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OZET

Doku miihendisligi ve yenileyici tip alaninda, hasar gérmiis kemik dokularinin onarim ve
yenilenmesi uygulamalari i¢in yenilik¢i biyomimetik ve biyoaktif biyomalzemelere olan
ihtiyag giderek artmaktadir. Bu amagla kullanilan biyomalzemeler arasinda dogal polimer
bazli hidrojeller ve skafoldlar, biyouyumlu ve biyobozunur olmalar1 ayn1 zamanda hiicre
proliferasyonu ve doku biitiinliigiinii destekleyici 6zellikleri sayesinde 6n plana
cikmaktadir. Uretilen skafoldlarin hiicrelerin tutunmasi, ¢ogalmasi ve kan akis1 gibi
yasamsal devamliliga uygun, gézenekli ve dogal kemik dokusuna benzer yapida olmasi
gereklidir. Kemigin inorganik bilesiminde bulunan kalsiyum fosfat bilesigi olan
hidroksiapatit (HA), biyouyumlulugu ve biyoaktif 6zellikleri nedeniyle kemik dokusunun
onarimi ve yenilenmesi i¢in dolgu malzemesi ve skafold olarak siklikla kullanilan
biyoseramik bir malzemedir. Ancak sentetik olarak iiretilen HA’nin yiiksek kristalin
stabiliteye sahip olmasi biyo¢oziiniirliigiinii kisitlayarak doku onariminin uzamasina
neden olmaktadir. Bu nedenle HA nin biyog¢dziiniirliigiinii arttirict, dogal kemik yapisinda

yer alan iyonlar1 iceren ¢esitli iyon katkilt HA formlar1 arastirilmaktadir.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda uygun matris malzemesi olarak biyouyumlu yapisi,
ekstraseliiler matrise (ECM) benzer morfolojisi ve jel olusturabilme yetenegi nedeniyle
dogal bir polisakkarit olan aljinat (Alg) temelli hidrojel skafoldlar kemik yenilenmesi ve
ilag salinim uygulamalar1 icin arastirilmistir. Aljinat polimer matrisli skafoldlar
hidroksiapatit temelli biyoseramikler ile katkilandirilmistir.  Hidroksiapatitin
biyo¢dziiniirligiinii ve biyoaktivitesini arttirmak i¢in iceriginde zengin silikat iyonlari
iceren bir aliimina silikat minerali dogal pomza (PM) minerali HA’nin igerisine

katkilanarak skafold formlarinda kullanilmistir. %7,5 PM katkili HA ve saf HA tozlarinin
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sentezi yapilarak 1100°C’de sinterlenmistir. Sinterlenen biyoseramik tozlari, freeze-
gelation metoduyla aljinat polimer matrisi ile birlestirilerek ¢capraz bagl poroz skafoldlar
sentezlenmistir. PM katkilt HA ile entegre edilmis skafoldlara antibakteriyel ajan olarak
Teikoplanin etken maddesini igeren Targocid ilaci entegre edilmistir. Bu Teikoplanin
yiklii Aljinat matrisli mineral katkili skafoldlar asamali ilag salinim mekanizmasiyla
kemik rejenerasyonlar1 ve tedavisi i¢in antibakteriyel oOzellikte gelistirilmistir.
Gelistirilen kompozit skafoldlar; morfolojik, kimyasal, termal ve biyolojik (in-vitro sisme
davranigi, biyoaktivite, antibakteriyel etkinlik ve biyouyumluluk) analizleri ile
karakterize edilmistir. Aljinat matrisli pomza katkis1 yapilmig hidroksiapatit (Alg-HA-
PM) skafoldlarda hiicresel aktiviteleri destekleyici birbirlerine bagli gézenek yapisi
gbzlemlenmistir. Pomza ilavesi, HA’nin yiiksek kristalin stabilitesini azaltarak yeniden
minerallesme yetenegini arttirmistir. Teikoplanin entegre edilmis skafoldlar disk diflizyon
yontemi ile gerceklestirilen antibakteriyel testlerde gram negatif: Escherichia coli (E.coli)
ve gram pozitif: Staphylococcus aureus (S. Aureus) bakteri tiirlerine kars1 antibakteriyel
etkinlik gostermistir. Gelistirilen bu skafoldlar, yiliksek biyoaktivite, uygun morfolojik
yapt diisiik sitotoksisite ve antibakteriyel etkinlikleri nedeniyle kemik enfeksiyonlari
tedavisinde ilag salinim1 gergeklestirerek doku yenilenmesini tesvik edici uygulamalarda

yiiksek kullanim potansiyeline sahip olacagi ongdriilmektedir.

Anahtar kelimeler: Aljinat, Biyomalzemeler, Doku Miihendisligi, Hidroksiapatit,

Pomza.

Tez Damsmani: Dr. Ogr. Uyesi Fatma Zehra KOCAK
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ABSTRACT

In the field of tissue engineering and regenerative medicine, the need for innovative
biomimetic and bioactive biomaterials for repair and regeneration of damaged bone
tissues is increasing. Among the biomaterials used for this purpose, natural polymer-
based hydrogels and scaffolds stand out due to their biocompatibility and biodegradability
as well as their properties supporting cell proliferation and tissue integrity. The produced
scaffolds should be porous and have a structure similar to natural bone tissue which is
suitable for vital continuity, such as cell adhesion, proliferation and blood flow.
Hydroxyapatite (HA), a calcium phosphate compound found in the inorganic composition
of'bone, is a bioceramic material frequently used as a filler material and scaffold for repair
and regeneration of bone tissue due to its biocompatibility and bioactive properties.
However, the high crystalline stability of synthetically produced HA limits its
biodegradability and causes tissue repair to be prolonged. Therefore, various ion-doped
HA forms containing ions found in natural bone structure to increase the biodegradability

of HA are being investigated.

Within the scope of this thesis study, hydrogel scaffolds based on alginate (Alg), a natural
polysaccharide due to its biocompatible structure, extracellular matrix (ECM)-like
morphology and gel-forming ability, were investigated for bone regeneration and drug
delivery applications as a suitable matrix material. Alginate polymer matrix scaffolds
were doped with hydroxyapatite-based bioceramics. In order to increase the
biodegradability and bioactivity of hydroxyapatite, an alumina silicate mineral, natural
pumice (PM) mineral containing rich silicate ions was doped into HA and used in scaffold

forms. 7.5% PM-doped HA and pure HA powders were synthesized and sintered at
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1100°C. Sintered bioceramic powders were combined with alginate polymer matrix by
freeze-gelation method to synthesize cross-linked porous scaffolds. Targocid drug
containing Teicoplanin active ingredient as an antibacterial agent was composed into
scaffolds integrated with PM doped HA. These Teicoplanin loaded alginate matrix
mineral doped scaffolds were developed with antibacterial properties for bone
regeneration and treatments with a gradual drug release mechanism. The developed
composite scaffolds were characterized by morphological, chemical, thermal and
biological (in-vitro swelling behavior, bioactivity, antibacterial activity and
biocompatibility) analyses. Interconnected porous structure supporting cellular activities
was observed in alginate matrixed pumice doped hydroxyapatite (Alg-HA-PM) scaffolds.
Pumice addition decreased the high crystalline stability of HA and increased its
remineralization ability. Teicoplanin integrated scaffolds have shown antibacterial
activity against gram negative: Escherichia coli (E. coli) and gram positive:
Staphylococcus aureus (S. Aureus) bacterial species in antibacterial tests performed by
disk diffusion method. These developed scaffolds are expected to have high potential for
use in the applications promoting tissue regeneration by providing drug release in the
treatments of bone infections due to their high bioactivity, suitable morphological

structure, low cytotoxicity and antibacterial activity.
Keywords: Alginate, Biomaterials, Tissue Engineering, Hydroxyapatite, Pumice.

Thesis Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Fatma Zehra KOCAK
Page Number: 92
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1. BOLUM
GIRIS

1.1. Amac¢ ve Kapsam

Insan viicudunda zarar géren veya fonksiyonlarmi kaybetmis dokularin onarmmi ve
yenilenmesi i¢in ¢esitli tedavi yontemleri bulunmaktadir. Bu yontemler otogreft, allogreft
ve xenogreft olmak iizere li¢ farkli sekilde gruplandirilir. Ayn1 kisiden alinan dokunun
baska bolgeye nakledilme uygulamasina otogreft, iki farkli kisi arasinda gergeklestirilen
doku nakline allogreft ve farkl: tiirler arasinda gerceklestirilen doku nakline ise xenogreft
denilmektedir (Inan ve Goktiirk, 2011). Y&ntemlerin avantajlarna ragmen doku
uyusmamasi, enfeksiyon riski, dondr bulma sikintis1 ve cerrahi islem gerekliligi gibi bazi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu tedavi yontemlerinde goriilen olumsuzluklar1 ortadan
kaldirmak amaciyla yenilik¢i biyomalzemelere duyulan gereksinim giderek artmaktadir.
Son zamanlarda gelistirilen biyomalzemeler morfoloji, yapi, bilesim ve dayanim
yoniinden dogal dokuya benzer (biyomimetik), doku ile biyouyumlu ve islevselligi
yiiksek fonksiyonel malzemeler olarak tasarlanip uygulanabilmektedir. Kemik dokusu,
kolajen temelli organik bilesenler ile inorganik apatit mineralleri ve su bilesenlerinden
olusan bir dizilime sahip kompozit bir yapidadir. Kemikler, icerisinde kan akis1 ve
metabolik faaliyetler gibi yasamsal aktivitelerin devam etmesine olanak saglayan
birbirleriyle baglantili ¢esitli boyutlarda porlar igermektedir (Dorozhkin, 2011). Kemik
dokusu hayat boyu kendini yenileyerek iyilesme yetenegine sahiptir. Fakat ytiksek
boyutta kemik hasarlarinin iyilesmesi i¢in gerceklestirilen klinik tedaviler basarisiz
olabilmekte ya da tehlikeli sonuglara neden olabilmektedir. Yenileyici tip alaninda hiicre,
ilag, biiylime faktorii vb. biyoaktif ajanlardan yardim alinarak ii¢ boyutlu kat1 veya poroz
yapilarda ya da enjekte edilebilir formlarda skafoldlar iiretilebilmektedir. Bu sayede
skafoldlar yalnizca fiziksel ve mekanik bir destek olmanin yaninda hiicre aktivitelerini
yoneterek, ekstra-selliiler matris (ECM) fretimini saglayabilmektedir. Dolayisiyla,
biyoaktif ve biyobozunur skafoldlar dogal dokunun yenilenmesini tesvik etmesinin
yaninda biyolojik olarak bozunarak zamanla viicuttan atilabilme potansiyeline sahiptir

(Holzwarth ve Ma, 2011).

Biyouyumlu ve biyobozunur polimer matris icerisine biyoseramiklerin entegre edildigi

kompozit skafoldlar biyomimetik 6zellikleri sayesinde kemik yenilenmesi ve onariminda
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umut verici biyomalzemelerdir. Dogal polimerler arasindan aljinat (Alg), deniz
yosunlarinda ve toprak bakterilerinde yer alan guluronik asit ve manuronik asit i¢ceren
lineer kopolimer bir polisakkarittir (Draget ve Taylor, 2011). Aljinat, dogal ECM yapisina
benzer icerigi ve morfolojisi, biyouyumlu olusu, kolay elde edilebilir olmas1 ve ¢apraz
bagli hidrojel olusturma oOzellikleri nedeniyle ¢esitli biyomedikal uygulamalarda
kullanilmaktadir. Aljinat matrisli kalsiyum fosfat temelli kemik ¢imentosu formlarinin in-
vitro mineralizasyonu tetikledigi goriilmiistiir. Ayrica, in-vivo deneylerde biyobozunma
gostererek iyi bir osteointegrasyon saglamis ve yeni kemik olusumuna neden olmustur

(Cardoso vd., 2014).

Hidroksiapatit (HA), kemigin temel bilesiminde yer alan bir kalsiyum fosfat bilesigidir.
Biyoaktif 6zellikleri sayesinde kemik doku onarimi ve yenilenmesinde oldukc¢a 6nemli
bir yeri vardir. Biyolojik olarak, kemik hiicresi olusumunu saglayici osteoindiiksiyon,
biyoaktif baglanma 6zelligi sayesinde osteokondiiktif ve yeni kemik olusumunu tesvik
ederek kemiklerin hizli bir sekilde iyilesmesine destek olmaktadir (Kumar vd., 2015). Bu
nedenle, hidroksiapatit kemik dolgu malzemesi, implant kaplamasi ve ila¢ salimi gibi
genis bir alanda biyomalzeme olarak kullanilmaktadir. Ancak sentetik iiretilen
hidroksiapatitin olduk¢a yiliksek kristalin kararliliga sahip olmasi, viicuttaki
¢Oziiniirliglini kisitlamakta ve bu sebeple biyoaktif 6zelligi ve kemik yenilenmesindeki
yetenegini diisiirmektedir. Kemigin inorganik kismini olusturan biyolojik apatit SiO4*,
COs%, Zn*", Mg?*, Na*, K*, F~ ve CI" gibi pek ¢ok eser miktarda iyon katkis1 igermektedir
(Kannan vd., 2006). Bu iyonlar ¢esitli biyolojik fonksiyonlarinin yaninda hidroksiapatitin
kristal yapisi, termal davranist ve biyolojik olarak ¢oziiniirliigii gibi bir¢ok fonksiyonu
etkilemektedir (Juhasz ve Best, 2012). Bu nedenle kemik onarimi ve yenilenmesinde
hidroksiapatitin farkli iyon katkilart ile iiretimi konusunda caligmalar bulunmaktadir
(Bang vd., 2014; Landi vd., 2006). Silisyum iyonu kemik mineral dengesi ve iskelet
saglig1 konusunda 6nemli elementlerden bir tanesidir. insan viicudunda silisyum bircok
dokuda ¢esitli oranlarda bulunmaktadir. Silisyumu yapisinda bulunduran silikat anyonu
(Si04*) hidroksiapatitin kristal yapisinda bulunan fosfat (PO4>") iyonu ile yer degistirerek
apatitin tane boyutunu azaltarak ¢6ziiniirliigiinii ve bag dokularin (kemik ve kikirdak gibi)
dayanimlarimi arttirmaktadir (Pietak vd., 2007). Yapilan arastirmalarda silisyumun
osteoblastlarin biiyltimesini ve farklilasmasini saglamasinin yaninda alkalin fosfataz ve

osteokalsin etkinligini arttirarak kemik olusumunu hizlandirdig: bildirilmektedir (Reffitt
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vd., 2003). Yiiksek miktarda silisyum i¢eren biyocamlarin ve polimer kompozit yapilarin
osteojenez siirecine ve kolajen iiretimine katki sagladigi bildirilmektedir (Lu vd., 2003).
Ayrica silikat icerikli Ca-Si ya da Ca-Mg-Si temelli biyoseramiklerin kemik doku
mithendisligi uygulamalarinda osteojenik ozelliklerin yaninda kemik yenilenmesinde
hayati 6neme sahip olan angiojenez prosesini yani var olan damarlardan yeni kan damar
aglar1 olusumunu tesvik ettigi yoniinde bazi literatlir caligmalar1 bulunmaktadir ( Li ve

Chang, 2013; Xia vd., 2016; Zhai vd., 2012).

Pomza (PM), volkanik faaliyetler sirasinda piiskiiren lavlarin hizli sogumasiyla olusan
dogal bir mineraldir. Silikat¢a zengin bir alliminasilikat bilesigi olan pomza, hafif ve
poroz yapiya sahiptir. Kimyasal yapisinda %60-75 civarinda silikat ve %13-17 civarinda
alimina ve eser miktarlarda diger element oksitlerinden; sodyum, potasyum,
magnezyum, demir, kalsiyum gibi iyon katkilarin1 bulundurmaktadir (Li vd., 2010).
Genis ylizey alan1 ve gozenekli yapisi sayesinde yiiksek adsorpsiyon kapasitesine sahiptir.
Pomza kolay elde edilebilir ve ekonomik olmasi nedeniyle insaat, tarim, tekstil ve kimya
gibi farkl sektorlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica, pomza biyouyumlu olmasi,
toksik olmamasi ve yiiksek adsorpsiyon kapasitesinden dolayr biyoteknolojik
uygulamalarda kullanim potansiyeline sahiptir. Pomza minerali 6zellikle yiiksek sertligi
ve poroz yapisi ile kemige benzer morfolojik ve biyomimetik element icerigi sayesinde
ozellikle kemik onarimi ve yenilenmesinde potansiyeli yiiksek olan bir malzeme olarak

diistiniilmektedir.

Sitrat, %80 oraninda kemigin yapisinda depolanir ve kemigin organik fazinin igerisinde
yaklasik %1-5 oraninda bulunmaktadir. Kemik yenilenmesinde ve viicuttaki metabolik
islevlerin diizenlenmesinde sitratin 6nemli bir yeri vardir. Kemik yenilenmesinde sitratin
gorevleri sunlardir; kalsiyum ve fosfatin birikme hizin1 azaltir, HA kristallerinin
cekirdeklenme prosesini destekler ve hidroksiapatit kristallerine kuvvetli bir sekilde
baglanarak kristallerin biiytimesini kisitlar. Sitrat sayesinde yeterli biiytikliikte ve kararl
HA kristalleri elde edilerek kemik dokusunun olusumuna katkida bulunulur. Kisacasi
sitrat kemigin kararliligi, dayaniklilig1 ve kirilma direnci gibi mekanik 6zelliklerinin
korunmasi i¢in hidroksiapatitin 6nemli bir pargasidir (Liu vd., 2024; Ruiz-Agudo vd.,

2021; D Sun vd., 2014).



Bu ¢alismada hidroksiapatitin biyoc¢oziiniirliigli giiclendirilerek kemik yenilenme hizini
arttirmak icin yliksek oranda silikat igerikli pomza minerali hidroksiapatite katki olarak
kullanilmistir. Sol-jel yontemi ile biyomimetik hidroksiapatitin iiretimi sirasinda dogal
mikronize pomza ilave edilerek 1100°C’de sinterleme islemi sonrasi {retilerek
karakterize edilmistir. Bu sayede PM katkili iiretilen HA’min yiiksek stabilitesi
disiiriilerek yiiksek biyocoziintirliik ve biyoaktiviteye sahip yeniden minerallesme orani
yiiksek apatit yapilar1 olusturmak amaclanmistir. Uretilen saf ve PM katkii HA
biyoseramik tozlar1 suda ¢oziinebilen aljinat polimer matrisi igerisine karistirma yoluyla
birlestirilerek freeze-gelation metodu kullanilarak aljinatin fiziksel yolla ¢apraz bagh
hidrojel olusumunun saglandig1 disk seklinde poroz skafoldlar iiretilmistir. Polimer
matrisi icerisinde hidroksiapatitin homojen dagilimini saglamak, biyouyumlulugun,
biyobozunmanin ve biyoaktivitenin arttirilmasi1 amaciyla sitrat ilavesi gergeklestirilmistir.
Pomza katkili HA entegre edilmis kompozit skafoldlar iizerine Teikoplanin etken
maddesini igeren antibiyotik ilag entegresi emdirme yolu ile gergeklestirilmistir. Aljinat
matrisli saf ve PM katkil1 HA ilagh ve ilagsiz numunelerin kimyasal, morfolojik, termal
ve biyolojik analizleri detayli olarak gerceklestirilmistir. Numunelerin morfolojik
ozellikleri taramali elektron mikroskobu (SEM), kimyasal 6zellikleri X-1s1n1 kirinimi
(XRD), fourier doniisiimlii kizilotesi (F-TIR), enerji dagilimi X-151n1 (EDX) ve termal
ozellikleri termogravimetrik analiz/diferansiyel termal analiz (TGA/DTA) teknikleri
kullanilarak karakterize edilmistir. Skafoldlarin biyolojik testleri kapsaminda in-vitro
sisme testleri fosfat tuz tampon (PBS) soliisyonu icerisinde, biyoaktivite testleri ise
laboratuvarda hazirlanan yapay viicut sivis1 (SBF) ortaminda 37°C’de inkiibasyon yolu
ile gerceklestirilerek agirlik olctimleri ve morfoloji analizleri gerceklestirilmistir.
Skafoldlarin antibakteriyel etkinlik testi disk difiizyon yontemi ile Escherichia coli
(E.coli) ve Staphylococcus aureus (S. Aureus) bakteri kiiltiirleri kullanilarak
incelenmistir. Biyouyumluluk testleri kapsaminda in-vitro sitotoksisite testleri
skafoldlarin ekstraksiyon metodu ile hiicre canliligi (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide) insan osteoblast hiicreleri kullanilarak gergeklestirilmistir.

Arastirma sonuglarina gore %7,5 pomza katkili HA numunesinde bulunan mikroyapi
ozelliklerinin kemik onarimi ve yenilenmesi siirecinde istenilen hiicrelerin tutunmasi, gog¢
etmesi ve kan akis1 gibi metabolik faaliyetler acisindan elverigli bir yap1 olusturdugu

gozlemlenmistir. Pomza katkili HA toz partikiillerinin poroz ve birbirine baglantili yapilar
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seklinde aljinat polimer matrisi lizerinde farkli bolgelerde dagildig:r goriilmiistiir. Ayni
zamanda ila¢ entegresi yapilmis numunelerin Teikoplanin etken maddesi sayesinde
bakterilere kars1 belirli miktarda Onleyici zon olusturarak antibakteriyel etkinlik
sergiledigi goriilmiistiir. Pomza katkilt hidroksiapatit tozlar1 kullanilarak gozenekli
yapida, igerisinde hiicresel faaliyetlerin kolay gergeklestirilebilecegi ve biyolojik
¢Oziinlirligln arttirlldig1 kemik yenileme kapasitesi arttirilmis aljinat matrisli kompozit
skafoldlar gelistirilmistir. Bu antimikrobiyal ila¢ entegre edilen kompozit
biyomalzemelerin kemik enfeksiyonu tedavisinde kemik yenilenmesini tesvik edici
tedavi araglar1 olarak klinik uygulamalarda kullanim potansiyeli olan bir aday olarak
ongoriilmektedir. Ayrica Teikoplanin entegre edilmis aljinat matrisli pomza katkili poroz
skafoldlar1, asamali antibiyotik salimi ile enfeksiyon risklerine karsi etkin bir tedavi

saglayarak komplikasyonlarin olugsmasinin 6niine gegcmesi amag¢lanmaktadir.



