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OZET

Kitosan Katkili Zn Esash Hidroksiapatit Numunelerin

in Vitro Biyoaktivitelerinin Arastirilmasi

Bu calismada, sol-jel metodu ile iiretilen Cinko (Zn) esash kitosan katkilanmis
hidroksiapatit (HAp) orneklerinin kristal yapilari, fonksiyonel gruplari, morfolojik yapilari,
elementel bilesimler, antimikrobiyal aktiviteleri ve yapay viicut sivist (SBF) igindeki
yapisal degisimleri arastirildi. Sentezlenen 6rneklerin kristal yapilari, XRD analizi teknigi
ile fonksiyonel gruplar ise Fourier dontisiimlii kiziltesi (FTIR) spektroskopisi ile saptandi.
Enerji dagilimli X-151m1 (EDX) spektroskopisi ile donatilmig taramali elektron mikroskopisi
(SEM) cihaziyla, orneklerin morfolojileri ve elementel bilesimleri belirlendi. Calisma
sonunda, sentezlenen numunelerin antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 goézlendi.
Kitosan katkilanmasi ve SBF etkisi sonucunda kristallesme yiizdelerinin degistigi saptandi.
Morfolojik olarak ise kayda deger herhangi bir degisiklik g6zlenmedi.

Anahtar Kelimeler: Hidroksiapatit (HAp); kitosan; SBF; antimikrobiyal aktivite;

Zn-katkilanmast; kristal yap1



SUMMARY

Investigation of in Vitro Bioactivities of Zn-Based Hydroxyapatite Samples Doped

With Chitosan

In this study, the crystal structure, functional groups, morphological structure,
elemental compositions, antimicrobial activity and structural changes in the simulated
body fluid (SBF) of Zinc (Zn)-based hydroxyapatite (HAp) samples, synthesized by sol-gel
method, doped with chitosan at different amounts were investigated. The crystal structure
of the synthesized samples was determined by X-ray diffraction (XRD) technique; the
functional groups of the samples were determined by Fourier transform infrared (FTIR)
spectroscopy. The morphologies and elemental compositions of the HAp samples were
carried out by scanning electron microscopy equipped with energy dispersive X-ray (EDX)
spectroscopy. It was observed that the synthesized samples had antimicrobial activity.
Chitosan addition and the effect of SBF were found to change the crystallization
percentages of the samples. No significant changes were observed as morphologically.

Keywords: Hydroxyapatite (HAp); SBF; chitosan; antimicrobial activity; Zn-doping;

crystal structre
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1. GIRIS

Insanlarin yasamlar1 boyunca farkli kaza ve/veya hastaliklara maruz kalmalariyla
bazi organ veya dokularinda kalici hasarlar meydana gelebilmektedir. Bu yiizden viicuttaki
hasar gérmiis doku ve organlarin eski fonksiyonlarinin geri kazandirilmasi veya yerlerine
yenilerinin yerlestirilmesi amaciyla biyomalzemeler iiretilmeye calisiimistir. Kelime
anlami olarak biyomalzeme, canli viicudunda yerlestirildigi bdlgede veya cevresinde
bulunan diger dokularin fonksiyonlarini olumsuz etkilemeyen ve enfeksiyon vb. durumlara
neden olmayan malzemelere denmektedir. Bu malzemeler arasinda seramikler, metaller,
polimerler ve bunlarin kompozitleri sayilabilir (Hench ve Wilson, 1993).

Biyoteknoloji alanindaki gelismeler glinlimiizde yeni bir bilimsel alanin ortaya
cikmasina neden olsa da; aslinda yiizyillar Oncesinden beri bu bilimsel teknikler
kullaniliyordu. Ornegin, tahta ve kauguk ge¢miste de kullanilan dogal bir biyomalzemeler
arasinda yer almaktadir. Altinin dis hekimliginde kullanimi ise yaklasik 2 bin yil d6ncesine
dayanmaktadir. XIX. Yiizyil ortalarindan itibaren ise viicut i¢i implantlari, 1880°lerde ise
fildisinden protezler gelistirilmeye baslanmistir. ilk metal protez olarak kabul edilen
vitalyum ise 1938’de iiretilmis, ancak lizerinde dnemle durulan biyouyumluluk kriteri yani
canlt viicudunda ciddi anlamda metal korozyonu ve toksik olabilecek tehlikeli yan iiriinler
meydana getirmigtir. XX. Yiizyilin ikinci yarisindan itibaren ise 50’lerde kan damarlari,
60’larda kalga protezleri, 70’lerde ise sentetik ameliyat iplikleri kullanilmaya baglanmistir.
Tiim bilimsel ¢aligsmalar, sonucu ne olursa olsun kendinden sonra gelen ¢alismalara pozitif
yonde katkilar saglamistir. Bu nedenle biyomalzeme gelisim ve arastirma siirecinde
kullanilan biitlin malzemeler pozitif ve/veya negatif etkileriyle de olsa biyoteknoloji
alanina biiyiik katkilar vermistir (Ayhan, 2002).

Peki neden teknolojik birikimin ile biyolojik 6zelliklerin bir araya getirilme ihtiyaci
duydu ve yeni bir aragtirma alani olan biyoteknoloji dogdu? Bu sadece yapilmis olan
yontemler, teknikler ve elde edilen veriler ile tecriibeleri bilimin 1s18inda birlestirme
biitiinliigline verilen bir isimdir. Bilim diinyasim1 buna zorlayan nedenler arasinda en
onemlisi diizenli bir fizyolojik yasam ve bu teknolojinin biiyiik bir pazarmin olmasidir.
Biyomalzemler, sahip olduklari 6zellikler ile bu yeni bilim dalinin ¢ok nemli bir konusu
olmaya baglamistir. Sadece var oldugu alana hizmet etmekle kalmayan bu malzemeler

biitiin insanligin, hatta biitiin canlilarin hayatin1 kolaylastirmaya katki saglamaktadir.



Biyoteknolojinin kullanim alaninda Titanyum (Ti), aliiminyum (Al), paslanmaz celik,
polimetil metakrilat (PMMA), hidroksiapatit (HAp), poliliretan (PU), politetrafloroetilen
(PTFE), poliasetal (PA), teflon, platin elektrotlar, silikon kaucuk (SR), hidrojeller,
kalojenler vb. maddeler yer almaktadir. Bu malzmelerin kullanim alanlar arasinda iskelet-
kemik sistemleri (eklemler, kirik kemik uglari, kemik dolgu maddeleri, yapay tendonlar ve
dis implantlar1), kalp-damar sistemleri (kan damarlari, kalp kapakeiklari, kataterler),
organlar (yapay kalp), duyu organlar1 (i¢ kulak kanali, g6z i¢i lens, kontakt lens, kornea
bandaj1) sayilabilir. Bu malzemelerin biyouyumluluk 6zellikleri neden 6nemlidir? Ciinkii
kullanilan malzemenin canli dokuya baglanmasi ve/veya viicudun bu malzemelere cevabi
biyoaktif ise o malzemelere biyouyumlu malzemeler, kisaca biyomalzemeler adi
verilmektedir. Bunun anlami sudur: Bu malzeme toksik degildir ve doku-implant ara
yiizeyinde baglanma 6zelligine sahiptir. Eger liretilen biyomalzeme, degisik kalinliklarda
fibr6z doku olusumunu tetikliyorsa biyoinert adi verilir ve bu malzeme toksik degildir.
Uretilen biyomalzeme, ¢evresindeki dokunun yerini aliyorsa, o biyomalzeme ¢oziiniir
yapidadir ve toksik etkiye sahip degildir. Ancak iiretilen malzemeye viicudun verdigi tepki
iltihaplanma, piht1 olusumu ve/veya cevre dokularda tahribat ise o malzeme toksik olarak
tanimlanir (Ayhan, 2002).

Biitiin teknolojik gelismelere ragmen neden hala miikemmel bir biyouyumluluga
sahip bir malzeme sentezi gercekletirilmis degildir? Metaller, seramikler, polimerler ve
kompozit malzemeler biyouyumlulugu yiiksek biyomalzemelerdir. Boyle olmakla beraber
her malzemenin farkli bir kullanim alan1 mevcuttur. Ornegin polimerler ortopedik alanda
mekanik dayanim gostermezler, yapilarina asir1 sivi alarak antioksidan etki gosterirler.
Ayrica polimerler kullanimlarinin dncesinde otoklav, etilen oksit, ®°CO radyasyonu vb.
sterilizasyon islemlerinden kolaylikla ve kalici olarak etkilenmektedirler. Metaller daha
dayanikli ve giicliidiir fakat viicut i¢inde korozyona ugramalari, dokulara kiyasla sert
olmalari, alerjik tepkilere neden olacak salinimlar yapmalar1 kullanimlarini kisitlamaktadir.
Seramikler biyouyumlukta zirvede olmasma ragmen diisik mekanik dayanikliliga
sahiptirler ve kirilgan, islenmesi zor, esnek olmayan yiiksek yogunluklu malzemelerdir.
Kompozitler ise diger tiim biyomalzemelere alternatif olarak kullanilabilmelerine karsin
yaygin bir kullanim alanina sahip degildirler. Giiniimiiz teknolojisine ragmen {iretilen
biyomalzemelerin, dogal biyolojik yapida bulunan doku ve organlara fizyolojik olarak
birebir benzemesi miimkiin degildir. Ancak gercege yaklagim her alanda oldugu gibi

burada da miimkiindiir (Ayhan, 2002).



