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KEMIK DOKU MUHENDISLiGi iCIN GOZENEKLI YAPI TASARIMI

OZET

Doku miihendisligi yaklagimi, konvansiyonel rejenerasyon cerrahisinin ciddi
dezavantajlar1 nedeniyle son yillarda giderek artan bir 6neme sahip olmustur. Bu
yaklasimda, laboratuvar ortaminda ¢ogaltilan hiicreler, viicut i¢cinde zamanla eriyen bir
doku iskelesi tizerine ekilmekte ve doku olusumunun ardindan bu yapi hastaya
implante edilmektedir. Ancak 6zellikle kemik dokunun iskele Gzerindeki biyime
davranist tam olarak modellenebilmis degildir. Kemik doku rejenerasyonu,
mekanobiyolojik bir siirectir. Buna karsin, bu alanda yapilan ¢alismalarin ¢ogunda
biyolojik siire¢lere odaklanilmis; mekanik yiikiin etkisi yalnizca deneysel olarak
bilinen bir faktor seklinde ele alinmistir.

Doku iskelelerinden beklenen, yeterli mekanik dayanim saglarken, besin ve atik
difiizyonuna olanak taniyacak kadar gbzenekli olmasi, biyouyumluluk ve
biyobozunabilirlik gibi temel Ozellikleri karsilamasidir. Bu oOzelliklerin tasarim
siirecinde es zamanli olarak degerlendirilmesi, ideal doku iskelesi tasarimini oldukga
karmasik hale getirmektedir.

Bu tez calismasinda, farkli gozenek geometrileri ve oranlarinin doku iskelelerinin
biyobozunma davranist ve kemik rejenerasyonu iizerindeki etkileri mekanik yiik
altinda incelenmistir. Caligmada ii¢ farkli gézenek geometrisine sahip doku iskelesi
tasarlanmigtir:

1. Basit Kiip (BC): Yalnizca yatay ve dikey ¢ubuklardan olusan yapz,
2. Hacim Merkezli Yap1 (BCS): Yalnizca acili gubuklardan olusan yapi,

3. Hacim Merkezli Kiibik (BCC): Hem yatay-dikey hem de agili ¢ubuklardan
olusan yapi.

Ayrica, cubuk kesit dlciileri degistirilerek %50, %62,5 ve %75 gozenek oranlarina
uygun tasarimlar gergeklestirilmistir. Bu sayede, kemik rejenerasyonunu etkileyen
farklr rijitlik, spesifik yiizey alani1 ve spesifik enerji emilimi degerlerine sahip doku
iskeleleri elde edilmistir.

Deneysel ve sonlu elemanlar analizleri sonucunda, BC doku iskelelerinin tim gdzenek
oranlarinda en yiiksek rijitlik degerine sahip oldugu belirlenmistir. En yiiksek spesifik
ylizey alani degeri %75 gozenek oranina sahip BCC doku iskelesinde, en yiiksek
spesifik enerji emilimi ise %75 gozenek oranina sahip BCS doku iskelesinde elde
edilmistir.

Biyobozunma davranigini degerlendirmek i¢in iki farkli niimerik model kullanilmis ve
biyobozunma deneyleri 15, 30, 60, 90 ve 120 giin siireyle 4 N mekanik yiik altinda
gergeklestirilmistir. Birinci dereceden kinetik model biyobozunmanin ikinci
asamasini, difiizyon esasli model ise biyobozunmanin ilk agsamasini temsil etmektedir.
Deneyler sonucunda mekanik yiikiin biyobozunma {izerinde etkisi olmadigi, doku
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iskelelerinin mekanik Ozelliklerinde ve agirliklarinda anlamli  bir degisim
gozlenmedigi belirlenmistir. En yiiksek su emilimi, 60. giinde BCC doku iskelesinde
gbzlemlenmis ve bu durum hiicre ekimi ve tutunmasi agisindan BCC doku iskelelerini
avantajli kilmistir.

In vitro c¢aligmalar kapsaminda, %50 ve %75 gozenek oranlarina sahip doku
iskelelerinde 2 N mekanik yiik altinda hiicre canlilifi ve ALP enzim aktivitesi
analizleri gerceklestirilmigtir. %50 gozenek oranina sahip BCC doku iskelesine
uygulanan mekanik ytik, hiicre canliligini 18 kat artirirken, %75 gézenek oranina sahip
BCS doku iskelesinde bu artis 6 kat olarak dl¢iilmiistiir. Ancak BC doku iskelelerinde
mekanik yiikiin canlilik iizerine etkisi bulunmamistir. ALP enzim aktivitesi
analizlerinde mekanik ytkin etkisi g0zlenmemistir.

Mineralizasyon ve mikro-BT analizleri, %50 ve %75 gozenek oranlarina sahip BCS
ve BCC doku iskelelerinde 1 N ve 2 N mekanik yiik etkisi altinda gergeklestirilmistir.
En yiiksek mineralizasyon, 2 N mekanik yiik altinda %75 gézenek oranina sahip BCC
doku iskelesinde elde edilmistir. Mikro-BT taramalarinda ise en yiiksek mineral
miktarl, aym yiik altinda %75 gbézenek oranina sahip BCS doku iskelesinde
gbzlemlenmistir.

Kemik rejenerasyonu agisindan mekanik ytikiin, spesifik yiizey alaninin ve spesifik
enerji emilimi degerlerinin 6nemli etkileri oldugu in vitro analizlerle dogrulanmistir.
Ayrica, farkli tasarim parametrelerinin etkilerini niimerik olarak degerlendirmek
amactyla in silico bir model gelistirilmistir. Bu model, sonlu elemanlar yontemine
dayanmakta ve kemik yapilanma modeli i¢in elemanlardaki sekil degistirme enerjisi
yogunlugunu temel almaktadir. Modelde kullanilan katsayilar, mineralizasyon ve
mikro-BT analizlerinden elde edilen normalize sonuglarla belirlenmis ve in vitro
analiz sonuglartyla uyumlu hale getirilmistir. BOylelikle in silico modelde kemik
dokusunun gelisimi modellenebilmistir.

Sonug olarak, farkli tasarim parametrelerine sahip doku iskelesi tasarimlari, mekanik
dayanim, biyobozunma, in vitro ve in silico analizlerle degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuclar spesifik yiizey alan1 ve spesifik enerji emilimi degerlerinin doku iskelesi
uygulamalarinda basarinin saglanmasinda kritik 6neme sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Kemik dokusu, Doku iskelesi, Mekanik dzellikler, Biyobozunma,
In vitro analizler, In silico analizler.
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DESIGN OF POROUS STRUCTURE FOR BONE TISSUE ENGINEERING

SUMMARY

Tissue engineering approaches have gained increasing importance in recent years due
to the significant drawbacks of conventional regenerative surgery. In this approach,
cells cultured in a laboratory environment are seeded onto a biodegradable scaffold
and implanted into the patient after tissue formation. However, the growth behavior of
bone tissue on scaffolds has not been fully modeled. Bone tissue regeneration is a
mechanobiological process. Nevertheless, most studies in this field focus primarily on
biological processes, considering mechanical loading merely as an experimentally
acknowledged factor without investigating its mechanisms of action.

Tissue scaffolds are expected to provide adequate mechanical strength while allowing
sufficient porosity for nutrient and waste diffusion, as well as fulfilling essential
properties such as biocompatibility and biodegradability. Evaluating these features
simultaneously during the design process significantly complicates the development
of ideal tissue scaffolds.

In this thesis study, the effects of different pore geometries and porosity ratios on the
biodegradation behavior and bone regeneration of tissue scaffolds were examined
under mechanical loading. Three different pore geometries were designed:

1. Basic Cube (BC): Comprising only horizontal and vertical struts,
2. Body-Centered Structure (BCS): Comprising only diagonal struts,

3. Body-Centered Cubic (BCC): Comprising horizontal, vertical, and diagonal
struts.

Additionally, scaffolds were designed with porosity ratios of 50%, 62.5%, and 75%
by altering the cross-sectional dimensions of the struts. As a result, scaffolds with
varying stiffness, specific surface area, and specific energy absorption values, which
are directly influential in bone regeneration, were obtained.

Experimental and finite element analyses revealed that BC scaffolds exhibited the
highest stiffness values across all porosity ratios. The highest specific surface area was
observed in BCC scaffolds with a porosity of 75%, while the highest specific energy
absorption was obtained in BCS scaffolds with the same porosity ratio.

To characterize the biodegradation behavior, two different numerical models were
utilized, and biodegradation experiments were conducted under 4 N mechanical
loading for 15, 30, 60, 90, and 120 days. The first-order kinetic model represented the
second stage of biodegradation, while the diffusion-based model corresponded to the
first stage, aligning with experimental results. The experiments demonstrated that
mechanical loading had no significant effect on biodegradation, and the mechanical
properties and weight of the scaffolds remained relatively unchanged. The highest
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water absorption was observed on day 60 in BCC scaffolds, indicating an advantage
for cell seeding and adhesion.

In vitro studies involved cell viability analysis and ALP enzyme activity measurements
under 2 N mechanical loading for 50% and 75% porosity scaffolds. For 50% porosity,
mechanical loading increased cell viability by 18 times in BCC scaffolds, whereas it
led to 6 times increase in BCS scaffolds with 75% porosity. Mechanical loading had
no significant effect on cell viability in BC scaffolds. Furthermore, ALP enzyme
activity was unaffected by mechanical loading.

Mineralization and micro-CT analyses were conducted under 1 N and 2 N mechanical
loading for BCS and BCC scaffolds with 50% and 75% porosity. The highest
mineralization value was observed in BCC scaffolds with 75% porosity under 2 N
loading, with the highest specific surface area. Similarly, micro-CT scans indicated
that the highest mineral content was achieved in BCS scaffolds with 75% porosity
under the same loading condition, with the highest specific energy absorption.

In vitro analyses confirmed the significant impact of mechanical loading, specific
surface area, and specific energy absorption on bone regeneration. To numerically
evaluate the effects of different design parameters, an in silico model was developed
based on the finite element method. This model utilized strain energy density in
elements representing bone tissue for bone remodeling. Coefficients used in the bone
remodeling model were determined from normalized results obtained from
mineralization and micro-CT analyses, ensuring consistency between in silico and in
vitro findings. Thus, the development of bone tissue on scaffolds is modeled by using
an in silico approach.

In conclusion, tissue scaffolds with different design parameters were assessed through
mechanical testing, biodegradation experiments, and in vitro and in silico analyses for
bone tissue engineering applications. The obtained results identified that specific
surface area and specific energy absorption are critical parameters for the success of
tissue scaffold applications.

Keywords: Bone tissue, Tissue scaffold, Mechanical properties, Biodegradation, In
vitro analysis, In silico analysis.
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1. GIRIS

Kemik, organizmanin en sert ve temel yapisidir ve yasam siiresince kendini yenileyen,
degisen fonksiyonel ihtiyaglara ve mekanik yiiklere uyum saglayip yapisini
degistirebilen dinamik bir dokudur [1]. Fakat kanser, travma ya da kaza sonucu kemik
dokularda meydana gelen biiylik kusurlar kendi kendine iyilesememektedir. Bu
durumda kemik dokusunun tedavisinde geleneksel yontem olarak bilinen tedavi
yontemleri (alogreftler, ksenogreftler, otogreftler ve biyomedikal implantlar)
kullanilarak yasam kalitesi biiyiikk Olclide arttirllmaktadir fakat bu yontemlerin
uygulanmas1 dondr sayisindaki azlik, enfeksiyon riski, zayif entegrasyon ve olasi
implant uyumsuzlugu gibi faktorlere bagl oldugundan dolay1 kisithdir [2]. Ornegin,
ABD’ de yapilan arastirmalara gore, 2015 yilinda ABD'de organ nakli i¢in bekleyen
ortalama kisi sayisi, bagislanan organ sayisindan yaklasik dort kat daha fazladir [3].
Bu dezavantajlarin iistesinden gelebilmek i¢in doku mihendisligi yaklagimi
gelistirilmigtir.  “Doku  miihendisligi” terimi ilk olarak 1987°de California
Universitesi'nden Dr. Fung tarafindan Birlesik Devletler Ulusal Bilim Kurumu’nda
(National Science Foundation, NSF) gergeklestirilen bir toplantida kullanilmistir.
Doku miihendisligi, yapay organ ve/veya doku yaratmak ya da islevini yitirmis
dokularin yenilenmesi saglamak i¢in malzeme ve miihendislik bilimini, yasam
bilimleri ile bir araya getiren disiplinler arasi bir bilim dalidir [3]. Doku
miihendisliginde temel prensip, hastadan veya baska bir vericiden alinan hiicrelerin bir
doku iskelesi tlizerine ekilmesi, dokularin ii¢ boyutlu olarak viicuttaki dogal formuna
en uygun sekilde viicut disinda hiicre/doku kiiltiir ortaminda iiretilmesi, iiretilen
dokularin hasarli dokularin yerine viicuda implante edilmesidir. Daha sonra dogal
doku yenilenme siireci baglamakta, kan damarlar1 yapinin i¢ine niifus etmekte ve doku
iskelesi bozunurken yerine yeni dokunun olugmasina kilavuzluk etmektedir. Doku

miihendisliginin temel prensipleri Sekil 1.1°de verilmistir ve su sekilde 6zetlenebilir.

a) Hucrelerin izole edilmesi
b) Uygun hiicre kiiltiirii ortaminda sayilarinin ¢gogaltilmasi

c) Biytme faktorleri ile uygun bir doku iskelesine ekimi



d) Doku iskelesinin kiiltiir ortamina konmasi

e) Hazirlanan dokunun hasarli bélgeye transplantasyonu

.
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Sekil 1.1: Kemik doku mithendisligi yaklagimi [4].

Doku miihendisligi yaklagimi ile doku yenilenmesinde bu bilesenlerin tekli veya ¢oklu
kombinasyonlarmin oldugu farkli durumlar vardir. Ilk strateji doku yenilenmesinde

sadece biyomalzemelerin kullanilmasidir.

Hucrelerin fonksiyonlarini
wve farklilagmasini etkileyen
biiyime faktorleri

3 boyutlu doku
iskelesi

Sekil 1.2: Doku miihendisligi yaklasimini olusturan temel faktorler [5].



Burada, hazirlanan doku iskelelerinin hasarli bolgeye direkt olarak yerlestirilmesi ile
sagliklt  hiicrelerin ¢ogalmasi i¢in gerekli mikro ¢evrenin olusturulmasi
amagclanmaktadir. Ikinci stratejide uygun bir vericiden veya hastanin kendisinden
alinan hiicreler hasarli bolgeye dogrudan enjekte edilmektedir. Ugiincii olarak ise
hiicresel aktiviteleri dilizenleyen biyosinyal molekiiller hasarli dokuya enjekte
edilmekte veya uygun bicimde (polimerik tasiyicilara veya doku iskelelerine
ylklenerek) yerlestirilmektedir. Ancak, bu yaklasim doku kayiplarinin biiytik oldugu
durumlarda yetersiz kalmaktadir. Doku miihendisligindeki en ¢arpici ve {izerinde en
cok calisilan strateji ise doku iskeleleri ve biiyiime faktorlerinin birlikte kullanildig:
yapilarin hazirlanmasidir. Hedeflenen doku yenilenmesi i¢in c¢ogaltilan saglikli
hlcreler blytme faktorleri ile gercek doku mikro gevresini taklit eden ti¢c boyutlu doku
iskelelerine ekildikten sonra hasarli bolgeye yerlestirilmektedir. Biiyiime faktorleri
varliginda farklilasmasiyla doku yenilenmesi baglamakta ve saglikli hiicrelerin

kendilerine ait bliytime faktorlerini salgilamasiyla doku yenilenmesi devam etmektedir

[5].
1.1 Doku iskeleleri

Doku iskeleleri hasarli, hastalikli ya da travmali dokularin yenilenmesini veya yeni
dokularin olusturulmasimi saglar. Bu durum i¢in doku iskeleleri ekilen hiicrelerin
tutunmasi, biiyiimesi ve fonksiyonlarini siirdiirebilmesi i¢in hiicre dis1 matris gorevini
goriir. Doku iskelesinin temel gorevi bir sablon olusturarak hiicre tutunmasi, biiylimesi
ve biitiinlesmesi icin gerekli mekanik ve geometrik yapiyr saglamaktir. Doku
iskelelerinden beklenen o&zellikler Sekil 1.3’te Ozetlenmistir. Kemik doku
iskelelerinden beklenen 6zelliklerden birisi besin ve oksijenin doku iskelesi Gizerindeki
kemik hiicrelerine iletilebilmesi i¢in yeterince gdzenekli olmasidir fakat gézeneklilik
orani ¢ok yiiksek olursa bu sefer de yeterince mekanik dayanim sergileyemeyecektir.
Ayrica, kemik dokusu mekanik yiiklere de olduk¢a duyarlidir ve kemik dokusunun
yogunlugu mekanik yiiklerin geldigi dogrultuda daha fazladir. Boylelikle kemik
dokusu degisen mekanik yiiklere gore yogunlugunu degistirerek kendisini adapte
edebilmektedir. Bu olaya literaturde kemik dokusunun yeniden yapilanmasi (Bone
Remodeling) adi1 verilmektedir. Bu olay ilk olarak 1892°de Julius Wolff tarafindan

kesfedilmistir ve Wolff kanunu olarak isimlendirilmektedir [6].



Buna gore doku iskelesi lizerinde bulunan kemik hiicrelerinin biiyliylip yogunlugunu
arttirabilmeleri i¢in uygun gerilmeye de maruz kalmalar1 gereklidir. Biyolojik olgunun
mekanik bir olguyla tetiklenmesi olayina mekanobiyolojik olay adi verilmektedir [7].
Kemik doku iskelelerinden beklenen baska bir 6zellikse doku iskeleleri iizerinde
kemik dokusu olusurken ayni zamanda doku iskelelerinin yok olmasidir [8]. Bu
durumda PLA, PLLA, PCL gibi biyobozunur polimer malzemeler yaygin olarak tercih
edilmektedir. Bu polimer malzemelerin bir diger avantaji da 3 boyutlu yazicilarda
yaygin bir sekilde kullanilmasidir. 3 boyutlu yazici teknolojisinin gelismesiyle birlikte
gbzenek geometrisi ve oran1 gibi farkli tasarim parametrelerine sahip doku iskelelerini

tiretebilmek miimkiin hale gelmistir.

* Toksik Olmama * Biyomimik
¢ Biyouyumluluk
e Biyobozunurluk
* Biyoaktiflik

* Gozeneklilik
+» Ozel Tasarim
* Dayanim

* Gegirgenlik

Biyolojik
Gereklilikler

Yapisal
Gereklilikler

Uretim Y
' Malzemeler Yontemleri
¢ Seramikler, HA * Gaz Kopiik
vb. s Elektro-egirme
* Metaller, (Elecrospinning)
Titanium, * 3B Yazici (FDM)
Magnesium vb. * Secimli Lazer
¢ Polimerler, PLA, Sinterleme (SLS)
PLLA, PLGA, PCL * Secimli Lazer
vb Ergitme (SLM)
AN

\\ e Biyo-yazici J

Sekil 1.3: Doku iskelelerinden beklenen 6zellikler ve kullanilabilecek malzeme ve
uretim yontemleri [9].

Doku iskelelerinin farkli tasarim parametrelerinin de kemik dokusunun yenilenmesi
tizerine oldukca 6nemli etkisi vardir. Cilinkii farkli tasarim parametrelerine sahip doku
iskeleleri farkli rijitlik degerlerine sahip olacaklardir. Bu da dogrudan doku
iskelelerinin sekil degistirme enerjisini etkileyecektir. Mekanik uyari seviyesi sekil
degistirme enerjisiyle dogrudan iliskili oldugu i¢in kemik yapilanmasi etkilenecektir
[10-12]. Ayrica doku iskelesi tizerinde kemik yapim siireci devam ederken doku

iskelesi malzemesi de biyobozunmaya maruz kalarak mekanik 6zellikleri zayiflamaya



baslayacaktir. Bundan dolay1 da sekil degistirme enerjisi dagilimi da degisecek ve
kemik yapilanmasini etkileyecektir. Sonug olarak biiyiik kemik kusurlarina gore doku
iskelesi tasarlamak bir¢ok parametreyi es zamanli olarak degerlendirmeyi
gerektirmektedir. Bu da uygun kemik doku iskelesi tasarimi yapmayi oldukca
zorlagtirmaktadir ve bundan dolayr tam olarak klinik uygulamaya henlz
gecilememistir. Literatiire bakildig1 zaman tiim bu istenen 6zelliklerin bir arada ele

alindig1 ¢aligmalar oldukca azdir.

1.2 Doku iskelelerinde Kullanilan Malzemeler

Doku miihendisliginde metaller, seramikler, polimerler (dogal ve sentetik) ve
bunlardan olusan kompozit malzemeler kullanilmaktadir. Fakat kullanilan her
malzemenin avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Metaller genellikle biyobozunur
olmadiklar1 ve iglenebilirlikleri sinirli oldugu i¢in doku iskelesi uygulamalarinda
kullanimlar1 sinirlidir. Seramikler ise ¢eki yiiklerine karsi direngleri diisiik ve kirillgan
yapiya sahip olduklar1 i¢in egilme ve c¢eki gibi yiiklere maruz kalacaklar1 yerlerde
kullanilamamaktadir. Bu iki malzemeye karsilik ihtiya¢c duyulan 6zelliklere gore
bilesimleri ve yapilar1 ayarlanabilen polimerler olduke¢a iistiin tasarim esnekligine
sahiptir. Bu yiizden doku iskelesi iiretiminde polimer malzemeler yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Uretilen doku iskeleleri hem kimyasal yapt hem de fiziksel yapi
olarak hiicre dig1 matris ortamina miimkiin oldugunca benzemek zorundadir. Deri,
tendon, ligament, goz, kan damarlar1 ve kalp kapakciklar1 gibi yumusak dokuyu
olusturacak doku iskeleleri polimerlerden, kemik gibi sert dokuyu olusturacak doku

iskeleleri ise seramikler, polimerler veya kompozit malzemelerden olusur [5].

Kemik dokusunda kullanilacak doku iskelelerinde yapinin osteokondiiktif ve
osteoindiiktif 6zelliklerinin yiiksek olmasi istenmektedir. Osteoindiiktif varliginda
hiicre farklilasmasi meydana gelmekte ve kemik olusumu goézlenmektedir.
Osteokondiiktif 0zellik ise hucrelerin ¢ogalmasina bagli olarak ii¢ boyutlu kemik
yapisini olusturmada etkilidir. Ayrica kemik doku miihendisliginde kullanilacak doku
iskelesinin belirli mekanik dayanim degerine sahip olmasi gerekmektedir [5]. Kemik
doku iskelesinin sahip olmasi gereken bir diger 6zellik de biyobozunur olmasidir.
Hiicreler ¢ogalip hiicre dist matrisi olusturdugu zaman doku iskelesinin viicutta
bozunabilmesi gerekmektedir. Bu nedenle kemik doku iskelelerinde metaller ve

seramikler ¢ok az kullanilirken dogal ve sentetik biyobozunur polimerler daha fazla



tercih edilmektedir. Kemik doku iskelesi uygulamalarinda dogal polimerler olarak
kollajen, jelatin, kitosan ve aljinat gibi yapilar kullanilirken sentetik polimerlerden poli
laktik-ko-glikolik asit (PLGA), poli laktik asit (PLA), polikaprolakton (PCL),
polipropilenfumerat (PPF) kullanilmaktadir. Kemik doku iskelesi calismalarinda

kullanilan biyomalzeme ve 6zellikleri Cizelge 1.1’de verilmistir [5].

Cizelge 1.1: Kemik doku iskelesinde kullanilan biyomalzemeler [5].

Doku Iskelesi Malzemesi Ozellikleri

Uc boyutlu ve kemik doku
Kitosan [13] miihendisligine yonelik olarak
osteokondiiktif 6zellige sahip
Gozenek Boyutu: 100 ym
) ] Kondroit siilfat ile kitosan arasinda
Kondroit sillfat-kitosan [14] olusan iyonik etkilesime bagli doku
iskelesi Gretimi
1 ] Farkli capraz baglanma oranlarinda
Polipropilen [15] hidrojel yapida
20-60 kPa mekanik dayanim
Kemik doku miihendisligi
uygulamalarina yonelik olarak yiiksek
Brushite-kitosan [16] resorpsiyon kapasitesine sahip doku
iskeleleri
Ortalama gozeneklilik orani: %53.1
Ortalama gozenek boyutu: 10-100 pum
Kitosan jelatin ve nano yapida
hidroksiapatitten olusan kompozit yapi
Nanopartikil eklenmesi ile doku
iskelelerinin yogunlugunu arttirmakta
Nano yapida hidroksiapatit eklenmesi su
tutuma kapasitesini azaltmakta
Ortalama gbzenek boyutu: 150-350 pm
Kontrollii salim sistemine yonelik farkl
degradasyon hizlarina sahip
Poli-d-laktik asit/Aljinat [18] polimerlerden olusan yap1
Ortalama gozenek boyutu: 250 pm
Ortalama gozeneklilik: %70
Ortalama gozeneklilik: %30-81
Mekanik dayanim: 1-1.12 MPa
Ortalama gozeneklilik: %70
Mekanik dayanim: 13.07+£0.014 MPa
Icsel baglantili, 250-400 um gdzenek
Kitosan-jelatin-nanoSiO2 [21] boyut dagilimina sahip,
0.3-1 MPa mekanik dayanim

Kitosan-aljinatnanohidroksiapaptit
[17]

PHBV/PLGA [19]

PHB/Kitosan [20]




1.3 Eklemeli Uretim ile Doku iskelelerinin Uretimi

Eklemeli tiretim ile serbest kati1 hal teknikleri, geleneksel yontemlerle Gretilemeyecek
karmasikliktaki pargalari tiretmek igin gelistirilmistir [22]. EKlemeli Gretim, bilgisayar
destekli tasarim (CAD), bilgisayarli tomografi (CT) verileriyle fiziksel bir model
olusturulmasini saglayan yontemlerin genel adidir. Bu yontemde, iiretimi istenilen
doku veya organa ait U¢-boyutlu yapir ¢esitli yazilimlar kullanilarak bilgisayar
ortamina aktarilir ve organin kesitsel goriintiileri ¢ikartilir. Doku iskelesi ig¢in
kullanilacak malzeme, yazilimdan gelen veriler dogrultusunda katmanlar halinde
belirlenmis bir geometriye uygun sekilde olusturulmaya baslanir. Bu teknikler doku
iskelesinin yapisal, tasarimsal ve gézenek yapisinin 6zelliklerinin kontrolii igin klasik

yontemlere gore Ustiindiir. Sekil 1.4’te eklemeli tiretim yontemleri verilmistir.

Eklemeli Uretim

S1v1 Esasli Kat1 Esash Toz Esaslhi
. I_I_I
| 1 |_
Ergitme Polimerizasyon LOM Ergitme Yapistirma
|— FDM SL —  SLS 3DP
Polyjet
s — EBM Prometal
—  LENS

Sekil 1.4: Eklemeli Uretim yontemleri [23,24].

1.3.1 Stereolitografi

Stereolitografi 1988 yilinda 3D systems tarafindan gelistirilmistir. Bu yontem 1518a
duyarli sivi polimeri katilagtirmak i¢in UV 1s1igim1 kullanir [24]. Sekil 1.5’te

stereolitografi yontemi gosterilmistir.



Sekil 1.5: Stereolitografi yontemi [25].

Avantajlar:
e Yiksek hassasiyet

Dezavantajlan
e Smirli malzeme segenegi (Photopolymer olmali)

e Destek yapis1 gereklidir.

1.3.2 Segici lazer sinterleme

Secici lazer sinterleme (SLS) yontemi 1986 yilinda DTM tarafindan patentlenmistir.
Bu yontem plastik, metal, seramik ve kompozit toz tabakalarini eritmek i¢in CO2 lazer
kullanan toz esasli tiretim teknolojisidir [24,26]. Hazne ilgili bolgedeki malzemenin
erime noktasina kadar 1sitilir ve birbirine kaynamasi saglanir. Geri kalan toz hazneden
uzaklagtirilir. Sekil 1.6°da segici lazer sinterleme yontemi verilmistir.

SCANNER

: [ PART |

PART

Sekil 1.6: Secici lazer sinterleme yontemi [27].

Avantajlari

e Yiksek mekanik ozellik

e Destek yapisina ihtiyag duymaz



Dezavantajlan

e Yiiksek sicakliga cikilmasi

1.3.3 Laminah tretim (LOM)

Laminali iiretim 1986 yilinda Helisys tarafindan patentlenmistir. Bu teknik, kagit,
plastik veya polimer tabakalarin1 CO2 lazer ile katman katman ayirir ve daha sonra 3
boyutlu modeli olusturmak i¢in basing veya 1s1 kullanarak ¢ok katmanli hale getirir

[24-26]. Sekil 1.7°de laminali {iretim yontemi verilmistir.

Optics and
X-Y positioning

Device \{]_S Laser

_ Laminating
" roller

=

VR /

Rolled sheet
material

Sekil 1.7: Laminali tiretim yontemi [28].

Avantajlari
e Diisiik maliyet
Dezavantajlan

e Atik malzeme

1.3.4 Ergiterek biriktirme yontemi (FDM)

Ergiterek biriktirme yontemi (FDM) 1989 yilinda ScottCrump tarafindan
patentlenmistir. Bu teknoloji malzeme filamentlerini ergitir ve daha sonra biriktirerek
3 boyutlu kat1 modeli olusturur [28]. Bu yontem en yaygin kullanilan eklemeli iiretim

yontemlerinden biridir. Sekil 1.8’de ergiterek biriktirme yontemi verilmistir.



_Heated dispensing nozzles

Model under “"74'
construction \

Platform

P Support filament
rF s

Build filament —

Sekil 1.8: Ergiterek biriktirme yéntemi (FDM) [28].

Avantajlan

e Diislik maliyet
e Yiksek hassasiyet

e Islem sonrasi kimyasal islem gerektirmemesi
Dezavantajlan

o Yiuksek sicakliga ¢ikilmasi
e Termoplastik polimer kullanilmasi

e (Cikan {irlinlin anizotropik 6zellikte olmasi

1.4 Kemik Dokusu

Kemik dokusu, organik ve inorganik yapilar1 iceren kompozit bir yapidir. inorganik

kisim hidroksiapatit kristalleri halinde bulunan kalsiyum ve fosfat’tan olugmaktadir.

Organik kisim ise yaklagik olarak %95’ lik kismu1 kollajenlerden ve geri kalanm ise

proteoglikanlar ve proteinlerden olugsmaktadir [29]. Kemik dokusu, morfolojik agidan

sert kemik (Cortical Bone) ve suingerimsi kemik (Cancellous Bone) olmak (zere iki

yapidan olugmaktadir. Bu yapilar Sekil 1.9°da gosterilmistir. Sert kemik yap1 olarak

sert ve yogun bir yapidan olusurken siingerimsi doku ise gozenekli ve gevsek bir

yapidan olugmaktadir. Ayrica sert kemik ve siingerimsi kemik arasinda islevsel olarak

da farklilik vardir. Sert kemik genellikle mekanik ve koruyucu gorevleri iistlenirken,

siingerimsi kemik ise daha c¢ok metabolik islevleri (kalsiyum dengesi gibi)

Ustlenmektedir.
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» Kortikal kemik

Trabekiiler kemik

Sekil 1.9: Sert (Cortical Bone) ve stingerimsi (Cancellous Bone) kemik [30].

Kemik yapisinda temelde 3 hiicre bulunmaktadir.

e Osteoblastlar
e Osteositler

e Osteklastlar

Osteoblastlar, kemik yapimini saglayan, kemik dokunun organik matrisini sentezleyen
ve mineralizasyonu diizenleyen hiicrelerdir. Temel gorevleri matris sentezi ile bolgesel
kalsiyum ve fosfor dengesini ayarlamak, ayrica hidroksiapatit kristallerinin olusumunu
saglamaktir. Osteositler, osteoblast hiicrelerinin olgunlasmasi sonucunda olusan ve
kemik dokunun devamliligimi saglayan hiicrelerdir. Diger kemik hiicreleri ile
etkileserek kemik olusumunu ve iyilesmesini koordine etmektedirler. Osteoklastlar ise
kemik matrisini yok ederek kemik dokusunu ortadan kaldiran hiicrelerdir. Bu olaya
“kemik resorpsiyonu” denir. Osteoklastlar ayrica, kalsiyumun kemik dokusundan kana
salinmasinda aktif rol oynayarak, viicut sivilarinda kalsiyum derigiminin homeostatik

diizenlemesinde gorev alirlar [31].

1.4.1 Kemik dokusunun yeniden yapilanmasi (Bone Remodeling)

Kemik dokusunun yeniden yapilanma siireci temel olarak dort asamadan meydana

gelmektedir. Bunlar su sekilde siralanabilir.

e Kemik Yikimi
e Geri Doniisiim
e Matris Birikimi

e Mineralizasyon

Kemigin yenilenme siirecinde, ilk olarak hasarli bolgedeki hematom igerisinde

sentezlenen sitokinler osteoklast Onciil hiicreleri olan preosteoklastlarin kemik
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ylizeyine go¢ etmesine yardimci olur ve ardindan preosteoklastlar osteoklastlara
farklilasarak kemik yikimini gerceklestirir. Sonrasinda, osteoblast 6nciil hiicreleri olan
preosteoblastar burada ¢ogalip osteoblastlara farklilagarak kemigin yikima ugrayan
bolgesine yerlesirler. Bu bdlgede osteoblastlar kemik yapim siirecini uygular ve son
olarak osteositlere farklilagir. Ardindan mineralizasyon sonucunda yeni kemik doku

olusur [32]. Sekil 1.10°da kemik dokusunun yeniden yapilanma siireci gosterilmistir.

Hematopoietik

kisk hiicreler
C._) \ Mezenkimal
@ kok hiicreler

Preosteoklastlar [_
L]
@ ®
®
\ Tek gekirdekll  pregsteoblastlar  Osteoblastlar

hiicreler
Osteoklastlar @
— alo|e|e|s| —

— B@ et T TP

Kemik Yikimi Geri Doniisiim Matris Birikimi Mineralizasyon

Osteositler

Sekil 1.10: Kemik dokusunun yeniden yapilanma siireci [33].

1.5 Literatiir Arastirmasi

Doku mihendisligi ile ilgili calismalar 6zellikle son yillarda ¢ok biiyiik bir ivme
kazanmigtir ve buna paralel olarak kemik doku iskeleleri iizerine de ¢aligmalar hizla

artmaktadir.

