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KEMIiK DOKU MUHENDISLIiGI iICIN BOR KATKILI
BiYOSERAMIK/PVDF-PCL KOMPOZIT ISKELELERIN
GELISTIRILMESI VE IN VITRO ETKINLIGININ BELIRLENMESI

OZET

Sunulan tez ¢aligmasinda, sentezlenen kalsiyum fosfat ve kalsiyum silikat esash
biyoseramik tozlarin bor ile katkilandirilmasi, katkili tozlarin poliviniliden floriir ve
polikaprolaktona dahil edilmesi ile ¢oziicii olmayan indiiklenmis faz ayrimi ve
ardindan dondurarak kurutma yontemleri kullanilarak c¢ok g¢esitli o6zelliklerde
membran doku iskelelerinin iiretimi ve kemik rejenerasyonunu destekleyen alternatif
iskelelerin kemik doku olusturma potansiyellerinin degerlendirilmesi amaglanmuistir.
Bu amaca yonelik olarak tez ¢aligmasinin ilk boliimiinde, bor katkili bifazik kalsiyum
fosfat tozlari 1slak kimyasal yontem ve 1s1l islem proseslerini igeren ardisik yontem ile
sentezlenmistir. Sentezlenen tozlarin morfolojisi taramali elektron mikroskobu ile
incelenmis, kimyasal yapist X-1s1n1 kirinimi analizi ile dogrulanmis, parcacik boyut
analizi ve yogunluk 6l¢iimleri gerceklestirilmistir. Sentezlenen farkli oranlarda bor
katkili bifazik kalsiyum fosfat tozlarinin poliviniliden floriire dahil edilmesiyle
kompozit iskeleler {iiretilmis ve iiretilen iskelelerin yapisal, morfolojik, termal,
mekanik ve biyolojik karakterizasyonlar1 gercgeklestirilmistir. Calismanin ikinci
boliimiinde, ¢dziicli olmayan indiiklenmis faz ayrimi yontemiyle iretilen segilen
oranda bor katkili bifazik kalsiyum fosfat ve poliviniliden floriir igceren iskelelerde
onemli bir lretim parametresi olan koagililasyon banyo sicakliginin iskelelerin
morfolojisi, kristalligi, B-faz olusumu, mekanik ve biyolojik 6zellikleri {izerindeki
etkileri incelenmistir. Calismanin {i¢iincii boliimiinde ise, bor katkili bagdadit tozlar
sol-jel ve 1s1l islem proseslerini igeren ardisik yontem ile sentezlenmis ve
karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Sentezlenen bor katkili bagdadit tozlarinin,
secilen koagililasyon banyo sicaklifinda ¢o6ziicii olmayan indiiklenmis faz ayrimi
yontemiyle tretilen poliviniliden floriir esash iskeleler {izerindeki etkileri ¢esitli
karakterizasyonlar ile degerlendirilmistir. Secilen oranda bor katkili bagdadit
tozlarmin poliviniliden floriir ile birlikte polikaprolakton esasli kompozit iskeleler
tizerindeki etkileri, ¢esitli testler ile incelenmistir. Bor katkili biyoseramik tozlar,
kompozit doku iskelelerinin yapisal, morfolojik, termal, mekanik ve biyolojik
ozelliklerini 6nemli Ol¢iide etkilemistir. Sentezlenen tozlar ile polimer matris
arasindaki molekiiler etkilesimler ve kimyasal baglarin varlig1 gosterilmistir. Uretilen
tim kompozit iskelelerin gozenek yapilarimin goriilen smirlar ig¢inde oldugu
gdzlenmistir. Iskelelerin mekanik dayaniminin dogal kemikle mekanik olarak uyumlu
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, sentezlenen tozlarin kompozit iskelelere dahil
edilmesi, gosterdikleri in vitro biyoaktivite ile kompozit iskelelerin apatit biiylime
kapasitesini onemli 6l¢iide destekledigini ortaya koymustur. Kompozit iskelelerin in
vitro sitotoksisite olmaksizin hiicre canliligi ve ¢ogalmasini destekledigi, hiicre
yapisma afinitesi ve biyouyumlulugunun saf poliviniliden floriir esasli iskelelerden
daha yiiksek oldugu, gergeklestirilen ileri in vitro testler ile gosterilmistir. Sonug
olarak, iiretilen membran formundaki poliviniliden floriir esasli kompozit doku
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iskelelerinin, iskele malzemesinden beklenen Ozellikleri karsilama potansiyelinin
yiiksek oldugu ve kemik doku miihendisligi uygulamalari i¢in alternatif bir yap1 olarak
kullanilabilecegi degerlendirilmistir.

Anahtar kelimeler: Bor, Bifazik kalsiyum fosfat, Bagdadit, Poliviniliden floriir,
Polikaprolakton, Coziicii olmayan indiiklenmis faz ayrima.

XViii



DEVELOPMENT OF BORON-DOPED BIOCERAMIC/PVDF-PCL
COMPOSITE SCAFFOLDS FOR BONE TISSUE ENGINEERING AND
DETERMINATION OF THEIR IN VITRO EFFICACY

SUMMARY

In the presented thesis study, membrane scaffolds with different properties by doping
boron to synthesized calcium phosphate and calcium silicate-based bioceramic
powders incorporating the powders into polyvinylidene fluoride and polycaprolactone
were produced. The aim was to evaluate the bone tissue formation potential of
alternative scaffolds that support bone regeneration produced using non-solvent
induced phase separation and then freeze drying methods. For this purpose, in the first
chapter of the thesis, boron doped biphasic calcium phosphate powders were
synthesized by a sequential method including wet chemical technique and heat
treatment processes. The morphology of the synthesized powders was examined by
scanning electron microscope, the chemical structure was confirmed by X-ray
diffraction analysis, particle size analysis and BET density measurements were
performed. Composite scaffolds were produced by adding the synthesized boron
doped biphasic calcium phosphate powders into polyvinylidene fluoride at different
ratios, and structural, morphological, thermal, mechanical and biological
characterizations of the scaffolds were performed. In the second chapter of the study,
the effects of coagulation bath temperature, which is an important production
parameter, on the morphology, crystallinity, B-phase formation, mechanical and
biological properties of scaffolds containing boron-doped biphasic calcium phosphate
and polyvinylidene fluoride produced by non-solvent induced phase separation
method were investigated. In the third chapter of the study, boron-doped baghdadite
powders were synthesized and characterized by a sequential method including sol-gel
and heat treatment processes. The effects of the synthesized boron-doped baghdadite
powders on polyvinylidene fluoride-polycaprolactone scaffolds produced by non-
solvent induced phase separation method at the selected coagulation bath temperature
were evaluated with various characterizations. The effects of boron-doped baghdadite
powders on composites were also investigated with more detailed in vitro tests. Boron-
doped bioceramic powders significantly affected the structural, morphological,
thermal, mechanical and biological properties of composite scaffolds. The molecular
interactions and chemical bonds between the synthesized powders and the polymer
matrix were demonstrated. It was observed that the pore structures of all the produced
composite scaffolds were within the observed limits. It was determined that the
mechanical strength of the scaffolds was mechanically compatible with native bone.
In addition, the incorporation of the synthesized powders into the composite scaffolds
revealed that the in vitro bioactivity significantly supported the apatite growth ability
of the composite scaffolds. It was shown that by further in vitro tests the composite
scaffolds supported cell viability and proliferation without cytotoxicity, and that the
cell adhesion affinity and biocompatibility were higher than those of pure
polyvinylidene fluoride-based scaffolds. As a result, it was evaluated that the produced
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membrane form polyvinylidene fluoride-based composite scaffolds have a high
potential to meet the expected properties of the scaffold material and can be used as
an alternative structure for bone tissue engineering applications.

Keywords: Boron, Biphasic calcium phosphate, Baghdadite, Polyvinylidene fluoride,
Polycaprolactone, Non-solvent induced phase separation.
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1. GIRIS VE AMAC

Kemik hasarlari, diinya ¢capinda milyonlarca insanin yasam kalitesini etkileyen 6nemli
saglik problemleridir. Bu problemler, kemik yapisi ve fonksiyonlari izerindeki genetik
anormallikler, yeniden sekillenmede bozukluk, D vitamini eksikligi, fosfor, kalsiyum
ve hormonal dengesizlik gibi ¢esitli faktorler nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir [1,2].
Kritik boyutlardan kiiciik yaralanmalarda kemik, kendini yenilenme potansiyeline
sahiptir. Kemik greftleri, kendini yenileyemeyecegi kritik hata boyutundan biiyiik
kirik veya kusurlara sahip olan kemigin fonksiyonlarinin eski haline getirilmesinde
yaygin olarak kullanilmaktadir [3,4]. Ancak, greftleme tekniklerinin donor saha agrisi,
inflamasyon, greft reddi, hematom olusumu ve patojen gegisi gibi ¢esitli dezavantajlari
vardir [2]. Bu noktada, geleneksel yontemlerin iistesinden gelebilecek potansiyeli
tastyan bir tedavi yontemi olarak kemik doku miihendisligi yaklasimi giindeme
gelmektedir [5]. Bu yaklasim, biyomalzeme, hiicre ve biyosinyal molekiillerin
etkilesimini temel alan, dokularin en 1yi sekilde taklit edilerek fonksiyonel kemik
yenilenmesini amaglayan ve giiniimiizde {izerinde en ¢ok calisilan disiplinlerarasi bir

alan1 icermektedir [6].

Kemik doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilacak olan biyomalzemelerin
tretimi ve doku iskelelerinde kullamilabilirligi diinya capindaki arastirma gruplari
tarafindan calisilmaktadir. Hastalikli kemigin yapisini ve islevini eski haline getirmek
icin kemik benzeri Ozelliklere sahip yeni biyomalzemelerin gelistirilmesine olan
ithtiyac giin gectikce artmaktadir [7]. Bu durum, biyomalzeme konular iizerine olan
calismalarin artmasia neden olmaktadir. Ideal doku iskelesi malzemesinin yiiksek
mekanik mukavemet ve biyouyumluluga sahip olmasi bu alandaki zorluklardir [8].
Bununla birlikte, dogal kemik ekstraselliller matriksteki (ECM) c¢esitli
makromolekiiller aracilifiyla “piezoelektrik” olarak bilinen elektriksel ylizey yiikii
iretebilir [9,10]. Elektriksel yiizey yiikii stimiilasyonu ile iskelelerdeki hiicrelerin
sinyallerle  uyarilmasi, osteoblastik  hiicrelerin  biiylimesini, ¢ogalmasini,
farklilasmasini ve adezyonunu koruyarak kemik rejenerasyonunun desteklenmesinde

hayati bir rol oynamaktadir [10,11].



Piezoelektrik biyomalzemeler arasinda poliviniliden floriir (PVDF), yiiksek
biyouyumluluk, termal kararlilik, kolay islenebilirlik ve ferro, piro ve piezo elektrik
Ozelliklerden olusan {istiin elektroaktivitesi nedeniyle genis bir potansiyel uygulama
yelpazesine sahiptir [10-14]. Buna ek olarak, PVDF esasli doku iskeleleri, dogal
ECM'in yapisin1 ve elektriksel tepkisini taklit etmenin yani sira yeni kemik
olusumunu ve osteojenik hiicre farklilagmasini desteklemesi nedeniyle klinik 6neme
sahiptir [15-18]. PVDF’nin B fazi, diger kristal fazlariyla karsilastirildiginda en ytiksek
piezoelektrik o6zellikleri sunmaktadir [12,13]. Polikaprolakton (PCL) ise, yiiksek
biyouyumlulugu, biyobozunurlugu ve islenebilirliginden dolayr kemik doku
uygulamalari i¢in elverisli bir malzemedir [19-23]. Biyouyumlulugu Amerikan Gida
ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan onaylanan PCL, doku iskelesi malzemesi olarak
biiyiik bir potansiyele sahiptir [23-25]. Bunun yan1 sira, viicutta yeni kemik olusumuna
benzer bir oranda bozunma oOzelligine sahip olan PCL’un bozunma kinetigi
Ongoriilebilmekte ve bozunma yan iriinleri toksik etki gostermemektedir [26-29].
Bununla birlikte, PVDF ve PCL’yi iceren bir doku iskelesinin iiretimi, elektroaktif

malzemelerin bozunabilirlik ve osteo-iletkenlik avantajlarini ortaya ¢ikarabilir.

Hastalikli kemigin rejenerasyonunda, biyoaktif seramiklerin ¢esitli polimer matrislere
dahil edilmesi, iskelelerin mekanik ve biyolojik 6zelliklerini modiile etmek i¢in etkili
bir stratejidir [30-32]. Hidroksiapatit (HA, Cai0(PO4)s(OH)2) ve betatrikalsiyum fosfat
(B-TCP, Ca3(POs);) gibi kalsiyum fosfatlar (CaP), giicli biyoaktiviteleri,
biyouyumluluklari, kimyasal ozellikleri ve dogal kemigin mineral bilesenlerine
benzerlikleri nedeniyle biyomalzeme alaninda en c¢ok calisilan seramiklerdir
[11,33,34]. HA ve B-TCPmin 06zelliklerini alarak elde edilen bifazik kompozit
kalsiyum fosfat (BCP) seramikleri, saf HA ve B-TCP'ye gore kemik rejenerasyonunda
daha yeteneklidir [35,36]. Ek olarak BCP, gozenekliligi kontrol ederek farkli mekanik
konfigiirasyonlar elde etmek i¢in uyarlanabilir ve ¢ok islevli bir malzeme haline
getirilmek i¢in diger malzemelerle birlestirilebilmektedir [34]. Dogal kemik
dokusundaki CaP ise, yapisinda Na*, K*, Mg**, F", Cl- ve COs*" gibi bir ¢ok iyon igerir.
Sentetik CaP'e iyon katkilama, kemik hastaliklarinin tedavisinde dogal kemigin
gerceket bir sekilde taklit edilmesine ve istenen 6zelliklerde materyallerin iiretilmesine
katkida bulunan bir yaklasimdir [37]. Bununla birlikte kalsiyum fosfatlarin
dezavantajlar1, kemik ile diisiik reaktiflik ve viicut i¢indeki yavas bozunma olarak

sayilabilir. [38]. Kalsiyum silikatlar ise, yiiksek biyoaktivite ve mekanik dayanim



gostermelerinden 6tiirii kemik doku iskelesi olarak kullanim i¢in biiyiik potansiyeller
barindirmakla birlikte, kalsiyum fosfatlarin alternatifleri olarak goriilmektedir [39].
Ayrica, in-vitro ve in vivo aktiviteleri karsilastirildigi zaman gosterdikleri bozunma
hiz1, kontrol edilebilir yliksek mekanik 6zellikleri nedeniyle akermanit (CaxMgSi>O7),
bagdadit (CazZrSi209) ve mervinit (CasMgSi»0Og) gibi kalsiyum magnezyum silikat
esaslt seramiklerin kemik doku uygulamalari i¢in timit verici oldugu yapilan
arastirmalarda gosterilmistir [38,40,41]. Ozellikle bagdadit (BAG)'mn icerdigi
kalsiyum ve silisyumun yani sira, sahip oldugu zirkonyum nedeniyle miikemmel
mekanik ve biyolojik ozellikler ile kalsiyum fosfatlara gore gelismis hiicre etkilesimi
gosterebilecegi dusiildigi i¢in kemik doku uygulamalarinda kullanilacak doku
iskeleleri i¢in uygun bir malzeme olarak goriilmeye baslanmistir [42]. Diger bir
taraftan, biyoseramik tozlara yapilacak katkilarin, tozlarin 6zelliklerini ve
morfolojilerini  degistirdigi  bilinmektedir [43-46]. Ozellikle, kemik doku
mithendisliginde kullanilmak i¢in sentezlenen malzemelere yapilan katkilarin séz
konusu malzemelerin biyoaktivitesini ve mekanik o6zelliklerini artirdigi yapilan

arastirmalarca kanitlanmustir [44, 47].

Biyomalzemelere yapilan katki malzemeleri igerisinde 0Ozellikle bor, kemigin
olusumu, biiyiimesi ve korunmasi iizerindeki olumlu etkilerinin yani sira bir¢ok
biyolojik siireci etkileyen umut verici eser elementlerden biridir [48-50]. Matriste bor
elementinin iyon halinde bulunmasinin osteoblast benzeri hiicrelerin proliferasyonu ve
farklilagsmas1 lizerinde olumlu etkileri mevcuttur [37, 51-53]. Ayrica bor, molekiiller
arasinda capraz baglar kurarak kristal yapiyr giliclendirmekle birlikte, mekanik
stabiliteyi arttirmaktadir [54]. Ancak, borun doku iskeleleri tizerindeki piezoelektrik,

mekanik ve biyolojik etkisini anlamak i¢in daha fazla ¢aligmaya ihtiyag vardir.

Uygun 6zelliklere sahip doku iskelelerinin iiretiminde kullanilan ¢ok ¢esitli teknikler
arasinda, ¢0ziicli olmayan faz ayrimi1 (NIPS) olarak adlandirilan daldirma ¢okeltme,
farkli iskele morfolojilerinin kontrollii, tekrarlanabilir ve Olgeklenebilir sekilde
hazirlanmasin1 saglamasiyla one ¢ikmaktadir [55]. NIPS yonteminin kullanimi,
membran doku iskelelerinin basit ve hizli bir sekilde iiretimine olanak tanimasiyla
oldukca avantajlidir [14]. Dokiim ¢ozeltisinin bilesimi, ¢oziicii ve ¢dziicli olmayan
tiirler, koagiilasyon banyosu ortami ve sicaklig1 gibi membran iskelesinin 6zelliklerini
etkileyebilecek gesitli kosullar vardir [56]. Bunlar arasinda koagiilasyon banyosunun

sicakligi en etkili olamidir [14]. Koagiilasyon banyosunda yiiksek sicakliklara



¢ikmanin istenen yliksek poroziteye sahip asimetrik morfolojinin ortaya ¢ikmasini
kolaylastirdig1 rapor edilmistir [57]. Bununla birlikte, NIPS yonteminin membranlarda
liretimine ait ¢alismalar olmasina ragmen, doku iskelesi iiretiminde kullanimi ve bu
yontemde sicakligin kompozit doku iskelelerinin son 6zellikleri iizerine etkisi lizerine

yapilan ¢alisma sayisi oldukca sinirlidir.

Uygulama agisindan ¢ok ¢esitli 6zelliklere sahip doku iskeleleri iiretmek amaciyla ¢ok
sayida ¢aligma yapilmasina ragmen, halen iiretim yontemi ve biyomalzeme iligkisi tam
olarak belirlenememistir. Gelistirilmis mekanik dayanima ve iyilestirilmis biyolojik
ozelliklere sahip yapilarin alternatif yontemlerle iiretimi, kemik doku uygulamalari
icin oldukc¢a onemlidir. Sunulan tez g¢aligmasinin amaci, kemik doku yenilenmesini
destekleyecek 6zelliklere sahip bor katkilt BCP/BAG takviyeli PVDF-PCL esasli doku
iskelelerinin {iretimi ve kemik doku uygulamalarinda kullanilacak membran doku
iskelelerinin elde edilmesidir. Bu amaca yonelik olarak, BCP ve bagdadit tozlarinin
sentezi gergeklestirilmistir. Sentezlenen tozlar PVDF’e takviyelendirilerek bu
malzemelerin sahip oldugu o6zelliklerin birlestirilmesi ve bu malzemeler bor ile
katkilandirilarak yiiksek gézeneklilik icerigi, kuvvetli destek yapist ve kemikle yiiksek
baglanma yetenegi gibi spesifik Ozelliklere sahip doku iskelelerinin tiretimi, NIPS
yontemi ile gerceklestirilmistir. Boylece, alternatif doku iskelesi gelistirilmesi
konusunda hem biyomalzeme hem de {iretim yontemi gelistirilmeye caligilmistir. Tez
caligmasi1 kapsaminda iiretilen mekanik ve biyolojik 6zellikleri iyilestirilmis membran
doku iskelelerinin, kemik doku miihendisligi uygulamalarinda imit vaat eden bir

malzeme olacagi degerlendirilmistir.

1.1 Genel Bilgiler

Bu boliimde, sunulan tez c¢aligmasinin temelini olusturan konularla ilgili literatiir
bilgileri; kemik dokunun yapis1 ve 6zellikleri, kemik hasarlarinda tedavi yontemleri,
kemik doku miihendisligi yaklasimi ve doku iskeleleri olmak {izere dort ana baslik
altinda 6zetlenmistir. Ik boliimde, kemik dokunun yapisi ve ozellikleri ile kemik
hiicreleri ve yeni kemik olusumu hakkinda bilgilere yer verilmistir. Ikinci béliimde,
kemik hasarlarinda tedavi yontemleriyle ilgili genel bilgilerin ve li¢lincii boliimde
kemik doku miihendisligi yaklasimiyla ilgili aciklamalar yapilmistir. Bu yaklagimin
temel bilesenlerinden biri olan doku iskeleleriyle ilgili bilgilere ise dordiincii boliimde

yer verilmistir. Buna ek olarak, doku iskelelerinde kullanilan PVDF, PCL



biyopolimerleri ile BCP ve BAG biyoseramiklerinin yapisi, 6zellikleri ve kemik doku
olusumu tizerine etkilerine yonelik literatiir bilgilerinden bahsedilmistir. Ayrica, katki
olarak ilave edilen bora deginilmistir. Doku iskelelerinin liretimi i¢in kullanilan ¢esitli
yontemler ve tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan olan NIPS yontemi de bu boliimde

anlatilmastir.

1.1.1 Kemik dokunun yapisi ve 6zellikleri

Iskelet sisteminin bir bileseni olan kemik, yasam siiresince viicudu yapisal olarak
desteklemekle birlikte, hareketi kolaylastirir ve viicuttaki diger dokularin korunmasini
saglar [58]. Kemik; kemik doku, kemik iligi ve bunlari ¢evreleyen bir bag doku olan
periosteumdan olusan sert ve dinamik bir dokudur [59]. Makroskaladan alt
nanoskalaya kadar kadar degisen dlgeklerde uyum iginde ¢alisan bilesenleri igeren

kemik doku, hiyerarsik bir yapisal diizenlemeye sahiptir [60].

Kemigin makroskobik yapisi, kortikal (kompakt) ve trabekiiler (stingerimsi)
kisimlardan olusur. Kortikal kemik, sert ve yogun bir kabuk bdlgesi olup iskelet
kiitlesinin ~%=80’ini olusturur [61]. Uzun kemiklerin dig bolgesini olusturan kortikal
kemik, mekanik ve koruyucu fonksiyondan sorumludur [62]. Iskelet kiitlesinin
~%20’sini olusturan trabekiiler kemik ise, uzun kemiklerin orta kisminda bulunur ve
metabolik fonksiyonu iistlenir [61,62]. Kemigin mikroskobik yapisi, sert bir hiicre dis1
matris (ECM), su ve kemik hiicrelerinden olusur. Oldukga sert bir yapida olan ECM,
diizenli olarak yerlesmis halkalardan olusan kanallar ile beslenmeyi saglar. Bu
halkalar, 3-7 pm kalinliginda olup, Havers kanallarinin etrafinda diizenli dairesel bir
yap1 olusturur. Havers kanallari, kan damarlari, lenf damarlar1 ve sinirleri igerir.
Kemigin boyuna dik uzanan damarlar ise Wolkman kanallar1 denilen bosluklara
yerlesmistir. Bu es merkezli dairesel yapilar, osteonlar, dis zar olan periostun altindaki
dis cevresel lameller, i¢ zar olan endosteumun etrafindaki i¢ ¢evresel lameller ve
interstisyel lamelleri igerir. Kortikal kemigin temel birimi olan osteonlar, 200-250 pm
capindaki silindirik yapilar olup, 20-100 pm c¢apindaki kanallari, bu kanallarin
etrafindaki 3-7 pm kalinhigindaki lamelleri ve her bir lamelde bulunan lakiin ve
kanalikdilleri kapsar. Disg ve i¢ fiber katmanlarindan olusan periosteum, kemigin
onarimi, biiylimesi ve beslenmesi icin Odnemlidir. Periosteumun dis fiber katman,
kolajen lifler ve bag dokunun temel hiicreleri olan fibroblastlardan olusur.

Periosteumun icteki katmaninda ise, kemigin ana hiicreleri olan osteoprojenitor



hiicreler bulunur [63]. Kemik iligi boslugunu ve kortikal kemigin kanallarini

cevreleyen ince bir bag dokusu olan endosteum ise, periosteumun altinda bulunur

[64,65]. Kemigin hiyerarsik yapial organizasyonu Sekil 1.1°de sunulmustur.
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Sekil 1.1 : Kemigin hiyerarsik yapisal organizasyonu [60].

Kemigin nanoyapisi incelendiginde ise, kalsifiye ara maddesi olan ECM’nin organik

ve inorganik bilesenleri bulunur. Organik yapi, kemigin kuru agirliginin ~%35’ini

olustururken, inorganik yapi1 ~%~65’ini olusturur. Organik bilesenin %90’1n1 67 nm

araliklarla yerlestirilmis 50-70 nm ¢apinda ¢apraz bagl liflerden olusan kolajen tip 1

(COL-]) lifler olusturur. Kemigin kompozisyonu Cizelge 1.1°de sunulmustur.

Cizelge 1.1 : Kemigin kompozisyonu [66].

Inorganik faz %ag.  Organik faz Toag.
Hidroksiapatit ~ 60 Kolajen ~ 20
Karbonat ~4 Su ~9
Sitrat ~ 0,9 Kolajen olmayan proteinler ~3
(osteokalsin, osteonektin,
osteopontin, trombospondin,
morfogenetik proteinler,
siyaloprotein, serum proteinleri)
Sodyum ~ 0,7
Magnezyum ~0,5
Diger eser Digerleri: Polisakkaritler, lipitler,
elementler: Ccl, F, sitokinler
K* Sr**, Pb**, Zn**, Cu*", Birincil kemik hiicreleri:
Fe>* osteoblastlar, osteositler,

osteoklastlar.




1.1.1.1 Kemik hiicreleri ve yeni kemik olusumu

Kemik, sert ve mineralize bir doku olmasina ragmen kan damarlar1 ve ¢esitli hiicre
tiplerini i¢eren canli bir dokudur [67]. Kemik dokunun olusumu, siirekliligi ve yeniden
diizenlenmesinde gorev alan hiicre tipleri, osteoprojenitor (osteoblast Onciilii) hiicreler,
osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlardir. Osteoprojenitdr hiicreler, gelismekte olan
embriyoda goriilen bag dokusunda bulunan mezenkimal hiicrelerden kdken alan ve
organik matriste kemigin korunmasini saglayan hiicrelerdir. Bu hiicre tipleri,
periosteumun i¢ tarafinda, endoesteum ve haversian kanallarinda bulunurlar. Sekil
olarak fibroblastlara benzeyen osteoprojenitor hiicrelerin bir kismi, kemigin biiyiime
doneminde mitoz boliinme ile farklilasarak mezenkimal hiicrelerden osteoblastlara
dontisiirler [67]. Osteoprojenitor hiicrelerden koken alan osteoblast hiicreleri, tip 1
kolajen, glikoproteinler, proteoglikanlar ile osteokalsin, osteonektin ve osteopontin
gibi organik matris bilesenlerinin sentezinden sorumludur. Osteoblastlar endoplazmik
retikulum, golgi ve salg1 vezikiillerine sahip olup, sentezledikleri organik matris
bilesenlerinin yani sira osteoblastlarin aktif olduklarini gésteren 6nemli bir enzim olan
alkalin fosfataz (ALP) salgilarlar. Bu enzim, kalsiyumun kalsiyum fosfat halinde
matriste ¢okmesini saglayarak matrisin kalsifikasyonunda (kireglesmesinde) gorev
alir. Matris kalsifiye oldugunda, lakiina adi verilen boslukta osteoid adi verilen
kalsifiye olmamis doku ile ayrilir. Kisa uzantilarla komsu osteoblastlara tutunan
osteoblast hiicreleri, salgiladiklar1 bu osteoid doku igerisinde gomiilii kalarak matris
kalsifiye oldugunda metabolik faaliyetlerini azaltirlar. Osteoblastlarin etrafi salgiladigi
ECM ile cevirilince osteoblastlar, osteositlere doniisiir [67,68]. Kalsifiye matris
icerisinde kalan, metabolik faaliyetleri azalan osteoblastlardan farklilasan ve
osteoblastlar gibi boliinme yetenekleri bulunmayan osteositler, olgun kemikte en fazla
bulunan hiicre tipidir. Sitoplazmik uzantilara sahip olan osteositler, komsu osteosit
hiicreleriyle iyon ve molekiil aligverisi gergeklestirirler. Ayrica, kalsifiye matriste
besin maddelerini, kalsitonin, paratiroid gibi hormonlarini ve siklik adenozin fosfat,
insiilin benzeri biliyime faktorlerini salgilayarak hiicreden hiicreye transdiiksiyonu
saglarlar. Kemik dokunun canli kalabilmesi osteositlerin varligi ile miimkiindiir.
Yaglanip Olen osteositlerin bulunduklar1 yerdeki matris bozulmaya baslar ve
osteoklastlar tarafindan eritilip rezorbe edilir. Osteoklastlar, makrofaj ve monositlerin
onciilii olan graniilosit-makrofaj koloni olusturma birimleri olarak bilinen kemik iligi

hematopoietik kok hiicrelerinden koken alan hiicrelerdir [69]. Kandan gelen



monositlerin birlesmesi ile olusan osteoklastlar, mitoz bolinme ile c¢ogalir.
Osteoblastlar, igerdikleri lizozomal enzimleri sitoplazmik uzantilar bulunan
yiizeylerinden hiicre disina vererek kemigi eritmeye calisirken, kemik rezorbsiyonun
oldugu bolgelerde Howship lakiinalar1 adi verilen ¢ukurlar acarlar. Bu esnada yeni
kemik doku da yapabilen osteoblastlar, kemik dokunun yaslanip yipranan kisimlarini
ortadan kaldirip yerine yenisini yapabilmesini saglarlar. Kemik rezobsiyonundan
sonra, apoptozis olarak bilinen hiicre 6liimiine ugrarlar [67,70]. Kemiklesme olarak
da bilinen yeni kemik olusumu, intramembranéz ve endokondrial olmak iizere iki

farkl: stiregle gelisir [66].
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Sekil 1.2 : Intramembrandz kemiklesme siireci [71].

Intramembrandz kemiklesme, embriyodaki mezenkimal bag dokusu yapisindan
farklilasarak olusan kemik olusumudur. Bu tip kemik olusumu; organizmada kafatasi,
sternum, pelvis gibi yass1 kemikler, yiiz kemikleri, mandibula ve maksillanin bazi
boliimleri ile kisa ve uzun kemiklerin kompakt kisimlarinda goriiliir. Mezenkimal
hiicreler, osteoblastlara farklilasarak kemik matrisi olustururlar. Olusan kemik
spikiilleri ve trabekiiler kemik yapilari, primer kemik merkezi olarak adlandirilir.
Kalsifikasyon ve osteoid olusumunda sonra, matris iginde kalan osteoblastlar
osteositlere doniisiir. Kalsifiye olmayan i¢ ve dis kisimlarda ise mezenkimal hiicreler,
periosteum ve endosteuma doniiserek kompakt tabakayi olustururlar. Mezenkimal
hiicrelerin mitoz boliinerek cogalmasi ile osteoprojenitdr hiicreler ve osteoblastlar
olusarak, yeni kemik olusumunu devam ettirirler. Ozetle, intramembrandz kemik
olusumu, kan damarlar1 etrafinda kiimelesen mezenkimal hiicrelerin osteoblastlara

doniiserek kemik matrisini sekillendirmesi ve kapillerden osteoid dokuya kalsiyum ve



fosfat iyonlar1 tasinmasi ile kalsifikasyonun saglanmasi seklinde gergeklesir [71].

Intramembrandz kemiklesme siireci Sekil 1.2°de sematize edilmistir.

Endokondrial kemiklesme ise, hiyalin kikirdak bir iskeletin olugsmasini takiben bu
yapinin biiyliyerek rezorbsiyonun gerceklesmesi ile kemik olusumudur [6, 72]. Bu tip
kemik olusumu; vertebral kolon, pelvis ve ekstremite kemiklerinde goriiliir.
Endokondrial kemiklesmede, hiyalin kikirdak modelin olusumunun ardindan kikirdak
matrisini Uireten hiicreler olan kondrositler, hiicre biiylimesi nedeniyle hipertrofi olarak
bilinen, dokunun lokal bir genisleme gdstermesi sonucu kalsifiye hale gelir. Kikirdak
modelin diyafiz bolgesinde, kikirdagi orten perikondriyum damarlanir. Buradaki
mezenkim hiicreleri boliinerek osteoprogenitor hiicrelere, onlar da osteoblastlara
farklilasirlar [67,73]. Yeni osteoblastlar, kemik matrisi salgilar ve osteositlere
doniisiirler. Intramembrandz kemiklesme yoluyla kondrositlerin dejenere olmalarina
neden olan bir kemik manget olusur. Bu dejenerasyonun sebebi, olusan kemik
mangetin  perikondriyumdaki kan damarlarindan ¢ikan besin maddelerinin
difiizyonunu engellemesi ve bu yolla beslenen kondrositlerin beslenemeyip
bozulmalaridir. Bu sirada periosteum olarak adlandirilan kemik mantesini saran zarda
beliren osteoklastlar ile periosteal delikler acilir. Bu delikler, osteoprojenitor hiicreler,
hematopoetik hiicreler ve kan damarlari ile kikirdak modele gerekli besin ve oksijen
saglar. Damarlarla gelen kalsiyum ve fosfat iyonlarinin alkalen fosfataz araciligiyla
birlesip kikirdak matrise ¢okmesiyle diyafizde bir kemiklesme merkezi olusur.
Osteoprogenitor hiicrelerin osteoblastlara farklilasmas1 ve osteoblastlarin kemik
matrisi salgilamasi ile birincil kemiklesme (ossifikasyon) merkezi sekillenir. Bu
kemiklesme merkezinin biiyiimesi sirasinda aktif halde olan osteoklastlar, kemik doku
tizerindeki ignemsi ¢ikintilar olan spikiilleri rezorbe ederek kemik iligi boslugunu
meydana getirirler. Bu bosluk, kikirdak modelin kemiklesmesi ve uzamasi
tamamlanincaya kadar epifizlere dogru biiyiir. Bu islem ilerledik¢e epifizyal plaklar
disindaki kikirdaklar kemiklesmis olur. Epifiz kisimlarindaki ikincil kemiklesme,
diyafizlerdeki kemik olusumu disinda ayni sekilde gerceklesir. Birincil ve ikincil
kemiklesme merkezleri arasinda bulunan epifiz kikirdagini yapan osteoprojenitor
hiicreler benzer siirecle osteoblastlara doniiserek kikirdak matrisini sentezler. Olusan

kikirdak doku, devamli olarak yerini kemik dokuya birakir [67,71,74].



1.1.2 Kemik doku miihendisligi yaklasim

Kemik dokunun dinamik yapisi, saglikli durumunu korumaya, mekanik ylikler
degistiginde kemigin mimarisini uyarlamaya ve yasam boyunca devam eden yeniden
sekillendirme stireciyle hasarli kisimlar1 onarmaya olanak tanir [75]. Ancak, kemigin
kendi kendini yenileme potansiyeli, travma, enfeksiyon, kemik tiimorleri, kemigin
rezeksiyonu, psddoartroz, dogustan gelen genetik bozukluklar veya yaslanma
nedeniyle olusan kritik boyutlu kemik hasarlarinin onariminda yetersiz kalmaktadir
[76]. Bu hasarlar ¢ogu zaman hastalarin ac1 duymasina ve hareket giicliigii cekmesine
neden olarak yasam kalitesini son derece etkilemektedir. Kemik, kandan sonra
nakledilen ikinci dokudur [76]. Greftleme, kendini yenileyemeyecegi kritik hata
boyutundan biiyiik kirik veya kusurlara sahip olan kemigin fonksiyonlarinin eski
haline getirilmesinde yaygin olarak kullanilan kemik nakli teknigidir. Geleneksel
kemik nakli teknikleri i¢erisinde 6ne ¢ikan otogreft (hastanin kendisinden elde edilen)
ve allogreft (baska bir vericiden alinan) kemik nakli, hastaya ikinci bir cerrahi iglem
yapilmasina ihtiyag duyulmasi, hasarli alanin biiyilikliigii nedeniyle yeterli greftin
allmamamasi, greft reddi, inflamasyon ve patojen gecisi gibi c¢esitli dezavantajlar
nedeniyle etkin bir tedavi saglayamamaktadir [2]. Diger bir taraftan, kemik
hasarlarinin tedavisinde kullanilan kemik cimentosu, ¢esitli metaller ve sentetik
polimerler gibi malzemeler asinmakta ya da dogal kemik gibi davranamamaktadir. Bu
noktada, geleneksel yontemlerin sinirlamalarinin tistesinden gelebilecek potansiyeli
tagiyan bir tedavi yontemi olarak ‘“kemik doku miihendisligi yaklagimi” giindeme
gelmektedir [5]. “Doku miihendisligi” kavrami, Kaliforniya'da diizenlenen bir Ulusal
Bilim Vakfi ¢alistayinda ortaya ¢ikmis ve daha sonra Langer ve Vacanti tarafindan
yeniden gozden gegcirilmistir [6]. Siire¢, dokuya 6zgii olabilen hiicreler, kok hiicreler
veya embriyonik kok hiicreler (otolog veya allojenik); lif, kopiik veya hidrojel gibi
farkli formlarda olabilen matrisler (dogal veya sentetik); ve statik veya dinamik akis
kosullarinda olabilen in vitro kiiltiir sistemleri olmak tiizere lic gruba ayrilmistir.
Ayrica, doku miihendisligi {riinlerinin, mevcut kan damarlarindan yeni kan
damarlarinin gelismesini olarak tanimlanan anjiyogenezi artirabilecek veya yeni doku
olusumuna yardimci olabilecek biliylime faktorlerinin salimi i¢in kontrolli ilag
yiikleme yoOntemlerinin avantajina sahip olabilecegi de belirtilmistir. Kemik doku
miihendisligi, biyomalzeme, hiicre ve biyosinyal molekiillerin sinerjik bir sekilde bir

etkilesimini temel alan ve hasar goren dokularin laboratuvar kosullarinda biyolojik
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replasmanlarini en iyi sekilde olusturarak fonksiyonel kemik yenilenmesini amaglayan
disiplinleraras1 bir alandir [77]. Islevsel dokular olusturmak igin ii¢ boyutlu destek

yapilarinin gelistirilmesi, bu yaklagimin temel hedeflerinden biridir.

1.1.3 Doku iskeleleri

Kemik doku miihendisligi yaklagiminin ii¢ temel bileseninden biri olan doku iskeleri,
kemigin {i¢ boyutlu hiicre dis1 matrisine benzer olarak tasarlanan yapilardir. Doku
iskelelerinin kullanimi hasarli bolgeye yapisal destek saglamakla birlikte, hiicreler igin
uygun bir mikro ortam saglama, biyolojik degisikliklere cevap vermek i¢in hiicre i¢i
sinyaller ile ¢evre doku ile etkilesim kurma ve dogal hiicre dist matrisin yeniden

olusumunu desteklemektedir [77].