1.1. Biyomalzemeler

Biyomalzemelerin kullanim alanlar1 olduk¢a genistir. Her ne kadar tip alaninda
kullanildiklar1 disiiniilse de, veteneriner, eczacilik, tarim ve kozmetik alaninda da
kullanilmaktadirlar. Biyoteknolojik agidan ise hiicre teknolojisi, biyosensorler, biyoayirma,

immobilizasyon, biyogipler gibi alanlarda uygulama ortami bulmaktadirlar.

1.1.1. Metal ve Metal Alasimh Biyomalzemeler

Metalik baglarimin kuvvetli olusu kristalin yapida olusu mekaniksel karakterinin
yiiksek olmasi sebebiyle biyomalzeme liretiminde kullanimi yaygindir. Canli organizmada
kullanmak i¢in tiretilen ilk metal biyomalzeme Sherman-Vanadyum celigidir. Metal tiirevli
malzeme igeriginde Fe, Cu, Cr, Co, Ti, Ni, Mo, Ta ve V gibi metaller fazla miktarda
bulunursa viicut i¢in zararli olma ihtimali ortaya c¢ikmaktadir. Metabolik faaliyetler
sirasinda viicudumuz bu metalleri dogal olarak tasiyip kullanirken neden biyomalzeme
olarak viicuda girdiginde zararli hale gelebiliyor? Bir metalin canli organizma igin
biyouyumlu olabilmesi o metalin korozyona ugramasinin minimum diizeyde olmasiyla
baglantilidir. Dogal biyolojik faaliyetlerde eser miktarda bulunan bu metaller, asiri
miktarda olurlarsa ¢evreleriyle cesitli kimyasal reaksiyonlara girerek hidroksit, kloriir ve
¢Oziinmiis oksijenin viicut icindeki akigkanda gezinmesine neden olurlar. Korozyon
kimyasal olarak; oksidasyon (M+O — MO3), iyonizasyon (M- M* + e pH<7),
hidroksilasyon (2M+0O2(.q+2H20—-2M(OH), pH>7) ve anyon/katyonlarla reaksiyon (MO"
2+HCI-MOCI + OH) olmak iizere dort farkli sekilde meydana gelir. Korozyon
sonucunda hem hiicreler zarar goriir, hem de biyomalzemenin yar1 dmrii azalir.

Altinin biyomalzeme olarak kullanimi saf halinden daha ¢ok %75°1 altin, geriye
kalan1 Cu, Pt gibi metaller olan alasimlarla olmaktadir. Ciinkii alasim halindeyken daha
dayaniklidir. Altin oran1 %85 ve fazla olursa malzemenin yumusaklig1 artar, bdylece dolgu
malzemesi olarak kullanilabilir. Altin alagimlarindaki altin orani diiserse sertligi artar ve
kalip olarak kullanimi daha uygun olur. Altin grubu malzemeler kararli, korozyona
dayanikli ve uzun omiirliidiir. Celik de iy1 bir biyomalzeme olarak bilinir ve kullanilir.
Ornegin 316L olarak bilinen en iyi paslanmaz celik modelidir. Buradaki L ile belirtilen
C’nin degeridir. Temelde karbon ¢eligi ve alasim c¢eligi olarak 2 gruba ayrilmaktadir.

Alasim grubuna ait celikler Cr, Co, Al, Pb, Cu, Mn, Ni, P, Mo, S, Ti, Si, V ve W



elementlerini igerebilir. Bu iceriklerin atomik yiizde olarak 0.001 katkilanmasi bile olugan
alagimin islenmesini, korozyon ve 1sil direnci gibi degerlerini 6nemli Olgiide
etkileyebilemektedir. En iyi sonucu elde etmek i¢in metallerin dogru oranli sekilde
karisimi yapilarak alasim iiretilmelidir. Ornegin 316 paslanmaz celikte karbon igerigi
%0.05 diistirtiliince 316L formu elde edilmistir. Titanyum (Ti) ise ¢elige gore daha hafif
bir malzemedir. Ti alagimlar iiretilirken yiiksek sicaklik uygulanmali, oksijenin olmadigi
vakumlu bir ortam saglanmalidir. Ciinkii reaktivitesi yiiksek olan bu element patlayici etki
gosterebilmektedir. Ni-Ti alasimi 1s1l islem uygulandiginda ilk olusturuldugu yapiya geri
donmektedir. Yapisinda herhangi bir bozulma oldugunda, malzeme 1sitilinca eski seklini
almaktadir. Kafatas1 damar baglantilari, dis kopriisii, ortopedik protez, yapay kalp kaslar
bu alasimlardan iiretilebilmektedir. Kobalt (Co) alasimi, %65°1 Co geriye kalan1 Cr olan bir
malzemedir. En yaygin kullanimi olanlar Co-Cr-Mo (disgilik ve yapay eklemlerde) ve Co-
Cr-Mo-Ni (diz-kal¢a eklem protezlerinde) alagimlaridir. Amalgam, dis dolgu maddesinin
atas1 olarak kabul edilen bir malzemedir ve o da onemli alagimlardan biridir (Ayhan,

2002).

1.1.2. Biyoseramikler

Seramikler insan hayatina girdikten sonra bircok degisiklige ugrayarak
kullanilmislardir. Seramik, ¢ok yiiksek sicakliklarda pisirilmis veya firinlanmis toprak
olarak tanimlanir. Suyla islatilinca sekil alan, su gecirgenligi az olan bir toprak tiirii kil,
seramik yapiminda yillarca kullanilmistir. Son 50 yillik gegmisten bugiine seramikler, canli
viicudunda zarar goren, islevini kaybeden doku ve organlarin onarimi ya da dogrudan o
dokunun yerine implante edilmeye baglanmistir. Biyoteknolojik gelismelere paralel olarak
seramik malzemeler saglik alaninda da doku kiiltir kaplari, optik gozlik camlari,
endoskopide kullanilan fiber optikler, dis dolgu malzemesi, altin-porselen kaplama ve
protez pargalar olarak iiretilmeye ve kullanilmaya baglanmistir. Biyoseramiklerin kullanim
alanlar1 Tablo 1.1°de gdsterilmektedir. Biyoseramikler, mikroorganizmalara, pH, yiiksek
basing, ¢oziicii vb. faktorlere kars1 dayanikli ve direngli malzemelerdir. Biyoseramiklerin
alimina ve hidroksiapatit (HAp) gibi polikristalin yapili seramikler, polietilen-HAp gibi
biyoaktif kompozit seramikler ve biyoaktif cam seramikler gibi iiretimleri mevcuttur.
Biyoseramik malzemeler biyoinert, biyoaktif ve emilebilir olmak iizere farkli sekillerde

siiflandirilip incelenebilirler. Canli viicuduna yerlestirilen biitiin malzemeler, organizma



tarafindan bir kontrole tabi tutulur. Bu kontrolii bagisiklik sistemi yapar ve aslinda
organizmanin saglikli olup olmadiginin da bir Olgiisiidiir. Yapilan kontrol sonucunda
biyomalzeme viicut tarafindan savunma tepkisi olarak herhangi bir saldiriya ugramaz ise o
biyomalzeme giivenilir bir etiket almaktadir. Bunun sonucunda o malzeme

biyouyumlulugu yiiksek bir malzeme olarak kabul edilir (Carter vd., 2007).



Tablo 1.1. Biyoseramiklerin Kullanim Alanlari

Kafatas1 onarimi * Biyoaktif cam

GOz lensi * Aliimina

» Aliimina, Hidroksiapatit, Biyoaktif cam-
seramik, Biyoaktif kompozitler

Kulak implantlar1

Yiiz yapilandirmalari  Aliimina, Hidroksiapatit, Biyoaktif cam

 Aliimina, Hidroksiapatit, Hidroksiapatit

(D s el kaplama, Biyoaktif cam

Cene biiyiitme * Aliimina, TCP, Biyoaktif cam

* Biyoaktif cam-seramikler, Hidroksiapatit

» TCP, Kalsiyum ve fosfat tuzlari, Biyoaktif

Bosluk doldurma cam graniilleri, Biyoaktif cam-seramik
graniilleri
Ortopedik destek * Aliimina, Zirkonya, Hidroksiapatit kaplama,
uygulamalari Biyoaktif cam-seramik kaplama
Kalga onarimm * Biyoaktif cam-seramik
Yapay tendon ve baglar » Karbon fiber kompozitler
Eklemler * Hidroksiapatit, Aliimina, Zirkonya




Doku ile implant arasindaki bu kontrol mekanizmalar1 dikkate alinarak organizmaya
uygun biyomalzemeler tasarlanmali ve iiretilmelidir. Bu durum tipki bir ucaga binebilmek
icin uymamiz gereken kurallara benzer. Bilet, kimlik, pasaport, bagaj agirligr vb.
durumlardan birinde herhangi bir sikinti veya eksiklik oldugunda ugaga binmemiz
miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle iiretilen biyomalzeme icin 6ncelikli olarak implante
edilecek dokunun ve organizmanin tiirii, yasi, kan dolasimi, arayiizey hareketliligi gibi
Ozelliklerine ve tretilen implantin bilesimi, faz sayisi, yiizey morfolojisi, kimyasal
reaksiyon vb. Ozelliklerine dikkat edilmelidir. Ciinkii sayilan biitin bu faktorler
biyouyumlulugu etkileyen, hatta belirleyen 0Ozelliklerdir. Genelde biyoseramiklerin
biyouyumlulugu yiiksektir ¢iinkii yapisinda toksik etki géstermeyen veya cok az gdsteren
Ca, K, Na, Mg, Zr, Ti, Zn vb. iyonlar vardir ve bunlar dogal yollarla canli viicudunda hali
hazirda bulunmaktadir (Carter vd., 2007).