Kemik doku iskelelerinin tasariminda temelde iki yaklasim goriilmektedir. Bunlar
tomografi verilerinden elde edilen rastgele gbzenekli yapilar ve tekrarli diizenli
periyodik yapilardir. Rastgele gdzenekli yapilar, dogal kemige benzedigi diistiniildiigii
icin bu alanda siklikla basvurulan yapilardir [34]. Ancak bu yapilarin mekanik
davranis kontrolii sadece gozeneklilik orani {izerinden yapilabilmektedir ve
dolayisiyla sadece esdeger elastisite modiilii gibi global parametreler karakterize
edilebilmektedir. Bununla birlikte, gézeneklerin madde akisina izin verecek sekilde
acik olmasi gerekmektedir. Tekrarli diizenli yapilar ise liretim ydntemine gore
sekillenmektedir. Uretim kolaylig1 nedeniyle en sik iiretilen yap1 wood-pile ad1 verilen
yigmali geometridir. Bu geometri kemik doku iskelesi c¢alismalarinda ¢ok sik
gorilmektedir [35,36]. Bunun sebebi 2-Boyutlu yama seklindeki doku iskelelerinde

elde edilen birikimin direkt olarak kullanilabilmesidir. Her iki geometrik yaklagim igin
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de mekanik davranis modellenmesinde sonlu elemanlar yontemi yogun olarak ele
almmustir [37-42]. Sekil ve topoloji optimizasyon algoritmalari, sonlu elemanlar
yaklagimui ile etkin doku iskelesi tasarimlari ortaya koymak i¢in kullanilmistir [43-46].
Bu optimizasyon caligmalarinda amag¢ fonksiyonu olarak da mekanik 6zelliklerin
(Esdeger Bulk Modiilii, Young Modiilii vs.) ya da fiziksel 6zelliklerin (Gegirgenlik,
Yayimim) kemik degerleri ile arasindaki farkin minimizasyonu hedeflenmistir. Ancak
kemik doku iskelelerinin 6zellikleri dinamik biyolojik ve erime siireglerinden dolay1

zamanla degisecektir [47].

Doku iskelesi tasariminda dinamik mekanobiyolojik siirecleri dikkate alarak
optimizasyon yapan calismalar da mevcuttur [48,49]. Ancak bu ¢alismalarda sadece
kemik yeniden yapim siire¢leri dikkate alinmis, biyobozunma dikkate alinmamustir.
Biyobozunma doku iskelesinin mekanik &zelliklerini tamamen etkilemektedir ve
ozellikle kemik yeniden yapim siirecini etkileyen bir olgudur. Biyobozunma siirecinin
uzun silirdigli uygulamalarda belki ilk asamada biyobozunma ihmal edilebilir ancak
bu yapilar gereginden fazla yogun olacagi i¢in olusan dokular istenilen Ozellikte
olmayacaktir. Gézenek orani yiiksek yapilar ise daha hizli biyobozunmaya girecektir,
dolayisiyla bozunma dikkate alinmadan optimizasyon yapilmasi dogru degildir.
Literatiirde biyobozunma etkisini i¢ceren ve mekanobiyolojik yaklasimla doku iskelesi
calismasi yapanlar olmasina ragmen say1 olduk¢a azdir. Ozellikle tekrarli yiikleme
durumunun biyobozunmaya etkisinin incelendigi ¢alismalar ¢ok sinirlidir. Adachi ve
dig. (20006) kiibik kafes yapil1 birim hiicre ve kiiresel bosluklu kiip seklinde birim hiicre
tizerinde hem biyobozunma hem dinamik kemik olusum siirecini dikkate alarak
optimizasyon caligmasi yapmislar ve biyobozunma siirecindeki elastisite modiilii
degisikligini iskele malzemesinin molekiil agirligina baglamislardir. Molekdl
agirhigindaki diisiis ise hidrolize baglanmis ve difiizyon denklemi ile yapiya giren su
miktar1 belirlenmistir. Sonugta su konsantrasyonuna gore degisen bir elastisite modiilii
elde edilmistir [8]. Chen ve dig. (2011a) calismalarinda kiitlesel (bulk) sekilde
biyobozunan araclarda biyobozunma ve erozyonu simiile etmek i¢in stokastik hidroliz
ve diflizyon esasli otokatalizi birlestiren hibrit bir matematiksel model 6nermislerdir.
Bu modelin literatiirdeki deneysel ¢alismalarla uyumlu oldugunu gostermislerdir [50].
Chen ve dig. (2011b) biyobozunma c¢ercevesinde yeni doku olusumunu tetikleyici
uyart miktarim ele alarak farkli doku iskelesi tasariminin performanslarini

arastirmiglardir [51]. Jin ve dig. (2019) kemik doku iskelesinde kullanilmak iizere
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farkli gozenek geometrilerine sahip doku iskelelerinin in vitro olarak biyobozunma
davranislarini arastirmislardir [52]. Li ve dig. (2017) saf PLA ve Mg/PLA kompozit
malzemelerinin in-vitro biyobozunma davranigi {lizerine basma yiiklemesinin ve
sicakliginin etkilerini arasgtirmiglardir [53]. Mekanik yiikiin molekiiler aktivasyon
enerjisini arttirdigini ve boylece biyobozunma hizinin arttigini gézlemlemislerdir. Li
ve ark. (2017) saf PLA ve Mg/PLA kompozit malzemelerinin in-vitro biyobozunma
davranis1 iizerine dinamik basma yiiklemesinin etkilerini aragtirmislardir [54].
Dinamik yikler 0.1 — 0.9 MPa araliginda degismektedir. Uygulanan yiiklerin
frekanslari ise 0,5- 2,5 Hz araligindadir. Her iki malzeme i¢inde dinamik yiiklemenin
biyobozunmay1 hizlandirdigini tespit etmiglerdir. Shi ve dig. (2018) doku iskelesinde
kemik onarimi lizerine gilinliikk egzersiz siirelerinin etkilerini simiilasyon yardimiyla
hesaplamiglardir [55]. Simiilasyon calismalar1 biyobozunma ve kemik yeniden
yapilanma teorilerine dayanmaktadir. Doku iskelesi biyobozunmasimi mekanik
yiiklemeden bagimsiz stokastik hidroliz denklemiyle tanimlamislardir. Kemik
yapimini ise mekanik yiik fonksiyonuna baglamislardir. Mekanik yiik giiniin belli bir
stiresini kapsayacak sekilde trapez sekilde uygulanmistir. Shui ve dig. (2019) farkh
gbzenek geometrisine sahip doku iskelelerinin biyobozunma davranigi {iizerine
mekanik etkiyi sayisal olarak arastirmak i¢in matematiksel bir model gelistirmislerdir
[56]. Mekanik yiliklemedeki artisin doku iskelesinin biyobozunma hizini arttirdigini
tespit etmislerdir. Shi ve dig. (2020) PLA’dan tasarlanmis doku iskelesinin mekanik
yik etkisi altinda biyobozunma ve kemik yeniden yapilanma davranisini
incelemiglerdir [57]. Biyobozunmay1 modellerken stokastik hidroliz denklemlerine
mekanik etkiyi de dahil etmislerdir. Kemik olusumunu ise sonlu elemanlar
algoritmasindan elde ettikleri mekanik uyar1 fonksiyonu ile tanimlamislardir. Yiikleme

belli bir siirede trapez seklinde uygulanmaistir.

Biyolojik etkilerin incelendigi ¢aligmalara gelindiginde, hiicre yapismasi malzeme
ylizeyi ile protein etkilesimi tarafindan kontrol edilmektedir. Kemik hiicre dis1 matrisi
agirlikli olarak kollajen I ve hidroksiapatitten olusmaktadir. Gregor ve dig. (2017)
arastirmalarda Kollajen I ve hidroksiapatit baglanmasini yiizey zeta potansiyel
degisimi kullanarak incelendigini bildirilmistir [58]. YUlzey zeta potansiyeli her iki
durumda da PLA'nin yiizeyine baglanmay1 isaret eden onemli Ol¢iide degisiklige
ugramistir. Hiicrelerinin ekstraselliiler matrisi (ECM) karmagik bir dinamige sahiptir

ve mekanik ve biyokimyasal 6zelliklere sahip biyocevreyi olusturur. Kemikte ECM
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hiicre yapismasinda, ¢ogalmasinda ve farklilagsmasinda rol oynar. Dolayistyla kemik
yapilarda ECM osteoblast hiicreleri tarafindan yeni kemik iiretimini indiikleyebilir
durumdadir. Genel olarak biyolojik yone odaklanan ¢alismalarda da goriilen en biiyiik
eksiklik hiicrelerin ylizeyleri sevmesinden dolay1 2-Boyutlu yapilara ya da tgiincii

boyutu diger iki boyutuna gore kiiciik olan yapilarda ¢alisilmis olmasidir.

Yukarida 6nemli bir kismi1 sunulan ¢alismalarda goriilen en biiyiik eksiklik, biyolojik
siireclere odaklanan mikro diizeydeki ¢alismalarin sadece deneysel ve cok biiyiik
oranda 2-boyutlu olmasi, mekanik ortama odaklanan makro diizeydeki ¢aligmalarin
ise ¢ogunlukla sadece sayisal modellemeye dayali olmasi ve biyobozunma-yuk-
biyoloji etkilesiminin mekanizmasini tam olarak agiklayamamasidir. Kemik doku
hiicrelerin tutundugu yiizeyin sekline gore adaptasyon gelistirdigi bilinmektedir.
Ancak s6z konusu mekanik ortam oldugunda, 1850’lerden itibaren Wolff kanunu ile
ifadesini bulmasina ragmen hala mekanobiyolojik siirecin temelinin anlagilmasina
epey yol vardir. Bu durum, kavram (proof of concept) diizeydeki modellerin
uygulamaya doniismesine engel olmamalidir. Oyle ki teorik modellerden cerrahi
uygulamaya uzanan siiregte hala ¢ok nokta eksik kalmaktadir. Bunun en onemli
sonucu, kemik doku miihendisliginin cerrahi pratikte heniiz hakkettigi karsilig

bulamamis olmasi ve bir¢ok dezavantaji bulunan greft tedavisine mecbur kalinmasidir.

Biitiinciil bir yaklagimla hem deneysel hem de niimerik modelleme calismalarinin
birlestirilmesi, teorik modellerin cerrahi uygulamalara doniligmesini hizlandirabilir.
Bu, greft tedavisi gibi mevcut yontemlerin yerini alabilecek daha etkili ¢ozimler
sunabilir ve kemik doku miihendisliginin cerrahi pratikte hak ettigi yeri bulmasina

katki saglayabilir.

Bu tez calismasinda farkli tasarim parametrelerinin (farkli gézenek geometrisi ve
oranlar1) kemik doku iskelesinin kemik rejenerasyonu iizerine etkisi mekanobiyolojik
yaklagsimla deneysel olarak detaylica irdelenmistir. Deneysel sonuglardan
yararlanilarak da niimerik modellerde kullanilacak uygun katsayilar tespit edilmistir.
Doku iskelelerinin farkli tasarim parametreleri rijitlik, yiizey alani ve sekil degistirme
enerjisi gibi degiskenleri dogrudan etkilemektedir ve bunlar da dogrudan kemik
rejenerasyonu Gzerinde onemli bir etkiye sahiptir. Ozellikle nimerik model sayesinde
cok ¢esitli doku iskelesi tasarimlarinin deneysel c¢alisma yapmadan kemik

rejenerasyonu agisindan elverisli olup olmadigi degerlendirilebilecektir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

Tez c¢alismasinda kemik doku miihendisliginde kullanilacak farkli doku iskelesi
tasarim parametrelerinin (gézenek geometrisi ve orani) mekanik dayanim,
biyobozunma ve kemik yapilanmasi iizerine etkileri hem deneysel olarak hem de

niimerik olarak aragtirilmigtir.

2.1 Cubuk Esash Doku iskelesi Tasarimi

Tez ¢alismasinin bu kisminda biyobozunma ve kemik yeniden yapilanma analizlerinde
kullanilacak ¢ubuk esasli birim doku iskelelerinin tasarimi i¢in Solidworks kati
tasarim programindan yararlanilmistir. 3 farkli gézenek geometrisi ve her bir gézenek
geometrisi i¢in de 3 farkli gézeneklilik orani segilmistir. Se¢ilen birim hiicre gézenek

geometrileri Sekil 2.1° de verilmistir.

a) Basit Kiip b) Hacim Merkezli Yapt  ¢) Hacim Merkezli Klbik

Sekil 2.1: Cubuk esasli birim doku iskelesi geometrileri.

Basit kip go6zenek geometrisine sahip doku iskelesi sadece yatay ve dikey
cubuklardan, hacim merkezli yap1 gozenek geometrisine sahip doku iskelesi sadece
acilt gubuklardan ve hacim merkezli kiibik gézenek geometrisine sahip doku iskelesi
ise hem yatay ve dikey ¢ubuklardan hem de agili gubuklardan olusmaktadir. Cubuk
esasli gbzenekli doku iskelelerinin farkli gozeneklilik oranina gore tasarimlari
cubuklarin kesit olgiileri degistirilerek parametrik olarak yapilmistir. Bu tasarim

parametreler Sekil 2.2 de verilmistir.
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Birim Doku Iskelesi Periyodik Doku Iskelesi

Basit Kup (BC) D -
- L -

Hacim Merkezli Yap1
(BCS)

Hacim Merkezli Kibik
(BCC)

Sekil 2.2: Cubuk esasli birim doku iskelelerinin tasarim parametreleri.

Tiim geometriler i¢in birim kiipiin dis kenar uzunlugu 3 mm alinmistir. Birim hiicreler
her bir dogrultuda 2’ ser kez ¢ogaltilarak periyodik doku iskelelerinin tasarimlar: elde

edilmistir. Tasarim parametreleri ve gézeneklilik oranlar1 Cizelge 2.1° de verilmistir.

Cizelge 2.1: Doku iskelesi tasarim parametreleri.

Bir 1[1):)'1(“. Birim Hicre  Gozenek Cubuk
Doku Dogrultudaki sKeenZ:l Kenar Kenar Capi (D Porozite
Iskelesi Birim Huicre - Uzunlugu (L Uzunlugu p Orani (%)
Sayisi Uzunlugu mm) (I mm) mm)
Y (mm)
BC50 2 54 3 1,29 - 50,22
BC62,5 2 5,27 3 1,54 - 62,55
BC75 2 5,145 3 1,80 - 74,08
BCS50 2 5,39 3 - 1,00 51,64
BCS62,5 2 5,47 3 - 0,86 62,50
BCS75 2 5,58 3 - 0,69 74,63
BCC50 2 55 3 2 0,88 49,96
BCC62,5 2 55 3 2 0,66 62,45
BCC75 2 55 3 2 0,35 75,84

Sekil 2.3’ te birim hiicrelerin her dogrultuda 2’ser kez cogaltilmasiyla elde edilen

periyodik doku iskelelerinin kat1 modelleri verilmistir.
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a) Basit Kiip (BC)

Cizelge 2.1°de verilen doku iskeleleri isimlerindeki BC basit kiip geometrisini, BCS
hacim merkezli yap1 gézenek geometrisini ve BCC ise hacim merkezli kiibik gdzenek
geometrisini  temsil

gostermektedir. Cizelge 2.2°de periyodik doku iskelelerinin fiziksel o6zellikleri

etmektedir.

b) Hacim Merkezli Yap1

(BCS)

Sondaki

Sekil 2.3: Periyodik doku iskelesi katt modelleri.

¢) Hacim Merkezli Kibik
(BCC)

sayilar ise goOzeneklilik oranin

verilmistir.
Cizelge 2.2: Periyodik doku iskelelerinin fiziksel dzellikleri.
Doku Tskelesi Yﬁffnym’ﬁ)lam Hacim (mm?) Sﬁzgl' 'zrlﬂ_zgy Kitle (mg)
BC50 275,023 67,800 4,06 86,925
BC62,5 271,604 54,820 4,95 70,575
BC75 252,720 40,820 6,19 56,125
BCS50 254,724 75,43 3,38 94,600
BCS62,5 250,681 61,380 4,08 79,025
BCS75 233,0965 44,07 5,29 54,475
BCC50 374,5854 83,25 4,50 105,800
BCC62,5 369,320 62,470 5,91 75,900
BCC75 326,3192 40,2 8,12 55,275
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2.2 Doku iskelesi Geometrilerinin 3 Boyutlu Yazicida Uretilmesi

Cizelge 2.1’ deki tasarim parametreleri kullanilarak tasarimi gerceklestirilen periyodik
doku iskelesi geometrilerinin iiretimi Ultimaker 3 Extended marka 3 boyutlu yaziciyla
gerceklestirilmistir. Periyodik doku iskelelerinin tliretiminde Ultimaker marka 2,85
mm filament ¢apina sahip transparan PLA filamentler kullanilmigtir. Periyodik doku
iskelelerinin basim parametreleri Cura isimli yazilim kullanilarak ayarlanmistir.
Uretimi gergeklestirilecek periyodik doku iskelesi geometrileri stl formatinda Cura
yaziliminda acgildiktan sonra basim parametreleri secilmistir. Kullanilan basim

parametreleri agagida verilmistir.

e Nozzle Cap1: 0,25 mm

e Nozzle Sicakligi: 190 °C
e Tabla Sicaklifi: 60 °C

o llerleme Hizi: 15 mm/s

e Fiber Geri Cekme Hizi: 6,5 mm/s

Yukarida verilen basim parametreleri Cura’ da secildikten sonra dilimleme islemine
gecilmistir. Dilimleme islemi tamamlandiktan sonra basim dosyast g kodu formatinda
usb bellege kaydedilmistir. Bu usb bellek iizerinden de 3 boyutlu yazicida basim islemi

gergeklestirilmistir.

2.3 Uretilmis Doku Iskelelerinin Taramal Elektron Mikroskop (SEM)

Goruntileri

3 boyutlu yazici ile PLA filamentten iiretilen doku iskelelerinin taramali elektron
mikroskobu  goriintiileri Bursa Teknik Universitesi Merkezi  Arastirma
Laboratuvarinda bulunan Zeiss Gemini 300 ile kaydedilmistir. Goriintiileme Oncesi
doku iskelelerinin elektriksel iletkenligini saglamak igin altin ile kaplama islemi
yapilmistir. Doku iskelelerinin gézenek detaylarmi goriintiilemek i¢in 30X biiyilitme

kullanilmastr.

2.4 Mekanik Karakterizasyon

Tasarim1  ve Tlretimi gerceklestirilen periyodik doku iskeleleri nilimerik

simiilasyonlarda, biyobozunma ve in vitro deneylerde basi yiikii altinda analiz

19



edilecektir. Bundan dolay1 iiretimi gerceklestirilen periyodik doku iskelelerinin

mekanik 6zelliklerini belirlemek i¢in basma testleri gergeklestirilmistir.

2.4.1 Doku iskelelerinin basma testi

3 boyutlu yazicida tiretilen farkli geometri ve porozite oranlarina sahip olan periyodik
doku iskelelerinin basi yiikii altindaki davranisini karakterize etmek igin 1 kN
kapasiteye sahip Shimadzu AGS-X statik test cihazi kullanilmustir. Sekil 2.4’te

periyodik doku iskelesinin basma testi gorseli verilmistir.

Sekil 2.4: Periyodik doku iskelesinin basma testi.

Periyodik doku iskelelerinin basma testleri 0,3 mm/dk basma hizinda gerceklestirilmis

olup yuk-yer degistirme verileri kaydedilmistir.

2.5 Sonlu Elemanlar Yontemi

Sonlu elemanlar yontemi (FEM) bir¢ok miihendislik probleminin ¢6ziimiinde yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir. Sonlu elemanlar yonteminde (FEM) ele alinan problem
alan1 eleman adi verilen daha kiiciik elemanlara boliiniir. Her bir eleman ise digiim
noktalarindan (node) olugsmaktadir. Her bir eleman i¢in ayr1 ayri rijitlik matrisleri
hesaplandiktan sonra montajlama islemi yapilarak global rijitlik matrisi olusturulur.
Elde edilen global rijitlik matrisi kullanilarak verilen sinir sartlar altinda ¢6ziim islemi
yapilarak sekil degistirme, gerilme gibi degerler hesaplanabilmektedir. Bu islemler
Sekil 2.5’te goriilmektedir.
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Sekil 2.5: Sonlu elemanlar yontemi (FEM) [59].

Elde edilen gerilme ve birim sekil degistirme degerleri biyobozunma ve kemik yeniden
yapilanma analizlerinde kullanilacaktir. Mekanik yiik etkisi altinda periyodik doku
iskelelerinin gerilme ve birim sekil degistirme degerlerini eleman eleman hesaplamak
icin MATLAB ortaminda 3 boyutlu sonlu elemanlar algoritmasi gelistirilmistir. 3
boyutlu sonlu elemanlar algoritmasinda kullanilan sonlu elemanlar teorisi EK A’da ve

MATLAB ortaminda kodlanmasi1 EK B’de verilmistir.

2.5.1 Voxel tip mesh yapisi

Sonlu elemanlar analizinde mesh tipi olarak hexahedron mesh tercih edilmistir. Bu

mesh tipi 8 adet diigiim noktasina sahiptir Sekil 2.6’da gosterilmistir [60].

1 2
Sekil 2.6: 3 boyutlu 8 diigiim noktali hexahedron eleman [61].
Kemik doku miihendisligi uygulamalarinda mikro-BT taramalar1 yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir ve tarama kesitlerindeki piksellere gore sonlu elemanlar analizinde
kullanilacak meshler olusturulmaktadir. Bu yonteme voxel mesh yontemi adi
verilmektedir ve voxel bir pikselin 3 boyutlu karsiligidir. Voxel yonteminde esit
boyutlu kiip elemanlar geometriyi temsil etmektedir. Kiip elemanlarin kenar uzunlugu
ne kadar kii¢iik olursa geometriyi temsiliyeti o kadar iyi olacaktir fakat eleman sayisi

da yiiksek olacagi i¢in hesaplama siirelerini ¢ok arttiracaktir. Bunun i¢in ideal boyut
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secilmesi Onemlidir. Sekil 2.7°de uyluk kemiginin bilgisayarli tomografi (CT)

goriintiilerinden voxel tipi meshlerin olusturulmasi gosterilmistir.

Sekil 2.7: Uyluk kemiginin bilgisayarli tomografi (BT) gortnttlerinden voxel mesh
olusturulmasi [62].

Tez kapsaminda yapilan tiim sonlu elemanlar analizlerinde mesh boyutu 125 pm
olarak secilmistir. Ayrica klasik mesh yontemleriyle karmasik geometrilere ve
ozellikle egrisel veya acisal yiizeylere sahip geometrilere hexahedron tipi mesh

atilamaz. Bundan dolay1 doku iskelelerine mesh atmak i¢in su yol izlenmistir.

e Oncelikle periyodik doku iskelesi geometrisi kati tasarrm programinda
tasarlandiktan sonra stl formatinda kaydedilmistir.

e Stl formatinda kaydedilen doku iskelesi geometrisini voxel geometrisine
cevirmek i¢in online olarak calisan bir program (Online Voxelizer) igerisinde
acilmistir. Bu programda periyodik doku iskelesi geometrisinin bir kenarinin
kac adet voxel kiipten olugmasi isteniliyorsa bunun sayisini girerek geometri
voxel geometriye doniistiiriilmiistiir. Doniistiirilen geometri tekrar stl dosya
formatinda kaydedilmistir.

o Stl formatindaki voxel geometri tekrar kati tasarim programinda agilarak kati

hale ¢evrilir ve daha sonra elemanlar birlestirilerek step formatinda kaydedilir.

Step formatindaki dosya sonlu elemanlar yaziliminda agilarak ilgili dilimleme
islemleri yapilarak daha 6nce hexahedron tipi elemanlarla meshlenemeyen geometri

rahatlikla hexahedron elemanlarla meshlenebilmektedir.
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BCS75 Katt Model BCS75 Mesh
Sekil 2.8: BCS75 periyodik doku iskelesinin kati model ve mesh goriintiileri.

Sekil 2.8’de BCS75 periyodik doku iskelesinin kati model ve mesh goriintiileri
verilmistir. Ozellikle BCS ve BCC doku iskelelerine acgili ve dairesel kesitli
cubuklardan olustugu icin kati model haline hexahedron elemanlar kullanarak mesh
atmak miimkiin degildir. Ancak kati model yukarida anlatildig1 gibi voxel geometriye
dontstiiriildiigii zaman Sekil 2.8’de gosterildigi gibi hexahedron elemanlar ile mesh

islemi gerceklestirilebilmistir.

2.5.2 Basma testinin sonlu elemanlar analizi

MATLAB programi iizerinde gelistirilen 3 boyutlu sonlu elemanlar algoritmasi
kullanilarak  tasarimi  gerceklestirilen periyodik doku iskelelerinin  basma
simiilasyonlar1 yapilmigtir. Sonlu elemanlar analizinde lineer-elastik malzeme kabuli

yapilmistir. Sonlu elemanlar analizinde kullanilan sinir sartlar1 Sekil 2.9°da verilmistir.

Yer Degistirme

Ankastre Mesnet

Sekil 2.9: Sonlu elemanlar analizindeki sinir sartlari.

Siir sartlar1 periyodik doku iskelesi geometrisinin en alt kismindaki digim

noktalarinin serbestlik dereceleri 3 eksende de kisitlanarak ve yiik ise doku iskelesinin
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en ust kisminda bulunan diigiim noktalar1 {izerinden yer degistirme olarak
tanimlanmistir. Yer degistirmeye karsilik olusan reaksiyon kuvvetleri mesnet
noktasindan hesaplanarak yiik-yer degistirme degerleri sonlu elemanlar analizinden
elde edilmistir. Elde edilen yuk-yer degistirme degerlerinden periyodik doku
iskelelerinin rijitlik degerleri hesaplanmigtir. Ayrica bu sonuglar basma deneylerinden

elde edilen sonuglarla kiyaslanmistir.

2.6 Periyodik Doku iskelelerinin Biyobozunma Davramslari

Periyodik doku iskelelerinin biyobozunma davraniglar1 karakterize edebilmek i¢in
hem niimerik modeller hem de deneysel ¢alismalar gergeklestirilmistir. Tez ¢alismasi
kapsaminda niimerik olarak iki farkli biyobozunma modeli yaklagimi kullanilmistir.
NiUmerik modellerden ilki biyobozunma surecini birinci dereceden kinetik (First-
Order Kinetics) model kullanarak ele almistir. Bu model, doku iskelesi malzemesinin
molekiiler agirliginin zamanla iistel bir sekilde azaldigini varsayarak biyobozunma
davranisini matematiksel olarak ifade etmektedir. Ayrica bu model ile mekanik
yuklerin biyobozunma davramisi iizerine etkileri de incelenebilmektedir. Diger
niimerik model ise diflizyon esasli biyobozunma yaklasimidir. Bu yaklasim, doku
iskelesi malzemesine sivinin diflizyonunu ve molekiiler agirligi tizerine etkilerini
temel alir. Son olarak doku iskelelerinin biyobozunma davranis1 mekanik yiik etkisi

altinda deneysel olarak da incelenmistir.

2.6.1 Biyobozunma davramsinin birinci dereceden kinetik modeli

Periyodik doku iskelelerinin biyobozunma davranisini analiz edebilmek i¢in Shui ve
dig. (2019) yilinda yapmis olduklar1 birinci dereceden kinetik biyobozunma modeli
kullanilmistir [56]. Bu modele gore polimer malzemesinin molekiiler agirlik degisimi

Denklem 2.1 ile tanimlanmaktadir.

M
B(t) = M"—((S)) = g~ ot (2.1)

B(t) normalize edilmis molekiil agirligini temsil etmektedir. Burada Mn(0) baslangic
molekiil agirligi ve Ma(t) ise t anindaki molekiil agirligidir. ideal olarak polimerin
izotropik oldugu ve tiim malzeme noktalarinin ayni Mn(0) baslangi¢c molekiil agirhigina
sahip oldugu diisiilmektedir. Fakat doku iskelesi elemanlar1 ¢evresel nemden dolay1

hidroliz tarafindan sebep olunan farkli baslangi¢ porozitelerine (a) sahiptir. Shui ve
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dig. (2019) galigmalarinda bu degeri 0 ve 0,2 arasinda rastgele bir deger segerek
bozunma siirecini ayarlamaya calismiglardir. Tez kapsaminda doku iskelesinin tiim
elemanlar1 icin ideal olarak baslangic molekiil agirligina sahip oldugu kabulii

yapilmustir. Aoise biyobozunma katsayisidir.

Shui ve dig. (2019) ¢alismalarinda mekanik yiikiin Ao biyobozunma katsayisi tizerinde
etkisini Denklem 2.2 ile ifade etmislerdir. Mekanik yiik etkisi polimer zincirlerinin

kirilmasindaki aktivasyon enerjisini diisiirerek daha hizli bozunmasini saglamaktadir.

Bo

A, = AgeRT (2.2)

Burada B katsay1, R molar gaz sabiti, T sicaklik (K), o uygulanan mekanik gerilmedir.
Denklem 2.2°de elde edilen 1, biyobozunma katsayisi Denklem 2.1°de yerine
konulursa

B(t) = e~tot = e—/‘loe%t (2.3)
elde edilir. Denklem 2.3 ile polimerin biyobozunma surecine uygulanan mekanik

yiikleme de dahil edilmistir.

Denklem 2.3’teki f£(z) degeri kritik esik degerin altina diiserse polimerin bozundugu
kabul edilir. Kullanilan bu modelde polimerin mekanik 6zelligi molekiil agirligiyla

dogrudan iliskilidir ve bu iliski Denklem 2.4’te verilmistir.
e
Es(t) = (Es(o) - Esolu) m (1 - e_ﬁ(t)) + Esolu (2-4)

Es(0) polimerin baslangig elastisite modiiliidiir. Esou ise polimerin biyobozunma

esnasinda i¢inde bulundugu sivinin elastisite modiiliidiir.

2.6.1.1 Birinci dereceden kinetik biyobozunma modelinin sonlu elemanlar

analizi algoritmasina entegre edilmesi

Mekanik yiik etkisi altinda doku iskelesinin biyobozunma davranisini analiz
edebilmek i¢in gelistirilmis olan 3 boyutlu sonlu elemanlar koduna Boliim 2.5.1°de
verilen biyobozunma davranigi entegre edilmistir. Sekil 2.10°da biyobozunma

modelinin sonlu elemanlar koduyla birlikte ¢aligma algoritmasi verilmistir.

25



Sinir Sartlar

Doku iskelesi Malzeme
Ozellikleri (E, v)

—v‘ Sonlu Elemanlar Analizi

| Elastisite Modiilii | | Gerilme, Birim Sekil Degistirme |
Molekl Agirhgi } Biyobozunma Kodlan ‘

Sekil 2.10: Birinci dereceden Kkinetik biyobozunma modelinin sonlu elemanlar
kodlartyla ¢aligma algoritmas.

Bu algoritmada, analiz 6ncesinde sinir sartlar1 (kuvvet ve mesnet), malzeme 6zellikleri
(elastisite modiili ve poisson orani) ve biyobozunma modelinde kullanilan

parametreler tantmlanmalidir.

Simiilasyon Sekil 2.10’da verilen algoritmaya gore sonlu elemanlar analiziyle
baslamaktadir. Sonlu elemanlar analizinden doku iskelesinin her elemani i¢in gerilme
ve birim sekil degistirme degerleri ¢ikt1 olarak alinmaktadir. Elde edilen bu degerler
biyobozunma kodlarinin girdisidir. Biyobozunma kodlarinda Denklem 2.3 ve 2.4
kullanilarak doku iskelesinin her bir elemani i¢in yeni molekiil agirligi ve elastisite
modili degerleri hesaplanarak bir sonraki dongii i¢in algoritmanin malzeme
Ozellikleri tablosuna kaydedilmektedir. Doku iskelesinin malzemesinin molekiil
agirh@ belirli bir esik degerin altina diiserse bu elemanin bozundugu kabul
edilmektedir ve siviya donistiiriilmektedir. Cizelge 2.2’de niimerik modelde

kullanilan katsayilar verilmistir.

Cizelge 2.3: Birinci dereceden kinetik biyobozunma modelinde kullanilan katsayilar
[63].

Parametreler Sembol Deger Birim
Bozunma Sabiti M 00075  gin*
Esik Deger Btn 0,01
Sabit B 22 J/(mol.Pa)
Gaz Sabiti R 8,314  J/(mol.K)
Sicaklik T 310 K
Doku Iskelesi Elastisite Modiilii Es 1350 MPa
PBS Sivis1 Elastisite Modiili Esolu 1 MPa
Doku Iskelesi Poisson Orani Vs 0,3
PBS Sivis1 Poisson Orani \%i 0,49
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Sonlu elemanlar analizinde mekanik yiik degeri olarak 4N se¢ilmistir. Uygulanan 4
N’luk yiik degeri tasarimi gergeklestirilen tiim periyodik doku iskeleleri iizerinde
ortalama olarak 1-2 MPa’lik gerilme degeri olusturmaktadir. Bu gerilme degeri doku
iskelesi uygulamalarinda arzu edilen bir degerdir. Sekil 2.11’de biyobozunma

analizlerinde kullanilan sonlu elemanlar analizi sinir sartlar1 gosterilmistir.

Yer Degigtirme

Doku Iskelesi

Sivi

Ankastre Mesnet

Sekil 2.11: Biyobozunma analizindeki sonlu elemanlar analizi sinir sartlari.

Sekil 2.11°de goriildiigii tizere doku iskeleleri sivi ile sonlu elemanlar analizinde
modellenmis olup malzeme o6zellikleri Cizelge 2.2°deki gibi tanimlanmistir. Doku
iskelesinin en alt kismindaki diiglim noktalarinin yer degistirmeleri 3 eksende de
kisitlanmistir. Yk ise doku iskelesinin en iist kismindaki diigiim noktalarindan sadece
diisey dogrultuda olacak sekilde yer degistirme olarak verilmistir. Burada yer
degistirme degerleri 4 N’luk yiik olusturacak sekilde her ¢cevrimde otomatik olarak

hesaplanarak uygulanmistir.

2.6.2 Difuizyon esash biyobozunma modeli

Diflizyon esasli biyobozunma modeli sivinin doku iskelesi malzemesi igerisine
difiizyonla girmesini ve polimer malzemesinin molekiiler agirlig iizerine etkilerini
esas almaktadir. Adachi ve dig. (2006) yapmis olduklar1 ¢alismaya goére polimerin
icerisine difiizyonla giren su polimerin zincirlerinin kesilmesine ve bundan dolay1
molekiil agirliginin azalmasina sebep olmaktadir [8]. Molekiil agirlhigi azalan
polimerin de mekanik ozellikleri (Elastisite Modiilii) zayiflayacaktir. PLA gibi
polimerlerde molekiiler agirlik belli bir esik degerine geldigi zaman tamamen
bozunma go6zlemlenecektir. Bu tarz bozunmaya kitlesel (bulk) bozunma ismi

verilmektedir. Sekil 2.12°de kiitlesel (bulk) bozunmanin asamasi verilmistir.
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Sekil 2.12: PLA Polimerinin kiitlesel (bulk) bozunmas1 [64].

Adachi ve ark. polimer malzemenin elastisite modilunin molekil agirligiyla iligkisini

Denklem 2.5’teki gibi ifade etmislerdir.

E(W(0) = Eso %’0 (2:5)

Burada Eo baslangi¢ elastisite modiliidiir. Wo baslangi¢ molekiil agirhigidir.
Difiizyondan dolay1 molekiil agirligindaki degisim W(t) ile ifade edilmektedir.

dw (t) dc 5
— Q¢ - 2.6
7 [é ve 7 aV3c (2.6)

Denklem 2.6 sayesinde difiizyona bagli olarak molekiil agirligi degisimi
hesaplanabilmektedir. Burada $ malzeme katsayisi ve € su miktarini temsil etmektedir.
Zamana gore su miktarint veren denklem iki yolla ¢oziilebilir. Bunlardan ilki analitik
¢Oziim digeri sayisal ¢oziim yontemidir. Analitik olarak denklemi 3 boyutlu olarak
¢ozmek ve smir sartlarim1 uygulatmak oldukg¢a zor olacagi i¢in kodlama kisminda

sayisal ¢oziim yontemleri kullanilmistir.