2. BOLUM
LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Kemigin Yapisi ve Ozellikleri

Kemik, iskelet sistemini olusturan bir bag dokusudur. Viicuda destek vermek, hareket
etmesini saglamak ve organlari korumak gibi cesitli 6zelliklere sahip olan iskelet
sisteminin en 6nemli yapitasidir. Organik ve inorganik kisimlardan olusan kompozit bir
yapidadir ve kemigin inorganik kismini temel olarak bir kalsiyum fosfat bilesigi olan
hidroksiapatit olustururken, organik kismini ise kolajenler olusturmaktadir (Logeart-
Avramoglou 2005). Kemigin inorganik fazinda hidroksiapatitin kristal yapisinda
karbonat, silikat, magnezyum, potasyum, sodyum, gibi ¢esitli iyonik mineraller de yer
almaktadir. Hidroksiapatit kristalleri, kolajen liflere siki bir sekilde tutunarak HA
kristallerinin ve kolajen liflerin sabit kalmasi saglanir. Bu tutunma sayesinde kemik

gerilmelere kars1 direng kazanir (Sahar vd., 2005) .

Kemigin diger bileseni olan organik fazini yiiksek oranda (%95) tip-1 kolajen, kalan
kiigtik kismini ise proteoglikanlar, glikoproteinler, biiylime faktorleri gibi kolajen
icermeyen proteinler olusturur. Kolajen, dokularin biitiinliigiinii saglayan bir proteindir
ve kemigin lifli yapisinin olugsmasini saglar. Kolajen ve hidroksiapatit kemige sertlik ve

mukavemet kazandirir (Sadat-Shojai vd., 2013) . Kemigin hiyerarsik yapis1 Sekil 2.1.’de

gosterilmistir.
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Sekil 2.1. Kemigin hiyerarsik yapisi (Sadat-Shojai vd., 2013)



Kemigin yapisinda osteoblastlar, osteositler ve osteoklastlar olmak iizere {i¢ temel hiicre
tipi mevcuttur. Bu hiicreler kemik olusumunda ve kemigin yeniden modellenmesinde rol
alirlar. Osteoblastlar, mezenkimal kok hiicrelerinin bir tiirtidiir ve kemigin olusumunu,
yeniden sekillenmesini saglayan hiicrelerdir. Osteoblastlar, kemigin organik fazinin
biiylik oranini olusturan tip-1 kolajeni ve biliylime faktoriinii sentezler. Sentezlenen tip-1
kolajen ve biiyiime faktorii kemik olusumunu hizlandirdig: belirtilmektedir (Katsimbri,

2017).

Osteoklastlar, hareketli ve kemik rezorpsiyonunu gerceklestiren hiicrelerdir. Osteoklastlar
ve osteoblastlar kemigin sekillenmesinde rol alirlar. Hormonsal uyarilara hassas hiicreler
olan osteoklastlarin kemik hiicreleri yikimi farkli hormonlarin (kalsitonin, Parathormonu
vb.) kontroliindedir. Osteositler, kemik canlilig1 i¢in 6nemli olan dallanmis sekle sahip
hiicrelerdir. Dallanmis sekli sayesinde kemikte bulunan kalsiyumun kana iletiminde,
viicut stvisinda bulunan kalsiyum miktarinin degismesinde ve kemigin yenilenmesinde

gorev alir (Katsimbri, 2017).
2.2. Kemik Cesitleri

Kemik dokusu, kortikal ve trabekiiler (siingerimsi) kemiklerden olusmaktadir. Iskelet
sisteminin %80’inde kortikal kemik, %20’sinde ise trabekiiler kemik bulunur (Salgado
vd., 2004). Kortikal kemik sert bir yapiya sahiptir ve kemigin dis kisminda bulunan kabuk
gorevini goriir. Trabekiiler kemik ise gozenekli bir yapiya sahiptir ve kemigin i¢ kisminda
yer alir. Kortikal kemik, kemigin mekanik 6zelliklerini desteklerken; trabekiiler kemik

ise metabolik aktivitelerde gorev alir (Martin vd., 2015).
2.2.1. Kortikal (s1ki) kemik

Kortikal kemik, sert bir yapiya sahiptir. Trabekiiler kemik, kemigin i¢ bdliimiinde
bulunurken kortikal kemik ise dis boliimiinde bulunmaktadir (Kocak, 2021). Kemigin
kabuk gorevini iistlenen kortikal kemik ayn1 zamanda uzun kemiklerin saft kisminda ve
omurgada bulunur. Kemigin mikro yapisi Sekil 2.2.°de gosterilmistir. Bu kemigin
yapisina bakildiginda, osteonlardan, osteonlarin merkezinde bulunan havers
kanallarindan, bu kanallarin ¢evresini saran lamellerden, lamellerin i¢erisinde bulunun
lakiin ve kanalikiillerden olusur. Osteosit bulunduran bosluklar lakiinalar, kanalikiili ise

lakiina ve havers kanallar1 arasindaki iletisimi saglayan kiiglik kanallardir. Havers



kanallar1 birbirleriyle iletisimi kemik iligi ve volkman kanallar1 ile saglamaktadir (Martin

vd., 2015).
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Sekil 2.2. Kemigin mikroskobik yapisi (Tuncay, 2013)

2.2.2. Trabekiiler (siingerimsi) kemik

Trabekiiler kemik, gézenekli bir yapiya sahip oldugu i¢in siingerimsi kemik olarak da
bilinmektedir. Uzun kemiklerin ug¢ bolgelerinde ve yassi kemiklerin i¢ kisminda bulunur.
Kortikal kemik %5-10 gozeneklilige sahipken trabekiiler kemik ise %75-90 oraninda
yuksek bir gozeneklilige sahiptir (Salgado vd., 2004). Trabekiiler kemik birbirleri ile
baglantili trabekiilerden olusur. Trabekiilerin arasindaki gozeneklerde ise kemik iligi

bulunmaktadir (Martin vd., 2015).

2.3. Kemik Olusumu (Ossifikasyon)

Ossifikasyon, kemiklesme olarak da bilinmektedir. Osteoblastlar sayesinde kemigin
olugmasina ossifikasyon denir. Kemiklesme, endokondral ve intramembrandz olarak iki
sekilde siniflandirilir. Her iki ossifikasyon sonucunda ilk olarak primer (olgunlasmamis)

kemik dokusu olugsmaktadir (Yang vd., 2012).
2.3.1. intramembranéz ossifikasyon

Intramembrandz ossifikasyonda kemik olusumu fibréz membranlarda gerceklesir. Yassi

kemikler, kafatasi kemikleri, mandibula ve klavikula intramembrandz ossifikasyon
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sonucunda sekillenir. Kemik olusumu i¢in intramembrandz ossifikasyonda mezengimal
hiicreler bir araya gelerek ossifikasyon merkezi olusturur. Daha sonra bir araya gelen
mezensimal hiicreler, osteoblastlara doniistiikten sonra osteosit salgilayarak kemik
matriksinin sertlesmesini saglar. Osteositler kemik olusturmak icin kalsifiye olur ve
periosteum sekillenmeye baglar. Periosteum sekillenerek kemik olusumu gergeklesir

(Insal ve Piskin, 2017).
2.3.2. Endokondral ossifikasyon

Endokondral ossifikasyon sonucunda ilk olarak kikirdak olusur daha sonra kikirdagin
yerini kemik dokusu alir. Yass1 kemikler, kafatas1 kemikleri, mandibula ve klavikula
disinda kalan uzun kemikler endokondral ossifikasyon ile olusur. Bu ossifikasyon
cesidinde kemik olusumu hyalin kikirdakta gergeklesir. Intramembrandz ossifikasyonda
mezensimal hiicreleri osteoblast olarak farklilasirken, endokondral ossifikasyonda
mezensimal hiicreleri kikirdak olusturacak kondrablastlara doniisiir. Farklilasan
kondrositler hyalin kikirdagin modelini olusturmaya baslar. Diafiz bodlgesinde
gerceklesen ossifikasyona primer ossifikasyon, epifiz bdlgesinde gergeklesen
ossifikasyona ise sekonder ossifikasyon denir. Bu bolgelerde mezensimal hiicreleri
osteoblastlara ve kondrablastlara dontiserek kalsifikasyon baslamis olur. Kalsifikasyon
sonucunda hyalin kikirdaktaki besinlerin gegisine izin verilmediginden dolay1
kondrositler 6lmektedir. Daha sonra diafiz bdlgesinde kan damarlarinin yerlesmesini
saglayacak sekilde bosluklar olusur. Hyalin kikirdak siingerimsi kemige farklilagirken
kan damarlar1 olusan bosluklardan igeri girerler. Siingerimsi kemigin ¢evresinde yogun
ve diizensiz sekilde periosteum olusur. Periosteum sekillenir ve kemik olusumu

tamamlanir (Insal ve Piskin, 2017; Mackie vd., 2008).

2.4. Kemigin Yeniden Sekillenmesi (Remodeling)

Kemiklerin fizyolojik faktorlere ve mekanik kuvvetlere gosterdigi direng sonucunda sekil
degistirmesine kemigin sekillenmesi veya modellenmesi denir. Kemigin yeniden
sekillenmesi, zarar goren kemiklerin onarimi ve kemik yapisinin korunmasi igin
gereklidir. Ergenlik doneminde baslayan kemigin yeniden sekillenmesi hayat boyunca

devam eden bir siirectir (Clarke, 2008; Insal ve Piskin, 2017).

Kemigin yeniden sekillenmesi, osteoblastlar ve osteoklastlarin faaliyetleri sayesinde

saglanir. Kemik yapimi birincil ve ikincil ossifikasyon ile gerceklesir. Birincil
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ossifikasyon kolajen fibril toplulugunun olusturdugu kikirdak bolgesinde meydana gelir.
Kikirdak bolgesinde gerceklesen hizli mineralizasyon sebebiyle kolajenin diizensiz bir
yap1 sergiledigi ve hidroksiapatit ile iletisiminin zayif olmasindan dolay1 gelisigiizel
dizilmis bir kemik yapisi olusur. Gelisigiizel dizilmis kemik yapisi ikincil ossifikasyon

ile diizenli hale gelir (Kocak, 2021; Olszta vd., 2007).

Kemigin yeniden sekillenmesi birbirini takip eden bir dongii seklindedir. Bu asamalar su
sekildedir; aktivasyon, rezorpsiyon, tersine donme, yapim ve son bulma. Aktivasyon
asamast kemik iliginde bulunan hiicrelerin osteoklastlara donilismesiyle baslar ve
rezorpsiyon asamasinda osteoklastlar aktive edilir. Bu asamada osteoklastlar kemik
ylizeyine baglandiktan sonra kemigin organik fazi enzimler ve hidrojen iyonu salinimi ile
pargalanir. Kemigin organik fazinin pargalanmasiyla howship lakiinasi (bosluklari) ve
havers kanallar1 olusur. Tersine donme asamasinda howship lakiinasina osteoblastlar
toplanir ve kemik yapimi baslamis olur. Daha sonra yapim asamasinda osteoblastlar
osteosit sentezleyerek yeni kemigin olusumu gerceklesir. Kemik olusumu yaklasik olarak
4-6 ay arasinda gergeklesir (Clarke, 2008). Son bulma agsamasinda ise kemigin olusumu
bitmis ve yeniden sekillenme tamamlanmistir (Bayliss vd., 2012; Henriksen vd., 2009;

Raggatt ve Partridge, 2010).

2.5. Doku Miihendisligi ve Biyomalzemeler

Hastalikli veya hasar gormiis insan dokusunun onarilmasini, yenilenmesini,
stirdiiriilmesini  ve 1iyilestirilmesini  saglamak amaciyla biyolojik ikamelerin
gelistirilmesini  saglayan disiplinler arasi bilim dalma doku miihendisligi adi
verilmektedir (Salgado vd., 2004). Geleneksel yontem olan organ veya doku naklinde
enfeksiyon ve doku uyusmazligi gibi ¢esitli sinirlamalar bulunmaktadir. Bu yontemlerin
kisitlamalarina ¢6ziim olarak doku miihendisligi veya yenileyici tip ortaya ¢ikmustir.
Doku miihendisligi veya yenileyici tip, geleneksel yontemler gibi hasarli dokuyu
degistirmek istemez onun yerine hasarli dokuyu yenilemek veya destekleyici

biyomalzemeler gelistirmeyi amaclar (O’Brein, 2011) .

Biyomalzemeler, tan1 ve tedavide kullanilan dogal veya laboratuvarda firetilebilen
malzemelerdir. Viicut sivilariyla siirekli veya belirli araliklarla temas halinde oldugunda
uyum saglamasi beklenen malzemelerdir. Insan viicudunun ¢esitli bélgelerinde plaka, dis

dolgulari, vida, ¢ivi, protez, dikis ipi, igneler, yapay kalp kapaklari, omuz, kalga, bilek
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gibi implant malzemeleri olarak kullanilabilir. Biyomalzemeler; metalik, polimerik,
kompozit ve seramik malzemeler olmak tizere dort farkli sekilde siniflandirilirlar (Wong

ve Bronzino, 2007).
2.5.1. Biyomalzemelerin ozellikleri

Biyomalzemeler, viicut igerisinde farkli yerlerde kullanilir bu yiizden bu sartlara uyumlu
ve dayanikli olmast beklenir. Cesitli alanlarda ve farkli kosullarda kullanildiklar1 i¢in
biyomalzemelerden beklenen 6zellikler vardir. Biyomalzemelerin kullanildiklar1 yerlerde
dokuya zarar vermesi, alerjik reaksiyon vermesi, viicudun anormal tepki vermesi

istenmez.

2.5.1.1. Biyouyumluluk

Biyomalzemelerden istenilen en 6nemli 6zellik biyouyumlu olmasidir. Biyouyumluluk,
biyomalzemenin kullanildig1 ortamdaki dokular ve viicut tarafindan kabul edilmesidir.
Kisaca malzeme ve viicudun uyusabilir olmasi olarak da tanimlanabilir. Biyouyumlu bir
malzeme viicut ile fiziksel ve biyolojik olarak uyum icindedir, enfeksiyon, ialerjik

reaksiyon gibi yan etkiler gdstermez (O’Brein, 2011).

2.5.1.2. Gozeneklilik

Biyomalzemeler, doku biiylimesini saglamak i¢in yeterli gézeneklilige sahip olmalidir.
Gozenekler, besinlerin, oksijenin ve atiklarin tasinmasinda gorev alir. Hiicrelerin canliligi
ve gecirgenligi i¢cin gozenek biiyilikligiiniin en disiik 75-100 um olmast gerektigi
bildirilmektedir. Kemik yapisinin olugmasi i¢in ise gozenekliligin en az 300 pm olmas1
gerektigi belirtiliyor ¢linkil biiylik gozenekler kan damarlariin yayilmasini saglayarak
yeni kemik olusumuna destek olmaktadir (G6tz vd., 2004; Hulbert vd., 1970). Yapilan bir
calismada %10 ve %20 mikro gozenekliligi bulunan hidroksiapatit skafoldlar (gézenek
boyutu makro 6l¢ek (>50 pm) ve mikro dlgek (>20 um)) karsilastirilmistir ve daha yiiksek
mikro gozenekliligin kemik biiylimesini hizlandirdig1 bu sayede anjiyogenezin artarak
biyoaktivite ve osteointegrasyona neden oldugu goriilmiistiir (Hing vd.,2003, 2004;
Kocak, 2021).

2.5.1.3. Biyobozunurluk

Biyomalzemeler i¢in biyobozunurluk énemli bir 6zelliktir ¢iinkii biyomalzemeler kisa

stireli takviye saglar ve zamanla bozunarak doku ile yer degistirmesi gerekir.
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Biyobozunma hizi biyomalzemenin kullanim amacina, islevine ve Ozelliklerine gore
degisirken, dogal dokunun yenilenme hizina paralel olarak gerceklesmesi beklenir
(Fillingham ve Jacobs, 2016; Kocak, 2021). Biyomalzeme uzun siire i¢in kullanilacaksa
biyobozunmanin yavas bir sekilde gerceklesmesi istenirken, doku onarimi ve yenilenmesi
gibi durumlarda hizli bozunma gergeklesmelidir. Bozunma sonucunda ortaya ¢ikan
iriinler enfeksiyona neden olmamali, toksik olmamali, viicutta zararli bir etki

gostermemeli ve kolay bir sekilde atilabilmelidir (O’Brein, 2011).
2.5.1.4. Biyoaktivite

Biyoaktivite, Kemik Doku Miihendisligi’'nde biyomalzeme ile kemik dokusunun ara
ylizeyde baglanma becerisi olarak tanimlanir. Birlesmenin siiresi malzemeye gore
degismektedir. Hasar gormils kemigin tedavisinde kullanilan biyomalzemelerde
biyoaktivite, laboratuvarda iiretilmis viicut sivisi igerisinde bekletildikten sonra apatit

tabakasi olusturma kapasitesidir (Kuzielova vd., 2011).
2.5.2. Biyomalzemelerin siniflandirilmasi

Biyomalzemeler; metaller, seramikler, polimerler ve kompozitler olmak iizere dort farkli
sekilde siniflandirilirlar (Stevens vd., 2008). Kompozit malzemeler, farkli kimyasal ve
fiziksel 6zelliklere sahip iki veya ikiden fazla malzemenin bir araya getirilmesiyle olusan
malzemelerdir. Metaller, seramikler veya polimerler tek basina kullanildiklarinda zayif
ozellikler gosterebiliyorken bu malzemelerden olusturulan kompozit malzemeler
kullanildiginda zayif Ozellikler gii¢lendirilebilmektedir. Kompozit biyomalzemeler
kemik iskelesi, kemik kirig1 onarimi, diz, kalga ve dis protezleri gibi alanlarda

kullanilmaktadir (Davis ve Leach, 2008).
2.5.2.1. Metalik biyomalzemeler

Metalik biyomalzemeler, mekanik Ozellikleri nedeniyle agirlik tasiyabilen kemik
implantlarin kullanimi i¢in uygundur. Metaller yiiksek dayaniklilik, asinma direngleri ve
sekillendirilebilirlik gibi avantajlarindan dolay1 tercih edilmektedir. Avantajlarinin
yaninda zay1f korozyon direnci, yiiksek sertlikte ve biyoinert olmasi gibi dezavantajlari
vardir. Metalik biyomalzemeler iyi mekanik 6zelliklerinden dolay1 diz, kalga ve omuz

protezleri gibi ortopedik uygulamalarda siklikla kullanilir. Giinlimiizde yaygin olarak
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kullanilan metalik biyomalzemeler; paslanmaz ¢elik, titanyum alasimlar1 ve kobalt-krom

alagimlaridir (Wong ve Bronzino, 2007).
2.5.2.2. Polimerik biyomalzemeler

Polimer, monomerlerin birbirleriyle baglanarak olusturdugu uzun zincirlere sahip
molekiillerdir. Biyomalzeme olarak kullanilan polimerler kaynagina gore iki sinifa ayrilir.
Bunlar; dogal ve sentetik polimerlerdir. Dogal polimerler bitkilerden, hayvanlardan veya
organizmalardan elde edilebilir. Kitin, kitosan, kolajen, aljinat ve ipek dogal polimerlere
ornek verilebilir. Ayrica dogal polimerlerin en énemli 6zelligi hiicre biiyiimesini tegvik
etmesidir. Cozelti, jel ve toz sekilde lretilebilen dogal polimerler doku miihendisligi
uygulamalarinda yaygin olarak kullanilir. Sentetik polimerler, kimyasal olarak kararli ve
korozyon direncine sahip olmalari ile dolgu malzemesi olarak, cesitli protezlerde ve
bir¢cok uygulamada kullanilmaktadir. Biyomedikal uygulamalarda siklikla tercih edilen
sentetik polimerler; polietilen (PE), poliiiretan (PU), polilaktik asit (PLA), poliglikolik
asit (PGA), polivinilkloriir (PVC), polipropilen (PP), poliamid ve polistiren (PS).
Polimerler zayif mekanik 6zellikleri ve temizlenmelerinin zor olmasi gibi dezavantajlari
olmasina ragmen ekonomik olmalari, cesitli Ozelliklerde iiretilebilmeleri,

sekillendirilebilir olmalar1 sayesinde yaygin olarak kullanilirlar (Sathiyavimal vd., 2020).
2.5.2.3. Seramik biyomalzemeler

Biyoseramikler yiiksek basinca ve asmmmaya karsi direngli olduklarindan kaplama
malzemesi, kemik protezleri, kalca ve diz implantlarinda kullanilir (Kocak, 2021).
Seramik biyomalzemeler, biyoinert, biyoaktif ve biyobozunur olmak iizere ii¢ kategoriye
ayrilir (Hench, 1991). Biyoinert seramik malzemeler doku ile kimyasal bag
olusturmazlar. Bu malzemeler kullanildiginda malzeme etrafinda ince bir fibréz doku
olusumu goriiliir. Aliimina ve zirkonya biyoinert seramiklere 6rnektir. Doku ile implant
arasinda dogrudan bag olusturabilen malzemeler biyoaktif seramiklerdir. Ayrica biyoaktif
seramikler kemik dokusunun malzeme igerisinde biiyiimesini saglayarak implantin viicut
igerisine uyum saglamasina neden olur. Hidroksiapatit, cam ve cam seramikler biyoaktif
seramiklere Ornektir. Dis implantlarinda, ortopedik protezlerin kaplamalarinda, kafatasi
kemiklerinde toz formda kullanilmaktadir. Biyobozunur seramikler biyolojik olarak

parcalanabilen malzemelerdir. Bu malzemeler bozunarak dokunun yerini alirlar ve

13



bozunduktan sonra viicutta hi¢bir yabanci madde kalmaz. Tri-kalsiyum fosfat

biyobozunur seramik malzemelere 6rnektir (Fillingham ve Jacobs, 2016).
2.6. Hidroksiapatit

Hidroksiapatit (HA), kemigin ve disin inorganik yapisinda bulunan kalsiyum fosfat esaslh
biyoseramik bir malzemedir. Hidroksiapatit kemik, dis gibi dogal yollardan elde
edilebildigi gibi sentetik olarak da iiretilebilir. Kimyasal formiilii (Caio(PO4)s(OH)2) ve
Ca/P orani ise 1,67 dir. Hekzagonal ve monoklinik olmak iizere iki farkli kristal yapisina
sahiptir. Hidroksiapatitin kristal yapis1 Sekil 2.3.’te verilmistir. Hekzagonal yapinin sahip
oldugu kafes parametreleri; a=b=9.432 A, ¢=6.881 A ve y=120°, monoklinik yapinin
sahip oldugu kafes parametreleri; a= 9.421 A, b=2a, c= 6.881 A, and y=120°. Hidroksil
iyonunun konumundan dolayi iki kristal yap1 birbirinden farklidir (Okada ve Furuzono,

2012).