1.1.2.1. Biyoinert Seramikler

Bu seramik tiirlerinde organizmadaki dokuyla mekanik yonden bir birlesme so6z
konusudur. Biyoinert seramiklerde biyomalzeme ile doku arasindaki etkilesim hiz1 diisiik
oldugu i¢in bu tip seramikler inert karaktere sahiptirler. Bu biyomalzeme viicut dokusu ile
temasa gectiginde doku ile malzeme arasinda ipliksi bir yapi, yani bag doku gelisimi
baslar. Bu yap1 kapsiil seklinde olup malzemenin ¢evresini tamamen kaplamaktadir.
Olusan bu kapsiil bag dokunun kalinlig1 ve yogunlugu seramik malzemenin tiiriine gore
degisebilmektedir. Ipliksi kapsiil canli dokudaki hiicrelerin biiyiiyebilmelerine imkan
vermekte ve bdylece yeni gelisen hiicreler biyomalzemenin yapisina girebilmektedir. Bu
tiir seramikler inert karakterleri nedeniyle temas ettikleri dokuda degradasyona sebep
olurken kendileri de mekanik asinmaya ugrayabilirler. Degradasyon iiriinlerinin yogunlugu

istenmeyen bir durumdur, ancak toksik degildir ve viicut tarafindan diizenlenebilmektedir.

1.1.2.1.1. Aliimina (Al203)

AlO3 formiililyle gosterilen aliimina %99,5°dan fazla safliga, yiiksek yogunluga,
yiiksek korozyon direncine ve yliksek biyouyumluluga sahip bir bilesik olup, kalga protezi
ve dis implant1 olarak kullanilmaktadir. Yaklasik 1600-1800 °C’de sinterlenip preslenerek

hazirlanan a-AlbO3 seramik gruplaridir. Sol-jel ve Bayer siireci denen iki yontemle de



tiretimi yapilabilmektedir. Sol-jel metoduyla dort asamada aliimina iiretilir: hidroliz,
peptizasyon, jel olusumu ve aliimina olusumu. Bayer siireciyle kalsinasyon ve 6giitmeye
maruz birakilarak olusturulan aliiminalar, geleneksel seramik iiriinlerin iiretilmesinde en

¢ok kullanilan ham maddedir (Ma, 2003).

1.1.2.1.2. Zirkonya (ZrQ2)

Zirkonya dogada baddeleyit (ZrO;) ve Zirkon (Zr0O:.SiO2) adi verilen iki mineral
seklinde bulunmaktadir. Bu malzemenin 6zgiinliigiinii saglayan elektrik-1s1 iletimine
direncli olmasi, kimyasal stabiliteye sahip olmasi ve yliksek sicakliklarda iyonik
iletkenliginin maksimum seviyede olmasidir. Zirkonyanin {iretimi ya cevherlerden
dogrudan elde edilmesiyle, ya da Zr ihtiva eden cesitli kimyasal bilesiklere yiiksek
sicakliklarda oksit ilavesiyle miimkiin olmaktadir. Bu malzeme biyoteknolojik olarak dis
ve kalca protezlerinde kullanilabilmektedir. Zirkonya kokenli seramiklerde 0.5 ppm
diizeyinde U?*° bulunabilmektedir. Bu radyoaktif element ihtiva etmesi durumu bu
malzemenin biyomalzeme olarak kullanimini sinirlamaktadir. Ciinkii hem gerilme indeksi
azalmakta hem de kaplama karakteri diisiik olmaktadir. Bu malzeme sahip oldugu
radyoaktiviteyi gama ve alfa etkilesimi seklinde gostermektedir. Bilindigi gibi alfa
parcaciklar1 yiiksek iyonik karaktere sahip olmalari nedeniyle sert ve yumusak dokulara

zarar verebilmektedir (Ma, 2003).

1.1.2.2. Biyoaktif Seramikler

Biyoaktif seramiklerde biyoinert seramik malzemelerde olusan ipliksi kapsiil s6z
konusu degildir. Bunun yerine malzeme ile onu c¢evreleyen doku arasinda c¢esitli
biyokimyasal etkilesimler gozlenir. Biyolojik etkinlikleri oldukc¢a yiiksek olan bu
seramikler, implante edildigi yerdeki doku hiicrelerinin biyomalzeme igerisine dogru
bliyiimesini ve gelismesini saglarlar. Bu gruba biyoaktif camlar, kalsiyum fosfat
seramikleri ve hidroksiapatitler girmektedir. Bu malzemeler kemige implante edildigi
zaman kemik ile biitiinlesme-birlesme anlamina gelen osteointegrasyon denilen bir olay
meydana gelmektedir. Bu 6zellik bu tiir seramiklerin en 6nemli 6zelligi olarak kabul
edilmektedir. Biyoinert biyomalzemelerdeki ipliksi kapsiil gevsek bir yapilanma

dogururken, osteointegrasyon biyoaktif seramiklerin yiiksek gerilimlere daha kuvvetli



dirence sahip olmasint saglamaktadirlar. Bu durum sayesinde biyoaktif biyomalzemeler
kemigin yenilenmesine, onarilmasina ve desteklenmesine Onemli katkilar saglayip,
viicudun tedaviye hizli ve etkili bir iyilesme tepkisi vermesini gerceklestirirler. Boylece
hastanin fizyolojik ve fiziksel islevlerini eskisine yakin bir sekilde yapmasini saglarlar

(Park, 2000).

1.1.2.2.1. Cam ve Cam Seramikler — Biyocamlar:

Bu tiir cam malzemeler organik ve/veya inorganik kokenlidirler. Biyoaktif camlar,
canli organizmaya implante edildikleri zaman kimyasal yapisinda bulunan silika
gruplarinin dokudaki Ca ve P ile yer degistirmesi sonucu doku ile implant arasinda
biyokimyasal etkilesimler gergeklesen biyomalzemelerdir (Er, 2005). Biyocamlar diigiik
kirilma tokluguna sahiptirler, bu nedenle yiiksek yogunluklu kemik dokusu ile etkilesimleri
smirli  kalacagr icin  yiiksek dayamiklilik gerektiren implantasyonlarda tercih
edilmemektedirler. 45S5 ile gosterilen ve agirlik¢a %45 Si0: ihtiva eden, ayrica CaO/P20s
orani 5:1 olan cam bilesimi ilk ve en iyi sonug¢ veren biyoaktif cam bilesimidir. En yiiksek
biyouyumluluga sahip olan biyoaktif camin {iretilmesi i¢in bu oranlar1 sabit ve stabil
olmasi gerekmektedir. Ciinkii yiiksek biyouyumlulugu en ¢ok camin yapisindaki P orani
etkilemektedir. 45S5’den daha diigiik Ca/P oranlarina sahip diger cam malzemelerde
kemigin yapisina herhangi bir baglanma s6z konusu olamamaktadir (Gross ve Strunz,

1985; Hench, 1998; Qiu vd., 2000).

1.1.2.2.2. Kalsiyum-Fosfat Seramikler

Kalsiyum-Fosfat seramikleri Ca ve P elementlerinin oksitler halinde bulunurlar. En
onemlileri Hidroksiapatit (HAp, Caio(PO4)s(OH)2), Trikalsiyum Fosfat (TCP, Ca3(PO4)>)
ve Oktakalsiyum fosfat (OCP, CagH2(PO4)s.5SH2O)’tir. Bu seramikler sulu ortamlarda ve
nispeten diisiik sicakliklarda (<900 °C) genellikle HAp formunda iken, kuru ortamlarda ve
nispeten yiiksek sicakliklarda (>900 °C) TCP formundadirlar. Apatit kemigin kimyasal
yapisinda yer alan minerallere benzer 6zellikler tasidigi i¢in doku ile kolaylikla pozitif
uyum saglamaktadir. Graniil ve kat1 halde kemige dolgu malzemesi olarak kullanilabilirler.
HAp ve TCP’nin in vitro ve in vivo ortamlardaki c¢oziintirliikkleri degiskenlik

gostermektedir. Bu degiskenlik kimyasal kompozisyon, kristalinite ve ¢ozeltinin pH’1ina



baghdir. Ca-P seramiklerin canli organizmalardaki ¢Oziiniirlik derecelerine gore
siralanmast a-TCP > B-TCP > HAp seklindedir. HAp’1n viicut i¢indeki ¢oziinebilirligi cok
diisiikken, B-TCP’nin ondan daha fazladir. Bundan dolay1 en uygun ¢6ziiniirliikk derecesine
ulagsmak ve uzun 6miirlii biyomalzemenin {iretilebilmesi icin HAp/TCP ikili faz karigimlari
sentezlenerek kullanilmaktadir. Protez ve implantlarin iiretim, kullanim ve uygulama
alanlarinda ticari ag¢idan ¢ok Onemli bir yeri olan bu seramik malzemeler, dayanim
kuvvetleri zayif oldugu icin iizerine yik binen implantlarin iiretiminde ¢ok nadir
kullanilmaktadirlar. Ca-P seramikleri gozenekli yapida olabilirler. Bu tiir implantlarin en
onemli oOzelligi, kemik dokusu biyoseramik materyalin gozenekleri iginde gelisim
gosterdiginde mekanik agidan yiiksek stabiliteye sahip bir ara yiizey olusturmalaridir. Bu
ara ylizey kemigin rejenerasyonunda yapi iskelesi gibi islev goriir. Gézenekli implantlar
yigim ya da ham haldeki formlarindan daha zayif olurlar, ¢iinkii gozenek sayisi ve
biiyiikliigii arttikca dayaniklilik azalacaktir. Ancak bu gozenekli yap1 organizmadaki kemik
dokusuna yap1 olarak c¢ok benzemektedir. Bu nedenle kemik kirilmalarinda ve dis
dolgularinda Ca-P seramikleri ile tedavi uzun zamandan beri tercih edilmektedir (Paital,