Kemik doku rejenerasyonu icin gelistirilen iskelelerin viicut icerisinde fonksiyonel ve
giivenli olarak kullanimi i¢in bazi1 6zelliklere sahip olmasi gerekir. Bu 6zelliklerden en
Oonemlisi, biyouyumluluktur. Biyouyumluluk, biyomalzemelerin canli dokular ile bir
araya geldiginde toksik etki yaratmadan islevini yerine getirmesi, diger bir degisle
viicutla uyusabilir olmasidir. Biyoaktiflik, in vitro kosullar altinda kemik dokuyla
dogrudan bag olusturma yetenegi olup, doku iskelelerinden beklenen bir diger
ozelliktir. Biyoaktif Ozellikteki doku iskeleleri, hiicrelerin uyarilmasi ve hedefe
yonelik metabolitlerin aktif hale gelmesiyle doku yenilenmesini olumlu yonde
etkilemektedir. Ayrica, iskelelerin igsel baglantili ve kontrol edilebilir gdzeneklilige
sahip olmasi, hiicre canlilig1 i¢in gerekli besin maddelerinin ve oksijenin difiizyonunu
saglayacak hiicre gociine izin verebilir. Uygun gozeneklilik ve gozenek dagiliminin
homojenligi; hiicre tutunmasi ve doku gelisimi icin 6zgiil yiizey alanii artirmada
onemli degiskenlerdir [78]. Bununla birlikte, kemik doku yenilenmesinin amaclandig:
uygulamalarda  kullanilan  biyomalzemelerin  osteoinduktif  olmasi,  yani
olgunlagmamis  osteoprojenitdr  hiicrelerin  preosteoblastlara  farklilasmasini
tetikleyerek yeni kemik olusumunu uyaric1 6zellikte olmasi beklenir. Ayrica, doku
iskeleleri hiicrelerin {iremelerini destekleyerek kemigin ii¢ boyutlu yapisinin
olugsmasini saglayan osteokonduktif 6zellik sergilemelidir [79]. Hiicreler kendi hiicre
dist  matrislerini  olusturacak kapasiteye ulastiklarinda ve doku olusumu
tamamlandiginda, doku iskelelerine ihtiya¢ kalmayacaktir. Bu nedenle, doku iskeleleri
islevlerini yerine getirdikten sonra yeni doku olusumunu takiben biyolojik olarak

parcalanabilmeli, yani biyobozunur 0zellik gostermelidir. Dolayisiyla, iskelenin
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bozunma hizinin yeni doku olusum hizi ile es zamanli olmasi kritiktir [80].
Bozunmanin ardindan ortaya ¢ikan yan iiriinler toksik olmamali ve diger organlarla
etkilesime girmeyip metabolizma igerisinde kaybolmalidir. Bu 6zelliklerin yani sira,
kemiklerin iskelet sistemi i¢in sagladigi destek goz oniinde bulunduruldugunda doku
iskelelerinin kemige uygun bir mekanik dayanim gdstermesi gerekir. Kemigin
biyomekanik Ozellikleri Cizelge 1.2°de 0Ozetlenmistir. Bu 6zelliklere sahip
iskelelerinin uygun biyomalzemeler secilerek iiretimi, kemik doku miihendisligi

uygulamalari i¢in olduk¢a 6nemlidir.

Cizelge 1.2 : Kemigin biyomekanik 6zellikleri [66].

Mekanik Ozellikler Kortikal Kemik Stingerimsi Kemik
Y oung modiilii (GPa) 14-20 0,05-0,5
Cekme dayanimi1 (MPa) 50-150 10-20
Basma dayanimi (MPa) 170-193 7-10
Kirilma toklugu (MPa m'?) 2-12 0,1
Yorulma dayanimi 1-3 5-7
Yogunluk (g/cm?) 18-22 0,1-1,0
Goriiniir yogunluk (g/cm?) 1,8-2,0 0,1-1,0
Yiizey/kemik hacmi 2.5 20
(mm?/mm?)
Toplam kemik hacmi (mm?) 1,4 x 106 0,35 x 106

1.1.3.1 Doku iskelelerinde kullanilan biyomalzemeler

Biyomalzemeler, insan viicudundaki canli dokularin islevlerini yerine getirmek veya
desteklemek amaciyla kullanilan dogal yada sentetik malzemelerdir [81]. Kemik doku
miithendisligi uygulamalarinda ¢ok ¢esitli biyomalzeme tiirii ve kombinasyonu
kullanilmaktadir. Secilen malzemenin, yerine gegecegi dokuya benzer ozellikler
gostermesi gerekir. Dogal kemik dokunun organik ve inorganik bilesimi goz Oniine
alindiginda, metalik biyomalzemeler, polimerik biyomalzemeler, seramik
biyomalzemeler ve kompozit biyomalzemeler kemik doku miihendisligi
uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir [82]. Bununla birlikte, metalik
biyomalzemelerden {iretilen iskeleler mevcut olmasina ragmen, metallerin biyolojik
ortamda bozunur olmama, insan viicudunda korozyona ugrama ve siirl iglenebilirlik
gibi dezavantajlar1 doku iskelelerinde kullanimlarini sinirlamaktadir [83]. Diger bir
taraftan, polimerik ve seramik biyomalzemelerin bir arada kullanimiyla dogal kemik

yapisina benzer 6zellikler gosteren kompozit yapilar elde edilebilmektedir [77].
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Polimerler, kovalent baglarla birlestirilmis uzun atom zincirlerinden olusan organik
malzemeler olup, doku iskelesi iiretiminde onciidiir [82]. Dogal olarak tiiretilen
polimerler ve sentetik polimerler olarak siniflandirilabilir. Nisasta, aljinat,
kitin/kitosan, ve hiyaluronik asit tiirevleri gibi polisakkaritleri ve soya, kolajen, fibrin
jeller ve ipek gibi proteinler dogal polimerlerdendir [84]. Hayvanlar ve bitkilerden elde
edilen dogal polimerler, biyolojik ortamdaki makromolekiillere gosterdikleri benzerlik
sayesinde biyouyumluluk ve diisiik sitotoksisite gdstermelerinin yani sira, hiicresel
aktiviteleri olumlu sekilde etkilemektedir [78]. Bununla birlikte, dogal polimerleri
farkli biyolojik kaynaklardan edinme ve isleme zorunlulugu ticarilesmelerini etkileyen
bilesimsel degiskenlikle ilgili ¢esitli sinirlamalara neden olmaktadir [82]. Ayrica,

diisiik mekanik 6zelliklere sahip olmalar1 kullanim alanlarini kisitlamaktadir [78, 83].

Dogal polimerlerle karsilastirildiginda sentetik polimerler, daha iyi mekanik
ozelliklere ve islenebilirlige sahiptir. Sentetik polimerler, sistemin 6zelliklerinin belirli
bir uygulamanin gereksinimlerine goére uyarlanmasini kolaylastiran kimyasal
modifikasyonlar ve molekiiler degisiklikler icin daha fazla olasilik sunar. Poli(l-laktik
asit), poli(laktik-ko-glikolik asit), poli(propilen flimarat), poli(viniliden floriir) ve
poli(e-kaprolakton) gibi polimerler, sentetik polimerlerdendir [82].

Sentetik polimerler arasinda poli(viniliden floriir) (PVDF), karmasik bir yar1 kristal
yapiya sahip bir termoplastiktir. Kimyasal formiilii [-CH2-CF2-], olup, ag. %59,4 flor
ve %3 hidrojen igerir [85,86]. Floriir atomlarin varligi ve polimer zincirindeki
asimetri, gii¢lii bir dipol momenti yaratir. Lamel seklindeki kristalitler, kiiresel olarak
simetrik polikristalin agregalar olan sferolitlere hizalanmistir [12, 86]. PVDF'in bagil
gecirgenligi 6-12 ve piezoelektrik sabiti (d33) -24 ila -34 pCN™! araligindadir [12]. a,
B, v, 0 ve € olmak lizere bes farkli kristalin polimorfa sahip olan PVDF’in B-faz1 TTT
(all-trans), a ve 6 fazlar1 TGTG' (trans-gauche-trans-gauche) ve y ve € fazlar1 T3GT3G
(triple trans-gauche) gibi farkli zincir konformasyonlariyla iliskilidir. Ayrica, B,y ve &
fazlar1 polar yapiya sahip olup, a ve € fazlan kafes i¢indeki dipollerin antiparalel
paketlenmesi nedeniyle polar yapida degildir [86,87]. PVDF’in a, B ve y fazlarinin

farkl zincir konformasyonlarinin sematik gosterimi Sekil 1.3’te verilmistir.
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Sekil 1.3 : o, § ve y faz PVDF yapilarinin sematik gosterimi [88].

PVDEF’in sahip oldugu yiiksek biyouyumluluk, termal kararlilik, islenme kolayligi ve
ferro, piro ve piezoelektrik ozelliklerinden olusan iistiin elektroaktivitesi kemik doku
miithendisligi uygulamalarinda kullanim i¢in ilgi gérmesini saglamistir [10-14]. PVDF
esaslt iskeleler dogal ECM'nin yapisini ve elektriksel tepkisini taklit edebildikleri i¢in
yeni kemik olusumu ve osteojenik hiicre farklilagsmasini tesvik edebilir [16-18].
PVDF’in B-fazi, diger kristal fazlarla karsilastirildiginda en yiiksek piezoelektrikligi
sergilemektedir [12,13,86]. B-PVDF'nin piezoelektrik o6zelliginin hiicre davranisi
tizerindeki etkileri ile ilgili ¢ok ¢esitli ¢alismalar mevcuttur. M. T.Rodrigues ve ¢alisma
ekibi [89], keci iligi hiicrelerinin (GMC) biiylimesi ve osteoblastlara farklilagmasi i¢in
B-PVDF membranlarin1 karakterize etmistir. f-PVDF'nin piezoelektrik 6zelliginin
GMCl'lerin yapigmasini ve ¢ogalmasini saglamasinin yani sira, bunlarin osteojenik
fenotipe dogru farklilagmasini arttirdig1 raporlanmistir. Ribeiro ve ¢aligma ekibi [90],
elektroaktif B-PVDF filmlerin substrat polarizasyonunun, insan adipoz kok
hiicrelerinin daha yiiksek osteojenik farklilagmasi i¢in gerekli elektromekanik uyarilari
saglayabilecegini ve bdylece farkli kemik rejenerasyon stratejilerini gelistirebilecegini
bildirmistir. Bununla birlikte, mevcut PVDF esasl1 iskelelerin ¢ogu tek basina ideal
biyolojik olarak pargalanabilirlik, fizyolojik olarak esneklik, hiicre etkilesimini
desteklemek i¢in hidrofilisite ve yar1 gegirgenlik gibi 6nemli 6zelliklerin tiimiinii
saglayamamaktadir [3,15]. Polimer karistirma (blending), kemik doku miihendisligi
uygulamalarinin gereksinimlerini karsilayan islevsel malzemeler gelistirmek igin
elverisli bir yaklasimdir [8]. Onceki arastirmalar, PVDF esasl iskelelerin farkli
polimerlerle karistirilmasinin, istenen Ozelliklere sahip yeni malzemelerin

iiretilmesine olanak sagladigini1 gostermistir [4].

Bir diger sentetik polimer olan polikaprolakton (PCL), yiiksek biyouyumlulugu, uygun
mekanik 6zellikleri (yliksek mukavemet ve tokluk, molekiiler agirligina bagli olarak
degisen elastikiyet), termal kararlilig, kolay islenebilirligi ve toksik olmayan bozunma

iiriinleri nedeniyle PVDF ile karisim igin iyi bir segenektir [91-94]. PCL, Gida ve Ilag
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Dairesi (FDA) tarafindan onayli bir polimer olup, kolay bulunabilirligi, maliyet
etkinligi ve modifikasyona uygunlugu ile kemik iyilesme siirecini kolaylastiran
yenilikgi iskelelerin gelistirilmesine yonelik yogun arastirmalarin konusudur [95,96].
Yari kristalin alifatik bir polyester olan PCL’nin erime sicakligi (Tm) insan viicut
sicakliginin iizerinde olup, 59 ile 64 °C arasinda degismektedir. Cams1 gegis sicakligi
(Tg) ise -60 °C’dir. Kimyasal formiilii [-OC(O)C6H10-], olup, e-kaprolaktonun bir
katalizorle (6rnegin oktanoik kalay) halka agma polimerizasyonu yoluyla sentezlenir.

PCL’nin kimyasal yapis1 Sekil 1.4’te sematik olarak gosterilmistir.

0]
’LO\/\/\M\
OH “OH
PCL

Sekil 1.4 : PCL’nin kimyasal yapisinin sematik gdsterimi [97].

PCL, polar olmayan bes metilen grubu ve nispeten daha polar bir ester grubu
icermektedir. Alifatik-ester baginin hidrolitik olarak kararsiz olmasi ve hidrolize
yatkinlig1 nedeniyle biyobozunur 6zellige sahip olup, fizyolojik kosullar altinda ise
mikroorganizmalar tarafindan bozunur [96]. PCL’nin sahip oldugu bu ozellikler,
alifatik poliesterlerle kopolimerlerinde ve diger polimerle uyumlu olmasini ve
karisarak blending olusturabilmesini saglar. PVDF ve PCL’nin birarada kullanimiyla
dogal kemik dokunun sahip oldugu biyouyumluluk, uygun bozunurluk, yiiksek
mekanik mukavemet ve piezoelektrik etki gibi oOzelliklere benzer oOzelliklerde
iskelelerin tiretimi miimkiindiir. Bununla birlikte, sentetik polimerlerin 6zellikleri
cesitli  biyoseramik malzemelerin  polimer matrise dahil edilmesi ile

gelistirilebilmektedir [98].

Biyoseramikler, yapilarindaki iyonik baglar nedeniyle yiiksek erime sicakliklari,
diistik elektrik ve 1s1 iletimi ile yiiksek sertlik gosteren inorganik malzemelerdir. Doku
ile etkilesim bicimine gdre biyoinert ve biyoaktif olarak simiflandirilabilir [99].
Biyoinert seramikler kimyasal olarak kararli olup, konakc¢i doku ile herhangi bir
tepkimeye girmezler. Bu nedenle, dis implantlar1 ve kalca protezleri gibi viicuda
yerlestirildikten sonra uzun silire aginmaya ve yipranmaya karsi yiiksek direng
gostermesi gereken uygulamalarda tercih edilirler. Aliimina (Al2O3) ve zirkonya

(ZrO») biyoinert seramiklerdendir. Biyoaktif seramikler ise, kimyasal olarak aktif
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olup, temas halinde oldugu doku ile biyokimyasal bag olusumunu indiikleme
potansiyeline sahiptir. Cozliniirliiklerine gore biyoaktif seramikler, biyolojik olarak
emilebilir ve emilemeyen olarak gruplandirilabilir. Biyomedikal uygulamalarda en
yaygin kullanilan biyoaktif seramikler, kalsiyum fosfatlardir [99]. Hidroksiapatit
(HA), trikalsiyum fosfat (TCP), okta kalsiyum fosfat (OCP) ve bifazik kalsiyum fosfat
(BCP) gibi seramikler en yaygin kullanilan kalsiyum fosfat esasli biyoseramiklerden

olup, kimyasal igerikleri Cizelge 1.3’te sunulmustur.

Cizelge 1.3: Bazi kalsiyum fosfat esasli biyosermiklerin temel 6zellikleri [100,101].

Kalsiyum fosfat Kimyasal formiil Molar oran ~ Yogunluk Coziiniirlik
(Ca/P) (g/cm®) (25 C, mg/L)
Hidroksiapatit Ca,0(PO4)s(OH)2 1,67 3,01 ~03
a-trikalsiyum fosfat 0-Caz(POy), 1,5 3,16 ~2.,5
B-trikalsiyum fosfat B-Cas(POs) » 1,5 3,07 ~0,5
Okta kalsiyum fosfat  Cag(HPO4)>(PO4)4-5H,0O 1,33 2,61 ~ 8,1

Kalsiyum fosfatlar, biyoaktif 6zellige sahip olup kemige yiiksek oranda baglanma
yetenegine sahiptir [102]. Dis ve kemiklerin inorganik kismina kimyasal ve kristal yap1
olarak benzerlik gosteren bu kalsiyum fosfatlar, biyouyumlu, osteokonduktif ve
osteoindiiktiftir [32,102]. Bu 6zellikleriyle kalsiyum fosfatlar, kimya, biyoloji ve tip
gibi pek ¢ok disiplinlerarasi alanda uzun yillardir yaygin olarak kullanilmaktadir [77].
Kalsiyum fosfatlar arasinda bifazik kalsiyum fosfat (BCP), HA ve B-TCP’nin farkli
oranlarda karigimindan olusmaktadir. Viicut ortaminda daha kararli olan HA ve daha
¢oziinlir olan B-TCP’nin ozelliklerinin birlestirilmesiyle elde edilen BCP, kemik
rejenerasyonunda saf HA ve B-TCP'ye gore daha yeteneklidir [35,36,103,104].
BCP’nin HA/B-TCP oram kontrol edilerek bulunduklar1 doku igerisindeki bozunma

kinetigi ve emilim oranm1 ongoriilebilmektedir. Sekil 1.5, BCP’nin kimyasal yapisini

gostermektedir.
HA B-TCP
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Sekil 1.5 : HA ve B-TCP’nin kimyasal yapisinin sematik gosterimi.

BCP, kalsiyumdan yoksun hidroksiapatitin 1slak kimyasal yontem veya c¢okeltme

sonrast kalsinasyon islemiyle HA'ya ve B-TCP’ye ayristirilmast sonucu sentezlenir.

16



Ayrica, dikalsiyum fosfat dehidrat (CaHPO4-2H2O) ve CaCOs; ile monokalsiyum
fosfat monohidrat(Ca(H2POs4)2-H20) ve CaCOs’in yiiksek sicakliklardaki kati hal
reaksiyonunun ardindan 700 °C veya iizeri sicakliklarda sinterlenmesi ile de BCP
sentezi mimkiindiir. Bir diger yontem olarak, sentetik HA ve B-TCP'nin ¢esitli
oranlarda mekanik olarak karigtirilmasi ve ardindan kalsinasyonu ile de BCP
tiretilebilir [105,106]. Ayrica, BCP’nin dogal kaynaklardan sentezlenerek iiretilmesine
yonelik calismalar da mevcuttur [107]. Piccirillo ve ¢aligma ekibi [108], morina ve
kilig balig1 kemiklerini toz haline getirdikten sonra 1000 °C’de 1s1l islem uygulamis ve
BCP elde etmistir. Bununla birlikte, iiretim parametrelerindeki degisimlere bagh
olarak BCP doku iskelelerinin gozeneklilik, mukavemet ve biyolojik 6zelliklerini
ayarlamak miimkiindiir [109]. BCP sentezinde HA/B-TCP oraninda saglanan optimal
dengeyle birlikte fizyolojik ortamdaki kalsiyum (Ca*?) ve fosfat (PO4)~* iyonlarinin
kademeli olarak ¢oziinmesiyle yeni kemik olusumu gergeklesir [110]. BCP’ler yeterli
bozunmaya, mikemmel biyouyumluluga, yiiksek osteokondiiktiviteye ve
osteoindiiktiviteye sahip olduklarindan doku iskelesi malzemesi olarak biiyiik bir
potansiyele sahiptir [111]. Chen ve calisma ekibi [112], dexamethasone yiiklii
BCP/kolajen esasli doku iskelelerinin insan kemik iliginden tiiretilen mezenkimal kok
hiicrelerinin (hMSC'ler) proliferasyonu ve osteojenik farklilasmasi iizerindeki
etkilerini aragtirmistir. Ayrica, iiretilen iskelelerin atimik ¢iplak farelerin sirt bolgesine
deri alti implantasyonu ile ektopik kemik dokusu rejenerasyonu iizerindeki
destekleyici etkilerini incelemistir. Elde edilen sonuglar, iskelelerin birbirine baglh
kontrollii gézenek yapisi, yiiksek mekanik mukavemet, iyi biyouyumluluk ve in vitro
kiiltiir ve in vivo implantasyon sirasinda hMSC'lerin osteogenik farklilagmasini ve yeni
kemik dokusu rejenerasyonunu uyardigini ortaya koymustur. Bir diger ¢alismada
Thuaksuban ve c¢aligma ekibi [113], PCL/BCP iskelelerinin hayvan modellerinde
biyouyumluluk ve bozunma davranislarini degerlendirmis ve iiretilen iskelelerin sahip
oldugu ozelliklerin ticari PCL/trikalsiyum fosfat iskeleleriyle karsilastirilabilir
oldugunu raporlamistir. Yakin zamanda Wu ve c¢aligsma ekibi [112], polietereterketon
(PEEK) li¢ boyutlu gozenekli iskeleleri lizerine BCP'nin etkilerini incelemistir. In vitro
ve in vivo degerlendirmelerin sonuglari, BCP'nin varhiginin PEEK iskelelerinin
osteojenik kapasitesini onemli Ol¢iide artirdigini ve belirgin kemik biiylimesinin

gozlemlenebildigini gdstermistir.
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Diger bir taraftan, kalsiyum fosfat esasli biyoseramik i¢ceren malzemeler kemik doku
mithendisligi uygulamalarinda kullanim i¢in potansiyel adaylar olsa da, bu seramikler
genellikle diisiikk basma dayanimi ve kirilma toklugu sergiler. Ayrica, kalsiyum
fosfatlarin diisiik bozunma orani diisiik rezorpsiyon kinetigi ile iligkilidir. Kalsiyum
fosfat esasli biyoseramiklerin sinirlamalarint agmak i¢in, bu malzemelere alternatif
olarak kalsiyum silikat esasli biyoseramik malzemeler kemik doku miihendisligi
uygulamalar1 i¢in arastirilmaktadir [114]. Kalsiyum silikatlar, kalsiyum (Ca) ve
silisyum (Si) iyonlarimi serbest birakarak kemik rejenerasyonunu uyarir. Ca iyonlari
yeni olusan kemiklerin ana bilesenidir. Si iyonlar ise, kemik doku biiylimesinde ve
iskelet gelisiminde hayati bir rol oynar [30]. Ayrica, Si iyonlar1 kemik iligi
mezenkimal stromal hiicrelerinin farklilagsmasini ve osteoblastlar1 tesvik ederek yeni
kemik birikimini hizlandirir [114-116]. Kalsiyum silikatlar, Ca/Si oranlarina bagh
olarak monokalsiyum silikat (CaSiOs), dikalsiyum silikat (Ca2SiO4) ve trikalsiyum
silikat (Ca3SiOs) bilesikleri olarak siniflandirilabilir. Bununla birlikte, kalsiyum
silikatlarin kirilgan yapilari ve zayif mukavemetlerinin yani sira, yiiksek ¢6ziinme hizi
bu malzemelerin uzun vadeli kararliliklarini etkileyen 6nemli dezavantajlaridir
[117,118]. Kalsiyum silikat sisteminin kristal yapisina eser elementlerin eklenmesi, bu
malzemelerin sinirlamalarimin tistesinden gelmek ve gelistirilmis performansa sahip
kalsiyum silikatlar elde etmek icin iyi bilinen tekniklerden biridir [40][119]. Silikat
esasli biyoseramiklere eser elementlerin dahil edildigi en yaygin kullanilan kalsiyum
silikatlar akermanit, bagdadit, bredigit, diyopsit, hardystonit, mervinit ve monticellit
olarak siralanabilir [120]. Magnzeyum (Mg), ¢inko (Zn) ve zirkonyum (Zr), kimyasal
kararlilik, biyoaktivite ve mekanik ozellikleri iyilestirmek veya kontrol etmek igin
kalsiyum silikat seramiklerine dahil edilen elementlerden bazilaridir [121-123].
Memeli viicudu i¢in 6nemli olan Ca ve Si ile birlikte Mg, hiicre biiylimesi ve
proliferasyonunu uyararak iskelet metabolizmasini etkiler. Ayrica Mg, iskelelerin
kemik benzeri apatit olusum kabiliyetinden sorumludur [124,125]. Diger bir taraftan,
¢inko (Zn) ve zirkonyum (Zr) da Ca, Si ve Mg gibi insan viicudu i¢in oldukga
onemlidir [3,120]. Zn, kemik biiylimesinde hayati bir rol oynar ve osteoblast
proliferasyonu ve ALP aktivitesi lizerinde olumlu bir etkiye sahiptir. Zr ise,
biyouyumlu yapis1 ve uygun mekanik 6zellikleri ile ¢ok ¢esitli biyoaktif sisteme dahil
edilebilir. Si’ye benzer sekilde dort degerlikli bir iyon olan Zr, Ca iyonlarini iyonik
olarak baglayan bir ag olusturma potansiyeline sahiptir [126]. Zr’nin kalsiyum silikat

fazina eklenmesi, kararli yeni bir mineral fazinin olusumuna yol agmuistir. Zr igeren bir
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kalsiyum silikat minerali olan bagdadit (BAG, Ca3ZrSi»O9), mitkkemmel mekanik
ozellikleri, in vitro ve in vivo biyoaktivitesi, emilebilirligi, biyouyumlulugu ve HA'ya
kiyasla artan hiicre etkilesimi nedeniyle kemik ikame malzemesi olarak potansiyel
uygulamalar i¢in uygun bir malzeme olarak kabul edilmistir [127]. Bagdadit
biyoseramiklerinin mikro sertligi, kirilma toklugu ve egilme mukavemeti sirasiyla
yaklasik 7,9 + 0,2 GPa, 1,3 £ 0,1 MPa m"? ve 98 £+ 16 MPa olarak bildirilmistir [3].
Sekil 1.6°’da BAG’1n kristal yapis1 sunulmustur.

°Ca
OZr

O si
® 0

B—0o

Sekil 1.6 : BAG 1n kristal yapis1 [38].

Ramaswamy ve caligma ekibi [128], kemik doku miihendisligi i¢in potansiyel
kullanimin1 belirlemek amaciyla bagdaditin, osteoklast hiicrelerinin (OC), insan
osteoblast benzeri hiicrelerin (HOb) ve endotel hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilagmasi
tizerindeki in vitro etkilerini incelemistir. Bu c¢alismanin sonuclari, bagdadit
seramiklerinin sistematize sitoskeleton yapisiyla HOb hiicrelerinin baglanmasini
destekledigini, gelismis hiicre ¢ogalmasini ve farklilasmasi gonsterdigini ortaya
koymustur. Osteoklastlar bagdadit tlizerinde kiiltiirlendiginde osteoklast aktivitesi
artmis ve bu da bagdaditin yeni kemik olusumunu hizlandirirken kemik
rejenerasyonunu uyarabilecegini gostermistir. Ayrica, bagdaditin endotel hiicre
baglanmasin1 destekledigi de bu c¢alismada raporlanmistir. Yapilan bir diger
calismada, insan kemik osteosarkom hiicreleri (Saos-2) ile yapilan MTT testinin in
vitro hiicre canlilifi sonuglari, bagdadit esasli iskelelerin kiiltiire edilen kontrol
grubuna gore sitotoksisiteye sahip olmadig, iskelelerin ylizeyinde iyi hiicre tutunmasi
ve bliylimesi gozlemlendigi raporlanmistir [129]. Bagdadit esash iskelelerin MG63
osteoblast hiicreleri lizerinde sitotoksik etkisinin olmadigi diger bir ¢alismada iyi hiicre
tutunmasi ve yayilmast ile bildirilmistir [130]. Samani ve ¢alisma ekibinin yaptig1 bir
calismada [131] ise, PCL/grafen esash elektro-egirilmis nanokompozit iskelelere

bagdadit eklenmesinin P19 embriyonal karsinom hiicrelerinin iskelelere yapigsmasini
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destekledigi gosterilmistir. Dahasi, bagdaditin MG63 ve kemik iligi kok hiicrelerinin
canlilig1 ve ¢cogalmasinin iyilestigi in vitro testler yoluyla ortaya konmustur [42,132].
Sadreddini ve c¢alisma ekibi [133] ise, sentezledikleri baryum katkili bagdaditin
poli(hidroksibutirat)ko(hidroksivalerat)-polikaprolakton ~(PHBV-PCL) iskeleleri
tizerindeki etkilerini incelemistir. Sonuglar, bagdadit katkisinin PHBV-PCL
iskelelerinin mekanik dayanimi, biyoaktivite Ozellikleri ve Saos-2 hiicrelerinin
¢ogalmasini arttirmasinin yani sira, kontrol edilebilir bir bozunma hizi sagladiginm
gostermistir. Bagdaditin in vivo performansi iizerine yapilan bir ¢alismada, Roohani
ve calisma ekibi [134], gelistirdikleri bagdadit esasli gozenekli doku iskelelerinin
tavsan radyal kemik defektleri tizerindeki etkilerini incelemistir. Radyografik
goriintiileme sonuglari, bagdadit esasl iskelelerin kalsiyum fosfat esasli iskelelerle
kiyaslandiginda daha iyi kemik biiylimesi gosterdigini ortaya koymustur. Histolojik
analizler, kemigin bu seramik iskelelerin gozenekleri icinde biiyiidiigiinii, kemigin
kemik ve iskele arasinda biiyiime egiliminde oldugu gostermistir. Ayrica, kritik
boyutlu kemik defektlerini onarma yetenegine sahip olan bu iskelelerin kemik
olusumunu en st diizeye c¢ikarmak i¢in translasyonel uygulamalarda potansiyel
kullanima sahip oldugu bildirilmistir. Luo ve ¢alisma ekibi [121], sicanlarda femur
defektlerinin suprakondiler bdlgesine implantasyon yoluyla bagdadit esasli seramik
kiirelerin in vivo osteogenezisini degerlendirmistir. Sonuglar, bagdadit esasl kiirelerin
diyopsit ve B-TCP kiirelerine gore defektlerde daha yiiksek oranda yeni kemik
olusumunu tesvik ettigini gostermistir. Bagdadit esash iskelelerin biiylik kemik
defektlerinin tedavisi lizerindeki etkilerinin incelenmesi i¢in yapilan bir diger
calismada Li ve calisma ekibi [135], koyun tibialarindaki kritik boyutlu segmental
kemik defektlerine PCL/biyoaktif cam kaplamali ve kaplamasiz BAG iskelelerini
implante ederek arastirmustir. Implantasyon sonrasi, iskelelerin fizyolojik yiikleri
tolere etmekle birlikte, defekt bolgesinin etrafinda dikkate deger bir kopriileme ve
indiiklenmis yeni kemik olusumunu gosterdigi ortaya konmustur. Kemik
implantlarinin uzun vadeli performasini ve giivenilirligini aragtirmak i¢in malzeme ve
konak doku arasindaki in vivo etkilesimle ilgili bir arastirmada ise [136], kritik
boyuttaki kemik defektlerini tedavi etmek ic¢in koyun tibialarina bagdadit esash
iskelelerin implantasyonundan 26 hafta sonra implantin etrafinda olumsuz kronik

iltihaplanma veya lifli kapsiil olusumunun gézlemlenmedigi bildirilmistir.
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Bununla birlikte, dogal kemik yapisinda Na*, K¥, Mg?*, St**, Zn**, F', CI" ve CO3>
gibi birgok iyonu barindirmaktadir. Kimyasal olarak, dogal kemigin mineral kismini
iceren HA'nin bilesimi, kristal kafesteki Ca?*, PO4> veya OH iyonlarmm diger
iyonlarla yer degistirmesi sonucu stokiyometrik olarak farklilagir. Sentetik kalsiyum
fosfat ve kalsiyum silikat esasli malzemelerin yapisindaki bu iyonlarin eksikligi,
biyolojik sistemlere kiyasla canli sistemlerde daha diisiik performansa yol acgar. Bu
nedenle, biyolojik apatitlere daha gercekei bir sekilde benzemek ve diisiik mekanik
mukavemet, zayif biyolojik bozunma orani gibi sinirlamalar1 agsmak ve sentetik
malzemelerin biyoaktivite ve osteoindiiksiyon ozelliklerini iyilestirmek i¢in bu
malzemelerin yapilarina iyon veya element katkilar1 yapilmistir [37,126,137-145].
Bor, pek ¢ok biyolojik siirecte rol oynamasinin yani sira, kemik olusumu, biiylimesi
ve bakimi {izerindeki yararli etkileriyle umut vaat eden metalik olmayan eser
elementlerden biridir [48][49][50]. Iskelelerde borat (BO3*") veya metaborat (BO3")
iyonlar1 olarak bulunan borun, kemik sagligin1 ve biiyiimesini olumlu etkiledigi
bilinmektedir [50]. In vitro calismalar, matriste borun varliginin, osteoblast
proliferasyonu ve farklilagmasi iizerindeki etkilerini gostermistir. Ornegin,
Gorustovich ve g¢alisma ekibi [148], sigan tibia kemik iligine implante edilen bor
katkil1 45S5 biyoaktif cam etrafindaki kemik dokunun histolojik, histomorfometrik ve
mikrokimyasal karakterizasyonunu gergeklestirmistir. Histolojik ve histomorfometrik
analizler, implantasyondan 15 giin sonra bor katkilt 45S5 biyoaktif cam etrafindaki
kemik doku alaninin, kontrol 45S5 camindan 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu
Ca:P oraninda istatistiksel olarak 6nemli bir artis gozlendigini ve bor katkili camin
kemik olusumunu 45S5 camdan daha fazla artirdigini raporlanmistir. Hakki ve ¢calisma
ekibi tarafindan yapilan bir ¢aligmada, osteoblast onciili MC3T3-El hiicrelerinde
kolajen tip I (COL I), kemik sialoproteini (BSP), osteokalsin (OCN) ve RunX2 gibi
kemik olusumu belirteglerinin ekspresyonunun arttigini1 géstermistir [5S1]. Molekiiler
diizey borun kemik metabolizmasinda 6nemli bir role sahip oldugu ve rejeneratif tipta
yeni bir kullanim alani bulabilecegi de ayni ¢alismada belirtilmistir. Capati ve ¢calisma
ekibi [146] ise, diisikk bor konsantrasyonunun osteoblastik hiicrelerin in vitro

cogalmasi ve farklilasmasini hizlandirdigini raporlamistir.

Yapilan calismalar incelendiginde bor, cok cesitli yontemlerle biyoseramiklerin
yapisina dahil edilmistir. Ilk olarak kati hal yontemi kullanilarak kalsiyum fosfatlarin
yapisina dahil edilen bor [149], Barheine ve g¢alisma ekibi tarafindan yapilan bir
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calismada bor kaynagi olarak borik asidin kalsiyum fosfatlara dahil edilmesiyle
calisilmigtir [150]. Kolmas ve calisma ekibi, bor katkili kalsiyum fosfat sentezi icin
hem geleneksel 1slak ¢oktiirme hem de kuru yontemi kullanmistir [151]. Tungay ve
calisma ekibi, yapay viivut sivisi igerisinde mikrodalga destekli bor katkili kalsiyum
fosfat tozlarini 1slak ¢okeltme yontemiyle sentezlemistir [152]. Atilla ve ¢alisma ekibi
tarafindan yapilan bir ¢alismada, bor katkili biyoseramiklerin sentezi ic¢in sol-jel
yontemi kullanilmistir [153]. Pazarceviren ve c¢alisma ekibinin yaptig1 bir ¢calismada
ise, bor katkili kalsiyum fosfat seramikleri 1slak ¢okeltme/mikrodalga yontemi ile
hazirlanmistir [154]. Yakin gegmiste Jodati ve ¢alisma ekibi, mikrodalga destekli 1slak
coktiirme ve sol-jel yontemiyle sentezledikleri bor katkili kalsiyum fosfat/kalsiyum

silikat esasli biyoseramiklerin sentezini gergeklestirmistir [155].

1.1.3.2 Membran doku iskeleleri

Membran, temel olarak iki faz arasindaki yar1 gegirgen bariyer olarak tanimlanabilir
[156]. Membranlarin biiyiik Olgekte ticari kullanimi yeni bir teknoloji olsa da,
membran gelisiminin tarihi on sekizinci yiizyila kadar uzanmaktadir [157]. Ilk olarak
laboratuvarlarda analitik bir ara¢ olarak tanitilan membranlar, daha sonra endiistriyel
iiriin ve yontemlere doniismistiir [157]. Membran teknolojisinin hizla gelismesiyle
birlikte, membranlar su ve atik su aritimi, enerji doniisiimii ve depolama, gaz ve buhar
ayirma, gida, biyoteknoloji ve saglik gibi ¢ok ¢esitli endiistriyel uygulama alaninda

kullanilmaya baglanmistir [158].

Membranlar morfolojilerine (simetrik ve anizotropik), kalinliklarina, tasima
mekanizmalarma (aktif ve pasif), malzemelerine (organik ve inorganik) ve
kokenlerine (biyolojik ve sentetik) gore siniflandirilabilirler [159]. Sekil 1.7°de baslica
membran tiirleri sematik olarak gosterilmistir. Bunlar arasinda morfolojiye gore
yapilan smiflandirma biiyiik énem tagimaktadir. izotropik (simetrik) membranlar

diizgiin bir bilesime ve yapiya sahip olup, gézenekli veya yogun formda olabilir.
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Sekil 1.7 : Baslica membran tiirlerinin sematik gosterimi [156].

Anizotropik (asimetrik) membranlar ise, her biri farkli yapilara ve gecirgenliklere
sahip katmanlardan olugsmaktadir. Tipik bir anizotropik membran, agik, ¢cok daha kalin
bir mikro gézenekli alt tabaka iizerinde desteklenen nispeten yogun, ince bir yiizey
katmani ile karakterize edilir [156]. Bu katmanli yapi, Osteojenik etkiler yaratabilen
insan kemik mezenkimal kok hiicrelerinin ii¢ boyutlu olarak ¢ogalmasi i¢in elverislidir
[160]. Ayrica, kemik doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in istenilen 6zelliklerde
anizotropik membran formunun, membran doku iskelesi liretim prosesleri ve uygun

malzeme se¢imi ile kontrol edilebilmesi miimkiindiir.

1.1.3.3 Membran doku iskelelerinin iiretim yontemleri

Doku iskelesi {iiretimi, kemik doku miihendisligi uygulamalarinda en Onemli
basamaklardan biridir. Membran formunda doku iskelelerin {iretiminde kullanilan
temel yontemler elektroegirme, ii¢ boyutlu baskilama, siiperkritik karbondioksit
destekli faz ayrimi ve 1slak-kuru yontem/daldirma ¢okeltme olarak siralanabilir [160].
Sekil 1.8’de membran {iretiminde kullanilan temel yontemler sematik olarak

gosterilmistir.
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Sekil 1.8 : Membran iiretiminde kullanilan temel yontemlerin sematik gosterimi [160].

Elektroegirme yontemi, dogal ECM'ye benzer lifli yapilarin iiretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir [160]. Bu yontemde, enjektor tiipiine beslenen polimer ¢ozelti yiiksek
voltajlt elektrik alana maruz birakildiktan sonra, ince bir jet halinde toplayiciya
yonlendirilerek nanofiber iiretimi gergeklestirilmektedir. Elektroegirme yonteminde
polimerin molekiil agirligi, ¢ozeltinin iletkenligi, yiizey gerilimi, voltaj, akis hiz1 ve
nozul ucu ile toplayict arasindaki mesafe gibi ¢esitli liretim parametrelerinin modiile
edilmesiyle asimetrik membran doku iskelelelerinin  ozellikleri  kontrol
edilebilmektedir [161,162]. Yatay -elektroegirme, es eksenli/cekirdek kabuk
elektroegirme, emiilsiyon elektroegirme, donen toplayict elektroelektroegirme ve

doner/santrifiij jet egirme olarak siniflandirilabilir [162].

Diger bir yontem olan {i¢ boyutlu biyobaskilama, karmasik ti¢ boyutlu geometrilere
sahip yapilarin hizli bir sekilde iiretimine olanak tamiyan bir eklemeli imalat
teknolojisidir. Bu yontemde, bilgisayar ile bir model tasarimi yapildiktan sonra uygun
bir malzemenin birbiri {lizerinde enine kesitler halinde yazdirilmas: ile ii¢ boyutlu
yapinin olusumu gerceklesir [77]. Ug boyutlu biyobaskilama ydntemi, doku
iskelelerinin liretiminde esneklik ve tekrarlanabilirlik saglamakla birlikte, farkl: tiirde

biyomalzeme ve hiicre tiplerinin bir arada kullanimini miimkiin kilar [163]. Asimetrik
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membran doku iskelelerinin li¢ boyutlu baskilama yontemi ile tiretiminde, yapiya canli
hiicreler dahil edilerek yogun ylizey katmani ve goézenekli alt katmanin iiretimi

gergeklestirilebilir.