2.6.2.1 Diflizyon denkleminin sayisal yontemlerle ¢6ztlmesi

Difiizyon denklemi parabolik tipte kismi diferansiyel denklemdir. Parabolik
denklemler verilen baslangic ve sinir sartlarindan baglayarak, bir yone dogru adim
adim ilerleyerek ¢oziiliir. Yani, bir noktadaki ¢6ziim o noktadan 6nceki noktalarin
¢Oziimiine bagl olarak elde edilir. Bu ¢ozuimleri yapabilmek igin sonlu fark yontemleri
kullanilmistir. Bu yontem ¢o6ziim alanmin grid (ag) noktalarina ayirarak verilen
diferansiyel denklemin bu noktalardaki fonksiyonun degerlerine bagli olan cebirsel
denklemlere dayanir. Sonlu farklar yontemiyle difiizyon denkleminin ¢6zimiinde
¢oziim alani1 gridlere boliindiikten sonra verilen difiizyon denklemindeki tiirev ifadeleri
yerine sonlu farklar ifadesi yerlestirilerek sonlu farklar denklemine doniistiiriiliir.

Denklem 2.7 3 boyutlu diflizyon denklemini ifade etmektedir.

dc d%’c 0%c 9%
- 2.7)

o ¢ 6x2+ 6y2+ 0z?
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t=0 icin c=C, (a<x<hbh, c<y<d, e<z<f) (2.8)

x=aigcinc=2C,
x=biginc=C,

y=cicinc=C,
(2.9)
y=diginc=Cy

z=-eicinc =C,
z=figinc= (s

Denklem 2.8 ve 2.9 3 boyutlu difiizyon denkleminin baglangi¢ ve sinir sartlaridir.
Denklem 2.7°de verilen diflizyon denkleminin sonlu farklar ifadesini yazmak icin
zaman turevini ileri sonlu fark, x, y ve z konum tiirevlerini n’inci adim merkezi

farklarda yazarak elde edebiliriz.

n+1 n n n n
Lk ~ Cijk _ CiZ1je = 2C 5+ Ciyyji

At Ax?

n n n
Li-1k — 20k + Clivak

Ay?
n n n
Ciik-1—2C ik + Cjksr
Az?

(2.10)

Denklem 2.10 Denklem 2.7’de verilen 3 boyutlu difizyon denkleminin sonlu farklar
ifadesidir. Verilen baglangi¢ ve sinir sartlar1 altinda bu denklem adim adim kolaylikla
¢oziilebilir. Periyodik doku iskelelerinin baslangic ve smir sartlarinin nasil
tanimlandigit EK C’de verilmistir. Denklem 2.10’daki sonlu farklar denkleminden
hesaplanan konsantrasyon degeri Denklem 2.6’da yerine koyularak polimerin
molekiiler agirhigi hesaplanmistir. Hesaplanan molekiiler agirlik Denklem 2.5°te
kullanilarak polimerin elastisite modiilii hesaplanmistir. Cizelge 2.3’te difiizyon esaslh

biyobozunma modelinde kullanilan katsayilar verilmistir.
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Cizelge 2.4: Difiizyon esasli biyobozunma modelinde kullanilan katsayilar.

Katsayilar Sembol  Deger Birim
PLA Baslangic Elastisite Senaysoy ve
Modiilu Eso 1350 MPa Lekesiz
PLA Poisson Orant Vg 0,3 - (2024)
Malzeme Katsayisi B 4000 1/(gin)
« e 48-7 2 ..
Diflizyon Katsayisi de.g M /gin Adachi ve
Baslangi¢c Molekiiler Agirlik W, 70000 - dig. (2006)
Molekiiler Avglr'hgln Simir W, 10000 i
Degeri

2.6.3 Mekanik yik etkisi altinda biyobozunma deneyleri

Periyodik doku iskelelerinin mekanik yiik etkisi altinda biyobozunma davranisi
deneysel olarak 15, 30, 60, 90 ve 120 giin boyunca 37+1 °C ortam sicakhiginda
incelenmistir. Mekanik yiikiin biyobozunma davranisi lizerine etkisini degerlendirmek
icin ayni sartlar altinda mekanik yilik uygulanmadan da periyodik doku iskelelerinin
biyobozunma deneyleri gerceklestirilmistir. Mekanik yiikiin uygulanmadig1 gruplar

kontrol grubu olarak kabul edilmistir.

2.6.3.1 Biyobozunma deneylerinde kullanilan mekanik yuklerin Uretimi

Kemik doku miihendisligi uygulamalarinda doku iskeleleri iizerinde arzu edilen
gerilme degerleri 1-2 MPa araligindadir. Bundan dolay1 biyobozunma deneylerinde
kullanilacak ytik degeri periyodik doku iskelelerinin sonlu elemanlar analizinden elde
edilen Von Mises gerilme dagilimina gore 4 N olarak secilmistir. 4 N’luk mekanik
yiikili uygulamak i¢in 30 mm capinda 73,8 mm yiikseklige sahip 316 paslanmaz celik
kullanilmistir. Mekanik yiikleri hazirlamak i¢in 30 mm c¢apinda yaklasik 77 mm
uzunlugunda 316 paslanmaz c¢elik malzemeler Sekil 2.13a’da goriildigli gibi
almmustir. 4 N’luk yiikii saglamak i¢in malzemenin yaklasik olarak 408 g agirliga
getirilmesi gereklidir. Bunun i¢in Sekil 2.13b’de goriildiigii gibi 5 eksenli CNC freze
kullanilarak 316 paslanmaz c¢elik silindir pargalar 408 +1 g agirliga sahip olacak

sekilde islenmistir. Islenen parcalarm son hali Sekil 2.13¢’de verilmistir.
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Sekil 2.13: 316 paslanmaz ¢elik agirliklar.

4 N’luk mekanik yiik etkisi altinda periyodik doku iskelelerinin biyobozunma
deneyleri 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinin igerisinde yapilmistir ve mekanik yiikiin
periyodik doku iskelelerine tam dik olacak sekilde uygulanmasi igin Sekil 2.14’te

gosterildigi gibi bir aparat tasarimi yapilmastir.

000
(LX)

Sekil 2.14: Mekanik yiik tutma aparati.

Tasarim1 gerceklestirilen aparat 3 boyutlu yazicida PLA filament kullanilarak
dretilmistir. Sekil 2.15’te tiretimi gergeklestirilen aparat periyodik doku iskeleleri

tizerinde 316 paslanmaz ¢elik agirliklar: dik bir sekilde tutmaktadir.

Sekil 2.15: 4 N’luk mekanik yiiklerin periyodik doku iskelelerine uygulanmast.

2.6.3.2 Biyobozunma deneyleri

Biyobozunma deneyleri ASTM F1635-11 standardi takip edilerek yapilmustir.

Biyobozunma deneyleri periyodik doku iskeleleri i¢in yikstz (kontrol grubu) ve yukli
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gruplardan olusmaktadir ve her grup ta 10’ar adet periyodik doku iskelesi
numunesinden olusmaktadir. Bu 10’lu numune gruplarindan 4’er tanesi agirlik kaybi
Olclimiinde, kalan numuneler ise mekanik test i¢in kullanilmistir. Cizelge 2.5’te
biyobozunma deneylerinde kullanilan periyodik doku iskelesi numune sayilari

verilmigtir.

Cizelge 2.5: Biyobozunma deneylerinde kullanilan periyodik doku iskelesi numune
sayilart.

Periyodik Doku Iskeleleri

Glnler —5 =50 BC625 BC/5 BCS50 BCS625 BCS75  BCCS0  BCC625  BCCrs  oplam
15 20 20 20 20 20 20 20 20 20 180
30 20 20 20 20 20 10 20 20 20 170
60 20 20 20 20 20 10 20 20 20 170
90 20 20 20 20 10 10 20 20 20 160
120 20 20 20 20 10 10 20 20 20 160

Toplam 100 100 100 100 80 60 100 100 100 840

Biyobozunma deneylerine baslamadan o©nce {iretilen periyodik doku iskelesi
numuneleri 48 saat boyunca 37 °C sicaklikta tutularak icerisindeki olasi nem

kurutulmustur.

a) BC b) BCS c) BCC
Sekil 2.16: Periyodik doku iskelelerinin kurutma éncesi.

Sekil 2.16°da periyodik doku iskelelerinin inkiibatérde kurutma islemine baglamadan
onceki fotograflar: verilmistir. 48 saat boyunca 37 °C sicaklikta bekledikten sonra her
bir tasarim parametresi i¢in ilk 4 numunesinin agirliklar1 hassas tartida oOlgiilerek
kaydedilmistir. Daha sonra geometri ve porozite durumuna gore degisen her kosul i¢in
10 farkli numune kontrol grubu i¢in, 10 farkli numune Sekil 2.17°de de goriildiigii gibi
4 N’luk mekanik yiike maruz kalacak sekilde 37 °C sicaklikta fosfat tamponlu salin
(PBS) (pH “7,4) ¢ozeltisi igerisinde biyobozunmaya birakilmistir.
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Sekil 2.17: Biyobozunma deneyleri.

Hem kontrol grubu hem de yiikli durumdaki deneylerde 6 ml PBS sivisi kullanilmustir.
Biyobozunma ortam s1visi olarak kullanilan PBS ¢ozeltisinin igeriginde sodyum kloriir
(NaCl), potasyum klorir (KCI), sodyum fosfat dibazik (Na2zHPO4) ve potasyum fosfat
mono bazik (KH2PO4) gibi farkli reaktif maddeler bulunmaktadir. PBS ¢ozeltisinin
hazirlanmasi i¢in dncelikle 800 ml distile su igerisinde 8 g NaCI (AFG Bioscience),
0,2 g KCI (AFG Bioscience), 1,44 g Na2HPO4 (AFG Bioscience) ve 0,245 g KH2PO4
(AFG Bioscience) ¢ozdiiriilmiistiir. Reaktif maddeler tamamen ¢6zundikten sonra
stvinin pH degerini ayarlamak icin seyreltilmis hidroklorik asit (HCI) az miktarlarda
eklenmistir. Ardindan toplam hacim 1 L olacak sekilde hazirlanan sivi {izerine 200 ml
distile su dahil edilerek biyobozunma ortam sivisi biyobozunma deneyleri i¢in hazir
hale getirilmistir. Biyobozunma deneyi siiresi boyunca 5 giinde bir pH 6l¢iimii ve PBS
stvist degisimi yapilmistir. Kontrol grubu numunelerinin biyobozunma deneyleri 15
ml’ lik kapakli falkon tiiplerinin igerisinde yapilmistir. Falkon tiiplerinin agz1 kapali
oldugu icin PBS sivisinda bir eksilme goriilmemistir. Fakat yiiklii durumdaki
numuneler 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplar1 icerisinde aparatla deneye devam
edildigi icin iist kisimlarinda az da olsa agiklik kalmaktadir. Bundan dolay1r da
buharlagsma gozlenmektedir. Deneylerin sabit PBS sivist hacminde devam etmesi igin
5 gilinde bir olacak sekilde 0,75 ml PBS ilave edilmistir. Boylelikle buharlagsma etkisi
telafi edilmistir. Biyobozunma deneylerinin inkiibator icerisinden goriintlisii Sekil
2.17°de verilmis olup 15, 30, 60, 90 ve 120 giin boyunca biyobozunma deneylerine
devam edilmistir. Periyodik doku iskelelerinin biyobozunma davranisi su emilimi,
kiitle kayb1 ve mekanik testlerden elde edilen rijitlik degerleriyle karakterize

edilmistir. Su emilimi biyobozunma gunid biten periyodik doku iskelelerinin
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yiizeylerindeki su birikintisi kagit pegeteyle kurulandiktan sonra agirliklart dlciilerek

Denklem 2.11 kullanilarak tayin edilmistir.

iy Wl Wk
Su Emilimi (%) = (T) x100 (2.11)
k

Wi doku iskelesinin 1slak haldeki agirligi, Wk ise kuru haldeki agirligidir. Agirlik kaybi
ise periyodik doku iskeleleri 48 saat 37 °C’de bekletildikten sonra agirliklar: 6l¢iilerek
Denklem 2.12 kullanilarak belirlenmistir.

u) 100 2.12)
Wi

Agurlik Kaybt (%) = (
Wy doku iskelelerinin baslangigtaki agirligi, Wk ise biyobozunma deneyi sonrasi
Olciilen kuru agirliktir. Mekanik test olarak basma testi kullanilmistir ve test hizi 0,3
mm/dk olarak se¢ilmistir. Basma testinden elde edilen kuvvet-yer degistirme
grafiginin dogrusal bdlgesinin egiminden de periyodik doku iskelelerinin rijitlik
degerleri hesaplanmistir. Bu sekilde deneysel olarak doku iskelelerinin biyobozunma

davranisi karakterize edilmistir.

2.7 In Vitro Analizler

Bu kisimda periyodik doku iskeleleri iizerine ekilen insan osteoblast (hFOB 1.19)
hiicreleri lizerine farkli doku iskelesi tasarim parametrelerinin ve mekanik yiikiin
etkileri canlilik, enzim aktiviteleri ve mineralizasyon analizleri yardimiyla

incelenmistir. In vitro analizler su sekilde yapilmustir.
e PLA malzemesinin biyouyumlulugunun belirlenmesi
e Insan osteoblast hiicrelerinin (hFOB 1.19) ¢ogaltilmas1
e Periyodik doku iskelelerinin sterilizasyonu

e Periyodik doku iskeleleri iizerinde hiicrelerin tutunmasinin saglanmasi igin

ylzey modifikasyonu ve hiicre ekimi

o MTT ((3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolyum bromdir)) ile canlilik

analizi

e Insan osteoblast hiicrelerinde (hFOB 1.19) osteojenik farklilasmanin

saglanmasi
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e Alkalen fosfataz enzim aktivitesi
e Mineralizasyon analizi

e Mikro-BT analizi

2.7.1 PLA malzemesinin biyouyumlulugunun belirlenmesi

Periyodik doku iskelelerinin iiretiminde kullanilacak PLA malzemesinin
biyouyumluluklar1 sitotoksisite testleri araciligi ile incelenmistir. Biyouyumluluk
calismalar1 Bursa Teknik Universitesi, Miihendislik ve Doga Bilimleri Fakiiltesi
Biyomuhendislik ~ bolimi  arastirma  laboratuvarlarinda  gergeklestirilmistir.
Biyomalzemelerin karakterizasyonu amactyla biyouyumluluk testlerinin yapilmasi ve
bu testler kapsaminda ISO 10993-5 standartlarinda hiicre toksisitesi lizerine etkilerin
degerlendirilmesi gerekmektedir. Son yillarda, hiicre kiiltiiriinde sitotoksisitenin
arastirilmasi amaciyla pek ¢ok yontem gelistirilmistir. Bunlardan en yaygin olarak
kullanilani, 96 kuyucuklu plaklarda yapilan sitotoksisite testleridir. Bu yontemlerle
hizli ve kolay sekilde birgok Ornegin analizi yapilabilmektedir [66]. PLA
malzemesinin hiicre canliligt ve proliferasyonu iizerine olan etkileri 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ve ndtral kirmizist alim
(NKA) sitotoksisite testleri ile arastirllmisti. MTT ve NKA sitotoksisite tayin
yontemleri canli hiicre sayisini ve hiicresel aktiviteyi degerlendirmek ic¢in uygun
biyogostergeler olarak kabul edilmekte ve pek ¢ok biyomalzeme uretimi ile ilgili
calismada da tercih edilmektedir [67]. MTT yoOntemi mitokondride enzimatik
reaksiyona dayanirken, NKA yontemi lizozomlara boyanin alinma derecesini 6l¢en bir
yontemdir [66]. Bu tez ¢alismasinda her iki test yontemi de kullanilarak tiretilen PLA
iskelelerin hem mitokondriyal hem de lizozomal metabolik aktivite Gzerine etkileri

degerlendirilmistir.

2.7.1.1 PLA malzemesinin ekstrakt ¢ozeltilerinin hazirlanmasi

Periyodik doku iskelelerinin iiretiminde kullanilacak olan PLA malzemesinin
biyouyumlulugu filament formunda ve 3 boyutlu yazicida iiretilmis kiip formunda
degerlendirilmistir. Bu malzemelerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla
oncelikle numuneler steril edilmistir. PLA’nin yapisal 6zelliklerinin bozulmamasi i¢in
sterilizasyon tiim ylizeylerine etki edecek sekilde 30 dk. siireyle UV 1s1ik altinda
bekletilerek gergeklestirilmistir. Malzemeler steril falkon tiipler igine 50mg/10 ml besi
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ortami1 (%99 RPMI 1640 ve %1 Penisilin-Streptomisin) olacak sekilde konulmustur.
Bu asamada protein etkilesimini 6nlemek amaciyla besiyeri ortami serum katkisi
olmadan hazirlanmistir. PLA doku iskelelerinin ekstrakt ¢ozeltilerinin elde edilmesi
amaciyla tiim 6rnekler besiyeri ortaminda 37 °C etiiv igerisinde 72 saat bekletilmistir.

2.7.1.2 Sitotoksisite testlerinde kullanilan hiicre hatti

Sitotoksisite caligmalarinda ISO 10993-5 standarti protokollerinde de Onerilen ve
referans hiicre hatt1 olarak kabul edilen L.929 fare fibroblast hiicre hatt1 kullanilmistir.
2.7.1.3 Sitotoksisite calismalarinda kullanilan ¢ozeltiler

Besi ortam

500 ml RPMI 1640 tzerine 50 ml (%10) FBS ve 5 ml (%1) penisilin/streptomisin

eklenmis ve +4 °C’de saklanmustir.
3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) cozeltisi

50 mg MTT boyasi, 10 ml Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik i¢erisinde
¢cozlilmiistir. Hazirlanan ¢ozelti membran filtreden steril, 151k gegirmeyen bir tiipe

siiziilmiistiir. Hazirlanan MTT c¢ozeltisi 1s1ktan korunarak, 4°C’de saklanmustir.
Notral kirmiz1 (NK) stok ¢ozeltisi

0,04 g NK boyasi tartilmig ve 10 ml FBS icermeyen besi yeri igerisinde ¢oziilmiistiir.
1 saat su banyosunda calkalanarak ¢Oziinmesi saglanmistir. Hazirlanan c¢ozelti

aliiminyum folyoya sarilarak +4°C’de saklanmistir.
Notral kirmizi (NK) standart ¢ozeltisi

Deney giiniinden bir giin 6nce 625 pl NK stok ¢ozeltisi 50 ml FBS icermeyen besi yeri
ile karigtirilarak hazirlanmigtir. Membran filtreden siiziilmiis, 37°C’de 24 saat inkiibe

edilmistir.
Fiksasyon (Sabitleme) cozeltisi

100 ml etil alkol, 2 ml asetik asit ve 98 ml distile su karistirilarak hazirlanmis, +4°C’de

saklanmistir.
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2.7.1.4 Sitotoksisite testi icin hicre kultara

Calisma oncesinde -80°C’de kryotiipler i¢inde stoklanan hiicreler, 37°C’ye getirilmis
olan su banyosunda 1-2 dakika bekletilerek oda sicakligina getirilmistir. Steril bir tiip
icerisinde 1 ml hiicre ve 9 ml besiyeri karistirildiktan sonra 1500 rpm’de 5 dakika
santrifiijleme yapilarak siipernatant kismi atilmistir. Bu yikama asamasi ile saklama
ortamindaki RPMI uzaklastirilmistir. Kalan hiicre pelleti hacimce %90 RPMI, % 10
fetal sigir serumu (fetal bovine serum, FBS), % 1 penisilin-streptomisin ¢ozeltisi
iceren besiyeri ile karigtirllarak yatay kiiltiir kaplari igerisine aktarilmigtir. 37°C’de %5
CO2 ve %95 nem igeren inkubator igerisinde kultir edilerek steril ortamda
cogaltilmistir. 2-3 gunluk stre icerinde hiicreler ve besiyeri inverted mikroskopta
kontaminasyon durumu ve doygunlugu acisindan kontrol edilmistir. Biiylimeye
birakilan hiicreler, zemine tutunarak tiim kiiltiir ortamini kapladiklar1 %70 doygunluga
ulagtiklarinda  ortamdaki besiyeri uzaklagtinlmistir. Bu asamada, besiyeri
uzaklastirilip, hiicreler 10 ml 1lik PBS ile yikanarak, iizerine 5 ml Tripsin-EDTA
coOzeltisi eklenerek 5 dakika bekletilmistir. Hiicreler yapistiklar1 yerden kalkana kadar
kiiltiir kabinin tabanma hafif hafif vurulmugtur. Steril bir tiipe 10 ml besiyeri
konularak, tripsin sayesinde zeminden ayrilarak siispansiyon haline getirilen hiicreler
eklenmistir. Hiicre siispansiyonu 1000 devir/dakika hizda 25°C’de 10 dakika boyunca
santrifiij edilmistir. Stipernatant kismi ¢aligma kabini altinda uzaklastirilmis ve dipte
toplanan hiicre pelleti 10 ml besiyeri ile dikkatlice karistirilmistir. Bu agamada elde
edilen hiicre slispansyonundan 100 pL alinarak bir ependorf tiipe aktarilarak iizerine
100 pL tripan mavisi ¢ozeltisi (%0,4) eklenerek iyice karistirilmistir. Hiicre sayim lami
(hemositometre) iizerine lamel yerlestirilerek, yaklasik 10 uL hiicre siispansiyonu
kapiler etkiyle doldurulmustur. Thoma laminda hiicre sayimi yapildiktan sonra
hazirlanan hiicreler ¢oklu pipet yardimiyla 96 kuyucuklu plakalara 200 pl
5x10%*hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekim yapilmustir. Plaka etiive kaldirilarak 24 saat
inkiibasyona birakilmis, hiicrelerin kuyucuklar ic¢inde tutunarak ¢ogalmalari
beklenmistir. 24 saat sonra yine steril sartlarda besiyeri uzaklastirilmistir. Daha
onceden hazirlanan filamet ve kiip formdaki PLA malzeme ekstraklarini iceren
besiyeri ortamlari (%100, %75, %50, %25 oranlarinda), negatif kontrol grubu olarak
normal besiyeri ortami1 ve pozitif kontrol olarak %1 Triton X-100 iceren besiyeri 200
pl/kuyucuk olacak sekilde hiicreler iizerine eklenmis ve 24 saat daha inkiibasyona

birakilmistir.
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2.7.1.5 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazolyum bromur (MTT) yontemi

24 saat inkiibasyonun sonunda besiyeri uzaklastirilarak her bir kuyucuga 100 ul
besiyeri ve hazirlanan MTT c¢ozeltisinden 10 pl eklenmistir. Hiicreler, 37°C’de %5
COz2 ve %95 nem iceren inkiibator icerisinde 4 saat daha inkiibasyona birakilmistir.
Stirenin sonunda MTT ¢0zeltisi uzaklagtirllmigtir. Olusmasi beklenen formazan
kristalleri 100 pl/kuyucuk olacak sekilde DMSO ile ¢oziilmistiir. Kiiltiir kab1 10
dakika vyatay calkalayiciya konduktan sonra olusan renk degisim miktari

spekterofotometrede 570 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir.

2.7.1.6 Notral kirmzi ahm (NKA) yontemi

24 saat sonunda plak i¢indeki test maddesini igeren besiyeri bosaltilmistir. Bir giin
onceden hazirlanan nétral kirmizi ¢ézeltisinden (100 ml besiyeri + 1250 ul Notral
kirmiz1 stok ¢dzeltisi) her bir kuyucuga 200 pl eklenmis ve hiicreler 3 saat daha
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda plaklardaki boya ters cevrilip dokiilerek
ortamdan uzaklastirllmigs ve kuyucuklar 3-4 kez 1lik PBS ile yikanmustir. Siizgeg
kagidina vurarak plakalar kurutulmustur. Tiim hiicrelere 200 pul %50 metil alkol, %1
glasiyel asetik asit ve %49 distile su karisimdan olusan sabitleyici ¢ozelti eklenmistir.
Plaka galkalayici lizerine yerlestirilerek 20 dakika siire ile ¢alkalanmigtir. Plakalardaki
hiicrelerin optik yogunluklart mikroplak okuyucuda 540 nm dalga boyunda
okutulmustur. Bu deneyin her asamasi, boya i1sikta bozuldugu ig¢in, miimkiin

oldugunca karanlikta yapilmistir.

2.7.2 insan osteoblast hiicrelerinin (NFOB 1.19) cogaltilmasi

hFOB 1.19 hicreleri %10 FBS (Fetal bovine serum) (Gibco), %1 Penisilin-G (100
U/ml)-Streptomisin (100 ug/ml) ve G-418 (0,3 mg/mL) igeren fenol kirmizisi
icermeyen DMEM/F12 (Gibco) besiyerinde hiicre sayist bakimindan uygun sayiya
ulasana kadar (%70 konfluent) 37°C de ve %5’lik CO2 igeren kiiltiir ortaminda
cogaltilmistir. Istenilen sayiya (konfluensiye) ulasan hiicreler Trypsin (Tyripsin-
EDTA, %0.05, Gibco) ile bulunduklari kiiltiir flasklarindan kaldirilmis ve tripan

mavisi metodu ile canli hiicre sayilar1 belirlenmistir [68-70].

38



2.7.3 Periyodik doku iskelelerinin sterilizasyonu

PLA filament kullanilarak {iretilmis periyodik doku iskeleleri hiicre ekimi islemleri
oncesinde sterilizasyon islemine tabi tutulmustur. Oncelikle iiretimi gergeklestirilen
periyodik doku iskeleleri (Sekil 2.18a) %70’lik etil alkol igerisinde 2 saat boyunca
doner c¢alkalayicida galkalanmistir (Sekil 2.18b), ardindan steril ortam kosullarinda
alkolden arindirilarak 1xPBS tampon ¢ozeltisinde yikanmistir (Sekil 2.18c). Laminer
akim igerisinde kurutulan iskeleler (Sekil 2.18d) daha sonra 2 saat boyunca UV
1simasina maruz birakilmistir (Sekil 2.18¢). Bu islemlerden sonra ¢alismalar sadece

steril ortamda gerceklestirilmistir.

Sekil 2.18: Periyodik doku iskelelerinin sterilizasyon asamalari. a) periyodik doku
iskeleleri, b) alkol sterilizasyonu, c) PBS ile yikama, d) periyodik doku iskelelerin
kurutulmasi, e) uv sterilizasyonu.

2.7.4 Periyodik doku iskelelerinin ylzey modifikasyonu ve hiicre ekimi

%50, %62,5 ve %75 gozenek oranina sahip BCS ve BCC periyodik doku iskeleleri
steril edildikten sonra doku iskelesi ylzeyleri Cizelge 2.6’da verilen ¢esitli yiizey
kaplama malzemeleri ile modifiye edilmistir. Her bir kaplama malzemesi fenol
kirmizist igcermeyen DMEM/F12 ile seyreltilmistir. Periyodik doku iskeleleri 24
kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina yerlestirildikten sonra yuzeyleri Cizelge 2.6°da
verilen yuzey kaplama malzemeleriyle kaplanmistir. Her bir kaplama malzemesi
imalatg1 firmalarin talimatlarina goére hazirlanmistir ve en son DMEM/F12 ile
hesaplanan konsantrasyonlara seyreltilmistir. Periyodik doku iskeleleri bu soltisyonlar
icinde iki saat boyunca 37 °C’de inkiibe edilmistir. Sadece PLA olarak isaretlenmis
iskeleler sadece DMEM/F12 ile inkiibe edilmistir. Bu asamanin amaci hiicrelerin PLA
iskeleler iizerinde tutunmasini saglamaktir. Hiicre yapigsmasi malzeme yiizeyi ile
protein etkilesimi tarafindan kontrol edilmektedir. Kemik hiicre dis1 matrisi agirlikl

olarak kollajen tip I ve hidroksiapatitten olugsmaktadir [71,72].
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Cizelge 2.6: Yizey kaplama malzemeleri.

Malzeme Adi Fonksiyonu Konsantrasyonu (ug/ml)

Kollajen Tip 1 Ekstrasellul_er_Matrls 0,04
Proteini

Eibronektin Ekstrasellul_er_Matrls 0,04
Proteini

Laminin Ekstrasellul_er_Matrls 0,04
Proteini

Hiicre Adezyonu igin
RGD Peptit Peptit Motifi 0,04
(Arginilglisilaspartik asit)
BSA Bovin Serum Proteini 0,04

2.74.1hFOB 1.19 preosteoblast hucrelerinin cogaltilmas1 ve ylzey
modifikasyonu gerceklestirilmis periyodik doku iskelelerin (zerine

ekilmesi

hFOB 1.19 hiicreleri %10 FBS (Fetal bovine serum) (Gibco), %1 Penisilin-G (100
U/ml)-Streptomisin (100 pg/ml) ve G-418 (0,3 mg/mL) igeren fenol kirmizisi
icermeyen DMEM/F12 (Gibco) besiyerinde hiicre sayist bakimindan uygun sayiya
ulasana kadar (%70 konfluent) 37 °C de ve %5’lik CO2 igeren kiiltiir ortaminda
cogaltilmustir. Istenilen sayiya (konfluensiye) ulasan hiicreler Tripsin (fenol kirmizis
icermeyen) (Tripsin- EDTA, %0.05, Gibco) ile bulunduklart kiiltiir kaplarindan
kaldirilmig ve tripan mavisi metodu ile canli hiicre sayilar1 belirlenmistir. Ardindan
yiizey modifikasyonu gerceklestirilmis doku iskelelerine, doku iskelesi basina 1x10°
hiicre olacak sekilde doku iskeleleri igin 6zel basilmis olan kutucuklar iginde hiicre
ekimi gerceklestirilmistir. Hiicrelerin yiizeye uyum saglamasi ve tutunmasi igin 24 saat
37 °C de ve %5’lik CO2 ortaminda inkiibe edilmistir. Ertesi gtin hticre ekimi yapilmis
doku iskeleleri 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarma alinmis ve taze besiyeri
eklenerek 48 saat 37 °C de ve %5’lik CO2 ortaminda inkiibe edilmistir.

2.74.2hFOB 1.19 hiicrelerinin kaplanoms PLA malzemesi iizerindeki

morfolojilerinin Phalloidin 488 sitoiskelet boyamasi ile tayini

PLA malzeme iizerindeki farkli kaplama malzemelerinin hiicre morfolojisini
degerlendirmek i¢in kare formda PLA malzemesinden diiz plakalar 3 boyutlu yaziciyla
tretilmistir. Bu plakalarin kenar uzunlugu 5 mm ve kalinligi ise 2 mm’dir.
Sterilizasyon isleminden sonra hFOB 1.19 preosteoblast hiicrelerinin gesitli yiizey
kaplamalariyla kaplanmis olan PLA malzeme {izerindeki morfolojilerini belirlemek

amaciyla floresan Phalloidin boyamasi yapilmistir. Phalloidin 488 boyamasi, hiicre
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iskeletinin 6zellikle aktin filamentlerini gorsellestirmek i¢in kullanilan bir tekniktir
[73]. Aktin filamentleri, hiicre igindeki yapinin korunmasinda, hiicre hareketlerinde,
adezyonunda ve hiicre béltinmesi gibi dnemli hiicresel stireclerde rol oynarlar [74]. Bu
amagla PLA kare plakalar Cizelge 2.6’da verilmis kaplama malzemeleriyle Bolim
2.4.6da belirtildigi sekilde kaplanmis ve hFOB 1.19 hiicreleri (5x10%) her bir PLA
plakanin iizerine ekilmistir. 24 saat 37 °C de ve %5’lik CO2 ortaminda besiyeri
icerisinde inkiibe edildikten sonra besiyeri uzaklastirilmistir. Ardindan 1xPBS ile
yikanan iskeleler iizerindeki hiicreler %4’liik paraformaldehit (pbs i¢inde) igerisinde
oda sicakliginda 15 dakika sabitlenmistir. Fiksatif ortamdan uzaklastirilmistir ve 0,1%
Triton-X-100 igeren ve hiicrelerin gegirgenligini arttiran yikama soliisyonu ile
yikanmistir. Ardindan imalatci firmanin talimatlarina gére Phalloidin 488 boyas1 %1
BSA iceren 1xPBS soliisyonunda hazirlanmis ve PLA plaklar iizerine birakilmistir.
Oda sicakliginda 40 dakikalik inkiibasyonun ardindan hiicre g¢ekirdeklerini tayin
edebilmek i¢in Hoechst 33342 (3ug/mL) niikleik asit boyasi eklenmis ve 10 dakika
daha inklbe edilmistir. Ardindan hiicrelerin ¢ekirdek ve aktin mikrofilament

goruntuleri EVOS M5000, Invitrogen floresan mikroskobu ile goruntilenmistir.

2.7.5 Hiicre ekimi ve mekanik yiiklerin hiicre ekimi gerceklestirilmis periyodik

doku iskelelerine uygulanmasi

Periyodik doku iskelelerine hiicre ekimi 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarinda doku
iskelesi bagma 1x10° adet hiicre olacak sekilde yapilmistir. Hiicre ekiminden sonra
hiicrelerin doku iskelesi yiizeylerine tutunabilmeleri igin 24 saat boyunca 37 °C’ de
inkiibasyon islemi gerceklestirilmistir. Mekanik yiikiin etkisini degerlendirebilmek
icin kontrol grubuna yiikk uygulanmamistir. Hiicre ekimi gerceklestirilmis doku
iskeleleri Gzerine 1 N ve 2 N’luk mekanik yuk ginde 30 dakika boyunca

uygulanmistir.

Sekil 2.19: Periyodik doku iskeleleri Uizerine mekanik yikin uygulanmasi.
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Uygulanan mekanik yiikler 316 paslanmaz c¢elikten islenmistir. Yiikler doku
iskelelerine uygulanmadan Once steril edilmistir. Mekanik yiikler Sekil 2.19°da
gosterildigi gibi 6 kuyucuklu hiicre kaplar igerisinde uygulanmistir. Mekanik yiik
uygulamas1 tamamlandiktan sonra doku iskeleleri tekrar 24 kuyucuklu hiicre kaplarin

igerisine alinmistir.

Sekil 2.20: 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kabinin i¢indeki periyodik doku iskeleleri.

2.7.6 MTT canhhlk analizi

MTT canlilik analizleri 24 saatlik tutunma siiresinden 48 saat sonra yapilmistir.
Canlilik analizinde 2 N’luk mekanik yiik kullanilmis olup giinde 30 dakika olarak
uygulanmistir. Canlilik analizleri %50 ve %75 gozenek oranina sahip periyodik doku
iskeleleri icin yapilmistir. PLA doku iskeleleri tizerindeki hFOB 1.19 hiicreleri {izerine
uygulanan statik yiikiin hiicreler {izerinde olas1 etkilerini degerlendirmek tizere MTT
canlilik testi uygulanmistir. 5 mg/ml MTT (M5655, Sigma-Aldrich) stok sollisyonu
PBS, pH 7.2 icginde hazirlanip filtre edilmistir. Statik yiik uygulanmis ve
uygulanmamis kontrol hiicrelerinin {izerine MTT soliisyonu eklenmis ve 4 saat
37°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra solubilizasyon tampon ¢6zeltisi (0.01 N HCL
icinde ¢oOziinmiis %10 sodyum dodesil siilfat) eklenerek gece boyunca inkiibe
edilmistir. Hiicre canliligi 570 nm’de absorbanslar1 okunarak tayin edilmistir. Canli
hiicreler koyu mavi-mor formazan kristallerini olusturmustur ancak 6lii hiicrelerde
boyle bir renk degisimi gozlenmemistir. Hiicre canliligi Denklem 2.13 ile

hesaplanmustir.