Biyoseramik malzeme grubunun iiyesi olan hidroksiapatit biyoaktif 6zelligi sayesinde
kemik ile kimyasal olarak bag kurabilen biyouyumlu bir malzemedir. Bu nedenle

hidroksiapatit biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilir( Liu vd., 2013).

Sekil 2.3. Hidroksiapatit kristal yapis1 (Evcin ve Ozdem, 2019)

2.6.1. Hidroksiapatitin ozellikleri

Hidroksiapatit kalsiyum fosfat temelli, olduk¢a biyouyumlu ve biyoaktiviteye sahip
seramik biyomalzemedir. Iyonik 6zellige sahip oldugundan dolay1 yapisindaki iyonlar ile
cesitli iyonlar yer degistirebilir. Hidroksiapatit gdzenekli bir yapiya sahiptir bu
gozenekler igerisinde hiicre biiylimesi gergeklesir. Ayrica gozenekler sayesinde kemik
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dokusuna kan ve diger sivilarin taginmasi saglanir. Gozenekli yapiya sahip olmasinin

dezavantaj1 ise mekanik dayanimini azaltmasidir (Lin vd., 2012).

Hidroksiapatit kirilgandir ve toklugu zayiftir bu zayif mekanik 6zelliklerinden dolay1 bazi
alanlarda tek basma kullanimi istenmez ancak bu 6zeliklerini gelistirmek i¢in kompozit
malzeme olarak kullanimi 6nerilmektedir. Kimyasal olarak oldukca kararlidir ve asit
disindaki ¢oziicilerde ¢oziinme gerceklesmez. Hidroksiapatit alerjik, toksik,
kanserojenik ve enfeksiyon gibi o6zellikler gostermemektedir. Osteokondiiktif 6zelligi
sayesinde hidroksiapatit yeni kemik olusturabilme yetenegine sahiptir (De Aza vd.,

2005).
2.6.2. Hidroksiapatitin kullanim alanlari

Hidroksiapatitin biyomedikal alanda kullanimi yapilan arastirmalar ve uygulamalar
sonucunda giderek yayginlasmistir. Kemik hasarinin onarimi ve tedavisinde implantlarda
kaplama olarak (Darr vd., 2004), dis dolgusunda ve implantlarinda (Pushpalatha vd.,
2023)ve ilag salinim sistemleri (Matsumoto vd., 2004) gibi baslica uygulama alanlarinda
kullanilmaktadir. Giiniimiizde hidroksiapatitin sik kullanildig1 alanlardan bir tanesi dental
uygulamalardir. Nano boyuttaki hidroksiapatitin dis yiizeyinde hizli absorplandigi ve
disin dogal yapisina doniisebildigi i¢in dis hasarlarinda kullanilabilecegi bildirilmektedir
(Du vd., 2021).

Kemik iskelesi olarak hidroksiapatitin kullanimi 6nemli uygulama alanlarindan bir
tanesidir. Kemik iskelelerinde amag yalnizca zarar goren kemik dokusunun onarimi degil
kullanildig1 yerde yeni kemik olusumunu saglamaktir. Bu nedenle kemik iskelelerinden
istenen Ozellik hiicrelerin yapiya girerek hiicre biiytimesini ger¢eklestirmesidir. Kemik
iskelelerinden istenilen bu Ozelligin saglanmasi i¢in hidroksiapatitin biyoaktif

ozelliginden ve gozenekli yapisindan yararlanilir (Wei ve Ma, 2004).

Hidroksiapatitin kullanildig1 diger 6nemli alanlardan bir tanesi ilag salinim sistemleridir.
Bu sistemler kemik onariminda kemigin yenilenmesini ve sekillenmesini desteklemek
amaciyla kullanilmaktadir. Ila¢c salimim sistemleri antibiyotik ilaglar, hormonlar ve
vitaminlerin zarar goren dokulara sistemli bir sekilde verilmesi igin gelistirilmistir.
Kontrollii bir sekilde ilaglarin saliniminin gergeklesmesi i¢in tasiyicilar gerekmektedir.
Hidroksiapatit, biyouyumlulugu ve biyoaktif oOzellikleri sayesinde ilag salinim

sistemlerinde tasiyici olarak kullanilabilmektedir (Wei vd., 2020).
15



Ortopedik uygulamalarda da hidroksiapatitin kaplama malzemesi olarak kullanimi
yaygindir. Mekanik 6zelliklerinin zay1f olmasindan dolay1 hidroksiapatitin yiik tagimasi
gereken uygulamalarda tek basia kullanimi tercih edilmemektedir. Bu uygulamalarda
genellikle biyomalzeme olarak metaller kullanilir. Fakat metaller biyoinert
Ozelliklerinden dolay1 tek baslarina kullanildiginda istenilen etkiyi veremezler.
Hidroksiapatitin metallerde kaplama malzemesi olarak kullanildiginda biyouyumluluk ve

biyoaktif 6zellikleri artar (Sopyan vd., 2007).
2.6.3. Hidroksiapatitin iiretim yontemleri

Hidroksiapatit tiretim yontemleri kuru (kat1 hal sentezi) ve 1slak (yas kimyasal sentez)
yontem olarak iki sinifa ayrilabilir. Uretim sirasinda kullanilan sartlara gére farkli
boyutlarda, morfolojilerde ve saflikta hidroksiapatit sentezi gergeklestirilir. Cesitli
hidroksiapatit iiretim yOntemleri olmasina ragmen biyomedikal uygulamalarda islak
sentez teknikleri yaygin olarak kullanilmaktadir. HA’nin ¢esitli 1slak sentez yontemleri
Sekil 2.4.te gosterilmistir. Bunlar; sol-jel, hidrotermal ve kimyasal ¢oktiirme

yontemleridir (Sadat-Shojai vd., 2013).

ISLAK ca

lhimli, Yavasg, Dagik maliyetli, Saf HA

SOL-JEL ¢3¢

lhimli, Yavas, Saf HA

Kalsiyum

54

oncusu

HIDROTERMAL

HA

Yoksek sicaklik ve basing, Hizl, Saf ve kristalin HA

Fosfat

oncusu

Sekil 2.4. HA’nin ¢esitli 1slak sentez yontemleri (Varadavenkatesan vd., 2021)
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2.6.3.1. Hidrotermal yontem

Hidrotermal yontem kalsiyum ve fosfat dnciileri kullanilarak yiiksek sicaklik ve basinca
bagl olarak gergeklestirilir. Bu yontemle hidroksiapatit iretimi 60-150 °C sicaklikta 24
saatte tamamlanir. Hidrotermal yontem sayesinde homojen ve yiiksek kristal yapiya sahip
hidroksiapatit elde edilmektedir. Ayrica bu teknik kolay kontrol edilebilir olmasi, verimli

olmasi ve basit olmasi nedeniyle tercih edilmektedir (Zakaria vd., 2013).

2.6.3.2. Kimyasal coktiirme yontemi

Kimyasal ¢oktiirme hidroksiapatit liretiminde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu
yonteme ilk olarak kalsiyum ve fosfat dnciilleri karistirilip ¢ozeltiler hazirlanilarak isleme
baslanir. Daha sonra ¢oktiirme, yaslandirma, yikama, filtrasyon ve kurutma islemleri
sirastyla yapilir. Yontemde onciillerin konsantrasyonlari, reaksiyonun sicakligi, hizi ve
pH’1 gibi pek cok degisken bulunmaktadir. Bu parametreler sentezlenecek {iriiniin
safligini, boyutunu ve seklini etkileyebilmektedir. Ekonomik, basit ve diisiik sicakliklarda
islemin gerceklesebilmesi yiiksek saflikta {iriin elde edilebilmesi yontemin avantajlaridir

(Norton vd., 20006).

2.6.3.3. Sol-jel yontemi

Hidroksiapatit sentezi i¢cin en cok tercih edilen sol-jel yoOntemidir. Diger sentez
yontemlerine gore sol-jel yontemi daha kullanishdir. Bu yontemin avantajlari nano
boyutlu ve homojen pargaciklar elde edilebilmesidir. Yiiksek sicaklik gerektirmeyen
(100°C alt1), kalsiyum ve fosfat Onciilerin kullanildigi tekrar edilebilir kolay bir
yontemdir. Sol-jel sentezinde, sol seklinde isimlendiren kalsiyum ve fosfat Onciileri
karigtirilarak bir soliisyon hazirlanir. Daha sonra bu soliisyon bir jel yapiya doniistir. Jel
olusumu reaksiyon sicakligina ve pH’a bagh olarak degisebilmektedir. Sol-jel yontemi
diisiik sicaklikta ve basingsiz ortamda gergeklestirilebildigi i¢in yiiksek saflikta iiriin elde
edilmesini saglar. Bu yontemin olumsuz 6zelligi ise reaksiyon siiresinin uzun olmasidir

(Kuriakose vd., 2004).
2.6.4. Biyomimetik iyon degisimli hidroksiapatit

Biyomimetik iyon degisimi laboratuvar ortaminda iretilen hidroksiapatit yapisini

biyolojik apatite benzetmek amaciyla yapilmaktadir. lyon katkilar1 hidroksiapatitin zay1f

mekanik 6zelliklerini gii¢clendirirken kemik yenilenmesini de hizlandirir. Hidroksiapatit

icin en onemli iyon katkilari; karbonat, silikat, magnezyum, sodyum, glimiis, ¢inko ve
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potasyum vb. iyonlardir. Iyonik degisimler hidroksiapatitin kristalligini, morfolojisini,
boyutunu ve ¢oziiniirliigiinii etkilemektedir (Shepherd vd., 2012). Hidroksiapatit i¢in

Oonemli bazi iyon katkilar asagidaki basliklarda ele alinmstir.
2.6.4.1. Karbonat

Kemigin yapisindaki biyolojik apatit kiitlece %4-8 oraninda karbonat iyonu igermektedir.
Bu oranda en fazla miktarda bulunan iyonun karbonat oldugunu gostermektedir. Saf
hidroksiapatite gore karbonat katkili hidroksiapatitte osteoklastlarin hizli bir sekilde
emilimi gerceklestirilerek yeni kemik olusumunu tegvik eder. Karbonat iyonunun
hidroksiapatite katkilanmasi sonucu ¢oziinebilme 6zelliginde artma, kristalliginde azalma

goriilmiistiir (Landi vd., 2003).
2.6.4.2. Magnezyum

Magnezyum (Mg) kemik icin temel bir elementtir. Magnezyum eksikliginde kemik
biliylimesi durur ve kemigin kirilmasina yol acar. Ayrica osteoblast fonksiyonlarinin
azalmasina ve kemigin mekanik dayaniminin zayiflamasina neden olur. Hidroksiapatite

magnezyum iyonu eklenmesi ile hidroksiapatitin ¢ekirdeklenmesi artmaktadir (Boanini
vd., 2010).

2.6.4.3. Floriir

Flor (F) antibakteriyel ozellik gosteren bir elementtir. Flor elementi eklenen
hidroksiapatit kemik hasarlarinin tedavisinde ve dis minesinin asitlere karsi
dayanikliligini arttirmak i¢in kullanilir. Ayrica flor elementi kemik olusumunu hizlandirir
ve kemik hiicrelerinin biiylimesini saglamaktadir. Uygun konsantrasyonlarda
kullanildiginda dis ¢iirtiklerini  engelleyebilir fakat yiliksek konsantrasyonlarda
kullanildiginda ise toksik etkilere yol agabilir. Gergeklestirilen bir arastirmada flor iyonu
katkil1 hidroksiapatit, saf hidroksiapatite gore biyouyumlulugunun ve biyoaktivitesinin

daha ytiksek oldugu bildirilmistir (Cazalbou vd., 2005).
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2.6.4.4. Sitrat

Viicutta bulunan sitratin yaklasik olarak %80°1 kemiklerde depolanir ve kemigin organik
fazinin igerisinde yaklasik %1-5 oraninda sitrat bulunmaktadir. Kemik yenilenmesinde
ve viicuttaki metabolik islevlerin diizenlenmesinde de sitratin 6nemli bir yeri vardir Sitrat,
viicuttaki metabolik islevler i¢in mitokondride iiretilerek hiicresel enerji diizenlemesinin
yaninda lipid iiretimi ve boliinmesi, aminoasit iiretimi ve bagisiklik reaksiyonlar1 gibi
gorevleri bulunmaktadir. Ayn1 zamanda kolajen mineralizasyonunu tesvik ettigi bilinen
sitratin  kemik erimesinde tedavi amaciyla kullanildigi bilinmektedir. Yapilan
caligmalarda osteoblastlar tarafindan {iretilerek kemigin yapisinda hidroksiapatitle
birlesik ve kolajenle birlesik sekilde bulunan sitrat olmak iizere iki temel sitrat havuzunun
oldugu belirtilmistir. Kemik yenilenmesinde sitratin gorevleri sunlardir; kalsiyum ve
fosfatin birikme hizin1 azaltir, HA kristallerinin ¢ekirdeklenme prosesini destekler ve
hidroksiapatit kristallerine kuvvetli bir sekilde baglanarak biiyiimesini kisitlar. Sitrat
sayesinde yeterli biiyiikliikte ve kararli HA kristalleri elde edilerek kemik dokusunun
olusumuna katkida bulunulur. Kisacasi sitrat kemigin kararliligi, dayaniklilig: ve kirilma
direnci gibi mekanik 6zelliklerinin korunmasi i¢in hidroksiapatitin énemli bir pargasidir

(Liu vd., 2024; Ruiz-Agudo vd., 2021; D Sun vd., 2014).
2.6.4.5. Silikat

Silisyum elementi kemik biiylimesinde ve yeniden olusmasinda Onemli bir goreve
sahiptir. Ortosilisik asit formunda olan silisyum, alkalin fosfataz ve osteokalsin
aktivitelerini arttirarak kolajen sentezini hizlandirir bunun sonucunda kemik olusum
stirect hiz kazanmaktadir (Reftitt vd., 2003). Hidroksiapatite silikat iyonu eklenmesi ile
apatitin parcacik boyutunun kiigiilmesine ve ¢Oziniirliigiiniin artmasin1 saglamaktadir

ayrica osteoklastlarin aktivitesi artmaktadir (Pietak vd., 2007).
2.7. Pomza

Pomza, silisyum temelli aliimina-silikat bilesigi olan bir mineraldir. Volkanik faaliyetler
gerceklesirken hizli bir sekilde soguma sonucunda olusmus gozenekli, camsi ve hafif bir
yapiya sahiptir. Pomza iilkemizde farkli sekillerle de isimlendirilmektedir bunlar;

slingertasi, topuk tasi ve hisir tasidir (Boyraz ve Nalbant, 2015).
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2.7.1. Pomzanin o6zellikleri

Pomza silisyum temelli aliimina silikat bilesigi oldugu icin yapisinda bir¢ok oksidi
bulundurmaktadir. Yapisinda agirlikli olarak %60-75 oranda SiO; (silisyum oksit), %13-
17 oranda Al;O3 (aliminyum oksit) ve %7-8 oranda Na,O (sodyum oksit) ve K,O
(potasyum oksit) bulunurken ayn1 zamanda Ca, Mg, Fe, Zn ve Cu vb. gibi bir¢ok oksidi
icermektedir. Yapisinda bulundurdugu silisyum oksit sayesinde pomza iyi bir
asidiricidir. Aliiminyum oksit ise pomzaya 1s1 ve sicakliga kars1 dayaniklilik 6zelligi

saglamaktadir (Dinger vd., 2015).

Pomza hizli soguma sonucu olustugu i¢in olduk¢a gozenekli bir yapist vardir. Sahip
oldugu gozenek orani %45-70 arasinda farklilik gosterebilmektedir ve gozenekler
sayesinde adsorpsiyon potansiyeli yliksektir. Gozenekler arasinda camsi bir zar vardir bu
ylizden birbirleriyle baglantilar1 azdir. Bu nedenle pomzanin gecgirgenlik 6zelligi zayif
ama 1s1 ve ses yalitim 6zelligi kuvvetlidir (Kiling Aksay vd., 2016). Pomza kimyasal ve
fiziksek reaksiyonlara karsi kararli bir yap1 gostermektedir. Hidroflorik asit disinda
pomza asitlerle reaksiyona girmemektedir. Yogunlugu 1-2 gr/cm® ve gore sertligi mohs
Olgegine gore 5-6 arasinda degismektedir. Aym1 zamanda pomza 650°C’ye kadar

kararliligin1 koruyabilir ve erime sicakligi 1340°C’dir (Rashad, 2019).
2.7.2. Pomza cesitleri

Volkanik olaylar gergeklesirken magmanin sicakligi, yogunlugu ve soguma hiz1 gibi
etkenler pomzanin ¢esitli yapilarda olugsmasini saglamaktadir. Asidik ve bazik pomza
olmak tizere iki ¢esit pomza tiirii bulunmaktadir. Yaygin olarak bulunabilen ve sik
kullanilan asidik pomzadir. Kirli beyaz veya tam beyaz renkte bulunmaktadir. Aym
zamanda 0,5-1 gr/ecm® yogunluga sahiptir. Yapisinda %72,5 oranda silisyum ve %14
oranda aliiminyum igermektedir. Yiiksek miktarda silisyumun varlig1 asidik pomzaya
asindiricilik saglamaktadir. Asidik pomza siklikla insaat alaninda hafif yap1 malzemesi
olarak kullanilmaktadir. Bazik pomza genellikle kahverengi veya siyaha yakin bir renkte
bulunmaktadir. Yogunlugu 1-2 gr/cm’® arasinda degismektedir. Asidik pomzaya gore
akiskanlig1 daha diisiiktiir. Icerisinde yaklasik %45 oranda silisyum ve %21 oranda
aliminyum bulundurmaktadir. Bazik pomza yapisindaki mineral oksitlerden dolay1 tarim

ve giibre sektdriinde kullanimi tercih edilmektedir (Giingdr ve Ozkan, 2001).
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2.7.3. Pomzanin kulanim alanlari

Pomza yaygin olarak basta insaat daha sonra ise tarim, tekstil ve kimya gibi sektorlerde
kullanilmaktadir. Insaat sektoriinde siklikla hafif beton agregasi, ¢at1 kaplama elemant,
binalarin 1s1 ve ses yalittm malzemesi ve c¢imentoda katki malzemesi olarak
kullanilmaktadir. Pomzanin hafif olmasi, goézenekli yapisi, yiliksek basing direnci,
sicakliga ve neme dayanikli olmasi insaat alaninda ¢ok fazla kullanilmasinin nedenleridir.
Betonlarda kum yerine pomza eklendiginde betonun daha hafif, mukavemetli, elastik,

yiiksek 1s1 ve ses yalitimina sahip oldugu goriilmiistiir (Rashad, 2019).

Tekstil sektoriinde pomza kullanimi 6nemli bir yere sahiptir. Pomza iyi bir asindirici
oldugu icin kot taglama olarak bildigimiz kumaslarin renklerinin agilmasi ve
yumusatilmast isleminde kullanilmaktadir. Bu alanda kullanilacak pomzanin daha

asindirict olmasi gerektiginden asidik pomza tercih edilmektedir (Elaissi vd., 2022).

Kolay, ucuz elde edilebilmesi ve yiiksek su tutabilme 0&zelliginden dolay1 tarim
sektoriinde kullanim alan1 genistir. Su kaynaklar1 kisith veya kurak bolgelerde pomzanin
yiiksek su tutma kapasitesinden yararlanilarak topragin uzun siire nemli kalmasi saglanir.
Ayni1 zamanda verimsiz topraklarda ve topraksiz bitki yetistiriciliginde pomza kullanimi

verimi arttirmaktadir (Boyraz ve Nalbant, 2015).

Pomza kimya sektdriinde uzun zamandir yaygin olarak kullanilmaktadir. Boyalarda katk:
malzemesi, tarim ilaglar1 ve giibrelerde topaklasmamay1 saglayan katki olarak
kullanilmaktadir. Ayrica sabun ve deterjan liretiminde katki malzemesi, dis macunlar1 ve

dis pastalarinin igeriginde kullanilmaktadir (Fragoso vd., 2011).
2.7.4. Pomzanin biyolojik alanda kullanimi

Pomza farkli sektorlerde genis uygulama alanina sahip bir malzemedir. Yapilan ¢caligmalar
sonucunda pomzanin ekonomik ve kolay iiretimi, genis yiizey alanli gézenekli yapisi,
yuksek silisyum orani ve biyouyumlu olmasi nedeniyle pomza minerali ila¢ salinim
sistemleri ve doku miihendisligi alanlarinda kullanilabilecek potansiyelde bir malzeme

oldugu goriilmiistiir.

Pomzanin biyomedikal uygulamalarda kullanimina 6rnek olarak; yapilan bir ¢aligmada
pomza ilaveli polivinil alkol (PVA) / polivinil pirolidon (PVP) ¢capraz baglanan hidrojeller

iretilmistir. Hidrojellere yapilan testler sonucunda capraz baglayici olarak kullanilan
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pomza ilavesi baglanma oranini arttirmis ve sisme oranmi azalttign goriilmiistiir. Ilag
saliniminda pomza katkili hidrojellerin ila¢ emilimini arttirdig1 belirtilmistir (Tasdelen,
2018). Baska bir ¢alismada ise Cu™ iyonu yiiklenmis nano boyutlu pomza, polimer esasl
bir kryo-jellere eklenerek yeni kompozitler {iretilmistir. Kompozitlerdeki pomza
ilavesinin, kan plazma proteini ve sigir serum albiimin (BSA) gibi enzim
stabilizatorlerinin adsorpsiyon kapasitesinde dnemli bir artisa neden oldugu gorilmiistiir

(Acet, 2021).

Pomzanin kemik onarimi ve yenilenmesi i¢in biyouyumluluk testleri gergeklestirilmistir.
Pomzanin sitotoksisite test sonuglarina gore hiicre ¢ogalmasi ve yapismasi i¢in uyumlu
oldugu, kemik hiicreleri ile biyouyumlu oldugu ve minerallesmeyi sagladig
gbzlemlenmistir (Li vd., 2010). Diger bir ¢calismada ise sigir kemiklerinden elde edilen
hidroksiapatite, aliimina (Al2O3) ve pomza eklenerek kompozitler iiretilmistir. Bu
kompozitlerde mikrosertlik ve mukavemet gibi mekanik 6zelliklerde artis goriilmiistiir

(Komur vd., 2016).