Bir diger yontem olan siiperkritik karbondioksit destekli faz ayirma, basingsizlastirma
oran1 ve ¢ozelti konsantrasyonu gibi iiretim parametreleri modiile edilerek anizotropik
membranlarin  birgok 6zelliginin kolay bir sekilde degistirilmesine olanak

saglamaktadir [164].

Bu yontemler arasinda faz ayirma, anizotropik membran iiretiminde kullanilan en
yaygin yontemdir. Faz ayirma yontemi ile membran iiretiminde, homojen bir polimer
¢ozelti hazirlanir ve bir cam altlik tizerine film olarak dokiiliir. Dokiilen film, ¢oziici
olmayan bir banyoya daldirma, su buhari emilimi saglamak i¢in filmi nemli bir
atmosfere yerlestirme ve c¢oziiciiyii buharlastirma gibi cesitli yollarla ¢okeltilir.
Cokelme adimi sirasinda bir faz homojen polimer ¢ozelti iki faza ayrilir; polimer
acisindan zengin kati faz ve polimer agisindan fakir siv1 faz. Polimer agisindan zengin
faz membran yapisin1 olustururken, polimer agisindan fakir faz membranin
gbzeneklerini olusturur. Yiizeydeki ¢okelme, filmin i¢ ve alt taraflarindan daha hizli
gerceklesir ve bu da membran ylizeyinde daha kiigiik bir gozenek olusumuna neden
olur. Membran yiizeyindeki bu anlik ¢okelme, membranin i¢ tarafindaki ¢oziiciiniin
uzaklastirllma hizim1 azaltarak biiyiikk bosluklarin olusmasina neden olur. Bdylece
asimetrik membran yapis1 olusur [156,159,165]. Faz ayirma yontemi, termal olarak
indiiklenmis faz ayrimi (TIPS) ve ¢oziicii olmayan indiiklenmis faz ayrimi (NIPS)
olarak ikiye ayrilir. TIPS siirecinde, yiiksek bir sicaklikta hazirlanan polimer ¢6zeltinin
dokiimii ve dokiim filminin sogumas1 sonrasi1 ¢okelmenin mikro gozenekli bir yapi

olusturmak iizere meydana geldigi bir noktaya ulasilir [156].

NIPS, en az li¢ bilesenli (polimer/coziicli/¢oziicii olmayan) ve c¢ift tarafli kiitle
transferinden olusan karmagsik bir sistemdir. Bu yontemde polimer, bir ¢oziicii ile
stvilastirilir, dokiiliir ve ¢oziicii olmayan bir ¢ozelti igeren banyoya daldirilarak faz
ayrimi gerceklestirilir. Polimer, ¢6ziicli ve ¢oziicli olmayan bilesenlerden olusan bu

sistemin faz ayrimi1 mekanizmasi ti¢lii faz diyagramu ile agiklanabilir (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9 : Ug bilesenli bir sistemin sematik ii¢lii faz diyagrami [156].

Sekil 1.9'daki tiglii faz diyagrami incelendiginde, iiggenin her bir kdsesi bir polimer
karigiminin saf bilesenlerini temsil etmektedir. Tipik bir polimer ¢ozeltisi, ¢ozlicii-
polimer ¢izgisinde baslar ve ¢oziicii olmayan madde sisteme dahil edildiginde licgenin
icine dogru hareket eder. Kesiksiz ¢izgi olarak gosterilen egri, diyagrami tek fazli ve
iki fazli olmak tizere iki temel bolgeye ayiran binodal egriyi temsil etmektedir. Tek
fazl1 bolgede tiim bilesenler karisabilirken, polimer ¢ozeltisi iki fazli bolgede polimer
acisinda zengin kat1 faz ve polimer agisindan fakir sivi faza ayrilir. Kesikli ¢izgi olarak
gosterilen egri ise, spinodal egriyi ifade etmektedir. Binodal ve spinodal egriler
arasindaki bolge, polimer ¢ozeltinin termodinamik olarak kararsiz bir bolgede olsa bile
normal olarak ¢okelmedigi yar1 kararli bolgedir. A noktasindaki belirli bir polimer
konsantrasyonu i¢in tliglii sistemin bilesimi, siirekli bir ¢ozlicii-¢coziicii olmayan
degisimin meydana geldigi A-D yolunu izler ve D noktasinda son membran bilesimine
ulasir. B noktasia kadar, bu ¢ozelti bilesimi i¢in ¢okelme baslamaz. Ancak, bu
noktadan sonra dokiim ¢6zeltisi metastabil bir bolgeye girer ve yol boyunca viskozitesi
artar. C noktasi, ¢okelen polimerin kat1 olarak kabul edilebilecegi noktayr temsil
etmektedir. Polimer-¢6ziicii olmayan ¢izgisindeki K ve S noktalar1 ise, sirasiyla
polimer agisindan zengin kat1 faz1 ve polimer agisindan fakir sivi fazi ifade etmektedir.
D noktasmnin K-S c¢izgisi lizerindeki konumu, membranin goézenekliligini
gostermektedir. [156,159,165,166]. NIPS yoluyla membran olusumu sirasinda, dokiim

¢ozeltisine ¢oOziicli olmayan madde alimi dokiim c¢ozeltisinin bilesimini Once
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kristallesme bolgesine ve sonra binodal bolgeye getirir. Ancak, kristal ¢ekirdeklerin
olusumu zaman aldigindan, c¢ozelti bilesiminin polimer kristallesmesinin
gerceklesmesine izin verecek kadar uzun siire kristallesme bolgesinde kalmasi gerekir.
Cozelti bilesimi kristallesme bolgesinde polimerin kristallesmesine izin verecek kadar
uzun siire kalirsa ve ardindan binodal egriyi gecerse, kati-sivi ayrigmasi sivi-sivi
ayrismasindan o6nce gerceklesir. Bu durum, membran yapisinin olusumunu etkileyerek
tipik olarak nodiiler (kiiresel) bir yapi ile sonuglanir. Diger bir taraftan, ¢ozelti bilesimi
kristallesme bolgesinde binodal egriyi gegmeden dnce yeterince uzun siire kalamazsa,
stvi-s1vi ayrigsmasi polimer kristallesmesinden once gerceklesir. Bu durum ise, tipik
olarak yogun bir ylizeye sahip anizotropik bir membran yapisi ile sonuglanir [167]. Bu
nedenle, NIPS sirasinda ¢oziicli olmayan maddenin kiitle taginimi, 6zellikle ¢oziicii
olmayan madde alim hizi, kati-siv1 ve s1vi-sivi ayrismasi arasindaki rekabette onemli
bir etkiye sahip olup, liretilen membranlarin yapisi tizerinde kritik bir rol oynar [168].
Bu sistemde ¢oOziicliniin dikkatli bir sekilde uzaklastirilmasindan sonra, NIPS
prosesinin kosullari uygun sekilde modiile edilerek istenen 6zelliklere sahip yapilar
iretilebilmektedir. Dokiim ¢ozeltisinin bilesimi, ¢dziicii ve ¢oziicli olmayan maddeler,
koagiilasyon banyosu ortami ve sicakligi gibi c¢esitli parametreler membran

Ozelliklerinin kontrol edilmesini saglamaktadir [56].
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2. BOR KATKILI BIFAZIK KALSIYUM FOSFAT (BCP)/ POLIVINILIDEN
FLORUR (PVDF) ESASLI MEMBRAN ISKELELERIN URETIMi VE
KARAKTERIZASYONU

2.1 Giris

Siddetli travma, kemik tiimdrlerinin rezeksiyonu, osteoporoz, konjenital eksiklik veya
enfeksiyondan kaynaklanan kemik hasarlar1 kiiresel bir sorun olmaya devam
etmektedir [16,169,170]. Hasarl1 kemigin yapisini ve islevini eski haline getirmek igin
kemige benzer 6zelliklere sahip yeni biyomalzemelerin gelistirilmesine yonelik artan

bir ihtiya¢ vardir [7].

Dogal kemik, ECM’de bulunan ¢esitli makromolekiiller araciligiyla “piezoelektriklik™
olarak bilinen elektriksel yiizey ytikii tiretebilmektedir [9,10]. Yiizey elektrik yiikiiniin
uyarilmasi, biyolojik hiicre zar1 boyunca iyon kanalmin islevini etkileyen ve zar
potansiyelini izleyen kalsiyum iyonlarini aktive ederek, sinyallesmede rol oynayan
kalmodulin sinyal yolunu modiile etmektedir [10,16]. Iskelelerdeki hiicrelerin bu
sinyallerle uyarilmasi, osteoblastik  hiicrelerin  biliylimesini, ¢ogalmasini,
farklilagsmasini ve yapigsmasini saglayarak kemik rejenerasyonunun desteklenmesinde

hayati bir rol oynamaktadir [10,11,169].

Son zamanlarda, harici bir gii¢ kaynagina ihtiya¢ duymadan hiicre davranigini uyaran
ve uzun siireli immiinolojik yanitlara yol agabilen piezoelektrik biyomalzemeler
rejeneratif uygulamalar i¢in kapsamli bir sekilde arastirilmaktadir [91,169,171-173].
Piezoelektrik biyomalzemelerden biri olan poliviniliden floriir (PVDF), ferro, piro ve
piezoelektrik 6zelliklerinden olusan iistiin elektroaktivitesi, yiiksek biyouyumlulugu,
termal stabilitesi ve islenme kolayligi nedeniyle genis bir potansiyel uygulama
yelpazesi i¢in ilgi kazanmistir [10-13]. Ayrica, PVDF esasli iskeleler dogal ECM'nin
yapisini ve elektriksel tepkisini taklit ettikleri, yeni kemik olusumu ve osteojenik hiicre
farklilasmasini tegvik ettikleri icin klinik oneme sahiptir. [15-18]. Yar kristalli bir
polimer olan PVDF, bes farkli kristalin faza sahiptir. Bu fazlar, B-fazi icin all-trans

(TTT) diizlemsel zikzak, a- ve 6-fazlari i¢in transgauche-trans-gauche (TGTG') ve vy-
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ve e-fazlan i¢in trans ve gauche (T3GT3G) gibi farkli zincir konformasyonlariyla
iligkilidir [10,12,16,86]. Bunlar arasinda PVDF’in B-fazi, birim hiicre basina en yiiksek
dipolar momenti (8x1073° Cm) nedeniyle diger kristal fazlarla karsilastirildiginda en
yiiksek piezoelektrikligi sergilemektedir [12,13,86]. Son zamanlarda B-PVDF'nin
piezoelektrik 6zelliginin hiicre davranisi lizerindeki etkisi iizerine g¢esitli ¢alismalar
yapilmistir. M.T.Rodrigues ve g¢alisma ekibi [89], ke¢i iligi hiicrelerinin (GMC)
bliylimesi ve osteoblastlara farklilasmasi i¢in B-PVDF membranlarin1 karakterize
etmistir. B-PVDF'nin piezoelektrik 6zelliginin GMC'lerin yapismasini ve ¢ogalmasini
saglamasinin yani sira, bunlarin osteojenik fenotipe dogru farklilagsmasini arttirdigi
raporlanmistir. Ribeiro ve ¢alisma ekibi [90], elektroaktif B-PVDF filmlerin substrat
polarizasyonunun, insan adipoz kok hiicrelerinin daha yiiksek osteojenik farklilagsmasi
icin gerekli elektromekanik uyarilar1 saglayabilecegini ve bdylece farkli kemik

rejenerasyon stratejilerini gelistirebilecegini raporlamistir.

Hasarli kemigin yenilenmesinde biyoaktif seramiklerin polimer matrise dahil edilmesi,
iskelelerin mekanik ve biyolojik 6zelliklerinin modiile edilmesi i¢in etkili bir
stratejidir [30-32]. Hidroksiapatit (HA, Caio(PO4)s(OH)2) ve betatrikalsiyum fosfat (-
TCP, Caz(POs4)2) gibi kalsiyum fosfatlar, giiclii biyoaktiviteleri, biyouyumluluklari ve
dogal kemigin mineral bilesenlerine kimyasal benzerlikleri nedeniyle yaygin olarak
kullanilan ~ biyoseramiklerdir [11,33,34]. HA ve [-TCP'nin o&zelliklerinin
birlestirilmesiyle elde edilen bifazik kalsiyum fosfat (BCP) seramikleri, kemik
rejenerasyonunda saf HA ve B-TCP'ye gore daha yeteneklidir [35,36]. Ayrica,
gozenekliligi kontrol edilerek farkli mekanik konfiglirasyonlar elde edilecek sekilde
uyarlanabilen BCP, c¢esitli malzemelerle katkilandirilarak c¢ok islevli hale
getirilebilmektedir. Dogal kemik dokusundaki CaP ise, yapisinda Na*, K*, Mg**, F,
CI" ve COs* gibi birgok iyonu barmdirmaktadir. Sentetik CaP'lara iyon katkilamast,
dogal kemigin gercekei bir sekilde taklit edilmesine ve kemik hasarlarinin tedavisinde
istenilen 6zelliklere sahip malzemelerin {iretilmesine katkida bulunan bir yaklagimdir
[37]. Bor (B), pek c¢ok biyolojik siirecte rol oynamasinin yani sira, kemik olusumu,
biiyiimesi ve bakimi iizerindeki yararl etkileriyle umut vaat eden metalik olmayan eser
elementlerden biridir [48-50]. In vitro calismalar, matriste borun bulunmasinin,
osteoblast proliferasyonu ve farklilagmasi iizerindeki etkilerini gostermistir [37,51-
53,146]. Ayrica bor, molekiiller arasinda ¢apraz baglantilar olusturarak kristal yapiy1
giiclendirmektedir [54].

29



Membran doku iskelelerinin {retiminde, ¢oziicii dokiim-parcacik ligi, hizl
prototipleme (RP) [174], elektrospinleme [175] ve daldirma ¢okeltme [14,55] dahil
olmak tizere ¢ok cesitli teknikler kullanilmistir. Bu teknikler arasinda "¢oziicii
olmayan faz ayrimi (NIPS)" olarak adlandirilan daldirma ¢okeltme, ¢esitli membran
yapilarinin kontrol edilebilir ve tekrarlanabilir {iretimine olanak taniyan en yaygin

uygulanan yontemdir [176].

Calismanin bu boliimiinde, farkli oranlarda bor katkili BCP tozlar1 sentezlenmis ve
karakterize edilmistir. Daha sonra, sentezlenen tozlar PVDF ¢6zeltisine dahil edilerek
NIPS teknigiyle membran formunda kompozit iskeleler iiretilmistir. Sentezlenen
tozlarin iiretilen iskelelerin 6zellikleri iizerindeki etkileri arastirilmustir. iskelelerin
fizikokimyasal ve morfolojik 6zellikleri, Fourier Transform Kizildtesi Spektroskopisi
(FTIR) ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile karakterize edilmistir. iskelelerin
fiziksel Ozellikleri ylizey temas acgist ve sisme Olglimleri ile degerlendirilirken,
mekanik 6zellikleri gekme dayanimi dlgiimleri ile belirlenmistir. Uretilen iskelelerin
termal oOzellikleri Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) ile belirlenirken, [-
kristalizasyon orani FTIR ile hesaplanmis ve B-faz yapis1t X-1s11 kirinimi (XRD) ile
karakterize edilmistir. Iskelelerin biyoaktiviteleri, simiile edilmis viicut sivisinda
(SBF) degerlendirilmis ve iskelelerin sitotoksisitesi in vitro hiicre kiiltiirii deneyleri

yapilarak arastirilmistir.
2.2 Deneysel Calismalar

2.2.1 Malzemeler

BCP tozlarinin sentezi i¢in baslangic malzemeleri olarak kalsiyum hidroksit
(Ca(OH):.) ve fosforik asit (H3PO4), katkili BCP tozlarinin sentezi i¢in ise bor kaynagi
olarak borik asit (H3BO3) Merck™ (Almanya) firmasindan satin alimmistir. Membran
doku iskelesi iiretiminde kullanilan PVDF ve PVDEF’in c¢0ziiclisii olan N,N-
dimetilformamid (DMF, (CH3)NC(O)H)) sirasiyla Solvay (Solef® 1015) ve Fisher
firmasindan temin edilmistir. Uretilen membran doku iskelelerinin in vitro
biyoaktivite ¢aligmalarinda kullanilmak tizere sodyum kloriir (NaCl), potasyum kloriir
(KCl), kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl2.2H20), magnezyum kloriir hekzahidrat
(MgCl2.6H0) ve sodyum dihidrojen fosfat monohidrat (NaH>PO4.H20) Merck™
(Almanya) firmasindan ve sodyum bikarbonat (NaHCO;3) Sigma-Aldrich™

(Almanya) firmasindan satin almmistir. Iskelelerin in vitro sisme calismalarinda
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kullanilan fosfat tampon ¢ozeltisi (DPBS, pH 7.4), Gibco™ (ABD) firmasidan temin

edilmistir.

2.2.2 Bor katkili BCP tozlarinin sentezi

BCP tozlari, kalsiyum ve fosfor kaynagi olarak sirasiyla Ca(OH). ve H3POu4

kullanilarak, 1slak kimyasal yontem ile asagidaki reaksiyona gore sentezlenmistir [49].
10Ca(OH)2 + 6H3PO4 — Caz(PO4)6(OH)2 + 18H20

Oncelikle, 0,3375 M Ca(OH), 120 mL saf su icerisinde bir manyetik karistiricida
(Stuart™ UC152D) 40 °C'de 30 dk boyunca karistirilmustir. Siirekli karistirilan
Ca(OH): ¢ozeltisine 1,67'lik stokiyometrik Ca/P orani verecek sekilde 0,5 g/dk hizla
0.245 M H3P04 yavas yavas ilave edilmistir. H3POy ilavesinden sonra, ¢dzelti 40 °C'de
48 saat boyunca karistirilmistir. Elde edilen ¢6zelti 3000 rpm'de 4 dakika boyunca bir
santrifiij cihazinda (Hettich™ Universal 320/320R) santrifiij edilmistir. Daha sonra
kalan s1v1 dekante edilmis ve yeniden siispansiyon elde etmek i¢cin 120 mL saf su ilave
edilmistir. Bu adim 5 kez tekrarlandiktan sonra elde edilen cokeltiler bir etiivde

(Ecocell™) 110 °C sicaklikta 48 saat boyunca kurutulmustur.

Bor katkili BCP tozlarmin sentezi ise, yukarida agiklananlara benzer adimlarla
gerceklestirilmistir. Cozeltiye Ca(OH)> eklenmeden 6nce bor kaynagi olarak H3BOs
ag. %0.5, 1 ve 2 olacak sekilde 120 mL saf su igerisinde ¢oziilmiistiir. Islak kimyasal
yontemin ardindan kurutulan saf ve bor katkili tozlar, kamara tipi bir laboratuvar
firminda (Protherm™ PLF 160/7) 1200 °C'de hava atmosferinde 2 saat siireyle 1s1l
isleme tabi tutulmustur. Deneylerde secilen 1sitma/sogutma hizi 5 °C/dk’dur.
Sentezlenen tozlar, akik havan ve havan tokmagi kullanilarak ¢giitiilmiis ve membran
doku iskelelerinin liretimi i¢in hazir hale getirilmistir. Bor katkis1 igerigine bagli olarak
sentezlenen tozlar sirastiyla BCP, BCP/0.5B, BCP/IB ve BCP/2B olarak

adlandirtlmistir.

2.2.3 Bor katkili BCP/PVDF esasli membran doku iskelelerinin iiretimi

Calismanin ilk boliimiinde, sentezlenen tozlar PVDF’e katkilandirilarak bes farkli
membran doku iskelesi NIPS ve ardindan liyofilizasyon ikili yontemleri ile
tiretilmistir. Kompozit ¢ozeltilerin her biri, toplam kati madde konsantrasyonu ag.

%18'de sabit tutularak 10’ar mL olarak hazirlanmistir.
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Oncelikle, PVDF'in DMF igerisinde bir manyetik karistiricida 60 °C'de 24 saat
boyunca karistirilmasiyla homojen bir ¢ozelti elde edilmistir. Elde edilen ¢ozelti
igerisine sentezlenen BCP tozlari, PVDF’in ag. %10’u oraninda eklenmistir.
Hazirlanan ¢6zelti, homojen bir karisim elde etmek amaciyla dokiimden 6nce 10 dk
boyunca sonikasyon islemine tabi tutulmustur. Daha sonra, bir cam altlik tizerine 200
mikronluk film olarak doékiilmiis ve ardindan hacimce %60:40 oraninda DMF ve su
iceren koagiilasyon banyosuna 5 °C'de 3 saat siireyle daldirilmistir. Elde edilen
membranlar, kalan ¢dziicliniin uzaklastirilmasi i¢in 48 saat boyunca saf su banyosunda
durulanmis ve -80 °C'de 4 saat boyunca bir liyofilizatdrde (Toros™ TRS-2/2V)
liyofilize edilmistir. Polimer matristeki toz icerigine bagli olarak iskeleler sirasiyla
PVDF, P/BCP, P/BCP/0.5B, P/BCP/1B ve P/BCP/2B olarak adlandirilmistir.
Hazirlanan kompozit membran doku iskelelerinin kimyasal kompozisyonlar1 Cizelge

2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 : Uretilen farkli oranlarda bor katkili BCP/PVDF esasli kompozit
membran doku iskelelerinin dokiim ¢ozeltisi bilesimleri.

Cozelti bilesimleri

Numune Kodu PVDF Bor katkili BCP
(%ag.) (%ag.)
PVDF 18 0
P/BCP 16,2 1,8
P/BCP/0.5B 16,2 1,8
P/BCP/1B 16,2 1,8
P/BCP/2B 16,2 1,8

2.2.4 Karakterizasyon

2.2.4.1 Bor katkili BCP tozlarimin karakterizasyonu

Sentezlenen tozlarin morfolojik karakterizasyonu, bir alan emisyonlu taramali elektron
mikroskobu (FE-SEM, FEI QUANTA FEG 250) kullanilarak 10 kV hizlanma
voltajinda gergeklestirilmistir. Goriintiileme ©ncesi numunelerin yiizeyi altin-

paladyum tabakasi ile kaplanarak iletkenlik kazanmasi saglanmistir.

Sentezlenen tozlarin partikiill boyut Ol¢limleri, bir partikiill boyutu analizorii
(Malvern™ Mastersizer 3000E) kullanilarak gergeklestirilmistir. Partikiil boyut
Ol¢iimlerinde dagitici ortam olarak saf su kullanilmistir. Tozlarin yogunluklari, bir gaz

piknometresi (Micromeritics ™, AccuPyc II 1340) kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
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Sentezlenen tozlarin kristal fazlarimin varligi, X-isinlar1 difraktometresi (XRD,
XPERT PANALYTICAL) kullanilarak monokromatik Cu-Ka (A = 1.5406 A)
radyasyonu ile 40 kV potansiyel fark, 40 mA akim ve 20 = 10°-60° tarama aralig1
kosullarinda tespit edilmistir. Mevcut kristalin fazlar, Uluslararast Kirinim Verileri
Merkezi (The International Centre for Diffraction Data®; ICDD) toz kirinim veri

tabani kullanilarak tanimlanmistir.

2.2.4.2 Bor katkili BCP/PVDF esasli membran doku iskelelerinin

karakterizasyonu

Farkli bor katki oranlarina sahip BCP/PVDF esasli membran iskelelerin ylizey ve kesit
morfolojileri, enerji dagilimli spektroskopi (EDS) ile entegre bir FE-SEM (FEi
QUANTA FEG 250) kullanilarak 2 ila 5 kV arasinda degisen hizlanma voltajinda
goriintlilenmistir. Numuneler o6nce sivi azot igerisinde dondurulmus ve kesit
goriintiileri elde etmek i¢in kirilmistir. Gorilintiileme 6ncesi numunelerin yiizeyi altin-
paladyum tabakasi ile kaplanmistir. Iskelelerin gozenek boyut dl¢iimleri, SEM
goriintlileri kullanilarak Image J 1.520 yazilimi ile en az yliz gézenekten ortalama

gbdzenek boyutu olarak hesaplanmustir.

Iskelelerin kristal faz yapisi, Bragg-Brentano gonyometresi ve Lynxeye XE detektorii
ile entegre bir X-ismnlar1 difraktometresi (XRD, Bruker™ AXS-Discovery D8)
kullanilarak monokromatik Cu-Ka (A = 1.5406 A) radyasyonu ile 40 kV potansiyel
fark, 40 mA akim ve 20 = 10°-35° tarama aralig1 kosullarinda tespit edilmistir. Mevcut
kristalin fazlar, Uluslararas1 Kirimmm Verileri Merkezi veri tabani kullanilarak

tanimlanmaistir.

Iskelelerin yiizey temas acis1 oOlgiimleri, bir temas acis1 analizorii (Biolin
Scientific™/Attension Theta Flex) ile sabit damla yaklagimiyla saf su ve PBS
kullanilarak gergeklestirilmistir. Ol¢iimden 6nce iskelelerden esit boyutlarda kesilen
numuneler ¢ift tarafli yapiskan bant kullanilarak bir cam altlik {izerinde
diizlestirilmistir. 5 pLL hacimli damlalar numunelerin yiizeyine pipetlenerek her bir
damla birakildiktan hemen sonra goriintiileri yakalanmistir. 5 saniyelik temas
sonrasinda alinan damlacik goriintiilerinde damlacigin temas acisindaki degisiklikler
gozlenmistir. Calismalar {i¢ paralel numune ile yliriitiilmiis ve standart sapma degerleri

hesaplanmastir.
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Iskelelerin su emme kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla sisme ¢aligsmalari
gerceklestirilmistir. Oncelikle iskeleler esit boyutlarda kesilerek kuru agirliklari bir
hassas terazide (Shimadzu™ - AUX321;+0,0001 g duyarlilik) tartiimis ve Wd olarak
kaydedilmistir. Daha sonra, kesilen numuneler kapakli cam siselerde 30 mL PBS
igerisinde (pH 7,4) 37 °C sabit sicaklikta 1, 7, 14, 21 ve 28 gilin boyunca inkiibe
edilmistir. Belirlenen periyotlarin sonunda numunelerin yiizeylerindeki sivi hafifce
uzaklagtirilms, tartilarak Ww olarak kaydedilmistir. Calismalar ii¢ paralel numune ile
yiiriitiilmiis ve standart sapma degerleri hesaplanmistir. Iskelelerin sisme degerleri

Denklem 2.1°e gore hesaplanmis ve (Ws)t olarak kaydedilmistir:

2.1)

Bu esitlikte Wd iskelelerin kuru agirhigini, Ww iskelelerin yas agirligint ve (Ws)t

iskelelerin t zamanindaki sigmis agirligini ifade etmektedir.

Iskelelerinin mekanik performansi, bir statik mekanik test cihazi (Shimadzu™ AGS-
X) kullanilarak 6l¢tilmiistiir. Esit boyutlarda kesilen numunelerin tizerine 1 kN’luk yiik
hiicresi ile 50 mm/dk’lik sabit hizla kuvvet uygulanmig ve doku iskelelerinin gerilim-
gerinim (stress/strain) egrileri elde edilmistir. Test sonucunda elde edilen egrilerin
dogrusal bolgesindeki egim alinarak elastik modiil degerleri hesaplanmistir.
Calismalar bes paralel numune ile yiiriitiilmiis ve standart sapma degerleri

hesaplanmustir.

Iskelelerin termal &zellikleri, bir diferansiyel taramali kalorimetri (DSC, TA
Instrument/DSC25) cihazi kullanilarak incelenmistir. Analizler -90 °C ila 200 °C
sicaklik araliginda 1sitma, 200 °C ila -90 °C sicaklik araliginda sogutma ve 10 °C/dk
1sitma hiz1 ile azot ortaminda yiiriitilmiistiir. Erime ve kristallesme sicakliklar
sirasiyla 1sitma ve sogutma egrilerinin tepe noktalarindan belirlenmistir. Erime
entalpisi, ilk 1s1tma egrisinin 120 ila 170 °C arasindaki sicakliklardan entegre edilerek
hesaplanmistir. Numunelerin toplam kristalligi ise Denklem 2.2’ye gbre hesaplanmis

ve X olarak kaydedilmistir:

X, = i—;‘;x 100 2.2)

burada AH; numunenin erime sirasindaki fiizyon 1sis, AH]? ise 104.5 J-g! oldugu

varsayilan %100 kristalin PVDF polimerinin flizyon 1sis1dir.
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PVDF esash iskelelerin igerisindeki bagil B fazi igerigi, bir Fourier doniistimii
kizilotesi (ATR-FTIR, Thermo Nicolet iS50) spektroskopisi kullanilarak
belirlenmistir. FTIR spektrumlar1 400 ila 4000 cm™ dalga boyu araliginda, 14 cm’!
¢oziiniirliikte ve 16 tarama ile kaydedilmistir. 763 cm™ (a faz1) ve 838 cm™ (B
faz1)'deki absorpsiyon bantlarinin bagil yogunlugundan bagil B fazi igerigi Denklem
2.3%¢ gore hesaplanmis ve Fj olarak kaydedilmistir:

838
al 2.3)

Fp=———=
B 1264753 +4%38

Bu esitlikte, A7°3 ve A238 numunelerin sirastyla 763 cm™ ve 838 cm!'deki absorbans

yogunluklaridir. 1,26 degeri ise, a-fazinin (7,7 x 104 cm®.mol ') ve B-fazinm (6,1 x

104 cm?.mol ') absorbans katsayilarmin orania karsilik gelmektedir [29][177].

Uretilen iskelelerin in vitro biyoaktivite calismalari, yapay viicut sivist (10xSBF)
icerisinde gerceklestirilmistir [178]. Calisma kapsaminda toplam hacmi 1 L olarak
hazirlanan 10xSBF stok ¢6zeltisinde kullanilan reaktifler ve konsantrasyonlar1 Cizelge
2.2’de listelenmistir. Insan kan plazmasindaki kalsiyum ve fosfat iyonlarmin on katini
iceren 10xSBF’nin tercih edilmesinin nedeni, kalsiyum fosfat ¢ekirdeklenmesini

hizlandirmaktir.

Cizelge 2.2 : 10xSBF stok c¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan reaktiflerin
konsantrasyonlari.

Bilesenler Ekleme sirasi Iyonik konsantrasyon
(mM)
NaCl 1 1000,00
KCI 2 5,00
CaCl».2H,O 3 25,00
MgCl,.6H,0 4 5,00
NaH;PO4.H,O 5 3,62
NaHCO3* 6 10,00
*100 mL SBF igin.

10xSBF hazirlama isleminde, Cizelge 2.2°de listelenen ilk bes reaktif, her adimda
reaktifin tamamen ¢oziinmesine dikkat edilerek sirasiyla 900 mL ultra saf su igerisinde
¢Oziilmiistiir. Hacmin ultra saf su ile 1000 mL’ye tamamlanmasiyla stok cozelti
hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢6zeltiden 100 mL kapakli cam sise icerisine alinarak
konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde NaHCOs ilave edilmis ve bir pH metre (Seven

Compact Duo S214, Mettler™ Toledo) ile pH degerinin 7,4 olmasi saglanmustir.
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Hazirlanan 10xSBF ¢ozeltisi hemen kullanilabilecegi gibi, 4 °C’de 1 ay boyunca
muhafaza edilebilir. Biyoaktivite c¢alismalari, iiretilen bes farkli iskeleden esit
boyutlarda kesilen numunelerin hazirlanan 10xSBF ¢ozeltisi icerisinde 3 ve 14 giin
boyunca 1slatilmasi ile gergeklestirilmistir. Inkiibasyonun ardindan, yavasca ¢ozelti
icerisinden c¢ikartilan numuneler saf su ile hafifge yikanmis ve -20 °C’de
dondurulduktan sonra -80 °‘C'de liyofilizatérde 4 saat boyunca liyofilize edilmistir.
Numunelerin yiizey morfolojileri FE-SEM kullanilarak 10 kV hizlanma voltajinda
gorlintiilenmis ve olusan mineralize tabakanin kimyasal bilesimi yar1 kantitatif EDS
ile karakterize edilmistir. Numunelerin yiizeyindeki apatit olusumu, XRD kullanilarak
Cu-Ka (L= 1.5406 A) radyasyonu ile 40 kV potansiyel fark, 40 mA akim ve 20=10" —
50" tarama aralig1 kosullarinda incelenmistir. Numunelerin kimyasal yapilari ve yapida
bulunan OH", COs ve PO4~ fonksiyonel gruplarin varliklar1 400 — 4000 cm™! dalga
boyu araliginda alinan ATR-FTIR spektrumlar ile gosterilmistir.

Iskelelerin hiicre canlihi@: ve sitotoksisitesi, bir RTCA sistemi (ACEA Biosciences
xCELLigence) kullanilarak ISO-10993-5 test protokoliine gore dl¢lilmiistiir. L929 fare
fibroblast hiicrelerinin optimum ekim konsantrasyonu belirlenmis ve ardindan
hiicreler (15x10° hiicre/kuyu) 24 saat boyunca bir E-Plakaya 16'ya (ACEA
Biosciences) ekilmistir. Muamele edilmemis L[929 hiicreleri kontrol olarak
kullanilmistir. Hiicre empedansi, E-Plaka 16’nin altina yerlestirilen etkilesimli
mikroelektrot sensorleri kullanilarak 120 saat boyunca her 30 dakikada bir hiicre
canliligi belirlemek i¢in RTCA sistemi tarafindan Sl¢giilmiistiir. RTCA, elektriksel
empedansi 6lgerek hiicre canliligini, hiicre sayisini, baglanma kalitesini ve hiicre tipini

ifade eden bir parametre olan hiicre indeksini goriintiilemektedir.

Tiim kantitatif veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak rapor edilmistir.
Iskelelerin sisme orami, gdzeneklilik ve ¢ekme dayanimi verilerinin istatistiksel
analizlerini gerceklestirmek icin Microsoft Excel ve Origin yazilimi (Origin Lab)
kullanilmistir. Hiicre canlilig1 ve sitotoksisite deneylerinin istatistiksel analizleri bir
yonlii ANOVA ile gerceklestirilmis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklar P degeri <0,05 olacak sekilde uygulanmistir.
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2.3 Bulgular ve Tartisma

2.3.1 Bor katkih BCP tozlarinin karakterizasyonu

Islak kimyasal yontem ve ardindan 1200 °C’de sentezlenen bor katkili BCP tozlarinin

SEM goriintiileri, Sekil 2.1°de gosterilmistir.

‘y
E
o

3000 x

3000 x

Sekil 2.1 : Islak kimyasal yontem ve 1s1l islem ikili yontemleri ile sentezlenen BCP
tozlarinin SEM goriintiileri ag. (a) %0, (b) %0.5 (c) %1 ve (d) %2 bor katkili BCP.

Sentezlenen tozlarin bor iceriginin tozlarin morfolojisi izerindeki etkilerini belirlemek
amaciyla elde edilen SEM goriintiileri incelendiginde, BCP tozlarinin kiimelendigi ve
diizensiz bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir. SEM analizine ek olarak se¢ilen ag.
%0 ve %2 bor katkili BCP tozlarinin ¢esitli noktalarinda EDS o6l¢limleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar, sentezlenen BCP tozlarinin esas olarak
kalsiyum (Ca) ve fosfordan (P) olustugunu ve tozlarda baska higbir safsizlik
bulunmadigini géstermistir. EDS analizi Ca/P oraninin sirastyla 1,29 ve 1,34 oldugunu
gostermis olup, bu oranin dogal kemigin 1,67 olan Ca/P oranina yakin oldugu
sOylenebilir [49]. SEM ile morfolojisi belirlenen farkli geometrik sekillerde tozlara

sahip aglomeralar, ¢ok sayida diizensiz partikiiliin varligina kanit olusturmaktadar.

Kiimelenen mikropartikiillerin boyutunun belirlenmesi amaciyla tozlara partikiil boyut
analizi gerceklestirilmistir. Analiz sonucunda, SEM goriintiilerinde gézlenen cesitli
boyutlardaki BCP mikropartikiillerinin ortalama partikiil boyutlarmmin 15 pm’nin
altinda oldugu belirlenmistir. Sekil 2.2, ag. % 0, 0.5, 1 ve 2 bor katkili BCP tozlarinin
partikiil boyut dagilim grafigini gostermektedir. Sekil 2.2 incelendiginde, tozlarin
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partikiil boyut dagiliminin 10,82 ila 12,13 um araliginda oldugu tespit edilmistir.
Degisen bor igerigi ile tozlarin partikiil boyut ve morfolojisinde belirgin bir degisiklik
olmamistir. Albayrak [49]’1n bulgularina benzer sekilde ag. %2 bor katkisiyla BCP

tozlarmin partikiil boyutunda 6nemli bir artis olmadig1 gozlenmistir.
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Sekil 2.2 : Islak kimyasal yontem ve 1200 °C’de 1sil islem ikili yontemleri ile
sentezlenen tozlara ait ortalama partikiil boyut ve yogunluk degerleri.

Ag. %0, 0.5, 1 ve 2 bor katkili BCP tozlariin piknometre yogunluklar1 Sekil 2.2°de
gostermektedir. Ag. %2 bor eklenmesi, BCP tozlarmin yogunlugunu 2,42 g/cm’'ten

3,09 g/cm3'e arttirmistir.

— BCP
—— BCP/0.5B
— BCP/1B
— BCP2B

Siddet (a.u)

20 (derece)

Sekil 2.3 : Islak kimyasal yontem ve 1200 °C sicaklikta 1s1l islem ikili yontemleri ile
sentezlenen BCP tozlarinin XRD difragtograma.

Islak kimyasal yontem ve ardindan 1200 °C sicaklikta 1s1l iglem ikili yontemleri ile

sentezlenen tozlarim kristalin fazlarini belirlemek ve safligini kontrol etmek i¢in XRD
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analizi gerceklestirilmistir. BCP ve ag. %0.5, 1 ve 2 bor katkili BCP tozlarinin XRD
difraktogramlar Sekil 2.3’te gosterilmistir. XRD analizinde, 20 = 25.9°, 31.8°, 32.2°,
33°,34.1°, 46.8° ve 49.6° noktalarinda gozlenen pikler JCPDS 01-073-4869 numarali
referans karta géore HA ve B-TCP’den olusan BCP’nin varligint dogrulamistir. Artan
bor takviyesinin miktarina bagli olarak piklerin tepe noktalarda kaymalarin oldugu

>*'nin iyonik yarigapindan

gozlenmistir. Bunun nedeni, B*'nin iyonik yaricapmin Ca
onemli Olgiide daha biiyikk olmasidir. Bu kayma, B* iyonlarinin BCP'nin o6rgii
yapisinda yerlestigini gostermektedir. Bununla birlikte, bor katkili BCP yapisinda
tespit edilen B-TCP'nin agirlik yilizdesinin bor igerigi degistirilerek degistirilebilecegi

ortaya konmustur.
2.3.2 Bor katkili BCP/PVDF esashh membran doku iskelelerinin karakterizasyonu

2.3.2.1 Morfolojik ve fizikokimyasal ozellikler

NIPS yontemiyle iiretilen membran doku iskelelerinin yiizey ve kesit SEM goriintiileri

Sekil 2.4 ve Sekil 2.5’te gosterilmektedir.

P/BCP/0.5B

2.500 x 5 kV —30um—§ 2.500 x 5 kV —3oum— g 2500 x

P/BCP/1B P/BCP/2B

2.500 x S kV —30um—§ 2,500 x

Sekil 2.4 : NIPS ve ardindan liyofilizasyon ikili yontemleriyle iiretilen membran doku
iskelelerinin yiizey SEM goriintiileri.

Yiizey SEM goriintiileri, bu yontemle hazirlanan polimerik membranlarin tipik
ozelligi olan yogun yiizey katmanini ortaya koymaktadir. Bu yogun katman, hizh
¢Oziicii akis1 nedeniyle polimer kristalizasyonunun gerceklestigi koagiilasyon
banyosunda olusur [55]. Bununla birlikte, PVDF esasli iskelelerin yiizey

morfolojisinin, polimer matrise toz eklenmesiyle onemli Olclide degismedigi
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goriilmiistiir. Diger bir degisle, tiim iskelelerin ylizey SEM goriintiilerinde homojen
dagilimli diizgiin bir yiizey morfolojisi gézlenmistir.