Hicre Canliligt (%)

) (2.13)
= (Ornek Absorbansi/Kontrol Absorbanst) X 100
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2.7.7 insan osteoblast hiicrelerinde (hfob 1.19) osteojenik farklilasmanin

saglanmasi

Mekanik yikin hFOB 1.19 hiicrelerinin osteojenik farklilasmasi lizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla hFOB1.19 hiicreleri ekilen periyodik doku iskelelerinde
hiicrelerin farklilagmasi osteojenik farklilasma mediumunda gergeklestirilmistir ve
oncesinde yine mekanik yiik uygulanmistir. Osteojenik farklilagma mediumu %10
FBS, %1 Penisilin-G (100 U/ml)-Streptomisin (100 pg/ml), G-418 (0,3 mg/mL), 50
pg/ml Askorbik asit (A7506, Sigma-Aldrich), 10 mM B-Gliserofosfat (G-9422,
Sigma-Aldrich) ve 10-8 M Deksametazon (D4902, Sigma-Aldrich) ve fenol kirmizisi
icermeyen DMEM/F12 (31-053-028, Gibco) den olusmaktadir. hFOB 1.19 hiicreleri
doku iskelelerine ekildikten 24 saat sonra hiicreler 1x PBS ile yikanmis, giinde 30
dakika mekanik yiik uygulanip, osteojenik farklilasma mediumu eklenmistir. Hiicreler
7 giin siire ile farklilasma mediumunda, 37°C de ve %5’lik CO2 igeren kultur
ortaminda kiiltiir edilmistir. Farklilasma mediumu her {i¢ giinde bir taze farklilasma

mediumu ile degistirilmistir [71].

2.7.8 Alkalen fosfataz enzim aktivitesi

Periyodik doku iskelesi (zerindeki hicrelere uygulanan mekanik yukin kemik
olusumu iizerine olas1 etkilerini degerlendirebilmek icin Alkalen fosfataz enzim
aktivitesi kolorometrik olarak olgiilmiistiir. Bunun icin Alkaline phosphatase Assay
Kiti (ab83369 Alkaline Phosphatase Assay Kit, Abcam) kullanilmstir. Kisaca mekanik
yiik uygulanmis ve osteojenik farklilagma ortaminda biiyiitiilmiis hiicreler Tryple
Express yardimu ile iskelelerden ayrilmistir. hFOB 1.19 hiicreleri 100 pl lizis tampon
cozeltisi (10 mM tris-HCL, 2 mM MgCI2, % 0.05 Triton X-100 ile tekrar stispansiyon
haline getirilmis ve buz iizerinde lizis edilmistir. Ardindan santrifiij edilerek
supernatanlari toplanmustir. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinin her bir kuyusuna 100
ul p-nitrofenol iceren g¢alisma soliisyonu eklendikten sonra iizerine 20 ul lizat
eklenmistir. 25 °C” de 60 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siirecinin sonunda 80
ul stop solusyonu eklenerek reaksiyon sonlandirilmistir. Absorbans degerleri 405 nm
de mikroplate reader ile dl¢iilmiistiir. Standartlarla standart egrisi olusturularak enzim

aktivitesi Denklem 2.14 ile hesaplanmistir [76,77].

ALP Enzim Aktivitesi (umol/dakika/ml veya U/ml)

= ((B/AT) x V) x D (214)
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B: Ornekteki pNp miktari (standard egriden hesaplanir, umol)
AT: Reaksiyon zamani (dakika)

V: Reaksiyon kuyusuna eklenen érnek hacmi (ml)

D: Ornek diluisyon faktorii

Alkalen fosfataz enzim analizi %50 ve %75 gbozenek geometrisine sahip periyodik
doku iskeleleri i¢in gergeklestirilmistir. 2 N’luk mekanik yiik osteojenik
farklilasmadan sonra 7 gilin boyunca giinde 30 dakika olarak uygulanmistir. Ayni
sartlar altinda mekanik yiikiin uygulanmadig1 periyodik doku iskeleleri kontrol grubu
olarak kabul edilmistir.

2.7.9 BCA protein analizi

Protein konsantrasyon tayini icin “Pierce™ BCA Protein Assay Kit” kullanilmistir.
Standard olusturmak amaciyla BSA proteininin; 2-1,6-1,2-0,8-0,4-0,2 ve 0 mg/ml
konsantrasyonlar1 distile su ile hazirlanmis ve Standartlar ve konsantrasyonu
belirlenecek PLA doku iskeleleri iizerinden izole edilmis hFOB 1.19 hiicrelerinin
lizatlarindan 5 pl, 3 tekrarhi olarak 96-kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakasina
pipetlenmistir. Kuyulara 195 pl “Calisma Cozeltisi” ekledikten sonra ve hiicre plakasi
37°C, %5’lik CO2’li inkiibatérde 30 dakika inkiibe edilmistir. Renk siddeti, 30 dakika
sonunda 570 nm. ’de spektrofotometre ile Olgiilmiis ve her bir Ornegin protein

konsantrasyonu BSA protein standart egrisi kullanilarak hesaplanmaistir.

2.7.10 Mineralizasyon analizi

Mineralize olmus nodiil olusumu ge¢ osteojenik farklilasmada dnemli bir belirtecidir
[78]. Mineralizasyon analizinde BCS-BCC gbzenek geometrili ve %50-%75 gdzenek
oranina sahip periyodik doku iskeleleri kullanilmistir. Periyodik doku iskelesi
uzerindeki hiicrelere uygulanan mekanik yuklerin mineralizasyon tizerine etkilerini
belirlemek amaciyla periyodik doku iskeleleri osteojenik farklilagma ortamina
alindiktan sonra glinde 30 dakika olmak iizere 1 N ve 2 N’luk mekanik yiik 21 gun
boyunca uygulanarak mineral olusumlar: takip edilmistir. YUk uygulanmayan ancak
hFOB 1.19 saglikl1 osteoblast hiicreleri ekilmis doku iskelelerinde olusacak mineraller
kontrol grubu olarak belirlenmistir. 21 gtinlik mekanik ytk ve inktbasyon slresinin
ardindan doku iskeleleri 1x PBS ile yikanmis, ardindan soguk %70’lik etanol ile 1 saat

+4°C’de fiksasyona tabi tutulmustur. Daha sonra dH20 ile fazla alkol uzaklastirilmis
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ve % 0,4°liikk Alizarin Kirmizisi-S (A5533, Sigma-Aldrich) eklenerek oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edilmistir. Alizarin Kirmizisi-S histolojide kalsiyum depozitlerini
tayin etmekte kullanilan, kalsiyuma baglandiginda turuncuyla kirmizi arasi bir renk
goriinimii veren suda c¢oziinebilen bir boyadir [79]. Baglanmayan fazla boya
uzaklagtirildiktan sonra dncelikle 1x PBS ile 15 dakika inkiibe edilmis ardindan dnce
%70’lik sonra %1001tk etil alkol ile dehidrasyon gerceklestirilmistir. Kurumaya
birakilan 6rnekler inverted mikroskop ile incelenip mineralize olmus kalsiyum
depozitleri fotograflanmistir. Kantitatif kalsiyum degerinin hesaplanabilmesi icin
yukaridaki boyama iglemi tamamlandiktan sonra 1x PBS i¢inde hazirlanan %5’lik
(wiv) setilpiridinyum Klorir (C0732, Sigma-Aldrich) ile gece boyunca calkalanarak
ekstraksiyon gerceklestirilmistir. Ertesi gln supernatant absorbanslari 570 nm’de

mikro plaka okuyucu ile dlgllerek kalsiyum degerleri hesaplanmistir [80].

2.7.11 Mikro-BT taramasi

Mikro-BT cihazi ile bilgisayarli tomografi cihazlari birbirine olduk¢a benzer ¢alisma
prensiplerine sahiptirler. Bilgisayarli tomografi cihazinda hasta sabit dururken
dedektor ve x 1511 kaynagi donmektedir. Mikro-BT cihazinda ise dedektor ve x 151
kaynagi sabitken numune kendi ekseni etrafinda donmektedir [81]. Mikro-BT
cihazlarinda titresim daha az meydana geldigi icin daha yiliksek c¢oziiniirlikli
goriintiiler almak miimkiindiir. Bundan dolay1 da dis dokusunda, sert dokularda ve
kemik mineral analizi gibi akademik uygulamalarda mikro-BT cihazlar1 yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir [88].

\ 4

#=RAY OFF, lock opan

. e 'l

SR CAN

Sekil 2.21: SKYSCAN 1174 mikro-BT cihaz.
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Periyodik doku iskeleleri tizerindeki hFOB 1.19 hiicrelerinin olusturdugu mineralleri
analiz edebilmek i¢in mikro-BT taramasi gergeklestirilmistir. Mikro-BT analizi %50-
%75 gozeneklilik oranina ve BCS-BCC gozenek geometrilerine sahip doku
iskelelerine uygulanmistir. Bu periyodik doku iskeleleri osteojenik farklilagsma
ortamina alindiktan sonra 21 giin boyunca giinde 30 dakika olmak tzere 1 N ve 2 N
mekanik yiike maruz birakilmistir. Kontrol grubu olarak ise ayrica mekanik yiik
uygulanmamis doku iskeleleri kullanilmistir. 21 giliniin sonunda doku iskeleleri 1xPBS
ile yikandiktan sonra %10 formalin ile fiksasyon islemi gergeklestirilerek mikro-BT

analizi i¢in doku iskelesi numuneleri hazir hale getirilmistir.

Tez kapsaminda kemik doku iskelelerinin mikro-BT goriintii taramalar1 Istanbul
Universitesi 3 Boyutlu Tibbi ve Endiistriyel Tasarim Laboratuvarinda (3B TETlab)
bulunan ve Sekil 2.21°de verilen SKYSCAN 1174 Mikro-BT cihaziyla yapilmustir.
Ayrica mikro-BT taramasiyla kemik mineral yogunlugu degerleri de (BMD)
Olgebilmektedir [83]. Mikro-BT taramasinda kullanilan parametreler Cizelge 2.7°de

verilmistir.
Cizelge 2.7: Mikro-BT tarama parametreleri.
Kaynak Akimi (puA) 604
Kaynak Voltaj1 (kV) 44
Gorinti Piksel Boyutu (um) 8,03
Pozlama Sdresi (ms) 2100
Donme Adimi (derece) 0,600
Filtre 0,25 Al
Tarama Siresi (Dakika) 50

2.8 Kemik Yeniden Yapilanma Modeli

Mekanik kuvvetlerin kemik yapimi ve yikimi iizerine etkileri Julius Wolff” tan bu yana
bir¢cok bilim insani tarafindan calisilmistir. Frost lokal birim sekil degisimlerinin
kemik kiitlesinin degigimi {izerine etkisi oldugunu varsayan mechanostat teorisini ele
almigtir [84]. Bu teoriye gore birim sekil degistirme seviyesi belli bir esik degerini
gecerse yeni kemik dokusu olusacaktir aksi takdirde kemik dokusunun yikimi
gerceklesecektir. Bu teori kemik olusumu i¢in birgok farkli teorinin matematiksel
olarak ifade edilebilmesini saglamistir. Bu yaklagimlar sayesinde kemik yapiminda
mekanik etkinin énemli bir rolii oldugu bilindigi i¢in kemik {izerinde meydana gelen
gerilme ve birim sekil degistirmelerin hesaplanmasi gereklidir. Bunun i¢in sonlu

elemanlar yontemi kullanilmaktadir. Tez kapsaminda kullanilan kemik yeniden

46



yapilanma teorisi birim sekil degistirme enerjisi yogunlugu esasina dayanmaktadir.
Weinans ve dig. (1992) yapmis olduklar1 ¢alismada, kemik yeniden yapilanmasi igin
birim sekil degistirme enerjisi yogunlugunu (strain energy density) (SED)

kullanmislardir. Bu teoriye gore kemik yogunlugunun degisimi

0
L=BE-K, 0<p<pg (2.15)

ile tanimlanir. Burada B sabit, S=S(x,y,z) mekanik uyar1 ve k=K(X,y,z) esik degerdir
[81]. Bu teori sonlu elemanlar yontemiyle birlestirildigi zaman, S her bir eleman igin
ayr1 olarak hesaplanir. Bu durumda her bir elemanda mekanik yiiklemeyi algilayacak
bir sensor oldugu varsayilir. Denklem 2.15°teki S’in yerine mekanik uyar1 olarak birim
sekil degistirme enerjisi yogunlugu (SED) diistintilmiistiir. Denklemdeki birim sekil
degistirme enerjisi yogunlugu (SED) U/p ile hesaplanmigtir. Burada U kemigin birim
sekil degistirme enerjisi yogunlugu ve p ise kemik yogunlugudur. Béylece U/p birim
kemik kitlesi basina birim sekil degistirme enerjisini temsil eder. Boylelikle Denklem
2.13

a—'D=B<g—k), 0< p<pe (2.16)

at p

haline gelir. Bu denkleme gore esik deger ile birim sekil degistirme enerjisi yogunlugu
arasinda bir fark oldugu zaman kemik yogunlugunda degisim gozlenecektir. Eger bu
fark pozitifse kemik yapimi negatifse kemik yikimi gergeklesecektir. Denklem 2.16’y1
kullanarak kemik yogunlugundaki degisimi gozlemleyebilmek icin sonlu elemanlar
analizinden her bir eleman {izerinden birim sekil degistirme enerjisi yogunlugu olan U
degerlerinin alinmas1 gerekmektedir. Bu U degerine gére kemik yogunlugundaki
degisimi hesapladiktan sonra kemigin yogunlugu degisecegi icin mekanik 6zellikleri
de degisecektir. Tekrar mekanik yiikleme gergeklestirildikten sonra birim sekil
degistirme enerjisi yogunlugu degisecegi icin buna bagli olarak Denklem 2.16
kullanilarak tekrar yogunluk degisimi hesaplanacaktir. Bu sekilde dongiisel sonlu
elemanlar analizi ¢alistirllirsa gergek durumdaki kemik yogunluk dagilimi elde
edilecektir.  Weinans ve dig. (1992) c¢alismalarinda B katsayisini
1.0 (g cm™3)?(MPa x time unit)~* ve k esik degerini 0.004 J/g olarak almislardur.

Kemik yogunluguna bagli olarak kemigin elastisite modiiliinii

E = Cxp® (2.17)
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ile hesaplamiglardir. Burada C sabittir ve degeri 3790
MPa(gem3)™3" dir. p ise kemigin yogunlugudur. Kemik yeniden yapilanma

teorisinin sonlu elemanlar kodlarina nasil entegre edildigi EK D’de verilmistir.

Kemik yapilanma modeli sonuglarinin Bolim 2.7°deki in vitro analizlerle

kiyaslanabilmesi i¢in uygulanan mekanik yiik siiresi de 30 dakikadir.

2.9 In Silico Modelin Olusturulmasi

Periyodik doku iskelelerinin kemik yeniden yapilanma davranisini bilgisayar iizerinde
simiilasyonlarini gerceklestirmek i¢in in silico bir model gelistirilmistir. Gelistirilen
bu in silico model sonlu elemanlar yontemini kullanmaktadir. Tez ¢alismasi
kapsaminda kemik yeniden yapilanma stireglerinin esnek bir sekilde uygulanabilmesi
icin paket sonlu elemanlar programi kullanmak yerine MATLAB ortaminda 3 boyutlu
sonlu elemanlar algoritmasi gelistirilmistir. Sonlu elemanlar algoritmasi lineer-elastik
malzeme modeline dayali oldugu i¢in elastisite modiilii ve poisson orani degerleri
malzeme 06zelligi olarak tanimlanmistir. Ayrica sonlu elemanlar analizine mesnet
sartlar1 ve kuvvet degerleri sinir sart1 olarak tanimlanmistir. Gelistirilen 3 boyutlu

sonlu elemanlar algoritmasi kullanilarak olusturulan in silico model Sekil 2.22°de

verilmistir.
Sinir Sartlari,
Kuvvet
Sonlu Elemanlar _
L —— Gerilme,
Analizi Birim Sekil
Degistirme
Elastisite Modiilii l

T . Mekanik
-—
Yogunluk Uyar

Sekil 2.22: In silico model [85].

In silico modelde Sekil 2.23te gosterildigi gibi doku iskelesi, kemik dokusu ve siviy1
temsil eden 3 farkli tipte malzeme kullanilmistir ve her biri farkli malzeme

Ozelliklerine sahiptir.
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Doku iskelesi Kemik Sivi Doku iskelesi +
Kemik + Sivi

Sekil 2.23: In silico modelde kullanilan malzeme tipleri.

Sekil 2.22’de gosterilen in silico model ¢evrimsel olarak c¢alisacak sekilde
tasarlanmistir. Her ¢evrimde doku iskelesi ve kemik dokusunu temsil eden elemanlarin
malzeme oOzellikleri sonlu elemanlar analizinden alinan gerilme ve birim sekil
degistirme degerleri kemik yeniden yapilanma algoritmasinda kullanilarak bir sonraki
cevrim igin tekrar hesaplanmaktadir. Hesaplanan yeni malzeme 6zellikleri malzeme

tablosuna kaydedilmektedir.

2.10 istatistiksel Analizler

Deneysel sonuglar grafiklerde ortalama ve standart sapma ile verilmis olup sonuglar
arasinda anlamli farklilik tek yonlii veri analizi ANOVA ve Bonferroni post hoc test
ile gerceklestirilmistir. Sonuglar %95 giiven araliginda, anlamlilik p<0,05 diizeyinde

analiz edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 3 Boyutlu Yaziciyla Uretilmis Periyodik Doku iskelesi Geometrileri

Cizelge 2.1°de verilen tasarim parametreleri kullanilarak tasarlanan 2x2x2 periyodik
doku iskelelerinin dretimleri PLA filament ve BOlum 2.2°de verilen Uretim
parametreleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Sekil 3.1°de iiretimi gergeklestirilen

2x2x2 periyodik doku iskelelerinin resimleri verilmistir.

%50 GOzenek %62,5 Gozenek %75 GoOzenek

Basit Kup (BC)

Hacim Merkezli
Yap1 (BCS)

Hacim Merkezli
Kibik (BCC)

Sekil 3.1: Uretimi gerceklestirilen periyodik doku iskeleleri.

Uretimi gergeklestirilen periyodik doku iskelelerinin gdzeneklerinin detayli olarak
incelenebilmesi icin taramali elektron mikroskobu kullanilmistir. Taramali elektron

mikroskobundan elde edilen goriintiiler Sekil 3.2°de verilmistir.
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%50 GOzenek %75 Gozenek

%62,5 Gozenek

Basit Kiup (BC)

Hacim Merkezli
Yap1 (BCS)

Hacim Merkezli
Kibik (BCC)

Sekil 3.2: Uretimi gerceklestirilen periyodik doku iskelelerinin sem gériintiileri.
3.2 Periyodik Doku Iskelelerinin Mekanik Karakterizasyonu

Uretimi gergeklestirilen periyodik doku iskelelerinin mekanik davranismi belirlemek
icin Boliim 2.3’te verilen test parametreleriyle basma testleri gerceklestirilmistir.

Basma testinden elde edilen kuvvet-yer degistirme grafigi Sekil 3.3’te verilmistir.

800,00 ®75%

WE2.5%
®50%
—BC

» —BCS
BCC

600,00
400,00
200,00

0,00

1000,00

Kuvvet (N)

800,00
600,00
400,00

200,00

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,00
Yer Degistirme (mm)

Sekil 3.3: Periyodik doku iskelelerinin kuvvet-yer degistirme grafigi.

Basma testi sonuglar1 tiim periyodik doku iskeleleri i¢in 2,5 mm yer degistirme
degerine kadar verilmistir ki bu yaklasik %45 kadar bir deformasyonu temsil

etmektedir.

Ug farkli gézenek geometrisine ve gozeneklilik oranina sahip periyodik doku
iskelelerinin tasarimlar1 gergeklestirildikten sonra mekanik karakterizasyonlari

deneysel olarak gerceklestirilmistir. Sekil 3.3’teki kuvvet-yer degistirme grafigi
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incelendigi zaman periyodik doku iskeleleri 3 farkli davranis sergilemistir. Bunlar
lineer, plato ve giclenme bdlgeleridir [86]. Gozeneklilik orani arttikga tiim doku
iskelesi geometrilerinde ortaya ¢ikan kuvvet degerlerinde azalma gozlemlenmistir.
Lineer ve plato bolgesinde BC geometrili doku iskelelerinde daha ylksek kuvvet
degeri gozlemlenmesine ragmen 2,5 mm yer degistirme degerine gelindigi zaman BCS
geometrili doku iskelelerinin kuvvet degeri daha yiiksektir. Bunun sebebi BCS doku

iskelelerinin guiclenme bélgesine daha erken girmesidir.

1,20
®75%
WE2.5%
#50%
—BC
—BCS
BCC

1,00

0,80

Enerji (J)
o
(=]
(=]

0,40

0,20

0,008
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 3,0C

Yer Degistirme (mm)
Sekil 3.4: Periyodik doku iskelelerinin enerji-yer degistirme grafigi.
Basma testinden elde edilen kuvvet-yer degistirme verileri kullanilarak periyodik doku
iskelelerinin sekil degistirme enerjileri hesaplanmistir. Sekil 3.4°te periyodik doku
iskelelerinin enerji-yer degistirme grafikleri verilmistir. G6zeneklilik oran1 azaldikga
absorbe edilen enerji miktar1 artmistir. Periyodik doku iskelelerinin lineer, plato ve
giiclenme bolgelerindeki davranislart dogrudan enerji absorbe etme davraniglarini da

etkilemektedir.

Kemik doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilacak doku iskelelerinin spesifik
enerji emilimi ve spesifik yiizey alani degerleri de 6nemlidir. Spesifik enerji emilimi
doku iskelesinin absorbe etmis oldugu sekil degistirme enerjisi degerinin kiitlesine
boliimiiyle elde edilmistir. Spesifik enerji emelimi degerlerini hesaplamak igin
periyodik doku iskelelerinin 4 N yiike kadar absorbe ettikleri sekil degistirme enerjisi
degerleri kullamilmistir. Spesifik yiizey alani ise doku iskelesinin yiizey alaninin
hacmine bélimiiyle hesaplanmistir. Yiizey alant ve hacim degerleri kati tasarim
programindan elde edilmistir. Sekil 3.5’te periyodik doku iskelelerinin spesifik enerji

emilimi-spesifik yiizey alani1 grafigi verilmistir.
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Sekil 3.5: Periyodik doku iskelelerinin spesifik enerji emilimi-spesifik yiizey alani
grafigi.

Sekil 3.5°teki grafige gore en yiiksek spesifik enerji emilimi degerine BCS75 isimli
doku iskelesi sahiptir. Bunun nedeni ise bu doku iskelesinin en diisiik rijitlik degerine
sahip olmasidir. Bundan dolay1 4 N yiik altinda en yiiksek sekil degistirme enerjisi
degerine sahiptir. Ikinci en yiiksek spesifik enerji emilimi degerine ise BCC75 isimli
doku iskelesi sahiptir. Bu doku iskelesi de en diisiik ikinci rijitlik degerine sahiptir.

Ayrica BCC75 doku iskelesi en yiiksek spesifik ylizey alani degerine sahiptir.

3.3 Periyodik Doku iskelelerinin Sonlu Elemanlar Analizi

Periyodik doku iskelelerinin sonlu elemanlar yéntemiyle mekanik karakterizasyonu
MATLAB iizerinde olusturulmus olan 3 boyutlu sonlu elemanlar analizi kodlariyla
gerceklestirilmistir. Sonlu elemanlar analizinde malzeme modeli olarak lineer-elastik
malzeme modeli kullanilmistir. Bundan dolay1r malzeme 6zelligi olarak elastisite
modiilii ve poisson orami degerleri tanimlanmistir. Doku iskelesi malzemesinin
elastisite modulu BC75 isimli doku iskelesinin basma testinden elde edilen rijitlik
degeriyle sonlu elemanlar analizinden elde edilen rijitlik degeri birbirine esitlenerek
1350 MPa olarak bulunmustur. Poisson orani ise 0,3 olarak alinmistir. Kullanilan sinir
sartlart Boliim 2.4.2°de verilmistir. Periyodik doku iskeleleri Boliim 2.4.1°de anlatilan
yontemle meshlenmistir. Sekil 3.6’da periyodik doku iskelelerinin mesh goruntileri

verilmigtir. Kullanilan mesh elemanlarinin bir kenar uzunlugu 0,125 mm’dir.
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%50 GOzenek %62 5 GoOzenek %75 Gozenek

Sekil 3.6: Perlyodlk doku |skeleler|n|n mesh goruntulerl

Basit Kiip (BC)

Hacim Merkezli
Yap1 (BCS)

Hacim Merkezli
Kibik (BCC)

Cizelge 3.1°de ise her bir doku iskelesinin eleman sayist verilmistir.

Cizelge 3.1: Periyodik doku iskelelerinin eleman sayilari.

Periyodik Doku Iskelesi Eleman Sayis1

BC50 35721
BC62,5 29160
BC75 22275
BCS50 48690
BCS62,5 44062
BCS75 32425
BCC50 43704
BCC62,5 33840
BCC75 24320

Periyodik doku iskelelerinin basma testinden elde edilen kuvvet-yer degistirme
grafiklerinin lineer bolgesinin egiminden rijitlik degerleri hesaplanmistir. Bu degerler
sonlu elemanlar analizinden elde edilen rijitlik degerleriyle kiyaslanmis olup Sekil

3.7°de verilmistir.
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Sekil 3.7: Periyodik doku iskelelerinin rijitlik sonuglari.

Deneysel ve sonlu elemanlar analizinden elde edilen rijitlik degerleri birbiriyle
kiyaslandigi zaman gozeneklilik oraninin artmasiyla beraber rijitlik degerlerinin
diistiigli goriilmustiir. BC doku iskeleleri sadece yatay ve diisey ¢ubuklardan olustugu
icin rijitlik degerleri diger doku iskelelerinden daha yiiksektir. BCS doku iskeleleri ise
sadece agili cubuklardan olusmaktadir. Bundan dolay1 da en diisiik rijitlik degerlerine
sahiptir. Ayrica BCS doku iskeleleri hari¢ diger doku iskelelerinin deneysel ve sonlu
elemanlar analizi sonuglar1 birbiriyle olduk¢a uyumlu ¢ikmistir. Bunun sebebinin
BCS doku iskelelerinin sadece ag¢ili ¢ubuklardan olustugu ve cubuklarin birlegim

noktalarinda iiretim kusurlarinin oldugu degerlendirilmistir.

Periyodik doku iskelelerinin in vitro analizlerde kullanilan 1 N ve 2 N yiik altindaki
ve biyobozunma deneylerinde kullanilan 4 N ytik altindaki Von Mises gerilme ve es
deger birim sekil degistirme dagilimlar1 EK E’de verilmistir. Von Mises gerilmeleri

MPa cinsinden, es deger birim sekil degistirme degerleri ise pe cinsinden verilmistir.

3.4 Periyodik Doku iskelelerinin Biyobozunma Davranisi

Periyodik doku iskelelerinin biyobozunma davranisi hem niimerik olarak hem de
deneysel olarak 4 N’luk mekanik yiik etkisi altinda incelenmistir. Niimerik olarak iki
farkli biyobozunma modeli ele alinmistir. Bu modellerden ilki birinci dereceden
kinetik model olarak adlandirilmaktadir ve bir biyobozunma katsayisi ile tiim doku
iskelesi elemanlarinin molekiiler agirligimin diistiiglinii kabul etmektedir. Ayrica bu
model uygulanan mekanik yiikii de biyobozunma davranisina dahil etmektedir. Diger

nimerik model ise diflizyon esasli biyobozunma modelidir. Bu modele gére doku
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iskelesi elemanlarinin igerisindeki su konsantrasyonuna gore molekiiler agirlik
degisimleri hesaplamaktadir. Periyodik doku iskelelerinin mekanik yiik etkisi altinda
biyobozunma deneyleri ise 15, 30, 60, 90 ve 120 gin boyunca 37 °C’de
gergeklestirilmistir.

3.4.1 Birinci dereceden kinetik biyobozunma modeli

Mekanik yiik etkisi altinda periyodik doku iskelelerinin biyobozunma davranigini
analiz etmek i¢in Sekil 2.10°da verilen algoritma 120 ¢evrim boyunca ¢alistirilmistir.
Bu algoritmadaki her ¢evrim 1 giine karsilik gelmektedir. Mekanik yiik degeri 4 N
olacak sekilde sonlu elemanlar analizinde ayarlanmistir. Baslangig, 15, 30, 60, 90 ve
120 giinlerde doku iskelelerinin rijitlik degerleri sonlu elemanlar analiziyle
hesaplanmis olup sonuglar1 Sekil 3.8’de verilmistir. Biyobozunma giinii siiresi arttik¢a
doku iskelelerinin rijitlik degerlerinin azaldigi tespit edilmistir. 120. giine kadar
normalize edilmis molekiil agirlik degeri hicbir doku iskelesi elemaninda esik degerin
altina diismedigi icin kiitlesel (bulk) biyobozunma gozlemlenmemistir. Sekil 3.9’ daki
sonuclara gore doku iskeleleri 120 giiniin sonunda baslangica gore rijitlik degerleri
yaklagik olarak %38 civarinda azalma goézlemlenmistir. Bu da dogrudan doku
iskelelerinin ayni1 yiik degeri altinda toplam sekil degistirme ve birim sekil degistirme
degerlerini arttirmaktadir. Periyodik doku iskelelerinin 4 N yiik etkisi altinda baglangig
durumundaki ve 120. giindeki Von Mises gerilme, toplam yer degistirme ve birim sekil
degistirme dagilimlart EK F’de verilmistir. EK F’deki sonlu elemanlar analizi
sonuglar1 incelendigi zaman 4 N’luk mekanik yiik etkisi altinda doku iskelelerinin
farkli biyobozunma gilinlerinde Von Mises gerilme dagilimlarinin degismedigi
goriilmiistiir. Fakat toplam yer degistirme ve birim sekil degistirme degerlerinin artan
biyobozunma giiniiyle birlikte arttig1 tespit edilmistir. Bunun temel sebebi doku
iskelesi malzemesinin biyobozunma etkisi altinda elastisite modiiliiniin giderek
azalmasidir. Doku iskeleleri kritik birim sekil degistirme degerlerine ulastigi zaman
hasara ugramaya baglayacaktir. En yiiksek birim sekil degistirme degerleri BCS doku

iskelelerinde gozlemlenmistir.
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Sekil 3.8: Periyodik doku iskelelerinin birinci dereceden Kkinetik biyobozunma
modelinden elde edilen rijitlik degerleri.
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3.4.2 Difuizyon esash biyobozunma modeli

Diflizyon esasli biyobozunma modelinde periyodik doku iskelelerinin biyobozunma
davranisi suyun konsantrasyonuyla iliskilidir. Bu yaklagimda suyun doku iskelesinin
igerisine Denklem 2.6 ‘daki difiizyon denklemiyle difiize oldugu kabul edilmektedir.
Suyun Konsantrasyon degeri ise Denklem 2.6’daki gibi molekiiler agirlik ile
iliskilendirilmistir. Molekiiler agirlik degeriyle elastisite modiilii arasinda Denklem
2.5’teki gibi lineer bir iligki oldugu kabul edilmistir. Diflizyon esasli biyobozunma
modelinde difiizyon Katsayisi olarak 4 X 107 ve 4 x 10~8 degerleri se¢ilmistir. Her
iki diflizyon katsayisi i¢in biyobozunma modeli MATLAB ortaminda 120 giin
boyunca c¢alistirilmistir. Buradan elde edilen elastisite modiilii degerleri kullanilarak
sonlu elemanlar analizi gerceklestirilmis ve periyodik doku iskelelerinin rijitlik

degerleri hesaplanmaistir.

Sekil 3.9’da periyodik doku iskelelerinin difiizyon esasli biyobozunma modelinden
elde edilen rijitlik degerleri verilmistir. Difiizyon katsayilar1 oldukca kiiciik secildigi
icin 120. giine gelindigi zaman bile rijitlik degerlerinde diisiis gbzlemlenmemistir. EK
G’de 120.gunin sonundaki periyodik doku iskelelerindeki su konsantrasyonu,
molekiiler agirhik ve elastisite modiilii dagilimlar1 4 X 1077 ve 4 x 10~8 diflizyon

katsayilar1 i¢in verilmistir.
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Sekil 3.9: Periyodik doku iskelelerinin diflizyon esasli biyobozunma analizinden elde
edilen rijitlik degerleri.
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3.4.3 Biyobozunma deneyleri

BC, BCS ve BCC periyodik doku iskelelerinin 4 N’luk mekanik yiik etkisi altinda
biyobozunma deneyleri 15, 30, 60, 90 ve 120 giin boyunca Boliim 2.5.3’te anlatilan

yontemle gerceklestirilmis ve karakterize edilmistir.
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Sekil 3.10: Basit kip (BC) periyodik doku iskelesinin biyobozunma deney sonuglari
a) su emilimi b) kiitle kayb1 ¢) rijitlik (* p<0,05).

Sekil 3.10°da BC periyodik doku iskelelerinin biyobozunma deneyinden elde edilen
sonuglar verilmistir. BC periyodik doku iskelelerinin su emilimi Sekil 3.10a’da
gosterilmektedir. Tim biyobozunma ginleri boyunca en yiksek su emilimi %75
gozenek oranima sahip doku iskelelerinde oldugu goriilmektedir. Ayrica, BC doku

iskeleleri mekanik yiiklemeye maruz kaldiklarinda genellikle daha yiiksek su emilim
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degerlerine sahip olmustur. En yiiksek su emilimi 60. giinde %75 g6zenekli doku
iskelesi i¢in gergeklesmis olup yaklasik %12°dir. Sekil 3.10b BC doku iskelelerinin
agirlik kaybi Olciimlerini gostermektedir. BC doku iskeleleri dalgali bir davranis
sergilemis ve deney boyunca agirlik kazanmistir. En yiiksek agirlik artisi (yaklagik
%1,1) 90. giinde %75 gozeneklilik oraninda kaydedilmistir. BC doku iskelesi i¢in en
yiksek agirlik kaybi %62,5 goézeneklilik oraniyla yiiklii numunede 90. glinde
gozlenmistir. Fakat bu numune yliksek bir standart sapma gosterdiginden anlamli bir
agirhik kaybi olarak degerlendirilmemistir. Sekil 3.10c’de, rijitlik degerlerindeki
deneysel degisiklikler biyobozunma siiresinin bir fonksiyonu olarak sunulmustur ve
rijitlik degerleri dalgali bir davranis sergilemektedir. 15. giinde, rijitlik degerleri tim
gozeneklilik oranlari i¢in yiiksiiz ve yiiklii kosullar altinda artmistir. Bununla birlikte,
30. giinde, rijitlik degerleri hem ytiksiiz hem de yiiklii kosullar altinda %50 ve %75
gozeneklilik oranlari i¢in azalirken, %62,5 gézeneklilik orani i¢in artmigtir. 60. glinde,
mekanik yiikleme altinda %50 gdzeneklilik orani harig, rijitlik degerleri genel olarak
artmustir. 90. giine gelindiginde, rijitlik degerleri %62,5 ve %50 porozite oranlari i¢in
yiiksiiz kosullarda baslangi¢ degerlerinin altina diismiistiir. Ancak, mekanik yiikleme
altinda bu degerler ayn1 %62,5 ve %50 porozite oranlari i¢in baslangi¢ degerlerinin
Otesine gegmistir. Benzer egilimler yiiksiiz ve yiiklii kosullar altinda %75 gozeneklilik
orani i¢in de gozlenmistir. 120. giiniin sonunda, tiim goézeneklilik oranlari igin rijitlik
degerlerinin yiiksliz kosullarda artis gosterdigi gozlemlenmistir. Buna karsilik,

mekanik ytlikleme altinda rijitlik degerlerinde bir diisiis goriilmiistiir.