Pomzanin igerdigi zengin silisyum elementi varligi ve gozenekli yapisi nedeniyle yapay
kemik malzemesi olarak kullanilabilecegi diisiiniildiigii i¢in baz1 aragtirmalar yapilmistir.
Yapilan arastirmalarda silisyum elementi osteoblastlarin biiyiimesini, kolajen tiretimini

tesvik ettigi ve kemik olusumunu hizlandirdig: bildirilmistir (Reffitt vd., 2003).
2.8. Aljinat

Aljinat kahverengi alglerden elde edilen dogal anyonik bir polisakkarittir. Biyouyumlu,
biyobozunur, gézenekli yapi, yiiksek su tutma potansiyeli ve ekonomik olmasi gibi ¢esitli
ozellikleri sayesinde biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir. Ayni zamanda aljinat
hiicrelerin tutunmasinda ve iletilmesinde matriks olarak kullanilabilen, organik ¢oziiciiler

olmadan jel olusturabilen bir malzemedir (Gombotz ve Wee, 1998).
2.8.1. Aljinatin ozellikleri

Aljinat mannuronik (M) ve guluronik (G) asitten olusan bir lineer kopolimerdir. Yapisi
sirali guluronik asit yani G birimlerinden (GGGGG) ve mannuronik asit olan M
birimlerinden (MMMMM) olusmaktadir. Aljinat polimerindeki G blogu, M blogu ve
G/M bloklarimin kimyasal yapilar1 Sekil 2.5.°te gosterilmistir. Cesitli kaynaklardan elde
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edilen aljinatlarin, M ve G birimlerinin uzunluklar1 ve bilesimleri farklt olmaktadir

(Tonnesen ve Karlsen, 2002).
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Sekil 2.5. Aljinat polimerindeki G blogu, M blogu ve G/M bloklarmin kimyasal yapilari
(Lee ve Mooney, 2012)

Aljinatin G birimin uzunlugu ve molekiiler agirliginin artmasi fiziksel 6zelliklerini
tyilestirmektedir. Aljinat ile hazirlanan c¢ozeltilerin viskozitesi pH distiigii zaman
artmaktadir. En 6nemli 6zelliklerinden biri iki degerlige sahip iyonlarin eklenmesiyle
aljinatin jellesme gostermesidir. Jel olusturmak icin en ¢ok tercih edilen iyon ise
kalsiyumdur (Ca*?). iki degerlikli iyonlar sayesinde giiclii ve suda ¢dziinmeyen jel yapilar

olusmaktadir (Gombotz ve Wee, 1998).

Aljinatin biyouyumlulugu saflik derecesi ile ilgilidir. Dogal kaynaklardan elde edilen
aljinatlarda agir metal gibi farkli safsizliklar bulunabilir. Ticari olarak iiretilen veya
saflagtirilan  aljinatlar viicut igerisinde kullanildiginda istenilmeyen bir tepki
goriilmemistir. Ayni1 zamanda mannuronik (M) asit oran1 yiliksek olan aljinatin, guluronik
asit (G) oran1 yiiksek olan aljinata gore sitokin iiretimini baglatmada daha giiclii oldugu

belirtilmistir (Orive vd., 2002).
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2.8.2. Aljinatin kullanim alanlar:

Aljinat dogal polisakkarit oldugu i¢in ¢ok cesitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Tekstil sektoriinde kumas boyamasinda, gida sektoriinde kivam verici ve kozmetik
sektoriinde nemlendirici olarak ve doku miihendisligi uygulamalar1 olmak iizere pek ¢ok
alanda kullanilmaktadir. Suda ¢0Oziiniirliigiiniin yiiksek olmasi ve kivam arttirma

Ozelliginden dolayi aljinat kullanim1 tercih edilmektedir (Roger vd., 2006).

Aljinat  tekstil  sektdriinde  kumas  boyamasinda, boyalarin  kivamlarinin
yogunlastirilmasinda kullanilmaktadir. Kumasin igerigindeki seliiloz aljinat ile kimyasal
reaksiyona girmedigi i¢in kumas renginde degisim olmamaktadir. Aym1 zamanda aljinat
kumastan yikama ile uzaklastirilabilmektedir. Ekonomik olmasa bile tekstil sektoriinde

cok fazla tercih edilmektedir (Kiigiikgapraz vd., 2016).

Gida sektoriinde aljinatin kullanimi tekstil sektoriinden sonra ikinci sirada gelmektedir.
Kivam arttirma Ozelliginden dolayr dondurmalarda, pudinglerde, recellerde ve
mayonezlerde kullanilmaktadir. Aljinatin toksik olmamasi ve kivam arttirma o6zellikleri
gida sektoriinde ¢esitli sekillerde kullanilmasini saglamistir. Dondurmalarda aljinat
kullanildiginda buzlanma engellenerek piiriizsiiz bir dondurma iiretilmektedir. Ayrica
aljinat marketlerde satilan dondurulmus etler, meyve ve sebzeler i¢in koruyucu malzeme
olarak da kullanimut tercih edilmektedir. Gidalara ilk olarak aljinat ¢6zeltisi daha sonra ise
CaCly (kalsiyum kloriir) ¢ozeltisi piskiirtiilmektedir. Bu ¢ozelti sayesinde gidalar
bozulmalara, ¢iirlimelere ve oksidasyona kars1 korunarak raf dmiirleri uzamaktadir (Tapia

vd., 2007).
2.8.3. Aljinatin biyomedikal alanda kullanim

Aljinat gida sektoriinde uzun yillardir yaygin olarak kullanilmaktadir. Dogal
kaynaklardan ve sentetik olarak elde edilebilmesi biyomedikal uygulamalarda son
yillarda kullanimini giderek arttirmistir. Aljinattan elde edilen jellerin doku ve organlarin
yenilenmesi ve onariminda kullanimi i¢in arastirmalar yapildig: bildirilmektedir (Silva ve
Mooney, 2010). Biyouyumluluk ve biyobozunurluk 6zellikleri nedeniyle, aljinat doku
miithendisligi, ilag salimim sistemleri, yara iyilesmesi ve hiicre kiiltlirii gibi ¢esitli

alanlarda yaygin olarak kullanilan biyomalzemedir.
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Yara oOrtiisii uygulamalarinda aljinat 6nemli bir malzemedir. Aljinat bazl1 yara Ortiileri
nemli bir ortam saglayarak enfeksiyon riskini azaltmaktadir. Bu sayede doku olusumu ve
onarimini hizlandirmaktadir. Geleneksel yara ortiilerine gore aljinat bazli yara ortiilerinin
cesitli avantajlart bulunmaktadir. Geleneksel yara ortiileri (gazli bezler) zararl
organizmalarin yaraya bulagsmasini dnler ve yaray1 kuru tutmaktadir ancak aljinat bazli
yara Ortiileri ise nemli ortam saglamakta ve iyilesme ¢ok daha hizli olmaktadir (Queen
vd., 2004). Aljinat yara Ortiilerini jel forma getirmek i¢in kalsiyum iyonu kullanilarak
iiretilmektedir. Kuru haldeki yara ortiileri yara s1visin1 emerek jel haline geri donmektedir

(Yin vd., 2015).

Kikirdak dokunun yenilenmesi uygulamalarinda aljinat detayli bir sekilde
arastirilmaktadir. Kitosan, kolajen, aljinat ve jelatin gibi biyopolimerler kikirdak dokunun
yerine kullanilabilen veya dokunun yerine gecebilen malzemelerdir. Aljinat dokulara
benzer 6zelligi ve biyobozunur olmasi sayesinde kikirdak dokunun yerine kullanilabilen
dogal bir polimerdir. Kondrojenik hiicrelerin hayvan orneklerinde hasarli kikirdagin
onariminda aljinat jellerin faydali oldugu belirtilmistir. Yapilan ilk arastirmalarda aljinat
ve kalsiyum siilfat ile bir ¢ozelti hazirlanarak kondrosit stispansiyonu kullanilmistir. Fare
ve koyunlara deri alt1 implantasyon ile uygulanan in-vivo ¢alismalarda 30 hafta siiren
deney sonucunda iiretilen yapinin korundugu ve kikirdak yapinin olustugu goriilmiistiir.
Ayn1 zamanda proteoglikan ve kolajen igerigi ile iiretilmis kikirdagin elastik modiilii
dogal kikirdaktakilere kiyasla yaklasik %80 oraninda oldugu bildirilmistir (Chang vd.,
2001, 2003). Aljinatin, biyouyumlulugu, biyo¢oziiniirliigii, hiicre tutunmasi ve canlilifi
icin basarili bir iskelet yapisi olusturmasi ve ekonomik olmasi gibi ¢esitli 6zellikleri
sayesinde kikirdak dokunun onarimi i¢in potansiyeli yiiksek bir biyomalzeme olarak

diistiniilmektedir (Venkatesan vd., 2015).

Kemik hasarlarinin onarimi gilinlimiiz teknolojisine ragmen yavas iyilesme sebebiyle
sinirhidir. Aljinat bazli hidrojeller yeni kemik olusumu i¢in potansiyel bir malzeme olarak
kabul edilmistir. Viicuda kii¢iik operasyonlar ile yerlestirilebilmeleri, hasarli dokular
doldurabilmeleri ve kimyasal Ozellikleri nedeniyle aljinat bazli hidrojeller kemik
yenilenmesinde 6nemli avantajlar saglamaktadir. Yapilan bir caligmada kitosan/aljinat
kompozit yap1 iskeleti elde edilmistir. Kompozit yap1 iskeleti mekanik o6zelliklerde
tyilesme ve yapisal kararlilik gdstermistir. Ayn1 zamanda yeni kemik olusumunu ve
onarimini hizlandirdig: bildirilmistir (Li vd., 2005).
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Molekiiler agirligr diistik ilaglarin verilmesinde ve ilag salinim hizini diizenlemek igin
aljinat kullaniminin faydali olacagi belirtilmistir (Boontheekul vd., 2005). Aljinat jellerin
nano boyutta porlar1 sayesinde molekiillerin difiizyonu hizli gerceklesmektedir. Ayni
zamanda protein yapili ilaglarin salinmasi ger¢eklesene kadar yapinin korunmasi aljinatin
kullantmini elverisli kilmaktadir. Aljinatin gozenekli yapist ve hidrofilik yetenegi
nedeniyle ilacin yapisindaki protein salinimi hizli bir sekilde gerceklesmektedir (Lee vd.,

2003).
2.9. Hidrojeller

Hidrojeller, yiiksek miktarda su emme ve sisme potansiyeline sahip ii¢ boyutlu ve ¢apraz
bagli polimerik yapilardir. Yumusak ve esnek yapilarinin yani sira gesitli fiziksel
ozellikleri nedeniyle hiicre dis1 matrisle benzerlik géstermektedir. Bu yiizden hidrojeller
biyomalzeme olarak doku miihendisliginde, kontrollii ilag salinim sistemlerinde, kontak
lenslerde ve biyosensorler igin membran olarak kullanilmaktadir (Ahmed, 2015;

Sanchez-Diaz vd., 2006).
2.9.1. Hidrojellerin siniflandirilmasi

Hidrojeller polimer bilesenlerine, iiretim ydntemlerine, fiziksel yapilarina, iyonik

yiiklerine ve ¢capraz baglanma tiiriine vb. gore siniflandirilabilirler (Rizwan vd., 2017).

Kaynagina gore hidrojeller dogal ve sentetik olarak iki gruba ayrilirlar. Dogal hidrojeller,
kolajen, jelatin, fibrin; kitosan, aljinat ve dekstran gibi dogal polimer ve polisakkaritler
kullanilarak elde edilmektedir. Bu hidrojeller biyouyumluluk, biyobozunma ve diisiik
toksisite gibi 0zelliklere sahiptir. Zay1f mekanik 6zellikleri ve hayvan kaynakli viriislere
sebep olmalar1 6nemli dezavantajlarindandir. Dogal hidrojeller doku miihendisligi,
kikirdak  yenilenmesi ve ilag salinim sistemleri gibi ¢esitli uygulamalarda
kullanilmaktadir (Singhal ve Gupta, 2015). Sentetik monomerler kullanilarak kimyasal
polimerizasyon ile elde edilen hidrojellere sentetik hidrojel adi verilmektedir. Farkli
ozelliklerde {retilebilmeleri ve enfeksiyon riskini azaltmalar1 en Onemli

ozelliklerindendir (Kirschner ve Anseth, 2013; Tan ve Marra, 2010).

Polimer bilesenlerine gore hidrojeller {i¢ kategoride siniflandirilirlar. Bunlar;
homopolimer, kopolimer ve i¢ ice gegmis ag yapili (IPN) hidrojellerdir. Homopolimer

hidrojeller, sadece tek cesit monomerden olusan yapilardir. Monomerin yapisi ve
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polimerlesme yontemine gore ¢apraz baglanmis yapida olabilirler. Kopolimer hidrojeller,
en az bir tanesi hidrofilik olan iki veya daha fazla monomer ¢esidinden olusan yapilardir
(Yang vd., 2002). i¢ ice ge¢mis ag yapisina (IPN) sahip hidrojeller ise ¢apraz bagl iki
bagimsiz sentetik veya dogal polimerden olusan yapilardir. IPN hidrojelin yapisini
olusturan hidrojellerden bir tanesi ¢capraz baglanmis degilse bu yapiya yar1 IPN hidrojel
denilmektedir (Hacker ve Mikos, 2010; Maolin vd., 2000).

Fiziksel yapilarina gore hidrojeller, amorf, yar1 kristal ve kristal olmak {iizere {i¢
kategoride incelenir. Amorf yapiya sahip hidrojellerde rastgele makromolekiil zincirleri
bulunmaktadir. Yari kristal yapiya sahip hidrojeller ise hem amorf hem de kristalin yapida
polimerler bulundururlar. Kristalin yapiya sahip hidrojeller ise diizenli makromolekiil

zincirlerinin dagilim gdsterdigi hidrojellerdir (Rizwan vd., 2017).

Iyonik yiiklerine gore hidrojeller anyonik, katyonik, nétral ve amfoterik olmak {izere dort
kategoride smiflandirilmaktadir. Katyonik hidrojeller, pozitif yiikli iyon iceren
hidrojellerdir. Bu hidrojeller asidik ortamlarda iyonlastiklarindan dolay1 elektrostatik
itme kuvveti artmaktadir. Bu yiizden asidik ortamlarda katyonik hidrojeller yiiksek sisme
degerlerine sahip olmaktadir (Singhal ve Gupta, 2015). Anyonik hidrojeller yapisinda
negatif iyonlar1 iceren hidrojellerdir. Yiiksek pH degerlerinde iyonlar arasindaki
elektrostatik itme kuvveti arttigindan dolay1 yiliksek sisme performansi gostermektedir
(Peppas vd., 2000). Notral hidrojeller, yapisinda hicbir elektriksel yiik
barindirmamaktadir. Negatif ve pozitif iyonlarin her ikisini de yapisinda bulunduran
hidrojellere amfoterik hidrojel denilmektedir. Bu hidrojeller pH degisimine kars1 hassas
olduklarindan dolay1 iyonik 6zellikleri de degisebilmektedir (Singhal ve Gupta, 2015).

Capraz baglanma ¢esidine gore hidrojeller; fiziksel ve kimyasal ¢apraz bagli olmak {izere
iki grupta incelenmektedir. Hidrojellerde fiziksel ¢apraz baglanma hidrojen bagi, iyonik
ve hidrofobik etkilesimler sayesinde gerceklesmektedir. Kimyasal ¢apraz bagli hidrojeller
ise kovalent bag ile olusmaktadir. Bu hidrojeller fiziksel ¢capraz baglanan hidrojellerden

daha yiiksek su tutma potansiyeline sahiptir (Salleh vd., 2018; Ullah vd., 2015).
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2.9.2. Hidrojellerin ila¢ salimmminda kullanimi

Yiiksek su tutma yetenekleri, biyouyumluluklari, ortam kosullarina hassasliklar1 ve
gbzenekli yapiya sahip olmalar1 sayesinde ¢esitli alanlarda kullanimlar1 bulunmaktadir.

Hidrojellerin en sik kullanildigi alanlardan bir tanesi biyomedikal uygulamalardir.

[lag salmim sistemlerinde hidrojeller ilaglarin kapsiillenmesinde ve saliniminda énemli
bir yere sahiptir. Hidrojeller yiiksek su emebilme yetenegine sahip ¢apraz bagli polimer
zincir aglaridir. Hidrofilik olmalari, yiiksek su tutma, biyouyumlu ve biyobozunur
Ozellikleri sayesinde hidrojeller Doku Miihendisligi ve ilag salimim sistemleri gibi
biyomedikal uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda hidrojeller
polimerizasyon oOzelliklerinden dolay1r hiicre ve biiylime faktorlerinin birlikte
kapsiillenmesini gercgeklestirebilmektedir. Bu durumda kapsiillenmis ilag ve biiylime
faktorlerinin kontrollii salinimi doku yenilenmesi ve biiylimesi i¢in ihtiya¢ duyulan

sartlar1 saglamis olur (Richardson vd., 2001; Yar vd., 2015).

Hidrojel yoluyla ilag salinimi difiizyon kontrollii, sisme ve kimyasal kontrollii sistemler
olmak tizere ii¢ farkli yontemle gerceklesebilir. Difiizyon kontrollii ila¢ salim sistemleri
en yaygin kullanilan yontemdir ve Fick difilizyon yasasina dayanmaktadir. Hidrojellerin
gozenekliligi ve gozenek boyutu hidrojellerin difiizyon katsayisi ile iliskilidir. ilag
salinim hiz1 sisme oranindan fazla olursa ila¢ iletimi sisme kontrollii sistem ile izlenir.

Bunun sonucunda su emildikten sonra ilag salimi1 gergeklesir (Rizwan vd., 2017).

Sisme kontrollii ilag iletimi, ilacin diflizyon hizi hidrojelin sisme hizindan fazla
oldugunda gerg¢eklesir. Kuru hidrojellerin hidrasyon sirasinda sekil degisikligi ve agirlik
artisina gosterdigi direng ila¢ salinim hizini kontrol altinda tutar. Hidrojel su veya farkli
cozeltilerle temas ettiginde yapisina su girisi saglanir. Su girisi hidrojelin yapisinda
bulunan polimer zincirlerinin gevsemesine ve sisme olaymin baglamasina neden
olmaktadir. Sismenin baslamasinin ardindan ilacin kontrollii salinimi gerg¢eklesmektedir

(Lin ve Metters, 2006).

Ucgiincii yéntem olan kimyasal kontrollii salimim, ilag salmim matrisinde gergeklesen
reaksiyonlarin meydana geldigi sistemlerdir. En c¢ok kullanilan tepkimeler, polimer
zincirlerinin hidrolitik veya enzimatik bozunmasi veya ila¢ ve polimer ag arasinda
doniistimlii/dontlisiimsiiz reaksiyonlardir. Uygun sartlar saglandiginda, ila¢ salinim hizi

hidrojellerin ylizey veya biitiin asinmas1 kontrol edilebilmektedir. Kimyasal kontrollii
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salim yontemi ilag¢ saliniminda gerceklesen kimyasal tepkimelere gore siniflandirilir ( Lin

ve Metters, 2006).

2.10. Tlac Yiiklii Biyomalzeme Uygulamalar

Bakteri, mantar gibi ¢esitli organizmalar kemik enfeksiyonuna neden olmaktadir ve sebep
oldugu hastaliklar 6liimle sonuglanabilmektedir. Kemik enfeksiyonlarin tedavisi oldukca
zordur ve yetersizdir. Mevcut tedavi yontemlerinin aksine biyomalzemeler sayesinde
enfekte bolgeye uygulanan ilag tastyici sistemler glinlimiizde oldukga ilgi gormektedir.
Kemik enfeksiyonu tedavisi i¢in igerisine ¢esitli antibakteriyel ajanlar veya antibiyotik

ilaclarin entegre edildigi biyomalzeme ¢aligmalar bildirilmektedir (Ucak vd., 2020).

Kemik ¢imentosuna antibiyotik ilag eklenerek enfeksiyon tedavisinde kullanilmas1 umut
verici bir ¢calisma olarak goriilmektedir. Yapilan ¢calismada uzun kemiklerin enfeksiyon
tedavisinde kemik dolgu malzemesi ile karistirilan antibiyotiklerin enfekte bolgeye direkt
verilmesi sayesinde enfeksiyonun erkenden bastirildigi, tekrarlayan enfeksiyon riskinin
azaldigi, iyilesmenin daha hizli gergeklestigi ve kemik yenilenmesi i¢in uygun ortam
sartlarinin olusmasinda etkili oldugu kanitlanmistir (Mauffrey vd., 2016; G Wang vd.,
2021). Antibiyotik yiiklii Poli-metil metakrilat (PMMA) kemik ¢imentosunda en yaygin
kullanilan malzemelerdendir. Antimikrobiyal ajanlarin salinmasi amaciyla PMMA genis
ylizey alani sayesinde ilacin yiiksek konsantrasyonunu koruyarak hastada yan etki
olusmasin1 onlemektedir (Lalidou vd., 2014). Gergeklestirilen bir calismada kemik
enfeksiyonuna sahip 30 hastaya PMMA’dan yapilan skafoldlar implante edilerek sonuglar
sistemik tedavi ile karsilastirilmistir. PMMA’dan yapilan iskelelerin implante edildigi
hastalarda, sistemik tedavi géren hastalara gore enfeksiyonun daha hizh iyilestigi ve
tekrarlanma riskinin azaldig: bildirilmektedir (Wassif vd., 2021). Avantajlarinin yaninda
PMMA biyobozunur olmayan bir malzeme ve viicuttan ¢ikarilmasi i¢in cerrahi bir
operasyon gerektirme gibi dezavantajlarina sahiptir. Kontrollii ilag salinimi kapsaminda
biyobozunur dogal polimerler ve biyo¢oziiniir kalsiyum fosfat seramikleri ve bunlarin
kompozit skafoldlar 6nem arz etmektedir (Anugraha vd., 2019; Dorati vd., 2017; Maier
vd., 2013)

Biyoseramik temelli skafoldlar kontrollii bir sekilde ilag salinimini gergeklestirmenin
yani sira kemik yenilenmesini tesvik etmektir. Hidroksiapatit, kalsiyum fosfat ve

trikalsiyum fosfat gibi biyoseramikler kemigin inorganik yapisina benzedikleri i¢in
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kemik yenilenmesi i¢in en sik kullanilan malzemeler (Lew vd., 2012; M. Stevens, 2008).
[lag salimim hizin1 kontrol etmek ve osteogenezi tesvik etmek igin biyoseramiklere
antibakteriyel ilaglarin yiliklenmesi Onemli uygulamalar arasindadir. Yapilan bir
calismada S. aureus bakterisinin neden oldugu kemik enfeksiyonunu tedavi etmek
amaciyla antibakteriyel ila¢ yiiklenmis ¢imento formunda enjekte edilebilir kalsiyum
fosfat kullamlmistir (Inzana vd., 2016). Ila¢ yiiklenmis kalsiyum fosfat ¢imentosu
sayesinde enfeksiyonlu bolgeye antibakteriyel ilag dogrudan verilebildigi i¢in enfeksiyon
kolaylikla bastirilabilmekte ve gdzenekli yapilar1 nedeniyle miikemmel biyoaktivite

ozelligi gosterdikleri belirtilmektedir (Ginebra vd., 2018).