Kesit SEM goriintiileri, iskelelerin yogun yiizey katmaninin altinda birbirine bagh
mikro gozenekleri gostermektedir. Bu yogun katman ve mikro gézenekler, tek fazli
homojen bir ¢dzeltinin NIPS yonteminde ¢okelme asamasi sirasinda matrisi olusturan
polimer agisindan zengin bir faz ve iskelelerin gdzeneklerini olusturan polimer
acisindan fakir bir faz olmak iizere iki faza ayrilmasiyla olusturulur. Cokelmenin
yiizeyde i¢ ve alt kisimlara gore daha hizli gerceklesmesi, daha kiiciik gozenek
olusumuna ve daha yogun bir yapiya neden olurken, i¢ kisimda ¢oziicii giderim
oraninin azalmasi daha biiylik gozeneklerin olusmasina neden olur [156]. Ayrica,
NIPS islemi sonrasinda uygulanan liyofilizasyon teknigi sonucunda iskelelerin
tamamu toz igerigine bagli olarak farkli gozenek boyutlarina sahip bal petegi benzeri

diizenli gozeneklerden olugmustur.

5.000 x 5.000 x +0um+ § 5.000 x

#10 pm4

Sekil 2.5 : NIPS ve ardindan liyofilizasyon ikili yontemleriyle liretilen membran doku
iskelelerinin kesit SEM goriintiileri.

Kemik rejenerasyonunda gozenek boyutu, hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini
etkinlestiren hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve gociinde dnemli bir rol oynar [179].
Yapilan ¢alismalarda MG63 insan osteoblast hiicrelerinin 0,2 — 1 pm gdzenek
boyutuna sahip polikarbonat esasli polimerik yilizeylere tamamen yapisip yayildigi ve
3,0— 8,0 um gbzenek boyutunun besleyici hiicrelerin gociine izin verdigi belirtilmistir.
Ayrica, 5,0 — 8,0 um'lik bir gézenek boyutunun, polimerik membranlar iizerinde
biiyiiyen embriyonik kok hiicrelerin osteojenik farklilasmasi i¢in yeterli oldugu
bildirilmigtir [179]. Calismanin bu boliimiinde iiretilen bes farkli membran iskele, 2,57

+ 1,74 11a 9,19 £ 3,3 um arasinda degisen birbirine bagh kesitsel gozenekle karakterize
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edilmistir. Iskelelerin ortalama gézenek boyutu, PVDF numunesi i¢in 2,57 + 1,74 pm
iken, P/BCP numunesinde 9,19 + 3,3 um'ye yiikselmistir. Bor katkili BCP toz
igeriginin polimer matristeki oraninin artmasi, sirasiyla P/BCP/0,5B, P/BCP/1B ve
P/BCP/2B numuneleri i¢in gézenek boyutunun 4,96 + 2,18 um, 6,62 + 2,25 um ve 3,4
+ 1,09 pm'ye diigmesine neden olmustur. Polimer matrisine eklenen tiim tozlarin
katkisiz PVDF iskelesine kiyasla gézenek boyutunu arttirdigi gosterilmistir. Benzer
sekilde Abzan ve calisma ekibi [55] tarafindan yapilan bir ¢alismada, NIPS ve termal
olarak indiiklenen faz degisimi yontemlerinin kombinasyonuyla hazirlanan PVDF
esaslt membran iskeleler i¢in degisen proses parametreleriyle 0,7 + 0,1 um'den 4,2 +

0,6 um'ye kadar artan bir gézenek boyutuna sahip oldugu raporlanmastir.

P/BCP/2B
P/BCP/1B
P/BCP/0.5B
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Sekil 2.6 : Membran doku iskelelerinin FTIR spektrumlari.

Sekil 2.6, PVDF, BCP ve B'nin karakteristik bantlarin1 gosteren numunelerin FTIR
spektrumlarin1 gostermektedir. Sekil 2.6 incelendiginde, CH> gruplariin titresimine
atfedilen 1400 cm''de yer alan karakteristik bantlar ve 795 cm!'de bir omuz
sergiledigi goriilmektedir [180,181]. 1068 cm™, 1166 cm™ ve 1232 cm™'deki pikler,
CF, gruplarmin gerilme titresimlerini temsil ederken, 766 cm™'deki pik CF»
gruplarinin biikiilme titresim moduyla iliskilendirilmistir. CH> ve CF> gruplarinin
asimetrik gerilme titresim modundan kaynaklanan absorbsiyon bandi, 840 cm''de
gbzlenmistir. 840 cm™’deki bu pik, CH» ve CF gruplarinin asimetrik gerilme titresim

moduyla iligkilendirilmistir [181].

Bor ve BCPnin PVDF matrisine dahil edilmesiyle yeni pik noktalar1 ortaya

¢ikarmasina ragmen, PVDF’in karakteristik pikleri tim spektrumlarda goriilmiistiir.
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474 cm’!, 604 cm’!, 962 cm™, 1047 cm™ ve 1092 cm™'de yer alan pikler BCP'yi
olusturan fazlardan biri olan HA'ya atfedilirken, 947 cm!, 983 cm™! ve 1122 cm™’deki
pikler ikincil B-TCP fazim1 gostermektedir. Fosfat iyonlarindaki P-O iyonik baginin
simetrik gerilmesinin titresim modu 947 cm™, 962 cm! ve 983 cm™'de gbzlenirken,
asimetrik gerilme modu 1047 cm™, 1092 cm! ve 1122 cm™ olarak indekslenmistir
[182]. BOs* grubunun simetrik biikiilme titresim moduna iliskin bant 783 cm™'de
gbzlenmistir. 638 cm!'de yer alan pikin, OH™ grubunun serbest moduna ait oldugu
bilinmektedir [49]. PVDF numunesine iliskin spektrumun, bor katkili BCP'nin
varligimi dogrulayan s6z konusu bolgelerdeki pikler nedeniyle katkili numunelerin
spektrumunlarindan farkli oldugu Sekil 2.6’da acikg¢a goriilmektedir. PVDF matrisinin
yapisal simetrilerindeki siddetli degisikliklerin, bor ve BCP tozlarinin matrise dahil
edilmesiyle ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Numunelerin FTIR spektrumlari, PVDF
yapisina bor ve BCP katkilariin etkisi i¢in kanit olarak kullanilabilir. PVDF
matrisinde toz katkilarinin neden oldugu degisiklikleri daha iyi gorsellestirmek igin,

degisiklikleri igeren spektrumlar seklin igerisine yerlestirilmistir.

2.3.2.2 Fiziksel ve mekanik ozellikler

PVDF esasli membran iskelelerinin karsilastirmali yilizey 1slanabilirligi, su ve PBS
olmak tizere iki farkli ortam kullanilarak temas agis1 6l¢timleriyle degerlendirilmis ve

Ol¢tim sonuglar1 Sekil 2.7 (a) ve (b)’de verilmistir.
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Sekil 2.7 : Membran iskelelerin temas acis1 degerleri: (a) su temas agisi, (b) PBS temas
acist.

Elde edilen sonuglara gore, PVDF esasli iskelenin su temas ag1s1 degeri 111,92°+10,1°
olarak oOl¢iilmiistiir. Bu sonug, PVDF’in dogal hidrofobik 6zelligini ortaya
koymaktadir [183]. Diger bir taraftan, BCP katkili PVDF esash iskelenin su temas
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acis1 degeri 101,85° + 0,44’ ye diiserek 1slanabilirlikte bir artis gdstermistir. Ek olarak,
strastyla ag. %0.5, %1 ve %2 bor katkili BCP/ PVDF esash iskeleler i¢in su temas
acis1 degerleri 102,01° + 8,3°, 101,68" + 3,98 ve 96,68 + 4,35" olarak olciilmiistiir.
PVDF esash iskelenin su temas agist degerinin, tozlarin polimer matrise dahil
edilmesiyle azaldigi sdylenebilir. Bu sonug, Onceki arastirmalarla tutarli olarak
hidrofilisiteyi arttirmak i¢in kullanilan katki maddelerinin etkisini ortaya koymaktadir

[183].

Uretilen iskelelerin yiizey 1slanabilirliginin daha fazla arastirilmasi amaciyla PBS ile
temas agis1 Olclimleri gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde,
PVDF’in 111,92° + 10,10° olarak kaydedilen su temas acis1 degeri, PBS igerisinde
gerceklestirilen temas agis1 dlgiimlerinde 110,62° + 4,417 olarak 6l¢iilmiistiir. Ote
yandan, ag. %2 bor katkili iskele igin su temas agis1 degeri 96,68 + 4,35" iken, PBS
temas agis1 degerinin 89,13" £ 6,95 ye diistiigii goriilmektedir. Szewczyk ve calisma
ekibi [18] tarafindan yapilan benzer bir caligmada, farkli voltaj polariteleri
uygulanarak elde edilen elektroegrilmis PVDF doku iskelelerinin su, PBS, DMEM
(Dulbecco'nun modifiye ettigi Eagle medium) ve hiicre kiiltiirii olmak {izere farkli
ortamlarda temas agis1 degerleri 6l¢lilmiistiir. PVDF(+) durumu i¢in 6l¢iilen su temas
acist degeri 1445 + 50° iken, PBS temas acist degeri 141,8° + 4.5 olarak
kaydedilmistir. Numuneye ait su temas acist degerinin, PBS ve diger ortamlardaki

temas agis1 6l¢iim sonuglarina gore daha yiliksek oldugu raporlanmistir.

Yiizey 1slanabilirligi ile yakindan iliskili olan iskelelerin fizyolojik ortamda sisme
yetenegi, biyolojik etkilesimdeki anahtar faktorlerden biridir. Yeterli bir sisme
derecesi, hiicre kiiltiirii ortaminin emilimini ve besin akisini kolaylastirarak kemik
biiyiimesini desteklemektedir [51]. Iskelelerin sisme deneyleri, numunelerin PBS
(37°C, pH=7.4) igerisine 28 giin boyunca daldirilmasiyla gerceklestirilmis ve elde
edilen sisme degerleri Sekil 2.8’de verilmistir. Sekil 2.8 incelendiginde, 24 saatlik
inkiibasyon sonras1t PVDF esasli iskelenin sisme derecesi 2,91 iken, BCP katkili PVDF
esash iskenin sisme derecesi 1,28 olarak dlciilmiistiir. iskelelerdeki BCP igeriginin
artmastyla birlikte, BCP tozlarinin hidrofobik dogasina atfedilen azalan bir sigsme
davranis1 sergilenmistir [52]. Farkli bor konsantrasyonlarina sahip BCP'nin PVDF
esasli iskelelere katkilandirilmasiyla bu azalma egiliminin devam ettigi
gbzlemlenmistir. Ag. %2 bor katkili BCP/PVDF esash iskelenin 24 saatteki sisme

derecesi, 0,25'e kadar azalmigtir. Bunun nedeninin onceki ¢aligmalarimizla tutarl
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olarak artan toz igerigi nedeniyle iskelelerin genel gozenekliliginin azalmasi oldugu
sOylenebilir [30,31]. Diger bir taraftan, tiim iskelelerin 24 saat igerisinde neredeyse
doygunluga ulasarak 7. glinde maksimum sisme kapasitesine ulagtigi goézlenmistir.
Iskelelerin sisme egilimi, 14. giinden sonra azalmaya baslamis olup, bunun nedeni

sismenin daha yiiksek asamasinda polimer zincirlerinin kirilmasi olabilir.
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Sekil 2.8 : Membran iskelelerin sisme degerleri.

Hidrofilisite ve sisme kabiliyeti, viicuda implante edilen iskelelerin mekanik
biitiinliigiinii  6nemli ol¢iide etkilemektedir. Iskelelerin mekanik davranisi,
implantasyondan sonra yiiksek in vivo mekanik yiiklere dayanma etkinliklerinin en
onemli belirleyicilerinden biridir [183]. Iskeleler, kabul edilebilir bir mikro ortam
saglamak i¢in kemigin dogal ECM'sini mekanik olarak taklit etmelidir. Farkh
oranlarda bor katkili BCP iceren PVDF esasli membran iskelelerin ¢ekme dayanimi-
kopma uzamasi egrisi Sekil 2.9°da gosterilmektedir. PVDF esasli numunenin ¢ekme
dayanimi ve kopma uzamasi degerleri sirasiyla 11,09 = 0,71 MPa ve %8,56 = 0,08
iken, BCP eklenmesi ile sirasiyla 7,66 = 0,87 MPa ve %5,91 = 1,94 olarak
kaydedilmistir. Ag. %0.5 bor eklenmesi, P/BCP numunesinin ¢ekme dayanimi ve
kopma uzamasini sirasiyla 8,63 £+ 0,14 MPa ve %6,56 + 0,08'e kadar arttirmistir. Daha
diistik bor igerigine (ag. %0.5) sahip numunenin mekanik dayanimindaki artis, bunun
tozlarin polimer matris i¢inde daha 1yi dagilmasindan kaynaklanabilecegini
gostermektedir. Bununla birlikte, polimer matrise daha fazla borun dahil edilmesi,
P/BCP/0.5B'ye kiyasla iskelelerin gerilme dayaniminda bir azalmaya neden olmustur.

Bu azalma, daha fazla bor igerigine sahip PVDF esasli iskelelerin daha biiyiik gozenek
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boyutuna bagl olabilir. Iskelelerdeki daha biiyiik gdzeneklerin varligi, onceki
aragtirmalarda bildirildigi gibi mekanik 6zellikleri azaltmistir [12]. Ote yandan, 6nceki
arastirmalarda raporlandigi gibi kristallesme davranis1t membran iskelelerinin mekanik
Ozelliklerini etkileyebilir [181]. Boliim 2.3.2.3'te tartisilan kristallesme davranislariyla
ilgili olarak, en yiiksek toplam kristallilige sahip PVDF numunesinin ¢ekme dayanimi
ve kopma uzamasmin diger numunelerle karsilastirildiginda en yiiksek oldugu
goriilebilmektedir. Bununla birlikte, P/BCP numunesindeki B-faz igeriginin artmasiyla
birlikte mekanik 6zellikler azalmis olup, bu durum numunenin toplam kristalliginin
azalmasiyla agiklanabilir. PVDF esasli numunelerin toplam kristalligindeki toz
dagilimi, gozenek yapisi, toplam kristallik oranlart ve B-faz igerigi ile
birlestirildiginde, bu faktorlerin iskelelerin mekanik dayanimini gii¢lii bir sekilde

etkiledigini s6ylemek miimkiindiir.
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Sekil 2.9 : Membran iskelelerin ¢cekme dayanimi - % uzama degerleri.
2.3.2.3 Termal ozellikler ve p faz icerigi

Uretilen membran iskelelerin termal davranis1 DSC kullanilarak belirlenmis ve ilgili
1s1tma ve sogutma egrileri sirasiyla Sekil 2.10 (a) ve (b)'de gdsterilmistir. iskelelerin
erime, kristallesme sicakliklart ve kristallesme davraniglart  Cizelge 2.3'te
ozetlenmistir. PVDF, P/BCP ve P/BCP/0.5B numunelerine ait spektrumlarda, sirasiyla
a ve B fazlarimin erime davranigina atfedilen 168 °C ve 170 °C'de iki endotermik pikin
mevcut oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, P/BCP/1B ve P/BCP/2B numunelerinde
ise sadece P fazina ait endotermik pikin varhigi tespit edilmistir [184,185]. BCP
ilavesinin ve BCP'ye bor katkisinin PVDF'nin B-kristal olusumunu arttiric1 etkiye

sahip oldugu gozlenmistir. Sekil 2.10 (b)'de goriildiigii gibi katkilarin ilavesiyle PVDF
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numunesinin kristalizasyon sicakliginda 5 °C'lik bir kayma meydana gelmistir.
Yapilan bir ¢alismada [14], PVDF membran yapisina grafen oksit eklenmesinin,
heterojen c¢ekirdeklenmeye neden oldugu ve membranin kristallesme sicakligini
arttirdig1 raporlanmistir. Benzer sekilde bu ¢alismada kullanilan katkilar membranin

cekirdeklenme davranisini degistirmis ve kristallesme sicakligini 5 °C arttirmistir.

—— PVDF
—— P/BCP
—— P/BCP/0.5B
—— P/BCP/IB
—— P/BCP/2B
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—— P/BCP/2B

0 Sb 1(I)0 1;0 200 0 5‘0 1 (')0 1 ;0 200
Sicaklik (°C) Sicaklik (°C)
(a) (b)

Sekil 2.10 : Membran iskelelerin DSC termogramlari: a) birinci 1sitma dongiisii, b)
kristalizasyon.

Membran iskelelerinin FTIR spektrumlar1 ve Lambert-Beer yasasina (Denklem 2.3)
gore hesaplanan P kristalizasyon oranlar1 sirasiyla Sekil 2.11 ve Cizelge 2.3'te
gosterilmistir. 530, 613, 763, 796, 853, 870 ve 975 cm "deki pikler PVDF'nin o faziyla
iliskilidir [175,186].

P/BCP
P/BCP/0.5B
P/BCP/1B
P/BCP/2B

4

IR RS
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i
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Sekil 2.11 : Membran iskelelerin FTIR spektrumlari.
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530, 613, 763, 796, 853 ve 975 cm™'deki a-fazinin karakteristik bantlar1 hazirlanan
tim iskelelerinin spektrumlarinda kaybolmustur. Diger bir taraftan, iskelelerin
spektrumlarinda 473, 511, 838 cm™'de PVDF'nin B faziyla iliskili yeni piklerin
olustugu gorilmiistiir [175,186].

Cizelge 2.3 incelendiginde, membran iskele iiretim prosesinin  fazinin olusumunu
destekledigi ve iskelelerin B faz icerigini %30,20'den (PVDF tozunun % P faz icerigi)
%70'e ¢ikardig goriilmektedir. Sekil 2.11'de goriilebilecegi gibi, BCP yapisindaki bor
konsantrasyonunun artmasiyla B fazina iliskin piklerin yogunlugu azalmistir. Bu
sonucun Lambert-Beer yasalarina gore hesaplanan ve Cizelge 2.3'te verilen % B-faz

oranlariyla da dogrulandigi sdylenebilir.

Cizelge 2.3 : Farkli oranlarda bor katkili BCP/PVDF esasli membran doku
iskelelerinin % kristallinite oran1 ve 3 faz fraksiyonu.

— ST T
Numune Tma (°C)  Tmg (°C) Kristalizasyon  Kristalinite P faz oram

Kodu Sicaklig1 (°C) (X¢) (%) (Fg) (%)
PVDF 168,64 169,76 141,68 66,54 79,69
P/BCP 168,88 170,24 146,12 62,71 80,40
P/BCP/0.5B 167,52 169,64 146,28 56,58 79,53
P/BCP/1B N.D. 169,58 146,12 57,37 76,10
P/BCP/2B N.D. 169,60 146,40 60,09 73,72

PVDF esash iskelelerin XRD ile belirlenen a ve B faz yapilar1t Sekil 2.12°de

gosterilmistir.

PVDF
P/BCP
P/BCP/0.5B
P/BCP/1B
P/BCP/2B

Siddet (a.u)

«

e

R

10 1I5 2,0 215 3'0 35
20 (derece)
Sekil 2.12 : Membran iskelelerin XRD difraktogramlari.
Sekil 2.12 incelendiginde 26 = 18,5° ve 20,3°'de goriilen piklerin sirasiyla PVDF’in o

ve B fazlarina karsilik geldigi tespit edilmistir [175,183]. a-fazinin karakteristik piki,
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BCP'nin ve bor katkili BCP ilaveli iskelelerinin tiim difraktogramlarinda ortadan

kaybolurken, B-fazina ait pik acik¢a goriilmektedir.

Cizelge 2.3’te iskele yapisina bor katkilit BCP ilave edilmesiyle B kristallesme oraninin
azaldign goriilse de, XRD ve DSC sonuglarinda iskelelerde o faz piklerine
rastlanmamis olup, yalnizca B fazina ait pikler goriilmiistiir. Ancak, Cizelge 2.3'te
verilen iskelelerin % P kristallesme degerleri toplam kristalizasyon ile oranlandiginda,
toplam kristallesmede en yiliksek - kristalizasyonun degerini P/BCP/0.5B
numunesinde, en diisiik B-kristalizasyon degerinin ise saf PVDF numunesinde oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte, elde edilen sonuglarin membran iskelelerinin sirasiyla
Bolim 2.3.2.2 ve 2.3.2.4’te tartisilan mekanik ve biyolojik test sonuglariyla da tutarl

oldugu sodylenebilir.

2.3.2.4 In vitro biyolojik ozellikler

In vitro deneylerde yiizey kalsiyum fosfat (CaP) tabakasinin olusumu, biyoaktivitenin
bir gostergesidir. Biyoaktivite, yeni kemik doku olusturma ve CaP tabakasi araciligiyla
cevre dokuya baglanma yetenegidir [187]. CaP katmani, apatit ile asir1 doyurulmus
yar1 kararli bir CaP ¢ozeltisi olan yapay viicut sivist (SBF)'den apatitin heterojen

cekirdeklenmesiyle olusturulur [188].

Calisma kapsaminda in vitro biyoaktivite deneyleri, CaP katmanmin olusumunu
hizlandirmak i¢in on kat daha yiiksek konsantrasyonda Ca ve P iyonu i¢eren 10xSBF
cozeltisi icerisinde gerceklestirilmistir [30-32]. 1lk 24 saatlik siire icerisinde gorsel
olarak incelenen iskelelerin ylizeyinde CaP tabakasi olusumuna dair herhangi bir iz
gbzlenmemistir. Sekil 2.13, 10xSBF'de 37 »C'de 3 ve 14 giinliik inkiibasyondan sonra
membran iskelelerin SEM goriintiilerini gostermektedir. 3 giinliik inkiibasyonun
ardindan iskelelerin yiizeylerinde kemik benzeri apatit ¢cekirdek olusumunun basladig:

Sekil 2.13'te goriilmektedir.
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Sekil 2.13 : Membran iskelelerinin 3 ve 14 giinliik inkiibasyonun ardindan SEM
goriintiileri.

49



Apatit cekirdekleri olustuktan sonra, SBF c¢ozeltisi igerisinde bulunan Ca ve P
iyonlarini tiiketerek zamanla kendiliginden biiyiir [188]. Tiim iskelelerin yiizeyinde
apatit ¢ekirdeklenmesinin meydana geldigi ve ¢ekirdekli apatit birikiminin 14 giinliik
inkiibasyona kadar kademeli olarak arttig1 gézlenmistir. Bununla birlikte, kompozit
iskelelerdeki bor igeriginin artmasiyla iskelelerin yiizeylerinde biriken apatitlerin
kiitlesi de goreceli olarak artmistir. PVDF esaslhi iskelelerin ylizeyinde in vitro apatit
biliylime siirecinin karakteristigi olan karnabahar benzeri morfolojide kiimelenmis
apatit graniillerinin varligi, Sekil 2.13'te goriilmektedir. Inkiibasyon oncesi SEM
goriintiileri ile karsilastirildiginda (Sekil 2.4), tim iskelelerin yilizeyinde apatit
birikiminin gergeklestigi, bunun CaP katmani olusumuna yol agtig1 ve iskelelerin
biyoaktif 6zellige sahip oldugunu kanitlamaktadir. Ote yandan, benzer bir ¢alismada
raporlandig: gibi iskelelerin ylizeyindeki apatit bilylimesinin bazi bolgelerde tekdiize

olmamasi, daha uzun daldirma siireleri ile asilabilir [188].

SEM analizine ek olarak, iskelelerin biyoaktivitesini daha fazla arastirmak igin
tamamlayict bir ara¢ olarak EDS kullanilmigtir. SEM goriintiisiinde membran
iskelelerinin yiizeyinde rastgele bir alan segilerek gerceklestirilen SEM-EDS
analizinin spektrumlar1 Sekil 2.14'te verilmistir. EDS sonuglari, biyoaktif iskelelerin
apatit fazina atfedilen Ca ve P elementlerinin varligini  dogrulamistir.
Cekirdeklenmenin gerceklestigi bolgelerde yogunlastigi tespit edilen Ca ve P
elementleri, iskelelerdeki cekirdekli katmanin apatit oldugunu ortaya koymustur.
Ozellikle P/BCP/0,5B ve P/BCP/IB numunelerinin yiizeyinde olusan apatit

tabakasinin Ca ve P elementlerinin oraninin, dogal kemigin 1,67 olan Ca/P oranindan

daha yiiksek oldugu sdylenebilir.

T T T T
6 7 8 9 10

Sekil 2.14 : 14 giinliik inkiibasyon sonrasi elde edilen ag. %1 bor katkili membran
iskelelerin: (a) SEM goriintiisti; (b) (a)’da belirtilen alanin EDS analiz spektrumu.
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10xSBF'de 3 ve 14 giin boyunca inkiibasyondan dnce ve sonra secilen P/BCP/1B
numunesinin yiizey kimyasal bilesimindeki degisiklikler Sekil 2.15°teki ilgili FTIR

spektrumlarinda goriilmektedir.
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Sekil 2.15 : 3 ve 14 giinliik inkiibasyon sonrasi elde edilen ag. %1 bor katkili membran
iskelenin FTIR spektrumu.

Boliim 2.3.2.1°te belirtilen PVDF, BCP ve borun karakteristik pikleri 3 ve 14 giinliik
inkiibasyondan sonra goriilmeye devam ederken, bazi fonksiyonel gruplara atfedilen
pikler kademeli olarak azalmistir. Apatit olusumu ve biiylimesi sirasinda meydana
gelen degisiklikler, fosfat (PO4™) gruplarinin simetrik ve asimetrik gerilme modlarini
temsil eden yeni absorbans bantlarinin ortaya ¢iktigin1 gostermektedir. Numunenin
yiizeyinde bulunan karakteristik pikler, yaklasik 870 cm™’de SBF igerisinde
inkiibasyondan sonra apatit tabakasinda yaygin olarak gdzlenen karbonatli apatit
(CO373) ve yaklasik 1375 cm! ve 1555 cm™ arasinda bulunan genis bantta PO4™'{in
varhigim1 gostermistir. Diger bir taraftan, inkiibasyondan once goriilmeyen apatit
tabakasi lizerinde HoO'nun adsorpladigi O-H titresimlerinin varhigi, yaklasik 1650 cm
"de ve 3100 cm™ ile 3600 cm™ arasinda genis bantta tespit edilmistir. Numunenin
inkiibasyon o©ncesi ve sonrast FTIR spektrumlar1 karsilagtirildiginda, apatit
tabakasindaki pikler inkiibasyon oncesi numuneye ait piklerden daha genistir; bu
durum, dogal kemige benzer sekilde apatit tabakasinin diisiik kristalligiyle iliskilidir
[58]. Sekil 2.16, inkiibasyondan once ve sonra secilen P/BCP/1B numunesinin

yiizeyindeki apatit tabakasinin birikimini karsilagtirmak i¢cin XRD analizinin sonucunu
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gostermektedir. Sekil 2.16 incelendiginde, apatit tabakasina ait 20 = 26°, 32°, 46° ve
48°'deki kristal pikler acik¢a goriilmektedir [31].

— P/BCP/1B
—— 3 giin
— 14 giin

Siddet (a.u)

e

10 20 30 40 50

20 (derece)

Sekil 2.16 : 3 ve 14 giinliik inkiibasyon sonrasi elde edilen ag. %1 bor katkili membran
iskelenin XRD difragtogrami.

Hiicrelerin migrasyonu, proliferasyonu ve iskele ylizeyine tutunmast doku
iskelelerinin biyouyumlulugunun bir gostergesidir. Biyouyumlu o6zellige sahip
iskeleler, sitotoksik etki gostermeden hiicresel tepkinin uyarilmasina izin vermektedir
[183]. Uretilen membran iskelelerin sitotoksisite ve hiicre cogalmasinin
degerlendirilmesi, onceden belirlenmis inkiibasyon zaman araliklarinda 1929 fare

fibroblast hiicrelerinin kullanildigit WST-1 analizi ile gerceklestirilmistir.

4
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Sekil 2.17 : Membran iskelelerin sitotoksisite ve hiicre canlilik degerleri.
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Sekil 2.17 ve Cizelge 2.4, iskelelerin 24 ve 48 saatlik hiicre maruziyeti donemleri i¢in
sitotoksisite analizinin sonuglarin1 gdstermektedir. iskelelere ekilen 1.929 hiicreleri, 24
saatlik inkiibasyonun ardindan polimer agindaki toz igerigine bagli olarak farkh
davraniglar sergilemistir. Bununla birlikte, kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim
numuneler i¢in hiicre canliliginin %85'in iizerinde oldugu tespit edilmistir. Ozellikle,
ag. %0,5 bor katkili membran iskelelerden alinan numunelere ekilen hiicrelerin
canlilig1 %97.,4 olarak hesaplanmis olup, bu deger 24 saatte saf PVDF numunesinin
%87,86 olan hiicre canliligindan daha yiiksektir. Inkiibasyon siiresinin 48 saate
cikarilmasi ile, 6zellikle ag. %0,5 bor katkilt membran iskelelerden alinan numunenin
hiicre canliliginin %117,28 olarak kontrol grubuna gore artmasiyla sonug¢lanmustir.
Elde edilen sonuglar, iskelelerin herhangi bir sitotoksik etki gostermeden 48 saatlik
inkiibasyondan sonra bile arzu edilen hiicre canliligi ve cogalmasi sergiledigini
gostermistir.

Cizelge 2.4 : Farkli oranlarda bor katkili BCP/PVDF esasli membran doku
iskelelerinin hiicre indeks degerleri.

Numune Kodu 24 saat (%) 48 saat (%)

PVDF 87,86 117,07
P/BCP 92,28 106,90
P/BCP/0.5B 97,45 98,85
P/BCP/1B 91,25 117,28
P/BCP/2B 88,13 106,39

Bu sonuglar, membran formundaki kompozit iskelelerin biyolojik ortama uygun
davranabilme yetenegine sahip oldugunu dogrulamaktadir. Onceki béliimlerde
tartisildigy gibi, iskelelerin hidrofilikligi ve B-faz fraksiyonu gibi farkli fiziksel ve
piezoelektrik 6zelliklerin iyilestirilmesi PVDF matrisinde borun varligina atfedilebilir
[183,189]. Buna ek olarak, bor katkili doku iskelelerinin daha yiiksek hidrofilikligi ve
ozellikle saf PVDF esasli doku iskelelerine kiyasla ag. %0,5 ve %1 bor igceren doku
iskelelerinin daha yiiksek B-fazi igeriginin, hiicresel canliligin artmasina neden oldugu
sOylenebilir. Bu gozlem, literatiirde raporlanan PVDF esasli kompozitlerin uyarici
hiicresel davranislariyla ilgili ¢calismalarla tutarlidir [14,55,175].. Abzan ve calisma
ekibi [55], toz icerigine bagl olarak PVDF-grafen oksit membran doku iskelelerinin
artan hidrofilikliginin ve B-faz iceriginin, kiiltiirlenmis PC12 hiicrelerinin baglanmasi,
cogalmas1 ve yayilmasi {izerindeki roliinii aragtirmis ve hiicre uyaricisinin islevinin
dikkate deger potansiyelini ortaya koymustur. Diger bir ¢alismada, Santos ve ¢alisma
ekibi [175], HA iceren PVDF bazli membran doku iskelelerinde fibroblast hiicrelerinin
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yiiksek canlilig1 ve diisiik sitotoksisitesinin artan B-faz igerigi ile iligkili oldugunu
bildirmistir. Bu calismada firetilen farkli oranlarda bor katkili BCP/PVDF esash
gelistirilmis fiziksel ve piezoelektrik 6zelliklere sahip membran doku iskelelerinin,
L929 fibroblast hiicrelerinin hiicresel aktivitesini onemli Olgiide arttirdig1 ortaya

konulmustur.
2.4 Sonuglar

Calismanin bu boliimiinde, NIPS ve ardindan liyofilizasyon tekniklerinin bir arada
kullanimiyla bor katkili BCP/PVDF esasli membran doku iskeleleri iiretilmis ve
karakterize edilmistir. Elde edilen sonuglar, NIPS tekniginden kaynaklanan yogun
yiizey morfolojisine sahip iskelelerin, kesit morfolojisinin liyofilizasyon tekniginden
kaynaklanan birbirine bagli gozeneklere sahip oldugunu gostermistir. Bor katkili
kompozit doku iskeleleri yeterli sisme derecesi gdstermesinin yani sira, bor katki
oranina gore yiizey 1slanabilirligi de arttirmistir. Mekanik test sonuglari, iskelelerin iyi
¢cekme dayanimi ve kopma uzamasi 6zellikleriyle dogal kemige benzerlik gosterdigini
ortaya koymustur. Ayrica iiretilen PVDF esasli iskelelerin B-faz fraksiyonuna sahip
yar1 kristalli bir yapiya sahip oldugu belirlenmistir. Iskelelerin arzu edilen in vitro
biaktivite, sitotoksisite gostermeden uygun hiicre canliligt ve proliferasyonu
sergiledigi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar, PVDF esasli membranlarin, kemik
doku uygulamalarinda iskele malzemesi olarak uygun ozelliklere sahip oldugunu

dogrulamstir.
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3. KOAGULASYON BANYO SICAKLIGININ BCP/PVDF ESASLI
MEMBRAN iSKELELERIN OZELLIKLERi UZERINDEKI ETKISI

3.1 Giris

Kritik boyuttaki kemik hasarlarmin rekonstriiksiyonu klinisyenler i¢in 6énemli bir
zorluktur [16][190]. Kemik hasarlarinin giincel tedavileri arasinda altin standart olarak
bilinen otogreftler, sinirli kullanilabilirlik, donér bolgesi komplikasyonlari, doku
hastadan alindig1 icin hastalik bulasma riski ve uzun operasyon siiresi gibi
kisitlamalarla karst karsiyadir [31]. Hastaligi olmayan dondrlerden toplanan
allogreftler ise, hastalik bulastirma ve tedarik kaynakli hasta morbiditesi riskini azaltsa
da kiriklar, kaynamama, enfeksiyon ve immiin yanit gibi komplikasyonlara neden
olma dezavantajlarina sahiptir [191]. Bu dezavantajlarin {istesinden gelmek i¢in, cok
cesitli biyomalzemeler ve tiretim teknikleri kullanilarak elde edilebilen fonksiyonel
iskeleler tamtilmistir. Cesitli dogal veya sentetik polimerler ile biyoaktif seramikler,
bu iki farkli biyomalzeme smnifinin 6zelliklerinden yararlanmak igin kompozit

iskelelerin iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir [30-32,192,193].

Florlu polimerler, biyouyumluluk, yiiksek dielektrik sabiti ve kimyasal diren¢ gibi
benzersiz ozellikleriyle biyomedikal uygulamalar i¢in giderek daha fazla ilgi
gormektedir [189,194]. Bu polimerler arasinda PVDF, dikkate deger piezoelektrik
ozellikleriyle 6ne ¢ikmaktadir [11,189,195]. PVDF, mekanik mukavemet saglayan
kristal faz ve polimere esneklik saglayan amorf fazdan olugan yar1 kristal bir yapiya
sahiptir. Diger bir taraftan, kalsiyum fosfat esasli biyoaktif seramikler, yiiksek
biyouyumluluklar1 ve dogal kemigin mineral bilesimine yakin benzerlikleri nedeniyle
olduk¢a ilgi ¢ekmektedir [32]. Kalsiyum fosfatlarin farkli fazlari arasinda,
hidroksiapatit (HA, Caio(PO4)s(OH)2) ve B-trikalsiyum fosfattan (B-TCP, Caz(POa4)2)
olusan BCP sahip oldugu 6zellikleriyle one ¢ikmaktadir. Miikkemmel biyoaktivitesi ve
biyolojik olarak pargalanabilirligi nedeniyle, daha stabil HA'min daha ¢6ziiniir -
TCP'ye oran1 diizenlenerek modiile edilebilmektedir [35,36]. Diger bir taraftan, dogal
kemikteki eser elementler, kemik hasarlarimin tedavisi icin biyomalzemelerin

hazirlanmasinda ilgi odag1 olmustur [154]. Kemikte dogal olarak eser element (<%]1)
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olarak bulunan ii¢ degerlikli bir iyon olan bor (B), kemik mineralizasyonu ve
bliylimesinde onemli bir rol oynar [98,154]. Ek olarak, kalsiyum fosfatlara bor
katkisinin saf kalsiyum fosfatlarin apatit olusturma yetenegini, biyolojik olarak
parcalanabilirligini, hiicre cogalmasini ve osteogenik aktivitesini artirdig: bildirilmistir

[196].

Membran doku iskeleleri tiretmek i¢in kullanilan ¢ok ¢esitli yontemler arasinda NIPS,
farkli morfolojilere sahip membranlarin kontrol edilebilir ve tekrarlanabilir bir sekilde
hazirlanmasina olanak tanimaktadir [176,197]. NIPS prosesinde homojen bir polimer
¢ozeltisi uygun bir altlik lizerine dokiiliir ve ¢oziicli olmayan bir banyoya daldirilarak
cokeltilir. Coktiirme sirasinda, polimer ve ¢oziicli arasindaki afinite, ¢dziicii olmayan
maddeyle temas ettiginde azalir. Bu durum, sivi-sivi faz ayrimina neden olur [198].
Bu faz ayrim, iki fazin birbirine niifuz eden bir aginin olusmasina yol agar; polimeri
ve ¢Ozliciiniin bir kismin1 igeren yiiksek polimer konsantrasyonlu bir faz ve ¢oziicii
olmayani ve artik ¢oziiciiyli iceren diisiik polimer konsantrasyonlu bir faz. Polimer
acisindan zengin faz membranin yapisini olustururken, polimer agisindan fakir faz
membran i¢indeki goézenekli kanallar1 olusturur. Membranin yiizeyindeki daha hizli
cokelme, i¢ taraftaki ¢coziicliniin uzaklastirilmasini yavaslatir. Bu durum, yiizeyde daha
kiiciik gozeneklere ve i¢ kisimda daha biiyiik gozeneklere yol acar. Coziiciiniin dikkatli
bir sekilde uzaklastirilmasindan sonra, ¢6ziicii olmayan faz ayrimi prosesinin kosullar
uygun sekilde modiile edilerek istenen ozelliklere sahip yapilar tretilebilmektedir.
Dokiim ¢ozeltisinin bilesimi, ¢oziicii ve ¢dzilicii olmayan maddeler, koagiilasyon
banyosu ortami ve sicakligi gibi ¢esitli parametreler membran iskelelerin 6zelliklerini
etkileyebilmektedir [56]. Bu parametreler arasinda en etkili olan, koagiilasyon
banyosunun sicakligidir. Proses parametrelerini iceren ¢aligmalar incelendiginde,
Abzan ve ¢alisma ekibi [55], PVDF esasl doku iskelelerini gelistirmek i¢in N-TIPS
(¢Ozlicii olmayan faz ayrimi ve termal olarak indiiklenen faz ayrimi kombinasyonu)
teknigini uygulamis ve ¢oziicli bilesimi ile koagiilasyon banyosuna daldirma siiresinin
etkilerini arastirmistir. Elde edilen sonuglar, proses parametrelerine bagli olarak PVDF
doku iskelelerinde gézenek boyutu, mekanik 6zellikler, B-faz fraksiyonu, kristallik ve
PC12 hiicre aktivitesinin 6nemli 6l¢iide etkilendigini géstermistir. Balzamo ve ¢alisma
ekibi [199], NIPS islemi sirasinda koagiilasyon banyosunun sicakliginin kontrol
edilmesiyle kolayca ayarlanabilen asimetrik gézenek yapis1 ve kontrollii gdzenek

boyutu elde edilebilecegini raporlanmistir. Bir diger calismada [57], koagiilasyon
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banyosunda artan sicakliklarin asimetrik morfolojinin ortaya ¢ikmasini kolaylastirdigi
raporlanmistir. Diger bir ¢alismada ise, koagiilasyon banyo sicakliginin 20 °C'den 60
°C'ye vyiikseltilmesi gozenek boyutunda ve B-PVDF igeriginde azalmaya neden

olurken, temas agis1 degerlerinin arttig1 belirtilmistir [200].