2009). Tablo 1.2°de Ca/P oranlarina gore ¢esitli kalsiyum fosfat tiirleri gosterilmistir.

Tablo 1.2. Ca/P oranlarina gore ¢esitli kalsiyum fosfatlar (Corbridge, 1990)

Ca/P [sim Formiil Kisaltma
2,00 Tetra-kalsiyum fosfat Caz(POy4),.CaO TetCP
1,67 Hidroksiapatit Ca;o(PO4)s(OH), IHAp
1,50 Tri-kalsiyum fosfat Ca3(POs); TCP
1,33 Okta-kalsiyum fosfat CagH,(PO4)6.5H,0 OCP
1,00 Dikalsiyumfosfat dihidrat CaHPO4.2H,0 IDCPD
1,00 Dikalsiyum fosfat CaHPO. IDCPA
1,00 Kalsiyum pirofosfat Ca,P,07 CPP
1,00 Kalsiyum pirofosfat dihidrat Ca,P,07.2H,0 CPPD
0,7 Hepta-kalsiyum fosfat Ca7(PsO16)2 IHCP
0,67 Tetra-kalsiyum dihidrojen fosfat Ca,H,P;0, TDHP
0,5 IMono-kalsiyum fosfat monohidrat Ca(H,PO4),.H,O IMCMP
0,5 Kalsiyum metafosfat Ca(PO3)2 CMP

Hidroksiapatit (HAp, Cas(PO4)s(OH)2): Apatit ad1 verilen fosfat minerallerinden
igeren bu seramik tiiriinlin ¢ farkl siifi vardir: OH™ iyonu igerenlere hidroksiapatit, F

iyonu igerenlere floroapatit ve Cl iyonu icerenlere ise kloroapatit ad1 verilmektedir. Apatit
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terimi Alman jeolog A.G. Werner tarafindan 1789 yilinda belirlenmis olup, Latince
“aldanma” anlamma gelen “apaté”den tiiretilmistir. Apatitler degisik formlarda ve/veya
renklerde olabildikleri i¢in turmalin veya beril adi verilen baska mineraller ile
karigtirilabilmektedirler. Apatitlerin genel kimyasal formiilii Caio(PO4)s(X)2 seklinde
gosterilmektedir. Burada X OH", ClI' veya F iyonu olabilmektedir. HAp numuneleri
gbzenekli bir yapiya sahip oldugu icin osteokondiiktif 6zellik gosterir. Bu da hiicre-doku
bliylimesine, gelismesine ve/veya yenilenmesine destek olmaktadir. Goézenekli yapimin
sayesinde malzeme ile kemik dokusu arasinda uygun kaynasma gergeklesmektedir.
Gozeneklerin diger bir avantaji ise viicut sivilarinin biyomalzemeye tasinmasini
kolaylastirmasidir. Aslinda gozenekler malzemenin mukavametini olumsuz anlamda
etkilese de fizyolojik ve biyokimyasal olaylarin gerceklesmesi icin ¢ok Onemli bir
avantajdir. Bu gozenekli yapinin dezavantajlarinin ortadan kaldirilmasi i¢in kompozit
yapilarin kullanimi tercih edilmektedir.

HAp’in kimyasal ve fiziksel 6zellikleri Tablo 1.3’de gosterilmektedir. Ca/P mol
oran1 HAp’da kemik ve dislere en yakin oran olan 1,67 dir. Agirlik¢a ise Ca ve P oranlari
stirastyla 39,84 ve 18,52°dir. HAp ayrica hegzagonal bir yapiya sahiptir. Bu o6zellikler
sayesinde kemikte bulunan Ca ve P’m, viicut disindan bir kaynagi olarak HAp
biyomalzemelerin kullanilabilecegi asikardir (Pielichowska vd., 2010).

HAp iiretimi i¢in sol-jel yontemi, kimyasal ¢oktiirme, sprey-piroliz, emiilsiyon
islemi, hidrotermal sentez ve mekanokimyasal gibi yontemler kullanilabilmektedir. Bu
yontemler icerisinde kimyasal ¢oktiirme islemlerinin sadeligi, diisiik sicaklikta yapilmasi
ve yliksek iirlin verimi agisindan en dnemlisi olarak one ¢ikmaktadir (Kong, 2002; Kweh
vd., 1999; Kumta, 2005). Siv1 i¢cinde kimyasal ¢oktiirme yontemleri i¢inde en ¢ok tercih
edileni ise asit-temelli yontemdir (Kumta, 2005). Bu yontemin avantaji toksik maddelerin
olusmamasi ve iiriin olarak HAp’in disinda sadece suyun (H>O) olusmasidir (Nagai, 1980;
Kumta, 2005).

5Ca(OH)2 + 3H3PO4 — 1/2Ca10(PO4)s(OH)2 + 9H20

Bu yontemde reaksiyon ¢ozeltisinin pH diizeyine dikkat edilmesi gerekmektedir.
Ciinkii pH seviyesinin 9.00’un altina diiserse kalsiyum monofosfat, 7.00’nin altina diigerse

kalsiyum dihidrat olugsmaktadir (Afshar, 2003).

11



Tablo 1.3. HA nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Murugan ve Ramakrishna, 2005)

Ozellik Deger
Molekiil formiili Cai0(PO4)s(OH),
Ca/P mol oram1 1,670
Kristal yap1 Hekzagonal
Baski dayanimi (MPa) 400-900
Gerilme dayanimi (MPa) 115-200
'Yogunluk (g/m3) 3,160
Bozunma sicakligi (°C) >1000
IDielektrik sabiti 7,40

[s1] iletkenlik (W/cm.K) 0,013
Biyoaktiflik Yiiksek
Biyouygunluk Yiiksek
Biyobozunma Diisiik
Hiicresel uygunluk Yiiksek
Kemik iletkenligi Yiiksek

HAp’m endiistriyel anlamda firetilmesi i¢in mercan kayaliklari, hayvan kemikleri,
midye kabugu, fildisi, yumurta kabugu vb. dogal kaynaklar da tercih edilmektedir ancak,
bu biyolojik apatitlerden tiretilen HAp 6rneklerinin stokiyometrisinde sikintilar olmaktadir.
Genellikle bu durum Ca eksikligi ve onun yerine karbonat grubunun (CO3?) bulunmasiyla
kendini gdstermektedir. Bu tiir apatitlere, mineral olarak ‘dahlit” adi da wverilen
karbohidroksiapatit denmektedir. Kimyasal olarak (Ca,Mg,Na)i0(PO4,CO3)s(OH)2
formiiliiyle gosterilmektedirler. Bu HAp tiirlerinin yapilarindaki kafes hatalar1 kristalligi
olumsuz etkileyerek malzemenin kararliligini diisiiriir ve ¢6ziinme egilimini arttirmaktadir.
Bu tiirden olumsuz Ozelliklerine ragmen biyolojik apatitler sentetik apatitlerle
karsilagtirildigt zaman bunlarin osteokondiiktif 6zellikleri daha yiiksek olup, kemik
rejenerasyonunu daha iyi desteklemektedirler (Kumta, 2005).

HAp diisiik kirilma tokluguna sahip oldugu icin yiikke maruz kalan kemik ve dis gibi
dokulara uygulanacagi zaman giiclendirici katkilarla beraber uygulanmaktadir. Bu katkilar
arasinda ¢esitli partikiiller, visker, plaka, stabilize edilmis zirkonya ve bazi nano-partikiiller
sayilabilir. HAp malzemelerin mikro por ¢apt <10 pm iken, makro por ¢apt >100 pm’dir.
Bu por 6zelligi avantajlar1 kemik hiicrelerinin gelisimini, adhezyonunu ve viicut sivisinin
malzeme i¢inde dolasimini kolaylastirmasidir. Dezavantaji ise por 0zelliginden

kaynaklanan yapidaki bosluklar sebebiyle malzemenin dayanikliliginin diisiik olmasidir.
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HAp numuneleri yaklasik 950-1300 °C sicakliklarda sinterlenmektedir. 1300 °C’den daha
yiiksek sicakliklarda HAp kararliligini kaybetmektedir (Afshar, 2003).