Sekil 3.11°de BCS periyodik doku iskelelerinin biyobozunma deneyinden elde edilen
sonuglar verilmistir. Sekil 3.11la BCS doku iskelelerin su emilim degerlerini
gostermektedir ve en yiiksek su emme miktarlarinin tiim biyobozunma giinleri
boyunca %75 gozeneklilik oraninda oldugu goriilmektedir. Maksimum su emilimi
%75 godzenekli yiikklenmis numune i¢in 15. giinde gerceklesmistir ve bu deger yaklasik
%18’dir. BCS periyodik doku iskelelerinin agirlik kaybi olgtimleri Sekil 3.11b’de
gosterilmigtir. BCS periyodik doku iskeleleri dalgali bir davranis sergilemis ve
biyobozunma giiniine, gozeneklilige ve yliklemeye bagli olarak hem agirlik kayiplari
hem de kazanglar meydana gelmistir. En yiiksek agirlik kayb1 %6,59 civarindadir ve
mekanik yiikleme altinda 120 giin sonra %50 gozeneklilik oraninda gozlenmistir. Sekil
3.11c yiiksiiz ve yiikli kosullar altinda tiim biyobozunma giinleri ig¢in rijitlik

degerlerini gdstermektedir.
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Sekil 3.11: Hacim merkezli yap1 (BCS) periyodik doku iskelesinin biyobozunma
deney sonuglar1 a) su emilimi b) kiitle kaybi c) rijitlik (* p<0,05, ** p<0,005).

Benzer dalgali davranmis doku iskelelerinin rijitlik degerlerinde de goriilmektedir.
Baslangicta, yiiksliz kosulda %62,5 gozeneklilik oran1 ve mekanik ylikleme altinda
%50 gozeneklilik orani disinda rijitlik degerleri diigmiistiir. Biyobozunma deneyleri,
%75 gozeneklilik oranina sahip yiiklii BCS doku iskeleleri i¢in 15 giin sonra hasar
gbzlemlenmesi nedeniyle durdurulmustur. Ayrica, yiiksiiz durumda %75 gozeneklilik
oranina sahip BCS doku iskelesinin rijitlik degerleri tiim biyobozunma giinleri
boyunca sabit kalmistir. %50 gozeneklilik oranina sahip BCS doku iskelesinin rijitlik
degerlerinde 30. giinde bir artis goriilmiistiir. Buna karsilik, %62,5 gozeneklilik

oranina sahip doku iskelelerinin rijitlik degerlerinde bir diisiis gostermistir. Bu

62



iskelelerde gozlenen hasarlar nedeniyle mekanik yilikleme altinda %62,5 gozeneklilik
oranina sahip doku iskeleleri i¢in bozunma testleri 60 giin sonra durdurulmustur. 90.
giinde, rijitlik degerleri %50 gozenekli yiikli numuneler disinda genel olarak
azalmistir. Bununla birlikte, 120 giiniin sonunda, rijitlik degerlerinde bir diislisiin
gozlendigi %50 gozeneklilik oranina sahip numuneler disinda, rijitlik degerleri genel

bir artis sergilemistir.

Sekil 3.12’de BCC periyodik doku iskelelerinin biyobozunma deneyinden elde edilen
sonuclar verilmistir. Sekil 3.12a su emilim degerlerini gostermektedir ve en yliksek su
emilimi neredeyse tim doku iskeleleri i¢cin 60. giinde gergeklesmistir ve %62,5
gozenekli yliksiiz numune i¢in maksimum deger %25°tir. Sekil 3.12b’de, BCC
periyodik doku iskelelerinin agirlik kaybi oOl¢iimleri gosterilmektedir ve doku
iskeleleri dalgali bir davranis sergilemis ve 120 giin boyunca su emilimine bagli olarak
cogunlukla agirlik kazanimi gergeklesmistir. Sekil 3.12¢ tim biyobozunma gtinleri
icin doku iskelelerinin rijitlik degerlerindeki degisimleri gdstermektedir. %75
gozeneklilik oranina sahip BCC doku iskelesinin rijitlik degerleri mekanik yiikleme
altinda azalma egilimi gostermistir. Yikslizken durumdayken %75 gozeneklilik
oranina sahip BCC doku iskeleleri rijitlik acisindan daha tutarli bir davranis
sergilemistir. Ote yandan, %62,5 ve %50 gozenek oramina sahip BCC doku
iskelelerinin rijitlik degerleri 15. giinde artmistir. Bu silirenin ardindan, %350
gozeneklilik oranina sahip BCC iskeleleri 120. gliniin sonuna kadar yiiksiz ve yukli
kosullar altinda kararl rijitlik davranisi sergilemistir. Yiiksiiz durumda %62,5 porozite
oranina sahip BCC doku iskeleleri, 90. gun hari¢ 30. guinden sonra hemen hemen sabit

rijitlik davranisi sergilemistir.
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Sekil 3.12: Hacim merkezli kiibik (BCC) periyodik doku iskelesinin biyobozunma
deney sonuglari a) su emilimi b) kiitle kaybi c) rijitlik (* p<0,05, ** p<0,005).

3.5 In Vitro Analizler
3.5.1 PLA malzemesinin biyouyumluluk analizleri

3.5.1.1 MTT yontemiyle sitotoksisitenin degerlendirilmesi

Sitotoksisitenin belirlenmesi icin kiip ve filament formda Gretilen PLA malzemelerinin
RPMI 1640 besiyerinde hazirlanan ekstrakt ¢ozeltileri 4 farkli konsantrasyonda
(%100, %75, %50, %25) 96’11 hiicre kiiltiirli kaplarina ekilerek hiicreler ile muamele
edilmistir. Ayrica kiyaslama i¢in herhangi bir kimyasal madde icermeyen negatif

kontrol grubu ve Triton x-100 igeren pozitif kontrol grubu hazirlanmistir. 96’11 hiicre
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kiiltiirii kaplarinda her bir 6rnek 8 kuyu tekrarli olarak ayrica tiim deneyler ayri
zamanlarda iki tekrarli olarak calisilmistir. Elde edilen tiim verilerin ortalamalari
aliarak yasayan hiicrelerin ortalama absorbans degerleri ve standart sapma degerleri
hesaplanmistir. Ayrica kontrol grubundaki hiicre canliligi %100 kabul edilerek tim
ornekler i¢in kontrole kiyasla yasayan hiicre yiizdeleri belirlenmistir. MTT testi ile
belirlenen yasayan hiicre ortalama absorbans degerleri ve yasayan hiicre yiizdeleri

Cizelge 3.2’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2: MTT yoéntemine gore pla malzemelerinin L929 hiicrelerindeki sitotoksik
etkisi.

Arnek Yasayan Hiicre Ortalama  Yasayan Hiicre Yiizdeleri

Absorbans Degerleri (%)

Kontrol 223240 147 100 3,42

Filament PLA (%100) 2.401+0,081 107 543,62
Filament PLA (%75) 2 371+0,080 106,21+3,64
Filament PLA (%50) 2.401+0,080 107,80+3,63
Filament PLA (%25) 2 259+0,076 101,12+3 42
Kip PLA (%100) 2 478+0,181 110,99+8,15
Kup PLA (%75) 2.469+0,078 110,58+3,51
Kiip PLA (%50) 2 457+0.084 110,05+3.76
Kiip PLA (%25) 2 462+0,074 110,27+3,32
K+ (%1 Triton X-100) 0,08620,003 3.86+0,14

L929 hiicrelerinde 24 saatlik kimyasal muamelesi ardindan uygulanan MTT testi
sonuclarina gore PLA ile muamele edilen gruplar negatif kontrol grubu ile
kiyaslandiginda tiim gruplarda hiicre canliliginda artis oldugu goriilmiistiir. MTT testi
sonuclarina goére PLA herhangi bir sitotoksik etki olusturmamakta hatta hiicre
proliferasyonunda artisa neden olmaktadir. Sekil 3.13’te MTT testinden elde edilen

hiicre canlilig1 sonuglar1 verilmistir.
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Sekil 3.13: MTT testinden elde edilen hiicre canlilik sonuclari.

3.5.2 NKA yontemiyle sitotoksisitenin degerlendirilmesi

Sitotoksisitenin belirlenmesi igin kip ve filament formda Uretilen PLA doku

iskelelerinin  RPMI 1640 besiyerinde hazirlanan ekstrakt c¢ozeltileri 4 farkh
konsantrasyonda (%100, %75, %50, %25) 96’h1 hiicre kiiltiirii kaplarma ekilerek

hlcreler ile muamele edilmistir.

Cizelge 3.3: NKA yontemine gore pla malzemelerinin L929 hicrelerindeki sitotoksik
etkisi.
Ornek Yasayan Hiicre Ortalama Yasayan Hiicre Yiizdeleri
Absorbans Degerleri (%)
Kontrol 1,030+0,044 100+4,35
Filament PLA (%100) 1,123+0,072 109,08+6,95
Filament PLA (%75) 1,132+0,133 109,89+12,90
Filament PLA (%50) 1,065+0,068 103,38+11,88
Filament PLA (%25) 1,0620,122 103,11+3,42
Kip PLA (%100) 1,119+0,112 108,57+10,89
Kip PLA (%75) 1,163+0,093 112,84+8,99
Kip PLA (%50) 1,162+0,074 112,77+7,22
Kip PLA (%25) 1,142+0,088 110,88+8,58
K+ (%1 Triton X-100) 0,182+0,023 17,62+2,24

Ayrica kiyaslama i¢in herhangi bir kimyasal madde igermeyen negatif kontrol grubu

ve Triton X-100 igeren pozitif kontrol grubu hazirlanmistir. 96’I1 hiicre kiiltiirii

kaplarinda her bir 6rnek 8 kuyu tekrarli olarak calisilmistir. Elde edilen tiim verilerin

66



ortalamalar1 alinarak yasayan hiicrelerin ortalama absorbans degerleri ve standart
sapma degerleri hesaplanmistir. Ayrica kontrol grubundaki hiicre canliligi %100 kabul
edilerek tiim Ornekler icin kontrole kiyasla yasayan hiicre yiizdeleri belirlenmistir.
NKA testi ile belirlenen yasayan hiicre ortalama absorbans degerleri ve yasayan hiicre
yuzdeleri Cizelge 3.3’te gosterilmistir. 1.929 hiicrelerinde 24 saatlik kimyasal
muamelesi ardindan uygulanan NKA testi sonuglarina gore PLA ile muamele edilen
gruplar negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim gruplarda hiicre canliliginda artis
oldugu goriilmiistir. NKA testi sonuglarina gére PLA malzemesi herhangi bir
sitotoksik etki olusturmamakta hatta hiicre proliferasyonunda az miktarda artisa neden
olmaktadir. Sekil 3.14’te NKA testinden elde edilen hiicre canlilifi sonuglari

verilmistir.
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Sekil 3.14: NKA testinden elde edilen hiicre canlilik sonuglari.

3.5.3 Periyodik doku iskelelerinin yiizey modifikasyonunun degerlendirilmesi

3.5.3.1 MTT canhlik analiziyle yiizey modifikasyonlarinin belirlenmesi

BCS ve BCC gozenek geometrilerine ve %50, %62,5 ve %75 gézenek oranlarina sahip
doku iskeleleri Cizelge 2.6°da belirtilen 5 farkli kaplama malzemesiyle kaplandiktan
ve hFOB 1.19 hiicreleri ekildikten sonra MTT yoOntemiyle canlilik analizi

gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.15: Farkli kaplama malzemeleriyle kaplanmis periyodik doku iskelelerinin
MTT canlilik analizi sonuglari1 (*p <0.05; **p <0.01; ***p <0.001, ****p <0.0001 ve
ns;nonsignificant).

Bu amacgla 5 mg/ml MTT stok soliisyonu PBS, pH 7.2 icinde hazirlanip filtre
edilmistir. Ardindan 48 saat hiicrelerle inkiibe edilmis iskelelerin tizerine MTT
soliisyonu eklenmis ve 4 saat 37°C’de inkibe edilmistir. Bu sirecte doku iskeleleri
Uzerinde mavi-mor formazan kristallerin olusmasi mikroskopla gézlemlenmistir. MTT
sollisyonu sar1 renkli bir tetrazolyum tuzudur, ortamda canli olup prolifere olan
hiicreler hiicre i¢cindeki mitokondriyel dehidrojenaz enzimin aktivitesi ile bu kimyasali
mor renkli formazan kristallerine doniistiiriir [87]. Daha sonra solubilizasyon tampon
¢ozeltisi (0.01 N HCL i¢inde ¢oziinmiis %10 sodyum dodesil siilfat) eklenerek gece
boyunca inkilibe edilmistir. Ertesi giin hiicre canliligi 570 nm’de absorbanslari
okunarak tayin edilmistir. Sekil 3.15’te MTT canlilik analizinden elde edilen sonuglar
verilmigtir. Bu sonuglara gore kullanilan tiim periyodik doku iskelelerinde kaplamasiz

doku iskelelerine gore hiicre canliliginda artis oldugu goriilmiistiir.
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3.5.3.2 PLA malzemesi iizerindeki farkli kaplama malzemelerinin hiicre

morfolojisi Uzerine etkileri

Farkl1 yiizey modifikasyon malzemeleriyle (Kollajen Tip 1, Fibronektin, RGD Peptit,
BSA ve Laminin) kaplanmig olan PLA plakalar {izerindeki hFOB 1,19 hiicrelerinin
morfolojileri floresan mikroskop ile goriintiilenmistir. Elde edilen floresan mikroskop
goruntuleri Sekil 3.16’da verilmistir. Burada aktin filamentler yesil (Phalloidin 488-
FITC) ve hucre cekirdekleri mavi (Hoechst 33342) olarak 4X ve 40X biyitmede
goriilmektedir. Floresan mikroskop goriintiilerine bakildigi zaman hFOB 1.19
hiicreleri kaplamasiz PLA malzeme iizerinde higbir sekilde yayilim gostermemistir.
Ayrica RGD Peptit ve BSA kaplama malzemeleriyle kaplanmis PLA malzeme
tizerinde de benzer sekilde hFOB 1.19 hiicreleri yayilim gostermemislerdir. En iyi
sonuclar Kollajen, Fibronektin ve Laminin kaplama malzemelerinden elde edilmistir.
Bundan dolay1 in vitro analizlerin devaminda Kollajen Tip 1 kaplama malzemesi

kullanilmastir.
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Sekil 3.16: Ylzey modifikasyon malzemeleri (kollajen tip1, fibronektin, RGD peptit,
BSA ve laminin) ile kaplanmig PLA plakalar tUzerindeki hFOB 1.19 hicrelerinin
floresan mikroskop gortntdleri.

3.5.4 Hiicre Canlhilik Analizleri

Periyodik doku iskeleleri tizerinde hFOB 1.19 osteoblast hiicrelerinin tutunabildigini
gostermek amaciyla ikili floresan boyamasi yapilmistir. Floresan boyalar DNA’ya
baglanabilen boyalar olup hiicre ¢ekirdeginin ve kromatindeki degisikliklerin
goriintiilenebilmesi i¢in kullanilirlar. Hoechst 33342 (mavi) bu boyalardan olup
canl/6lii  (apoptotik/nekrotik) biitiin  hiicrelerin  ¢ekirdeklerini boyamaktadir.
Propidyum iyodiir (PT)(kirmiz1) ise yine bir DNA boyasidir ancak sadece membrani
hasar gormiis, Olii hiicrelerden igeri girerek boyama gergeklestirir. Sekil 3.17°de

goriildiigii iizere Kollajen Tip 1 ile kaplanmis periyodik doku iskeleleri {izerinde canli



hFOB 1.19 hiicrelerinin tutundugu ve 48 saatlik inkiibasyon sonucunda hiicrelerin

canli oldugu tespit edilmistir.

Sekil 3.17: Periyodik doku iskelesi lizerine ekilmis hFOB 1.19 hiicrelerinin floresan
mikroskop goruntileri.

Siyah oklarla belirtilen her bir nokta canli hFOB 1.19 hicrelerini gostermektedir.
Propidyiim iyodiir ile boyanmis doku iskelesi tizerindeki hiicre popiilasyonunda 6lii

hiicrelere rastlanmamustir.

Uygulanan 2 N’luk mekanik yiikiin periyodik doku iskeleleri iizerindeki canliliga
etkisini incelemek igin yuk uygulanmayan hFOB 1.19 hiicreleri ekilmis periyodik
doku iskeleleri kontrol grubu olarak kullanilmistir. Daha sonra uygulanan mekanik
yiikiin iki farkli gozenek oranina (%50-%75) sahip periyodik doku iskeleleri tizerinde
48 saat boyunca glinde 1 kez 30 dakika ve 2N uygulanan yuk ile yuk uygulanmayan
kontrol grubu arasinda ii¢ ayr1 geometrideki (BC, BCC ve BCS) hiicre canliligina
etkisi Sekil 3.18 ve Sekil 3.19’da verilmistir.

25 =

20 T mm Yiksiiz
] Yikli (2N)

15 =

10 +
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ol mmm 500 smmm i

BC BCC BCS

Sekil 3.18: %50 gozenek oranina sahip periyodik doku iskelelerinin canlilik analizi
Sonucu.

%50 gbzenek oranina sahip periyodik doku iskelelerinde BCC doku iskelesinde

uygulanan mekanik yiikiin canlilik artis1 iizerine etkisi diger doku iskelelerindeki
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canlilik artigina kiyasla daha belirgindir. BC periyodik doku iskelesinde mekanik

ylkiin canlilik artis1 lizerine etkisinin olmadig1 goriilmektedir.

89 . Yiiksiiz
Yiiklii (2N) T

Canlilik Katlik Artisi

BCC BCS

T
LT M i

Sekil 3.19: %75 gbzenek oranina sahip periyodik doku iskelelerinin canlilik analizi
Sonucu.

Ayni kosullar altinda sadece gézenek oraninin degistirilmesiyle bu sefer uygulanan
mekanik yiikiin canlilik artis1 iizerine etkisi en ¢ok BCS periyodik doku iskelesinde
goriilmiistiir. Diger periyodik doku iskelelerinde uygulanan mekanik yiikiin kontrol

grubuna gore canlilik artisina kayda deger bir etkisi olmadig1 tespit edilmistir.

Her iki gozenek oraninin sonuglar1 incelendiginde o6zellikle BC periyodik doku
iskelesinde uygulanan mekanik yiikiin canlilik artis1 {izerine etkisinin olmadigi

goriilmiistiir.

3.5.5 Alkalen fosfataz enzim (ALP) aktivitesi

Alkalen fosfataz enzimi alkali ortamda fosfat esterlerinin hidrolizini gergeklestirir ve
kemik olusumunda 6nemli bir erken belirtegtir. Farkli gdzenek orani ve geometrisine
sahip periyodik doku iskelelerinde mekanik yiik uygulanmasinin Alkalen fosfataz
(ALP) enzim aktivitesi Uzerindeki etkisi incelenmistir. Oncelikle kit icerisinde
bulunan ALP enzimi kullanilarak bilinen farkli dozlardaki pNPP substratinin standard
egrisi Sekil 3.20°deki gibi olusturulmustur. Daha sonra B6liim 2.6.8’de ifade edildigi
Uzere 7 giin boyunca giinde 30 dakika 2 N mekanik yiik uygulanmistir. Yikli ve
yukstiz durumdaki periyodik doku iskelelerindeki hucrelerin ALP aktivitesi
hesaplanmis ve ayni Orneklerden alman total protein miktarina oranlanarak

normalizasyon ger¢eklestirilmistir.
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Sekil 3.20: Alkalen fosfataz enzim aktivitesi standard egrisi grafigi.

Sekil 3.21°de %50 gozenek oranina sahip doku iskelelerinin Alkalen fosfataz enzim

aktivitesi analizi sonuglar1 verilmistir.
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Sekil 3.21: %50 gbzenek oranina sahip periyodik doku iskelelerinin ALP enzim
aktivitesi sonuglart.

Sekil 3.22’de de %75 gbzenek geometrisine sahip periyodik doku iskelelerinin

Alkalen fosfataz enzim aktivitesi sonuglari verilmistir.

Her iki gozeneklilik oraninda da BC, BCS ve BCC periyodik doku iskelelerinde
mekanik yiikiin etkisinin Alkalan fosfataz enzim aktivitesi sonuglarinda énemli bir

art1s veya azalisa neden olmadig1 goriilmistiir.
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Sekil 3.22: %75 gozenek oranina sahip periyodik doku iskelelerinin ALP enzim
aktivitesi sonuglari.

3.5.6 Mineralizasyon analizi

Mineralizasyon analizi B6liim 2.6.10°da anlatildig1 gibi %50 ve %75 gézenek oranina
sahip BCS ve BCC periyodik doku iskelelerinde 21 glin boyunca giinde 30 dakika
olmak iizere 1 N ve 2 N mekanik yiik uygulanarak gerceklestirilmistir. Buna gore
bitiin gruplarda mekanik yik uygulanmayan periyodik doku iskeleleri tzerindeki
hFOB1.19 saglikl1 osteoblast hiicrelerinin 21 giinliik osteojenik farklilasma ortaminda
olusturduklar1 kalsiyum depozitleri kontrol gruplari olarak belirlenmistir. Mekanik
yiik etkisi altinda periyodik doku iskeleleri lizerinde mineral olusumunun Alizarin
Kirmizist S boyasi ile boyandiktan sonra inverted mikroskoptan alinan goriintiileri

Sekil 3.23’te verilmistir.

Hiicresiz

BCS50

BCS75

BCC50

BCC75

Sekil 3.23: Mineral olusumu sonrasi alizarin kirmizisi s boyasi ile boyanmis periyodik
doku iskeleleri.
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Kantitatif kalsiyum degerlerinin hesaplamak icin Bolim 2.6.10°da anlatildig1 gibi
periyodik doku iskelelerinden mineral ekstraksiyonlar1 ¢ikarilmistir. Daha sonra bu
ekstrasyonlarin siipernatant absorbanslart 570 nm’de microplate reader ile

dleiilmiistiir. Ol¢iim sonuglar1 Cizelge 3.4’te verilmistir.

Cizelge 3.4: Mineralizasyon sonrasi periyodik doku iskelelerinin OD 570 nm
sonugclari.

Yikslz 1N 2N
BCS50 0,5924 0,8175 0,765
BCS75 0,5125 0,8025 0,8575
BCC50 0,6675 0,675 1,17
BCC75 0,53 1,11375 1,2375

Minerilizasyon analizi sonrasi elde edilen OD 570 nm sonuglar1 kontrol grubu olan
yukstuiz doku iskelelerinin sonuglarina gére normalize edilmistir. Boylelikle in silico
analizden elde edilen sonuglarla kiyaslanabilecektir. Sekil 3.24°te mekanik uyar etksi

altindaki doku iskelelerinin normalize edilmis sonuglarinin grafigi verilmistir.

3

mYUksiz mlN =2 N

BCS50 BCS75 BCC50 BCC75
Doku Iskelesi

o

Normalize Sonuclar (OD 570 nm)
=

Sekil 3.24: Mineralizasyon analizi sonrasi doku iskelelerinin normalize edilmis
sonugclart.

3.5.7 Mikro-BT analizi

Mikro-BT analizinde %50 ve %75 gozenek oranina sahip BCS ve BCC periyodik doku
iskeleleri kullanilmistir. Bu analizler i¢in periyodik doku iskeleleri osteojenik
farklilagma ortamina alindiktan sonra 21 giin boyunca giinde 30 dakika olmak tizere 1
N ve 2 N’luk mekanik yiiklere maruz birakilmistir. 21 giiniin sonunda doku iskeleleri
1x PBS ile yikandiktan sonra %10’luk formalin ile fiksasyon yapilarak mikro-BT
analizi i¢in hazir hale getirilmistir. Mikro-BT taramalarinda kontrol grubu olarak
mekanik yiik uygulanmamis periyodik doku iskeleleri kullanilmistir. Mikro-BT
taramalarindan periyodik doku iskelelerinin goriintiileri ve sadece doku iskeleleri
tizerindeki hFOB 1.19 hiicrelerinin iiretmis oldugu mineral goriintiileri elde edilmistir.

Mikro-BT taramalarindan elde edilen goriintiiler Sekil 3.25 ve 3.26’da verilmistir.
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BCS50 BCS75
Doku Iskelesi Mineral Doku Iskelesi Mineral

Yiksulz

4
=
W x

Sekil 3.25: BCS periyodik doku iskelesinin mikro-BT taramasindan elde edilen
goruntuler.

BCC50 BCC75

Doku Iskelesi Mineral Doku Ikelesi Mineral

Yiksulz

1IN

2N

Sekil 3.26: BCC periyodik doku iskelesinin mikro-BT taramasindan elde edilen
goruntuler.
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Mekanik yUk etkisi altinda BCS ve BCC geometrili doku iskelelerindeki hFOB 1.19
hiicrelerinin iirettigi mineral miktarlarini birbirleriyle kiyaslayabilmek icin MATLAB
yazilimindaki goriintii isleme araci kullanilmistir. Minerallerin oldugu fotograflar
oncelikle binary formatina ¢evrilmistir. Bu formatta beyaz pikseller 1 degerini siyah
pikseller ise 0 degerini almaktadir. Boylelikle beyaz piksellerin sayisi tespit edilerek
mikro-BT tarama sonuglar1 birbiriyle kiyaslanabilir hale getirilmistir. Sekil 3.25 ve
Sekil 3.26’daki mikro-BT taramasindan elde edilen mineral goriintiilerindeki beyaz

piksellerin sayis1 Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5: Mineral resimlerindeki beyaz piksellerin sayisi.

Yikslz 1N 2N
BCS50 822 3363 2919
BCS75 4803 5073 21201
BCC50 2964 4044 4758
BCC75 3528 6480 14103

Goriintii isleme yonteminden elde edilen mineralleri temsil eden beyaz piksellerin
sayist kontrol grubu olarak diisiiniilen yiiksiik durumdaki piksellerin sayisina gore
normalize edilmistir. Normalize edilmis sonuglar in silico analizden elde edilen

sonuclarla kiyaslanabilecektir. Sekil 3.27°de normalize edilmis sonuglarin grafigi

verilmistir.
5
mYiksiz @mlN =2 N

= _

=
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BCS50 BCST75 BCC50 BCC75
Doku Iskelesi

Sekil 3.27: Periyodik doku iskelelerinin normalize piksel sayilari.
3.6 In Silico Analiz

Bu kisminda in silico modelde periyodik doku iskelelerinin kemik yapilanma
modelleri kullanilarak kemik dokusunun gelisimi simiile edilmistir. Mikro-BT ve

minerilizasyon analizleri 21 giin sonunda yapildig1 i¢in in silico model de 21 ¢evrim
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olarak calistirllmigtir. In silico modeldeki her ¢evrim 1 giine karsilik gelmektedir. In
silico modelde in vitro analizlerde oldugu gibi mekanik yiik olarak 1 N ve 2 N yiikler

her ¢evrimde 30 dakika uygulanacak sekilde tanimlanmistir.

Cizelge 3.6: In silico modelde kullanilan katsayilar [65, 85].

Doku Iskelesi Malzemesinin Elastisite

Moduli (MPa) 1350
Doku Iskelesi Malzemesinin Poisson
Orani 03
Sivinin Elastisite Moduliu (MPa) 1
Sivinin Poisson Orani 0,49
Kemik Dokusunun Poisson Orani 0,3
Sabit (B)
((g cm™3)2(MPa x time unit)™1) .
Mekanik Uyar1 Esik Degeri (k) (J/g) 4x10710
Sabit (C) (MPa(gem?3)™3) 3790
Baslangi¢c Kemik Dokusu Yogunlugu 01

(g/cm?)

In silico modelde Denklem 2.16’da verilen matematiksel model kullanilmistir. Bu
matematiksel modele gore eger mekanik uyari seviyesi esik degerin lizerindeyse
kemik yapimi altindaysa kemik yikimi gergeklesecektir. Kullanilan bu model aslinda
hali hazirda uyluk kemigindeki kemik yogunlugunun mekanik uyariya gore degisimini
veren bir modeldir. Doku iskelesi uygulamasinda kullanmak i¢in bu modelin kullanimi
degistirilmigtir. Degistirilen modelde parcali bir fonksiyon tanimlanmistir. Eger
mekanik uyar1 esik degerin lizerindeyse Denklem 2.16’da verilen matematiksel model
ayni sekilde ¢alisacaktir. Fakat mekanik uyar esik degerin altindaysa Denklem 2.16
caligmayacak ve kemik yogunlugu sabit kalacaktir. Burada yapilan kabul mikro-BT
ve mineralizasyon analizlerinin sonuglariyla da uyumludur. Ciinkii kontrol grubu
olarak kullanilan mekanik uyar1 uygulanmamis doku iskelelerinde de mineral {iretimi
oldugu goriilmiistiir. Ayrica mikro-BT ve minerilizasyon analizlerinin normalize
edilmis sonuglar1 kullanilarak bir dizi parametrik in silico analizler gerceklestirilmis
olup kemik yapilanma modelindeki katsayilar belirlenmistir. Cizelge 3.6’da in silico

modelde kullanilan katsayilar verilmistir.
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Cizelge 3.6’da verilen katsayilar kullanilarak 21 giin boyunca gilinde 30 dakika 1 N ve
2 N mekanik yiik altinda periyodik doku iskelelerinin kemik yeniden yapilanma
simiilasyonlar1 gerceklestirilmistir. In silico simiilasyonlardan kemik dokusunun
yogunluk dagilimi elde edilmistir. Sekil 3.28-3.30’da in silico simulasyondan elde
edilen BC, BCS ve BCC periyodik doku iskelelerindeki kemik yogunluk dagilimlari

1N 2N

_"0.2&

026

024

022

%75 i
0.18

016

0.14

012

Sekil 3.28: In silico modelden elde edilen BC doku iskeleleri Gzerindeki kemik
yogunluk dagilimlari.

verilmistir.

GoOzenek Orani

%50

BC periyodik doku iskelesindeki kemik yogunluklari artan yiik ve gozeneklilik
oraniyla birlikte artmistir. En yiiksek kemik yogunlugu degeri olan 0,7 g/cm?® BC75
doku iskelesinde 2 N’luk mekanik yiik altinda gézlenmistir.
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Gozenek Orani

%50

1N
%62,5 ‘i
%75 .i

&

Sekil 3.29: In silico modelden elde edilen BCS doku iskeleleri Gzerindeki kemik
yogunluk dagilimlari.

Benzer sekilde BCS periyodik doku iskelesinde de kemik yogunluklar1 artan yiik ve
gozeneklilik oraniyla birlikte artmistir. En yiliksek kemik yogunlugu degeri olan 1,74
g/cm3 BCS75 doku iskelesinde 2 N’luk mekanik yiik altinda gdzlenmistir. Bu deger

sert kemigin ulasabilecegi maksimum kemik yogunlugu degeridir.

BCC doku iskelelerinde de artan yiikk ve gbézenek oramiyla kemik yogunluk
degerlerinde artis gozlemlenmistir. Eleman bazinda en yiliksek kemik yogunlugu
degeri 2 N mekanik yiik etkisi altinda BCC62,5 doku iskelesinde gézlemlenmesine
ragmen 2 N mekanik yiik etkisi altinda BCC75 doku iskelesinde daha homojen kemik

yogunlugu dagilimi gdzlemlenmistir.
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Gozenek Orani

%50

%62,5

%75

Sekil 3.30: In silico modelden elde edilen BCC doku iskeleleri zerindeki kemik
yogunluk dagilimlari.

Sekil 3.31°de 21 giinliik kemik yeniden yapilanma analizi sonucunda kemiklesme
oran1 degerleri verilmistir. Kemiklesme orani in silico analiz sonucundaki kemik
kiitlesinin baslangictaki kemik kiitlesine oranlanmasiyla elde edilmistir. In silico
analizlerde baslangigtaki kemik kiitlesi in vitro deneylerdeki mekanik yiik
uygulanmayan kontrol grubu olarak kabul edilmistir. Cilinkii kullanilan kemik
yapilanma modelinde mekanik yiik olmadig1 zaman herhangi bir kemik yapimi veya

yikimi olmayacaktir.

Sekil 3.31°de verilen in silico model sonuglar1 incelendiginde tiim periyodik doku
iskeleleri icin artan mekanik yiikle birlikte olusan kemik kiitlesinin de artti1
goriilmektedir. En yliksek kemiklesme oranlar1 %75 gozenek oranma sahip doku

iskelelerinde oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.31: In silico modelden elde edilen normalize edilmis kemik kiitlesi sonuglari.
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4. TARTISMA

4.1 Periyodik Doku Iskelelerinin Mekanik Karakterizasyonu

Farkli tasarim parametreleri kullanilarak tasarlanan periyodik doku iskelelerinin
tasarimlar1 gerceklestirildikten sonra mekanik karakterizasyonlar1 hem deneysel
olarak hem de sonlu elemanlar analiziyle gerceklestirilmistir. Sekil 3.3 ve Sekil 3.4°te
basma testinden elde edilen kuvvet-yer degistirme ve enerji-yer degistirme grafikleri
verilmistir. Sekil 3.3’teki grafik incelendigi zaman periyodik doku iskelelerinde 3
farkli bolge gozlemlenmistir. Bunlar lineer, plato ve giiclenme bdlgeleridir [86].
Periyodik doku iskelelerinin gdzeneklilik orani artik¢a kuvvet degerleri buna baglh
olarak absorbe ettikleri sekil degistirme enerjisi degerleri azalmaktadir. Lineer ve plato
bolgesinde BCS geometrili doku iskelelerinde daha diisiik kuvvet degeri
gozlemlenmesine ragmen 2,5 mm yer degistirme degerine gelindigi zaman BCS
geometrili doku iskelelerinin kuvvet degeri daha yiiksektir. Bunun sebebi BCS doku

iskelelerinin giiclenme bolgesine daha erken girmesidir.

Periyodik doku iskelelerinin rijitlik degerleri yilik-yer degistirme grafiginin lineer
bolgesinden hesaplanmistir. Bu degerler sonlu elemanlar analizinden elde edilen
rijitlik degerleriyle Sekil 3.7°de kiyaslanmistir. BC ve BCC geometrili doku
iskelelerinin sonuglar1 her ti¢ gézeneklilik oran1 i¢inde birbiriyle uyumlu ¢ikmasina
ragmen BCS geometrili doku iskelelerinin sonlu elemanlar analizi sonuglar1 deneysel
sonuglardan daha yiiksek ¢ikmistir. Bunun sebebi 3 boyutlu yazicida BCS geometrili
doku iskelelerinin iiretimi esnasinda meydana gelen iiretim kusurlaridir. Clinkii BCS
doku iskeleleri sadece agili ¢apraz c¢ubuklardan olugmaktadir ve bundan dolayi
cubuklarin birlesim noktalarinda meydana gelen yi1gilma mekanik 6zellikleri 6nemli
derecede etkilemektedir. Ayrica, bu tarz geometrilerin 3 boyutlu yazicida iiretiminde
katmanlarin birbirine iyi yapismamasi gibi iiretim hatalarmin da olusma ihtimali
fazladir. Sekil 3.2°de iiretimi gergeklestirilen periyodik doku iskelelerinin taramali
elektron mikroskobu goruntileri verilmistir. BCS doku iskelesi igin bahsedilen tiretim

problemleri taramali elektron mikroskobu goriintiilerinde de goriilmektedir. BC doku
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iskeleleri sadece yatay ve dikey cubuklardan olugsmaktadir. BCC doku iskeleleri ise
yatay ve dikey cubuklarin yani sira a¢ili capraz ¢ubuklardan da olusmaktadir. Bundan
dolay1 bu geometrilerin 3 boyutlu yazicida iiretimi esnasinda ag¢ili ¢ubuklarda iiretim
kusuru meydana gelse dahi yatay ve dikey cubuklarda uretim kusuru ihtimali daha

diisiik oldugu i¢in sonuglar birbirleriyle uyumlu ¢ikmustir.