Bununla birlikte, NIPS teknigi esas olarak PVDF esasli membranlart gelistirmek igin
uygulanmis olmasma ragmen, proses parametrelerinin PVDF'in kristalligi, p-faz
olusumu, mekanik ve biyolojik 06zellikleri iizerindeki etkileri yeterince
arastirtlmamistir. Calismanin bu béliimiinde, ilk boliimde segilen ag. %1 bor katkili
BCP tozlar1 ile takviyelendirilen PVDF esasli iskeleler, ¢oziicii olarak N,N-
dimetilformamid (DMF) ve ¢oziicli olmayan olarak DMF/saf su karigimi kullanilarak
farkli sicakliklara ayarlanan koagililasyon banyosunda iiretilmistir. Koagiilasyon
banyosu sicakliginin, iiretilen iskelelerin morfolojisi ve yiizey 6zelliklerinin yani sira,

yapisal, termal, mekanik ve biyolojik 6zellikleri tizerindeki etkileri de aragtirilmistir.
3.2 Deneysel Calismalar

3.2.1 Malzemeler

Calismanin bu béliimiinde, ilk boliimde sentezlenen ag. %1 bor katkili BCP tozlar
takviye malzemesi olarak kullanilmistir. Matris malzemesi olarak molekiil agirlig:
573,10 g/mol olan PVDF, Solvay (Solef® 1015) firmasindan satin almmustir.
PVDF’in ¢oziiclisii olarak kullanilan Solvay firmasindan temin edilen DMF,
koagiilasyon banyosunda saf su ile birlikte ¢0zilicii olmayan madde olarak
kullamilmistir. Uretilen membran doku iskelelerinin biyoaktivite calismalarinda
kullanilmak tizere sodyum kloriir (NaCl), potasyum kloriir (KCI), kalsiyum kloriir
dihidrat (CaCl2.2H20), magnezyum kloriir hekzahidrat (MgCl..6H20) ve sodyum
dihidrojen fosfat monohidrat (NaH2PO4.H>O) Merck™ (Almanya) firmasindan ve
sodyum bikarbonat (NaHCO3) Sigma-Aldrich™ (Almanya) firmasindan satin
almmustir. Iskelelerin sisme ¢alismalarinda kullanilan fosfat tampon ¢dzeltisi (DPBS,

pH 7.4), Gibco™ (ABD) firmasindan temin edilmistir.

3.2.2 Ag. %1 bor katkih BCP/PVDF esashh membran doku iskelelerinin farkh

koagiilasyon banyo sicakliklarinda iiretimi

Calismanin ikinci béliimiinde, ilk béliimde sentezlenen ag. %1 bor katkili BCP tozlari

PVDEF’e katkilandirilarak -5 °C, 0 °C, 10 °C ve 20 °C olmak iizere farkli koagiilasyon
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banyo sicakliklarinda dort farkli membran doku iskelesi NIPS ve ardindan
liyofilizasyon ikili yontemleri ile iretilmistir. PVDF ¢ozeltisi, ¢ozeltinin toplam kati
konsantrasyonu ag. %18'de sabit tutularak PVDF’in DMF igerisinde 60 °C'de 24 saat
boyunca ¢dziilmesiyle hazirlanmistir. Daha sonra, ¢ozeltiye ag. %1 bor katkilt BCP
tozlar1t PVDF’in ag. %10’u konsantrasyonunda olacak sekilde eklenerek homojen bir
cozelti elde edilmistir. Elde edilen kompozit ¢ozelti, 200 um'lik film olarak bir cam
althik tizerine dokiilmiistiir. Her bir film i¢in 6nceden sirasiyla -5 °C, 0 °C, 10 °C ve
20 °C'ye ayarlanmis 60:40 hacim oraninda DMF:saf su karisimi igeren koagiilasyon
banyosu icerisine daldirilan filmler, 3 saat sonra banyodan ¢ikartilmigtir. Koagiilasyon
tamamlandiktan sonra elde edilen membranlar dikkatlice cam altliktan ayrilmig ve
kalan c¢oziiclinlin uzaklastirilmas1 i¢in 48 saat boyunca saf su banyosunda
durulanmistir. Durulanan membranlar -80 °C'de 4 saat boyunca bir liyofilizatorde
(Toros™ TRS-2/2V) liyofilize edilmistir. Liyofilizasyonda kullanilan diisiik basing
0,05 mbar olarak ayarlanmistir. Bu sayede siiblimlesme etkin bir sekilde
gerceklesmekte, kurutulan malzemenin yapisal Dbiitiinliigii ve stabilitesi
korunmaktadir. Koagiilasyon banyo sicakligina bagli olarak iskeleler sirasiyla P-5, PO,
P10, ve P20 olarak adlandirilmistir. Hazirlanan kompozit membran doku iskelelerinin

kimyasal kompozisyonlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 : Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda iiretilen ag. %1 bor katkili
membran doku iskelelerinin dokiim ¢ozeltisi bilesimleri.

Cozelti bilesimleri

Numune Kodu PVDF Bor katkil1 BCP
(%ag.) (%ag.)
P-5 16,2 1,8
PO 16,2 1,8
P10 16,2 1,8
P20 16,2 1,8
3.2.3 Karakterizasyon

3.23.1 Ag. %1 bor katkih BCP/PVDF esash membran doku iskelelerinin

karakterizasyonu

Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda iiretilen membran iskelelerin yiizey ve kesit
morfolojileri, EDS ile entegre bir FE-SEM (Carl Zeiss™/Gemini 300) kullanilarak 2
ila 5 kV arasinda degisen hizlanma voltajinda goriintiilenmistir. Kesit goriintiileri i¢in,

numuneler sivi azot igerisinde dondurularak kirilmistir. Gorilintiileme Oncesi
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numunelerin yiizeyi altin-paladyum tabakasi ile kaplanmustir. Iskelelerin ortalama
gozenek boyutlari, SEM goriintiileri kullanilarak Image J 1.520 yazilimi ile en az yiiz

gbzenegin ¢api Olciilerek hesaplanmustir.

Iskelelerin kristal faz yapis1, X-1s1m1 difraktometresi (XRD, Bruker™ AXS-Discovery
D8) kullanilarak monokromatik Cu-Ka (A = 1.5406 A) radyasyonu ile 40 kV
potansiyel fark, 40 mA akim ve 20 = 5°-60° tarama aralifi kosullarinda tespit
edilmistir. Mevcut kristalin fazlar, Uluslararas1 Kirinim Verileri Merkezi veri tabani

kullanilarak tanimlanmustir.

Iskelelerin  yiizey 1slanabilirligi, bir temas acis1  analizéri  (Biolin
Scientific™/Attension Theta Flex) ile sabit damla yaklasimiyla PBS kullanilarak
gerceklestirilmistir. Temas agis1 6lgiimlerinde, numune yiizeylerine 5 pL'lik damlalar
otomatik olarak dagitilmis ve temastan 5 saniye sonra almman damlacik
goriintlilerindeki agilar hesaplanmistir. Caligmalar ii¢ paralel numune ile yiiriitiilmiis

ve standart sapma degerleri hesaplanmistir.

Iskelelerin termal davranisi ve toplam kristalligi, DSC (TA Instrument/DSC25)
kullanilarak analiz edilmistir. Analizler, aliiminyum pen igerisindeki 7-8 mg
numunenin -90 °C'den 200 °C'ye 1sitilmasi1 ve 10 °C/dakika 1sitma hiz1 -90 °C'ye
sogutulmasi ile azot atmosferinde gerceklestirilmistir. Erime ve kristallesme
sicakliklart sirasiyla 1sitma ve sogutma egrilerinin tepe sicakliklarinda belirlenmis,
erime entalpisi, ilk 1sitma egrisinin 120 ila 170 °C arasindaki sicakliklardan entegre
edilerek hesaplanmistir. Numunelerin toplam kristalligi X, ise, Denklem 2.2

kullanilarak DSC termogramlarindan hesaplanmaistir.

PVDF esasli iskelelerin igerisindeki bagil B fazi igerigi, ATR-FTIR (Thermo Nicolet
iS50) spektroskopisi kullanilarak belirlenmistir. FTIR spektrumlar1 400 ila 4000 cm

1

dalga boyu araliginda, 14 cm™ ¢Oziiniirlikte ve 16 tarama ile kaydedilmistir.

Iskelelerin bagil B faz1 icerigi Fp ise, Denklem 2.3’e gore hesaplanmugtir.

Iskelelerinin mekanik dayanim, bir statik mekanik test cihazi (Shimadzu™ AGS-X)
kullanilarak esit boyutlarda kesilen numunelerin iizerine 1 kN’luk yiik hiicresi ile 50
mm/dk’lik sabit hizla kuvvet uygulanmasi ile 6l¢iilmiistiir. Calismalar ii¢ paralel

numune ile yiiriitiilmiis ve standart sapma degerleri hesaplanmustir.

Iskelelerin in vitro sisme ¢alismalari igin, iskeleler esit agirlikta kiiciik parcalar halinde

kesilmis ve kuru agirliklar: bir hassas terazide (Shimadzu™ - AUX321; + 0,0001 g
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duyarlilik) tartilmistir. Daha sonra, iskelelerden kesilen numuneler kapakli cam
siselerde 30 mL PBS igerisinde (pH 7,4) 37 °C sabit sicaklikta 1, 7, 14, 21 ve 28 giin
boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi siselerden ¢ikartilan numunelerin
yiizeylerindeki siv1 hafifce uzaklastirilmis ve numunelerin sisme orant Denklem 2.1°e
gore hesaplanmistir. Calismalar ii¢ paralel numune ile yiiriitiilmiis ve standart sapma

degerleri hesaplanmustir.

Iskelelerin in vitro biyoaktivite deneyleri, 10xSBF icerisinde gerceklestirilmistir.
10xSBF, Cizelge 2.2°de listelenen ilk bes reaktifin sirasiyla 900 mL ultra saf su
igerisinde ¢oziilmesi, daha sonra hacmin ultra saf su ile 1000 mL’ye tamamlanarak bir
stok ¢Ozelti hazirlanmas1 ve ardindan hazirlanan stok ¢ozeltiden alinan 100 mL’lik
¢ozeltinin konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde icerisine NaHCO3 ilave edilerek pH
degerinin bir pH metre ile (Seven Compact Duo S214, Mettler™ Toledo) 7,4’
ayarlanmasi ile toplam 1000 mL olarak hazirlanmigtir. Farkli koagiilasyon banyo
sicakliklarinda tretilen iskelelerden esit boyutlarda kesilen numuneler 3 ve 14 giin
boyunca 10xSBF igerisinde inkiibe edilmis ve inkiibasyonun ardindan, yavasca ¢ozelti
icerisinden c¢ikartilan numuneler saf su ile hafifce yikanarak ve -20 °C’de
dondurulduktan sonra -80 “C'de liyofilizatrde 4 saat boyunca liyofilize edilmistir.
Numunelerin yiizeyinde olusan apatit katmaninin morfolojisi ve bu katmanin Ca/P
orani FE-SEM ve EDS (EDS, Bruker™ XFlash 61100) kullanilarak karakterize
edilmistir. Apatit olusumunu tespit etmek i¢in XRD (BrukerTM AXS-Discovery D8)
kullanilmis ve Cu-Ka (A = 1.5406 A) radyasyonu ile 40 kV potansiyel fark, 40 mA
akim ve 20 = 10" — 50° tarama aralign kosullarinda calisilmistir. Numunelerin
yiizeyindeki apatit tabasinda bulunan OH", COs? ve PO4> fonksiyonel gruplarinin
varliklar1 400 — 4000 cm™! dalga boyu araliginda aliman ATR-FTIR spektrumlari ile

gosterilmistir.

Iskelelerin in vitro sitotoksisite ve hiicre canliliklarinin dlgiimiinde xCELLigence
RTCA sistemi (ACEA Biosciences, ABD) kullanilmistir. WST-1 testi, L929 fare
fibroblast hiicre dizisinin 24 saat boyunca bir E-Plakaya 16'ya (ACEA Biosciences)
ekilmesi (15x10° hiicre/kuyu) ve hiicre empedansmin 120 saat boyunca her 30
dakikada bir 6lgiilmesi ile gerceklestirilmistir. Muamele edilmemis 1929 hiicreleri

kontrol olarak kullanilmistir.

Tiim kantitatif veriler ortalama + standart sapma (SD) olarak rapor edilmistir.

Iskelelerin sisme orani, gozeneklilik ve ¢ekme dayanimi verilerinin istatistiksel
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analizlerini gerceklestirmek icin Microsoft Excel ve Origin yazilimi (Origin Lab)
kullanilmistir. Hiicre canlilif1 ve sitotoksisite deneylerinin istatistiksel analizleri bir
yonlii ANOVA ile gerceklestirilmis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklar P degeri <0,05 olacak sekilde uygulanmistir.

3.3 Bulgular ve Tartisma

3.3.1 Ag. %1 bor katkih BCP/PVDF esash membran doku iskelelerinin

karakterizasyonu

3.3.1.1 Morfolojik ve yiizey ozellikleri

Hasarli kemigin yenilenmesinde optimum bir mikro ortamin olusumunu
kolaylastirmak i¢in iskelelerin yapisal ve mekanik olarak dogal ECM’ye benzer olmasi
gerekir. Ideal bir doku iskelesi, yapi igerisinde hiicre tohumlanmasini ve difiizyonunu
arttirmak i¢in birbirine bagli bir gozenek ag ile yliksek gozeneklilik ve yeterli gozenek
boyutu gibi spesifik morfolojik dzelliklere sahiptir [201]. iskelenin morfolojik yapis,
NIPS tekniginde ¢oziicli ve ¢oziicli olmayan maddelerin degisim orani ayarlanarak
hassas bir sekilde diizenlenebilmektedir [55]. NIPS tekniginde polimer kristalizasyonu
i¢in itici gili¢ olarak degisen koagiilasyon banyo sicakliklarinda tiretilen membran doku

iskelelerinin ylizey SEM goriintiileri Sekil 3.1°de gosterilmektedir.

2.500 x S kV 30.ps 2.500 x

2.500 x

Sekil 3.1 : Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda iiretilen ag. %1 bor katkili
membran doku iskelelerinin yiizey SEM goriintiileri.
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Sekil 3.1'de gorildiigii gibi, PVDF esash iskeleler yogun bir yiizey katmani ve bu
katmanin altinda siinger benzeri bir yap1 ile karakterize edilen asimetrik bir morfoloji
sergilemektedir. Yiizey morfolojisi, polimerik filmin koagiilasyon banyosuna
daldirilmasi ile ¢oziicii ve ¢oziicii olmayan maddenin hizli degisimin bir sonucu olarak
yogun bir yiizey tabakasmin olusumunu agik¢a ortaya koymaktadir. Bu degisim
islemi, ¢oziicliniin polimerik filmin yiizeyi boyunca hizli bir sekilde dagilmasi,
koagiilasyon banyosundan disari dogru akmasi ve ayni zamanda ¢oziicii olmayan
maddenin banyodan filme dogru ¢ekilmesiyle baslar. Yiizeye yayilan ¢oziicii, polimer

zincirlerini yiizeye tastyarak yogun bir kabuk tabakasinin olusmasina neden olur [202].

Koagiilasyon banyo sicakliginin iskele morfolojisi lizerindeki etkisi, termodinamik
denge merceginden aydinlatilabilir. Banyo sicakligmmin arttirilmast sistemin
entropisini ylikseltir ve Gibbs serbest enerjisini azaltir. Serbest enerjideki bu azalma,
koagiilasyon banyosu igindeki c¢oziici ve ¢oziici olmayan madde degisimini
yavaglatir, polimer zincirlerinin organize olmasi ve ¢okmesi i¢in daha fazla zaman
tanir, boylece yogun bir yiizey tabakas1 ve daha yiiksek gozeneklilige sahip bir altyap1
olusur [203].

Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda NIPS teknigi ile iiretilen membran doku
iskelelerinin kesit SEM goriintiileri Sekil 3.2°de gdsterilmektedir.

+10 pm+y

10 pm+ V +10 pm4

Sekil 3.2 : Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda firetilen ag. %1 bor katkil
membran doku iskelelerinin kesit SEM gortintiileri.
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Sekil 3.2 incelendiginde, iskelelerin birbirine bagli, olduk¢a gdzenekli bir kesit
morfolojisi sergiledigi goriilmektedir. Bununla birlikte, koagiilasyon banyo sicakligi
arttikca iskelelerdeki ortalama gbézenek boyutunun Onemli Olglide arttigr tespit
edilmistir. Ancak, -5 °C'de hazirlanan numunenin kesit goriintiileri tamamen
nodiiler/kiiresel bir yapinin ortaya c¢ikti§ini ortaya koymustur. P-5 numunesinde
¢Oziicli ve ¢oziicli olmayan maddenin difiizyon hizi, kati-siv1 karistirma isleminden
kaynaklanan polimer kristalizasyonuna atfedilen, daha kii¢iik gozeneklere sahip
nodiiler bir yapinin gelismesine yol agmistir [204]. Ozellikle diisiik banyo sicakliklarr,
¢oziicli kristallerinin ¢ekirdeklenmesi ve biiyiimesi icin siirenin kisalmasini ve daha
kiigiik gozeneklerin olusumuna neden olmaktadir. Diger bir taraftan, banyo
sicakliginin -5 °C'den 20 °C'ye yiikseltilmesi, gozenekliligin giderek artmasiyla
birlikte yapiy1 daha diisiik nodiilerlige kaydirir. Numunelerin gézenekliligi P-5, PO,
P10 ve P20 numuneleri i¢in sirastyla 0, 0,75 + 0,2 pm, 1,14 + 0,31 um, 1,99 £ 0,79
um olarak Olgiilmistiir. Dolayisiyla, en yiiksek gozeneklilige sahip kesit
morfolojisininin P20 numunesinde oldugu sdylenebilir. Abzan ve calisma ekibinin
yaptig1 benzer bir ¢aligmada [55], -10 °C, 0 °C ve 20 °C olmak iizere degisen
koagiilasyon banyo sicakliklarinda hazirlanan PVDF esasl iskelelerde de benzer
egilimler gozlemlendigi, daha diisiik banyo sicakliklarinda hazirlanan iskeleler daha
kiiclik gozenekler sergilerken, 20 °C'de hazirlanan iskelelerin daha biiyiik gozeneklere
sahip oldugu raporlanmistir. Cordaso ve c¢aligma ekibi [176], NIPS teknigini
kullanarak poli(vinilidenfloriir-ko-klorotrifloroetilen) — P(VDF-CTFE) membranlarini
iiretmis ve koagiilasyon banyo sicakligini etkilerini incelemistir. Elde edilen sonuglar,
banyo sicakliginin 50 °C'den 75 °C'ye ¢ikarilmasinin birbirine bagli daha biiyiik mikro

gozeneklerin olusumuyla sonuglandigini gostermistir.

Bununla birlikte, gdzeneklilik dl¢timleri gozenek boyutlarinin 10 ila 30 pm arasinda
degisen tipik osteoblast hiicre boyutlarindan 6nemli 6lgiide daha kiigiik oldugunu
gostermektedir. Bu tutarsizlik, osteoblastlarin bu gozeneklere dogrudan gociiniin
siirli olabilecegini diislindiirmektedir. Ancak, gozenekler arasi baglanti, hiicresel
deformasyon, matris yeniden sekillenmesi ve sisme gibi ¢esitli mekanizmalar ve
faktorler, hiicre gogiinli ve bu iskelelere niifuz etmeyi kolaylastirabilir [205-207].
Gozenekler arasi baglanti agisindan, tek tek gézenek boyutlari hiicrelerden daha kiigiik
olsa bile, gdzeneklerin birbirine bagli yapis1 hiicrelerin iskelede daha derine niifuz

etmesi i¢in yollar saglayabilir [205]. Bu sayede, bu birbirine baglh gézenek ag1 siirekli
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rotalar saglayarak hiicre gociinii destekleyebilir. Hiicresel deformasyon ile ilgili
olarak, osteoblastlar ve diger hiicreler daha kiigiik acgikliklardan deforme olma ve
sikigma yetenegine sahiptir. Bu esneklik, hiicrelerin daha kiigiik gozeneklerden
gecmesine izin vererek niifuz etme ve goc¢ yeteneklerini artirir. Matris yeniden
sekillenmesi agisindan, osteoblastlar da dahil olmak tizere hiicreler, hiicre dis1 matrisi
parcalayan ve yeniden sekillendiren enzimler salgilayabilir; hiicre goclinii ve
cogalmasini saglamak i¢in zamanla gdzenek boyutlarin biiyiitebilir [206]. Ote yandan,
iskelenin fizyolojik bir ortamda sisme davranisi hiicre gogiine daha fazla yardimci
olabilir. iskele sistikce, gozenek boyutlar1 artabilir ve bu da daha kolay hiicre
infiltrasyonuna izin verir. Boylece sisme, besin ve oksijen difiizyonunu artirarak hiicre
biiylimesi ve ¢ogalmasi i¢in daha elverisli bir ortam yaratabilir [206]. Bu genisleme,
baslangictaki gdzenek boyutu ile hiicre boyutu arasindaki boslugu kapatmaya yardime1
olabilir [207,208]. Sonug olarak, gdzenekler aras1 baglanti, hiicresel deformasyon ve
iskele sismesinin birlesimi, baslangictaki kiigiik gozenek boyutlarina ragmen
osteoblast gogiinii ve penetrasyonunu destekleyen dinamik bir ortam yaratir.
Calismanin bu boliimiinde elde edilen bulgular, daha yiiksek koagiilasyon banyosu
sicakliklarinda hazirlanan gozenekli yapiya sahip PVDF esasli doku iskelelerinin,
bliyliyen hiicrelerin ¢ogalmasini, farklilagsmasin1 ve gogiinii kolaylastirarak kemik

doku uygulamalar1 i¢in umut vaat ettigini gostermektedir.

Hiicresel aktiviteyi dnemli Olciide etkileyen bir diger 6zellik ise, iskelelerin ylizey
1slanabilirligidir. Ideal bir iskele, 90°'den daha kiigiik bir damlacik temas agcisi ile
karakterize edilen hidrofilik bir ylizeye sahiptir. Protein faktorlerinin emilimini
destekleyerek hiicre baglanmasini arttirmak, hidrofilik yiizeylere sahip doku iskeleleri
ile saglanabilmektedir [31,183]. PVDF, sahip oldugu {stiin o6zellikleriyle
elektromekanik uygulamalar i¢in arzu edilen bir polimer olmasina ragmen, kemik
doku miihendisligi uygulamalarinda hiicrelerle etkili bir sekilde baglanmak ve
etkilesimi saglamak icin uygun yiizey 1slanabilirligi kriterini de karsilamalidir. Ancak,
PVDF'in dogal ylizey hidrofobikligi hiicre baglanmasini smirlayarak fizyolojik
etkilesimlere elverigsiz olmasina neden olmaktadir [209]. Farkli koagiilasyon banyo
sicakliklarinda tretilen ag. %1 bor katkilit BCP/PVDF esasli membran iskelelerden
kesilen numunelerin yiizeylerinde PBS temas acisinin Olciilmesiyle elde edilen
ortalama yiizey 1slanabilirligi degerleri Sekil 3.3’te verilmistir. Caligmanin bu

boliimiinde su temas agis1 yerine PBS temas agis1 dl¢limlerinin gerceklestirilmesinin
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nedeni, Boliim 2.3.2.2°de farkli ortamlar kullanilarak gerceklestirilen kargilastirmali
temas acist Olgiimlerinin sonucunda PBS ile arzu edilen temas acis1 degerlerine

yaklasilmasidir.
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Sekil 3.3 : Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda iiretilen ag. %1 bor katkil
membran doku iskelelerinin PBS temas a¢is1 degerleri.

Sekil 3.3'te gosterildigi gibi, en yiiksek PBS temas acis1 degeri PO numunesi i¢in
103,86 + 4,79 olarak dl¢iilmiistiir. Koagiilasyon banyo sicakliginin arttirilmas, P10
ve P20 numuneleri i¢in PBS temas agisinin sirasiyla 86,14° £ 3,95  ve 72,15° + 7,31"ye
diismesiyle yiizey hidrofilikligini 6nemli 6l¢iide arttirmistir. Bu farkliliklar benzer
caligmalardan elde edilen bulgularla tutarli olarak, iskele yiizeylerindeki gézenek
sayist ve yiizey plriizliiliigiindeki degisikliklere atfedilebilir [56,200]. Diger bir
taraftan, en diisiik PBS temas agis1 degeri P-5 numunesi i¢in 57,81 + 5,36 olarak
Olciilmiistiir. Bunun nedeni, P-5 numunesinin nodiiler/kiiresel yapilarinin numunenin
yizey Ozelliklerini etkilemesi olabilir. Daha kii¢iik gozeneklere sahip bu
nodiiler/kiiresel yapi, gozenek boyutu Olciim sonuglarinda tartisilan  diisiik
sicakliklarda ¢ozilici ve ¢Oziici olmayan maddenin difiizyon hizindan
kaynaklanmaktadir. Bu yapi, daha yiiksek sicakliklarda hazirlanan, daha biiyiik
gozenek boyutlarina ve daha piriizsiiz  ylizeylere sahip numunelerle
karsilagtirildiginda yiizey piiriizliiliiglini artirir. Boylece, P-5 numunesindeki daha
kiiciik gozenekler ve daha nodiiler yapi, daha yiiksek yiizey piirtizliiliigiine katkida
bulunur. Yiizey piiriizliliigli, ylizeyin 1slanabilirligini degistirerek hidrofilisiteyi
onemli olgtide etkiler. Tipik olarak, yilizey piiriizliiligiindeki artig, su etkilesimi igin

mevcut olan daha biiylik yiizey alan1 nedeniyle hidrofilisiteyi artirir. P-5 numunesi
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icin, yiiksek ylizey piiriizliliigiine ragmen, nodiiler/kiiresel yap1, goriiniir temas agisini
artirabilen ve hidrofobik bir goriiniime yol acabilen hava cepleri olusturur. Hidrofilik
yiizeyler daha diisiik temas acis1 sergiler. Ancak, temas agis1 yiizey pliriizliiliigiinden
ve yapisal 6zelliklerden etkilenebilir. P-5 numunesinde, artan yiizey piirtizliligl ve
nodiiler yapi, malzemenin dogal hidrofilisitesine ragmen, sikigmis hava nedeniyle
daha yiikksek bir temas acist ile sonuclanir. P-5 icin, piriizliilikten beklenen
hidrofobisiteye ragmen daha diisiik temas agis1 gosteren celigkili sonuglar, 6zgiil yiizey
morfolojisinden kaynaklanmaktadir. Yiiksek piiriizlillik ve nodiiler yapi, yiizey
alanin1 artirarak hidrofilisiteyi artirir ve bu da daha diisiik bir temas agisiyla sonuglanir.
Nodiiler yapis1 ve daha kiiglik gozenekleri de dahil olmak {izere P-5 numunesinin
benzersiz ylizey 0zellikleri, 1slanabilirligini 6nemli 6l¢iide etkileyerek gézlemlenen bu
tutarsizliklara yol agmustir. Ozetle, P-5 numunesinin nodiiler/kiiresel yapisi ve artan
yiizey puriizliligi hidrofilisitesini artirarak daha diisiik bir temas agist ile sonuglanir.
Bu gozlemler, SEM goriintiileri ve Olciilen temas agis1 degerleriyle uyumludur ve

celiskili sonuglar1 aciklamaktadir.

3.3.1.2 Fizikokimyasal, termal ve mekanik o6zellikler

Koagiilasyon banyo sicakliginin modiile edilmesi, PVDF esasli membran iskelelerin
farkli kristal polimorflarinin ayarlanmasi i¢in etkili bir stratejidir. PVDF'in a, B, v, o
ve ¢ olmak {lizere polimorflarmin her biri, iskelelerin performansini etkileyecek
benzersiz  Ozelliklere sahiptir  [200,210,211]. Bu 06zelliklerden biri  olan
piezoelektriklik, gerekli elektromekanik uyarilart saglayarak kemik rejenerasyon
stratejilerini iyilestirmektedir [89,90]. Bununla birlikte, PVDF'nin yalnizca B ve y
fazlan piezoelektrik 6zelliklere sahip olup, f-PVDF'in bu 6zelligi y-PVDF'ninkinden
daha yiiksektir [10].

Degisen koagiilasyon banyo sicakliklarinda iiretilen PVDF esasl iskelelerin kristal
fazlarinin yapist XRD ile belirlenmistir. Sekil 3.4'te verilen difraktogramlarda
PVDF’in a fazi, (020) ve (001) Miller indislerine bagli olarak 20 = 18,4° ve 26,5°'de
goriilen karakteristik pikleri sergilemistir. Buna ek olarak,a=4,96 A, b=9,64 A, c =
4,62A, B = 90° monoklinik birim hiicre boyutlarma sahip olan a-PVDF, P21/c uzay
grubu ile endekslenmistir. Diger bir taraftan, PVDF'nin B-fazi, (110) Miller indisine
atfedilen 20 = 20.04°'de kirinim piklerinin varligini gostermistir. Kristalin B-PVDF'in
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ortorombik birim hiicresi, Cm2m uzay grubuyla a = 8,58 A, b =491 A, ¢ = 2,56A

olarak endekslenmistir.

Siddet (a.u)

10 20 30 40 50 60

20 (derece)

Sekil 3.4 : Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda ftiretilen ag. %1 bor katkil
membran doku iskelelerinin XRD difraktogramlari.

XRD sonuglartyla tutarli olarak PVDF'in B-fazi, Sekil 3.5'teki FTIR spektrumunda
gosterilmistir. Sekil 3.5 incelendiginde, 612 cm™, 763 cm™!, 874 cm!, 1168 cm™! ve
1208 cm™'de yer alan karakteristik bantlar, alternatif trans-gauche (TGTG; T-trans, G-
gauche) konformasyonundan olusan a-faziyla iliskilidir. 612 cm™ ve 763 cm™'de
bulunan pikler, sirastyla CF> biikiilmesinin karma modu ve C=C iskelet titresimine
atfedilmistir. 510 cm’!, 840 cm™, 1068 cm™!, 1275 cm™ ve 1424 cm!'deki pikler ise
diizlemsel all-trans zikzak zincir konformasyonuna sahip olan PVDFnin B fazi ile
iliskilendirilmistir. 510 cm™ ve 840 cm™’de gozlemlenen pikler, sirasiyla CH»
sallanma ve CF; asimetrik gerilme titresiminin karisik moduyla iliskilendirilmistir.
Ayrica, 1232 cm''deki pik PVDF'in y-fazim gdstermektedir [13,175,212]. Daha
yiiksek koagiilasyon banyo sicakliklarinda hazirlanan iskelelerde o-fazina iligskin
pikler baskilanmis, 840 cm™ ve 1275 cm™!'de B fazini temsil eden pikler net bir sekilde
gozlenmistir. Bu sonuclar, daha yiiksek banyo sicakliginin B fazi olusumunu
destekledigini dogrulamaktadir. Diger bir taraftan, 474 cm™!, 604 cm™! ve 1092 cm™'de
bulunan spektrum bantlari HA'nin PO4> fonksiyonel grubunun titresim moduyla
iliskilendirilmistir. [175,182]. Ek olarak, P-5 numunesinde 1660 cm™!"de gériilen pik

ise, DMF'in C=0 gerilme titresimin modunun karakteristigi olarak bilinmektedir
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[213]. P-5 numunesinde DMF’e ait pik goriilmesinin nedeni, numunenin Bolim

3.3.1.1°de tartisilan nodiiler yapilarindan kagamamasi olabilir.

Gegirgenlik (%)

A0 000 2000 1420}

Dalga sayisi (cm'l}

Sekil 3.5 : Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda iiretilen ag. %1 bor katkil
membran iskelelerinin FTIR spektrumlari.

Koagiilasyon banyo sicakliginin PVDF esasli iskelelerin kristal yapisi lizerindeki
etkisi, iskelelerin FTIR spektrumlari ve kantitatif olarak Lambert-Beer yasasina
(Denklem (2.3)) gore hesaplanan B-fazinin bagil fraksiyonu (Fg)’nun Olgtilmesiyle

belirlenmistir. Iskelelerin hesaplanan B faz oranlar1 Cizelge 3.2'de verilmistir.

Cizelge 3.2 : Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda iiretilen ag. %1 bor katkili
membran doku iskelelerinin % kristallinite oran1 ve B faz fraksiyonu.

— — F
Numune Tma (°C)  Tmg (°C) Kristalizasyon  Kristalinite [ faz oram

Kodu Sicakligr (°C) (X¢) (%) (Fg) (%)
P-5 168,77 170,03 146,21 58,53 74,00
PO 167,97 169,38 146,52 57,70 78,02
P10 167,94 169,08 146,38 60,02 79,98
P20 167,99 168,51 146,47 59,12 83,60

Cizelge 3.2 incelendiginde, P-5 iskelesinin %74 olan B faz i¢eriginin P20 iskelesi i¢in
%83'e yiikseldigi goriilmektedir. Bununla birlikte, koagiilasyon banyo sicakliginin
artmastyla B fazma iliskin piklerin yogunlugun arttig1 Sekil 3.5’te goriilmektedir.
Yapilan c¢aligmalar, proses parametrelerinin, oOzellikle c¢ozelti kristalizasyon
sicakliginin, PVDF esasli doku iskelelerinin iiretimi sirasinda B-fazi olusumunu
onemli Olclide etkiledigini gostermistir [55]. Dokiim ¢6zeltisinin oda sicakligina yakin

bir sicaklikta ¢oziicii olmayan bir maddeye daldirilmasiyla, gecikmeli sivi-sivi ayrimi
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meydana gelmekte ve PVDF'nin B-fazi olusturulmaktadir. Dolayistyla, sicakligin
yaklasik oda sicakligina kadar arttirilmasinin, kristalizasyon ve biliylime asamalari
sitrasinda  PVDF  kristallerinin ~ all-trans  zigzag zincir konformasyonunda
diizenlenmesini saglayarak B-fazinin olusumunu kolaylastirdig1 sonucuna varilabilir.
Diger bir taraftan, oda sicakligmma yakin sicakliklardan daha yiiksek sicakliklar,
polimer molekiil zincirlerinin hareketliligini arttirmakta ve bu da o fazinin olusumunu
kolaylastirmaktadir [200]. PVDF'in kristal polimorflar1 arasinda -fazi, yiiksek termal
kararlilik, piezoelektrik 6zellikler ve dielektrik sabiti gibi iistlin 6zellikleri nedeniyle
tercih edilmektedir. B-PVDF olusumu, banyo sicakligmin oda sicakligina yakin
olmasiyla iliskilidir [200]. Elde edilen sonuglar, PVDF esash iskelelerin
cokeltilmesinin, degisen koagiilasyon banyosu sicakliklarina giiclii bir sekilde bagh
oldugunu ve literatiir bulgulariyla tutarli oldugunu acgik¢a gostermistir. Haponska ve
ve calisma ekibi [200], faz ayrim1 yontemiyle 20 °C, 40 °C ve 60 °C olmak iizere
degisen banyo sicakliklarinda PVDF esasli membran iiretmis ve elde ettikleri sonuglar,
B-fazinin baskin oldugu membranlarin 20 °C 'de olustugunu gostermistir. Ayrica,
kristalizasyon sicakligmin 20 °C 'nin lizerinde olmasinin PVDF'nin o-fazinin

olusmastyla sonuglandig: bildirilmistir.

Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda tiretilen PVDF esasli iskelelerin termal
davranmist DSC kullanilarak belirlenmistir. iskelelerin ilgili 1sitma ve sogutma egrileri
strastyla Sekil 3.6 (a) ve (b)'de gosterilmis olup, erime, kristallesme sicakliklar1 ve
kristallesme davraniglar1 Cizelge 3.2'de 6zetlenmistir. DSC verileri incelendiginde, P-
5, PO, P10 ve P20 iskelelerinin erime sicakligi 167-170 arasinda °C iken, iskelelerin
sogutulmasiyla kristalizasyon pikinin 146 °C oldugu tespit edilmistir. Sekil 3.6'da
goriildiigli gibi, DSC termogramlariin farkl: kristalin fazlara karsilik gelen coklu
erime endotermleri sergiledigi gozlemlenmistir. Diisiik sicaklikta tespit edilen pik o
faziyla iliskilendirilirken, yliksek sicaklikta tespit edilen pik B fazina atfedilmistir [55].
Bununla birlikte, degisen banyo sicakliklarina ragmen iskelelerin toplam kristalligi
cok fazla farklilik gostermemistir. Diger bir taraftan, PVDF esasl iskelelerin erime
sicakliklart insan viicut sicakligindan 6nemli 6l¢iide daha yiiksektir, bu da iskeleler
viicuda implante edildiginde mekanik performansinin bozulmayacagini gosterebilir

[183].
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Sekil 3.6 : Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda iiretilen ag. %1 bor katkili
membran doku iskelelerinin DSC termogramlari: a) birinci 1sitma dongiisii, b)
kristalizasyon.

Implante edilecek iskelelerin mekanik mukavemeti, yerine gececegi dokunun elastik
davranigini taklit etmede ve implantasyon verimliligini belirlemede hayati bir rol
oynamaktadir [183]. Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda hazirlanan PVDF esashi

iskelelerin ¢cekme dayanimi-kopma uzamasi degerleri Sekil 3.7'de sunulmustur.
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Sekil 3.7 : Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda iiretilen ag. %1 bor katkil
membran doku iskelelerinin gekme dayanimi - % uzama degerleri.

Sekil 3.7'de goriildiigli gibi, banyo sicakliginin -5 °C'den 20 °C'ye ¢ikarilmasiyla
¢ekme mukavemeti 4,09 = 0,26'dan 7,38 £ 0,67 MPa'ya 6nemli Olclide artmistir.
Bununla birlikte, sicaklifin bir fonksiyonu olarak iskelelerin kopma uzamasinda
kiiciik farkliliklarin mevcut oldugu goriilmistiir. Bu egilimler, iskelelerin mekanik

Ozelliklerinin koagiilasyon banyo sicakliginin degistirilmesiyle biiyiik dl¢iide kontrol
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edildigini dogrulamaktadir. Diger bir taraftan, morfoloji, mikro yap1 ve kristallik
polimerik membran iskelelerin mekanik 6zelliklerini etkileyen ana faktorlerdir [176].
Ancak, DSC verilerinin kristalliligin tiim iskelelerde yaklasik olarak sabit kaldigini
gostermesi nedeniyle mekanik oOzelliklerdeki degisimin daha c¢ok morfolojik

ozelliklere bagli oldugu sdylenebilir.