Biyolojik Hidroksiapatit: Canli organizmalardaki kemikler, disler vb. kisimlarin
mineral fazini olusturan biyolojik apatitlerin kompozisyonu, stokiyometrisi, mekanik ve
fiziksel oOzellikleri sentetik HAp seramiklerden farkliliklar gostermektedir. Biyolojik
kokenli apatitlerde genellikle Ca oran1 daha diisiiktiir ve HAp’in latis bolgelerinde farkli
atomlar yer almaktadir. Biyolojik apatitlerin kimyasal formiili
(Ca,M)10(PO4,CO3,Y)s(OH,F,Cl), seklindedir. Bu formiilde M harfi K, Na, Mg gibi bir
metali, Y ise PO42, CO32, SO472 gibi iyon gruplarimi ifade etmektedir. Biyolojik apatitlerde
P gruplarmin yerine CO3 gruplar gelirken, Ca iyonlar1 yerine de Na iyonlar1 gelmektedir.
Sentetik HAp iiretimi endiistriyel olarak gergeklestirilmektedir. Bu iiretim metotlarindan
biri de sol-jel yontemidir. Endiistriyel HAp’in kristalligi, kararli yapist ve stokiyometrik
kararliligr 6n plandadir. Ca/P molar orant mineralin hangi amagla ve hangi seviyede
kullanilacagini belirlemektedir. Bu oran en 1/1 olmalidir. Eger daha diisiik olursa asitlik
derecesi azalip, Ca-P mineralinin ¢6ziiniirliigii artmaktadir. Sayet daha biiyiik olursa asitlik
derecesi artip, ¢oziiniirlilk azalmaktadir. Stokiyometrik olarak HAp’in Ca/P molar oram
1,670 ile en uygun orandir ve bu oran optimal deger olarak kabul edilmektedir. HAp’in
sulu ortamlarda pH 4,20-8,00 degerleri arasinda stabil yapida oldugu bilinmektedir.
Apatitlerin viicut i¢indeki ¢oziintirliik siralanist ACP > a-TCP > B-TCP > HAp seklindedir.
HAp malzemeler Tip A ve Tip B seklinde iki grupta incelenmektedir. Tip A’da COs3™
gruplar1 OH™ gruplarinin yerini alip, a-ekseninde yiikselmeye, c-ekseninde ise diismeye
neden olmaktadir. Tip B’de ise COs gruplar1 PO4 gruplar yerine gegip, a-ekseninde
diismeye, c-ekseninde ise ylikselmeye neden olmaktadir. Biyolojik apatitler daha ¢ok Tip
B 6zelligi tasimaktadirlar (Ipekoglu vd., 2003).

Yogun Hidroksiapatit: TCP yapisindaki biyoseramikler 1920’lerden itibaren doku
caligmalarinda kullanilirken, HAp tozlar ise 1970’lerden itibaren medikal calismalarda
kullanilmaya baglanmistir. Giiniimiiz teknolojisinde HAp tozlari iiretildikten sonra ve/veya
liretim asamasinda istenilen sekilde bigimlendirilmekte, yiiksek sicakliklarda sinterlenerek
yapisindaki por ve gdzenekler azaltilabilmektedir. Bunun sonucunda yogun bir yap1 elde
edilebilmektedir. Bu olaya densifikasyon denmektedir ve sinterleme prosesinin olmazsa
olmazi olarak kabul edilmektedir. Sinterleme asamasinda HAp tozlarinin tanecik boyutlari,
tanecik sekilleri, porozitesi ve por boyutlart gibi mikro yapisindaki 6zellikler degisime

ugramaktadir. Bununla birlikte densifikasyon, tanecik ve tanecik sinirlarinda cesitli
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kimyasal farkliliklar olusturarark Ca-P biyoseramiklerin mekanik ve biyolojik aktivitelerini
de etkilemektedir. Saf HAp (Caio(PO4)s(OH)2), agirlikga % 39,68 Ca, % 18,45 P
icermektedir ve Ca/P orani yiizde cinsinden 2,151 iken, mol cinsinden 1,667 seklindedir.
Yogun HAp o6rneklerinin Ca/P oranlari ihtiva ettigi B-TCP/HAp oranina gore farkliliklar
gosterebilmektedir. XRD analiz sonuglarina gore Ca/P orani 1,67 ise HAp faz1 belirginlik
gostermektedir. Ancak Ca/P oran1 1,67°den diisiik olunca TTCP, B-TCP, Cas(POs4), ve
CasP209 fazlar1 da goriilebilmektedir. Ca/P orani 1,67°den biiyiik olunca ise HAp fazi ile
birlikte CaO olusumu da goriilebilmektedir (Giimiisderelioglu, 2002).

Poroz Hidroksiapatit: Poroz yapiya sahip HAp biyoseramikleri ¢cogunlukla kemik
tedavisi amaciyla kullanilmaktadir. Bu malzemeler sahip olduklar1 makroporozite
sayesinde yogun malzemelere kiyasla daha yiiksek biyouyumluluk gosterirler ve bdylece
yik tasimayan bolgelerde kemik dolgu malzemesi olarak kullanilmaktadirlar.
Makroporozite ¢ok biiylik bir avantaj saglayarak bu malzemelerin kemik biiylimesine ve
kemik dokusuna tutunmaya pozitif anlamda katkilar saglamaktadir. Bu tiir avantajlarina
ragmen poroz yapilar biyomalzemelerin mekanik 6zelliklerinde azalmaya ve korozyona
sebep olabilmektedir.

Otogreft kelime anlami olarak bir kisinin kendi dokusundan alinan parganin baska bir
yerdeki dokuya transfer edilmesi demektir. Allogreft ise genetik olarak ayni kimlige ait
olmayan ancak ayn tiiriin bireyleri arasinda yapilan doku veya organ nakline denmektedir.
Allogreft ve otogreft icin doku azlig1 ve tasidig saglik riskleri gibi dezavantajlar nedeniyle
sentetik kemik vb. sert doku malzemelerinin iiretimine ihtiya¢ duyulmaktadir. Insan
kemigine ait kimyasal bilesenler Sekil 1.1°de gosterilmektedir. Bu tiir uygulamalarda HAp
tercih edilmesinin sebeplerinden en dnemlisi sert doku uygulamalari i¢in kullanilacak bu
biyomalzemenin mekanik, kimyasal ve morfolojik olarak kemik dokusuna benzerligi en

yiiksek olan bilesik olmasidir (Ipekoglu, 2004).
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insan Kemigi Kimyasal Yapisi

Kalsiyum (Ca)

2% Fosfor(P) Potasyum(K) Sulfar (S)
1% 0% 0% Sadyum (Na)
Nitrojen(N) 0%
3%
Hidrojen (H)

10%

Karbon (C)
19%

Oksijen (O)
65%

= Oksijen (O) = Karbon (C) = Hidrojen (H) = Nitrojen(N) = Kalsiyum (Ca)

= Fosfor(P) = Potasyum(K) = Sulfir (S) = Sadyum (Na)

Sekil 1.1. Kemige ait kimyasal bilesimlerin agirlik¢a yiizdesi.

1.1.3. Polimerik Biyomalzemeler

Polimerler uzun zincirli ve tekrarlanabilen kiiclik birimlere sahip molekiillerdir.
Kiigiik tekrarlanabilen birimlere “mer” adi verilmektedir. Polimerler sentez edilirken
kullanilan kiigiik molekiil agirligina sahip birimlere ise “monomer” denmektedir.
Polimerlesme reaksiyonlar1 esnasinda, momomerler zincir polimerizasyonu adi verilen
doygun hale gelirler veya H>O ya da HCI gibi kii¢clik molekiillerin yapidan ayrilmasiyla
degisime ugrayip zincire katilmaktadirlar. Polimerler yap1 taglari monomerlerden 6zellik

bakimindan biiylik farkliliklar gostermektedirler. Seliiloz, nisasta, DNA ve dogal kauguk
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gibi dogal polimerler oldugu gibi ¢ok sayida sentetik polimer de mevcuttur ve bunlarin

bircogu biyomalzeme olarak kullanilabilmektedir (Lee, 2000).

1.1.3.1. Hidrojeller

Hidrojel, c¢apraz bagli polimerik yapiya ve suda sisebilme 0Ozelligine sahip
polimerlerdir. Bir veya daha fazla monomerin polimerizasyonu ile hazirlanmaktadirlar.
Ana zinciri olusturan birimler arasinda van der Waals etkilesimleri ve hidrojen baglart gibi
cesitli baglanmalar mevcuttur. Bu baglanmalar yiiziinden ¢dziinmeleri olduk¢a zordur.
Hidrojeller sahip olduklar1 iistiin 6zellikler nedeniyle son yillarda tibbi uygulamalarda
olduk¢a ilgi c¢ekmektedirler. Tibbi Oneme sahip en Onemli hidrojellerden birisi

poliakrilamiddir (Lee, 2000).

1.1.3.2. Dogal Polimerler

Biyolojik olarak canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve essiz fonksiyonel
ozelliklere sahip olan proteinler (elastin, kollajen, aktin vb.), polisakkaritler (nigasta, kitin,
dekstran, seliiloz vb.) ve poliniikleotidler (RNA ve DNA gibi) gibi molekiiller dogal

polimerlerin en 6nemlileridir (Kiremit¢i, 2002).