Periyodik doku iskelelerinin Von Mises gerilme ve es deger birim sekil degistirme
dagilimlar1 1 N, 2 N ve 4 N yiik degerleri altinda incelenmis olup Sekil E.1 ve Sekil
E.2’de verilmistir. Bu yiik degerleri biyobozunma deneylerinde ve in vitro analizlerde
kullanilan mekanik yiik degerleridir. En yiiksek Von Mises gerilme degeri BCS75
doku iskelesinde 4 N yiik altindayken 4,5 MPa olarak gozlemlenmistir. Ayrica en
ylksek es deger birim sekil degistirme degeri de BCS75 doku iskelesinde 4 N yiik
altinda 4500 we olarak gozlemlenmistir. Bu da hasara ugramaya en yakin doku
iskelesinin BCS75 oldugunu godstermektedir. Ozellikle Sekil 3.25°teki mikro-BT
tarama gortintiileri incelendiginde 1 N ve 2 N mekanik yiik altinda BCS75 doku

iskelesinin hasara ugradigi gézlemlenmistir.

Periyodik doku iskelelerinin gozeneklilik orani arttikca yiizey alan1 ve hacim degerleri
Cizelge 2.2’de de goriildiigii lizere azalmasina ragmen spesifik ylizey alani
artmaktadir. Doku iskelelerinin yiizey alaninin yiiksek olmasi doku miihendisligi
uygulamalarinda arzu edilen bir 6zelliktir. Ciinkii yiiksek yiizey alanina daha fazla
hiicre tutunabilmektedir [86]. Bu da doku iskelesinin uygulamada basarisini arttiracak
bir tasarim parametresidir. Ayrica kemik yapilanmasi mekanobiyolojik bir olgu
oldugu icin doku iskelelerinin spesifik enerji emilimi degerleri de O6nemli bir
parametredir. Doku iskelelerinin spesifik enerji degerleri birim sekil degistirme

enerjisinin kiitleye oranindan hesaplanmistir.

Sekil 3.5’te periyodik doku iskelelerinin spesifik enerji emilimi-spesifik ylizey alani
grafigi verilmistir. Buradaki spesifik enerji emilimi degerleri basma testinden 4 N yiik
degeri i¢in hesaplanmistir. Bu grafik incelendiginde en yiiksek spesifik enerji emilimi
degerine BCS75 doku iskelesi sahiptir. Bundan dolay1 in vitro analizlerde en yiiksek
performanst BCS75 doku iskelesinin vermesi beklenmektedir. Mikro-BT
taramalarindan elde edilen normalize mineral sonuglarina bakildiginda en yiiksek
mineral degeri 2 N yiik altindaki BCS75 doku iskelesinde gézlemlenmistir. Fakat Sekil
3.25’teki mikro-BT tarama gorintiileri incelendiginde 2 N yiik altinda BCS75 doku

iskelesinin hasara ugradig: goriilmektedir. Bu da BCS75 doku iskelesinin kullanimini
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kisitlamaktadir. Ayrica spesifik yiizey alan1 da doku iskelesinin performansinda etkili
bir parametredir ve en yiiksek spesifik yiizey alanina BCC75 doku iskelesi sahiptir.
Ayn1 zamanda bu doku iskelesi ikinci en yiiksek spesifik enerji emilimi degerine
sahiptir. Sekil 3.27°deki mikro-BT taramasindan elde edilen normalize sonuglara gore
2 N yiik altinda ikinci en yiliksek mineral degerine sahip doku iskelesi BCC75 doku
iskelesidir. Sekil 3.26’daki BCC doku iskelelerinin mikro-BT gorintileri
incelendiginde uygulanan yiikiin doku iskelesi ilizerinde hasara sebep olmadigi

gorulmektedir.

4.2 Periyodik Doku Iskelelerinin Biyobozunma Karakterizasyonu

Farkli tasarim parametrelerine (gézenek geometrisi ve orani) sahip periyodik doku
iskelelerinin biyobozunma davranisi niimerik ve deneysel olarak analiz edilmistir.
Niimerik olarak ise 2 farkl yaklasim kullanilmistir. Bunlardan ilki birinci dereceden
Kinetik modeldir. Bu biyobozunma modelinde tiim doku iskelesi elemanlarinin
molekiiler agirligimin belli bir biyobozunma katsayisiyla azaldigi kabul edilmektedir.
Ayrica bu modelde uygulanan mekanik yiikiin de biyobozunmaya etkisi hesaplamalara
dahil edilebilmektedir. Bundan dolay1 da birinci dereceden kinetik biyobozunma
modeli sonlu elemanlar kodlariyla birlikte ¢alisacak sekilde Sekil 2.10°da verildigi gibi
bir algoritma tasarimi yapilmustir. ikinci niimerik biyobozunma modeli ise difiizyon
esasli bir modeldir. Bu modelde su doku iskelesi elemanlarinin igerisine difiize
olmaktadir ve buradaki su konsantrasyonuna gore molekiiler agirlik degisimi
hesaplanmaktadir. Doku iskelesi elemanlarindaki su konsantrasyonu degerleri ise
Denklem 2.6°da verilen diflizyon denklemleriyle hesaplanmistir. Bu denklemlerde ise
4x107 mm?/gin ve 4x10® mm?giin olmak iizere iki farkli difiizyon katsayisi
secilmigtir. Bu katsayilar biyobozunma deneylerinden elde edilen sonuglara gore
secilmigtir. Niimerik modellerde biyobozunma periyodik doku iskelelerinin rijitlik
degerlerinin degisimi lizerinden karakterize edilmistir. Bunun i¢in de sonlu elemanlar
kodunda biyobozunma modellerinden elde edilen elastisite modiilleri kullanilarak
doku iskelelerinin farkli biyobozunma giinleri i¢in rijitlik degerleri niimerik olarak
elde edilmistir. Periyodik doku iskelelerinin biyobozunma davranisi deneysel olarak
da incelenmigtir. Biyobozunma deneyleri 4 N’luk mekanik yiik altinda
gerceklestirilmis olup mekanik yiikiin biyobozunma tizerine etkisini de irdeleyebilmek

icin kontrol grubu olarak yilksiz durumda da biyobozunma deneyleri yUritulmiistiir.
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Deneysel olarak periyodik doku iskelelerinin biyobozunma davranisini karakterize
etmek icin su emilimi, agirlik kaybi ve rijitlik degerleri hesaplanmistir. Ayrica
biyobozunma deneylerinden elde edilen rijitlik degerleriyle niimerik analizlerden elde

edilen rijitlik degerleri kiyaslanmustir.
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Sekil 4.1: Periyodik doku iskelelerinin nimerik biyobozunma modellerinden elde
edilen rijitlik sonuglart.

Sekil 4.1°de periyodik doku iskeleleri igin her iki nuUmerik biyobozunma

yaklasimindan da elde edilen rijitlik degerlerinin kiyaslanmasi verilmistir.
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Sekil 4.1°de verilen sonuglara bakildigi zaman iki farkli niimerik biyobozunma
modelinden elde edilen rijitlik degerlerinin degisimi birbirinden farklidir. Bu
farkliligin temel sebebi birinci dereceden kinetik model tiim doku iskelesi
elemanlariin sabit bir katsayi ile biyobozunmaya ugradigini kabul etmesidir ve 120.
giine gelindiginde periyodik doku iskelelerinin rijitlik degerlerinin yaklasik olarak
%38 diistligli goriilmektedir. Oysa difiizyon esasli model ise suyun konsantrasyonuna
gore doku iskelesinin biyobozunma o6zelliklerini hesaplamaktadir ve deneysel
sonuclarla uyumlu ¢ikmast icin difiizyon katsayilar1 olduk¢a diisiik seg¢ilmistir.
Bundan dolay1 120. giinlin sonuna gelindiginde doku iskelelerinin rijitlik degerleri
hemen hemen baslangi¢ degerleriyle ayni1 kalmig hatta bazi giinlerde az da olsa artis
gozlemlenmistir. Bunun nedeni Sekil 2.11°de de gosterildigi gibi sonlu elemanlar
analizinde basma simiilasyonlarinin siviyla birlikte yapilmasidir. Biyobozunma
deneylerinde de basma testleri 1slak durumda yapilmis oldugu igin bu sekilde

simiilasyonla deney arasinda benzer sartlar olusturulmustur.
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Sekil 4.2: %62,5 gozenek oranina sahip periyodik doku iskelelerinin 500 giinliik
difiizyon esasli biyobozunma analizi sonuglart.

Sekil 4.2°de 9%62,5 gbzenek oranina sahip periyodik doku iskelelerinin 500 giin
boyunca yapilan difiizyon esasli biyobozunma analizi sonuclari verilmistir. Bu
analizlerde difiizyon katsayisi olarak 4e-7 mm?/giin kullamlmistir. 500 giinliik
difiizyon esasli biyobozunma analizi sonuglarina bakildiginda ilk 120 giinde degisim
gbzlemlenmezken 150 giinden sonra diisiisler baslamistir. 500. giine gelindigi zaman
BCS doku iskelesindeki diistis %73, BCC doku iskelesindeki diisiil %72 ve BC doku
iskelesindeki diislis ise %50 civarindadir. Bu sonuglar birinci dereceden kinetik
biyobozunma modelinden oldukca farklidir. Wu ve Ding (2005) yapmis olduklari

calismada doku iskelelerinin 3 asamali biyobozunma davranis1 gosterdigini
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aciklamislardir [89]. Ik asama neredeyse stabil asama olarak tanimlanmistir. Bu
asamada doku iskelelerinin mekanik o6zellikleri, agirlik ve boyutsal degisimleri
degismemektedir. Asama [ diflizyon esasli biyobozunma yaklagimiyla simdiile
edilebilmistir. Diflizyon esasli biyobozunma simiilasyonlarindaki 120 giinliik siire
biyobozunma olgusunun ilk agsamasi olarak kabul edilebilir. Ikinci asamada ise doku
iskelelerinin mekanik o6zellikleri hizlica diismeye baslamaktadir. Fakat agirlik ve
boyutsal degisimler bu asamada da nispeten sabit kalmaktadir. 500 giinliik difiizyon
esasli biyobozunma analizi sonuglarina bakildigt zaman 150 gilinden sonrasi
biyobozunma olgusunun ikinci asamasi olarak diisiiniilebilir. Ayrica birinci dereceden
kinetik biyobozunma yaklasiminin da dogrudan ikinci asamayr modelledigi kabul
edilebilir. Ugiincii asamaya gelindiginde ise doku iskeleleri agirlik kaybi ve ¢okme
gostermektedir. Bu asamaya ge¢ildigi zaman doku doku iskelesi yapisal biitiinliigiinii

kaybetmektedir.

1000

Rijitik (N/mm)
g

£
EEEEE

Rijilik (Nfmm)
Rijilik (Nfmm)
(N/mm)

Rijtik (N/mm)
L

Sekil 4.3: Periyodik doku iskeleleri i¢in difiizyon esasli biyobozunma simiilasyonu
sonuglariyla deneysel sonuglarin kiyaslanmasi.

Sekil 4.3’te periyodik doku iskelelerinin 4e-7 mm?/giin diflizyon Kkatsayis
kullanilarak gerceklestirilen difiizyon esasli biyobozunma simiilasyonlarindan elde
edilen rijitlik degerlerinin biyobozunma deneylerinden elde edilen rijitlik degerleriyle
kiyaslanmasi verilmistir. Sonuglar incelendigi zaman BCS doku iskeleleri harig
sonugclarin birbiriyle olduk¢a uyumlu oldugu goriilmektedir. BCS doku iskelelerinde

simiilasyon sonuglarinin deneysel sonucglardan yiiksek ¢ikmasinin sebebi iiretim
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kusurlar1 igermesinden kaynaklanmaktadir. Sonu¢ olarak difiizyon esash
biyobozunma yaklasiminin biyobozunma deneylerinden elde edilen sonuclarla
uyumlu oldugu goriilmektedir. Birinci dereceden kinetik biyobozunma yaklasimi ise

biyobozunmanin ikinci asamasini simiile etmek i¢in kullanilabilir.

Periyodik doku iskelelerinin biyobozunma deneylerinden rijitlik degerlerinin yaninda
su emilimi ve agirlik kaybi1 degerleri de elde edilmistir. Su emilimi, doku iskelelerinde
viicut sivisinin emilimini, besin taginmasini ve biyolojik biyobozunma davranisini
etkileyebilir ve kemik doku iskeleleri icin arastirilmasi dnemlidir [90,91]. Yiikli ve
yiiksiiz kosullar altinda tiim geometriler ve gdzeneklilik oranlari i¢in su emilimi genel
egilim ac¢isindan incelendiginde, su emiliminin hem yiikli hem de yiiksiiz numuneler
icin 60 giin boyunca maksimum degere ulastigi goriilmektedir. Su emilimi daha sonra
azalma egilimine girmistir. Su emme davranisindaki degisiklikler, degisen geometrik
ozelliklerden kaynaklanmaktadir. Bu sonug literatiirde incelenen diger calismalarla
uyumludur. Geometrik 6zellikler degistirilerek doku iskelelerin yiizey alani/hacim
orani, boyutu ve yapisi degistirilebilir ve buna bagli olarak su emme kinetigi de
degistirilebilir [92,93]. Suyun daha yiliksek ylizey alanina sahip doku iskeleleri
tarafindan daha hizli emilmesi ve doku iskelesinin hacmi arttik¢a doku iskelelerin su
emme miktariin da artmasi beklenmektedir [94]. Biyobozunma deneyleri
gerceklestirilen periyodik doku iskeleleri i¢in, yliksiiz kosullar altinda 60 giin boyunca
en yiiksek su emilimi %25 civarinda %62,5 gozeneklilige sahip BCC geometrisi igin
gerceklesmistir. En az emilim %5 civarinda BC geometrisi i¢in %50 gozeneklilik ve
120 giin yiiksiiz kosullarda gerceklesmektedir. Genel olarak, su emilimi
BCC>BCS>BC seklindedir. BC ve BCS geometrileri i¢in gozeneklilik orani azaldikca
su emilimi azalirken, BCC geometrisi i¢in tam tersi gecerlidir. Bu fark, doku
iskelelerinin ylizey alanlar1 gbz Oniinde bulundurularak agiklanabilir. BCC doku
iskelesinin yiizey alani gozeneklilikteki degisimler nedeniyle 6nemli degisikliklere
ugrarken, BC ve BCS doku iskelelerinin gozeneklilik degisimleri ile yiizey alaninda
nispeten daha kiiciik degisiklikler gostermektedir. Yiizey alani arttikga, doku
iskelelerinin su molekiilii ile etkilesimleri hizlanmakta ve biyobozunma ortamina daha

fazla ylizey alaniyla maruz kaldig1 i¢in su emilim degerleri artmaktadir [95].

Mekanik yiikiin su emilimi {izerindeki etkisi incelendiginde, BC doku iskelelerinde
yiik etkisi altinda daha fazla su emilimi gergeklestigi, BCC doku iskelelerinde ise 90

giine kadar daha az su emilimi gergeklestigi goriilmiistiir. Sonrasinda ise BCC doku
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iskelelerinde farkli gozenek oranlarinda birbirleri arasinda karigik davranis

daha yuksek deformasyonlara yol actig1 ve mikro gézeneklerin kapanabildigi ve suyun
yayilamadig rijitlik farkindan kaynaklanabilir. Yang ve dig. (2008) dinamik kosullar
altinda dongiisel yliklemenin PBS ¢dzeltisinin kuvvetli bir sekilde akmasina neden
olabilecegini belirtmistir [96]. Bu nedenle, biyobozunmanin doku iskelelerinin hem
ylizeyinde hem de i¢cinde meydana geldigini ve daha hidrofilik biyobozunma

tirtinlerinin birikebilecegini bildirmislerdir.

Neredeyse tiim periyodik doku iskeleleri i¢in ilk 120 giin boyunca ¢ogunlukla agirlik
artis1 vardir ve agirlik artis1 su emilimine kiyasla her zaman daha kiigiiktiir, bu da 48
saatlik kurutma islemine ragmen suyun bir kisminin doku iskelesinin iginde
etmesinin ana nedeni olabilir. Literatiirde farkli ¢alismalarda benzer sonuclarla
karsilagildigi goriilmiustiir [97-99]. Bejanaro ve dig. (2020), hapsolmus suyun
belirtilen kurutma siireleri i¢inde ¢ikmasinin zor olabilecegi yorumunu yapmis ve ek
bir kurutma islemi uygulamistir [97]. Bununla birlikte, ¢caligmalarinda hapsolmus
suyun c¢ikarilmasinda oOnemli bir fark gozlemlememislerdir. Biyobozunma
deneylerinde, su emilimi ve agirlik kayiplari goz 6niinde bulunduruldugunda, suyun
doku iskeleleri i¢cinde hapsoldugu fikri, biyobozunmanin ilk asamasi i¢in baskin
mekanizmadir. ilging bir sekilde, rijitlik 5nemli 6lciide degismese de mekanik yiik ilk

asamayi1 etkilemektedir.

Son olarak biyobozunma deneylerinden elde edilen rijitlik degerleri incelendiginde
periyodik doku iskelelerinin rijitlik degerleri 120 giinliik biyobozunma deneyi
stiresince ciddi oranda degismemistir. Bu durumun, daha dnce agirlik kayiplarinda
tartisilan hapsolmus bozunma ortamindan kaynaklandigi tahmin edilmektedir. Ciinkii
sikisan biyobozunma ortami (PBS sivisi) sikistirilamaz 6zellik gostermis ve basingh
yiiklemeye kars1 doku iskelelerinin rijitlik degerlerini artirmis olabilir. Literatiirdeki
farkli calismalarda mekanik Ozelliklerin belirli bir biyobozunma siresine kadar
korundugu ya da arttig1 gézlemlenmistir. McKenna ve dig. (2019) yaptiklari ¢alismada
elastik modiil degerlerinin belirli bir siire arttigini ancak bu siireden sonra modiil

degerlerinin bozunma Oncesi (0. gilin) degerlere gore daha da azaldigim
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gozlemlemislerdir [100]. Ayrica Wu ve Ding (2005) ¢aligmalarinda ilk agamada doku

iskelelerinin sabit kaldigini belirtmistir.

Periyodik doku iskelelerinin biyobozunma deneylerinden elde edilen sonuglara gore

ilk 120 glinde biyobozunma olgusunun birinci asamasinda oldugu goriilmiistiir.

4.3 Periyodik Doku Iskelelerinin In Vitro Karakterizasyonu

Mekanik uyari etkisi altinda farkli tasarim parametrelerine (farkli gézenek geometrisi
ve orani) sahip periyodik doku iskelelerinin in vitro ortamda karakterizasyonunu
gergeklestirmek icin canlilik analizi, ALP enzim aktivitesi, mineralizasyon analizi ve
mikro-BT analizleri gergeklestirilmigtir. Canlilik analizinde ve ALP enzim
aktivitesinin dl¢limiinde mekanik uyar1 olarak sadece 2 N yiik giinde 30 dakika olarak
uygulanmis olup kontrol grubu olarak yiiksiiz durum se¢ilmistir. %50 gdzenek oranina
sahip BC, BCS ve BCC doku iskelelerinin canlilik analizi sonuglar1 Sekil 3.18’de
verilmistir. BCC50 doku iskelesinde 2 N’luk mekanik yiik etkisi altinda canlilikta 18
katlik bir artis gézlemlenirken, BCS50 doku iskelesinde ise canlilikta 5 katlik bir artis
gozlemlenmistir. BC50 doku iskelesinde ise mekanik yiikiin canlilik {izerine etkisinin
olmadig1 goriilmiistiir. Aynm1 kosullar altinda %75 gozenek oranina sahip doku
iskelelerinin canlilik analizi sonuglart Sekil 3.19’da verilmistir. Bu durumda ise 2 N
mekanik yiik etkisi altinda BCS75 doku iskelesinde yaklasik 6 kat hiicre canliliginda
artis goézlemlenmistir. BC75 ve BCC75 doku iskelelerinde ise canlilik orani yiiksiiz

durumla hemen hemen ayni kalmistir.

hFOB 1.19 hiicreleri ekilmis doku iskelelerine osteojenik farklilasma mediumuna
alindiktan sonra 7 giin boyunca giinde 30 dakika olmak tizere 2 N’luk mekanik yiik
uygulanmis ve 7 giiniin sonunda ALP enzim aktivitesi 6l¢iilmiis olup sonuglar1 Sekil
3.21 ve Sekil 3.22°de verilmistir. Tiim doku iskeleleri i¢in mekanik uyarinin ALP

enzim aktivitesi lizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 gérilmiistiir.

Mekanik yikin kemik dokusu uUzerine etkisini daha iyi anlayabilmek icin
mineralizasyon analizleri gergeklestirilmistir.  Periyodik doku iskelelerinin
mineralizasyon analizlerini gerceklestirmek i¢cin BCS ve BCC doku iskeleleri {izerine
mekanik yik osteojenik farklilasma mediumuna alindiktan sonra 21 giin boyunca
giinde 30 dakika uygulanmistir. Mekanik yiik olarak 1 N ve 2 N’luk yiikler
kullanilmistir. Kontrol grubu olarak ytiiksiiz durumdaki hFOB 1.19 hiicreleri ekilmis
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periyodik doku iskeleleri kullanilmistir. 21 giiniin sonunda Alizarin Kirmizist S
boyasiyla doku iskeleleri boyandiktan sonra inverted mikroskop ile goriintiileri
kaydedilmistir. Kaydedilen bu goériintiiler Sekil 3.23’te verilmistir. Eger mineral varsa
doku iskelesi tizerinde kirmizi bir renk olugsmaktadir. Hiicresiz olan doku iskelelerinde
herhangi bir kirmiz1 renk olusumu gézlemlenmemistir. Mekanik yiik etkisi altindaki
doku iskelelerinde daha fazla kirmizilik gézlemlenmistir. Ayrica periyodik doku
iskeleleri Gzerindeki mineralleri kantitatif olarak analiz etmek icin periyodik doku
iskelelerinde bulunan kalsiyum depozitleri ekstraksiyon yontemiyle ¢ikarilmistir.
Daha sonra elde edilen siipernatantlarin absorbanslari 570 nm’de mikroplaka
okuyucu’da okunmustur. Sonuglar Cizelge 3.4’te verilmistir. Mineralizasyon
analizlerinde de kontrol grubu olarak mekanik yiikiin uygulanmadig1 periyodik doku
iskeleleri sec¢ilmistir. Mekanik yiikiin uygulandigi degerler kontrol grubunun
degerlerine gdére normalize edilmistir. Normalize edilen sonuglar Sekil 3.24°te
verilmistir. Bu sonuglara gore mekanik yiikiin kemik olusumunda etkin bir rolii olan
mineral depozitlerinin olusumu iizerinde olumlu etkisinin oldugu acgikca
goriilmektedir. Mineralizasyon sonuglarina gore en yiiksek deger 2 N yiik altinda
BCC75 doku iskelesinde gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda BCC75 doku iskelesi en
yiiksek spesifik yiizey alan1 degerine sahip doku iskelesidir.

Mikro-BT analizleri i¢in mineralizasyon analizinde izlenen yolun aynisi izlenilmistir.
Mekanik yiik olarak 1 N ve 2 N’luk yiikler kullanilmis olup kontrol grubu olarak
mekanik yiik uygulanmamis doku iskeleleri kullanilmistir. 21 giinlin sonunda doku
iskeleleri 1x PBS ile yikanmistir. Daha sonra %10 formalin ile fiksasyon islemi
gerceklestirilerek Mikro-BT taramalari igin hazir hale getirilmistir. Mikro-BT
analizindeki parametreler Cizelge 3.5’te verilmistir. BCS ve BCC periyodik doku
iskelelerinin mikro-BT gorintiileri ise Sekil 3.25 ve Sekil 3.26’da verilmistir. Her bir
doku iskelesi i¢in iki farkli goriintii alinmistir. Bunlardan ilki herhangi bir filtreleme
islemi yapmadan periyodik doku iskelelerini gosteren goriintiidiir. Digeri ise periyodik
doku iskelelerini filtreleyerek sadece hFOB 1.19 hiicrelerinin irettigi mineralleri
gosteren gorlintlidiir. Sekil 3.25’teki BCS doku iskelelerinin mikro-BT goruntileri
incelendiginde mekanik yiikiin BCS75 doku iskelesine hasar verdigi goriilmiistiir.

BCC doku iskelelerinde ise hasar gézlemlenmemistir.

Periyodik doku iskeleleri zerinde mekanik ylkln etkisini mikro-BT analiziyle

karakterize edebilmek igin sadece mineralleri gdsteren goriintiiler kullanilmistir.
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Mineral goriintiilerindeki beyaz pikseller mineralleri temsil ettigi i¢in goriintli isleme
yontemiyle her bir goriintiideki beyaz piksellerin sayist belirlenmis olup sonuglari
Cizelge 3.5’te verilmistir. Kontrol grubu olarak secilen yiiksiiz durumdaki doku
iskelelerinin piksel sayisina gore mekanik yiiklii durumdaki doku iskelelerinin piksel
sayist normalize edilmistir. Normalize edilmis mikro-BT analiz sonuglart Sekil
3.27°de verilmistir. Bu sonuglara gore mekanik yiikiin mineral olusumu {izerine
belirgin bir etkisinin oldugu tespit edilmistir. En yiiksek sonug 2 N yiik altinda BCS75
doku iskelesinde gozlemlenmistir. BCS75 doku iskelesi ayni zamanda en yliksek
spesifik enerji emilimi degerine sahip doku iskelesidir. Bu da mekanik testlerden elde
edilen sonugla uyumlu oldugunu gostermektedir. Fakat BCS75 doku iskelesinin
uygulanan mekanik yiikler sonucunda hasara ugradigi goz ardi edilmemelidir.
Normalize edilmis mikro-BT sonuglar1 incelendigi zaman BCS50 doku iskelesi hari¢

artan mekanik yiikle birlikte mineral olusumunun da arttig1 bir egilim vardir.

4.4 Periyodik Doku Iskelelerinin In Silico Model ile Karakterizasyonu

In silico model sayesinde doku iskelesi malzemesi biyobozunmaya ugrarken es
zamanlt olarak kemik dokusundaki degisimler go6zlemlenebilmektedir. Fakat
periyodik doku iskelelerinin biyobozunma deneyi sonuglarina gore 120. giine
gelindiginde dahi mekanik ozelliklerde pek degisim gozlemlenmemistir. Bundan
dolayr da in silico modele doku iskelelerinin biyobozunma davranisi dahil
edilmemistir. Periyodik doku iskelesi tizerindeki kemik dokusunun yogunluk degisimi
ise Denklem 2.16°da verilen kemik yapilanma modeli kullanilarak hesaplanmaktadir.
Fakat kullanilan kemik yapilanma modeli baz1 katsayilar igermektedir. Bu katsayilar
da sonucu dogrudan etkilemektedir. In vitro analizler sayesinde (Mineralizasyon ve
Mikro-BT) bu katsayilar tespit edilmistir. In silico modelde kullanilan katsayilarin

belirlenmis olmasi1 doku iskelesi tasarim1 yapmak i¢in 6nemli bir ¢iktidir.

In silico modelde kullanilan kemik yapilanma modelindeki katsayilar belirlendikten
sonra simiilasyonlar 21 giline karsilik gelecek sekilde 21 c¢evrim caligtirilmistir. In
silico modelde her bir ¢evrim bir giine karsilik gelmektedir. In silico modelden BC,
BCS ve BCC doku iskeleleri i¢in kemik yogunluk dagilimlari elde edilmis ve sonuglari
Sekil 3.28-30’da verilmistir. Ayrica mikro-BT ve mineralizasyon analizinden elde
edilmis normalize sonuglarla in silico modelden elde edilmis sonuglari kiyaslamak i¢in

simulasyon sonundaki kemik kiitlesi baslangi¢ kemik kiitlesine gore normalize
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edilmistir. In silico analiz sonuglarint mineralizasyon ve mikro-BT analizi sonuglariyla
kiyaslayabilmek i¢in normalizasyon islemi %50 ve %75 gozenek oranina sahip BCS
ve BCC doku iskeleleri i¢in gergeklestirilmistir. In vitro ve in silico analizlerden elde
edilen tiim normalize edilmis sonuglar Sekil 4.4’te verilmistir. Sekil 4.4’teki normalize
edilmis sonuglar incelendiginde 1 N yiik altinda BCS50 doku iskelesinin mikro-BT
analizinden elde edilen sonu¢ disinda diger sonuglar birbiriyle uyumlu ¢ikmustir.
Mikro-BT analizi sonuglart bakimindan en yiiksek sonug 2 N’luk mekanik uyar etkisi
altinda BCS75 doku iskelesinde gdzlemlenmistir. Mineralizasyon analizi sonuglari
incelendigi zaman ise en yiliksek sonu¢ 2N yiik altinda BCC75 doku iskelesinde

gbzlemlenmistir.

mMineral (1N‘)
mMicro-CT (1N)
i=in Silico (1N)
mMineral (2N)
mMicro-CT (2N)
i=In Silico (2N)

Normalize Sonuglar

BCS50 BCS75 BCC50 BCC75
Doku iskelesi

Sekil 4.4: Normalize edilmis sonuglar.

In silico analizden elde edilen sonuclarda ise 2 N yiik altinda BCS75 doku iskelesi en
yiiksek degere sahiptir. Sonu¢ olarak BCS75 ve BCC75 doku iskelelerinin en iyi

sonuglara sahip oldugu goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kemik doku iskeleleri kemik doku miihendisligi uygulamalarinin 6nemli
unsurlarindan birisidir. Ayrica saglikli bir sekilde kemik dokusunun kendisini
yenileyebilmesi i¢in kullanilan doku iskelelerinin de bir¢ok 6zellige sahip olunmasi
gereklidir. Bunlar htcrelerin tutunup blyuyebilmesi igin yeterince genis yiizey alani,
besin ve oksijen diflizyonu i¢in gozeneklilik, mekanik dayanim, biyouyumluluk ve
biyobozunma gibi siralanabilir. Kemik yenilenme siireci mekanobiyolojik bir siire¢
oldugu icin kemik doku miihendisligi uygulamasinda kullanilacak doku iskelesindeki
gerilme ve sekil degistirme dagilimi dogrudan kemik yenilenme siirecini
etkileyecektir. Gozenekli kemik doku iskelesi tasariminda farkli gozenek geometrileri
veya gozenek orani gibi farkli tasarim parametreleri kullanarak kemik yenilenme
siireci de iyilestirilebilir. Ciinkii gézenek geometrisi veya gozenek orani degistigi
zaman doku iskelesi iizerindeki gerilme ve sekil degistirme dagilimi tamamen
degisecektir. Bu da dogrudan kemik yenilenme siirecini etkileyecektir. Ayrica bu
tasarim parametrelerinin degistirilmesi de doku iskelelerinin mekanik dayanimini ve

biyobozunma davramsini da etkileyecektir. Ideal bir doku iskelesi tasarimi yapmak

icin tiim bunlarin es zamanl olarak degerlendirilmesi gerekmektedir.

Farkli tasarim parametrelerine sahip periyodik doku iskelelerinin biyobozunma
davranis1 hem iki farkli niimerik yaklasimla hem de mekanik yiik etkisi altinda
deneysel olarak incelenmistir. Doku iskelesi boyutlar1 ve gézenek oranlarina (%50,
%62,5 ve %75) gore belirlenmis ve mekanik yiik etkisi altinda doku iskeleleri igin
kabul edilebilir bir gerilme degeri olusturacak 4 N’luk mekanik yiik biyobozunma
siiresi boyunca siirekli olarak uygulanmistir. Biyobozunma deneyleri 120 giin boyunca
gerceklestirilmis olup bu siirede kayda deger mekanik 6zellik ve agirlik kayb1 degisimi
olmamigtir. Buradan da ilk 120 giinde doku iskelelerinin biyobozunma olgusunun ilk
asamasinda oldugu anlasilmistir. Doku iskeleleri i¢in biyobozunma davranigini
nimerik olarak karakterize etmek icin kullanilan birinci dereceden kinetik
biyobozunma modelinde belirli bir katsay:1 ile tim doku iskelesi elemanlarinin

molekiiler agirligi azalmaktadir ve buna bagl olarak da elastisite modiilii degerleri
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baslangigtan itibaren siirekli olarak diigmektedir. Bu niimerik model biyobozunmanin
bir sonraki agamasini karakterize etmektedir. Diflizyon esasli biyobozunma modeli ise
doku iskelesi elemanlarinin igerisindeki su konsantrasyonuna gore molekiiler agirlik
degisimini dikkate almaktadir. Su ise doku iskelesi elemanlarinin igerisine difiizyon
yoluyla girmektedir ve bu degerler difiizyon denklemiyle hesaplanmistir. Bu modelde
4e-7 mm?/gin ve 4e-8 mm?/giin olmak iizere iki farkl difiizyon katsay1
kullanilmistir. Kullanilan bu katsayilarla 120 giinliik biyobozunma analizleri yapilmis
ve deneysel sonuglarla uyumlu oldugu goriilmiistiir. Ayrica bu model 500 giine kadar
%62,5 gozenek oranina sahip doku iskeleleri i¢in calistirilmis olup 150. giinden
itibaren doku iskelelerinin rijitlik degerlerinin ciddi oranda diismiistiir. Bu da difilizyon
esasli biyobozunma modelinin hem birinci asamay1 hem de ikinci asamay1 kapsadigini
gostermektedir. Ideal bir doku iskelesi tasarimi gerceklestirmek icin biyobozunma
davraniginin iyi bir sekilde analiz edilmesi gereklidir. Bu noktada tez ¢alismasinin

biyobozunma karakterizasyonu kisminda elde edilen sonuclar su sekilde 6zetlenebilir.

e Numerik modellerden birinci dereceden kinetik biyobozunma modeli
biyobozunma olgusunun ikinci agamasini ele almaktadir.

e Diflizyon esasli modelden elde edilen sonuglar biyobozunma deneyleriyle
uyumlu ¢ikmistir. Bu model 500 giine kadar calistirilmis olup biyobozunma
olgusunun hem birinci agamasint hem de ikinci asamasini kapsamaktadir.
Difiizyon esaslt modele gore 150. giinden sonra biyobozunmanin ikinci
agsamasi baslamaktadir.

e Su emilimi hicre buyumesi icin 6nemlidir. Biyobozunma deneylerinde tim
periyodik doku iskeleleri 60. giinde maksimum su emilimine ulasmistir. %62,5
gozenek oranma sahip BCC doku iskelesi en yiiksek su emilim seviyesine
sahiptir.

e Agirlik artis oranina kiyasla daha fazla su emme orani, iceride hapsolmus su
anlamina gelir ve Asama I’deki artan rijitlik, sikistirilamaz sivi birikimiyle
iligkili olabilir.

e Biyobozunma deneylerinden elde edilen sonuglara gére doku iskelelerinin
belirli bir egilim yaratmamaktadir. Bagka bir deyisle, ylizey alanini artirmanin
veya azaltmanin daha iyi doku iskelesi tasarimi i¢in belirli faydalar

yaratabilecegini sOylemek miimkiin degildir. Bununla birlikte, %75'lik BC ve
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%350'lik BCC, biyobozunma sirasinda uzun siireli dayaniklilik i¢in avantaj
olabilecek bir rijitlik artis1 sunmaktadir.

e 9%62,5 gozenek oranina sahip BCC su emilimi agisindan en iyi ¢dzimi
sunarken, %75 gdzenek oranina sahip BC ve %50 g6zenek oranina sahip BCC
Asama I'de en yiiksek rijitlik artisin1 sunmaktadir. 4 N’luk mekanik yik etkisi
altinda %75 g6zenek oranina sahip BCS doku iskelesinde yaklasik 4500 pe’lik
maksimum es deger birim sekil degistirme degeri gorilmektedir ve bu nedenle
hasara ugradigi i¢in 15. giinden itibaren yiiklii biyobozunma deneylerine
devam edilmemistir. Bu nedenle biyobozunma agisindan, optimum doku iskele

geometrisi %50-62 arasinda gozeneklilige sahip BCC olacaktir.