Iskelelerin morfolojileri ve gézenek yapilar1 goz oniine alindiginda yiizeydeki yogun
yapi, kesitteki birbirine bagl gozeneklerle birleserek iskele yiizey alanini arttirmakta
ve mekanik biitlinliiglinlii korumaktadir. Ayrica, tekdiize hiicresel siinger benzeri kesit
morfolojisinin mekanik &zellikler iizerinde olumlu bir etkisi vardir [214]. Daha diisiik
sicakliklarda, 6rnegin -5 °C'de, artan difiizyon hizi daha kii¢iik gozeneklere sahip
nodiiler/kiiresel bir yapinin olusumuna yol agar. Bu daha kii¢iik gézenekler, iskele
yapist i¢indeki artan yogunluk ve azalan kusurlar nedeniyle daha yiiksek c¢ekme
dayanimina katkida bulunur. Sicaklik 20 °C'ye yiikseltildiginde, gozenek boyutu
onemli Olgiide artar. Daha biiylik gdzenekler genellikle daha fazla bosluk ve kusur ile
iskelenin yapisal biitiinliigiinii zayiflattiklar1 i¢in genel ¢cekme dayanimini azaltir. Bu
durum, ¢ekme dayaniminin -5 °C'de 4,09 + 0,26 MPa'dan 20 °C'de 7,38 + 0,67 MPa'ya
cikmastyla dogrulanmistir. Ayrica, bu sonu¢ gozenek boyutu artarken yapisal
biitiinliiglin ayn1 zamanda gozeneklerin tekdiizeligine ve baglantisina da dayandigin
gostermektedir. Morfolojideki homojenlik, iskelelerin mekanik o6zelliklerini
belirlemede 6nemli bir rol oynar. Tekdiize gézenek dagilimi ve tutarli bir morfoloji,
gerilim yogunlagma noktalarini en aza indirdigi i¢in daha iyi mekanik performans
saglar. -5 °C'de tamamen nodiiler bir yapinin olusumu, daha kiiclik, esit dagilmis
gozeneklere sahip daha homojen bir morfoloji saglar. Bu homojenlik, daha ytiksek
¢ekme dayanimina katkida bulunur. Tersine 20 °C'de, iskele yapisi daha biiyiik
gozenekler ve artan gozeneklilikle daha az diizglin hale gelir ve bu durum goézenek
dagiliminin heterojen yapisi nedeniyle azalan ¢ekme dayanimina yol agar. Daha
yiiksek sicakliklarda daha diizgilin hiicresel siinger benzeri enine kesit morfolojisi,
artan gdzenek boyutuna ragmen mekanik ozellikleri artirir. Ozetle, morfolojideki
homojenlik ve diizgiin gozenek dagilimi, iskelelerin mekanik ozelliklerini 6nemli
Olciide etkiler. Gozenek boyutunun artmasi genellikle gekme dayanimini azaltirken,
daha yiiksek sicakliklarda gozeneklerin diizgiinliigli ve baglantisi, iskelenin mekanik

biitiinliiglinii 1yilestirerek daha yiiksek cekme dayanimi degerleriyle sonuglanir.
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Sonu¢ olarak, NIPS prosesinde yukarida belirtildigi gibi koagiilasyon banyo
sicakliginin ayarlanmasiyla istenilen mekanik 6zelliklere sahip iskelelerin iiretilmesi
miimkiin olmaktadir. Diger bir taraftan, ¢alismanin bu boliimiinde iiretilen tiim
iskelelerin ¢ekme mukavemetinin insan silingerimsi insan slingerimsi kemiginin
mekanik dayanimina yakin oldupu tespit edilmistir. Sonug olarak, koagiilasyon banyo
sicakliginin arttirilmasinin daha yiiksek gerilme ve gerinim degerleri elde edilmesini

sagladig1 soylenebilir.

3.3.1.3 In vitro biyolojik ozellikler

Implante edilen iskelelerin seklini korumak ve dislokasyonu onlemek igin sisme
derecesi kontrol edilebilir olmalidir [215]. Optimum sisme derecesi, hiicre
infiltrasyonunu kolaylastirarak tohumlanmis hiicre biiylimesi ve ortamdan besin
emilimi olasiligini arttirmaktadir [216]. Bu nedenle, numunelerin PBS (37°C, pH=7,4)
igerisine 28 giin boyunca daldirilmasiyla in vitro sisme deneyleri gerceklestirilmistir.
Sekil 3.8 incelendiginde, 24 saatlik inkiibasyon sonrasi digerleriyle karsilastirildiginda
en yliksek sisme derecesi 1,34 olarak PO numunesinde 6l¢iilmiistiir. Bununla birlikte,
iskelelerin sisme derecesinin koagiilasyon banyo sicakligina gore onemli Slglide
degistigi gozlenmistir. Koagiilasyon banyo sicakligimin arttirilmasi ile tiretilen P20
numunesi 0,55 olarak en diisiik sisme derecesini géstermistir. Bununla birlikte, Boliim
2.3.2.2°de aciklanan sisme sonuglarina benzer sekilde tim numunelerin 24 saat
icerisinde neredeyse doygunluga ulastig1 ve sismenin daha ileri asamalarinda polimer
zincirlerinin kirilmas1 nedeniyle sisme egiliminin genellikle azalmaya basladig:
gbzlenmistir. Diger bir taraftan, sisme davranmisi iskelelerin ylizey hidrofilikligi ve
kristalligi ile yakindan iligkilidir [183]. Sigsme deneylerinden elde edilen sonuglar,
Bolim 3.3.1.1’de verilen temas acist Olglim verilerini tamamlayarak ylizey
hidrofilikliginin arttigin1 ve degisen koagiilasyon banyo sicakliklarinda iskelelerin
sisme davraniginin azaldigini ortaya koymustur. Bu durum, iskele yiizeyinin suya kars1
daha yiiksek bir afiniteye sahip oldugunu gostermektedir. Bu artan hidrofilisite, tipik
olarak daha iyi su emilimi ile iliskilidir. Ancak, sisme davranis1 yalnizca ylizey
hidrofilisitesine bagl degildir; ayn1 zamanda i¢ gézenek yapist ve polimer matrisinin
suyu tutma yeteneginden de onemli Olgiide etkilenir. P20 numunesi ele alindiginda
azalan sisme, gézenek yapisi ve yogunlugu, polimer zincir etkilesimi ve sisme dengesi
gibi cesitli faktorlere atfedilebilir. Koagiilasyon banyo sicakligr arttik¢a, ortaya ¢ikan
gozenek yapist daha kompakt ve birbirine bagli hale gelir. Bu durum, ylizey
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hidrofilisitesini artirirken, su emilimi i¢in mevcut genel hacmi de sinirlayarak sisme

kapasitesini azaltir [217].
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Sekil 3.8 : Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda iiretilen ag. %1 bor katkil
membran doku iskelelerinin sisme degerleri.

Koagiilasyon siireci sirasinda daha yiiksek sicakliklar, daha siki polimer zincir
etkilesimlerine ve iskele i¢inde artan ¢apraz baglama yogunluguna yol acabilir. Bu,
yiizey daha hidrofilik olmasina ragmen sismenin kapsamini kisitlayan daha sert bir
yapt ile sonuglanir [218]. Ayrica, denge sisme davranisi polimer matris i¢indeki
hidrofilik ve hidrofobik etkilesimler arasindaki dengeden de etkilenir. Yiizey daha
hidrofilik olsa bile, genel ag yapis1 bu i¢ etkilesimler nedeniyle kapsamli sismeye karsi
koyabilir [219]. Diger bir taraftan, iskelenin sisme davranisi hiicre gocilinii ve
penetrasyonunu kolaylastirmada kritik bir rol oynar. Hiicre gocli siireci sirasinda
hiicreler, iskele malzemesini yerel olarak parcalamak i¢in  Matriks
Metalloproteinazlari (MMP'ler) salgilayabilir ve gé¢ icin daha genis alanlar yaratabilir
[220]. Dahasi, hiicreler iskelenin énemli bir sekilde pargalanmadan gbézeneklerden
gectikleri amip benzeri bir hareket benimseyebilir. Bu sekilde sigsme, iskele boyunca
hiicre gociinii kolaylastirir, besin ve oksijenin difiizyonunu iyilestirir [221], iskele
icindeki hiicrenin hayatta kalmasini ve ¢ogalmasini destekler ve Boliim 3.3.1.1'de

tartisilan genel gozenek boyutundaki artisi tesvik eder.

Fizyolojik kosullar altinda mineralize bir tabakanin olusumu, dogrudan kemik dokuya
baglanma potansiyeli olan biyoaktiviteyi ifade etmektedir. Biyoaktivite mekanizmasi,

viicut sivilariyla temas ettiginde biyoaktif malzemelerin yiizeyinde mineralize apatit
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tabakasinin olugmasi ve bir dizi karmasik biyolojik reaksiyonla ilerlemesi yoluyla
meydana gelmektedir. Bu mekanizma, malzeme-doku arayiiziinde iyon degisimi,
organik faz birikimi, hiicre farklilasmasi, baglanma, ¢ogalma ve hiicre dis1 matris
olusumu olarak siralanabilir [222]. CaP tabakasmin olusumunu hizlandirmak ig¢in
hazirlanan 10xSBF (37°C, pH=7,4) ¢ozeltisi igerisinde numunelerin 3 ve 14 giin
boyunca inkiibe edilmesiyle in vitro biyoaktivite deneyleri gerceklestirilmistir [30].
Inkiibasyon oncesi ve sonrasi gergeklestirilen mikroyapisal ¢alismalar, PVDF esasli
numunelerin morfolojilerindeki farkliliklar1 ortaya ¢ikarmistir. Sekil 3.9, 3 ve 14
giinliik inkiibasyonun ardindan numunelerin yilizeyinde olusan kemik benzeri apatit

katmanini gostermektedir.

2

1pm §5.000 x 10 kV

Sekil 3.9 : Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda {iretilen ag. %1 bor katkil
membran doku iskelelerinin 3 ve 14 giinliik inkiibasyonun ardindan SEM goriintiileri.

PVDF esasli numunelerin farkli siireler boyunca SBF'ye daldirilmasindan sonra
yiizeylerinde 6nemli degisiklikler meydana gelmistir. 3 giinliik inkiibasyonun ardindan
numunelerde olugsmaya baglayan apatit ¢ekirdeklenmesi ve grantiler cekirdekli apatit
sayisinin zamanla arttig1 agikca goriilmektedir. Bu graniiler apatitler, benzer
caligmalarda gozlemlendigi gibi fizyolojik sivilarla temas halindeki biyoaktif
yiizeylerde olusan apatitin karakteristigi olan karnabahar benzeri bir morfoloji
sergilemistir [223,224]. Ayrica, iskelelerin ylizeyindeki mineralize apatitlerin
yogunlugu, koagiilasyon banyo sicakligiyla birlikte artmis olup, diger numunelerle
kiyaslandiginda P20 numunesinde daha yogun apatit katmanlari gozlenmistir.
Karnabahar benzeri kiimelerin kimyasal bilesimi EDS kullanilarak analiz edilmis ve
biyoaktif malzemelerin iizerinde biriken apatitin gostergesi olan Ca ve P

elementlerinin varhigi dogrulanmistir. EDS spektrumlari, Ca ve P piklerinin
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yogunlugunun banyo sicakligiyla birlikte arttigini dogrumis; bu da numuneler

tizerinde apatit biiylimesi oldugunu ortaya koymustur.

Energy [keV]

(@) (b)

Sekil 3.10 : Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda tretilen ag. %1 bor katkili
membran iskelelerinin 14 giinliik inkiibasyonun ardindan a) SEM goriintiisi; (b) (a)’da
belirtilen alanin EDS analiz spektrumu.

Uretilen iskelelerin yiizeyindeki apatit olusumunun daha fazla arastirilmas1 amaciyla
FTIR spektroskopisi gergeklestirilmistir. Sekil 3.11, secilen P20 numunesi tizerinde
biiyiitiilen apatitin karakteristik FTIR spektrumunu gostermektedir.
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Sekil 3.11 : Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda iiretilen ag. %1 bor katkil
membran doku iskelelerinin 3 ve 14 giinliik inkiibasyon Oncesi ve sonrast FTIR
spektrumlari.

Inkiibasyon 6ncesi FTIR spektrumuyla karsilastirildiginda, PVDF, BCP ve bora ait
karakteristik piklerin yani1 sira, POs? gruplarmin simetrik ve asimetrik gerilme

modlarini temsil eden ek bantlarin ortaya ¢iktig1 gdzlenmistir. 560 cm ™! ve 600 cm™'de
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bulunan iki yeni pik, P-O biikiilme titresimlerine atfedilen apatit veya diger kalsiyum
ortofosfatlarla iligkilendirilmistir. Diger bir taraftan, apatit tabakasi lizerinde H>O
tarafindan adsorbe edilen O-H titresimlerinin varlig1, yaklasik 1650 cm™!'de bir bant ve

3100 cm! ile 3600 cm™! arasinda genis bir bantla gosterilmistir [225,226].

3 ve 14 gilinlik inkiibasyondan oOnce ve sonra gergeklestirilen XRD analizi
iskelelerdeki apatit olusumunu dogrulamistir. Sekil 3.12, secilen P20 numunesi
lizerinde biiylitiilen apatitin 3 ve 14 giinliik inkiibasyon periyotlarindan 6nce ve sonra

ortiisen XRD difraktogramlarini géstermektedir.

— P20
— 3 giin
— 14 giin
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Sekil 3.12 : Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda iiretilen ag. %1 bor katkil
membran doku iskelelerinin 3 ve 14 giinliikk inkiibasyon oncesi ve sonrast XRD
difraktogramlari.

P20 numunesine ait 206=26°, 32°, 46° ve 48°deki kristal pikler apatit yapisina
endekslenmistir [31]. Kirmnim pikleri karsilastirildiginda, numunenin SBF igerisinde
inkiibasyonundan sonra piklerin yogunlugunda bir artis oldugu tespit edilmistir.
Ayrica, bu pik yogunluklarinin daldirma siiresiyle birlikte arttig1 da gézlenmistir. Bu
durum, numunenin ylizeyindeki apatit tabakasimin biiyiimesine atfedilebilir [226].
Bununla birlikte, P20 numunesine ait tiim piklerin yogunlugu 14 giinliik inkiibasyon
periyodunun sonunda daha yiiksek olmasina ragmen, 32°'de gozlemlenen keskin pikin
yogunlugu 3 giinliik inkiibasyon periyodunda daha yiiksektir. Inkiibasyonun 3.
giiniinde, malzemenin sergiledigi yiiksek kristalligin 32°'de keskin ve yogun bir pik
olusturmus olabilecegi diistiniilmektedir. Diger bir degisle, malzemenin daha diizenli

bir i¢ yapida olmasi ve kristalitlerin iyi olusmus olmasi bu keskin ve yogun pikin
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olusumuna katkida bulunmus olabilir. 14 giinliik inkiibasyon periyodunun sonunda,
kristalit boyutlar1 kii¢iiliip, daha genis ve daha az yogun bir pik olusturmustur. Bu
durumun, zaman gectikge artan yaglanma siiregleri sonucu kristalin alanlarin kismi
¢Oziinmesi veya yeniden diizenlenmesi nedeniyle olusmus olabilecegi
diistiniilmektedir [227]. Malzemenin i¢ yapisi, diizenli bdlgelerden bazilarinin
diizensiz hale geldigi, genel kristalligi ve dolayisiyla pik yogunlugunu azaltan bir
yeniden diizenlemeye ugrayabilir. Zamanla kusurlarin veya safsizliklarin olusmasi,
kristalin yapiy1 bozarak pik keskinliginde ve yogunlugunda bir azalmaya yol agabilir
[228]. Termal dalgalanmalar, nem ve oksidasyon gibi ¢evresel kosullar ve yaslanma
etkileri gibi malzemeye 6zgii siirecler bu duruma katkida bulunur. Ornegin, degisen
sicakliklara maruz kalma, termal genlesme ve biiziilmeye neden olarak kristal yap1
icerisinde strese yol acar. Bu durum, kusurlara veya malzemenin genel diizeninde bir
azalmaya neden olur. Yiiksek nem, pik yogunlugunu azaltirak kristal yapiya miidahale
eder [229]. Havaya uzun siire maruz kalma ise, oksidasyona neden olarak malzemenin
kristalligini ve dolayisiyla pik yogunlugunu etkiler [229]. Zamanla malzemeler
fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin degistigi yaslanmaya ugrayabilir. Bu yaslanma,
kristalit boyutunda azalmaya veya amorf bolgelerin olusumuna yol acar [228]. Ozetle
bu bulgular, membran doku iskelelerinin biyoaktivitesini dogrulmakta ve P20
numunesinin yiizeyindeki apatit biiyiimesindeki 6nemli artigin altin1 ¢izmektedir. Elde
edilen sonuglar, koagiilasyon banyo sicakliginin arttirilmasinin iiretilen membran

iskelelerinin in vitro mineralizasyonunu arttirdigini géstermistir.

Hiicre canliligi, implante edilebilir iskelelerde biyouyumlulugun degerlendirilmesi
igin kritik bir parametredir. Iskeleler, sitotoksik etki gdstermeksizin uygun bir ortam
saglayarak hiicresel tepkileri kolaylagtirmalidir [183]. PVDF esash iskelelerin 1929
fare fibroblast hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkisi, dnceden belirlenmis inkiibasyon
zaman araliklarinda WST-1 analizi kullanilarak degerlendirilmistir. Sekil 3.13 ve
Cizelge 3.3, iskelelerin 24 ve 48 saatlik hiicre maruziyeti donemleri i¢in sitotoksisite

analizinin sonuglarini géstermektedir.
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Sekil 3.13 : Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda iiretilen ag. %1 bor katkili
membran doku iskelelerinin sitotoksisite ve hiicre canlilik degerleri.

Elde sonuglara gore, iskeleler herhangi bir in vitro sitotoksik etki sergilemeden arzu
edilen hiicre canlilig1 ve cogalmasi gostermistir. Hiicre canliliginin, 24 saat ve 48 saat
araliklarda kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim numuneler i¢in %80'in iizerinde
oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte, L929 hiicreleri koagiilasyon banyo sicakligina
bagl olarak degisken tepkiler gdstermistir. Ornegin, 24 saatlik kiiltiirden sonra, P-5
ornegine ekilen hiicreler yaklasik %83 canlilik sergilerken, diger orneklere ekilen
hiicrelerin %100'lin lizerinde canlilik gosterdigi tespit edilmistir. 48 saatlik kiiltiir
periyodunun ardindan P10 ve P20 numunelerindeki hiicre canliligi, 24 saatlik periyoda
gore biraz azalmis olsa da %100'lin lizerindedir. Bu bulgular, hiicre canliliginin % 100
olarak kabul edildigi kontrol Ornegini astiginmi ortaya koymustur; bu durum,
koagiilasyon banyo sicakligmin artmasiyla hiicre ¢ogalmasinin  arttigini

gostermektedir.

Cizelge 3.2 : Farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda iiretilen ag. %1 bor katkili
membran doku iskelelerinin hiicre indeks degerleri.

Numune Kodu 24 saat (%) 48 saat (%)

P-5 83,4 79,12
PO 108,75 95,26
P10 112,45 100,87
P20 102,74 106,53

Bu gozlemler, biyolojik ortamlarda membran formundaki doku iskelelerinin

olaganiistii potansiyelini ortaya koymaktadir. Ancak, biyomedikal uygulamalar i¢in
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sunulan bu kompozit membran iskelelerin uzun vadeli etkinligini belirlemek i¢in daha

fazla in vitro ve in vivo ¢alismaya ihtiyag vardir.

3.4 Sonugclar

Calismanin bu bdliimde, kemik doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in ag. %1 bor
katkii BCP/PVDF esasli membran doku iskeleleri NIPS ve liyofilizasyon
yontemlerinin kombinasyonu kullanilarak iiretilmistir. Ayrica, bu yontemde kritik bir
caligma parametresi olan koagiilasyon banyo sicakliginin iskelelerin fiziksel, mekanik
ve biyolojik 6zellikleri tlizerine etkisi arastirilmistir. Elde edilen sonuglar, daha ytiksek
koagiilasyon banyo sicakliklarinda hazirlanan iskelelerde yogun bir ylizey tabakasinin
altinda birbirine bagli gdzenekli bir yapinin ortaya ¢iktigini1 gostermistir. Koagiilasyon
banyo sicakligindaki artis, iskelelerin yiizey hidrofilikligini arttirirken sisme
derecelerini azaltimistir. Iskeleler, arzu edilen termal ozellikleri ve yiiksek bir -
kristalin faz fraksiyonunu sergilemistir. Mekanik testler sonuglari, koagiilasyon banyo
sicakliginin arttirllmasiyla daha ytiksek gerilme ve gerinim degerleri elde edildigini
gostermistir. Buna ek olarak iskeleler, sitotoksisite gostermeden olumlu in vitro
biyoaktivite, hiicre canlilifi ve ¢ogalma gdstermistir. Bu baglamda, biyouyumlu
kompozit malzemeler i¢in mekanik, termal ve biyolojik 0Ozellikler gibi temel
gereksinimler, koagiilasyon banyosu sicakliginin degistirilmesiyle modiile edilebilir.
Elde edilen verilere dayanarak, daha ileri ¢aligmalar i¢in optimize edilmis koagiilasyon
banyo sicakligi olarak 20 °C segilmistir. Sonuglar, iiretilen kompozit membranlarin
kemik rejenerasyonu ve daha genis kemik doku miihendisligi uygulamalari igin

biyomalzeme olarak énemli bir potansiyele sahip oldugunu ortaya koymustur.
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4. BOR KATKILI BAGDADIT (BAG)/POLIiVINIiLIDEN FLORUR
(PVDF)/POLIKAPROLAKTON (PCL) ESASLI MEMBRAN iSKELELERIN
URETIiMi VE KARAKTERIZASYONU

4.1 Giris

Diyabet, nérolojik hastaliklar, travma ve ¢esitli kanserler sonucu olusan kemik doku
hasarlar1 klinik sorunlara yol agmaktadir. Kemikler, kendini yenileme yetenegine
sahip olan dinamik dokular olmalarina ragmen, bu o6zellik karmasik ve biiyiik
defektlerde yetersiz kalabilmektedir [230]. Geleneksel tedavi yodntemlerinin
sinirlamalari, doku biliylimesini kolaylagtirmak icin iskele goérevi goren
biyomalzemeleri hiicrelerle birlestirerek hasarli dokulari tedavi etmek i¢in umut verici
bir yaklasim olarak kemik doku miihendisliginin ortaya ¢ikmasina neden olmustur
[91]. Bu yaklasimin temel bileseninden biri olan doku iskeleleri, kemik nakillerine
alternatif olarak giindeme gelmistir [92]. iskelelerin kullanimi, kemik hiicreleri igin
mikro ortam olan yeni bir ECM olusumu yoluyla hastalikli bolgeyi yapisal olarak
desteklemektedir [31]. Bu yaklasimin zorlugu, hasarli dokudaki hiicresel mikro
cevreyi, malzeme, yapt ve islev agisindan dogal kemige benzer Ozelliklerle
degistirecek olan bu yeni ECM'yi tasarlamaktir [92,231]. Dogal kemik dokunun
yiiksek mekanik mukavemeti, hidrofilik ve gézenekli yapisi, piezoelektrik 6zellikleri
ve biyouyumlulugu goéz oniline alindiginda, bu o6zellikleri karsilayan malzemeler

kullanilarak {iretilen iskelelerin uygulama sansi daha ytiksektir [91,92,230,232].

Son on yilda, belirli 6zelliklere sahip ¢ok c¢esitli biyomalzemeler, klinik 6ncesi ve
klinik ¢alismalarda iskele malzemesi olarak muazzam bir potansiyel gostermistir [95].
Dogal ve sentetik kaynakli cesitli polimerler, kemik doku miihendisligi
uygulamalarinda ikame olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [92]. Dogal
polimerler 1iyi biyouyumluluk, osteokondiiktivite ve diisik immiinogenite
sergilemektedir. Ancak, kontrol edilmesi zor bir bozunma oranina ve diisiik mekanik
stabiliteye sahip olmalar1 kullanimlarmi smirlamaktadir. Dogal polimerlerle
karsilastirildiginda, sentetik polimerler, kontrollii bozunma orani, ¢éziiniir molekiilleri
iletme potansiyeli, ayarlanabilir mekanik 6zellikler, uzun raf émrii ve diisiikk maliyet

gibi bircok avantaja sahiptir [233]. Buna ek olarak, geleneksel polimerlere alternatif
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yenilikg¢i aktif iskeleler i¢in yeni yaklagimlar bulma konusu, diinya ¢apinda cesitli
arastirma gruplari tarafindan calisiimaktadir [232]. Ozellikle, bu amagla yenilikgi
piezoelektrik sentetik polimerlerin kullanimi, kemik doku tedavilerini bir sonraki
adima tagimistir [234]. Piezoelektrik polimerler, harici bir gii¢ kaynaginin yoklugunda
elektriksel uyarilarin dogrudan iletilmesine izin veren elektroaktif malzemelerdir
[232,235]. Bu elektriksel ¢ikti, cilt, kalp ve sinir dokusu gibi yumusak doku
uygulamalari i¢in uygun bir rejeneratif mikro ortami destekleyebilir [232]. Bu nedenle,
bu 6zelliklerin iskelelere dahil edilmesi, aktif biyoiskelelerin iiretilmesine olanak tanir.
Piezoelektrik polimerler arasinda farkli kristalin fazlara sahip yar1 kristalin bir polimer
olan PVDF’in B-fazi, birim hiicre bagina 8x107°° Cm'lik en yiiksek dipolar moment ile
en yliksek piezo-piroelektrik 6zelliklere sahiptir [95,236]. Bununla birlikte, mevcut
PVDF esasli iskelelerin ¢ogu tek basina ideal biyolojik olarak pargalanabilirlik,
fizyolojik olarak esneklik, hiicre etkilesimini desteklemek icin hidrofilisite ve yar1
gecirgenlik gibi tim onemli ozellikleri saglayamamaktadir [92,209]. Polimerleri
karistirma (blending), basarili biyolojik uygulamalarin gereksinimlerini karsilayan
islevsel malzemeler gelistirmek i¢in elverisli bir yaklasimdir [95]. Onceki arastirmalar,
PVDF esasli iskelelerin baska polimerlerle karistirilmasinin, istenen 6zelliklere sahip
yeni malzemelerin liretilmesine olanak tanidigini gostermistir [231]. Polikaprolakton
(PCL), yiiksek biyouyumlulugu, uygun mekanik 6zellikleri, termal kararlilig1, toksik
olmayan bozunma iiriinleri ve yavas bozunma hizi nedeniyle PVDF ile karigim i¢in iyi
bir se¢imdir [92,236]. PCL, kolay bulunabilirligi, maliyet etkinligi ve modifikasyona
uygunlugu ile kemik 1iyilesme siirecini kolaylastiran yenilik¢i iskelelerin
gelistirilmesine yonelik yogun arastirmalarin konusudur [95]. Bununla birlikte, zayif
kemikle baglama yetenegi, yavas bozunma kinetigi ve osteoindiiktivite eksikligi
polimerik malzemelerin daha genis uygulamalarini sinirlar. Biyoseramiklerin polimer
matrise dahil edilmesi, polimerlerin 6zelliklerini artirabilecek etkili bir yaklagimdir
[133,237]. En yaygin kullanilan kalsiyum fosfatlar olan HA ve B-TCP potansiyel
adaylar olmasimna ragmen, bu malzemelerdeki dnemli bir dezavantaj, yiik tasiyan
uygulamalarda kemik analogu olarak yeterli mekanik mukavemete sahip
olmamalaridir. Onceki c¢alismalar, sinterlenmis HA'nin implantasyondan sonra tam
olarak biyobozunur olmadigini ve B-TCP'nin bozunma kinetiginin yavas olma
egiliminde oldugunu bildirmistir [238]. Bu smirlamalarin iistesinden gelmek igin,
kalsiyum fosfatlara alternatif olarak kalsiyum silikat esasli biyoseramikler

arastirilmaktadir [30]. Kalsiyum silikatlardaki silanol gruplar1 (Si-O-H), doku
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yenilenmesini destekler [94]. Ayrica, iiclincli bir bilesenin kalsiyum silikatlarin
yapisina dahil edilmesiyle bu seramiklerin kimyasal kararliliklari, biyoaktiviteleri ve
mekanik Ozellikleri iyilestirilebilir [38]. Zr, biyouyumlu yapisi ve uygun mekanik
mukavemeti nedeniyle kalsiyum silikatlara dahil edilen bilesenlerden biri olup, Ca
iyonlarin1 iyonik olarak baglayan bir ag olusturma potansiyeline sahiptir [30,31].
Bagdadit (BAG, CazZrSi»0y,), kemik rejenerasyonunda énemli roller oynayan Ca, Si
ve Zr iyonlariin varligi nedeniyle biiyiik ilgi gérmiistiir [239]. Bu iyonlarin serbest
birakilmast ve ardindan seramiklerin bozunmasi, miikkemmel biyoaktivite,
emilebilirlik, osteoblast hiicrelerinin in vitro farklilagsmasi ve ¢ogalmasi gibi daha
yiiksek biyolojik performansla sonuglanir [130,134,239]. Diger bir taraftan, borun bu
iskelelere dahil edilmesi, osteoblast hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilasmasini
saglayarak hiicre yapigsmasini olumlu etkileyebilir. Uygun malzemelerin ve iiretim
yonteminin kullanilmasi, iskelelerin stabilitesini ve islevselligini artirarak kemik

dokusu rejenerasyonuna katkida bulunabilir.

Calismanin bu boliimiinde, farkli oranlarda bor katkilit BAG tozlar1 sentezlenmis ve
karakterize edilmistir. Daha sonra, sentezlenen tozlar PVDF ve PVDF-PCL
cozeltilerine dahil edilerek NIPS teknigiyle membran formunda kompozit iskeleler
iretilmistir. Sentezlenen tozlarin tiretilen iskelelerin Ozellikleri iizerindeki etkileri
arastirtlmis ve iskelelerin morfolojik ve yilizey ozellikleri SEM ve temas agisi
lciimleri ile karakterize edilmistir. Iskelelerin termal 6zellikleri DSC ile belirlenirken,
B-kristalizasyon oran1 FTIR ile hesaplanmis ve B-faz yapis1 X-1s1n1 kirtnimi (XRD) ile
karakterize edilmistir. Iskelelerin mekanik dzellikleri ise, gekme dayanimi dlgiimleri
ile tespit edilmistir. Iskelelerin in vitro biyolojik dzellikleri SBF igerisinde biyoaktivite
deneyi ve sisme orani dlciilerek degerlendirilmistir. Iskelelerin sitotoksisitesi, hiicre
canlilif1 ve hiicre yapismasi in vitro hiicre kiiltlirii deneyleri yapilarak daha detayl

arastirilmastir.
4.2 Deneysel Calismalar

4.2.1 Malzemeler

BAG tozlariin sentezi i¢in tetraetil ortosilikat (Si[C2HsO]4; TEOS), zirkonyum (IV)
oksinatrat hidrat (ZrO[NOs]>.xH2O; Zr-nitrat) ve kalsiyum nitrat tetrahidrat
(Ca(NO3)2.4H20; Ca-nitrat) Alfa Aesar™ (ABD) firmasindan satin alinmstir.
Kullanilan nitrik asit (HNO3) Merck™ (Almanya) temin edilmistir. Katkili BAG
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tozlarinin sentezi i¢in bor kaynagi olarak borik asit (H3BO3) Merck™ (Almanya)
firmasindan satin alinmistir. Membran doku iskelesi iiretiminde kullanilan PVDF
Solvay (Solef® 1015) ve PCL (ortalama MW 80.000 Da) firmasindan temin edilmistir.
N, N-Dimetilformamid (DMF, %99,8) Fisher (ABD) Firmasindan satin alinmuistir.
Coziicii olarak distile su (DI) ve ¢oziicli olmayan madde olarak DMF koagiilasyon
banyosunda kullanilmistir. Uretilen membran doku iskelelerinin biyoaktivite
caligmalarinda kullanilmak tizere sodyum kloriir (NaCl), potasyum kloriir (KCl),
kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl,.2H>0O), magnezyum kloriir hekzahidrat (MgCl,.6H>O)
ve sodyum dihidrojen fosfat monohidrat (NaH>PO4+.H20) Merck™ (Almanya)
firmasindan ve sodyum bikarbonat (NaHCOs) Sigma-Aldrich™ (Almanya)
firmasindan satin alinmstir. Iskelelerin sisme ¢alismalarinda kullanilan fosfat tampon
¢ozeltisi (DPBS, pH 7.4), Gibco™ (ABD) firmasindan temin edilmistir. iskelelerin
sisme calismalarinda kullanilan fosfat tampon ¢dzeltisi (DPBS, pH 7.4), Gibco™
(ABD) firmasindan temin edilmistir. iskelelerin in vitro hiicre kiiltiirii testlerinde
kullanilan Dulbecco'nun modifiye edilmis ortami1 (DMEM), fetal sigir serumu (FBS)
ve Penisilin-Streptomisin (Pen-Strep) PAN Biotech (Almanya) firmasindan, MTT,
DMSO ve DAPI ise Merck (Almanya) firmasindan satin alinmistir.

4.2.2 Bor katkili BAG tozlarinin sentezi

BAG tozlari, sol-jel yontemi ile sentezlenmistir. Oncelikle, TEOS, etanol ve HNO3,
TEOS: etanol: HNO3 (2M) = 1:8:0,16 mol oranina sahip olacak sekilde 30 dk boyunca
karigtirilmistir. Hidrolizden sonra, Zr-nitrat ve Ca-nitrat, Zr-nitrat: Ca-nitrat: TEOS =
1:3:2 mol oranina sahip olacak sekilde ilk ¢ozeltiye eklenmis ve oda sicakliginda 5
saat boyunca karistirilmistir. Daha sonra, 1slak bir sol elde etmek icin ¢ozelti 24 saat
boyunca 60 °C sicaklikta bekletilmis ve kuru bir jel elde etmek i¢in 48 saat boyunca
100 °C sicaklikta kurutulmustur. Bor katkili bagdadit tozlarinin sentezi ise, yukarida
aciklananlara benzer adimlarla gergeklestirilmistir. Cozeltiye bor kaynagi olarak
H3BOs ag. %0.5, 1 ve 2 olacak sekilde eklenmistir. Sol-jel yonteminin ardindan
kurutulan saf ve bor katkili tozlar, kamara tipi bir laboratuvar firminda (Protherm™
PLF 160/7) 1200 °C'de hava atmosferinde 3 saat siireyle 1s1l isleme tabi tutulmustur.
Deneylerde secilen 1sitma/sogutma hiz1 5 °C/dk’dir. Sentezlenen tozlar, akik havan ve
havan tokmagi kullanilarak 6giitiilmiis ve membran doku iskelelerinin iiretimi i¢in
hazir hale getirilmistir. Sentezlenen bor katkisi icerigine bagli olarak tozlar sirasiyla

BAG, BAG/0.5B, BAG/1B ve BAG/2B olarak adlandirilmistir.
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4.2.3 Bor katkilh BAG/PVDF-PCL esashh membran doku iskelelerinin iiretimi

Sentezlenen tozlar PVDEF’e katkilandirilarak bes farkli membran doku iskelesi NIPS
ve ardindan liyofilizasyon ikili yontemleri ile iiretilmistir. Kompozit ¢ozeltilerin her
biri, toplam kat1 madde konsantrasyonu ag. %18'de sabit tutularak 10’ar mL olarak
hazirlanmistir. Oncelikle, PVDF'in DMF icerisinde bir manyetik karistiricida 60 °C'de
24 saat boyunca karigtirllmasiyla homojen bir ¢ozelti elde edilmistir. Elde edilen
¢Ozelti igerisine sentezlenen BAG tozlari, PVDF’in ag. %10’u oraninda eklenmistir.
Hazirlanan ¢6zelti, homojen bir karisim elde etmek amaciyla dokiimden 6nce 10 dk
boyunca sonikasyon islemine tabi tutulmustur. Daha sonra, bir cam altlik tizerine 200
mikronluk film olarak doékiilmiis ve ardindan hacimce %60:40 oraninda DMF ve su
iceren koagiilasyon banyosuna dnceki boliimde optimize edilmis sicaklik olan 20 °C'de
3 saat siireyle daldirilmistir. Elde edilen membranlar, kalan ¢6ziiciiniin
uzaklagtirilmasi i¢in 48 saat boyunca saf su banyosunda durulanmig ve -80 °C'de 4 saat
boyunca bir liyofilizatérde (Toros™ TRS-2/2V) liyofilize edilmistir. Polimer
matristeki toz igcerigine bagh olarak iskeleler sirasiyla PVDF, P/BAG, P/BAG/0.5B,
P/BAG/1B ve P/BAG/2B olarak adlandirilmistir. On denemeler sonucu segilen ag. %1
bor katkis1 ile PVDF-PCL (70:30) esasli iskeleler de iiretilmis olup, PVDF/PCL,
P/PCL/BAG, P/PCL/BAG/1B olarak adlandirilmistir. Hazirlanan kompozit membran

doku iskelelerinin kimyasal kompozisyonlar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 : Uretilen farkli oranlarda bor katkili BAG/PVDF-PCL esaslhi kompozit
membran doku iskelelerinin dokiim ¢ozeltisi bilesimleri.

Cozelti bilesimleri

Numune Kodu PVDF PCL Bor katkili BAG
(% ag.) (% ag.) (% ag.)

PVDF 18 - -
P/BAG 16,2 - 1,8
P/BAG/0.5B 16,2 - 1,8
P/BAG/1B 16,2 - 1,8
P/BAG/2B 16,2 - 1,8

PVDF/PCL 11,34 4,86 -
P/PCL/BAG 11,34 4,86 1,8
P/PCL/BAG/1B 11,34 4,86 1,8
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4.2.4 Karakterizasyon

4.2.4.1 Bor katkilh BAG tozlarinin karakterizasyonu

Sentezlenen tozlarin morfolojik karakterizasyonu, bir alan emisyonlu taramali elektron
mikroskobu (FE-SEM, Carl Zeiss™/Gemini 300) kullanilarak 15 kV hizlanma
voltajinda numuneler analizden 6nce ince bir altin-paladyum tabakasi ile kaplandiktan

sonra gerceklestirilmigtir.

Sentezlenen tozlarin partikiil boyut Olgiimleri, bir partikiill boyutu analizori
(Malvern™  Mastersizer 3000E) kullanilarak  gerceklestirilmistir.  Tozlarin
yogunluklari, bir gaz piknometresi (Micromeritics™, AccuPyc II 1340) kullanilarak

Olclilmiistiir.

Sentezlenen tozlarin kristal fazlarimin varligi, Bragg-Brentano gonyometresine sahip
bir X-1sinlar1 difraktometresi (XRD, Bruker™ AXS-Discovery DS8) kullanilarak
monokromatik Cu-Ka (A = 1.5406 A) radyasyonu ile Lynxeye XE dedektorii
kullanilarak 40 kV potansiyel fark, 40 mA akim, 20°—60° tarama aralig1 kosullarinda
tespit edilmistir. Mevcut kristalin fazlar, Uluslararas1 Kirinim Verileri Merkezi (The
International Centre for Diffraction Data®; ICDD) toz kirinim veri tabani kullanilarak

tanimlanmaistir.

4.2.4.2 Bor katkih BAG/PVDF esashi membran doku iskelelerinin

karakterizasyonu

Farkli bor katki oranlarma sahip BAG/PVDF esash iskelelerin yiizey ve kesit
morfolojileri, numunelere vakum altinda 5 ve 10 kV'luk degisen bir hizlanma voltaji
uygulanarak bir alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu (FE-SEM, Carl
Zeiss™/Gemini 300) ile analiz edilmistir. Numuneler, analizden 6nce ince bir altin-
paladyum tabakasi ile kaplanmigtir. Kesit goriintiileri elde etmek i¢in, numuneler siv1
azotta kirildiktan sonra kaplama yapilmustir. Iskelelerin gézenek boyut dlgiimleri,
SEM goriintiileri kullanilarak Image J 1.520 yazilimi ile en az yiiz gdzenekten

ortalama gozenek boyutu olarak hesaplanmastir.

Iskelelerin yiizey 0Ozellikleri, temas acis1 olgiimleri yapilarak belirlenmistir.
Numunelerin yiizeylerinin statik temas agisini belirlemek i¢in bir temas agisi
gonyometresi (Biolin Scientific™/Attension Theta Flex) kullanilmistir. Analiz, ortam

sicakliginda sabit damla yaklagimiyla Bolim 2.3.2.2°de optimize edilen PBS
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kullanilarak gerceklestirilmistir. Her numune en az i{i¢ pozisyonda test edilmis,

ortalama deger ve standart sapma degerleri hesaplanmistir.