1.1.3.2.1. Kollajen ve Jelatin

Bag dokusundaki hiicreler metabolik reaksiyonlar ¢ogunda {iretilen {iriinlerinin
biiylik bir cogunlugunu hiicre dis1 ekstraseliiler aralia gonderirler. Bu iiriinler arasinda
kollajen, elastin ve gesitli proteoglikanlar sayilabilmektedir. Ornegin kollajen
kaynatildiginda tutkal olusturan bir doku bileseni olarak tanimlanmis ve bu sekilde
adlandirilmigtir. Son yillarda yapilan c¢alismalar 19 farkli kollajen molekiilii ve bu

molekiilleri kodlayan genler belirlenmistir (Kiremitgi, 2002).

1.1.3.2.2. Kompozitler

Kompozit farkli kimyasal yapiya sahip iki veya daha fazla malzemenin kendi sinir ve

Ozelliklerini  koruyarak olusturdugu birden fazla faza sahip malzeme olarak
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tanimlanmaktadir. Canli dokuya implante edilecek malzemenin sertlik derecesi temas
edecegi dokularla ayni olacak sekilde ayarlanirsa bu durum olusabilecek c¢esitli
deformasyonlar1 engelleyebilmektedir. Bu tiir kullanim olumsuzluklarini ortadan
kaldirmak icin g¢esitli liflerle giiclendirilen polimerik malzemeler, yani kompozitler

alternatif olarak kullanilabilmektedir (Kiremitg¢i, 2002).
1.1.3.2.3. Kitin ve Kitosan

Kitin ve kitosan polimerleri benzersiz bir yapida ve gelismis fonksiyonlarda olup ¢ok
boyutlu 6zelliklere sahip molekiillerdir. Bu dogal aminopolisakkaritler biyokimya ve
endiistri alaninda genis bir kullanima sahiptirler. Kitin, dogada oldukca bol bulunan bir
mukopolisakkarittir ve selillozun ardindan dogadaki en bol ikinci yenilenebilir
biyopolimerdir. Kitosan ise, kitinin alkali deasetilasyonu ile elde edilen amorf bir
poliaminosakkarit olup, dogal olarak meydana gelen birka¢ katyonik polielektrolitten
biridir (Meyers vd., 1989). Sekil 1.2°de kitin, kitosan ve seliilozun kimyasal yapisi, Tablo

1.5’de ise kitosanin kimyasal 6zellikleri goriilmektedir.

OH OH OH
’ﬁ 62 0"
HO .
. OH OH OI—[

SELULOZ
OH NHA '_OH NHA IOH

OHO%- / . \/\ *“'\ v AN A
on B oH
KITIN

HO—

IS ____X//'O HO 0

“‘.O/ \ (
HO- A0~
HO

Sekil 1.2. Kitin, Kitosan ve Seliillozun Kimyasal Yapisi (Lehmann, 1996)

KITOSAN
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Kitosan Uretimi: En bilinen kitosan iiretim siireci atik deniz veya kara
kabuklularindan kitinin uzaklastirilmasi ile kitinden kitosan elde edilmesidir. Sekil 1.3°de
kitosan iiretimine ait bir akis siireci gosterilmektedir. Bu semadan da anlasilacag iizere bu
siire¢ genel anlamda dort asamadan olusmaktadir: Deproteinizasyon, demineralizasyon,

agartma ve deasetilasyon agamalaridir (Meyers vd., 1989).

Tablo 1.4. Kitosanin Kimyasal Ozellikleri

Ozellik Deger
Molekiil agirhigi 50-2000 kDa
Viskozite <2000 mPaS
Su baglama kapasitesi %450-1150
Yag baglama kapasitesi %314-535
Y18in yogunlugu 0.06-0.39 g/cm’®
Renk Donuk sari-beyaz
Coziiniirliik(suda) pH<6.5
T - ) - W - -
%3.5 NaOH
| Filtre edilenkism || Protein kazanmi | 2 saal
[ nro
I- e ‘ 30 dakika

T T N

—> \gartma Yikama ve kurutma m—p Deasetilasyon

%0.315 NaOCl 5 dakika %350 NaOH

g "o ehnine B8 KITOSAN

30 dakika 60-

Sekil 1.3. Kitosan Uretim Semas1 (Meyers vd., 1989)
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1.2. Cinkonun Yasamsal Fonksiyonlar:

Cinko (Zn) elementi, canli hiicrelerin yap1 ve fonksiyon biitiinliigliniin saglanmasi
icin ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir. Gen olusumunda ve gelisiminde fonksiyonlart vardir.
UV radyasyona karsi koruma saglar, yaralarin iyilesmesini kolaylastirir, bagisiklik ve
noropsikiyatrik fonksiyonlara katkilart mevcuttur. Bu nedenlerden dolay1 her giin belirli bir
miktar beslenmeyle alinmasi gereken biyokimyasal agidan 6nemli bir eser element olarak
kabul edilmektedir (Arcasoy, 2002). Bu elementin karbohidrat, lipit, protein, niikleik
asitlerin sentezinde, gen ekspresyonunda, hem sentezinde, iiremede ve embriyo
gelisiminde 6nemli roller oynadiginda dair bilimsel kanitlar mevcuttur (Rostan, 2002).
Gidalarla alinan Zn’nin yaklagik % 15-30’u emilirken geriye kalani digki yoluyla disart
atilmaktadir. Ayrica idrar ve terleme yoluyla da bir miktar1 viicut disma atilmaktadir.
Karaciger ¢inko metabolizmasinda baglica rol oynayan organdir. Bu elementin eksikliginde
bliyime ve gelisme geriligi, hepatosplenomegali, hipogonadizm, parakeratoz, yara
iyilesmesinde gecikmeler, apolesi, konjenital anomaliler, enfeksiyon duyarliliginda
artmalar, bozulmus nérofizyolojik performans, koku ve tat duyularinda bozukluklar ortaya

¢ikabilmektedir (Saner vd., 2002).
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2. YONTEM

2.1. Orneklerin Sentezi

HAp numunelerinin iiretimi i¢in kalsiyum nitrat tetrahidrat (Ca(NO3)2.4H>0), ¢inko
nitrat heksahidrat (Zn(NO3)2.6H20), diamonyum hidrojen fosfat (NH4)HPO4, DAP) ve
kitosan kimyasal maddeleri kullamlmistir. Orneklerin sentezi sol-jel metoduyla
gerceklestirilmistir. % 99.56 (atomik ylizde) Ca, % 0.44 Zn iceren HAp numunelerine
sentez asamasinda strastyla 0, 3, 6, 9 mL 0.05 M kitosan katkilanmustir. Oncelikle uygun
miktarda DAP saf suda ¢oziildii. Sonrasinda gerekli miktarda kalsiyum nitrat tetrahidrat ve
¢inko nitrat heksahidrat baska bir kap icinde saf suyla ¢6ziildii. Elde edilen bu ¢ozelti DAP
¢oOzeltisine damla damla manyetik karistiricida karisirken eklendi. Son olarak kitosan
katkilanacak orneklere damla damla kitosan ¢ozeltisi ilave edildi. Elde edilen son karigim
70 °C’de 5 saat karistirilarak jel kivamina getirildi. 185 °C’deki etlivde 24 saat bekletilen
ornekler iyice kurutuldu. Kurutulan 6rnekler porselen krozelere alinarak kiil firininda 800
°C’de 4 saat boyunca kalsine edildi. Sonu¢ olarak HAp Ornekleri beyaz tozlar halinde
sentezlendi. Tiim numuneler i¢in Zn’nun atomik ylizdesi % 0.44 olacak sekilde sabit
tutulup, sadece katkilanan kitosan miktar1 arttirildi. Sentezlenen 6rnekler CTS1, CTS2,

CTS3, CTS4 seklinde adlandirildi.

2.2. Yapay Viicut Sivis1 (SBF) Uygulamalari

Sentezlenen 6rneklerin in vitro incelemeleri yapay viicut sivisi (SBF) i¢inde 14 ve 28
giin bekletilerek gerceklestirildi. HAp 6rnekleri dncelikle 10 MPa basing altinda, 11 mm
capinda ve 2 mm kalinliginda disklere dontistiiriildii. Daha sonra i¢lerinde Kokubo
(Kokubo, 1991) metoduyla hazirlanmis yapay viicut sivist (SBF) bulunan polietilen
siselere bu diskler ayr1 ayr1 yerlestirildi. Orneklerin bulundugu siseler viicut 1si1smna ayarli
(36.5 °C) etiivde 14 ve 28 giin bekletildi. Bahsi gecen siireler sonunda ¢ikarilan HAp
ornekleri 3 defa ultra saf su ile yikanip kalintilardan arindirilarak karakterizasyon

islemlerine alindi.