In vitro deneylerde farkli tasarim parametrelerine sahip periyodik doku iskeleleri
tizerindeki kemik hiicrelerinin mekanik yiik etkisi altinda nasil davrandiklarini

karakterize edebilmek i¢in su analizler gerceklestirilmistir.

e Mekanik yiik etkisi altinda canlilik analizi
e Mekanik yiik etkisi altinda ALP enzim aktivitelerinin dl¢iilmesi
e Mekanik yiik etkisi altinda mineralizasyon analizleri

e Mekanik yiik etkisi altinda mikro-BT analizleri

Canlilik 6l¢timleri %50 ve %75 gozenek oranma sahip BC, BCS ve BCC doku
iskelelerinde 2 N’luk mekanik yiikin ginde 30 dakika uygulanarak 2 giiniin sonunda
gerceklestirilmistir. Kontrol grubu olarak ise yiikiin uygulanmadigi doku iskeleleri
kullanilmistir. %50 gozenek oranina sahip doku iskelelerinde BCC doku iskelesine
uygulanan 2N’luk yiikiin yiiksiiz BCC doku iskelesine oranla canlilikta yaklasik olarak
18 katlik bir artis gézlemlenmistir. Ayni kosullarda %75 gézenek oraninda ise en etkili
artis 2 N’luk yiik etkisi altindaki BCS geometrisinde goriilmiistiir. Canlilik sonuglarina
gore in vitro kosullarda optimum geometrinin %50 porozitede BCC oldugu

Ol¢llmistir.

ALP enzim aktivitesi Ol¢timleri de canlilik analizlerinde kullanilan doku iskeleleriyle
2 N’luk yiik ile gergeklestirilmistir. Alkalen fosfotaz bir erken osteoblast farklilasma
belirtecidir. Enzim aktivitesiyle birlikte osteoblast minerallesme metabolizmasi aktive
edilir. Osteoblast hiicrelerinin mineral depozitleri olusturmasi 21-28 giin arasinda (geg
farklilasma belirteci) gerceklesen bir siiregtir. Bu kisimda erken farklilasma belirteci

olan ALP enzim aktivitesi 7 giin sonunda degerlendirilmistir. ALP enzim aktivitesi
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farkli gézenek orani ve geometrilerde kontrol gruplariyla kiyaslandiginda énemli bir
degisiklik gostermemistir. Ancak uygulanan yiikiin PLA doku iskeleleri tizerindeki
kemik olusumunu tetiklemesini gézlemleyebilmek icin daha uzun bir siirece ihtiyag
oldugunu goriilmiistiir ve bundan dolayr 21 giinliik mineralizasyon analizleri

gergeklestirilmistir.

Mineralizasyon analizleri icin doku iskelelerine osteojenik farklilasma ortamina
alindiktan sonra 21 giin boyunca giinde 30 dakika olmak tizere 1 N ve 2 N’luk mekanik
yik uygulanmistir. Sekil 3.24’te Alizarin Kirmisizi S boyas: ile boyanmis doku
iskelelerinin  goriintiileri verilmistir. Inverted mikroskoptan alinan goriintiiler
incelendigi zaman mekanik yik uygulanan doku iskelelerindeki renk yik
uygulanmayan numunelere gore daha koyudur. Hi¢ hiicre ekilmemis doku
iskelelerinde ise herhangi bir renk goriinmemektedir. Bu da renklenmenin oldugu
numunelerde minerallerin varligin1 gostermektedir. Olusan kalsiyum minerallerini
kantitatif olarak degerlendirmek i¢in doku iskelelerinden mineral ekstraksiyonlari
gerceklestirilmistir. Bu ekstraksiyonlarin siipernatantlart 570 nm’de mikroplaka
okuyucu ile 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglar yiiksiiz doku iskelelerinin sonuglarina
bolunerek normalize edilmistir. BCS50 doku iskelesi hari¢ diger doku iskelelerinde
artan yiikle birlikte mineral miktarinin da arttig1 goriilmiistiir. BCS50 doku iskelesinde
ise 1 N ve 2 N yiik altinda elde edilen sonuglar birbirine yakin ¢ikmistir. En yiiksek
mineral miktariin 2 N yiik altinda BCC75 doku iskelesinde oldugu tespit edilmistir.
BCC75 doku iskelesi en yiiksek spesifik yilizey alanina sahip doku iskelesidir. Bu da
spesifik yiizey alaninin doku iskelesi uygulamalarinda onemli bir yere sahip

oldugunun gostergesidir.

Mikro-BT analizleri de mineralizasyon analizinde izlenen yontemle ayni sekilde %50
ve %75 gozenek oranina sahip BCS ve BCC doku iskelelerinde osteojenik farklilagma
medium’u eklendikten sonra 21 giin boyunca giinde 30 olmak Uzere 1 N ve 2 N
mekanik yik uygulanarak gerceklestirilmistir. 21 giiniin sonunda doku iskeleleri
%10’luk formalin ile fiksasyon islemi yapildiktan sonra mikro-BT taramasi
yapilmistir. Mikro-BT goriintiileri incelendigi zaman BCS75 doku iskelesinin hasara
ugradigi  gozlemlenmistir. Bunun disindaki doku iskelelerinde ise hasar
gozlemlenmemistir. Mikro-BT taramalarinda doku iskeleleri filtrelendikten sonra
mineral miktarini belirleyebilmek i¢in goriintii isleme yonteminden yararlanilmistir.

Gorlintii isleme yontemi kullanilarak mineralleri temsil eden piksel sayilar
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cikarilmigtir. Yukli durumdaki doku iskelelerindeki piksel sayilari yiiksiiz doku
iskelelerindeki piksel sayilarina boliinerek normalize edilmistir.  Mikro-BT
taramasindan elde edilen normalize piksel sayilarim1 veren grafik Sekil 3.27°de
verilmistir. Elde edilen sonuclar mineralizasyon analizinden elde edilen sonuclarla
uyumlu ¢ikmistir. Mikro-BT analizinde de BCS50 doku iskelesi hari¢ artan yukle
birlikte olusan mineral miktarinin artti1 tespit edilmistir. En yiiksek deger BCS75
doku iskelesindedir. BCS75 doku iskelesi en yiiksek spesifik enerji emilimi degerine
sahip doku iskelesidir. kinci sirada en yiiksek degere sahip olan doku iskelesi ise
BCC75 doku iskelesidir. BCC75 doku iskelesi ise en yiksek ikinci spesifik enerji
emilimi degerine ve en yiiksek spesifik yiizey alan1 degerine sahip doku iskelesidir. In

vitro analizlerden elde edilen sonuglar su sekilde 6zetlenebilir.

e Canlilik analizi sonuglarina gére mekanik yiikiin BC doku iskelelerinde olumlu
bir etkisinin olmadigi goriilmiistiir. Bunun temel nedeninin BC doku
iskelesinin sadece yatay ve dikey cubuklardan olusmasi oldugu
diistiniilmektedir. Bu doku iskelesinde yer ¢ekimi etkisi altinda hiicrelerin
tutunmasimin diger doku iskelelerine goére daha zor olmasi oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica BC doku iskeleleri diger doku iskelelerinden daha
yiiksek rijitlik degerine sahip oldugu i¢in spesifik enerji emilimi degerleri de
daha disiiktiir. Bundan dolay1 mineralizasyon ve mikro-BT analizlerinde BC
doku iskeleleri kullanilmamastir.

e ALP enzim aktiviteleri osteojenik farklilagma medium’u eklendikten 7 giin
sonra Olcllmiistiir. Elde edilen sonuclarina gore tiim doku iskelelerinde
mekanik yilikiin anlamli bir farklilik olusturmadigi goriilmiistiir. Bundan
dolayr daha uzun siireli (21 giin) mineralizasyon ve mikro-BT analizleri
gergeklestirilmistir.

e Osteojenik farklilagma medium’u eklendikten 21 giin sonra %50 ve %75
gbzenek oranina sahip BCS ve BCC doku iskelelerine mineralizasyon analizi
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar yiiksiiz doku iskelesinden elde edilen
sonuglara oranlanarak normalizasyon islemi gergeklestirilmistir. Bu sonuglara
gére BCC50 ve BCC75 doku iskelelerinde artan mekanik yikle birlikte
mineral olusumunun da arttigt gézlemlenmistir. BCC50 doku iskelesinin
sonuglart incelendigi zaman 1 N mekanik yiikiin mineral olusumu iizerine

etkisi olmadig1 goriilmektedir. Benzer sonuglar BCS75 doku iskelesinden de
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almmustir. Fakat BCS50 doku iskelesinde elde edilen sonuglar beklenenin aksi
yoniinde ¢ikmustir.

e Mikro-BT analizleri de mineralizasyon analizleri gibi osteojenik farklilasma
medium’u eklendikten 21 giin sonra 1 N ve 2 N mekanik yiik etkisi altinda %50
ve %75 gbzenek oranina sahip BCS ve BCC doku iskeleleri igin
gerceklestirilmistir. Mikro-BT analizlerinde mineral miktarlar: goriintii isleme
yontemiyle belirlenmistir. Yikli durumdaki degerler yiiksliz durumdaki
degerlerle orantilanarak normalize edilmistir. Elde edilen sonuglar
mineralizasyon analizinden elde edilen sonuglarla benzer sekilde ¢ikmis olup
BCS50 doku iskelesi hari¢ artan mekanik yiikiin mineral olusumunu arttirdig1

tespit edilmistir.

Kemik doku iskelelerinin tasarim parametrelerini  nidmerik olarak da
degerlendirebilmek i¢in in silico model tasarlanmistir. Bu in silico model sonlu
elemanlar yontemine dayanmaktadir. Mekanik yik etkisi altinda doku iskelesinden
gerilme ve birim sekil degistirme degerleri alindiktan sonra bu ¢iktilar Bolim 2.8°de
anlatilmis olan kemik yapilanma modelinde kullanilmaktadir. Denklem 2.16 ile
tanimlanan kemik yapilanma modeli iki adet katsay1 icermektedir. Bu katsayilar B ve
k olup dogrudan kemik rejenerasyonunu etkileyecek katsayilardir. Bu katsayilari
belirleyebilmek igin in vitro analiz ¢alismalar1 gergeklestirilmistir. Bu analizlerde
mekanik yik etkisi altinda hiicre canliigi ve ALP enzim aktivitesi Ol¢timleri
yapilmistir. Fakat elde edilen sonuglarla in silico modelde kullanilan katsayilar
belirlenememistir. Daha sonra 21 gunlik mineralizasyon ve mikro-BT analizleri
gerceklestirilmis olup elde edilen sonuglar kontrol grubu degerlerine normalize
edilerek hem birbirleriyle kiyaslanabilir hale hem de in silico model sonuclartyla
kiyaslanabilir hale getirilmistir. Kemik yapilanma modelindeki katsayilar1 belirlemek
icin mineralizasyon ve mikro-BT analizlerindeki yiikleme sartlarinin aynisi in silico
modele de tanimlanmis ve bir dizi parametrik simiilasyonlar gerceklestirilerek ve
sonuglart normalize edilmis mineralizasyon ve mikro-BT sonuglariyla kiyaslanarak
kemik yapilanma modelindeki katsayilar belirlenmistir. Bu katsayilar B =
25000 ((g cm™3)2(MPa x time unit)™1) ve k=4e—10]/g olarak
belirlenmistir. Bu modelle doku iskelelerinin in silico simiilasyonlar1 21 giine karsilik
gelecek sekilde 21 ¢evrim olarak giinde 30 dakika boyunca 1 N ve 2 N mekanik yiik

altinda calistirilmustir. In silico modelden elde edilen normalize edilmis sonuglar
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incelendiginde en yliksek sonuclarin 2 N yiik altinda %75 g6zenek oranina sahip olan

doku iskelelerinde oldugu gozlemlenmistir.

BCS doku iskeleleri diger doku iskelelerine gore daha diisiik rijitlik degerine sahip
olduklart i¢in daha fazla sekil degistirme enerjisine sahiptirler ve bundan dolay1 da
BCS doku iskelelerindeki kemiklesme oranlar1 diger doku iskelelerinden daha
yuksektir. Fakat hem basma simiilasyonlarindan alinan sonuglarda hem de in vitro
analizlerden alinan sonuglara gore 6zellikle BCS75 doku iskelesi hasara ugramaktadir.
Ikinci sirada ise BCS50 doku iskelesi gelmektedir. Bunun ana nedeni ise agili
cubuklarin birlesim bolgelerinde daha yiiksek gerilme degerlerinin olmasi ve bu
bolgelerde niimerik modele gore daha fazla kemik yogunlugu artiginin olmasi
sOylenebilir. BCC75 doku iskelesi ise ti¢lincii en yiiksek degere sahip doku iskelesidir.
BCC75 doku iskelesi hem en yiksek spesifik yiizey alanina hem de en yiiksek ikinci
spesifik enerji emilimi degerine sahiptir. Ayrica deneyler esansinda da uygulanan

mekanik ytikler altinda hasara ugramadigi da gozlemlenmistir.

Sonu¢ olarak bu tez kapsaminda mekanik yik etkisi altinda farkli tasarim
parametrelerine (gézenek geometrisi ve orani) sahip kemik doku iskelelerinin kemik
doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilirligi ve tasarim parametrelerinin
kemik doku iskelelerinden beklenen 6zellikler iizerine etkisi 3 ana baslik altinda hem

deneysel hem de nlimerik olarak incelenmistir. Bunlar

e Mekanik 6zellikler
e Biyobozunma 6zellikleri

e Kemik rejenerasyonu
olarak siralanabilir.

Tez kapsaminda yapilan tim c¢alismalardan elde edilen sonucglara gore gozenek
geometrisi ve oranm1 gibi farkli tasarim parametrelerinin doku iskelelerinin basarisi
tizerine ¢ok dnemli etkilerinin oldugu goriilmiistiir. Bu tasarim parametreleri dogrudan
spesifik enerji emilimini ve spesifik yiizey alanini etkilemektedir. Yapilan analizlerin
sonucunda da bu degerlerin yiiksek oldugu doku iskeleleri daha olumlu sonuglara
sahiptir. Ayrica in vitro analizlerden elde edilen kemik yapilanma modelindeki
katsayilarla in silico modelde ¢ok ¢esitli doku iskelesi tasarimlari denenebilecektir. Bu
da daha basarili doku iskelesi tasarimlar1 gergeklestirmek icin olduk¢a Snemlidir.

Yapilan in vitro analizler statik yiikleme altinda yapilmistir. Fakat kemik doku
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iskelelerinin  kullanim yerlerinde dinamik yiiklemelere de maruz kalacagi
diisiiniilmektedir. Bundan dolayr bu analizlerin dinamik yilikleme altinda da
gerceklestirilip sonuglarinin statik yiikleme sonuglariyla kiyaslanmasi 6nemli sonuglar
verecektir. Ayrica yapilan 120 gunluk biyobozunma deneylerinde mekanik
ozelliklerde kayda deger degisimler gozlemlenmemistir. Bu da ilk 120 giinde
biyobozunmanin ilk asamayr ge¢mediginin gdstergesidir. Ikinci asamaninda
g6zlemlenmesi icin daha uzun streli biyobozunma deneylerinin yapilmasi ve 6zellikle
ilk niimerik model olan birinci dereceden kinetik modelin bu bélgeyi dogru bir sekilde

simiile edip edemeyeceginin tespit edilmesi de dnemli sonuglar verecektir.
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EKA:
EK B:
EKC:
EK D:
EK E:

EK F:

EK G:

3 Boyutlu Sonlu Elemanlar Teorisi

3 Boyutlu Sonlu Elemanlar Kodlarinin MATLAB Ortaminda Olusturulmasi
Difiizyon Esasli Biyobozunma Modelinin MATLAB Ortaminda Coziimii
Kemik Yeniden Yapilanma Modelinin MATLAB Ortaminda Coziimii
Periyodik Doku Iskelelerinin Von Mises Gerilme ve Es Deger Birim Sekil
Degistirme Dagilimlari

Birinci Dereceden Kinetik Biyobozunma Modelinden Elde Edilen Malzeme
Ozelliklerine Gore Periyodik Doku Iskelelerinin 4 N Yiik Altinda Von Mises
Gerilme, Toplam Yer Degistirme ve Es Deger Birim Sekil Degistirme
Dagilimlari

Periyodik Doku Iskelelerinin Difiizyon Esasli Biyobozunma Modelinden Elde
Edilen Su Konsantrasyonu, Molekiiler Agirhk ve Elastisite Modiilii
Dagilimlari
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EKA

1. 3 Boyutlu Sonlu Elemanlar Teorisi

3 boyutlu sonlu elemanlar programinda 8 dii§iim noktasina sahip kiip elemanlar

kullanilmistir. Sekil 1° de sonlu elemanlar analizinde kullanilan 3 boyutlu geometrinin

meshleri ve diigiim noktalar1 verilmistir. Her bir diigiim noktas1 3 adet serbestlik

derecesine ve 8 diigiim noktal1 her bir eleman 24 serbestlik derecesine sahiptir.

10,1112

3

.
13,14,15

4

16,1718

18,20,21

®)

22,23,24

25,26,27

Sekil A.1: 3 boyutlu geometri i¢in kullanilan kiip elemanlar ve diigiim noktalar1.

8 diiglim noktal1 kiip elemanin diigiim noktalarinin yerlesimi Sekil A.2a’ da goriildiigii

gibidir.

(-L1,1) (1,1,1)

(1,1,-1)

(-1,-1,-1) (1,-4-1)
{b)

Sekil A.2: 8 diigiim noktali kiip eleman a) global kartezyen koordinatlar b) orijin
noktas1 merkezde bulunan yerel koordinatlar.

Burada Sekil A.2b’ de goriilen r, s, ve t yerel koordinatlar olarak kullanilmistir. Yerel

koordinat takiminin orijin noktas1 kiipiin merkezindedir.
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r= ,  Ss= , t= (A1)
a a a
Burada 2a kiipiin bir kenar uzunlugudur. Elemanin merkezinin koordinatlari
X1t Xy Yt Ys 1t 7
= = = A2
* 2 7 2 7 2 (A2)

dir. Burada yerel koordinatlar olan r, s ve t Sekil 2b’ de goriildiigii gibi -1 veya +1

degerlerini almaktadir.

2. Sekil Fonksiyonlar: Matrisi [N]

Sekil A.2b’ deki elemanin 8 diiglim noktasina karsilik gelen sekil fonksiyonlari
asagidaki gibi yazilabilir.

M= =N
N, = % (1—1)(1=s)1+6)
N; = % A+rA-s)A+1)
N, = % A+ —s)1—t)
1 (A3)
No= 2 (1=n(+5)1-1)
N, = % (1—1)(1+ )1 +6)
N, = % A+ + )1 +6)
1

Ny = 2 1+NA+)(1-0)

Burada (r, s, t) Sekil A.2b’ deki elemanin yerel koordinatlaridir. Sekil A.2a’daki global
koordinatlar1 agsagidaki gibi ifade edilebilir.

8 8 8
x = Z N;(r,s, t)x;, y = Z N;(r,s, t)y;, zZ = z N;(r,s,t)z; (A.4)
i=1 i=1 i=1

Global koordinatlarda kup eleman igerisindeki bir noktanin yer degistirmeleri

asagidaki sekilde yazilabilir.
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8 8
u(x,y,x) = ZNi(r, s, tu;, vix,y,x) = ZNi(r, s, t)v;,
i=1 i=1 (A5)

8
w(x,y,x) = z N;(r,s, t)w;
i=1

Burada u, v ve w global x, y ve z dogrultularindaki bir noktanin (X, y, z) yer
degistirmeleridir. u;, v; ve w; (i=1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8) Sekil A.2a’daki elemanin her
bir diigiim noktasinin yer degistirmeleridir. Matris formda elemanin yer degistirme

fonksiyonu su sekilde yazilabilir.

(U1
Vg
W1
u(,y,2)) Ny 0 0 N, 0 0 = Ny 0 07|72
v(,y,z);=|[0 N O 0O N, 0 = 0 Ny 0]|< % (AS)
w(x,y,7) 0 0 Nj 0 0 N, -~ 0 0 Ngl|?
Ug
Ug
\Wg/
Denklem A.6 daha sade halde su sekilde ifade edilebilir.
u
{v} = [N]{u®} (A7)
w
Burada
N O O N, O O -« Ng 0 O
[N]=|0O N O O N, O = 0 Ng O (A.8)
0 0 Nl 0 0 N2 cee 0 0 N8

sekil fonksiyonudur. {u€} Sekil 2a’ daki 8 diigim noktali elemanin diigiim noktasi yer

degistirme vektoriidiir.

3. Jakobiyen Matrisi [J]

Jakobiyen matrisi

[0x dy 02z

Jdr OJr Or

dx Jdy 0z
= |- Z Z A9
U] ds Jds O0s (A9)

dx 0dy 0z
Lgt  Jdt Ot
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dir. Denklem A.3 ve Denklem A.4, Denklem A.9° da yerine konulursa

- 8 8 8
DG D o
or 0 Liarlt Lor &
i=1 =1 =1
8 8 8
S A N7 N, N,
- os U L as Yt L s B
i=1 =1 =1
8 8 8
N N, N,
_ n Lot )t Lo G
=1 =1 =1 -

elde edilir. Burada

8
Z aNl
or

i=1

8
z dN;
or

i=1

2

i

ia

i=1

D

r

=5

8
> G
6s

=1

o~

Y
=

8
Zas% 8

i=1

2:

i

Zg:a

i=

=3}

S

8
Z aNl
dt

i=1

Yi= 5

v = 5[0 - 9~ D~ 1) + (1 =)L+ ~x2)

+ (A +s)A—-0)(xg—x5) + (A +5)A+t)(x; — x4)]

1

(A=A -0 —y) + A =)A +)(y3 = y2)

(D

+ (1 +)A-6)(yg—ys) + (1 + )1+ ) (y7 = ye)]

i = _[(1 —s)A-0)(zs—2z) + (1 —=5)A +t)(z5 — z3)
+ (1 +s)A—t)(zg —25) + (1 + )1+ t)(z7 — Z6)]

= AP - O — ) + (1= DA+ O (xe — x2)

CD

+A+r)A+)(; —x3)+ (1 +7r)(1 —t)(xg — x4)]

U

[(A-MA-@s—y)+A-1A+)(ys — ¥2)

OO

+ (1 +r)A+6)(y, — ¥l

Y+ AP~ D0
7= 10 =P = Dz — ) + (L= (A + Dz~ 2)

+A+r)A+t)(z;—2z3) + (A +1r)A —t)(zg — z,)]

v = 5[0 =P~ ) ~x) + 1+ - )~ )

+ A —-7r)A+s)(xg—x5)+ A +7r)A+5)(x; — x5)]
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(A=A =)@, —y)+ A +7r)A—35)(Y3 —Vs4)

Nl
QO
2|2
=<
Il
x|

+ (A=A +)¥s —ys) + (1 + 1)1 +5)(y7 — ys)]

(A=A =5)(zz —z) + (A +7)(A —5)(z3 — 24)

'Moo
Q
S| =
N
Il
| -

+ (A -7r)A+5)(zg—25)+ (A +r)A+5)(z7 — z5)]

4, Elastik Malzeme Ozelligi Matrisi [D]
3 boyutlu katinin bir noktasinda 6 gerilme bileseni vardir. Bu bilesenler asagidaki
sekilde vektor formunda yazilabilmektedir.

O'T = {O'x Gy 0z Txy Txz Tyz} (A.12)

Bu 6 gerilmeye karsilik gelen 6 tane de birim sekil degistirme bileseni vardir ve bu

bilesenlerde asagidaki gibi vektdr formunda yazilabilir.
€T= {Sx gy &z ny Vxz yyz} (A.13)

Gerilme — Birim Sekil Degistirme iliskisi matris formda asagidaki sekilde ifade edilir.

r1—v v v 0 0 0
P v 1-v v 0 0 0 <
Ox v v 1-—v 0 0 0 (gx
o E 0 0 0o =% 0 | 5
(T T > O i”‘y (A14)
Txz 0 0 0 0 0 Vxz
tTsz 2 1—2p ksz)
0 0 0 0
| 2
{o} = [D]{e} (A.15)

Burada [D] 6x6 matris boyutuna sahip olup elastik malzeme 6zelliklerini temsil eder.

5. Birim Sekil Degistirme — Diigiim Noktas1 Yer Degistirme Matrisi [B]

8 diigiim noktali eleman i¢in, birim sekil degistirme — yer degistirme iliskisi asagidaki

sekilde ifade edilebilir.
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r  Ou ) 1
— — 0 0
Ox 0x
ov 0 d 0
Ex dy dy
&y ow d
A 0z L = D o 1{; A.16
yxy - ou av - 0 d ( . )
Y — 4+ — — — 0| W
k xZJ dy Ox dy oOx
Yyz Ju N ow 0 0 0
0z 0x dz 0x
ov N ow 0 Jg 0
\dz  0y) 0z 0yl
Denklem A.1’den
0 p 0 or B 10
dx Ordx aor
0 _ 0 0s _ 10 A7
dy 0sdy ads (A.17)
0 r 0 dt _ 10
dz 0tdz adt

oldugunu biliyoruz. Denklem A.6 ve Denklem A.17, Denklem 2.16’da yerine

konulursa
Y T
aNl 6N2 6N8 Ul
(fx ] 0 EP 0 0 EP 0 . 0 EP 0 w,
€ dN. dN. dN. u
el 110 o —=—/ o o =2 . o o ||
z \ _ at at at J 2 (A 18)
yxy a aNl aNl 0 aNz 6N2 0 aNg 6N3 0 w> '
Yz ds or ds Or T 9s  or :
Vyz N, ON, oN, N, N, ONg| |us
- 0 = == 0 = . — 0 —— v
at ar 0ot ar at ar 8
L ot 0ds ot ds 7 ot 0s
Denklem A.18 daha basit olarak su sekilde ifade edilebilir.
{e} = [B{u®} (A.19)

Burada

117



[ON. JdN. JdN. 1
—1 9 0 —2 o 0 - —2 0 0

or ar or
0 dN; 0 0 dN, 0 0 ONg 0
ds ds ds
A oN, 0N,
5] = l 0 0 ? 0 0 ? 0 0 W A20)
a aNl aN1 0 aNz aNz 0 aNS aNB 0 '
ds Or ds  Or " 9s  Or
oN, 0Ny AN, o ON, oNg 0Ny
Jt Jor ot Jor 7 ot or
0 ON; 0N, 0 oN, ON, 0 ONg ONg
L adt 0Os at ods Jt  0s -

birim sekil degistirme — diiglim noktas1 yer degistirme matrisini temsil eder. Denklem
A.3 Denklem A.20’de yerine konularak, 6x24 boyutuna sahip [B] matrisini r,s ve t’nin

fonksiyonu olarak elde edebiliriz.

6. Eleman Rijitlik Matrisi [K®]

3 boyutlu eleman igin rijitlik matrisi

k= [ [ [1srioim1ar (A21)
dir. Burada [K®] eleman rijitlik matrisidir. Elemanlar kiip oldugu i¢in Denklem A.1’
den
dV = dxdydz = a3drdsdt (A.22)
elde ederiz.
Ul = a® (A.23)

|J| jakobiyen matrisinin determinantidir. dV
dV = |J|drdsdt (A.24)
olarak yazilabilir.

Denklem A.23 ve Denklem A.24, Denklem A.21°de yerine yazilirsa

1 1 (1
el — 3 T
[K¢] = a f_lj_lf_l[B] [D][B]dr dsdt (A.25)

elde edilir. Denklem A.20°den [B]”[D][B] nin r, s ve t’ nin fonksiyonu oldugunu
biliyoruz. Bu ylizden, gauss integrasyon yontemi kullanilarak Denklem A.25’teki

ifade yaklasik olarak agagidaki gibi ¢oziilebilir.
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m n 1
K= @ > " wrwpwi[B (s 6)] DI[B(s; 6)]  (A26)

k=1 j=1 i=1

Burada w, w;’ ve wi gauss agirlik fonksiyonlaridir. 7, Sj Ve ty ise gauss noktalari

veya integrasyon noktalaridir. m, n ve |, r, s ve t dogrultusundaki gauss noktalarinin
sayisidir. Genellikle 8 diigiim noktali kiip eleman i¢in r, s ve t dogrultularinda 2 gauss
noktas1 alinmasi rijitlik matrisini dogru hesaplamak i¢in yeterlidir. Bundan dolay1 3
boyutlu sonlu elemanlar analizinde n, m ve | 2 olarak alinmistir. Sonug olarak 8 diigiim
noktasina sahip olan elemanda toplam 8 adet gauss noktasi vardir. Gauss agirlik

fonksiyonlar1 ve noktalar1 Cizelge A.1’de verilmistir.
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Cizelge A.1 : Gauss noktali 8 diiglimlii eleman i¢in gauss agirlik fonksiyonlari ve
noktalari.

Nokta

i
\‘V!
=
E
3
&
S
=~~~

[
|
(.AJ|F—‘
|
T herye
|
Wl = 195
[
H
=

2 1 1 1 1
3

3 1 1 1 1 1 1
3 3 3

4 1 1 _ 2 1 1 1
3 3 3

5 1 1 _ 12 1 1 1
3 3 3

6 _ X 1 1 1 1 1
3 3 3

7 1 1 1 1 1 1
3 3 3

8 1 1 _ 2 1 1 1
3 3 3

Global rijitlik matrisini elde etmek icin her bir eleman i¢in hesaplanan rijitlik matrisleri

kullanarak montaj islemi yapilir.

7. Birim Sekil Degistirme Enerjisi Yogunlugu (u,)
Birim hacimdeki birim sekil degistirme enerjisi
Loar Lor
ue = 5 {e} {o} = S{e} [Dlie} (A.27)
dir.

1
U = 5 (Gxex t 0y€y + 0,6, + TyyVuy + TuzVoz T Tyz)/yz) (A.28)
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EKB

1. 3 Boyutlu Sonlu Elemanlar Kodlarinin MATLAB Ortaminda

Olusturulmasi

EK A’da verilen sonlu elemanlar analizi teorisi kullanilarak MATLAB Uzerinde
kodlama islemi gercgeklestirilmistir. Sonlu elemanlar analizinde diiglim noktalari
koordinat1 verileri ve elemanlarin hangi diiglim noktalarindan olustugunu gdosteren
eleman baglantisallik verileri disaridan mesh verileri olarak Sekil B.1°de gosterildigi

gibi csvread komutuyla alinmistir.

coord=csvread('coordinates.txt'); %Coordinate table

conn=csvread('cor 2.txt'"); %Connectivity table

Sekil B.1: Mesh verilerinin alinmasi.
Sonlu elemanlar modelinde Sekil 2.6’da gosterildigi gibi doku iskelesi, kemik ve sivi
gibi 3 farkli tipte malzeme kullanilacaktir. Her malzeme farkli 6zelliklere sahip oldugu
icin bu malzemeleri ayirt etmek ve dogru malzeme bilgisini atayabilmek igin
baglantisallik tablosuna bir siitun daha ilave edilmistir. Bu siitun malzeme tiplerini
ayirt edebilmek i¢in kullanilmistir. Sekil B.2’de sonlu elemanlar analizinde kullanilan
eleman baglantisallik tablosu ve malzeme tipleri verilmistir. Eleman baglantisallik
tablosunun 10. stitununda 0 yazan satirlar o elemanin sivi oldugunu, 1 yazan satirlar o
elemanin doku iskelesi oldugunu ve 2 yazan satirlar o elemanin kemik dokusu
oldugunu gostermektedir. Malzeme tiplerini ayirt etmek i¢in Sekil 2.6’daki doku
iskelesi, kemik ve s1vi geometrileri i¢i dolu bir kiipiin i¢ine monte edilmis ve ayr1 ayri
mesh islemi yapilmistir. Daha sonra dolu kiipiin eleman koordinatlariyla analizi
yapilacak geometrilerin eleman koordinatlar1 birbiriyle kiyaslanmistir. Eger
koordinatlar c¢akisiyorsa dolu kiiplin baglantisallik matrisinin 10. siitununa c¢akisan
geometrinin malzeme tipi degeri yazilmistir. Boylelikle tek bir mesh verisi tizerinden

3 farkli tipte malzeme tanimlamasi yapilmistir.
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Eleman . Malzeme
Elemandaki Digiim Noktalarinin Numarasi

Numarasi Tipi
L N N
r ' W \
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

567 567 1144 1145 1168 1167 615, 616 639 638 1
568 568 1145 1146 1169 1168 616 617 640 639 1
569 569 1146 1147 1170 1169 617 618 641 640 1
570 570 1147 1148 17 1170 618 619 642 841 1
57 5N 1142 1149 172 " 619 620 643 842 1
572 5712 1149 1150 173 1172 620 621 644 643 0
573 573 1151 1152 1175, 174 622 623 646 845 0 = SIVI
574 574 1152 1153 1176 1175 623 624 647 646 1
575 575 1153 1154 177 176 624 825 648 647 1 b—p Doku iskelesi
576 576 1154 1155 1178 177 625 626 649 648 1
577 577 1155, 1156 1179 178 626 627 650 649 2
578 578 1156 1157 1180 1179 627 628 651 650 2
579 579 1157, 1158 1181 1180 628 629 652 651 2
580 580 1158 1159 1182 1181 629 630 653 652 Z
581 581 1159, 1160 1183 1182 630 631 654 653 2
582 582 1160 1161 1184 1183 631 632 655 634 2
583 583 1161 1162 1185, 1124 632 633 656 655 2
584 584 1162 1163 1186 1185 633 634 657 636 2 [— Kemlk
585 585 1163 1164 1187, 1186 634 635 658 657 2
586 586 1164 1185 1188 1187 635 636 659 658 2|
587 587 1165, 1166 1189 1188 636 637 660 659 2]
588 588 1166 1167 1190/ 1189 637 638 661 660 2]
589 589 1167 1168 1191 1190 638 639 662 661 2!
590 590 1168 1169 1192 1191 639 640 663 662 2|
591 591 1169 1170 1193 1192 640 641 664 663 i
592 592 170 1 1194 1193 641 642 665 664 1

Sekil B.2: Eleman baglantisallik tablosu ve malzeme tipleri.

Sekil B.3’de sonlu elemanlar modelinde kullanilan mesh ve malzeme tipleri kesit
alimmis sekilde gosterilmistir. Bu malzeme tiplerine gore malzeme Ozellikleri
(elastisite modiilii ve poisson orani) her bir eleman i¢in tanimlanmistir. Doku iskelesi
ve kemik i¢in Poisson Orani 0,3 olarak secilmis ve tiim analiz boyunca Poisson
oraninin degismedigi kabul edilmistir. Siv1 ise sikistirilamaz malzeme olarak kabul
edilmistir. Bundan dolay1 Poisson Orani 0,49 olarak alinmis ve analiz siirecinde sabit
oldugu kabul edilmistir (Shui ve ark., 2019). Sivinin elastisite modiiliiniin analiz
stiresince degismedigi ve degerinin 1 MPa oldugu kabul edilmistir (Chen ve ark.,

2021).