Iskelelerin kristal faz yapis1, 10-55° tarama araliginda, 40 kV potansiyel fark, 40 mA
akim, Cu-Ko radyasyonu (1,5406 A) ile bir X-1s1n1 difraktometresi (XRD, Bruker™
AXS-Discovery D8) kullanilarak belirlenmistir. Kristalin fazlar, Uluslararas1 Kirinim

Verileri Merkezi® (ICDD) veri tabani kullanilarak tanimlanmastir.

Iskelelerin kimyasal yapilar1 ve etkilesimleri, bir fourier doniisiimlii kizilotesi (FTIR)
spektroskopisi (Thermo Nicolet, iS50) kullanilarak, 400—4000 cm™' frekans
aralifindaki absorbans degerlerinin dlgiilmesiyle, 14 cm™ ¢oziiniirliikte ve 16 tarama
ile analiz edilmistir. Iskelelerin bagil B faz1 icerigi Fg ise, Denklem 2.3’e gore

hesaplanmustir.

Iskelelerin termal davranisi ve toplam kristalinitesi diferansiyel taramali kalorimetri
(DSC, TA Instrument/DSC25) kullanilarak analiz edilmistir. Analizler, aliminyum
pen igerisindeki 7-8 mg numunenin -90 °C'den 200 °C'ye 1sitilmas1 ve 10 °C/dakika
1sitma hizi -90 °C'ye sogutulmasi ile azot atmosferinde gergeklestirilmistir. Erime ve
kristallesme sicakliklari sirasiyla 1sitma ve sogutma egrilerinin pik noktalarindan
belirlenmistir. Erime entalpisi, ilk 1sitma egrisinin 120 ila 170 °C arasindaki
sicakliklardan entegre edilerek belirlenmistir. Numunelerin toplam kristalligi X,

Denklem 2.2 kullanilarak DSC termogramlarindan hesaplanmistir.

Iskelelerin mekanik ozellikleri, 50 mm/dk sabit hizla 1 kN yiik hiicresine sahip bir
statik mekanik test cihazi (Shimadzu™ AGS X) kullanilarak 6l¢iilmiistiir. En az bes
numune test edilmis ve ortalama c¢ekme dayanimi verileri standart sapmayla

hesaplanmustir.

Iskelelerin in vitro sisme davranisi, Boliim 2.3.2.2 ve 3.3.1.3’te agiklandig1 gibi
gravimetrik yontemle incelenmistir. Oncelikle, numuneler esit boyutunda kesilerek
kuru agirliklar tartilmistir. Daha sonra, numuneler PBS ¢ozeltisine daldirilmis ve 1,
7,14, 21 ve 28 giinliik inkiibasyon siirelerinin sonunda bulunduklar1 sividan alinmistir.
Yiizeydeki sivi hafif¢e silinen numuneler, tartilmis ve sisme dereceleri Denklem 2.1°¢e

gore hesaplanmistir.

Iskelelerin in vitro biyoaktivite deneyleri, Boliim 2.3.2.4 ve 3.3.1.3’te agiklandig gibi
10xSBF c¢ozeltisinde gerceklestirilmistir. Cizelge 2.2°de listelenen reaktifler, sirasiyla

900 mL ultra saf su igerisinde ¢oziilmiis ve hacim, ultra saf su ile 1000 mL’ye
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tamamlanarak bir stok ¢ozelti hazirlanmistir. Stok ¢ozeltiden 100 mL kapakli cam sise
icerisine alinarak konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde NaHCOjs ilave edilerek pH
degerinin 7,4 olmasi saglanmistir. Numunelerin 10xSBF ¢ozeltisine daldirilip 3 ve 14
giinliik inkiibe edilmesinden sonra, numuneler c¢ozelti igerisinden c¢ikartilarak
durulanmis ve -20 °C’de dondurulduktan sonra -80 °C'de liyofilizatdrde 4 saat boyunca
liyofilize edilmistir. Numunelerin yiizey morfolojisi SEM kullanilarak goriintiilenmis
ve yiizeylerde olusan kemik benzeri apatitin Ca/P oranlar1 EDS ile karakterize
edilmistir. Ayrica, mineralize CaP tabakasinin kimyasal baglar1 FTIR ile karakterize

edilirken, yiizeydeki CaP olusumu XRD ile arastirilmistir.

Iskelelerin in vitro hiicre canlilig1 ve sitotoksisite degerlendirmesi, Bolim 2.3.2.4 ve
3.3.1.3’te aciklandig1 gibi ISO-10993-5 test protokoliine gore belirlenmistir. Ancak,
onceki boliimlerde kullanilan hiicrelerden farkli olarak aderent (yapisik) hiicre hatti
olan HOb ve MTT testi, bu boliimdeki biyouyumluluk testlerinde kullanilmistir.
Oncelikle, dondurulmus hiicreler -196 °C’deki siv1 azot tankindan ¢ikarildiktan sonra
37 °C su banyosunda ¢oziilmiistiir. Coziilen hiicreler, dnceden 37 °C’ye 1sitilmig 10
mL taze besiyerine aktarilmis ve 2000 rpm de 5 dk 4 °C santrifiijlenerek
¢Oktiiriilmiistiir. Igerisindeki hiicre icin toksik olan dimetil siilfoksit (DMSO)
uzaklastirildiktan sonra hiicreler, dnceden 37 °C’ye 1sitilmis bir hiicre kiiltiir ortami
olan 5 mL besiyerini igeren T75 cm? hiicre kiiltiir kabina (flask) aktarilmistir. Hiicreler
flask yiizeyine yapisip yeterli ¢ogunluga ulastiktan sonra (%70 yogunluk), deney i¢in
gerekli hiicre sayisi elde edilinceye kadar %5 CO: igeren 37 °C inkiibatorde 10 mL
besiyeri icerisinde c¢ogaltilarak pasajlama islemi gergeklestirilmistir. Hiicrelerin
pasajlanmasi, 10 mL besiyerinin ¢ekilmesinin ardindan hiicrelerin 5 mL PBS ile
yikanarak serum kalintilar1, metabolitler ve 6lii hiicrelerden uzaklastirilmasi ile devam
etmistir. Bu islemin amaci, besiyeri igerisindeki serumun tripsin enzim aktivitesini
inhibe etmesini 6nlemektir. Ardindan, hiicreler 2 mL tripsin ile 3 dk boyunca inkiibe
edilerek hiicrelerin adezyonunu yiizeyden kaldirip slispanse hale getirmek i¢in bloke
edilmistir. Adezyon blokasyonunun ardindan 5 mL taze besi yeri eklenerek tripsin
inaktiflestirilmis ve 2000 rpmde 5 dakika santrifiijlanerek hiicreler ¢oktiiriilmiistiir.
Daha sonra, tripsinli iist faz uzaklastirilmis ve hiicre peleti 1 mL besi yeri soliisyonu
igerisinde ¢oziilerek 10 mL taze besiyeri bulunan yeni bir flaska aktarilip tekrar %70
doygunluga ulasana kadar inkiibatorde bekletilmistir. Pasaj diliisyonu adi verilen

seyreltme iglemi, arzu edilen hiicre sayisina ve hiicrelerin biiyiime hizina bagli olarak
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1:2 veya 1:10 olarak belirlenmistir. Deneylerde kullanilacak hiicreler sayilarak istenen
miktarlart hesaplanmis ve deney plakalarina aktarilmistir. Hiicrelerin sayimi ve
canliliginin analizi, hiicre siispansiyonunun dnceden hazirlanan %#4 tripan mavisi ve
PBS c¢ozeltisiyle 1:1 oraninda karistirilmasinin ardindan gergeklestirilmistir. Olii
hiicrelerin membran biitiinliigiiniin bozulmasina bagli olarak tripan mavisi ile maviye
boyandigi bilinmektedir. Bu nedenle, maviye boyanan hiicreler hemositometre ile
sayim esnasinda goz ard1 edilmistir. Sayim1 tamamlanan hiicreler, 96 kuyucuklu steril
plakalarda kuyucuk basina 5 X 10*hiicre olacak sekilde 100 uLL. DMEM steril besiyeri
(%10 Fetal Dana Serumu (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin) ile tamamlandiktan
sonra damlalar halinde ekilerek hiicrelerin plakalarin tabanina yapigmasi igin 24 saat
boyunca %5 CO; igeren 37 °C sicakliktaki inkiibatorde inkiibe edilmistir. Plakalara
ekimi yapilan hiicreler, 24 saatin sonunda sterilizasyonu yapilmis ve ekstrakte edilmis
numunelerin konsantrasyonlart sirastyla kontrol (%0), %25, %50, %75 ve %100
olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda hiicre proliferasyonunu gozlemlemek igin 24,
48 ve 72 saat daha inkiibe edilmistir. Daha sonra numuneler, 10993-12 test
protokiiliine uygun olarak UV ile sterilize edildikten sonra 6ziitleme i¢in tam DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) besiyeri icerisinde bekletilmis ve besiyeri bu

haliyle %100 6ziit olarak tanimlanmistir.

MTT yontemi, [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid] formazana
indirgenen MTT miktar1 ile meydana gelen renk degisiminin kolorimetrik olarak
Olctlilmesi ile canli hiicre sayisinin saptanmasinda kullanilir. Bir tetrazolyum tuzu olan
MTT, hiicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitokondriye bagli bir reaksiyon ile
renkli, suda ¢Oziinmeyen formazana indirgenen bir maddedir. Hiicrelerin MTT
indirgeme 6zelligi, hiicre canliliginin dlgiitii olarak alinir. MTT analizi sonucunda elde
edilen boya yogunlugu, canli hiicre sayisi ile korelasyon gostermektedir. Deney
kapsaminda, HOD hiicreleri, %10'luk FBS (Fetal dana serumu) ve %2 L-glutamin ile
desteklenmis DMEM besiyerinde ¢ogaltilarak %5 CO; igeren etiivde 37°C ve %90
nemde inkiibe edilmistir. HOb hiicre hatt1 talimatlarina gore, hiicrelerin pargalanmasi
islemi olan tripsinazyon i¢in %0,25 tripsin, %0,03 EDTA karisimi kullanilmistir.
Hiicreler, kiiltlir ortami igerisinde siispanse edilerek 96 kuyucuklu plakalara her bir
kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde 100 ul besiyeri icerisinde aktarilmis ve deney
Oncesi ylizeye tutunmalart beklenmistir. Ardindan kuyucuklardaki hiicrelerin

tizerlerindeki besiyeri uzaklagtirnllmis ve 24, 48 ve 72 saat boyunca farkl
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konsantrasyonlardaki numune ekstraksiyonlar1 (%25, %50, %75, %100) ile inkiibe
edilmistir. Kontrol olarak sadece tam besiyeri igerisinde kiiltiirlenmis hiicreler (%0
konsantrasyonda) kullanilmustir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, ekstraksiyon ortami
cikarilmis ve her bir kuyucuga 4 saatlik bir inkiibasyon i¢in PBS'de 5,0 mg mL ™! MTT
solisyonundan 110 pL eklenmistir. Daha sonra, formazan kristallerini ¢6zmek igin

kuyucuklara 100 pL DMSO eklenmis ve absorbans 570 nm'de 6l¢iilmiistiir.

Hiicresel yapigsma calismalari, floresan mikroskopisi ve SEM incelemeleri ile
gerceklestirmistir. Hiicreler, MTT protokoliinde oldugu gibi 24 kuyucuklu hiicre
kiiltiirii plakalarma kuyucuk basi 1x10° olacak sekilde ekilmis ve 24, 48 ve 72 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan besiyeri cekilmis ve
numuneler, PBS ile yikanarak %2,5 gluteraldehit ¢ozeltisinde 20 dakika boyunca
fiksasyon islemine tabi tutularak sabitlenmistir. Genellikle sabitlenmis hiicreleri
boyamak i¢in kullanilan, gecirgen olmayan ve yiiksek konsantrasyonlarda
kullanildiginda canli hiicrelere girebilen DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) boyasi,
floresan mikroskopi incelemesinde goriintiilenecek numuneleri boyamak icin
kullanilmistir. Daha sonra, boyanan numuneler PBS ile yikanmis ve artan boya etanol
(%70, %80, %90 ve %100) ile dehidrate edilerek konfokal floresan mikroskobu
(Leica) ile gorselleri alinmistir. SEM goriintiilemeleri i¢in hazirlanan numuneler ise,

fiksasyon igleminden sonra dehidrate edilmistir.

Calismanin bu boliimiinde segilen ag. %1 bor katkili BAG/PVDF esasli iskeleye PCL
polimeri de dahil edilmis, morfolojik analiz, in vitro biyoaktivite ve hiicresel aktivite
deneyleri ile ozelliklerinin daha da arastirilmasi hedeflenmistir. Uretilen PVDF,
P/PCL, P/PCL/BAG, P/PCL/BAG/1B kodlu numunelerin sitotoksisite analizlerinin
yani sira, hiicre adezyon deneyleri gerceklestirilmis ve alkalen fosfataz (ALP)
aktiviteleri belirlenmistir. Alkalen fosfataz aktivitesinin belirlenmesi igin, hiicre
adezyon deneyindeki gibi Onceden steril edilmis ve besi yeri ile doyurulmus
numunelerin iizerine 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinda kuyucuk basima 5x10°
hiicre ekilmis ve 14 giin boyunca numuneler ile kiiltlirlemistir. Daha sonra siipernatan
toplanmis ve ALP ELISA Kiti (Fine Test, Cin Halk Cumhuriyeti) ile kitin protokoliine
giine inkiibasyon ve yikama siirelerinin ardindan 450 nm’de optik yogunluk 6l¢iimii

ile hesaplama yapilmistir.

Deneyler en az ii¢ kez tekrarlanmis ve kantitatif veriler ortalama + standart sapma (SD)

raporlanmustir. Iskelelerin sisme orani, gdzeneklilik ve ¢cekme dayanimi verilerinin
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istatistiksel analizlerini gerceklestirmek i¢in Microsoft Excel ve Origin yazilimi
(Origin Lab) kullanilmistir. Hiicre kiiltlirii deneyleri i¢in deney gruplart arasindaki
istatistiksel anlamlilik, GraphPad Prism 9 programi ile Kruskal-Wallis non-parametrik
testi uygulanarak arastirilmis ve gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar P

degeri <0,05 olacak sekilde uygulanmistir.
4.3 Bulgular ve Tartisma

4.3.1 Bor katkih BAG tozlarinin karakterizasyonu

Sol-jel ve ardindan 1200 °C’de sentezlenen bor katkii BAG tozlarinin SEM

goriintlileri, Sekil 4.1°de gosterilmistir.

BAG/0:5B

‘BAG/2B

Sekil 4.1 : Sol-jel ve 1s1l islem ikili yontemleri ile sentezlenen BAG tozlarina ait SEM
goriintiileri.

Sekil 4.1'de goriildiigii gibi, BAG tozlar1 homojen olarak dagilmis cok sayida diizensiz
sekilli aglomera igermektedir. Bu aglomeralar, dnceki ¢alismalarda raporlandig gibi
[98,240], BAG tozundaki yar1 kiiresel kristalitlerin sinterlenmesinin bir sonucu olarak

olusur.

Olusan mikropartikiil aglomeralarin pargacik boyutu, lazer kirinimi prensibiyle ¢alisan
bir pargacik boyutu analizorii ile belirlenmis ve Sekil 4.2'de sunulmustur. Sekil 4.2'de
goriildigi gibi, ag. %0, 0,5, 1 ve 2 bor iceren BAG tozlarinin ortalama pargacik
boyutunun, onceki bulgularla tutarli olarak 27 ile 31 pm arasinda degismektedir [240].
Degisen bor igerigi ile tozlarin partikiil boyut ve morfolojisinde belirgin bir degisiklik

olmamustir.
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Sekil 4.2 : Sol-jel ve 1s1l islem ikili yontemleri ile sentezlenen BAG tozlarma ait
ortalama partikiil boyut ve yogunluk degerleri.

Ag. %0, 0,5, 1 ve 2 bor katkili BAG tozlarinin piknometre yogunluklar1 Sekil 4.2°de
gosterilmektedir. Ag. %2 bor eklenmesi, BAG tozlarinin yogunlugunu 3,48 g/cm’'ten

3,33 g/cm®'e diisiirmiistiir.

BAG'm olusum mekanizmasi, TEOS (Si[C2H50]4) ile dort C2Hs molekiilii arasindaki
olusan kovalent bag ile Ca-nitrat ve Zr-nitrat molekiilleri arasindaki iyon degisimine
dayanmaktadir. TEOS yapisindaki CoHs molekiilii ¢éziiniir ve TEOS, Zr** ve Ca?*'dan
alt1 elektron alir. Daha sonra, her bir SiO4 molekiilii, Si molekiilleri arasinda olusan
oksijen bagindan oksijeni alarak Zr* ile dort elektron ve Ca®* ile iki elektron
aligverisinde bulunur. Bdylece, kalan dort elektron, Zr** ve Si>O7 molekiilleri arasinda
bir ¢ekim olustur ve bagdadit fazinin olusumu gerceklesir [94]. Bu fazin olusumunu
dogrulamak icin XRD analizi gerceklestirilmistir. Sekil 4.3, sol-jel ve 1200 °C'de
sinterleme ikili yontemleri ile sentezlenen bagdadit tozuna ait XRD difraktogramin
gostermektedir. Ag. %0, %0,5, %1 ve %2 agirlik oraninda bor igeren tozlara ait XRD
pikleri, bagdadit olusumunu dogrulamaktadir. 26 = 31,38° ve 29,85°'teki ana kirinim
pikleri ayirt edilebilir olup, BAG fazinin en yiiksek yogunlukta piklerine karsilik gelir
(PDF kart no: 00-047-1854). Bu pikler, (032) ve (202) diizlemlerine endekslenmistir.
Sonuglar, ana piklerin, numunelerin birincil bileseni olan BAG kristalinin kirinim
desenine uydugunu gostermistir. BAG fazinin yogun piklerinin varligina ragmen,
ikincil faz olarak larnit fazinin varligin da belirgin oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni,

TEOS hidrolizindeki Zr 6nciisiiniin tamamen ¢6ziinememis olmasi olabilir [240].
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Sekil 4.3 : Sol-jel ve 1s1l islem ikili yontemleri ile sentezlenen BAG tozlarina ait XRD
difraktograma.

4.3.2 Bor katkilh BAG/PVDF esasli membran doku iskelelerinin

karakterizasyonu

4.3.2.1 Morfolojik ve yiizey ozellikleri

NIPS yontemiyle tiretilen farkli oranlarda bor katkili BAG/PVDF esasli membran
doku iskelelerinin ylizey ve kesit SEM goriintileri Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te

gosterilmektedir.

um 2,500 x

P/BAG/IB PBAGED; 32,
- v $. 5% ¥ . W

>
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Sekil 4.4 : NIPS ve ardindan liyofilizasyon ikili yontemleriyle {iretilen farkli oranlarda
bor katkilt BAG/PVDF esasli membran doku iskelelerinin ylizey SEM goriintiileri.
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SEM goriintiilerinde goriildiigl gibi, iskeleler yogun bir ylizey katmani ve gozenekli
bir kesit yapist ile karakterize edilen asimetrik bir morfoloji gostermistir [236]. Bu
asimetrik morfoloji, biiylik 6l¢iide ¢oziicli ve ¢dziicii olmayan maddenin difiizyon

hizina baglidir [176].

P/BAG/0.5B

3.000 x 10 kV

s X >ﬁ " \x.
2L 83,000 x 10 kV Zpm

Sekil 4.5 : NIPS ve ardindan liyofilizasyon ikili yontemleriyle iiretilen farkli oranlarda
bor katkilt BAG/PVDF esasli membran doku iskelelerinin kesit SEM goriintiileri.

Coziicii olarak DMF'nin ve ¢oziicii olmayan olarak ¢oziicliye karst yiiksek afinitesi
olan suyun kullanildig1 koagiilasyon banyo sistemlerinde, polimerik film banyoya
daldirildiginda sivi-sivi ayrisma islemi meydana gelir. Bu islem, ¢oziicli olmayan
maddenin polimer ¢ozeltisine niifuz etmesiyle membranin yiizeyinde hizla gerceklesir
ve yogun bir yiizey tabakasinin olusmasiyla sonuglanir. Ayrica, koagiilasyon
banyosunda su ile birlikte bulunan ¢oziicli, banyodaki suyun aktivitesini azaltarak
gecikmeli ayrisma kosullarini iyilestirmektedir [241]. Bdylece, membranin ig
kisminda koagiilasyon siireci daha yavas gerceklesir ve petek benzeri mikro
gozenekler olusur [241]. Diger bir taraftan, iskelelerin yiizey morfolojisi tozun polimer
matrise dahil edilmesinin yiizey tabakasinin goézenekli yapisin1 Onemli Olgiide
degistirmedigini ortaya koymustur. Tiim iskelelerin belirli sinirlar igerisinde diizenli

kesitsel gozenek yapisindan olustugu soylenebilir.

Diizenli gozenekler ve uygun gbézenek boyutu, besin ve oksijen diflizyonu ile atik
gideriminde 6nemli bir rol oynamasinin yani sira, kemik hiicrelerinin yapigsmasini,
hiicre-hiicre etkilesimini ve hiicre gociinii giiclii bir sekilde etkiler [44]. Caligmanin bu

boliimiinde {iretilen PVDF, P/BAG, P/BAG/0.5B, P/BAG/1B ve P/BAG/2B
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iskelelerinin gozenek boyutlari sirasiyla 0,67 £ 0,2 pm, 0,77 + 0,33 pm, 1,17 £ 0,28,
1,24 £ 0,32, 1,2 £ 0,35 um olarak OSlgiilen birbirine bagl kesitsel gozeneklerle
karakterize edildi. P/BAG/1B numunesinin en yliksek gozeneklilige sahip kesit

morfolojisini gosterdigi sdylenebilir.
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Sekil 4.6 : Farkli oranlarda bor katkili BAG/PVDF esasli membran doku iskelelerinin
temas agist degerleri.

Uygun gozeneklilige sahip iskeleler, kemik doku miihendisligi uygulamalarinda hiicre
popiilasyonlartyla etkili baglanma ve etkilesim i¢in uygun yiizey ozelligi
gereksinimini de karsilamalidir [209]. ideal bir iskele, hidrofobik yiizeylere kiyasla
daha 1yi hiicre yapismasini ve yayilmasini destekleyen 90"'den daha az damlacik temas
acisina sahip hidrofilik bir yiizeye sahip olmalidir [231]. PVDF esasli membran doku
iskelelerinin {ist ve alt yiizeylerinin ylizey hidrofilisitesini aragtirmak i¢in PBS ortami
kullanilarak temas agis1 Olgiimleri gergeklestirilmistir. Sekil 4.6, numunelerin yiizey
temas acist Olclimlerinin ortalama degerlerini gostermektedir. Sonuglara gore,
iskelelerin temas acgis1 degerleri 86,72° £ 9,27° ila 102,83° + §,8° arasinda degisen
degerlerde Olclilmiistiir. En yiliksek temas acist degerinin PVDF numunesinin
yiizeyinde 102.83° + 8.8° oldugu gozlenmistir. Numunelerin ylizey 1slanabilirligi,
polimer matrise toz eklenmesiyle artmistir. P/BAG, P/BAG/0.5B, P/BAG/IB ve
P/BAG/2B numuneleri i¢in temas agis1 degerleri sirastyla 101,53°+ 4,75°, 88,11° +
3,44°, 79,62° + 5,07° ve 86,72° + 9,27° olarak bulunmustur. Bu sonuglar, 6nceki
caligmalarla uyumlu olarak, polimer matrise toz eklenmesinin yiizey ozellikleri

tizerinde olumlu etkiler yarattigini ortaya koymustur [235,242]. Bu, tozlarin polimer
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matrise dahil edilmesiyle iskelelerin yiizey morfolojisinde meydana gelen degisiklikle
ilgili olabilir. Tozlarin varligi, kati-siv1 arayliz enerjisini degistirerek daha yliksek
ylizey piiriizliiliigline yol agar. Katinin yiizey enerjisi, sivinin yiizey geriliminden daha
yiiksek oldugunda, damlacik yiizeyde yayilir ve temas agist degeri azalir, bunun
sonucunda hidrofilite artar. Sonug olarak, artan yiizey 1slanabilirligi hiicreler i¢in daha

aktif bir ylizey saglar ve bu da daha yiiksek biyouyumlulukla sonuglanir [243].

4.3.2.2 Termal ozellikler, p faz icerigi ve mekanik o6zellikler

Bor katkilt BAG/PVDF esasli membran doku iskelelerinin kristalin faz yapilari, Sekil
4.7°de gosterilmistir. Sekil 4.7 incelendiginde, saf PVDF numunesinde 26 = 20,0°°de
goriilen karakteristik pikin o-kristalinin (1 1 0) yansimalariyla iliskili oldugu tespit
edilmistir. Tozun PVDF matrisine dahil edilmesinden sonra, 20 =20,0° yerine yaklasik
20 = 20,7°'de yansimanin ortaya ¢iktig1 gozlemlenmistir. Bu durum, B-kristal PVDF
olusumunu temsil etmektedir. Ayrica, a fazina ait diger karakteristik pikler kompozit
yapida gézlenmemistir. Boylece, iskelelerdeki kristalin yapilarin B-kristal fazda baskin
oldugu sonucuna varilmistir [244]. Diger bir taraftan, Boliim 4.3.1'de sunulan BAG
fazina ait XRD pikleri, bu fazin kompozit membran iskelelerde varligini ortaya

koymustur.

—— PVDF

—— PVDF/BAG

——— PVDF/BAG/0.5B

—— PVDF/BAG/1B
PVDF/BAG/2B

Siddet (a.u)

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
20 (derece)

Sekil 4.7 : Farkli oranlarda bor katkili BAG/PVDF esasli membran doku iskelelerinin
XRD difraktogramlart.

Malzemelerin kimyasal baglarmi veya molekiiler yapilarin1 belirlemek i¢in dnemli

olan FTIR, PVDF, BAG ve bor igeren iskelelerin fonksiyonel gruplar1 hakkinda bilgi
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saglamistir [245]. Iskelelerin FTIR spektrumlar1 Sekil 4.8'de sunulmustur. PVDF,
BAG ve bor ile ilgili gerilme ve egilme titresimlerinin ¢esitli karakteristik pikleri,
numunelerin spektrumlarinda verilmistir. PVDF esasli numuneler i¢in 1400 cm™ ve
795 cm™'de goriilen omuz, CH: gruplarinin titresimlerine atanmigtir [181]. 1068 cm™,
1147 cm!, 1179 cm!, 1166 cm! ve 1232 cm'deki fark edilebilir pikler, CF,
gruplarinin gerilme titresimlerini temsil etmektedir. Ayrica, 766 cm™!'deki bandin CF,
gruplarinin egilme titresim moduyla iliskili oldugu, 840 cm™''deki dalga sayisinda
belirlenen pik noktasinin ise, CH> salinim ve CF» asimetrik gerilme titresimlerinin

karigik modunu temsil ettigi ortaya ¢ikmuistir.

Toz katkili kompozit numunelerin FTIR spektrumunun, saf PVDF numunesinden
biraz farkli oldugu goriilmiistiir. Tozun eklenmesiyle BAG ve bor katkili BAG, PVDF
matrisiyle etkilesime girerek tiim pik yogunluklarinda bir azalmaya neden oldu.
Kompozit numunelerde 992, 971, 948, 917, 863 ve 635 cm!’deki dalga sayisinda
belirlenen  pikler, SiOs4 tetrahedronunun polimer matrisle etkilesimiyle
iliskilendirilmistir [132]. Ayrica, 1043 cm!"de bulunan ve silika ag1 i¢inde Si-O-Zr
gruplariin varligina isaret eden bir belirte¢ gorevi goren yeni bir pik gézlemlenmistir
[132]. Bu pikler, silikatla iligkili olup, silika ag yapisinin olusum mekanizmasina
iliskin degerli bilgiler saglamaktadir. Ca-O’yla iligkili emilim bantlar1 515 ve 460 cm”
""de bulunmustur [246]. Diger bir taraftan, 783 cm''de bulunan pik, BO3™ grubunun
simetrik egilme titresim moduyla iligkilidir. FTIR sonuglari, kompozit iskelelerde
BAG ve borun varligin1 dogrulamistir. Saf PVDF numunesine ait spektrumlarda bu
piklerin bulunmamasi, kompozit iskelelerin basarili bir sekilde iiretildiginin kaniti
olarak gosterilebilir. Ayrica, yaklasik 763 ve 870 cm™'deki bantlar o-faziyla
iliskiliyken, 473, 511 ve 838 cm™'deki bantlar PVDF esash kompozit iskelelerin f-
faziyla iligkilidir [98,175]. 1232 cm''deki bant ise, PVDF'nin y-fazin1 temsil
etmektedir [247]. Tozlarin PVDF matrisindeki degisimlerini daha iy1 gorsellestirmek

i¢in, degisimleri i¢eren spektrumlar sekle yerlestirilmistir.
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Sekil 4.8 : Farkli oranlarda bor katkili BAG/PVDF esasli membran doku iskelelerinin
XRD difraktogramlari.

Membran iskelelerin Lambert-Beer yasasina (Denklem 2.3) gore hesaplanan
kristalizasyon oranlar1 Cizelge 4.2’te sunulmustur. PVDF, P/BAG, P/BAG/0.5B,
P/BAG/1B ve P/BAG/2B numunelerinin Fg degerleri sirastyla %96,55, %97,29,
9%97,84, %95,73 ve %97,19 olarak hesaplanmistir. Sonuglar, tiim numunelerin 3 fazi
iceriginin yiiksek olmasina ragmen, toz katkili numunelerin saf PVDF numunesine

kiyasla bir miktar iyilestigini gostermistir.

Uretilen iskelelerin termal davranis1t DSC kullanilarak belirlenmis ve ilgili 1sitma ve
sogutma egrileri sirasiyla Sekil 4.9(a) ve (b)'de verilmistir. Iskelelerin erime,

kristallesme sicakliklar1 ve kristallesme davraniglar Cizelge 4.2'de 6zetlenmistir.

—PVDF
——PVDF/BAG
——PVDF/BAG/0.5B
—— PVDF/BAG/IB
=0 gy | —PVDFBAGIB
b o
z 3
2 2
Z zZ
<« | —PVDF <
E ——PVDF/BAG 4
—— PVDF/BAG/0.5B
—— PVDF/BAG/IB
—— PVDF/BAG/2B
60 80 100 120 140 160 180 200 0 50 100 150 200
Sicaklik (°C) Sicakhik (°C)
(a) (b)

Sekil 4.9 : Farkli oranlarda bor katkili BAG/PVDF esasli membran doku iskelelerinin
DSC termogramlari: a) birinci 1sitma dongiisii, b) kristalizasyon.
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DSC verilerine gore, PVDF esasli numunelerin erime sicakliklart yaklagik 169-170 °C
arasinda iken, kristallesme sicakliklar1 yaklasik 143-146 °C arasinda tespit edilmistir.
Numunelerin erime sicakliklar1 birbirine yakin olup, tozlarin eklenmesiyle kompozit
numunelerin kristallesme sicakliklarinda hafif bir artis goriilmiistiir. Bu artig, PVDF
matrisine katki maddelerinin eklenmesinin heterojen ¢ekirdeklenmeye neden olarak
numunelerin  kristallesme sicakliklarini  artirmasiyla ilgilidir. Ayrica, PVDF
numunesinin en yiiksek toplam kristallige sahip oldugu bulunmustur. DSC sonuglari,
XRD ve FTIR sonuglariyla tutarli olup, bu sonuclarda,a-faz pikleri gozlenmezken, -
fazina ait pikler agik¢a goriilmiistiir. Ayrica, P/BAG/2B numunesine iliskin olarak
yaklasik 173 °C'de olusmaya baslayan omuz, piezoelektrik 6zelliklere sahip bir diger
faz olan y-PVDF'in karakteristigidir [179]. Diger bir taraftan, Boliim 3’te ¢dziicii
olmayan indiiklenmis faz ayrimu ile 20 °C koagiilasyon banyosu sicakliginda iiretilen
ag. %1 bor katkili BCP/PVDF esasli membran iskelelerde a- PVDF’e ait pikler
bulundugu gozlemlenmistir. Calismanin bu bdliimiinde, ayni sicaklikta {iretilen bor
katkilt BAG/PVDF esasli membran iskelelerde -fazinin baskin oldugu gdsterilmistir.

Bu durum, BAG tozlarinin BCP’ye gore iistiinliiiine bir kanit olarak hizmet edebilir.

Cizelge 4.2 : Farkli oranlarda bor katkili BAG/PVDF esasli membran doku
iskelelerinin % kristallinite oran1 ve § faz fraksiyonu

Numune Tmg Kristalizasyon  Kristalinite [ faz orani
Kodu (°C) Sicakligi (°C)  (X¢) (%) (Fg) (%)
PVDF 170,21 143,32 58,55 96,55

P/BAG 170,21 145,12 56,51 97,29

P/BAG/0.5B 170,00 145,64 53,75 97,84
P/BAG/1B 169,22 146,40 53,01 95,73
P/BAG/2B 169,82 146,40 56,33 97,19

Mekanik 6zellikler, statik ve dinamik yiikler altinda bir yap1 olan kemik dokunun
yeniden yapilandirilmasi siirecinde iskele imalatinda onemli bir rol oynar [236].
Iskeleler belirli bir alanda uygulanmalar1 sirasinda uygun strese dayanabilmeli ve
hareketi saglamak icin yeterli esnekligi gostermelidir. Hazirlanan membran iskelelerin
toz igerigine bagli mekanik performansi gerilim altinda degerlendirilmis ve ilgili
gerilim-sekil degistirme egrileri Sekil 4.10'da sunulmustur. Elde edilen sonuglar,
PVDF numunesinin ¢ekme mukavemetinin ve kopma anindaki uzamasinin sirastyla
7,26 + 0,06 MPa ve %22 oldugunu, BAG tozlariin dahil edilmesiyle ise sirasiyla 6,28
+ 0,1 MPa ve %15,99 + 0,17 oldugunu gostermistir. Ag. %0,5, %1 ve %2 bor dahil

edilmesi, numunelerin ¢ekme dayanimini ve kopma uzamasini sirasiyla 5,1 + 0,06
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MPa ve %4,66 + 0,05, 4,61 + 0,84 MPa ve %8,8 + 5,56 ve 4,78 + 0,17 MPa ve 6,69 +
2,11'e diigtirmiistiir.
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Sekil 4.10 : Farkli oranlarda bor katkilt BAG/PVDF esasli membran doku iskelelerinin
¢cekme dayanimi - % uzama degerleri.

Gozenek boyutu ve iskele bilesiminin homojenligi gibi parametreler iskelelerin
mekanik 6zelliklerini etkileyebilir [220]. Daha yiiksek toz igerigine sahip iskelelerin
daha diisiik mekanik mukavemeti, membran alt katmanindaki daha biiylik gézenek
boyutuyla iligkilendirilmistir. Biiyilk gozenekler besin ve oksijen iletimini
hizlandirarak hiicre biliylimesini kolaylastirmalarina ragmen, ¢ok miktarda bosluk
hacmi olusturarak iskelelerin yapisal biitlinltigiinii tehlikeye atar [220,248]. Benzer bir
calismada Correia ve ¢alisma ekibi, PVDF esasli ii¢ boyutlu iskelelerin mekanik
ozelliklerinin artan gézenek boyutuyla azaldigini belirtmistir [174]. Benzer sekilde
Abzan ve c¢alisma ekibi [235], PVDF esaslhi iskelelerde artan mikro bosluklarin
varliginin mekanik mukavemeti olumsuz etkiledigini raporlamistir. Bununla birlikte,
tozlarin aglomerasyonu da mekanik ozelliklerin azalmasina neden olmus olabilir.
Polimer matristeki toz icerigi arttik¢a, toz aglomerasyonu olasiligi da artar. Daha
biiyiik gozeneklere ve artan gbzeneklilige sahip iskele yapisi, daha az homojen hale
gelir ve bu da gozenek dagilimmin heterojen yapisi nedeniyle azalan c¢ekme
dayanimina yol acar. Aksine, gézenek dagilimimin homojenligi ve morfolojinin
tutarliligl, gerilim konsantrasyon noktalarini en aza indirdigi icin daha iyi mekanik
performans saglar [247]. Saf PVDF esasli numune, daha kiiciik ve esit dagilmis

gozenekler sergileyerek daha homojen bir morfoloji saglar. Diger bir taraftan,
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iskelelerin kristallesme davranist da mekanik ozelliklerini etkileyen Onemli bir
faktordiir. Boliim 4.3.2.2'de tartisilan kristallesme davranislar ile ilgili olarak, en
yiiksek toplam kristallige sahip PVDF numunesinin ¢ekme dayanimi ve kopma
uzamasi diger numunelerle karsilastirildiginda en yiiksektir. Polimer matristeki toz
icerigi arttikga, iskelelerin toplam kristalligine bagli olarak mekanik 6zelliklerin
azaldig1 sdylenebilir. Bu sonuclar Boliim 4.3.2.1°de elde edilen bulgularla da tutarlidir.
Diger bir taraftan, calismanin bu boliimiinde iiretilen tiim iskelelerin ¢cekme dayanima,

insan siingerimsi kemigininkine yakin oldugu s6ylenebilir.

4.3.2.3 In vitro biyolojik ozellikler

Ideal bir iskele, viicuda implante edildiginde yiizeyinde biyolojik olarak aktif kemik
benzeri apatit tabakasinin olusumunu saglayacak biyoaktivite gostermelidir. Apatit
tabakasinin implant yiizeyi ile canli kemik dokusu arasinda bir arayiiz olarak olusumu,
apatit ile asir1 doymus metastabil bir kalsiyum fosfat ¢ozeltisi olan SBF'den apatitin
heterojen niikleasyonuyla elde edilir [236]. Silikat iceren biyoseramikler SBF
¢ozeltisinde inkiibe edildiginde, malzeme-doku arayiiziinde iyon degisimi, organik faz
birikimi, hiicre farklilasmasi, baglanma, ¢ogalma ve hiicre dist matris olusumu
seklinde ilerleyen bir dizi karmasik biyolojik reaksiyon, bu malzemelerin yiizeyinde
mineralize bir apatit tabakasinin olusumuyla sonuglanir [248]. Inkiibasyon sirasinda,
SBF'deki hidronyum iyonlar1 (H30™), iskelelerin yiizeyindeki katyonlarin yerini alir
ve biyoseramik malzemedeki silika ile reaksiyona girer. Bu, silikanin hidrolizi ve
iskele yiizeyinde silanol (Si-OH) gruplarinin olusumu yoluyla Si-O-Si baglarinin
kirilmasina yol agar. Boylece, silanol gruplar apatit ¢ekirdeklenmesini baglatir ve
iskelelerde mineralize apatit tabakasinin olusumunu saglar [174]. Calismanin bu
boliimiinde bor katkili-BAG/PVDF iceren membran iskelelerin in vitro apatit
olusturma yetenegi, Bolim 2.2.4 ve 3.2.3’te aciklanan prosediire gore 10xSBF
¢oOzeltisi igerisinde arastirilmistir. Sekil 4.11, 3 ve 14 giin boyunca 37 <C'de 10xSBF'de

inkiibasyondan 6nce ve sonra iskelelerin SEM goriintiilerini géstermektedir.
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Sekil 4.11 : Farkli oranlarda bor katkilt BAG/PVDF esasli membran doku iskelelerinin
3 ve 14 giinliik inkiibasyon sonrasi SEM goriintiileri.
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SEM goriintiileri incelendiginde, yiizeylerdeki apatit tabakasinin inkiibasyonun 3.
giininden sonra olugmaya basladigi goriilmiistiir. Olusan apatit ¢ekirdeklerinin
birikimi, daha uzun inkiibasyon siireleri ile artar. 14 giinliik inkiibasyondan sonra,
yiizeylerdeki c¢ekirdeklenmenin arttig1 gézlemlenmistir. Bu apatitlerin, in vitro apatit
biiyiime siirecinin karakteristigi olan karnabahar benzeri kiiresel bir morfolojiye sahip
oldugu gozlenmistir [175]. Diger bir taraftan, bu goriintiiler inkiibasyon déncesi SEM
goriintlileriyle karsilagtirildiginda, tiim iskelelerin ylizeyinde apatit kristallerinin

olustugu goriilmektedir.