2.3. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Antimikrobiyal aktivite caligmalar1 icin Oncelikle biitin HAp oOrnekleri 10 MPa
basing altinda 11 mm ¢apinda, 2 mm kalinhiginda disklere doniistiiriildii. ki tip bakteri
Staphylococcus aureus COWAN 1 ve Escherichia coli ATCC 259225, tek tip de maya
Candida albicans FMC 17 bu ¢alismalar i¢in kullanildi. Antimikrobiyal aktivitenin
belirlenmesi Collins ve Lyne (Collins, Lyne 1987) metoduna gore gerceklestirildi. Bunun
icin bakteri suslar1 nutrient buyyona (Difco) asilanarak 35 + 0.1 °C de 24 saat, maya suslari
ise malt ekstrakt buyyon (Difco) da 25 £ 0.1 °C de 48 saat siire ile inkiibe edildi. Erlen
mayerde sterilize edilen ve 45-50 °C ye kadar sogutulan Muller Hinton Agar (Oxoid)
bakteri ve mayalarin buyyondaki kiiltiirii ile asilanarak (10° bakteri/mL, 10* maya/mL)
iyice calkalandiktan sonra 9 cm ¢apindaki steril petri kutularina pipetlerle 15 mL dagitildi
ve besiyerinin homojen bir sekilde dagilmasi saglandi. Katilasan agar iizerine kompleks
emdirilmis diskler hafifce bastirilarak yerlestirildi. Bu sekilde hazirlanan petri kutular1 4 °C
de 1.5-2 saat bekletildikten sonra bakteri asilanan plaklar 37 £ 0.1 °C de 24 saat, maya
astlanan plaklar ise 25 + 0.1 °C de 3 giin siire ile inkiibe edildi. Siire sonunda besiyeri

tizerinde olusan inhibisyon zonlar1 mm olarak degerlendirildi.

2.4. Karakterizasyon Islemleri

Uretilen 6rneklerin karakterizasyonu ise su testlerle gerceklestirildi. XRD (X-1s1nimi
kirimimi) analizleri 40 mA ve 40 kV’de calisan Rigaku RadB-Dmax II marka ve model
cihaz yardimiyla 0.15406 nm dalga boylu (A) CuKa radyasyonu ile kayit altina alindu.
Orneklerin FT-IT (Fourier doniisiimlii kizilotesi) spektroskopi incelemeleri Perkin Elmer
Spectrum One cihazi yardimiyla 400-4000 cm™ spektral araliginda, KBr (potasyum
bromiir) pelet teknigi ile gerceklestirildi. Orneklerin morfolojileri ve goriintii alman
bolgelerin elementel bilesimleri ise SEM (taramali elektron mikroskobu, Zeiss EVO-
MAI10) cihazinda, EDX (enerji dagilimli X-1s51n1) BrukerXFlash detektori ile
gergeklestirildi.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1. X-1511 Kirinimi (XRD) Analiz Sonuclar:

Sentezlenen numunelerin yapay viicut sivisi (SBF) icerisine konmadan 6nceki, SBF
igerisinde 14 ve 28 giin bekletildikten sonraki durumlarinda alinan X-1s11 kirmimi (XRD)
analiz sonuglar1 Sekil 3.1-3.3’de gosterildigi gibidir. Tiim numuneler i¢in de baskin olan
faz HAp (JCPDS pdf no: 09-0432) olup, beta trikalsiyum fosfat (f-TCP, JCPDS pdf no:
09-0169) faz1 ise ikincil faz olarak tespit edilmistir. XRD grafiklerinden gerek kitosan
katkisinin gerekse SBF igerisinde kalma siiresinin olusan fazlar {izerinde etkili oldugunu

gormek miimkiindiir.
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Sekil 3.1. Sentezlenen HAp 6rneklerinin SBF 6ncesi XRD analiz grafigi.
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Sekil 3.2. Sentezlenen HAp 6rneklerinin 14 giin SBF sonrast XRD analiz grafigi.
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Sekil 3.3. Sentezlenen HAp 6rneklerinin 28 giin SBF sonrast XRD analiz grafigi.
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Her bir numune igin kristal biliytikligli (D) degeri Scherrer denklemi kullanilarak

hesaplanmistir (Cullity, 1987).

_ 0.9 (3.1)
Pcosd

Burada f maksimum yar1 pik genisligi, 4 X-1511 dalga boyu ve 6 ise Bragg agisidir.
Her bir kirimim deseni i¢in D degeri (002) ve (300) diizlemleri igin sirasiyla Doo2 ve D3oo
seklinde ayr1 ayr1 hesaplanmis olup, elde edilen sonuglar Tablo 5.1°de verildigi gibidir.

Her iki orgli parametresi (a ve c¢) ve birim hiicre hacmi (V), sirasiyla asagidaki

bagmtilar kullanilarak hesaplandi (Cullity, 1987).

2 2 2
[h + hk + k j+z (3.2)

(INIIEN

1
?

V =0.866a’c (33)

Burada h, k ve [ harfleri Miller indislerini temsil etmektedir.

Kristallesme yiizdesi (Xc%), (Landi vd., 2000) tarafindan rapor edilen baginti

kullanilarak hesaplanda.

X, % =[1—mjx100 (3.4.)

300

Burada V]300 (112) ve (300) yansimalar1 arasindaki ¢ukurun siddeti ve Ly, ise

(300) diizlemine ait yansimanin siddetidir (Landi vd., 2000). XRD verilerinin analizi
sonucunda bulunan, yukarida bahsi gecen tiim parametrelerin hesaplanan degerleri Tablo

3.1°de verildigi gibidir.
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Tablo 3.1. Uretilen ve SBF’de bekletilen numunelerin detayli XRD analizi sonucunda elde edilen

parametrelerin degerleri

Numune a (nm) ¢ (nm) V (nm)? Xc% Doo2 (nm) D300 (nm)
g CTS1 0.9503 0.6901 0.5397 87.8 37.38 32.87
'623 CTS2 0.9445 0.6896 0.5327 90.5 36.55 30.79
S CTS3 0.9445 0.6901 0.5331 78.5 30.41 28.66
é CTS4 0.9360 0.6890 0.5227 80.2 30.09 33.40
“ CTS1 0.9423 0.6890 0.5298 90.0 38.45 29.80
7 CTS2 0.9434 0.6906 0.5323 64.8 33.96 30.79
g CTS3 0.9360 0.6885 0.5224 86.4 28.01 28.76
= CTS4 0.9418 0.6875 0.5281 88.0 31.11 33.67
= CTS1 0.9445 0.6901 0.5331 86.6 28.20 32.99
7 CTS2 0.9462 0.6922 0.5367 87.2 37.72 37.64
:5 CTS3 0.9440 0.6901 0.5326 76.2 31.59 33.67
& CTS4 0.9423 0.6885 0.5294 87.2 36.88 33.40

Tablo 3.1°deki sonuglar incelendiginde gérmekteyiz ki incelenen tiim parametreler
hem kitosan miktarindan hem de SBF igerisinde kalma siirecinden bariz bir bigcimde
etkilenmektedir. Hem a hem de ¢ degerinde bu siire¢ler sonucunda belirgin degisimler
gozlenmektedir. Numunelerin kristallesme ylizdeleri; SBF oncesi % 78,5 ile % 90,5
araliginda iken, 14 giin SBF sonrast % 64,8 - % 90,0 araliginda ve son olarak 28 giin SBF
sonrasinda ise % 76,2 ile % 87,2 araliginda yer almaktadir. (002) ve (300) diizlemleri i¢in
hesaplanan kristal biiyiikliigii degerlerine bakilacak olursa; bu degerlerin de acik bir
sekilde kitosan katkis1 ve SBF’de kalma siiresinden etkilendigi goriilmektedir. Bu degerler
ise 28 nm’den biiyilik 39 nm’den kii¢liktiir.

Sunulan yiiksek lisans tez ¢alismasinda elde ettigimiz bu sonuglar ile Bayraktar ve
Tas (1999), Hu vd. (2010), Kaygili vd. (2014) ve Kaygili vd. (2016) calismalarinin
sonuclar1 arasinda yiiksek bir uyum vardir. Cilinkii bu calismalarin sonuglarinda da SBF
sonrasinda diizensiz etkiler gozlenmis, hem a hem de ¢ degerinde belirgin degisimler
meydana gelmistir. Bir bagka deyisle elde ettigimiz sonuglarin literatiir ile uyum iginde

oldugu agikca sdylenebilir.
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3.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Analiz Sonuglar:

% 99.56 Ca, % 0.44 Zn ve farkli miktarlarda (0, 3, 6, 9 mL 0.05 M) kitosan igeren
HAp numunelerinin SBF oncesi, 14 giin SBF sonras1 ve 28 giin SBF sonrasi FT-IR
spektrumlar1 Sekil 3.4-3.6’de goriilmektedir.

Sekil 3.4’de gorildiigii iizere SBF 6ncesinde tim numuneler (CTS1, CTS2, CTS3,
CTS4) igin fosfat (PO4>) grubu ile alakali olan bantlar 470, 570, 602, 961, 1047 ve 1090
cm’de gozlendi (Mabilleau vd. 2010; Mansour vd. 2017). Hidroksil (OH) grubuna ait
olan karakteristik bantlar ise yine biitiin 6rneklerde 633, 3570 ve 3640 cm™"de tespit edildi
(Robles-Aguila vd. 2017). HAp numunelerinin tamami igin 1384 cm™’de gézlenen nitrat
(NO3") grubuna ait olan bant ise baslangi¢ sentez bilesiklerindeki nitrat kalintilarindan
kaynaklanmaktadir (Pattanayak vd., 2007). Son olarak 1638 ve 3464 cm!’de gdzlenen
bantlar ise numuneler tarafindan adsorbe edilen suya ait karakteristik bantlardir (Wang vd.,

2011; Torabinejad vd., 2014).
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Sekil 3.4. Sentezlenen HAp 6rneklerinin SBF 6ncesi FT-IR analiz grafigi.