Zhou ve arkadaglarinin 2018 yilinda gergeklestirdikleri bir calismada jelatin ve [3-
trikalsiyum fosfat iceren skafoldlar iiretilmis ve antibiyotik bir ilag olan Vankomisin
yiiklenmistir. Antibiyotik yiiklii skafoldlar tavsanlarin kaval kemigine implante edilerek
in-vivo testleri gerceklestirilmistir. Arastirma sonuglari, ilag yiikli skafoldlarin
enfeksiyonu kontrol altina alarak kemik onarimi i¢in Vankomisin salinimini 8 hafta

stiresince devam ettirdigi bildirilmektedir (Zhou vd., 2018).

Kemik enfeksiyonunun dogrudan tedavisi i¢in hidroksipropil metilseliilloz (HPMC)
mikro partikiilleri ve kitosan ile hazirlanan hidrojele Vankomisin ilact yiiklenmigtir.
Hazirlanan bu hidrojelin  Vankomisin salimimimi  geciktirebildigi  bildirilmektedir
(Mahmoudian ve Ganji, 2017). Bagka bir calismada ise gentamisin ilact yiiklenmis
enjekte edilebilir PLGA (poli(laktik-ko-glikolik)asit) nanopartikiiller (NP) iiretilmis ve
bir polisakkarit olan gellan zamki hidrojelin igerisine entegre edilerek daha az cerrahi
miidahale gerektiren enjekte edilebilir formda iiretilmistir. Bu hidrojeller cerrahi
miidahaleleri minimize etmesinin yani sira enfeksiyonlu bolgede ilag saliniminin

kontrollii bir sekilde ger¢eklesmesini saglamistir (Posadowska vd., 2016).

Antibiyotik yikli kemik greftleri enfeksiyon tedavisinde kullanim potansiyeli olan
uygulamalardan bir tanesidir. Ila¢ yiiklii bu greftler kemik olusumunu kolaylastirirken
enfeksiyonlu bolgeye yiiksek ve etkili antibiyotik salinimini gercgeklestirebildigi
belirtilmektedir (Folsch vd., 2020). Fang ve arkadaglarinin 2021 yilinda yaptiklar: bir
caligmada antibiyotik bir ilag olan Vankomisin ve demineralize siingerimsi kemik ¢apraz
baglanarak bir antibakteriyel matris iiretilmistir. Bu matrisin analiz sonuglarina gore 6
hafta siiresince Vankomisin salinimina devam ettigi ve mezenkimal kok hiicrelerinde ve

osteoblastlarda osteogenezi arttirdii goriilmiistiir. Ayrica gelistirilen matrisin fareler
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tizerine yapilan deneylerde enfeksiyonlu bolgeyi iyilestirmesiyle antibakteriyel aktiviteye
sahip oldugu kanitlanmistir (Fang vd., 2021). Diger bir ¢alismada kemik enfeksiyonuna
sahip olan hastalarin fibréz doku, kikirdak ve kortikal tabakalar1 kullanilarak kemik
greftleri iiretilmis ve Vankomisin ilac1 yiiklenmistir. /n-vitro ¢alisma sonuglarma gore
hazirlanan kemik greftlerinin uzun siireli kontrollii ilag salinimini gergeklestirmesi
nedeniyle enfeksiyonun Vankomisin ilacina direng gostermesini engelledigi

bildirilmektedir (Pavel vd., 2012).

Ortopedik implantlarin enfeksiyonlardan korunmasi amaciyla implantlar antibakteriyel
ajanlar ile kaplanarak viicuda yerlestirilmesi kemik enfeksiyonunu 6nlemeye yardimci bir
yontemdir. Antibiyotik ila¢ ile kaplanan implantlar enfeksiyon riski ve olumsuz yan
etkiler olmadan kontrollii ilag salinimin1 uzun siireli gergeklestirebilmektedir. Titanyum
(Ti) (Liu vd., 2017), kobalt (Co) ( Lin vd., 2019) ve paslanmaz ¢elik (Gimeno vd., 2013)
gibi metaller 1yi korozyon direnci, mekanik 6zellikleri ve biyouyumluluklari sayesinde
ortopedik implantlarda siklikla tercih edilen malzemelerdir. Titanyum kemik
enfeksiyonlarinda en yaygin kullanilan metal malzemedir. Yapilan bir calismada titanyum
metali antibiyotik bir ilag olan Gentamisin’i tasimak amaciyla kitosan/lizin
biyopolimerleri ile kaplanmistir. Kaplanan titanyum implanti ila¢ salinimi sayesinde
enfeksiyonu iyilestirmenin yaninda hiicrelerin yapigsmasini engelledigi belirtilmektedir.
Caligmanin sonuglarina gore kaplanan titanyum implantin kemik yenilenmesini ve

bliytimesini tesvik ettigi bildirilmektedir (Mohan Raj vd., 2018).

2.11.Teikoplanin

Teikoplanin, ciddi bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan bir antibiyotiktir.
Actinoplanes teichomyceticus'tan elde edilen bir lipoglikopeptid ilagtir. Targocid ticari
ismiyle 1987 yilinda piyasaya satisa ¢ikarilmistir. Staphylococcus aureus bakterisi dahil
olmak flizere gram pozitif aerobik bakterilerin sebep oldugu siddetli bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde oldukga etkilidir. Yapisal olarak bakildiginda bes glikopeptid
(A2-1-A2-5) ve ufak bir hidroliz sonucu elde edilen {irtinden (A3-1) olusan kompleks bir
molekiil yapisina sahiptir. Teikoplanin’in kimyasal yapis1 Sekil 2.6.’da verilmistir.
Kimyasal yapisindaki bilesenler dogrusal bir heptapeptit aglikon, bir a-d-mannoz ve bir
asetil B-d-glukozaminden olusan birbirlerine benzer glikopeptit yapisindan olusmaktadir.

(Marrubini vd., 2019; Passoni ve Salgado, 2012).
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Teikoplanin, bakterilerin hiicre duvart sentezini engelleyerek etkisini gosterir.
Endokardit, osteomiyelit, pnomoni, sepsis, cilt ve yumusak doku ve kemik

enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Huang vd., 2020).

Sekil 2.6. Teikoplanin’nin kimyasal yapis1 (Passoni ve Salgado, 2012)

Teikoplanin, benzer etkilere sahip oldugu piyasadaki diger bir ila¢ olan Vankomisin’e
gore daha az nefrotoksik etkiye ve alerjik reaksiyonlara neden olmaktadir bu yiizden
Vankomisin’e alternatif bir antibiyotik olarak gosterilmektedir. Teikoplanin, Vankomisin
ile karsilastinnldiginda daha yiiksek lipofilik molekiil yapisindadir ve bu durum
Teikoplanin’e daha iyi bir doku ve hiicre i¢i konsantrasyonu, dokulara daha hizli ulasma
ve kana daha yavas salinmim gibi istiin 6zellikler kazandirmaktadir. Ayn1 zamanda
Teikoplanin insan viicudundaki pH diizeyinde daha 1yi bir ¢oziinme gercgeklestirir ve bu
sayede kas i¢i veya damar i¢ine uygulandiginda iyi bir emilme gosterir. Damar yoluyla
veya kas icine uygulanabildigi i¢in kronik kemik enfeksiyonu gibi uzun siireli damar yolu
tedavisi gereken durumlarda kullanim kolayligi saglamaktadir. 168 saatlik yar1 dmre

sahip olan Teikoplanin’nin giinde bir doz uygulanmas1 yeterlidir (Murray vd., 2014).
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2.11.1. Teikoplanin’nin kullanildig1 uygulamalar

Teikoplanin, S.aureus gibi gram pozitif bakterilerin neden oldugu ciddi bakteriyel
enfeksiyonlara karsi giiclii etkiye sahip oldugu i¢in kronik kemik enfeksiyonlarinda
yaygin olarak tercih edilen 6nemli bir antibiyotik haline gelmistir. Uzun yar1 dmre sahip
olmasi giinde bir kez uygulanmasini yeterli kilmistir. Bu sayede hem hasta hem de tedavi
asamasi i¢in kullanim kolayligi saglanmis olur. Bu gibi ¢esitli 6zellikleri sayesinde
literatiirde Teikoplanin’nin kronik kemik enfeksiyonu tedavilerinde uygulama ornekleri

bulunmaktadir (Marrubini vd., 2019; Passoni ve Salgado, 2012).

Yapilan bir aragtirmada osteomiyelit tedavisi i¢in standart antibiyotik tedavisinin yan
etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla antibiyotik ytiklii biyobozunur ilag tastyici hidrojel
gelistirilmistir. Gelistirilen bu ilag salinim sistemi, polietilen glikol monometil eter
(mPEG) ve polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) kopolimerinden olusan sicakli§a duyarl
biyobozunur bir hidrojelden olusmaktadir. Osteomiyelit tedavisinde mPEG-PLGA bazli
biyolojik olarak pargalanabilir hidrojellerin kullanimi; kolay hazirlanabilmesi, entegre
edilen teikoplaninin siirekli salinim yapabilmesi, enjekte edilebilir formda olmasi ve
enfeksiyon olan dokuda jellesmenin baglamasi gibi ¢esitli avantajlar sagladigi
bildirilmektedir. Tavsanlar {izerinde deney yapilan bu hidrojellerin osteomiyelit
tedavisinde Teikoplanin saliniminin basarili bir sekilde gerceklestirilerek tedavinin etkili

oldugu belirtilmektedir (Peng vd., 2010).

Osteomiyelit tedavisi i¢in diger bir yaklagim ise biyoaktif cam malzemelerin ilag
tasiyicist olarak kullanimidir. Tavsanlar {izerinde gergeklestirilen deneylerde borat ve
biyoaktif cam malzemeden iiretilen implanta Teikoplanin entegre edilmistir. Bu implantin
amaci enfekte olmus dokuya yerinde Teikoplanin salinimi gergeklestirerek o bolgeyi
tyilestirmektir. Arastirma sonuglarina gore Teikoplanin yiiklii implant, damar igine
uygulanan Teikoplanine gore osteomiyelit tedavisinde daha basarili oldugu goriilmektedir
(Jia vd., 2015). Drago ve arkadaslarinin gergeklestirdigi calismada, osteomiyelit tedavisi
icin biyoaktif cam graniillerinin etkisini 6grenmek amaciyla 27 hasta iizerinde enfekte
bolgeye yerlestirilerek bir aragtirma yapilmistir. Graniiller enfekte bolgeye koyulduktan
sonra antibiyotik yiiklenmese bile higbir yan etki gostermeden osteomiyelite sebep olan

bakterilere karsi etkili oldugu belirtilmektedir (Drago vd., 2013)
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Bir diger ¢alismada Teikoplanin ve Gentamisin entegre edilen insan kemiginin sadece
enfekte dokuya ilag ileticisi olarak bakterilere karsi etkisi arastirilmistir. Kalga protezi
yerlestirilen yedi hastanin kemiklerinden alinan 6rnekler bu calismada kullanilmistir.
Elde edilen 6rneklerin bir kismi1 Teikoplanin, diger kismi ise Gentamisin igerisinde 1 saat
bekletilmistir. Sonuglara gore insan kemiginin elverisli sartlarda Teikoplanin ile
biitlinlestigi ve 14 giin siiresince etkili seviyede antibiyotik saliniminmi gergeklestirdigi

bildirilmektedir (Kazimoglu vd., 2008).

Kalsiyum ve fosfor acisindan oldukg¢a zengin olan biyoaktif cam biyomalzemeler (BG)
kullanilarak kemik onarimi i¢in poroz yapida skafold gelistirilmis ve Teikoplanin’nin
salinimi lizerine bir arastirma yapilmistir. Biyoaktif camlarin biyoaktivitelerini arttirmak
amaciyla sol-jel metodu kullanilarak bor ilavesi gerceklestirilmistir. Bor katkisi yapilmis
BG’ler doku yenilenmesi iizerinde onemli etkilere sahip olduklar1 belirtilmektedir.
Sonuglara gore bor katkili BG’lerin nano boyutta porlara ve oldukca piiriizlii bir yapiya
sahip oldugu ve bu durumun ila¢ salinim sistemi i¢in faydali oldugu bildirilmektedir. Bor
katkili BG’ler ilag salmim sistemi igin potansiyeli olan biyomalzemeler oldugu

goriilmektedir (Huang vd., 2020).

Antibiyotik entegre edilmis nanofiberler, yara iyilesmesi ve enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Amiri ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada, Teikoplanin’nin
hedef dokuya iletilmesi ve doku iyilesmesi amaciyla kitosan-polietilen oksit (PEO)
nanofiberlerden ila¢ salinim sistemi gelistirilmistir. Kitosan- polietilen oksit nanofiberlere
%2 ve %4 oraninda Teikoplanin yiiklenmistir. Bu nanofiberlerin 12 giin boyunca
Teikoplanin saliimi gergeklestirdigi ve yapilan antibakteriyel analizde Tekoplanin’in
enfeksiyonlar1 6nleyerek bu 6zelligini arttirdig: belirtilmektedir. Ayn1 zamanda siganlar
tizerinde yapilan deneylerde %4 Teikoplanin entegreli nanofiberlerin yara iyilesmesinde
basarili oldugu ve bu nanofiberlerin kullanimimin giivenligi ve etkinliginin onaylandigi

bildirilmektedir (Amiri vd., 2020).

Kemik enfeksiyonlariin tedavisinin basarili olmasi i¢in antibiyotik ve doku olugumunu
saglayan osteoindiiktif ozelliklerin tagmmasini saglayabilen ilag salinim sistemleri
kullanilmasinin  6nemli oldugu bildirilmektedir. Yapilan c¢aligmada, osteomiyelit
tedavisinde kullanilmak amaciyla pH’a duyarh ipek fibroin (SF) ve sodyum aljinattan
olusan hidrojel skafoldlar gelistirilerek Teikoplanin ve fenamil yiiklenmistir. Bu

hidrojellerden Teikoplanin ve fenamil salinimi devamli ve pH’a duyarli bir sekilde
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gerceklesmistir. 35 giin siiresince Teikoplanin’nin ii¢ degisik pH’ta (5.5, 7.4 ve 8.5)
antibakteriyel etkinligine devam ettigi belirtilmektedir. Diger hidrojellere gore gelistirilen
Teikoplanin yiiklii bu hidrojeller, S.aureus bakterisinin neden oldugu enfeksiyonlu
kemikte daha az enfeksiyon ve daha yiiksek yenilenme oldugu bildirilmektedir. Sonuglara
bakildiginda Teikoplanin ve fenamil yiikli hidrojellerin kemik enfeksiyonlarinin
tedavisinde potansiyeli olan bir sistem oldugu diisiiniilmektedir (Motasadizadeh vd.,
2022).
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3. BOLUM
MALZEME VE METOT

3.1. Malzemeler

Kalsiyum nitrat tetra hidrat (Ca(NO3)2.4H20) ve diamonyum hidrojen fosfat
((NH4)2.HPO4) (Merck, Almanya); %99,9 safliktaki etanol (Fluka, Almanya); amonyak
ve aljinat (Isolab, Almanya) kimyasallar1 HA sentezi i¢in tedarik edilmistir. Kirik beyaz
renkteki mikronize dogal pomza numunesi BC Teknoloji Danismanlik ve imalat firmas:
(Kapadokya Teknopark, Nevsehir) aracilifiyla temin edilmistir. Deneylerde Nevsehir
Haci Bektas Veli Universitesi Bilim-Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (NEVU-
BTUAM) tarafindan saglanan ultra saf su kullanilmistir.

3.2. Sol-Jel Yontemi ile Hidroksiapatit Uretimi

Kocgak tarafindan uygulanan protokol iizerinde ufak degisiklikler yapilarak saf
hidroksiapatit nanopartikiilleri tiretimi gerceklestirilmistir (Kocak, 2021). Sol-jel yontemi
ile hidroksiapatit nanopartikiillerinin sentezinde 70°C’ye 1sitilan ve reaksiyon bitene
kadar da bu sicaklikta sabit kalacak ii¢ boyunlu ceketli bir 1siticida gerceklestirilmistir.
Stokiyometrik (Ca/PO4:1,667) bir reaksiyon i¢in 0,5 M Ca(NO3):.4H>O ve 0,3 M
(NHa4)2.HPO4 kimyasallarinin Oncii ¢ozeltileri sirasiyla esit hacimdeki etanol ve de-
tyonize su icerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Cozeltilerin pH degeri amonyak kimyasali
ilavesi ile 10,5 olarak ayarlanmistir. Kalsiyum ¢ozeltisi lizerine fosfat oncii ¢ozeltisinin
damla damla ilavesi ile reaksiyon baslatilarak diizenli araliklarla amonya ilavesi
gerceklestirilerek pH degeri 10°a ayarlanarak sabit kalmasi saglanmustir. Ug saat boyunca
reaksiyon gergeklestirildikten sonra ¢ozelti 15 dakika dinlendirilip vakumlu filtrasyon ile
filtre edilmistir. Daha sonra yan iirtinleri uzaklastirmak ve pH degerini notralize etmek
amaciyla de-iyonize su kullanilarak yikama islemine tabi tutulmustur. Ardindan
hidroksiapatit ¢okeltisi petri kabina alinarak 100°C’de 24 saat kurutulmus ve havanda

ogiitiilerek toz halinde elde edilmistir.
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3.3. Sol-Jel Yontemi ile Pomza Katkilh Hidroksiapatit Uretimi

Dogal Nevsehir yoresi mikronize pomzast biyomedikal uygulamalar i¢in saflagtirilarak
150 mikron elekten gecirildikten sonra bu ¢alismada kullanilmistir. Hidroksiapatitin sol-
jel yontemi ile iiretimi sirasinda pomza ilavesi yapilarak bilesenlerin molekiiler diizeyde
etkilesimi saglanmistir. Pomza katkili hidroksiapatitin sentezine ait fotograflar Sekil
3.1°de gosterilmistir. %7,5 oraninda pomza katkis1 kalsiyum 6ncii ¢ozeltisi igerisine toz
olarak eklenmis 30 dk karistirilarak siispansiyon olusturulmustur. Cozeltinin ilk pH
degerinin ayarlanmasi sonrasinda reaktore alinan ¢ozelti {izerine fosfat oncii ¢ozeltisinin
damla damla ilavesi yapilmistir. Sonraki adimlar saf HA sentezi ile ayni sekilde
gerceklestirilmistir. Reaksiyon tamamlandiginda 100°C’de 24 saat kurutma sonrast PM
katkili HA tozlar1 1100°C sicaklikta 3 saat kapakli aliimina kroze igerisinde

sinterlenmistir.

Sekil 3.1. PM katkil1 HA sentezine ait fotograflar: (a) Ug boyunlu reaktor igerisinde 70
°C’de karistirilan soliisyonlarin reaksiyonu, (b) filtrasyon ve yikama igslemine ait
goriintli, (c¢) reaksiyon tamamlandiktan sonra gerceklestirilen filtrasyon ve
yikama islemleri sonrasi elde edilip 100 °C’de 24 saat kurutulmus 6rnek havanda
ogitiiliirken gortintiisii
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3.4. Aljinat Matrisli Kompozit Skafoldlarin Sentezi

Aljinat matrisli saf HA ve PM katkili HA entegre edilmis kompozit poroz skafoldlar
freeze-gelation ve freeze-drying teknikleri birlikte kullanilarak sentezlenmistir. Numune
isimleri ve uygulanan islemler Tablo 3.1’de verilmistir. Sekil 3.2°de sentez
asamalarindaki aljinat matrisli PM katkili HA skafoldlarin formlar1 gosterilmistir.
Oncelikle, 10 mM sodyum sitrat bilesigi (dagitic1) 20 mL de-iyonize suya eklenerek
manyetik karigtiricidda 30 dakika karistirilarak ¢6ziilmiistiir. Daha sonra 0,5 g HA
(1100°C’de sinterlenmis) ve %7,5 Pm katkilt HA (1100°C) seramik partikiiller dagitici
ilaveli sulu ¢ozeltiye eklenerek 30 dk karistirtlmistir. Elde edilen dispersiyon igerisine
%3,75 (w/v) konsantrasyonda bir polimer soliisyonu elde etmek i¢in 0,75 g aljinat
eklenerek 2 saat boyunca karistirma yoluyla ¢oziilmesi sonucu homojen bir ¢ozelti elde
edilmistir. Bu soliisyon bir petri kabina dokiilerek parafilm ile kapatilarak buzdolabinda
1 saat beklettikten sonra -20°C’deki dondurucuda 24 saat bekletilmistir. Dondurulmus
skafoldlarin lizerine ¢apraz-baglayici tuz olarak 1M’lik, 10 ml CaCl, ¢ozeltisi eklenerek
20°C’deki dondurucuya geri konulmustur. 24 saat sonra skafoldlar pH degerini notralize
etmek i¢in sirasiyla %70 ile %50 ethanol ve saf deiyonize su ile ikiser kez 10 dk doner
tabla tizerinde (50 rpm hiz) yikanmistir. Yikama isleminden sonra skafoldlar -20°C’ deki
dondurucuda 2 saat dondurulduktan sonra -80 °C’deki dondurmali kurutucuda 24 saat
kurutularak poroz skafoldlar elde edilmistir. Kurutulan Alg-PM-HA skafoldlar 6 mm
capindaki metal numune kesiciler ile kesilerek analizler i¢in kiigiik diskler halinde

hazirlanmustir.