Energy [keV]

(a) (b)

Sekil 4.12 : Ag. %1 bor katkili membran doku iskelesinin 14 giinliik inkiibasyon
sonrast elde edilen: (a) SEM goriintiisli; (b) (a)’da belirtilen alanin EDS analiz
spektrumu.

Apeatit kristallerindeki Ca ve P elementlerinin varligi, membran iskelelerin yiizey SEM
goriintlilerinden rastgele bir alan secgilerek gerceklestirilen EDS analizi ile
dogrulanmistir. P/BAG/1B numunesinim 14 giinliik inkiibasyon sonrasi elde edilen
SEM goriintiisit ve EDS spektrumu Sekil 4.12°de verilmistir. Cekirdeklenmenin
meydana geldigi bolgelerde yogunlasan apatit kristallerinin Ca/P oraninin, dogal

kemigin 1,67 olan Ca/P degerinden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Secilen P/BAG/1B numunesinin kimyasal bilesimindeki degisiklikler, 10xSBF'de 3
ve 14 giinliik inkiibasyondan oncesi ve sonrast FTIR spektrumlar ile Sekil 4.13'te
sunulmustur. Inkiibasyondan énceki spektrumlarla karsilastirildiginda, PVDF, BAG
ve B'ye ait karakteristik pikler, yogunluklar1 azalmasina ragmen inkiibasyondan sonra
da goriilmeye devam etmistir. Ayrica, CaP'nin PO4 > gruplarinin simetrik ve asimetrik
gerilme modlarini temsil eden ek bantlar, apatitlerin yapisal bilesimi hakkinda bilgi
vermektedir. 560 ve 600 cm "de bulunan bu bantlar, P-O biikiilme titresimlerine

atfedilen apatit ile iliskiliyken, yaklasik 870 cm 'de ve yaklasik 1375 ile 1555 cm™!
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arasindaki genis bantin PO4 e ait oldugu tespit edilmistir [98]. Buna ek olarak, apatit
tabakasinda H>O tarafindan adsorbe edilen OH titresimlerinin daha 6nce goriilebilen
varlig1, yaklasik 1650 cm™!'de bir bant ve 3100 ile 3600 cm ™! arasinda genis bir bant
olarak ortaya ¢ikmistir [247].
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Sekil 4.13 : Ag. %1 bor katkili membran doku iskelesinin 3 ve 14 giinliik inkiibasyon
oncesi ve sonrasi elde edilen FTIR spektrumu.

Secilen P/BAG/1B numunesinin 3 ve 14 giinliik inkiibasyon oncesi ve sonrasi apatit

olusumu ve biiylimesi XRD difraktogramlari ile Sekil 4.14'te gosterilmistir.

— P/BAG/1B
3 giin
— 14 giin

_—

=

<

'

s

-

- p—

wn

=

=P

S

=

]

P | A A
P )
/——_-’\M
10 2’0 Sb 4'0 5'0 60

20 (derece)

Sekil 4.14 : Ag. %] bor katkili membran doku iskelesinin 3 ve 14 giinliik inkiibasyon
oncesi ve sonrasi elde edilen XRD difraktogrami.
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Apatit tabakasina ait difraktogramlar, Boliim 2.3.2.4 ve 3.3.1.3’de agiklandig1 gibi 26
= 32° ve 46°de kristalin tepe noktalar1 gostermektedir. Difraksiyon desenleri
karsilastirildiginda, pik yogunlugunda bir artis gézlemlenmistir. Bu artis, inkiibasyon
siiresi arttikca artmis olup, iskelelerin yiizeylerinde apatit biiyiimesine atfedilmistir.
Bu bulgular, membran iskelelerinin biyoaktivitesini agik¢a ortaya koyarak, P/BAG/1B

numunesinin ylizeyinde apatit olusumundaki 6nemli artis1 vurgulamaktadir.

Viicut sivilarmin emilimini, hiicre besinlerinin ve metabolitlerin iskele iginde
transferini saglayan sisme yetenegi, biyolojik etkilesimlerin diizenlenmesinde énemli
bir rol oynamaktadir [98,249]. Iskeleler, viicuda uyum icin kritik olan cevreleyen
ortama yanit olarak farkli sisme davranislari sergiler. Iskelelerin sisme deneyleri,
numunelerin PBS (37°C, pH=7.4) igerisine 28 giin boyunca daldirilmasiyla

gerceklestirilmis ve elde edilen sisme degerleri Sekil 4.15’te verilmistir.
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Sekil 4.15 : Farkli oranlarda bor katkili BAG/PVDF esasli membran doku iskelelerinin
sisme degerleri.

Sekil 4.15 incelendiginde, tiim iskeleler ilk 24 saat icerisinde hizla sismis ve sisme bir
stire sonra bir denge seviyesinde sabitlenmistir. En yliksek sisme derecesinin, 24
saatlik inkiibasyon sonras1 P/BAG/1B numunesinde oldugu tespit edilmistir. Diger bir
taraftan, toz igeren numunelerin sisme orani, saf PVDF numunesine kiyasla daha uzun
bir siire sonra denge seviyesine ulagsmistir. PVDF numunesindeki sisme 7. giinden
sonra azalirken, toz katkilt numunelerdeki sisme 14. giine kadar artmis ve daha sonra
azalma egilimi gostermistir. Bu durum, numunelerin farkli zamanlarda doygunluga

ulagmasina ve maksimum sisme kapasitelerine ulagsmasiyla iliskilendirilebilir [98].
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Genel olarak, tozlarin polimer matrise dahil edilmesi, 28. gline kadar sisme oraninda
bir azalmaya yol agmistir. Diger bir taraftan, toz katkili numuneler kendi iclerinde
degerlendirildiginde, daha yliksek bor igerigine sahip numunelerdeki sisme oran,
BAG igeren numuneye kiyasla daha diisiiktiir. Daha diisiik toz icerigine sahip
iskelelerin 28 giiniin sonunda farkli sisme davranislar ve diisiik sisme egilimi, Boliim
4.3.2.1'de daha 6nce agiklanan ylizey temas acis1 sonuglarini da tamamlamistir. Diigiik
temas agis1 ve artan hidrofilisite, suya kars1 yiiksek afinite ve daha iyi su emilimini
gostermektedir. Ayrica, diisiik toz igeriginin partikiil dagilimini iyilestirmesi ve daha

1yi performans iiretmesi, iskelelerdeki olas1 uygulamalara odaklanmaktadir.

4.3.2.4 In vitro hiicresel aktivite

Calismanin bu boliimiinde, bor katkili-BAG/PVDF igeren membran iskelelerin in vitro
sitotoksisite analizi 72 saat boyunca HOb hiicreleri kullanilarak MTT analizi ile
gerceklestirilmistir. Sekil 4.16, iskelelerin 24, 48 ve 72 saatlik hiicre maruziyeti
donemleri igin sitotoksisite analizinin sonuglarini gostermektedir. Sekil 4.16
incelendiginde, ilk 24 saatlik inkiibasyon periyodunun sonunda PVDF numunesi i¢in
%25, %50, %75 ve %100 konsanstrasyondaki ekstraktlar i¢in hiicre canlilig1 sirasiyla
%100, %105,3, %101,1, %91,44 ve %87,90 olarak kaydedilmistir. 48 saat sonra
sirastyla %100,0, %102,3, %114,7, %105,4 ve %109,1 olarak degisen hiicre canliligi,
72 saat sonra %100,0, %1054, %104,6, %103,9 ve %98,38 olarak Ol¢iilmiistiir.
PVDF/BAG numunesi i¢in %25, %50, %75 ve %100 konsanstrasyondaki ekstraktlar
i¢in hiicre canlilig1 24 saat sonra %100,0, %82,07, %76,13, %80,94, %66,41 iken, 48
saat sonra sirasiyla 9%100,0, %117,3, %108,2, %118,1, %]113,8'e yiikseldigi
gbzlenmistir. 72 saatin sonunda sirastyla %100,0, %100,0, %100,8, %102,2 ve %101,3
olarak kaydedilmistir. PVDF/BAG/0.5B numunesi i¢in %25, %50, %75 ve %100
konsanstrasyondaki ekstraktlar i¢in hiicre canlilig1 24 saat sonra %100,0, %96,92,
9%99,02, %72,94, %79,66 sonuclarim1 verirken, 48 saat sonra sirasiyla %100,0,
%105,9, %106,4, %116,9, %107,7 ve 72 saat sonra sirastyla %100,0, %102,4, %101,5,
%102,8 ve %98,07 olarak degismistir. Hiicrelerin PVDF/BAG/1B ile inkiibasyonunun
ilk 24 saati, sirastyla %100,0, %106,7, %105,7, %102,2 ve %98,75 canlilik sonuglarini
verirken, 48 saat inkiibe edilen numunelerin canliligi, %100,0, %104,9, %105,3,
%109,0, %105,1'e olarak, 72 saat inkiibe edilen numunelerin canliligt %100,0,
%99,39, %101,0, %101,0, %97,48 olarak Ol¢iilmiistiir. PVDF/BAG/2B numunesi i¢in
ise 24 saatlik inkiibasyondan sonra hiicre canlilig sirasiyla %100,0, %106,2, %100,0,
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%83,04 ve %77,68 olarak, 48 saatlik inkiibasyondan sonra sirasiyla %100,0, %94,17,
%97,18 ve %102,6 olarak ve 72 saatin sonunda sirasiyla %100,0, %102,4, %99,78 ve
%101,5 olarak degismistir.
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Sekil 4.16 : Farkli oranlarda bor katkili BAG/PVDF esasli membran doku iskelelerinin
konsantrasyona bagli hiicre canlilig1 degerleri.
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Sekil 4.17 : Farkli oranlarda bor katkili BAG/PVDF esasli membran doku iskelelerinin
24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasi floresan mikroskobu goriintiileri.

Hiicre kiltlirii sonucglarina gore, PVDF esasl iskelelerin kontrole benzer canlilik
sonuglart ile yiliksek biyouyumluluk gosterdigi sdylenebilir. PVDF esash iskelelere
BAG eklenmesi ile numunelerin artan konsantrasyonlarda kontrolden daha diisiik
canlilik gosterdigi, ancak hayatta kalan hiicrelerin canliliginin 48 saat sonra arttig1 ve
kontrole benzer canlilik gdsterdigi sonucuna varilabilir. PVDF/BAG/0.5B numuneleri
icin 48 saatlik inkiibasyonun sonunda hiicre canliliginda artis gozlenirken,

PVDF/BAG/1B numuneleri, her 3 giinde bir hemen hemen tiim dozlar i¢in kontrole
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benzer veya daha yiiksek canlilik sonuglar1 gostermistir. iskelelerdeki bor miktarinin
artmasi, PVDF/BAG/2B numunesi i¢in hiicre canliligini ilk 24 saatlik inkiibasyonun
sonunda %75 ve %100 konsantrasyonlarda azaltirken, tiim dozlar 48 saat sonra artan
bir canlihlk gdstermistir. Tim numuneler birlikte degerlendirildiginde,
PVDF/BAG/IB numunesi i¢in en iyi hiicre canliligi sonuglarini gosterdigi

sOylenebilir.

Iskelelerdeki hiicresel yapisma, hiicrelerdeki cekirdeklerin DAPI ile floresan
etiketlenmesi yoluyla gorsellestirilip floresan mikroskopisi ve SEM ile analiz
edilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.17 ve Sekil 4.18'de sunulmustur. Sekil
4.17°daki floresan mikroskop ve Sekil 4.18’deki SEM goriintiileri incelendiginde,
kiiltiirlenen hiicrelerin iyi tutundugu ve iskelelere yayildigi goriilmiistiir. Hiicre
canliligt sonuglartyla birlikte degerlendirildiginde, numunelerin sitotoksisite
olmaksizin hiicrelerin ylizeylerine yapisabildigi sonucuna varilabilir. Yapilan
calismalarda, BAG igeren iskelelerin osteoblast, osteoklast ve endotel hiicrelerinin
biliylimesini ve farklilasmasini destekledigi raporlanmistir [250]. Yakin zamanda
Forogh ve calisma ekibi [251] tarafindan yapilan bir calismada, PCL esash lifli
iskelelere yapilan BAG ilavesinin mekanik 6zellikler, 1slanabilirlik, apatit olusumu ve
biyobozunurlugun yani sira, L.929 fare fibroblast hiicrelerinin canliligini arttirdigi
bildirilmigtir. Diger bir ¢alismada, BAG igeren PCL esash iskelerin mekanik
ozellikleri ve apatit olusumunu arttirdigi, MG63 osteoblast benzeri fibrosarkom
hiicrelerinin yapismasini iyilestirdigini raporlamistir [236]. Bir diger ¢aligmada Najar
ve calisma ekibi [65], BAG ile post modifiye edilmis 3 boyutlu PCL esasli iskelelerin
post modifikasyon ile hidrolitik bozunma oraninin, insan mezenkimal kok hiicrelerinin
osteogenik farklilagmasinin, kalsiyum birikiminin ve kemikle iligkili osteokalsin,
osteonektin, ALP ve RUNX gibi genlerin ekspresyonunun iyilestirildigini bildirmistir.
Baska bir ¢alismada, in vitro kemik biiylimesi i¢in biyomimetik bir mikrogevre,
yiiksek MG63 hiicre canliligina sahip farklt miktarlarda BAG igeren 3 boyutlu PCL
esash iskelelerle elde edilmistir [252]. Tavakoli ve ¢alisma ekibi [253], vankomisin
iceren polimetilmetakrilat (PMMA) kemik ¢imentosunda grafen oksit kapsiillenmis
BAG (GOBgh) nanopartikiillerinin radyopasiflestirici ve biyoaktif ozelliklerini
arastirmistir. PMMA'ya GOBgh eklenmesi, basma dayanimi, elastikiyet modiili,
radyoopasite, antibakteriyel aktivite, apatit olusumunu arttirmasinin yani sira, MG63

osteoblast benzeri fibrosarkom hiicrelerinin ve yiizeydeki insan yag dokusundan
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tiretilen mezenkimal kok hiicrelerinin osteogenik farklilasmasi ile Corio allantoik
membran testi ile tanimlanan anjiyogenez aktivitesini artirmig ve sigan modellerinde

mineralizasyon ile kemik entegrasyonu agikca gozlenmistir.

24 saat 48 saat 72 saat
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Sekil 4.18 : Farkli oranlarda bor katkili BAG/PVDF esasli membran doku iskelelerinin
24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrast SEM goriintiileri.

Bir diger ¢aligmada [68], plazma piiskiirtiilmiis HA, BAG ve BAG takviyeli karbon
nanotiip (CNT) kaplamalar1 titanyum alt tabaka tizerine biriktirilmis ve BAG takviyeli
CNT kaplamalarinin artan mikro sertlik, azalan gézeneklilik ve yiizeyde iyilestirilmis

MC3T3-El osteoblast hiicre yapismasi gosterdigi bildirilmistir. BAG igeren polilaktik
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asit (PLA) ve kitosan- vaskiiler endotelyal biiyime faktorii (VEGF) kapli 3 boyutlu
iskelelerin, yiiksek gozeneklilik, basma dayanimi, elastik modiil, anjiyojenik aktivite
ve sigan mezenkimal kok hiicrelerinin osteojenik farklilagsmasi gdosterdigi
raporlanmistir [254,255]. Diger bir taraftan, hiicrelerin kemik olusumu igin iletken
olan hidrofilik yiizeylere iyi yapistig1 bilinmektedir [256]. Wei ve ¢alisma ekibi [255],
yiizey 1slanabilirligi artisiyla iliskili olarak osteoblast hiicrelerinin yapismasinin
arttigini raporlamistir. Boliim 4.3.2.1°de agiklanan temas agis1 sonuglariyla tutarh
olarak, bor katkisinin temas agisin1 azaltarak hidrofilisiteyi arttirdig1 ve en diisiik temas
acist degerinin diger numunelerle karsilastirildiginda hiicre canliligi ve yapismasini

iyilestiren PVDF/BAG/1B numunesi i¢in dl¢tildiigii tespit edilmistir.

4.3.3 Ag. %1 bor katkih BAG/PVDF-PCL esash membran doku iskelelerinin

karakterizasyonu

4.3.3.1 Morfolojik ozellikler

NIPS yontemiyle 20 °C koagiilasyon banyo sicakliginda iiretilen ag. %1 bor katkili
BAG/PVDF-PCL esasli membran doku iskelelerinin yiizey ve kesit SEM goriintiileri
Sekil 4.19’da gosterilmektedir. Sekil 4.19 incelendiginde, iskelelerin tipik yogun
yiizey katmani ve bu katmanin altinda gozenekli bir kesit yapisi ile karakterize edilen
asimetrik bir morfoloji sergiledigi goriilmektedir. Bu morfoloji, ¢oziicli ve ¢oziicii
olmayan maddenin difiizyon hizina baglidir [176]. Bununla birlikte, PVDF, P/PCL,
P/PCL/BAG ve P/PCL/BAG/1B iskelelerinin gézenek boyutlar1 sirastyla 1,26 + 0,22
um, 1,08 +0,31 pum, 1,35+ 0,19, 1,24 + 0,32 um olarak 6lctilen birbirine bagl kesitsel

gozeneklerle karakterize edilmistir.
4.3.3.2 In vitro biyolojik ozellikler

Ag. %1 bor katkili-BAG/PVDF-PCL igeren membran iskelelerin 3 ve 14 giin
boyunca SBF igerisinde inkiibe edilmeleriyle in vitro biyoaktivite analizleri
gergeklestirilmistir. 3 ve 14 giinliik inkiibasyon sonrasi elde edilen SEM goriintiileri
Sekil 4.19°da verilmigtir. Sekil 4.19 incelendiginde, ylizeylerdeki karnabahar
benzeri morfolojiye sahip apatitlerin inkiibasyonun 3. giiniinden sonra olugsmaya
basladig1 ve zamanla apatit ¢ekirdeklenmesinin arttigi goriilmiistiir. 14 gilinliik
inkiibasyon sonrasi olusan c¢ekirdekli apatitlerin numunelerin tiim yiizeyini

kapladig1 gozlenmistir. Diger bir taraftan, bu goriintiiler inkiibasyon éncesi SEM
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goriintiileriyle karsilagtirildiginda, tiim iskelelerin yilizeyinde apatit kristallerinin

basaril1 bir sekilde olustugu goriilmektedir.
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Sekil 4.19 : Ag. %1 bor katkili BAG/PVDF-PCL esasli membran doku iskelelerinin 3
ve 14 giinliik inkiibasyon oncesi ve sonrasi yiizey ve kesit SEM gortintiileri.

Apeatit kristallerindeki Ca ve P elementlerinin varligi, membran iskelelerin yiizey SEM
goriintlilerinden rastgele bir alan segilerek gergeklestirilen EDS analizi ile

dogrulanmistir.
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Sekil 4.20 : 14 giinliik inkiibasyon sonrasi elde edilen ag. %1 bor katkilt BAG/PVDF-
PCL esasli membran iskelelerin (a) SEM goriintiisii; (b) (a)’da belirtilen alanin EDS
analiz spektrumu.
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P/PCL/BAG/1B numunesinim 14 giinlik inkiibasyon sonrasi elde edilen SEM
goriintlisii ve EDS spektrumu Sekil 4.20°de verilmistir. Cekirdeklenmenin meydana
geldigi bolgelerde yogunlasan apatit kristallerinin Ca/P oraninin, dogal kemigin 1,67
olan Ca/P degerinden daha yliksek oldugu tespit edilmistir.

Segilen P/PCL/BAG/1B numunesinin kimyasal bilesimindeki degisiklikler,
10xSBF'de 3 ve 14 giinliik inkiibasyondan dncesi ve sonrast FTIR spektrumlari ile
Sekil 4.21'de sunulmustur. Inkiibasyondan onceki spektrumla karsilastirildiginda,
PVDF, PCL, BAG ve B'ye ait karakteristik pikler, yogunluklar1 azalmasina ragmen
inkiibasyondan sonra da goriilmeye devam etmistir. inkiibasyon sonrasi iskelelerin
yiizeyinde olusan apatitlere ait pikler, 560 ve 600 cm™!'de tespit edilmistir. Bu bantlar,
CaP'nin PO, gruplarmin simetrik ve asimetrik gerilme modlarini temsil etmektedir.
Ayrica, yaklasik 870 cm "de ve yaklasik 1375 ile 1555 cm™! arasindaki genis bantin
PO473'e ait oldugu tespit edilmistir [98]. Buna ek olarak, apatit tabakasinda H,O
tarafindan adsorbe edilen OH titresimlerinin daha dnce goriilebilen varligi, yaklasik
1650 cm "de bir bant ve 3100 ile 3600 cm ™! arasinda genis bir bant olarak ortaya
cikmustir [247].

Gegirgenlik (%)

P/PCL/BAG/1B - Uretim
—— P/PCL/BAG/1B - 3 giin
—— P/PCL/BAG/1B - 14 giin

4000 3000 2000 1000
Dalga sayis1 (cm™?)

Sekil 4.21 : 3 ve 14 giinliik inkiibasyon sonrasi elde edilen ag. %1 bor katkili membran
iskelelerin FTIR spektrumu.

Ag. %1 bor katkili-BAG/PVDF-PCL i¢eren membran iskelelerin in vitro sitotoksisite
analizi 72 saat boyunca HOb hiicreleri kullanilarak MTT analizi ile
gerceklestirilmistir. Sekil 4.22, iskelelerin 24, 48 ve 72 saatlik hiicre maruziyeti

donemleri icin sitotoksisite analizinin sonuglarini gostermektedir.
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Sekil 4.22 : Ag. %1 bor katkili BAG/PVDF-PCL esaslt membran doku iskelelerinin
konsantrasyona bagli hiicre canlilig1 degerleri.

Sekil 4.22 incelendiginde, 72 saatlik inkiibasyon periyodunun sonunda tiim numuneler
icin %25, %50, %75 ve %100 konsanstrasyondaki ekstraktlar i¢in hiicre canliliklari
%90 tzeri olarak kaydedilmistir. Her ii¢ giinde de kontrole yakin ve kontroliin
iizerinde canlilik gézlemlenen konsantrasyonlar mevcuttur. P/PCL numunesi i¢in 72
saatin sonunda tiim giinler igerisinde en yiiksek hiicre canliligi gozlenirken,
numunelere BAG dahil edildiginde P/PCL/BAG numunesi i¢in ilk 24 saat sonunda

%25 konsantrasyon en yiiksek canlilig1 gostermistir. Borun dahil edilmesi ile ise, 72
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saat sonunda %112.5 konsantrasyon en yiiksek canliligt gostermistir. Tim
numunelerin hiicre canliliklart incelendiginde, PCL ve BAG katkisinin hiicre canlilig1

tizerinde olumlu etki gdsterdigi gdzlemlenmektedir.

24 saat 48 saat 72 saat

PVDF

P/PCL

Z
=

P/PCL/BAG

P/PCL/BAG/1B

Sekil 4.23 : Ag. %1 bor katkili BAG/PVDF-PCL esaslt membran doku iskelelerinin
24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonrasi floresan mikroskobu goriintiileri.

Iskelelerdeki hiicresel yapisma, hiicrelerdeki ¢ekirdeklerin DAPI ile floresan
etiketlenmesi yoluyla gorsellestirilip floresan mikroskopisi ile analiz edilmistir. Elde
edilen sonuglar Sekil 4.23'te sunulmustur. Sekil 4.23 incelendiginde, hiicrelerin
numune Yyiizeylerinde parlama sebebiyle goriintiilenmesi ve fotograflanmasi
konusunda zorluklar yaganmistir. Ancak genel olarak bakildiginda, hiicrelerin
numunelerin iizerine yapistig1 gozlemlenmektedir. Fiksasyon isleminde siklikla
kullanilan formaldehit, numunelerin ¢6ziinmesi sebebiyle uygulanamamais olup, %?2.5
gluteraldehit ile fiksasyon islemi gergeklestirilmistir. Ancak, numune 6zellikleri ve
yiizey goriiniimleri degerlendirildiginde daha iyi gorseller almak icin alternatif

fiksasyon yontemlerinin de denenmesi gerektigi veya daha iyi gorseller alabilmek i¢in
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ileri hiicre iskeleti boyama ve alternatif gorlintiileme yontemlerinin kullanilabilecegi

distiniilmektedir.

ALP aktivitesinin gozlemlenmesi i¢in numunelerle inkiibe edilen hiicrelerin
siipernatantlar1 alinmis ve Fin Test ELISA Kiti ile analizlenmistir. ALP ELISA Kit
standart egrisinden elde edilen grafik ile kontrol, PVDF, PVDF/PCL,
PVDF/PCL/BAG ve PVDF/PCLIBAG numuneleri i¢cin ALP degerleri sirasiyla;
1.134, 23.61, 1.276, 21,382 ve 28.191 (ng/mL) olarak kaydedilmis ve Cizelge 4.3’te
sunulmustur.

Cizelge 4.3 : Ag. %1 bor katkili BAG/PVDF-PCL esasli membran doku iskelelerinin
ALP aktivitesi.

Numune Kodu OD ALP (ng/mL)
Kontrol 0,436 1,13
PVDF 0,753 23,61
PVD/PCL 0,438 1,27
PVDF/PCL/BAG 0,725 21,38
PVD/PCL/1B 0,817 28,19

14 giinliik inkiibasyon sonucu ALP aktivitesi sonucu incelendiginde, tim numuneler
kontroliin ¢ok iizerinde ALP varlig1 gostermistir. PVDF/PCL/1B kodlu numunenin en
yiikksek ALP degerinin kaydedildigi numune oldugu tespit edilmistir. Tiim sonuglar
birlikte degerlendirildiginde, hiicre ALP aktivitesinin hiicre proliferasyon testi ve

floresan gorselleri ile tutarli oldugu séylenebilir.

4.4 Sonuclar

Calismanin bu bolimiinde NIPS yontemi, bor katkili BAG/PVDF-PCL esash
membran doku iskelelerinin gelistirilmesinde basariyla kullanilmistir. Toz igeriginin
membran iskelelerinin fiziksel, mekanik ve biyolojik 6zellikleri lizerindeki etkileri
sistematik olarak incelenmistir. Elde edilen sonuglar, membran iskelelerin yogun bir
yiizey tabakasinin altinda birbirine bagli homojen kesit gdzeneklerine sahip oldugunu
gostermistir. Ayrica, toz igeriginin artirilmasi, sisme derecesini azaltirken, ylizey
hidrofilisitesini artirmistir. Bununla birlikte, iskeleler iistiin termal 6zellikler ve B-faz
fraksiyonu gostermistir. Mekanik o6zelliklerin iskeleler i¢in goriilen smirlar iginde
oldugu bulunmustur. In vitro biyomineralizasyon degerlendirmeleri, iskelelerin
yiizeylerinde apatit olusum yetenegini dnemli 6l¢iide destekledigini ortaya koymustur.

Ayrica, iskeleler sitotoksisite olmaksizin olumlu in vitro hiicre canliligi, cogalmasi ve
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baglanmas1 gostermistir. Sonug olarak, iiretilen bor katkili BAG/PVDF-PCL esash
membran doku iskelelerinin kemik doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in uygun

fizikokimyasal ve biyolojik performans saglayan umut verici platformlar olarak

hizmet edecegi ongoriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sunulan tez ¢aligmasinin amaci, en genel cergevede, kemik doku yenilenmesini
destekleyecek 6zelliklere sahip bor katkilt BCP ya da BAG takviyeli PVDF ve PVDF-
PCL esasli membran formundaki doku iskelelerinin ¢oziicii olmayan indiiklenmis faz
ayrimi  yontemi ile iiretimi ve kemik doku uygulamalarindaki -etkinliginin

arastirilmasidir. Bu amaca yonelik olarak, ¢aligsma {i¢ boliimde incelenmistir.

Tez calismasiin ilk bdliimiinde, 1slak kimyasal yontem ve 1sil islem proseslerini
iceren ardisik yontem ile sentezlenen bor katkili BCP tozlarinin SEM ile belirlenen
morfolojileri, farkli geometrik sekillere sahip toz aglomeralarinin ¢ok sayida diizensiz
partikiilden olustugunu ortaya koymustur. Bu partikiillerin ortalama boyutlarinin 15
pum’nin altinda oldugu, gergeklestirilen partikiil boyut analizleri sonucu tespit
edilmistir. Degisen bor icerigi ile tozlarin morfolojileri ve ortalama partikiil boyut
dagilimlarinda belirgin bir degisiklik gozlenmezken, bor igceriginin artmasi tozlarin
yogunluk degerlerini arttirmistir. XRD analizi, HA ve B-TCP’den olusan BCP’nin
varligint dogrulamakla birlikte, bor katki miktarma bagl olarak piklerin tepe
noktalarinda kaymalarin oldugu gozlenmistir. Tozlarin PVDF’e dahil edilmesiyle
¢Oziicii olmayan indiiklenmis faz ayrimi1 yontemi kullanilarak ¢ok cesitli 6zelliklere
sahip membran doku iskeleleri {iretilmis ve karakterize edilmistir. Uretilen membran
iskelelerin morfolojisi, PVDF esaslt membranlarin karakteristigi olan homojen yogun
yiizey katmaninin altinda birbirine bagli farkli gozenek boyutlarina sahip bal petegi
benzeri diizenli gdzeneklerle karakterize edilmistir. Iskelelerin ortalama gozenek
boyutu, tozlarin polimer matrise eklenmesiyle artis gostermistir. FTIR spektrumlari,
PVDF, BCP ve borun karakteristik bantlarinin varligint dogrularken, bor ve BCP
katkis1 ile PVDF matrisinin yapisal simetrilerinin siddetlerinde degisiklikleri de ortaya
koymustur. Hiicresel akticiteyi Onemli 0lglide etkileyen yilizey hidrofilisitesi,
iskelelerin su ve PBS ortamlarinda gergeklestirilen temas acis1 analizleri ile
Olciilmiistiir. Tozlarin polimer matrise dahil edilmesiyle azalan temas agis1 degerleri,
katki maddelerinin etkisini ortaya koymustur. Ayrica, su temas agis1 Ol¢lim
sonuglarinin PBS ortamindaki 6l¢lim sonucglarma gore daha yliksek oldugu tespit

edilmistir. Calismanin sonraki boliimlerinde temas agis1 6l¢iimlerinin PBS ortaminda
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gerceklestirilmesine karar verilmistir. Hiicre kiiltlirli ortaminin emilimini ve besin
akigini kolaylastirarak kemik biiylimesini destekleyen iskelelerin fizyolojik ortamdaki
sisme yetenegi, gerceklestirilen sisme deneyleri ile tespit edilmis olup, iskelelerin
sisme oraninin, artan toz igerigiyle azalma egilimi gdsterdigi belirlenmistir. Iskelelerin
implantasyondan yiiksek in vivo mekanik yiiklere dayanma etkinliklerinin en 6nemli
belirleyicilerinden olan mekanik &zellikleri, dogal kemigin mekanik ozellikleriyle
uyumlu olup, polimer matristeki toz igerigiyle degismistir. Iskelelerin DSC
analizleriyle belirlenen termal 6zellikleri, o ve B fazlariin erime davranisiyla iliskili
olan endotermik piklerin varligini gostermekle birlikte, 6zellikle ag. %1 ve ag. %?2 bor
katkili iskelelerde yalnizca B fazina ait endotermik pikin varligr tespit edilmistir.
Bununla birlikte, membran iiretim prosesinin, PVDF esasli iskelelerin  fazinin
olusumunu destekledigi ve iskelelerin B faz igerigini arttirdigi belirlenmistir.
Iskelelerin B faz icerigi, kristalizasyon degerleriyle oranlandiginda, toplam
kristallesmede en yiiksek B kristallesme degerinin ag. %0,5 bor katkili numunede, en
diisiik B-kristallesme degerininin ise saf PVDF numunesinde oldugu belirlenmistir.
Iskelelerdeki mevcut a ve P kristal faz yapilart XRD ile gsterilmistir. SBF igerisinde
gerceklestirilen in vitro biyoaktivite deneyi ile, iskelelerin yiizeylerinde kemik benzeri
apatitlerin varlig1 ve bu apatitlerin Ca ve P’den olustugu dogrulanmistir. iskelelerin
biyouyumlulugunun bir gdstergesi olan sitotoksisite olmaksizin arzu edilen hiicre
cogalmasi sergilemesi, gergeklestirilen in vitro sitotoksisite testi ile gosterilmistir. Bu
sonuglar, bor katkili BCP/PVDF esasli membran doku iskelelerinin iistiin yapisal,
termal ve mekanik Ozelliklerinin yani sira, biyolojik ortama uygun davranabilme

yetenegine sahip oldugunu dogrulamistir.

Tez caligmasiin ikinci boliimiinde, ilk boliimde gerceklestirilen ¢alismalar sonucu
secilen ag. %1 bor katkili BCP/PVDF esasli iskelenin NIPS yontemi ile -5, 0, 10 ve
20 °C olmak tzere farkli koagiilasyon banyo sicakliklarinda iiretimleri
gerceklestirilmis olup, Onemli bir {iretim parametresi olan koagiilasyon banyo
sicaklikliginin iskelelerin 6zellikleri iizerindeki etkileri incelenmistir. Uretilen
membran iskelelerin SEM ile incelenen yogun yiizey katmaninin altinda, degisen
banyo sicakligi ile farkli gbzenek boyutlarina sahip siinger benzeri bir yap: ile
karakterize edilen kesit morfolojisi sergiledigi gozlenmistir. Diisiik banyo sicakliklar
kiigiik gozeneklerin olugmasina neden olurken, sicakligin artmasi ile 6zellikle 20

°C’de tiretilen iskelenin en yiiksek gozenek boyutuna sahip oldugu belirlenmistir.
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Iskelelerin PBS temas acis1 6l¢iim sonuglari, 6zellikle 10 °C ve 20 °C’de iiretilen
iskelelerin yiizey hidrofilikliginin 6nemli dlctlide arttirdigini ortaya koymustur. PVDF
esaslt iskelelerin o ve P kristal faz yapilart XRD ile belirlenmistir. FTIR
spektrumlarinda, daha yiliksek koagiilasyon banyo sicakliklarinda hazirlanan
iskelelerde a-fazina iliskin piklerin baskilandigi, B fazini temsil eden piklerin ise net
bir sekilde goriildiigii ortaya ¢ikmistir. Olusan B fazinin igeriginin, banyo sicakligi
arttikca yiikseldigi tespit edilmistir. Bu sonuglar, proses parametrelerinin, 6zellikle
yiiksek banyo sicakliklarmin [ fazi olusumunu destekledigini dogrulamstir.
Iskelelerin DSC ile belirlenen termal davranisi, o ve P fazlarina iliskin endotermlerin
varligini géstermistir. Ancak, hesaplanan toplam kristallesme degerleri, degisen banyo
sicakliklartyla ¢ok fazla farklilik gOstermemistir. Ayrica, iskelelerin erime
sicakliklarinin insan viicut sicaklifindan 6nemli Olgiide daha yiiksek oldugu

belirlenmistir.

Tez ¢aligmasinin tiglincii boliimiinde, CaP esasli biyoseramiklere bir alternatif olarak
bor katkili BAG tozlari, sol-jel ve 1s1l islem proseslerini iceren ardisik yontem ile
sentezlenmistir. Sentezlenen tozlarin morfolojileri SEM ile belirlenmis ve BAG
tozundaki yar1 kiiresel kristalitlerin sinterlenmesinin bir sonucu olarak olusan ¢ok
sayida diizensiz sekilli aglomeranin varligi gozlenmistir. Olusan mikropartikiil
aglomeralarin pargacik boyutunun, i¢erdigi bor miktarina gore 27 ile 31 pm arasinda
degistigi tespit edilmistir. Tozlarin bor orani arttikca yogunluklar1 azalmistir. XRD
analizi, BAG fazinin olusumunu dogrulamakla birlikte, ikincil faz olarak larnit fazinin
varligl da goriilmistiir. PVDF’e dahil edilen tozlar, NIPS yontemi kullanilarak bor
katkilt BAG/PVDF esasli membran doku iskeleleri tiretilmis ve karakterize edilmistir.
Uretilen iskelelerin SEM ile incelenen morfolojisi, Béliim 2.3.2.1 ve 3.3.1.1°de oldugu
gibi yogun bir ylizey katmani1 ve diizenli kesitsel gozenek yapisi ile karakterize edilen
asimetrik bir morfoloji gostermistir. Bu gézeneklerin boyutu polimer matristeki toz
icerigi ile degismis olup, en yiiksek gézenek boyutunun ag. %1 bor katkili BAG/PVDF
esasli iskelede oldugu tespit edilmistir. Iskelelerin iist ve alt yiizey hidrofilisteleri PBS
icerisinde gerceklestirilen temas agis1 0l¢limleri ile tespit edilmis olup, alt yiizeylerinin
ist yiizeylere kiyasla daha diisiik temas acis1 degerlerine sahip oldugu belirlenmistir.
Ayrica, polimer matrise toz eklenmesi iskelelerin temas agis1 degerlerini goreceli
olarak diisiirerek 1slanabilirlikte bir artis saglamistir. Bor katkili BAG/PVDF esash

membran doku iskelelerinin kristalin faz yapilart XRD ile karakterize edilmis,

119



kimyasal baglar1 ve molekiiler yapilar1 FTIR ile belirlenerek tozlarin eklenmesiyle tiim
pik yogunluklarinda bir azalma oldugu goriilmiistiir. Uretilen iskelelerin DSC
kullanilarak belirlenen termal davranist XRD ve FTIR sonuglariyla tutarli olup, bu
sonuglarda,a-faz pikleri gézlenmezken, B-fazina ait pikler agikca goriilmiistiir. Ayrica,
P/BAG/2B numunesine iligkin olarak piezoelektrik 6zelliklere sahip bir diger faz olan
y-PVDF'in varlig1 da yapida tespit edilmistir. Uretilen membran iskelelerin mekanik
performansi gerilim altinda degerlendirilmis, toz igerigine bagli olarak mekanik
Ozelliklerinde bir miktar diisis oldugu gozlenmistir. Ancak, tiim iskelelerin dogal
kemige benzer mekanik dayanima sahip oldugu belirlenmistir. Iskelelerin SBF
igerisinde degerlendirilen biyoaktivitesi, in vitro apatit bliylime siirecinin karakteristigi
olan karnabahar benzeri kiiresel bir morfolojiye sahip oldugunu, ve bu apatitlerin Ca
ve P’den olustugunu gostermistir. Ayrica, iskeleler sitotoksisite olmaksizin olumlu in
vitro hiicre canliligi, cogalmasi ve baglanmasi gostermistir.
Sunulan tez ¢alismasi, bor katkili BCP’nin PVDF ile, bor katkilt BAG’1n ise PVDF ve
PVDF-PCL ile birlikte kullaniminin membran formundaki doku iskelelerinin kemik
doku olusturma potansiyellerinin ¢esitli in vitro testler ile detayli olarak incelenmesi
ile tamamlanmistir. Ozellikle bor katkih BAG’in PVDF-PCL esasli kompozit
iskelelere yapisal, mekanik ve biyolojik olarak destek verebilecek bir doku iskelesi
adayr olabilecegi degerlendirilmistir. Gergeklestirilen tez calismasinda Onemli
bulgular elde edilmekle birlikte, daha detayli analizler ile sonuglar desteklenebilir.
Gelecek caligsmalar i¢in bazi Oneriler asagida siralanmstir:

e Bor iyonlarinin salimi ¢alisilabilir.

e Piezoelektrik etki, kapsamli testlerle daha detayli incelenebilir.

e Farkli membran iskele morfolojileri elde etmek i¢in koagiilasyon banyosunun

bilesimi ve ortamu degistirilebilir.
e lleri in vitro ve in vivo testler ile iiretilen membran iskelelerin biyolojik

ortamlardaki etkinligi daha detayli incelenebilir.
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