26



(B)
CTS4
Hal
(o
>
w
<
— CTS2
=
o)
18]
=
O
2
) CTs1
| | | | | | | |

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Dalga sayisi (cm'l)

Sekil 3.5. Sentezlenen HAp 6rneklerinin 14 giin SBF sonrast FT-IR analiz grafigi.

Sekil 3.5’de 14 gin SBF igerisinde kalan numunelerin FT-IR spektrumlari
goriilmektedir. Buna gore biitiin numuneler igin fosfat (PO4*") grubu ile alakali olan bantlar
474, 567, 602, 962, 1042 ve 1090 cm™’de gozlendi (Mabilleau vd. 2010; Mansour vd.
2017). OH grubuna ait karakteristik bantlar ise biitiin numunelerde 636 ve 3570 cm™’de
tespit edildi (Robles-Aguila vd. 2017). Yine 1384 cm™’de NO5™ grubuna ait belirlenen
karakteristik bant biitiin numunelerde mevcuttur (Pattanayak vd. 2007). Son olarak biitiin
orneklerde tespit edilen 1637 ve 3462 cm™'’deki bantlar adsorbe edilen H,O molekiillerine
aittir (Wang vd., 2011; Torabinejad vd., 2014).
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Sekil 3.6. Sentezlenen HAp 6rneklerinin 28 giin SBF sonrast FT-IR analiz grafigi.

Sekil 3.6’da 28 giin SBF igerisinde kalan numunelerin FT-IR spektrumlar1 yer
almaktadir. Biitlin numuneler i¢in PO;’ grubuna ait olan bantlar 474, 569, 502, 961, 1042

ve 1090 cm™!"de tespit edildi(Mabilleau vd. 2010; Mansour vd. 2017). 633 ve 3570

cm!”de biitiin numuneler i¢in OH grubuna ait bantlar gozlendi (Robles-Aguila vd. 2017).
NO~ grubuna ait bant yine biitiin numuneler igin 1384 cm™’de belirlendi (Pattanayak vd.,
2007). Son olarak 1637 ve 3460 cm™’deki bantlar adsorbe edilen H,O molekiilleri i¢in
biitiin 6rneklerde tespit edildi (Wang vd., 2011; Torabinejad vd., 2014).

Biitlin bu sonuglar 1518inda SBF igerisinde sirasiyla 14 ve 28 giin bekletilen HAp
numunelerinin yapay viicut sivisindan herhangi bir etkilenmeye maruz kalmadigi,
karakteristik ~ fonksiyonel grup bantlarinin  biitin = 6rneklerde  korunmasindan
anlagilmaktadir. Bu durumda {irettiimiz HAp numunelerinin kararli bir yapiya sahip

olduklar1 sdylenebilir.
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3.3. Morfolojik Incelemeler

Sentezlenen her bir numuneye ait taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiisii ve
bu goriintii alinan bolgelere ait enerji dagilimli X-151m1 (EDX) spektrumlari, Sekil 3.7-
3.9’da gosterildigi gibidir. SEM goriintiileri incelendiginde sentezlenen her bir numunenin
hem SBF oOncesi hem de SBF sonrasinda birbirine yakin goézeneklere sahip kiigiik
tanecikler seklinde oldugu ve SBF sonrasinda da herhangi bir morfolojik degisimin
olmadig1 anlagilmistir. Ayrica SEM goriintiisii alinan numunelerin EDX analiz raporlar1 da
sentezlenen numunelerin hem SBF Oncesinde hem de SBF sonrasinda herhangi bir

safsizlik tasimadiginin kanitini isaret etmektedir.
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sonuglart.

31



20
20
20

16
16
18

o
14
4

T
12
12

12

10
keV
10
keV

10
keV

71

8
8
;

zn

Sekil 3.9. Sentezlenen HAp &rneklerinin 28 Giin SBF sonrasi SEM goriintiileri ve EDX analiz

sonuglari.

32



3.4. Antimikrobiyal Aktivite

Herhangi bir malzemenin viicut i¢ine implantasyonu sirasinda ve sonrasinda
karsilagilan iki 6nemli problem vardir. Bunlardan birincisi implanta karsi viicutta olusan
inflamatuar  yanit, ikincisi ise implantin yiizeyine kontamine olan tehlikeli
mikroorganizmalarin cerrahinin erken safhalarinda enfeksiyona neden olmasidir. Bu iki
durumda da cerrahi sonrasi enfeksiyon implantin viicuttan uzaklastirilmasi i¢in ikinci bir
cerrahi operasyona neden olabilmektedir (Sahni vd., 2013). Bu nedenle arastirmacilar artik
biyoaktiflik, biyouyumluluk vb. o0zelliklerin yaninda {rettikleri biyomalzemenin
antimikrobiyal aktiviteye de sahip olmasini tercih etmektedirler.

Uretilen HAp numunelerine ait antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Tablo 5.2°de
gosterilmistir. Buna gore iretilen biitin HAp numunelerinin antimikrobiyal aktiviteye

sahip olduklar1 saptanmistir.

Tablo 3.2. Uretilen HAp &rneklerinin antimikrobiyal aktivite sonuglar1 (mm zone)

Mikroorganizma/Numune CTS1 CTS2 CTS3 CTS4
Escherichia coli 12 16 16 17
Staphylococcus aureus 12 14 13 13
Candida albicans 12 15 15 16

Not: Orneklerin gap1 11 mm

Uretilen numunelerin sahip olduklari antimikrobiyal etkinligin ¢inko katkilanmasina
bagli oldugu diistiniilmektedir. Ciinkii ¢inko iyonlarinin sagladigi antimikrobiyal etkinlik
i¢in lic ana mekanizma ileri siiriilmiistiir: Birincisi, Zn iyonlar1 mikroorganizmada bulunan
baz1 proteinlere baglanarak onlar1 etkisiz hale getirebilir. Ikincisi, Zn iyonlar1 yapisal
degisim ve gecirgenligi saglayan mikrorganizmalarin membrani ile etkilesime girerek
onlarin etkinligini bozabilir. Ugiincii ve son olarak ise Zn iyonlar1 mikroorganizmanin
niikleik asitleriyle etkilesime girerek mikrobiyal ¢ogalmayi engelleyebilir (Atmaca vd.,
1998; Kim vd., 1998; Tank vd., 2014).

Zn katkilanmis HAp Orneklerinin antimikrobiyal aktiviteleri ile alakali caligsmalar
incelendiginde Chung vd., (2005) Streptococcus mutans bakterisi iizerinde; Radovanovic
vd., (2012) S. aureus, E. coli, P. aeruginosa ve C. albicans mikroorganizmalari iizerinde;
Samani vd., (2013) metisilin direngli S. aureus bakterisi iizerinde; Tank vd., (2014)

Micrococcus luteus, S. aureus, Bacillus cereus, Shigella felxneri bakterileri iizerinde;
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Predoi vd., (2017) E. coli ve S. aureus bakterileri lizerinde; Alioui vd., (2019) ise E. coli,
Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus, B. subtilis, C. albicans ve Aspergillus
niger mikroorganizmalar1 iizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklarini tespit

etmislerdir.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu calisma sonunda, sol-jel metoduyla {iiretilen Zn esasli ve kitosan katkilit HAp

numunelerinin kristal yapisi, fonksiyonel gruplari, morfolojileri, antimikrobiyal aktiviteleri

incelendi ve bu oOzelliklere yapay viicut sivisi iginde bekletilmenin nasil bir etki

yapabilecegi arastirildi. HAp lretiminin maliyet, biyoaktivite, antimikrobiyal aktivite,

biyouyumluluk, yapay viicut sivist (SBF) icinde bekletilmekten etkilenme durumu vb.

ozellikleri iiretilen HAp numunelerinin karakteristik durumunu belirledigi gibi, bu iiretilen

HAp numunelerinin tercih edilmesini ve/veya kullanimimi da belirlemektedir. Sonug

olarak:

Sol-jel metodu kullanilarak diisiik maliyetli HAp numunelerinin
sentezlenmesinin miimkiin oldugu belirlenmistir.

Kitosan katkisinin ve SBF’de bekletilmenin HAp numunelerinin orgii
parametresinde ve kristallesme yiizdesinde degisikliklere neden oldugu
saptanmistir.

Sentezlenen HAp numunelerinin antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari
gozlenmistir.

Uretilen numunelerin seri olarak ve SBF icinde bekletilmelerine ragmen
benzer morfolojilere sahip olduklar1 gézlenmistir. Numunelerde herhangi bir
safsizlik ve/veya kalinti tespit edilmemistir.

Ayrica iiretilen bu HAp numunelerinin in vivo ortamda davranislarinin
anlasilmasi i¢in deney hayvanlarina implante edilerek patolojik etkilerinin

incelenmesi ve agikliga kavusturulmasi yeni bir caligmanin konusu olabilir.
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