Tablo 3.1. Deney numunelerinin isimleri ve uygulanan islemler tablosu

Numune Adi Numune Simgesi Uygulanan islem

CI Alg Saf Aljinat Matrisli Skafold (Sodyum sitratsiz)

CII Alg-SC Saf Aljinat Matrisli Skafold (Sodyum sitratli)

CIIl Alg-SC-HA Aljinat matrisli HA Skafold (1100°C’de sinterlenmis)
SI Alg-SC-HA-PM Aljinat matrisli, %7,5 Pm katkih HA (1100°C’de

sinterlenmis toz) Skafoldlar

SII Alg-SC-HA-PM-TEC Ilag (Teicoplanin) yiiklenmis Aljinat matrisli %7,5 Pm
katkilt HA (1100°C’de sinterlenmig) Skafold
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Sekil 3.2. Alg-HA-PM skafoldlarin freeze-gelation yontemi ile sentez asamalari; (a) %7,5
PM katkili HA (1100°C) seramik partikiil dispersiyonuna Alg eklenerek
karistirilmasi (b) elde edilen Alg-HA-PM soliisyonu petri abi igerisinde (c) -20
C’de dondurma sonrasinda 1slak formdaki hidrojel (d) Alg-HA-PM
skafoldlarin dondurmali kurutma sonrasi poroz kati formu

3.5. Aljinat Matrisli Kompozit Skafoldlara flac Yiiklenmesi

Hazirlanan kompozit skafoldlarin {izerine Teikoplanin etken maddesi, ticari adiyla
Targocid, ilag yliklemesi yapilarak ilag salinim etkinligi iizerine ¢aligmalar yapilmstir.
Bunun i¢in 180 mg Teikoplanin etken maddeli Targocid ilact 3 mL fosfat tampon
soliisyonu (PBS) igerisinde c¢oziindiiriilerek 60 mg/ml Targocid yani 50 mg/ml
Teikoplanin ilag ¢ozeltisi elde edildi. Bu ¢ozeltiden 2,5 mL alinarak seyreltildi ve PBS ile
6 mL'e tamamlanarak 20,83 mg/mL Teikoplanin anlamina gelen 25 mg/ml Targocid
cozeltisi elde edilmistir. Hazirlanan ilag soliisyonu her bir skafold numunesinde (6mm
cap) yaklasik 2,1 mg Teikoplanin olacak sekilde 100 uL’lik soliisyon olarak eklenmistir.
24 saat boyunca bekletilerek skafold igerisine ilacin tam emilimi saglanmistir. Ardindan
ilag yiiklii skafoldlar oda sicakliginda 24 saat kurutularak elde edilmistir (Ucak vd.,
2020).
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3.6. Karakterizasyon Calismalari

Kompozit skafold numunelerin kimyasal, morfolojik, termal ve biyolojik O6zellikleri
cesitli teknikler kullanilarak karakterize edilmistir. XRD (X-Isin1 Kirinimi) ve TGA/DTA
(Termogravimetrik Analiz/ Diferansiyel Termal Analiz) Nevsehir Haci Bektas Veli
Universitesi BTUAM ve F-TIR (Fourier Déniisiimlii Kizilotesi) Spektroskopi analizleri
Nevsehir Haci1 Bektas Veli Universitesi Kimya Boéliimii; SEM (Taramali Elektron
Mikroskobu) ve EDX (Enerji Dagilimi X-Isin1) analizleri Erciyes Universitesi Teknoloji
Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde (TAUM); Antibakteriyel testler Eskisehir Teknik
Universitesi Arastirma Laboratuvar1 birimlerinde; biyoaktivite ve sisme analizleri
Nevsehir Hac1 Bektas Veli Universitesi Metalurji ve Malzeme Miihendisligi Béliimii
Laboratuvarinda; Biyouyumluluk testleri ise yurtdisi is birligi kapsaminda Polonya’da
gergeklestirilmistir. Verilerin grafige gegirilerek ¢izimi ve istatistiki analizleri GraphPad

Prism (Siirtim 7.0, San Diego, CA, ABD) programinda gergeklestirilmistir.

3.6.1. XRD analizleri

XRD analizleri Rigaku markasina ait Miniflex 600 model X-Isin1 Difraktometresi
kullanilarak gerceklestirilmigtir. Analizler Cu-K 15181 kullanilarak 10°/dk hizinda,
0.02°’lik adim genisliginde ve 5°-90° tarama araliginda, 2-teta deger araliginda
yapilmistir. Numunelerin X-1s11 kirinim deseni saglandiktan sonra kalitatif analizler

yapilarak ICDD kartlarinda bulunan referanslar ile karsilastirma ile fazlar belirlenmistir.

3.6.2. TGA/DTA analizleri

TGA/DTA analizleri Shimadzu markasina ait TG DTA 60 model cihaz ile yapilmistir.
Oda sicakligindan 1000 °C’ye kadar 10 °C/dk 1sitma hiz1 ve inert atmosfer gaz1 olarak
azot (N»2) varliginda gercgeklestirilmistir.

3.6.3. SEM ve EDX analizleri

SEM ve EDX analizleri Zeiss marka Gemini 500 model cihazinda gergeklestirilmistir.
SEM analizi gerceklestirilmeden dnce 6rneklerin yiizeyleri 45 A kalinlikta Au:Pd (80:20)
ile kaplanmigtir. Goriintiiler 3 kV voltajda ve 250-5.000 biiylitme oranlar1 arasinda
biiytitiilerek elde edilmistir. Haritalama teknigi yardimiyla EDX analizinde elementel

dagilim haritalar1 ve grafikleri elde edilmistir.
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3.6.4. FT-IR analizleri

Skafoldlarin FT-IR analizleri Pelkin Elmer marka Spektrum 100 model cihaz ile
gergeklestirilmistir. 400-4000 cm™' dalga boyunda ATR yontemi kullanilarak 4 tarama

sonrast spektrumlar elde edilmistir.

3.6.5. TIla¢ salimm calismalan

Ilag yiiklii skafoldlar ile ilags1z kontrol numuneleri 10 mL fosfat tampon soliisyonu (PBS)
iceren tliplere yerlestirilerek ¢alkalamali inkiibatérde 37°C’de 7 giinliik siirecte 100 rpm
orbital ¢calkalama hizinda inkiibe edilmistir. Salinan ilacin dlgiimleri dnceden belirlenmis
zaman dilimlerinde (1, 3, 6, 24, 48, 72 ve 168 saat) yapilmistir. Her 6l¢lim siiresinde 5 ml
ellisyon alinarak taze PBS ile degistirilerek numuneler inkiibe edilmeye devam edilmistir.
Alinan 1 mL eliisyon ¢ozeltinin absorbans 6l¢iimleri UV-Vis Spektrofotometresinde 280
nm'de tli¢ tekrarli olarak gergeklestirilip ortalama degerler hesaplanmistir. Ayrica sabit
miktarda artan gesitli konsantrasyonlarindaki (20-80 pg/mL) standart ilag ¢ozeltileri
hazirlanarak UV oOlgiimleri gergeklestirilmistir. Buradan elde edilen absorbans
degerlerinin grafige gecirilerek birlestirilmesiyle bir standart dogru elde edilmistir. Ilag
salinim eliisyonlarinin UV absorbans degerlerine karsilik gelen ilag konsantrasyonlari bu
standart dogrunun denklemi kullanilarak hesaplanmistir (Amiri vd., 2020; Ucak vd.,
2020).

3.6.6. Sisme (s1v1 absorpsiyon) testi

Her skafold numunesinin (6 mm c¢apinda) baslangi¢ agirliklart (i 6rnek tekrarli)
tartilarak W; olarak (~0.005g) olarak kaydedilmistir. Hazirlanan numuneler SmL fosfat
tampon ¢ozeltisi (PBS) bulunan test tiiplerine yerlestirilerek 37 °C sicaklikta inkiibe
edilmistir. Daha sonra numuneler 30 dk, 1, 2, 4, 6 ve 24 saat zaman araliklarinda yiizey
sular1 uzaklastirildiktan sonra tekrar tartilarak agirliklart W olarak kaydedilmistir. Sisme
ylzdesi, Wi ve Wi'nin sirasiyla skafoldlarin baslangic ve sismis agirliklarini temsil ettigi
Denklem 3.1°e gore hesaplanmistir (Kocak vd., 2024).

Ws—W;

Sisme orani(%) = ——

x 100 (3.1)
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3.6.7. SBF (yapay viicut sivis1) ortaminda biyoaktivite testi

Kokubo ve arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada bildirildigi gibi yapay viicut sivisi
(SBF), 36,5 + 1.5 °C sicaklikta ve 7,4 pH’ta hazirlanmistir (Kokubo ve Takadama, 2006).
Skafold numuneleri (6 mm ¢ap) her 6rnekten 3 tane olacak sekilde hazirlandi ve baslangig
agirliklan tartildiktan sonra W; (~0.005g) olarak kaydedilmistir. Numuneler 10 mL SBF
¢oOzeltisi igeren test tiiplerine koyularak 37 °C sicaklikta ve 70 rpm orbital sallama hizinda
calkalamal1 inkiibatorde inkiibe edilmistir. Daha sonra her numunenin inkiibasyon
stvisinin belirlenen zaman araliklarinda (1, 4 ve 7 giin) pH 6l¢iimii yapilmistir. Skafoldlar
iki kez su ve bir kez ethanol (%100) ile yikanarak yilizey suyu uzaklastirildiktan sonra
tartilarak W; olarak kaydedilmistir. Bunun yaninda numuneler 40 °C sicaklikta 2-3 saat
kurutularak agirliklari tekrar tartilmistir ve Wy olarak kaydedilmistir. Kuru agirlik orani

her numune i¢in asagida verilen formiille (3.2) hesaplanmistir (Kocak vd., 2024).

Kuru agirlik orant (%) = (W,;/W;)100 (3.2)

7 giin siiresince SBF i¢inde inkiibe edilip kurutulan numuneler daha sonra SEM, EDX,

XRD ve FT-IR teknikleri ile morfolojik ve kimyasal olarak analiz edilmistir.

3.6.8. Biyouyumluluk testleri

Biyouyumluluk calismasi kapsaminda biyomalzemeler ekstraktlarinin sitotoksisitesi,
hiicre canliligi, hiicre ¢ogalmasi gibi ¢esitli hiicre kiiltiirii caligsmalar1 normal insan fetal
osteoblastlarinin hiicre kiiltiirii (hFOB 1.19) kullanilarak ISO standartlarina gore is birligi
kapsaminda Medical University of Lublin (Polonya)’da gergeklestirilmistir.

3.6.8.1. Biyomalzeme ekstraktlarinin sitotoksisitesi

Biyomalzeme ekstraktlarinin sitotoksik aktivitesi ISO 10993-5:2009 "Tibbi cihazlarin
biyolojik degerlendirmesi-Boliim 5: In vitro sitotoksisite testlerine gore gerceklestirildi.
Biyomalzemelerden sivi ekstraktlar ISO 10993-12:2012 "Tibbi cihazlarin biyolojik
degerlendirmesi- Boliim 12: Ornek hazirlama ve referans malzemeler" yonergelerine gore

elde edildi.

Biyomalzemelerin (n = 4) 1,25 cm?/ml oraninda kiiltiir ortaminda inkiibe edilmesiyle 24
saatlik 48 saatlik bir inkiibasyondan sonrasi olmak iizere iki ayri ekstrakt hazirlanmistur.
Daha sonra, ekstraktlar  96-kuyucuklu  plakalarda 2x10*  hiicre/kuyucuk

konsantrasyonunda ekilip ayn1 zaman diliminde biiyiitiilen hFOB 1.19 kiiltiirii tizerine
42



eklendi. Hiicrelerin ekstraktlarla 24 saatlik inkiibasyonundan sonra, canliliklart MTT testi
kullanilarak  degerlendirilmistir. ~ Sonuglar, kontrol hiicrelerine (test edilen
biyomalzemeler olmadan inkiibe edilen Kkiiltiir ortami) gore yilizde olarak verilen

canliligin ortalama degerleri olarak sunulmustur.

3.6.8.2. Biyomalzemelerle dogrudan temas halinde hiicre canlihgi

Deneyden 6nce, biyomalzemelerin tamamen doyurulmasi i¢in kiiltiir ortaminda 24 saat
boyunca inkiibe edilmigtir. hFOB 1.19 hiicreleri dogrudan biyomalzeme disklerine (n =
3), 2 x 10° hiicre/6rnek yogunlugunda ekilmistir. Kontrol hiicreleri polistiren plaka
kuyucuklarinda kiiltiirlendi (n = 3). 48 saatlik inkiibasyondan sonra, hiicreler Canli/Olii
Hiicre Cift Boyama Kiti ile boyandi. Yesil floresans yayan canli hiicreler ve kirmizi
floresans ile boyanan oOlii hiicreler konfokal lazer taramali mikroskobu (CLSM)

kullanilarak mikroskobik gozlemler ile hiicre canliligi degerlendirilmistir.

3.6.8.3. Biyomalzemelerle dogrudan temas halinde hiicre cogalmasi

Hiicre canliligi deneyinde oldugu gibi deneyden Once biyomalzemelerin tamamen
doyurulmas i¢in kiiltiir ortaminda 24 saat inkiibe edilmistir. hFOB 1.19 hiicreleri
dogrudan biyomalzeme disklerine (n = 6), 1 x 10° hiicre/drnek yogunlugunda ekildi.
Kontrol hiicreleri polistiren plakanin kuyucuklarinda kiiltiirlenmistir (n = 6). 7 giinliik
inkiibasyon ile hiicre ¢ogalmasi sonrasi hiicre morfolojisi, hiicre ¢ekirdekleri (Hoechst
33342) ve sitoskeletal aktin filamentleri (Alexa-Fluor 636 Phalloidin) ile boyandiktan
sonra CLSM goriintiileme teknigi ile degerlendirildi. Hiicre gekirdekleri yesil floresan,

sitoskeleton ise kirmizi floresan yaymustir.

3.6.8.4. Istatistiksel analizler

[statistiksel analizlerden dnce, verilerin normal dagilimi1 D'Agostini ve Pearson omnibus
normallik testi ile degerlendirildi. Daha sonra, eslestirilmemis Student t-testi veya tek
yonlii ANOVA testi ve ardindan Tukey ¢oklu karsilastirma testi gergeklestirildi. p degeri
0,05'in altinda oldugunda, sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (GraphPad

Prism).
3.6.9. Antibakteriyel analizler

Numuneler Eskisehir Teknik Universitesi Cevre Sorunlari Uygulama ve Arastirma
Merkezinde test edilmistir. Antibakteriyel testler, CLSI Ocak-2011 (Clinical and
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Laboratory Standards Institute) Kirby—Bauer disk difiizyon teknigi ile MH (Mueller
Hinton) agarda gergeklestirilmisti.  Numunelerin  antibakteriyel — 6zelliklerini
degerlendirmek i¢in Gram-negatif E. coli (ATCC 25922) ve Gram-pozitif S. Aureus
(ATCC 25923) bakterileri kullanilmistir.  Oncelikle 6 mm ¢apinda disk seklinde
hazirlanmis poroz skafoldlar UV ile steril edilmistir. E. coli ve S. aureus bakterileri ile
0.5 McFarland standardina (1x10% mikroorganizma/mL) esdeger yogunluga sahip bakteri
soliisyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan bakteri soliisyonlarindan 100 pl alinarak Mueller-
Hinton agar iizerine yayildiktan sonra skafold numuneleri besiyerine yerlestirilmistir ve
35 °C'de 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda numune etrafinda olusan bakteri

inhibisyon zon sonuglar ¢aplart (mm) dl¢lilmiistiir.
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4. BOLUM
ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Skafoldlarin Kimyasal Karakterizasyonlari

Hazirlanan numunelerin kimyasal analizleri FT-IR, XRD ve EDX yontemleri kullanilarak

gergeklestirilmistir.
4.1.1. FT-IR analizleri

Uretilen dondurularak kurutulmus CI, CII, CIIL, SI ve SII numunelerine ait FT-IR
spektrumlar1 Sekil 4.1.”de verilmistir. Sonuglara gore, sodyum sitratiz saf aljinat matrisli
CI numunesinin FT-IR spektrumu incelendiginde 3250 cm'’deki genis tepe aljinatin
hidroksil gruplarinin O-H gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Manjula vd.,
2013). 1591 ve 1414 cm™ dalga boyunda bulunan pikler aljinatin karboksil grubunun
C=0 gerilmesine atfedilmistir (Samadian vd., 2023). 1019 cm'’de goriilen pik
polisakkaritin C-O-C gerilme titresimine ve 2926 cm™’deki diisiik siddetli pik C-H
gerilme titresimine atfedilmistir (Manjula vd., 2013). 813 cm™!, 884 cm™ ve 936 cm™’de
bulunan pikler ise aljinat yapisina ait karakteristik Na-O baglarindan kaynakli oldugu

diistiniilmektedir (Aslanov vd., 2017).

CII numunesine ait FT-IR spektrumunda goriildiigii gibi CI numunesine gore 6nemli bir
degisiklik bulunmamaktadir yalnizca piklerin siddetlerinin arttigi goriilmektedir.
Aljinatin hidroksil gruplarinin O-H gerilme titresimlerinden ve polisakkaritin C-H
gerilme titresimlerinden kaynaklanan pikler CII numunesinde sirastyla 3230 cm™ ve 1019
cm’! ’de ortaya ¢ikmustir. CII numunesinde piklerin siddetlerinin artis gdstermesi
literatiire gore sodyum sitrat kullantminin kalsiyum kloriir ile ¢apraz bagli aljinat
hidrojellerinin ¢éziinme ve yavas bozunma hizini arttirdigindan kaynakli olabilecegi

belirtilmistir (Wu vd., 2016).

CIII numunesine ait spektrumda 3283 cm™ dalga boyundaki genis pik ve 629 cm™'*deki
nokta hidroksil grubunun O-H gerilme titresimlerine atfedilmistir (Rehm ve Bonfield,
1997; Sayed vd., 2023). 1595 cm! ve 1412 cm™ dalga boylarinda bulunan pikler ise
aljinatin karakteristik asimetrik ve simetrik karboksil grubunun C=0O gerilme
titresiminden kaynaklanmaktadir (Aslanov vd., 2017). Bu pikler aljinat matriste bulunan
karboksil grubu ile kalsiyum kloriirde bulunan (CaCly) ¢apraz bagh kalsiyumun art1 yiikii

(Ca™?) arasindaki bag1 gdstermektedir (Sayed vd., 2023). 1086 cm™! ve yaninda bulunan
45



1018 cm™! ve 957 cm™”deki pikler asimetrik ve simetrik PO4 grubuna atfedilmistir (Son

vd., 2012).

SI numunesine ait spektruma bakildiginda 3358 cm™! dalga boyunda bulunan genis pik

hidroksil grubunun O-H gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 1602 ve 1423 cm”
>de bulunan pikler ise aljinatin karboksil grubunun C=0 gerilmesine atfedilmistir. 1014
cm™’de goriilen yiiksek pik ve 960 cm™’deki kiigiik pik hidroksiapatitin fosfat (PO4)
grubuna ait oldugu belirtilir. 819 cm™ ve 779 cm™’de goriilen kiigiik pikler ise pomzanin
Si-O baglarmin egilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Bang vd., 2015; Komur vd.,
2016; Latifi vd., 2017; Rehm ve Bonfield, 1997).

Teikoplanin yiiklenmis SII numunesinin spektrumu ile ilgili olarak 3000-3500 cm!
arasindaki genis pik diger numunelerde oldugu gibi hidroksil grubunun O-H gerilme ve
Teikoplanin’nin neden oldugu NH> primer amin biikiilme titresimlerinden
kaynaklanmaktadir (Kiling vd., 2020; Shahid vd., 2023). 1595 cm™ ve 1419 cm™ ‘de
goriilen pikler Teikoplanin’nin aromatik halkalardaki C=C biikiilme titresimlerine
atfedilmistir (Kiling vd., 2020). 1018 cm™! ‘de bulunan pik hidroksiapatitin fosfat grubuna
ait ve 1205 cm™ ‘deki pik ise C-H biikiilme titresimi ise Teikoplanin’nin molekiiler
yapisina karsilik gelir (Amiri vd., 2020; Kahdestani vd., 2021). 550 cm™ ‘de gériilen en
yiiksek pikin ise Teikoplanin’nin yapisindaki aromatik halkalarin deformasyon
titresimlerinden dolay1 oldugu veya polimer ve Teikoplanin arasindaki etkiden kaynakli

oldugu diisiiniilmektedir (Kahdestani vd., 2021; Kiling vd., 2020; Sayet vd., 2014)
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Sekil 4.1. CI (Alg), CII (Alg+SC), CIII (Alg+HA), SI (AlgtHA+PM), SII (Alg+
HA+PM+TEC) numunelerine ait ATR analiz spektrumlari

4.1.2. XRD analizleri

CIII, SI ve SII numunelerinin XRD grafikleri Sekil 4.2.’de verilmistir. CIII, SI ve SII
numunelerinde benzer pikler ve amorf yapiya sahip olduklar1 goriilmiistiir. Saf aljinata
hidroksiapatit ilavesi yapildiginda XRD  desenlerinde = HA’nin  kirinimlari
gozlemlenmektedir. CIII numunesine ait X-15mn1 kirinim desenlerine bakildiginda
20=23,25°"de goriilen genis pik aljinatin amorf bir malzeme olmasindan
kaynaklanmaktadir. 26 = 34,1°°de bulunan en siddetli pik ve 20 = 32,20, 31,52 ve
45,67°’deki pikler hidroksiapatite ait karakteristik piklerdir. (Bi vd., 2019; Gholizadeh
vd., 2018; Gupta vd., 2025; Iswarya vd., 2023).

