullanilan porojenin (tuz, seker vs.) boyutu
degistirilerek denemeler yapilabilinir. Deneyin hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda kullanilan
hiicre grubunun 6nce osteosarkom (kanser hiicresi) daha sonra mezenkimal kok hiicresi
olarak denenmesi, hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi gibi ¢alismalar tizerinde daha
fazla deneysel ¢alisma yapilabilir ve gelinen son noktada doku iskelelerinin insan
viicuduna implantasyonu Oncesi son agsama olan in vivo hayvan deneyleri ile ¢calismalar

surdurilebilir.
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