SI ve SII numunelerine ait XRD kirinim desenlerine bakildiginda CIII numunesine benzer
fakat ufak kaymalara sahip pikler goriilmektedir. ST numunesinin XRD kirinim desenleri
incelendiginde 26~31,8°’ye yakin siddetli bir pik bulunmaktadir ve pomza ilavesinden
veya hidroksiapatitin karakteristik piklerinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir
(Gupta vd., 2025; Li vd., 2010). SII numunesinin kirinim desenlerinde ise 26~30-35° ve
45-50°’ye yakin siddetli pikler goriilmektedir. Bu piklere Teikoplanin ve hidroksiapatit

piklerinin st iiste gelmesi neden olmus olabilir. Pomza katkis1 yapildiktan sonra SI ve
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SII numuneleri temel olarak hidroksiapatitten ve ikinci faz olarak B-TCP’den

olusmaktadir (Komur vd., 2016).
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Sekil 4.2. CIII (Alg+HA), SI (Alg+ HA+PM) ve SII (Alg+ HA+PM+TEC) numunelerinin
XRD grafigi

4.1.3. EDX analizi

CI - Alg matrisli skafold (sodyum sitratsiz) ve CII - Alg matrisli skafold (sodyum sitratl1)
numunelerine ait EDX analiz sonuglar1 sirasiyla Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te verilmistir.
Analiz sonuclarina goére CI numunesinin yapisinda %31,88 C (karbon), %9,34 Ca
(kalsiyum) ve %2,99 Cl (klor) bulundurdugu tespit edilmistir. Renkli element haritasi
incelendiginde kalsiyumun temel matris olarak kirmizi renkte dagildigini ve iizerinde

oksijen, karbon ve klor elementlerinin dagildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.3. CI-Alg matrisli skafold (sodyum sitratsiz) numunesine ait EDX analiz
sonuglari: SEM ’de geri sactirma yoluyla elde edilen elektron mikroskop
goriintlisii (sol-iist resim), renkli element haritasini (sag-list resim), kimyasal
elementel analiz grafigi ve element bilesim tablosu (sol-alt resim)

CII numunesinin Sekil 4.4’te verilen analiz sonuglarina bakildiginda ise en yiiksek
%54,29 orani ile oksijen bulundururken %32,65 C, %9,47 Ca ve %3,59 Cl bulundurdugu
goriilmiistiir. Renkli element haritasina bakildiginda ise CI numunesi ile ayn1 sekilde
kalsiyum elementinin temel matris olarak kirmizi renkte dagildigini ve {izerinde oksijen,
karbon, klor elementlerinin dagildig1 goriilmektedir. CI ve CII numunelerinin her
ikisinde de klor elementinin varliginin sebebi numuneler iiretilirken ¢apraz baglanma i¢in
CaClz kullanilmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica CII numunesinde CI
numunesine gore karbon elementi %0,6 orani ile daha fazladir ve bu durumun sebebinin

ise CII numunesinde bulunan sodyum sitrattan kaynakli oldugu tahmin edilmektedir.
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Sekil 4.4. CII-Alg matrisli skafold (sodyum sitratli) numunesine ait EDX analiz sonuglart:
SEM’de geri sactirma yoluyla elde edilen elektron mikroskop goriintiisii (sol-
iist resim), renkli element haritasini (sag-iist resim), kimyasal elementel analiz
grafigi ve element bilesim tablosu (sol-alt resim)

Sekil 4.5.’te CIII (Alg-SC-HA) numunesinin EDX analiz sonuglar1 verilmistir. Sonuglara
bakildiginda CIII numunesinin %53,29 orani ile en yiiksek miktarda oksijen yani sira
%31,21 C, %11,60 Ca, %3,30 Cl ve %1 in altinda eser miktarda sirasiyla P ve Na i¢erdigi
goriilmektedir. Elektron mikroskobu goriintiisii incelendiginde ise CIII numunesi
hidroksiapatit varligindan dolay1 CI ve CII numunesine gdre daha piirtizlii yapiya sahip
oldugu goriilmektedir. EDX grafiginde ise Ca ve O piklerinin baskin siddette oldugu

goriilmektedir.

50



B s%ck
15% O K
B 1% Nak
B 2% Pk
20% CIK
B 52% cak

£ B3l 2053 3121 16550 864
24d BTN 4668 5329 44970 975
19.2x] B8 o2 o016 440 2411
160d B3 o072 044 4160  3.66
o § ¢ B8 6% 330 35250 193

BT 2545 1160 993.00 143

Sekil 4.5. CIII (Alg + HA) skafold numunesine ait EDX analiz sonuglari

Sekil 4.6’da SI (Alg-HA-PM) numunesinin EDX analiz sonuglar1 verilmistir. Sonuglara
bakildiginda hidroksiapatitin varligindan dolay1 Ca, O ve P elementlerinin bulundugu ve
en siddetli piklerin bu elementlere ait oldugu goriilmektedir. SI numunesinde pomza
katkisindan dolay1 eser miktarda aliiminyum ve silisyum bulundugu tespit edilmistir. Ayni
zamanda yine pomza katkisindan dolay1 karbon oraninin diistiigii goriilmektedir. SEM
goriintilisline bakildiginda ise pomza katkilit HA numunesinin poroz ve birbirine baglantili
yapilar seklinde aljinat polimer matrisi tizerinde farkli bolgelerde dagildig: gortilmiistiir.
Bu nedenle SI numunesinin kemik yenilenmesi ve onarilmasi prosesindeki, hiicrelerin
tutunmasi, go¢ etmesi ve kan akisi gibi metabolik faaliyetler agisindan elverisli bir yap1

olusturdugu goézlenmektedir.
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Sekil 4.6. SI (AlgtHA+PM) numunesinin EDX analiz sonuglari

Sekil 4.7°de SII (Alg-SC-HA-PM-TEC) numunesinin EDX analiz sonuglar1 verilmistir.
SII numunesinin EDX analiz sonuglar1 incelendiginde SI numunesine gore Ca ve O
element oranlarinin distiigi ve P, Na ve Si elementlerin seviyelerinin arttig1
goriilmektedir. Bu durumun SII numunesinde bulunan antibiyotik ilagtan kaynakli oldugu

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.7. SII (Alg+ PM+ HA+ TEC) numunesinin EDX analiz sonuglari

4.2. Morfolojik ve Yapisal Analizler

Hazirlanan numunelerin morfolojik ve yapisal analizleri SEM analizi kullanilarak
gerceklestirilmistir.

4.2.1. SEM analizi

Saf aljinat matrisli sodyum sitratiz skafold (CI) ve sodyum sitratli skafold (CII)
numunelerinin Sekil 4.8.”de SEM goriintiileri verilmistir. Her iki numunenin birbirlerine
bagl gozeneklere sahip poroz yapida olduklar1 goriilmektedir (Samadian vd., 2023). CI
ve CII numuneleri arasinda biiyiik bir fark gozlemlenmemistir. Sodyum sitratin CII
numunesinde gézenek boyutunu arttirdig diistiniilmektedir. Kalsiyum kloriir ile ¢apraz
bagh aljinatin bozunma hiz1 yavastir bu durumu ortadan kaldirmak ve bozunma hizini
arttirmak i¢in sodyum sitratin faydali oldugu kanitlanmistir (Wu vd., 2016). Bu durumdan

dolay1 aljinatin bozunma hizinmi arttirmak ve homojen dagilimini saglamak amaciyla CII
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numunesi hazirlanirken sodyum sitrat kullanilmistir ancak CI ve CII numunelerinin SEM

goriintiilerinde 6nemli bir fark gériilmemektedir.

Sekil 4.8. Aljinat matrisli skafoldlarin SEM morfolojik analizleri: (a-b) CI (Alg) ve (c-d)
CII (Alg+SC) (Goriintiilerdeki 6lgek gubuklart 20 uzunluktadir)

CIII, ST ve SII numunelerine ait SEM goritintiileri Sekil 4.9.’da verilmistir. Sekil 4.9 (a-
b)’da verilen saf HA eklenmis aljinat matrisli skafold numunesinin (CII) SEM
goriintiilerine bakildiginda birbirlerine bagli poroz bir yapiya sahip oldugu ve
hidroksiapatit partikiillerinin aljinat ylizeyinde topaklanma yaptig1 goriilmektedir (Parhi
vd., 2006). Bu gozenekler hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini desteklemek, besin ve kan
girisini kolaylagtirmak i¢in 6nemlidir. Sekil 4.9 (c-d)’da verilen SEM gériintiisiine
bakildiginda ise pomza katkili HA numunesinin (SI) siingere benzer goriiniime sahip
poroz ve birbirine baglantili yapilar seklinde aljinat polimer matrisi iizerinde farkli
bolgelerde dagildig1 goriilmiistiir. Pomza katkis1 yapilarak iiretilen SI tane boyutlari saf
HA eklenmis CIII numunesine gore azalmis gibi goriinmektedir. Yapilan bir ¢alismaya
gore silikat temelli malzemelerin ilave edildigi biyomalzemelerde tane boyutunu
azaltmaya neden oldugu bildirilmektedir (Singh vd., 2021). Sekil 4.9°da (e-f) Teikoplanin
yiiklenmis SII numunesinin SEM goriintiilerinde ise ila¢ yliklemesinden dolay1
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gozeneklerin daha biiylik ve yogun oldugu goriilmemektedir ve ilacin godzenekleri
tikamadig1 anlagilmaktadir. Ayn1 zamanda ylizeyi kapladigi goriilen parcacikli ve

diizensiz sekilde dagilan partikiillerin Teikoplanin oldugu diisiiniilmektedir.

Sekil 4.9. Aljinat matrisli skafoldlarin SEM morfolojik analizleri: (a-b) CIII (Alg+HA),
(c-d) SI (Alg+tHA+PM), (e-f). SII (Alg+tHA+PM+TEC) (Goriintiilerdeki 6l¢ek
cubuklari (a-c ve e). 20p nm, (b-d ve f). 100 nm)
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4.3.Termal Analizler

Hazirlanan numunelerin  termal analizleri TGA/DTA yontemleri kullanilarak
gergeklestirilmistir

4.3.1. TGA/DTA analizleri

CIII ve SI numunelerine ait karsilagtirmali TGA/DTA egrileri Sekil 4.10°da verilmistir.
Numunelerin termal analizleri oda sicakligi ile 1000 °C arasinda gerceklestirilmistir. CIII
numunesinin TGA egrisine bakildiginda kademeli bir agirlik kayb1 goriilmektedir. 25-
250°C araliginda yavas bir sekilde gerceklesen ilk agirlik kayb1 %16 civarinda ve bu
durumunun emilen suyun buharlasmasindan kaynaklandigi ve ikinci agirlik kaybinin
250-300°C araliginda hizli gerceklesen ikinci agirlik kaybinin %14 civarinda oldugu ve
molekiil suyunun kaybinin yaninda aljinatin termal bozunmasindan (karbon dioksit, su ve
diger gazlar salarak kiitle kaybeder) kaynaklandig1 disiliniilmektedir (Dong vd., 2011;
Son vd., 2012a; Wulandari vd., 2023). Ugiincii kademe agirlik kaybmin 300-650°C
araliginda %21 civarinda oldugu ve aljinatin ikinci termal bozunmasinin gercekleserek
karbondioksit, su ve diger gazlarin salinimindan kaynaklanmaktadir (Son vd., 2012a;
Waulandari vd., 2023). 650-1000°C araliginda %16 civarinda agirlik kaybi goriillmektedir
ve hidroksiapatitin yapisindaki hidroksil gruplarinin dehidrasyonuna baglanmistir (Son
vd., 2012a). CIII numunesinin toplam agirlik kayb1 %67 olarak hesaplanmistir. DTA
egrisine bakildiginda ise 25-650°C araliginda genis bir endotermik etki goriilmektedir.
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Sekil 4.10. CIII (Alg+HA) ve SI (Alg+tHA+PM) numunelerine ait karsilastirmali (a) TGA
ve (b) DTA egrileri

SI numunesinin TGA egrisine bakildiginda CIII numunesine yakin yakin egriler ve

kademeli agirlik kaybi goriilmektedir. 25-250 °C arasinda %14 oraninda ilk agirlik
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kaybinin absorbe edilen suyun buharlagsmasindan ve pomzanin yapisinda bulunan
safsizliklardan kaynaklandig diistiniilmektedir (Mourhly vd., 2015). 250-640°C arasinda
%29 oraninda agirlik kaybiin aljinatin bozunarak karbondioksit, su ve diger gazlarin
salimimindan ve molekiil suyunun buharlasmasina atfedilmistir (Swamy vd., 2010;
Waulandari vd., 2023). 640-1000°C araliginda organik bilesenler%14 oranindaki agirlik
kaybinin hidroksiapatitin yap1 suyunun ve aljinatta bulunan karboksil gruplarinin
uzaklasmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Dong vd., 2011; Son vd., 2012a).
Toplam agirlik kaybi1 %57°dir. DTA egrisi incelendiginde ise 25-628°C araliginda genis
bir endotermik 628-750°C araliginda kiigiik bir endotermik tepe goriilmektedir. Bu
sonuclara bakildiginda pomza katkisinin termal aktiviteyi ¢ok fazla etkilemedigi
goriilmektedir. Pomzanin termal kararliliginin 900°C ‘ye kadar korunabildigi ve 1200°C

civarinda eridigi bildirilmektedir (Mourhly vd., 2015).

4.4. Biyolojik Analizler

Bu tez calismasinda biyolojik analizler kapsaminda ilag salinim g¢aligmalari, sisme,
biyoaktivite, antibakteriyellik, biyouyumluluk ve sitotoksisite testleri yapilarak sonuglari

incelenmistir.
4.4.1. Aljinat matrisli kompozit skafoldlarin ila¢ salinim calismalar:

Ilag salinim calismalari, 10 mL fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) igeren tiiplere ilag yiiklii ve
ilags1z kontrol numuneleri yerlestirildi ve 37 °C’de 7giin boyunca inkiibe edildikten sonra
salinimi gergeklesen Teikoplanin etken maddeli ilacin Olglimleri belirlenen zaman

noktalarinda (1, 3, 6, 24, 96 ve 168 saat) ger¢eklestirilmistir.

Her 6l¢lim zamaninda 5 mL eliisyon ¢ozeltisi alinmis ve taze PBS ile degistirilerek
inkiibasyona devam edilmistir. Tiiplerden alinan eliisyon c¢ozeltisinin UV-Vis
Spektroftometresinde absorbans degerleri Olclilerek ortalama degerler hesaplanmistir.
Ayni1 zamanda cesitli konsantrasyonlardaki (20-80 pg/mL) standart ilag ¢ozeltilerinin UV
Olctimleri yapilmigtir. Kademeli olarak artan ilag konsantrasyonlari i¢in tiim absorbans
dlgiimleri standart dogru olarak elde edilmistir ve hesaplanan dogrunun denklemi ve R?

degeri ile birlikte Sekil.4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. 280 nm dalga boyunda numunelerin absorbans dl¢iimleri ile elde edilen

Teikoplanin etken maddesinin standart egrisi

Teikoplanin etken maddesi suda c¢oziinebilen bir antibiyotiktir ve PBS ilag yiikli
numunenin yapisina girdiginde ilact uygun yerde ¢ozmektedir ve yiiksek ilag
konsantrasyonuna sahiptir (Huang vd., 2020). Sekil 4.12’de SII (Alg-HA-PM-TEC)
numunesinden Teikoplanin etken maddesinin kiimiilatif salinim grafigi verilmistir.
Standart egriden hesaplanan kiimiilatif ila¢ (Teikoplanin) yiizdesi ilk 1 saat sonra
%16’1ken, 3 saat sonra %25’e, 6 saat sonra %37’ye, 24 saat sonra %59’a ve 96 saat sonra
ise %70 ulasti. 168 saat sonra ila¢ salinimi tamamen gergeklesmistir. ilag salinimindaki
en bliylik artis %70’ten %100’e ulastig1 96 ile 168 saatleri arasinda meydana gelmistir.
Sonuglara bakildiginda Teikoplanin salinimmin kademeli bir sekilde 168 saatte
gerceklestigi sOylenebilir. Antibiyotigin kademeli bir sekilde salinmasi, numunenin
kemik enfeksiyonu tedavisi i¢in potansiyel bir ilag¢ tasiyici sistem olarak kullanilabilir

duruma getirmistir (Peng vd., 2010).
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Sekil 4.12. SII (Alg+tHA+PM+TEC) numunesinden Teikoplaninin kiimiilatif salinim1
4.4.2. Sisme (su emme kapasitesi) testi

Farkli hidrojel skafold numunelerin su emme kapasitesi yani sisme potansiyelleri fosfat
tampon ¢ozeltisi (PBS) varliginda 3 tekrarli sekilde test edilerek Olciilmiistiir. PBS
igerisinde bekletilen numunelerin 30 dk, 1, 2, 4, 6 ve 24 saat zaman araliklarinda kiitle
degisimleri Ol¢iilmiistiir. Sekil 4.13’te hidrojel skafoldlarin sisme yiizdeleri verilmistir.
Tim numuneler ilk 30 dakikada suyu emmeye baslayarak sisme gostermistir. Saf aljinat
igeren (sodyum sitratiz) CI numunesi deneyin gergeklestirildigi tiim zaman araliklarinda
en yliksek sisme oranlarina sahipken, en diisiik sisme oranlari ilag (Targocid) yiiklenmis
aljinat matrisli %7,5 Pm katkili HA (1100°C’de sinterlenmis) skafold numunesinde (SII)
goriilmiistiir. CI numunesinin yiiksek oranda sismesinin nedeni igeriginde bulunan
aljinatin hidrofilik yapiya sahip olmasindan kaynaklanmaktadir (Pawar ve Edgar, 2012).
CIII numunesi ile CI numunesi karsilagtirildiginda daha diisiik bir sisme oram
goriilmektedir. Bu durum aljinatta bulunan polimer zincirlerinin hareket alanlari
hidroksiapatit partikiilleri nedeniyle kisitlanmasia baglanabilmektedir (Zhang vd.,
2010). Aljinat temelli hidrojellere nano yapili malzemelerin eklenmesinin sigme hizim
azalttig1 literatiirde bildirilmistir (Zhang vd., 2010). CII numunesi 15 saat sonra sisme
denge profiline ulasilmistir, ancak diger numunelerde 24 saat surecinde tam bir dengeye
ulagsmamuistir. En fazla sisme orani ilk 30 dakika icerisinde ger¢eklesmistir. CI numunesi

24 saat icerisinde kademeli bir artis gosterirken CII, CIII, SI ve SII numuneleri zaman
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araliklarinda azalma veya artma egilimleri gostermektedir. 24 saat sonunda numunelerin

sisme oranlar1 karsilastirmasi sirastyla CI>SI>CII>CIIT>SIT dir.
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Sekil 4.13.Hidrojel skafoldlarin (CI, CII, CIII, ST ve SII) farkli zaman araliklarinda (30
dakika ve 1, 2, 4, 6 ve 24 saat) sisme analizleri

4.4.3. Biyoaktivite testleri

Belirlenen zaman araliklarinda (1, 4 ve 7 giin) SBF ile inkiibe edilen numunelerin FT-IR,
SEM analizleri ve pH ve agirlik Olctimleri yapilmistir. Numunelerin biyoaktivitesi
yiizeylerinde karbonatli apatit mineral birikimi agisindan, 7 giline kadar farkli zaman
araliklarinda belirlenen kuru agirlik oranlar yiizdesi olarak ¢izilmistir. 1, 4 ve 7 giin
araliklarinda Slgiilen pH degerleri ve kuru agirlik yiizdeleri Sekil 4.14’te verilmistir. Ph
analizlerine bakildiginda CI ve CII numunelerinde 1. giinden 7. giine kadar pH
degerlerinde diizenli bir artis Ol¢lilmiistiir. CIII, SI ve SII numunelerinde ise pH
degerlerinde 4. giinde azalis varken 7. glinde artis goriilmektedir (Sekil 4.14.(b)) pH
degisimlerinde en yiiksek pH degeri 7,70 ile SII numunesine aitken, CI numunesi
biyoaktivite testinin tiim araliklarinda en yiiksek ikinci pH degerine sahiptir. Ortalama pH
degisimi SII numunesi i¢in 7,62-7,70 arasinda olup diger numunelerdeki pH degisimine
(7,60-7,64) nispeten daha yiiksektir. Bu durumun ila¢ saliimu ile iliskili olabilecegi

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.14. Biyoaktivite test sonuglari, numunelerin (CI, CII, CIII, SI ve SII ) SBF
ortaminda 7 giline kadar farkli zaman dilimlerinde (1, 4 ve 7 giin) inkiibe
edilmesiyle gergeklestirilen biyomineralizasyonun arastirilmasi ile (a)
hidrojellerin kuru agirlik oraninin % 'sinin karsilastirilmasi ve (b) biyoaktivite
testlerinin farkli zaman araliklarindaki pH degisimlerinin karsilastirilmasi

Kuru agirlik oranlari incelendiginde CI numunesi CII numunesinden %2,4 oraninda daha
yiiksek bir kuru agirlik yiizdesi gostermistir ve bu da aljinatin hidrofilik yapisindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. CIII numunesi CII numunesine gore hidroksiapatitin
mineralizasyon lizerindeki etkisi ile iligkili olarak %35,6 oraninda daha yiiksek kuru agirlik
ylizdesi gostermistir. SI numunesine bakildiginda pomza ilavesi SI numunesinin kuru
agirhgin distirmiistiir. SI ve SII numunelerinin arasindaki farka bakildiginda ise SII
numunesi %6,7 oraninda daha yiiksek kuru agirlik oranina sahiptir. SII numunesinin SI
numunesinden 6nemli 6l¢giide yiiksek olmasinin sebebi ilag yiiklii numunenin SBF'de in-
vitro biyomineralizasyona katkida bulundugunu gdsteriyor; bu apatit olusumunu tegvik

eden SBF'deki iyonlar1 ¢ceken Teikoplanin’nin yapist ile iliskilendirilebilir.

SBF ortaminda 7 giin inkiibe edilen numunelerin mikroyap1 goriintiileri SEM analizi
yoluyla karsilagtirmali olarak incelenmistir Sekil 4.15’te CI ve CII numunelerinin farkli
Ol¢ceklerdeki kesitlerinin SEM goriintiileri verilmistir. Her iki numunenin 7 giinliik
inkiibasyon sonraki SEM goriintiilerinde kristalin mineral olusumuna ait bir bulgu
gozlemlenmemistir. Farkli 6l¢eklerdeki kesitler incelendiginde olduk¢a yogun ve kiiciik

mikro gézenekler goriilmektedir.
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Sekil 4.15.SBF ortaminda 7 giin inkiibasyondan sonra CI (a-c) ve CII (d-f) numunelerinin
farkli olceklerdeki kesitlerinin  SEM  goriintiileri; (Goriintiilerdeki olgek
cubuklari (a ve d). 200 nm, (b ve e). 1 pm ve (c ve f). 20 um)

Hidroksiapatit i¢ceren CIII numunesine ait SEM goriintiileri Sekil 4.16’da verilmistir.
Gorlintiilere bakildiginda numune yiizeyinin tamamini kaplayan piiriizlii mineralize bir
katman goriilmektedir. Sekil 4.16.(b)’daki goriintiide goriildiigii gibi hidroksiapatit
kristalleri, numunenin tiim yiizeyi boyunca dagilmis, kiiresel ve yiiksek tane boyutuna
sahip bir ylizey morfolojisi sergilemistir. Biyolojik ¢ozeltilerde aljinat, sisme ve ¢ézlinme
davranisi sergilediginden dolay1r numunenin suyu emmesine ve bozunmanin artmasina

neden olarak fosfat iyonlarinin ¢dkelmesini saglayabilir (Sayed vd., 2023).

Sekil 4.16. SBF ortaminda 7 giin inkiibasyondan sonra CIII numunesinin farkl
Olceklerdeki kesitlerinin SEM goriintiileri; (goriintiilerdeki 6lgek ¢ubuklari:
a.200 um, b. 1 pum ve c. 20 um)
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Sekil 4.17°de SI ve SII numunelerinin farkli 6l¢eklerdeki SEM goriintiileri verilmistir.
Her iki numunede siinger benzeri gozenekli bir ylizeye sahip olduklar goriilmektedir. SI
numunesine ait Sekil 4.17 (a-c)‘ye bakildiginda saf hidroksiapatit eklenmis numuneye
gore gozeneklerin boyutlar artmis gibi goriinmektedir. Bu gozenekli yap1 biyomedikal
uygulamalarda hiicrelerin tutunmasi ve c¢ogalmasini kolaylastirmak ic¢in oldukca
onemlidir. ilag yiiklenmis SII numunesinin goriintiileri incelendiginde ise 7 giinliik
inkiibasyondan sonra hidroksiapatit kristallerinin kiiresel sekle sahip oldugu ve
numunenin yiizeyini kapladig1 gézlemlenmistir. Pomzanin yapisinda bulunan silisyumun
hidroksiapatit olugsmasina ve ¢okelmesine neden olabilmektedir. Sonuglar, 7 giinlilk SBF
inkiibasyonundan sonra birbirine bagli gozenekli ve yogun apatit tabakasinin

¢cokelmesinin olustugunu gosterdi (Subuki vd., 2020; Yiicel vd., 2012) .

Sekil 4.17.SBF ortaminda 7 giin inkiibasyondan sonra SI (a-c) ve SII (d-f) numunelerinin
farkli olceklerdeki kesitlerinin  SEM goriintiileri; (Goriintiilerdeki olgek
cubuklari (a ve d). 200 nm, (b ve e). 1 pm ve (c ve f). 20 um)

SBF’ye daldirilmadan 6nce ve SBF i¢inde 7 giin inkiibe edilip kurutulan numunelerin
karsilastirmal1 FT-IR analizleri Sekil 4.18’de verilmistir. CIII, SI, SII numuneleri SBF’de
inkiibe edildikten sonra fosfat gruplarinin siddetlerinde artma oldugu gézlemlenmistir.
Hidroksiapatit icermeyen CI ve CII numunelerinin SBF’de 7 giin inkiibe edildikten

sonraki FT-IR spektrumlarinin birbirine benzer oldugu goriilmektedir. Numunelerin her
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ikisinde birden 3000-3500 cm™’de goriilen genis pik aljinatin hidroksil gruplarinin O-H
gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Manjula vd., 2013). 1591 cm™ ve 1414 cm™
>de bulunan pikler aljinatin karboksil grubunun C=0 gerilmesine baglanmistir (Zhang
vd., 2022). 1019 cm™’de bulunan pik polisakkaritin C-H gerilme titresimine baglanirken
2926 cm " deki diisiik siddetli pik C-O-C gerilme titresimine atfedilmistir (Samadian vd.,
2023). Ayrica CI ve CII numunelerin pik siddetlerinde azalma gergeklesmistir, bu durum

zaman i¢inde numunelerin bozundugunu gostermektedir.

CIII numunesinin FT-IR spektrumu incelendiginde SBF inkiibasyonu sonunda tepe
yogunluklarinda azalma olmustur. 3000-3500 cm™ dalga boyunda bulunan genis pik ve
629 cm’deki pik hidroksil grubunun O-H gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir.
1595 ve 1412 cm™ dalga boylarinda bulunan pikler ise aljinatin karakteristik asimetrik ve
simetrik karboksil grubunun C=0 gerilme titresimine atfedilmistir. 1086 cm™ ve yaninda
bulunan 1018, 957 cm™’deki pikler asimetrik ve simetrik PO4> grubuna atfedilmistir
(Aslanov vd., 2017; Rehm ve Bonfield, 1997; Sayed vd., 2023; Shahid vd., 2023; Son
vd., 2012b).

%?7,5 pomza katkili SI numunesine ait spektruma bakildiginda diger numunelerdeki gibi

3000-3500 cm™! ‘de bulunan genis pik hidroksil grubunun O-H gerilme titresimlerinden
kaynaklanmaktadir. 1602 ve 1423 cm™’de goriilen pikler ise aljinatin karakteristik
karboksil grubunun C=0 gerilmesine atfedilmistir. 1014 cm™’de gériilen en siddetli pik
ve 960 cm™’deki kiiciik tepe hidroksiapatitin fosfat (PO4) grubu neden olmaktadir. 819
ve 779 cm’de goriilen kiigiik tepeler ise pomzanmn Si-O baglarinin egilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir (Bang vd., 2015; Komur vd., 2016; Latifi vd., 2017;
Rehm ve Bonfield, 1997).

Ilag yiiklenmis SII numunesinin spektrumu ile ilgili olarak 3000-3500 cm™! arasindaki
genis tepe noktasi diger numunelerde oldugu gibi hidroksil grubunun O-H gerilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 1595 cm™ ve 1419 cm! ‘de goriilen pikler C=0O
gerilme titresimlerine atfedilmistir. 1018 cm™ "de bulunan pik ise hidroksiapatitin fosfat

grubuna atfedilmistir. (Amiri vd., 2020; Komur vd., 2016; Shahid vd., 2023).
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Sekil 4.18. Biyoaktivite testi yapilan CI, CII, CIII, SI ve SII numunelerinin karsilastirmali
ATR spektroskopisi (a) SBF'de inkiibasyondan dnce (0. Giin) ve (b) SBF'de 7
giinliik inkiibasyondan sonra

4.4.4. Biyouyumluluk ve sitotoksisite testleri

Biyouyumluluk c¢aligmas: kapsaminda biyomalzemeler ekstraktlarinin sitotoksisitesi,
hiicre canliligi, hiicre ¢ogalmasi gibi ¢esitli hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 gerceklestirilmis ve

sonuglar incelenmistir.
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4.4.4.1. Ekstraktlarin sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi

Sekil 4.19°da aljinat bazli biyomalzemelerden elde edilen sivi 6ziitlerle muameleden
sonra normal insan fetal osteoblastinin (hFOB 1.19 hiicre hatti) canliligi sonuglari
verilmigstir. Gergeklestirilen MTT testi sonucuna gore, 24 saatlik inkiibasyondan sonra
elde edilen biyomalzeme o6ziitleri arasinda SII biyomalzemesi, kontrol hiicreleri ile
(%100) karsilagtirildiginda hiicre canlihi@im1  yaklasik %50 oraninda azalttigi
goriilmektedir. CI, CII, CII ve SI numuneleri ise kontrol hiicrelerine kiyasla hiicre
canliliginin %100'e yakin oldugu ve azalma olmadig1 goriilmiistiir. Daha sonra ikinci 24
saatlik inkiibasyondan sonra elde edilen tim numuneler, kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda hiicre canliliginda azalma olmadig1 gozlemlenmistir. Bu yiizden elde
edilen sonuglar CI, CII, CIII ve SI biyomalzemelerinin toksik olmadiklarini
gostermektedir. Bunun yaninda, SII biyomalzemesi incelendiginde, inkiibasyonun ilk 24
saati stiresince sitotoksik etkiye neden olan antibiyotikleri serbest biraktig1 goriilmektedir.
Bu siirenin sonunda ise, antibiyotik salinim siirecinin durdugu diisiiniilmektedir ve hiicre

canliliginda herhangi bir azalma gézlenmemistir.
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Sekil 4.19.Aljinat bazli biyomalzemelerden elde edilen si1v1 dziitlerle muameleden sonra
normal insan fetal osteoblastinin (hFOB 1.19 hiicre hatt1) canlilig

4.4.4.2. Biyomalzemeler iizerinde biiyiiyen hiicrelerin canlihig: testi

Sekil 4.20°de aljinat bazli iskelelerde yetistirilen normal insan fetal osteoblastinin (hFOB
1.19 hiicre hatt1) canlilig1 sonuglar1 verilmistir. 48 saatlik inkiibasyon gerceklestirildikten
sonra, konfokal lazer tarama mikroskobu (CLSM) altinda gozlemlenen aljinat bazli

biyomalzemeler {izerinde kiiltiire edilen hFOB 1.19 hiicrelerinin yesil floresans yaydigi
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ve c¢ogunlukla canli oldugu goriilmektedir. Saf aljinat igeren CI ve CII
biyomalzemelerinde ise canli hiicrelerinde bulundugu fakat cogunlukla yuvarlak oldugu
gozlemlenmistir. Bu durum hiicrelerin biyomalzemenin yiizeyine zayif yapismasina
neden oldugunu gosterebilir. Ayrica hidroksiapatit veya hidroksiapatit ve pomza ile
zenginlestirilmis biyomalzemelere yani CIII, SI ve SII bakildiginda, canli hiicrelerin
bulundugu tespit edilmistir ancak sadece yuvarlak hiicreler degil yassi olanlar da
gozlemlenebilmektedir. Bu durum biyomalzemenin yiizeyine hiicrelerin biraz daha iyi
yapismalarina neden oldugunu gosterebilir. Literatiirde gergeklestirilen aljinat ile ilgili
calismalarda aljinatin zayif hiicresel yapismaya ve farklilagmaya neden oldugu
belirtilmistir (Wu vd., 2016). Buna gore bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sonuglar

literatiirle ortiismektedir.

Control

Sekil 4.20. Aljinat bazli skafoldlar iizerine yapigan normal insan fetal osteoblast
hiicrelerinin (hFOB 1.19 hiicre hatt1) canliligi CLSM goriintiileri. (Polistiren
tizerinde ekilen hiicreler kontrol olarak kullanildi. Canlt hiicreler yesil, 6lil
hiicreler ise kirmiz1 floresans yayar. Olgek cubuklari 150 um’dir)

4.4.4.3.Biyomalzemeler iizerinde biiyiiyen hiicrelerin cogalma testi

Sekil 4.21°de aljinat bazli skafoldlarda biiyiiyen normal insan fetal osteoblastinin (hFOB
1.19 hiicre hatt1) proliferasyonuna ait konfokal mikroskop goriintiileri Sekil 4.21°de
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verilmistir. CI, CII, CIII ve SI biyomalzemelerinde biiyiiyen hiicrelerin kiimeler halinde
bliytidiigilinii ve zayif bir sitoskeletonlar1 oldugunu ortaya koymustur. SII biyomalzemesi
tizerinde biiyiliyen hiicreler uzamais, iyi yassilasmis ve iyi gelismis bir sitoskeletal sisteme
sahip oldugu gozlemlenmistir. Bu nedenle, daha uzun inkiibasyondan sonra elde edilen
sonugclar biraz sasirticidir, ¢iinkii hidroksiapatit eklendikten sonra biyomalzemelerin sito-
uyumlulugunda herhangi bir artis kaydedilmemistir. Bu durum yalnizca SII durumunda

gozlemlendiginden dolay1 daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Control

150pm 150pm 150pum

150pum 150pm 150um

Sekil 4.21. Aljinat bazli iskelelerde biiyliyen normal insan fetal osteoblastinin (hFOB 1.19
hiicre hatt1) proliferasyonunun kalitatif degerlendirmesi. Polistiren {izerinde
kiiltiirlenen hiicreler kontrol hiicreleri olarak kullanildi. Hiicreler 7 giinliik
inkiibasyondan sonra Hoechst 33342 ve Alexa-Fluor Phalloidin 635
boyalartyla boyandi ve 200x biiylitmede bir CLSM altinda g6zlemlendi. Hiicre
cekirdekleri mavi floresans yaydi, sitoskeleton ise kirmizi floresans yaydi.
Cubuk 6lgegi = 150 um

4.4.5. Antibakteriyel analizler

Antibakteriyel analizler E. coli ve gram-pozitif S. aureus bakterileri kullanilarak 3 tekrarli
olarak gerceklestirilmistir. SI (Alg-HA-PM) ve SII (Alg-HA-PM-TEC) numuneleri disk
seklinde hazirlanarak karsilagtirmali olarak analiz edilmistir. Besiyeri ve bakteri ekili

petri kaplar icerisine yerlestirilen numunelerin karsisinda antibakteriyel bir ilag olan
68



Tetramycine kontrol numunesi olarak kullanilmistir Sekil 4.22°de E.coli (ATCC 25922)
ve S.aureus (ATCC 25923) bakterileri ile test edilen numunelerin bakteri inhibisyon
zonlarin1 gosteren antibakteriyel test sonuglari verilmistir. Sekil 4.23.(a)’da SI
numunesinin antibakteriyel testlerinde bakteri tiirlerine kars1 herhangi bir 6nleme zonu
olusumu gozlenmemistir. Fakat sekil 4.22.8b)’de verilen Teikoplanin etken maddeli ilag
yiiklii SIT numunesinin antibakteriyel test sonucunda numunenin etrafinda yer alan
belirgin seffaf goriiniimlii bakteri inhibisyon zonlarinin olustugu yani antibakteriyel

etkinlik gosterdigi goriilmektedir.

Escherichia coli Staphylococcus aureus

Sekil 4.22. E.coli (ATCC 25922) ve S.aureus (ATCC 25923) bakterileri ile test edilen (a)
SI ve (b) SII numunelerinin inhibisyon zonlarin1 gosteren antibakteriyel test
sonugclari
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Numunelerin bakterilerle inkiibasyonu sirasinda olusan bakteri 6nleyici inhibisyon zon

caplar1 Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Antibakteriyel test sonucu inhibisyon zon caplari

Test Mikroorganizmasi

Numune Ad1
SI

SII

Pozitif Kontrol
Tetramycine-(30 mg)

Staphylococcus aureus
(ATCC 25923)

21+£0.82
30

Escherichia coli
(ATCC 25922)

29+£0.82
40

Tabloya gore SI numunesi iki bakteri tiiriine karsi inhibisyon zonu olusturmamisgtir

kisacast SI numunesi antibakteriyel etkinlik gostermemistir. SII numunesi ise her iki

bakteri tiirline kars1 inhibisyon zonu olusturmustur fakat ilag¢ kontroliiniin inhibisyon zon

capindan daha az antibakteriyel ozellik sergiledigi goriilmektedir. SII numunesinin

sirastyla E. Coli ve S. Aureus bakterilerine karst etkinliginin daha fazla oldugu

gorilmiistir.
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5. BOLUM
SONUCLAR ve ONERILER

Bu calisma kapsaminda ekstraseliiler matrise benzer biyomimetik yapisi, suda ¢oziinebilir
olmasi ve jel olusturabilme yetenegi nedeniyle dogal bir polisakkarit olan aljinat matris
ile dogal pomza minerali katkili hidroksiapatit nanopartikiilleri birlestirilerek olusturulan
Alg-PM-HA kompozit skafoldlar gelistirilmistir. Literatliirde kompozit skafoldlarin, Doku
Miihendisligi alaninda kemik dokusunun onarimi ve yenilenmesi uygulamalar1 igin
potansiyel bir segenek oldugu ile ilgi ¢alismalar mevcuttur. Fakat bildigimiz kadariyla
kemik onarimi ve rejenerasyon uygulamalari i¢in aljinat matrisli pomza katkili

hidroksiapatit skafoldlar ilk kez arastirilmistur.

Pomza katkili hidroksiapatit tozlari, sol-jel metodu ile biyomimetik hidroksiapatitin
iretimi sirasinda dogal pomza (%?7,5) ilave edilerek iretilmis ve 1100°C’de
sinterlenmistir. Uretilen saf ve pomza katkili hidroksiapatit tozlar1 freeze-gelation metodu
ile aljinat polimer matrisi icerisine karigtirma yoluyla birlestirilerek CaCl, ¢ozeltisi ile
capraz baglanmis kompozit skafoldlar gelistirilmistir. Uretilen PM katkilt HA numuneler
tizerine Teikoplanin antibiyotik entegresi ile kontrollii ila¢ salinim1 yapabilen kompozit
skafoldlar kemik onarimi ve yenilenmesi i¢in arastirllmistir. Gelistirilen kompozit
skafoldlar; morfolojik, kimyasal, termal ve biyolojik analizler yoluyla karakterize

edilmistir.

SEM ile gerceklestirilen morfolojik karakterizasyon sonuglari incelendiginde genel
olarak numunelerin poroz bir yapida olduklar1 goriiliir. Saf HA eklenmis Alg matrisli
skafold numunesi (CIII), birbirlerine bagli poroz bir yapiya sahip oldugu ve hidroksiapatit
partikiillerinin aljinat matrisinin ylizeyinde belli bolgelerde dagildig goriilmiistiir. SI ve
SII numunelerinde biyoseramik partikiillerin birbiriyle baglantili ag seklindeki yapilarda

Alg polimer matrisi iizerinde farkli bolgelerde dagildigr gortiliir.

Kimyasal analizler kapsaminda XRD analiz sonuglarinda HA kristalin bir yapida
olmasma ragmen CIII, SI ve SII numuneleri pomza ve aljinattan kaynakli amorf bir
yaptya sahip olduklari ve 1100°C’de sinterlendikleri i¢in B-TCP fazinin olustugu
goriilmiistiir. EDX analizlerinde ise CIII numunesi %53,29 orani ile en yiiksek miktarda
oksijen elementi icerdigini %31,21 C, %11,60 Ca, %3,30 Cl ve %1’in altinda eser

miktarda sirasiyla P ve Na igerdigi goriilmektedir. SI numunesinin sonuglarma
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bakildiginda hidroksiapatitin varligindan dolay1 Ca, O ve P elementlerinin bulundugu ve
en siddetli piklerin bu elementlerde oldugu goriilmektedir. SI numunesinde pomza
katkisindan dolay1 silisyum ve eser miktarda aliiminyum bulundugu tespit edilmistir. SII
numunesinin EDX analiz sonuglar1 incelendiginde ise SI numunesine gore Ca ve O
element oranlarinin diistiigi ve P, Na ve Si elementlerin seviyelerinin arttig1
goriilmektedir. Bu durumun SII numunesinde bulunan Teikoplanin varligindan kaynakli

oldugu diistiniilmektedir.

Biyolojik analizler kapsaminda gerceklestirilen ilag salinim ¢aligmalarinda ilag entegre
edilmis aljinat matrisli %7,5 pomza katkili hidroksiapatit kompozit skafold (SII)
numunesinden antibakteriyel ajan olan Teikoplanin etken maddesinin salinimi ilk 1
saatten sonra %16’iken, 3 saat sonra %25’e, 6 saat sonra %37’ye, 24 saat sonra %59’a ve
96 saat sonra ise %70 olurken 168 saat somununda tamamen gerceklesmistir. Bu durumda
Teikoplanin salintminin hizli bir sekilde ve dogrusal bir salinimda gergeklesmesi SII
numunesinin kemik enfeksiyonu tedavisinde kullanabilmek amaciyla umut verici bir ilag
tasiyict sistem oldugunu gostermektedir. Kompozit skafold numuneleri PBS varliginda
sigsme testi gerceklestirildiginde ilk 30 dk igerisinde suyu emmeye baslayarak yiiksek bir
sisme oran1 gosterdiler. CI numunesi en yliksek sisme orani gosterirken, en diisiik sisme
orani ise SII numunesinde goriilmiistiir. CI numunesinin yiiksek oranda sismesinin nedeni
iceriginde bulunan suda c¢ozlinebilen ve hidrofilik yapiya sahip aljinat ile
iliskilendirilebilir. Saf aljinat igeren CI numunesine gore hidroksiapatit eklenerek elde
edilen CIII numunesinde sigme oranmi azalmistir. Bu durum aljinatta bulunan polimer
zincirlerinin hareket alanlar1 hidroksiapatit partikiilleri nedeniyle kisitlanmasina
baglanabilmektedir. Calismamizdaki skafoldlarin yiiksek sisme oranina sahip olmasi, su
absorplama kapasitesi yliksek olan aljinat ve pomzadan kaynaklanmaktadir. SBF
oraninda yapilan biyoaktivite calismalari, ¢esitli karakterizasyonlarla (FT-IR ve SEM)
desteklenmistir. Numunelerin kuru agirlik oranlarina bakildiginda CI numunesi CII
numunesinden daha yiiksek bir kuru agirlik yiizdesi gdstermesinin sodyum sitratin
mineralizasyon tiizerindeki etkisiyle iliskilendirilebilir. CIII numunesi ise CI ve CII
numunesinden daha yliksek kuru agirlik yilizdesi gostermesi, hidroksiapatit ilavesinin
mineralizasyon iizerindeki etkisinden kaynaklanabilmektedir. SI  numunesi
incelendiginde ise pomza ilavesi kuru agirlik oranim diislirdiigii goriilmektedir bu

durumda pomzanin mineralizasyon tizerindeki etkisi ile ilgilidir. SI ve SII numuneleri
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karsilagtirildiginda ise ilag entegre edilmis SII numunesinin daha yiliksek kuru agirlik
oranina sahiptir. SII numunesinin SI numunesinden 6nemli dlgiide yiiksek olmasi ilag
yukli numunenin SBF'de apatit olusumunu tesvik ederek in-vitro biyomineralizasyona
katkida bulundugunu gostermistir. Kompozit skafoldlarin ylizeyinde kiiresel sekle sahip

hidroksiapatit tabakasinin birikimi SEM goriintiileri ile dogrulanmustir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kompozit skafoldlar, hiicrelerde herhangi bir sitotoksik etki
gostermemistir. Saf aljinat iceren CI ve CII numunelerde canli hiicrelerinde bulundugu
fakat ¢ogunlukla yuvarlak oldugu bu nedenle numunelerin yilizeyine hiicrelerin zayif
yapigma sagladiklar1 sdylenebilir. Ayrica hidroksiapatit veya hidroksiapatit ve pomza ile
zenginlestirilmis CIII, SI ve SII bakildiginda, bu numunelerin ylizeyine hiicrelerin biraz
daha iyi yapisma gostermislerdir. Aljinatin hiicre canliligi ve ¢ogalmasindaki olumsuz

etkisi farkli ¢calismalarda rapor edilmistir.

S. aureus ve E. coli bakteri tiirlerine karsi, SI ve SII numunelerine antibakteriyel test
yapilmistir. Sonuglara gore, SI numunesi iki bakteri tlirtine kars1 antibakteriyel etkinlik
gostermemigken ila¢ entegre edilmis SII numunesi ise her iki bakteri tiirline karsi
antibakteriyel etkinlik sergilemistir. Bu sonuglar ilag entegre edilmis aljinat matrisli %7,5
PM katkili HA kompozit skafoldlarin iyi bir antibakteriyel o6zellikler sergiledigini

gostermistir.

Tiim sonuclar genel olarak degerlendirildiginde gelistirilen kompozit skafoldlari, yiiksek
biyoaktivite, uygun morfolojik yap1 diisiik sitotoksisite ve antibakteriyel etkinlikleri
nedeniyle kemik hasarlarinin onariminda ve enfeksiyon kontroliinde yararli bir
biyomalzeme secenegi oldugunu diisiiniilmektedir. Bu yapilarin ayni1 zamanda hiicresel
aktiviteyi ve doku yenilenmesini tesvik eden, ihtiya¢ halinde ila¢ salinimi
gerceklestirerek tedavi silirecine katkida bulunabilecek potansiyeli olan skafoldlar

olduklar1 6ngoriilmektedir.
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