Sivi (0)

Kemik (2)
Doku iskelesi (1)

Sekil B.3 : Mesh ve malzeme tipleri.

Sonlu elemanlar analizinde kullanilan sinir sartlar1 Sekil B.4’te gosterilmistir. Doku
iskelesi alt kismindan ankastre olarak mesnetlenmistir. Yiikleme ise tist kisimdaki

diigim noktalarindan yer degistirme olarak tanimlanmistir.
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Yer Degistirme

Ankastre Mesnet

Sekil B.4: Sonlu elemanlar analizinde kullanilan sinir sartlari.

Sinir gartlarint MATLAB iizerinden tanimlamak i¢in diigiim noktalarinin koordinat
tablosundan en alt ve istteki diiglim noktalarinin koordinat degerleri Sekil B.5’teki

gibi tespit edilmistir.

fy(i)=coord(i,3

for i=1:NN
£z (i)=coord(i,4);

Sekil B.5: Diigiim noktalarinin minimum ve maksimum koordinat degerlerinin
belirlenmesi.

Sekil B.5’teki gibi diiglim noktalarinin minimum ve maksimum koordinat degerleri

kullanilarak Sekil B.6’daki gibi mesnet kosullart tanimlanmustir.

BCS=NaN (3*NN,1); %initial boundry conditions wvector (zeros})
$BCS vector
for i=1:NE

for j=2:9

if coord(conn(i,j),4)==minz

BCS (3* (conn(i,j})-2,1})=0; %down side of element (x)

BCS (3* (conn(i,j})-1,1)=0; %down side of nt (y)
BCS (3* (conn{i,j}),1)=0; $down side of element (z)

end
end
end

Sekil B.6: Mesnet sartlarinin tanimlanmasi.

Bunun i¢in 6ncelikle BCS isimli bos bir matris tanimlanmistir. Her bir diiglim noktas1
X, y ve z dogrultularinda 3 serbestlik derecesine sahip oldugu i¢in, bu matrisin her 3
satirt 1 diigim noktasnin sirasiyla X, y ve z dogrultularindaki sinir sartini
tanimlamaktadir. Sekil B.4’te verilen mesnet sartlarini uygulamak i¢in her bir
elemandaki diigiim noktalarinin z eksenindeki koordinat degerlerinin minimum
degerle eslesip eslesmedigi kontrol edilmistir. Eger minimum degerle eslesme varsa o

diigiim noktasinin sirasina denk gelen 3 satira da 0 degeri yazilmigtir. Boylelikle o
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diigiim noktasinin X, y ve z dogrultularindaki hareketi kisitlanmistir. Yiikleme sart1 ise
yer degistirme olarak tanimlanacagi i¢in global rijitlik matrisi olusturulduktan sonra

olusturulacaktir.

2. Sonlu Elemanlar Yoénteminde Global Rijitlik Matrisinin Sparse Arrays

Yontemiyle Olusturulmasi

Sonlu elemanlar yénteminde global rijitlik matrislerinin boyutu yiksek eleman ve
diiglim sayilarina ¢ikildikca artmaktadir. Bundan dolay1 bilgisayarlarin bellekleri
(RAM) yiiksek elemanlar i¢in yetersiz kalmaktadir. Global rijitlik matrisleri ¢ok fazla
sayida sifir igerdigi igin sadece degeri olan matris elemanlar1 matris koordinatina gore
kaydedildigi zaman bellek kullanimi ciddi oranda diigmektedir. Bu yonteme sparse
arrays adi verilmektedir. Sekil B.7’de klasik formdaki matrisin sparse formda
goOsterimi verilmistir.

00304

e JOfO]2[2]3]3

00570
—> o 121212312

0O0O0O0O

Deger

02600

- -

Sekil B.7: Sparse arrays matris.

Bol miktarda sifir igeren 4x5 boyutundaki matris sparse arrays formatinda 3x6
boyutuna inmistir. Klasik formatta bellekte 20 adet say1 tutulacakken sparse arrays
sayesinde 18 adet say1 tutulacaktir. Kii¢iik boyutlu matrislerde aradaki fark az da olsa
matris boyutu ve igerdigi sifir sayisi arttik¢a aradaki fark da giderek artacaktir. Yiiksek
eleman ve diiglim sayilarina ¢ikma ihtiyaci duyuldugu i¢in global rijitlik matrisi i¢in
sparse arrays algoritmasi gelistirilmistir. Gelistirilen algoritmada global rijitlik matrisi
hi¢ olusturulmadan dogrudan eleman rijitlik matrisinden sparse arrays formatindaki
global rijitlik matrisine montaj islemi yapilmigtir. Bunun i¢in dncelikle global rijitlik
matrisinin boyutlari belirlenmistir. Global rijitlik matrisinin boyutlarini belirlemek icin
oncelikle eleman baglantisallik tablosundan her diigiim noktasinin ka¢ elemanda
kullanildig: tespit edilmistir. Boylelikle global rijitlik matrisinin o diiglim noktasiyla
ilgili satirinda kag adet stitunun kullanildigi tespit edilmistir. Her satir i¢in kag stitunun
kullanildig1 tespit edilerek sparse arrays formatinda global matrisin boyutlar tespit

edilmistir. Sparse arrays formatinda global rijitlik matrisinin ilk satir1 satir degerlerini
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temsil etmektedir. Bu degerler her bir diigiim noktasinin ka¢ elemanda kullanildigina
gore yerlestirilmistir. Ikinci satir ise kolon degerlerini temsil etmektedir. ikinci satiri
dogru bir sekilde adresleyebilmek icin ilk olarak her bir diigiim noktasinin hangi
elemanlarda kullanildig1 tespit edilmistir. Ayrica eleman baglantisallik tablosundan
her bir elemanin rijitlik matrisindeki satir ve siitun degerleri hesaplanip ayri bir tabloya
kaydedilmistir. Daha sonra ilgili elemanlarin satir ve siitun degerleri arka arkaya bagka
bir tabloda kaydedilmistir. Burada kaydedilen degerler kiigiikten biiyiige siralanarak
global rijitlik matrisinin ikinci satirinda ilgili diigiim noktalarinin oldugu yerlere
yazdirilmistir. Daha sonra her bir eleman i¢in eleman rijitlik matrisleri hesaplanmis ve
eleman rijitlik matrisleri de sparse arrays formuna doniistiiriilmistiir. Eleman rijitlik
matrisindeki degerlerin dogru yerlere gonderilmesi i¢in eleman baglantisallik tablosu
kullanilmistir. Buradaki diigiim noktasi sirasiyla global rijitlik matrisindeki yerleri
saptanmistir. Ayrica bu diigiim noktalar1 birden fazla elemanda ortak kullanildigi i¢in
kendi elemanindan daha fazla yer kaplayacagi i¢in kolon degerlerinin de dogru bir
sekilde saptanmasi gerekmektedir. Bunun i¢in global rijitlik matrisinin ikinci satiriyla
eleman rijitlik matrisinin ikinci satirlar1 karsilastirilmistir. Eger eslesme gerceklesirse
eleman rijitlik matrisindeki deger global rijitlik matrisindeki ilgili yere toplanarak
yazilmigtir. Boylelikle hi¢ global rijitlik matrisi olusturulmadan sparse arrays
formundaki global rijitlik matrisine montaj islemi gergeklestirilmistir. Buraya kadar

anlatilan kisimlarin uygulamast 3 boyutlu sonlu elemanlar uygulamasi icin

gergeklestirilmistir.
Digiam Noktasi Koordinat Tablosu
Baglantisallik Tablosu ,[1:q : 5 ? 5 :
2 2 5
1 2 3 4 ] & 7 g 3 5
2 4 5
5 5

1 e w
Hlo R W
-

10 10 3
1 1 5 -5
12 12 5 5

1
1
1
1
1
1
5 -1 10
1
1
1
10

Sekil B.8: 3 boyutlu elemanin baglantisallik ve diigiim noktas1 koordinat tablosu.

Sekil B.8’de 1000 elemandan olusan 3 boyutlu kiipiin eleman baglantisallik ve diigiim
noktas1 koordinat tablosunun bir kismi verilmistir. 3 boyutlu sonlu elemanlar
analizinde 8 adet diiglim noktasina sahip hexahedron elemanlar kullanilmistir. Global
rijitlik matrisini olusturmak igin eleman baglantisallik tablosu kullanilarak her bir

diigim noktasinin kag kere kullanildig1 Sekil B.9’da verilen kodla tespit edilmistir.
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NRN NRE

Diigim  Tekrar  Siitun Diigum
Hullanilan Ele: L
Moktasi  Sayisi  Sayisi Moktasi amian Clemanw
er of P.—;--‘-I iticns of Nodes " 2 " = : . s S = = ; -
os(NN,3); ) 1 b o ° o ry r "
1 | | 1 kL o ) L 2
eras{NN,9); = o 1 3 H 2 1 z o 0 ¢ o 0 2
2 - - 2 3 3 2 3 0 g 3 [] 0 a
3 3 2 36 o 3 : 3
2 4 2 36 4 [ [ [ 3
for j=1:HE 5 36 [ & o [ o 8
for 1=2:9 6 5 s T o 0 v ]
if dis=conn(§,1) 7 , 2 3 & [l [ o o 8
be=abec+1; 3 % 9 4 o o [ F
abc=abcsl; ] 8 2 36 ; o ] 1 [ [ [ E
NRE(i,abc+l)=j; g 9 3 % 4 = = ; 2 3 : 3
end 0 10 2 EL) (] 7 1 n o [ o 0 o
end 1 1 1 X1 i} {3 1 z " z o o P
o 2] Al = " " 2 Y 1 12 o o a
enc )2 L = ! 1 I F 4 u r o 0 2
NRM(i,1)=1i; 13 13 4 ko) 1@ " 4 5 u [ 0 2
HRH(i,2)=abc; 14 L 4 54 i ; 5 . T c 5
NRE(i,1)=i; 15 15 4 54 i i [ T 13 o 0
end 16 16 4 54 " 0 T F P 3 :

Sekil B.9: Diigiim noktalarinin tekrar sayis1 ve kullanildig1 elemanlar.

Eleman baglantisallik tablosu kullanilarak her bir elemanin rijitlik matrisindeki satir

ve siitun degerleri Sekil B.10’daki kod ile belirlenmistir.

¥Sparse Arrays
stiff_el=zeros(NE,24);
for i=1:NE
for j=2:9
for 1=1:3
stiff_el(i, (3-2)*3+1)=3*conn(i,j)-3+1;

end

end

end
\ [
| —r | e e # - e = " y .
3 W i B P = s
i m m e - P - a u
m o8 i P " ; = p u
m I n Y e a B o ae P e an f " o " ' " - * i s

Sekil B.10: Eleman rijitlik matrisinin satir ve siitun degerleri.

NRE matrisindeki sifir olmayan degerlere gore Sekil B.10°da verilen satir ve siitun
degerleri arka arkaya Sekil B.11°deki kodla NEL_sort matrisinin igerisine yazilmistir.
Daha sonra kiiclikten biiylige dogru siralandiktan sonra tekrar eden degerler tespit
edilerek yerlerine sifir yazilmistir.

NEL=zeros(NM,192);
NEL_sort=zeros(NN,192);
for i=1:MHN
for j=2:9
if NRE(i,j)~=0
NEL(i,1+(§-2)%24:(3-1)%24)=stiff el(NRE(i,3),1:24);
end
end
NEL_sort(i,:)=sort(NEL(i,:));
for jj=2:192
if NEL_sort(i,jj-1)==NEL_sort(i,jj)
MEL sort(i,jj-1)=8;
end
end
aa=9;
for jjj=1:192
if NEL_sort(i,jjj)~=0
aa=aa+l;
MRN(i,3)=aa;
end
end
end

Sekil B.11: NEL matrisinin olusturulmasi.
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Daha sonra global rijitlik matrisinin sparse arrays formunda olusturulmustur.
Olusturulan bu matrisin birinci ve ikinci satir degerleri Sekil B.12°de verilen kodlarla

yazilmstir.

%Global Sparse Arrays
global_stiffnes=zeros(3,sum(NRN(:,3))*3);
for i=1:MNN
for 1=1:3
global stiffnes(1,1+sum(NRN(1:i-1,3))*3+NRN(i,3)*(1-1) :sum(NRN(L:(i-1),3))*3+NRN(i,3)*1)=1%3-3+1;
end
for bbb=1:3
abcde=8;
for j=1:192
if NEL sort(i,])~=0
abcde=abcde+1;
global_stiffnes(2,sum(MRN(1:i-1,3))*3+abcde+NRN(i,3)*(bbb-1))=NEL_sort(i,j);
end
end
end
end

Sekil B.12: Global rijitlik matrisinin sparse arrays formunda olusturulmasi.

Global rijitlik matrisinin 3. Satir1 olan degerler kismi her bir elemanin rijitlik matrisi
hesaplandiktan sonra ilgili yerlere montaj islemi gergeklestirilecektir. Eleman rijitlik
matrislerinin hesaplanmasina gec¢ilmeden 6nce Q matrisi tanimlanmistir. Bu Q
matrisinde diigiim noktalarinin X, y ve z dogrultularindaki yer degistirmeleri
tutulacaktir. In silico model dongiisel bir sekilde calisacagi i¢in Q matrisinin satir
sayist diigiim sayisinin 3 katiyken, siitiin sayisi ise dongii sayisi kadar tanimlanmastir.
Boylelikle in silico model ¢6ziimii tamamlandiktan sonra istenilen dongiideki diigiim
noktalarinin yer degistirme verilerine erisilebilecek ve istenildigi gibi ¢iktilari
kullanilabilecektir. Benzer sekilde elastisite modiilii i¢in E matrisi ve kemik yogunlugu
icin ise roo0 matrisleri tanimlanmistir. Bu matrislerin satir sayisi eleman sayisi
kadarken, siitun sayisi ise dongii sayis1 kadardir. Analize baslamadan 6nce sadece
baslangi¢ elastisite modiilleri ve kemik yogunluk verileri ilk siituna girilmistir. Diger

stitunlar dongii ilerledik¢e hesaplanarak doldurulacaktir.
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Eleman Sayisi &

Eleman Rijitlik Matrisi +—— &«

Eleman Rijitlik Sparse | :

Matris Formu

Gauss Agirlik
—_—
Fonksiyonlar

LSS

Sekil B.13: Sonlu elemanlar kodu.

integrasyon Noktalari

- Sekil Fonksiyonlarinin
r, sve t’ ye gore
tiirevieri

Sekil B.13’te verilen kodlarla birlikte dongiisel sonlu elemanlar analizi baslamistir. I1k

olarak eleman rijitlik matrisleri hesaplanacaktir.

Kullanilacak gauss

agirlik

fonksiyonlar1 ve integrasyon noktalari tanimlandiktan sonra her bir eleman i¢in eleman

rijitlik matrisi hesaplanacaktir. Ayrica bu eleman rijitlik matrisleri sparse matris

formuna getirilecektir. Sparse matris formundaki eleman rijitlik matrisinden de yine

sparse formda olan global rijitlik matrisine montaj islemi yapilacaktir.

NBs;

NEEt];

G=[Nlr 0 0

Nls 0 O

Nlt 0 O

0 Nlr 0O

0 N1t 0

0 0 Nlr

0 0 Nl1s

0 0 N1t

N2r 0 0 N3r 0 0 N4r 0

N2s 0 0 N3s 0 0O

N2t 0 0 N3t 0 @

0 N2r 0 O

0 0N2s 0 O

0 N2t 0 O

0 0 N2r O

Sekil B.14: G matrisi.

N3r 0

N3s 0

N3t 0

0 N3r

0 0 N3s

0 0 N3t

Nis 0

N4t 0 0 N

0 N4r 0 0

0 N4s 0 O

0 N4t O

0 0 NAr

0 0 N4s

0 0 N4t

0 0 N5Sr

0 0 N5s

0 0 N5t

00

0

0

0 Nes 0 0

0 Net 0 O

Nér 0

0 0 Nés

N7s 0 0

N7t 0 0

0 N7 O

0 N75 0

00 N7t O

0 0 N7

65 0 0 N7s

0 0 N7t

0 N6r 0 0 N7r 0 0 N8r 0¢

NS8s 0«

N&t 0¢

0 N8r¢

0 N8s¢

0 N8Bty

0 0

Sekil B.14’te sekil fonksiyonlarinin tiirevini igeren G matrisi verilmistir. G matrisi EK

A’daki Denklem A.20’de verilen B matrisini hesaplamak i¢in kullanilacaktir.
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if conn(i,10)==0 — S|
n=nf; — Sivinin Poisson Orani

else

~n=nsz; — Doku iskelesi ve Kemik icin Poisson Orani

(
n

0 070000 0.5-n 07 0:0 0 D

05 0.e5=1E

Y
Malzeme Matrisi

Sekil B.15: Poisson orani tanimlamasi ve malzeme matrisi.

Sekil B.15’te Poisson Oraninin ve malzeme matrisinin olusturulmasi verilmistir.

Poisson Orani atamasi eleman baglantisallik tablosunun 10. siitunundaki degere gore

tanimlanmistir. Malzeme matrisindeki elastisite modiilii degeri ise E matrisinden

alimmustir.

Qaaa

a

Sekil B.16:

(co nr\(l 9),4);

Digiim Noktalarinin
Koordinatlari

Eleman diigiim noktalarinin koordinatlari.

Sekil B.16’da Jakobien matrisinin degerini hesaplamak i¢in kullanilacak olan eleman

diigiim noktalarinin koordinatlari verilmistir.

%J
J11=(1/8) *(
(XB8-x5) + (1+s) * (]
J12=(1/8) *(
(y8-y5) +(1+s) *(
J13=(1/8) *(
(28-25) + (1+s) * (
J21=(1/8) *(
(XT7-x3) +(1+1) *(
J22=(1/8) *(
(¥y7-y3) +(1+r) * (1
J23=(1/8) *(
{z7-z3}+(1+r
J31=(1/8)*
(X6-x5) +(1+
I32=
(y6-y3) +
J33=
(z6—2z5)+

*

)
)
r)
tr-)
r)*
/)
L)

(1
(1
(1
(1

—[J.LJ. Jl2 J:

_r=inv(J);

13;J21 J22 J23;J31 J32

1-5) * (1-t) * (x4-x1) + (1-5) * (1+L) * (x3-x2) + (1+s) * (1-t) *«
L) * (xT7-x6) ) ;
1-5) * (1-t) * (y4-yl) + (1-5) * (1+L) * (y3-y2) + (1+s) * (1-t) *«
) * (yT-v¥6));
1-s) * (1-t) * (z4-z1) + {1-5) * (1+t) * (z3-22) + (1+s5)} * (1-t) *
+t)* (27-26)) ;
1-r) * (1-t) * (x5-x1) + (1-r) * (1+t) * (x6-x%2) + (1+1) * (1+t) *
t)* (x8-x4));
1mz) " (L=8) *{yS=yl) + (L=2) 7 (L+2) * (y8-y2) + (L+1) ™ (L+t) " + — Jakobien Matrisinin Elemanlari
t)* (y8-v4)):
1-r) * (1-t) * (25-z1) + (1-r) * (1+£) * (26-22) + (14+x) * (1+t) *
-t)*(z8-z24));
1-r) * (1-s) * (x2-x1)+ (14x) * (1-s) * (x3-x4) + (L-r) * (1+5) *«
+<)*<x7—xe)1;
-r)* (1-5) * (y2-y1)+ (1+r) * (1-5) * (y3-v4) + (1-r) * (1+5) *«
+5) (y7-y8));
r)*(1-s) * (z22-z1) + (1+1) * (1-5) * (23-24) + (1-1) * (1+5) *«
+s)*(z7-28)); -

J33]; —— Jakobien Matrisi

— Jakobien Matrisinin Tersi

Sekil B.17: Jakobien matrisinin olusturulmasi.
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Sekil B.17°de jakobien matrisinin elemanlarinin hesaplanmasi ve jakobien matrisinin
olusturulmasi verilmistir. Sekil B.18’de A matrisi jakobien matrisinin tersinin

elemanlarindan olusmaktadir.

A=[J r(1,1) J r{l,2) J r(l,3) 0000 0 0;

000 Jr(21) Jr(2,2) Jr(2,3) 000;
000000 J r(3,1) Jr(3,2) Jr(33);

00 043 B13,4% & ct3,2]. 0. 238,3) Tx(2,4) g w@,2) Juei2, 3
T @R EEpe) (JIE(EEE] 0100 0 e s 1) AT (2 T B ()
J r(2;1) 02, 2) T w(2,3) 7 o(l;1) 0 x(1;2) g ril.3) 0 0:01;

Sekil B.18: A matrisi.

Sekil B.14’te verilen G matrisi ile Sekil B.18’de verilen A matrisi ¢arpilarak EK A’da
verilen Denklem A.20’deki B matrisi elde edilmistir. B matrisi elde edildikten sonra

Sekil B.19’da gosterildigi gibi eleman rijitlik matrisi hesaplanmistir.

Matrix for One Element

Sekil B.19: Eleman rijitlik matrisinin hesaplanmasi.

Burada eleman rijitlik matrisi olan k matrisi her yeni elemana geg¢ildiginde tiim
degerleri Sekil B.13’te gosterildigi gibi sifirlanmaktadir ve ayni eleman dongiistiniin
icerisinde 8 integrasyon noktasi i¢cin B ve J matrisleri hesaplanarak Sekil B.19’daki
gibi k matrisinde toplanarak eleman rijitlik matrisi hesaplanmistir. Eleman rijitlik
matrisi hesaplandiktan sonra Sekil B.20’deki gibi eleman rijitlik matrisi sparse matris

formuna doniistiirilmistiir.

for 11=1: sNumber of mn of stiffness m
k sparse(3,.11+(j-1)*24)=k (33,11):

end

end

Sekil B.20: Eleman rijitlik matrisinin sparse arrays formuna doniistiiriilmesi.
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Eleman rijitlik matrisleri sparse arrays formunda olusturulduktan sonra global rijitlik
matrisine montajlama islemine gecilmistir. Bunun i¢in iki asamali siitun adresleme
islemi yapilmistir. Ilk asamada eleman baglantisallik tablosu kullanilarak hangi siitun
araliginda oldugu tespit edilmistir. Ikinci asamada ise o aralikta hangi siituna gelecegi
tespit edilerek degerler global rijitlik matrisine islenmistir. Bu islemi yapan kod Sekil
B.21°de verilmistir.

%Global Stiffness Matrix Sparse Array
for j=2:9
abcdZ2=NRN (conn (i, j),3);
abcde=sum (NRN(l:conn(i,j)-1,3))*3;
for 112=01:3
for jj=1:24
for jjj=l:abcd2
if k_sparse(2,]jj+72% (j-2)+24*(112-1)) ¢
==global stiffnes(2,abcdetj]jtabed2* (112-1))
global stiffnes (3, abcdetjjjtabed2* (112-1)) ¢
=global stiffnes (3,abcde+jjj+abed2*(112-1))+k sparse(3,3j+72*(j-2)+24*
(L1200 )y

end

Sekil B.21: Global rijitlik matrisi montaju.

Olusturulan algoritma sayesinde klasik formdaki global rijitlik matrisi hig
olusturulmadan sparse arrays formundaki global rijitlik matrisi elde edilebilmistir. Bu
sayede fiziksel bellek (RAM) kullanimindan ciddi sekilde tasarruf edildigi icin milyon

mertebesinde diigiim noktasi ve eleman sayisina ulagilabilecektir.

Global rijitlik matrisi sparse arrays formunda olusturulduktan sonra smir sartlarini

uygulamak i¢in penalt1 katsayis1 Sekil B.22°de gosterildigi gibi belirlenmistir.

Penalti
Katsayisi

CJC—max(glcgdkistiffuee(E,i:%um(NEN(:,3))*3))'10:;
for ii=3:3:NN*3

0 —— Mesnet Sartlarn

L2 s(3,sum(NRN (1:i-1, 3))*3+j)=global_stiffnes (3, sumv
(NRN(1:i-1, 3))*3+3)+ccc;

end

Sekil B.22: Sinir sartlarinin uygulanmas.

Diiglim noktalarinin hangi dogrultuda hareketinin kisitlanacagi BCS matrisinde 0
yazilarak belirlenmistir. Boylelikle sparse arrays formundaki global rijitlik matrisinin
hangi kdsegen elemanina penalti katsayisinin ilave edilecegi belirlenmistir. Bu sekilde

istenen diiglim noktalarinin istenen dogruludaki hareketleri kisitlanmaistir.
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Sonlu elemanlar analizinde uygulanacak kuvvet degerini dogrudan diigiim noktalarina
uygulamak yerine penaltt yontemini kullanarak diiglim noktalar1 iizerinden yer
degistirme olarak uygulanmistir. Bunun sebebi sonlu elemanlar analizindeki
elemanlarin elastisite modiilleri arasinda ciddi farkliliklarin olmasidir. Sonlu
elemanlar analizinde mesnet sartlarin1 belirlemek i¢in kullanilan penalti katsayisi

ylkleme sartin1 da tanimlamak i¢in kullanilmstir.

cord(i,4)==maxz — En Ust DUglm Noktalar

i,1)=F(37i,1)+ccc*or;—s  Yer Degistirme Miktari
1:NRN (i, 3) T—v Penalti Katsayisi
if global_stiffnes(2, sum(NRN(1l:i-1,3))*3+2*NRN(i,3)+rrr) '
==global_stiffnes(l,sum(NRN(l:i-1,3))*3+2*NRN(i,3)+rrr)
bal_stiffnes(3,sum(NRN(1l:i-1,3))*3+2*NRN(i, 3) +rrr) '4
=global_stiffnes (3, sum(NRN{1:i-1,3))*3+2*NRN(i, 3)+rrr)+CCC;
€na

Sekil B.23: Kuvvet vektoriiniin olusturulmasi.

Burada verilmek istenen yer degistirme miktar1 penalt1 katsayisiyla ¢arpilarak kuvvet
matrisine yazilmistir. Ayrica global rijitlik matrisinde ilgili diiglim noktasinin kdsegen
elemanina da penalti1 katsayis1 eklenilmistir. Sekil B.23’te yer degistirme seklinde

tanimlanan kuvvet matrisinin algoritmasi verilmistir.

{F} = [K]{Q} (B.1)

Mesnet ve ylikleme sartlar1 da tanimlandiktan sonra Denklem B.1 ¢oziilebilir. Bunun
icin sparse array formundaki global rijitlik matrisinin tersi alinmasi1 gereklidir. Bu
matrisin tersini almak i¢in Conjugate Gradient yoOntemi segilmistir. Conjugate
Gradient yontemi matematikte, 6zellikle pozitif tanimli matrislerin sayisal ¢oziimii
icin kullanilan bir algoritmadir. Bu yontem genellikle yinelemeli bir algoritma olarak
kullanilir. Biiyiik ve seyrek matrislerle ugragirken Gauss eliminasyon veya Cholesky
ayristirmasi gibi dogrudan yontemlerden daha etkili olabilir (Andrei, 2020). Ozellikle
sonlu elemanlar yontemindeki blyltk ve seyrek rijitlik matrislerinin ¢6zumunde
kullanilan bu yontem, bu tiir durumlarda olduk¢a verimli ¢alisir. Conjugate Gradient
yontemi Denklem B.1’de verilen form icin uygundur. Conjugate gradient (CG) gibi
iteratif yontemler sparse matrislerle kullanmak i¢in de uygundur. Ayrica bu yontemler
de kendi i¢inde farkli sekillerde uygulanmaktadir. Sparse formundaki rijitlik matrisini
¢ozmek i¢in hizli yakinsayan Stabilized Biconjugate Gradient Method (Bicgstab)
secilmigtir. Bu yoOntemin MATLAB i¢inde hazir fonksiyonunun olmas: da

uygulanmasini kolaylagtirmistir. Sekil B.24’de MATLAB igerisinde Stabilized
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Biconjugate Gradient fonksiyonu kullanilarak Q diiglim noktasi yer degistirme
matrisinin ¢éziimii verilmistir. Yakinsama toleransi le-6 ve maksimum iterasyon

sayist 1000 olarak secilmistir.

rows = global_stiffnes(1,1:sum(NRN(1:NN,3))*3);
cols = global_stiffnes(2,1:sum(NRN(1:NN,3))*3);
values = global_stiffnes(3,1:sum(NRN(1:NN,3))*3);

nnn = NN*3; % Number of rows or columns

% Create a sparse matrix from the given sparse data

K_sparse = sparse(rows, cols, values, nnn, nnn); B — Sparse R|J'it[|k Matrisi

Q(:,ijk)=bicgstab(K_sparse,F,le-6,1000);

|_\—> Maksimum iterasyon Sayisi

Kuvvet Matrisi Tolerans Degeri

Sekil B.24: Stabilized biconjugate gradient yontemi.

Diigiim noktalarinin yer degistirme degerleri Q matrisinde hesaplandiktan sonra ortaya
c¢ikan reaksiyon kuvveti degeri hesaplanmistir. Sonlu elemanlar analizinde istenilen
kuvvet degerinde analiz yapmak icin ilk verilen yer degistirme degeri referans yer
degistirme degeri olarak kullanilmistir. Yapilan sonlu elemanlar analizi lineer-elastik
analizler oldugu icin uygulanmak istenilen kuvvete karsilik gelecek yer degistirme
degeri referans olarak verilen yer degistirme degerinden ortaya ¢ikan reaksiyon
kuvvetine gore tekrar hesaplanmistir. Hesaplanan deger ikinci yer degistirme vektori
olarak Sekil B.25’teki gibi kullanilmistir. Boylelikle istenilen kuvvet degerinde

yakinsama problemi yasamadan Q yer degistirme vektorii elde edilmistir.
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%Force Vector

Referans Yer Degistirme
F=zeros(3*NN,NS);

for i=1:NN
if coord(i,4)==maxz l
for j=1:NS
F(3%i,3)=F(3%i,3)+cCC*{((DP/NS)})*i);
end
for rer=1:NRN(i,3)
if global_stiffnes(2,sum(NRN(1:i-1,3))*3+2*NRN(i,3)+rrr)==global_stiffnes(1,sum(NRN(1:1i-1,3))*3+2*NRN(i,3)+rrr)
global_stiffnes(3,sum{NRN(1:i-1,3))*3+2*NRN(1i,3)+rrr)=global_stiffres(3, sum(NRN(1:1i-1,3))*3+2*NRN(i,3)+rrr)+CCC;
end
end
end
end

RF=zeros(NN,NS);
for i=1:NN
if BCS(3*i,1)==0

RF(1,3)=Q(3*1i,ijk)*ccC;

end
end .
TRE=sum(RF(:,:)); ——— |lk Reaksiyon Kuvveti

op2=(TF/TRF)*0p; ~—— Ikinci Yer Degistirme

%¥Force Vector 2
F=zeros{3*NN,NS);

for i=1:NN
if coord(i,4)==maxz L
for j=1:NS Ikinci Kuvvet Vektor
F(3*i,3)=F(3*1,j)+ccc*(((DP2/NS))*]);
end
end
end

Sekil B.25: Yer degistirme vektoriinii hesaplayan algoritma.

Diigiim noktalarinin yer degistirme degerlerini igeren Q vektori elde edildikten sonra
her bir elemandaki birim sekil degistirme ve gerilme degerleri hesaplanmistir. Bunun
icin Sekil B.26’daki gibi her elemanin igerdigi diiglim noktalarinin yer degistirme

degeri 24x1 boyutundaki w matrisine yazdirilmistir.

- i=1:NE

w(l,1)=Q(conn(i,2)*3-2,ijk);
w(2,1)=Q(conn(i,2)*3-1,ijk);
w(3,1)=Q(conn (i, 2)*3,ijk);
w(4,1)=Q(conn(i, 3)*3-2,ijk);
w(5,1)=Q(conn (i, 3)*3-1,ijk);
w(6,1)=Q(conn (i, 3)*3,ijk);
w(7,1)=Q(conn(i, 4) *3-2,ijk);
w(8,1)=Q(conn (i, 4)*3-1,ijk);
w(9,1)=Q(conn(i, 4)*3,ijk);
w(1l0,1)=Q(conn (i, S5)*3-2,ijk);
w(ll,1)=Q(conn (i, S)*3-1,ijk);
w(l2,1)=0Q{conn (i, 5)*3,ijk);
w(13,1)=Q(conn (i, 6)*3-2,1i3k);
w(14,1)=Q(conn (i, 6)*3-1,i3k);
w(l5,1)=Q(conn (i, 6)*3,ijk);
w(lé,1)=Q(conn (i, 7)*3-2,ijk);
w(l7,1)=Q(conn (i, 7)*3-1,ijk);
w(l8,1)=Q(conn(i,7)*3,ijk);
w(19,1)=Q(conn(i,8)*3-2,ijk);
w(20,1)=Q(conn (i,8)*3-1,ijk);
w(21,1)=Q(conn (i, 8)*3, ijk),
w(22,1)=Q(conn (i, 9)*3-2,1ijk);
w(23,1)=Q(conn (i, 9)*3-1,ijk);
w(24,1)=Q(conn (i, 9)*3,ijk);

Sekil B.26: w matrisinin olusturulmasi.

Ayni eleman dongilisii icerisinde B matrisi 8 integrasyon noktasi igin tekrar

hesaplanmis ve W matrisiyle ¢arpilarak o eleman i¢in birim sekil degistirme degerleri
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hesaplanmis ve Sekil B.27°de gosterildigi gibi her integrasyon noktasindan elde edilen
birim sekil degistirme degerleri epsilon matrisinde arka arkaya toplanmistir. Bu matris

her yeni elemanda sifirlanmaktadir.

epsilon=zeros (6,1);

for ip=1:8

r=IP(ip,1); y

s=TP (ip,2) ; Integrasyon
t=IP(ip, 3); Noktalarn

9

&

B=RA*G;

epsilon=epsilon+B*w;
Ortalama
il ny e , Birim Sekil
on_ort(6* (i-1)+1:6*(i-1)+6,1)=epsilon/8; — i
on x(i,1)=epsilon_ort(i*e6-5,1); D9g|§t|rme
silon_ort({i*6-4,1); Degerleri
lon_ort(i*é-3,1);

silon orti{i*6=2,1);
epsilon_ort (i*é-1,1);

1

1

1

lon

i

Ik
il

Sekil B.27: Birim sekil degistirme degerlerinin hesaplanmasi.

Sekil B.27°de integrasyon noktalarindan B matrisinin hesaplanmasina kadar olan
kisim daha oOnce verildigi i¢in burada tekrar verilmemistir. Tim integrasyon
noktalarindan birim sekil degistirme degerleri hesaplandiktan sonra epsilon matrisinin
elemanlar1 8’e boliinerek ortalama birim sekil degistirme degerleri hesaplanmis ve
epsilon_ort matrisine kaydedilmistir. Ortalama birim sekil degistirme degerleri
hesaplandiktan sonra her bir eleman i¢in normal ve kayma sekil degistirme degerleri
matrisleri olusturulmustur. Ortalama birim sekil degistirme matrisiyle DD malzeme
matrisiyle ¢arpilarak ortalama gerilme degerleri her bir eleman i¢in Sekil B.28’deki

gibi hesaplanmustir.

DD=(E/((14n)*(1-2*n)))*[l-n n n 0 0 O0;n 1-n n 0 0 O;n n 1-n 0 0 O;«
) 5-n 0 0;0 0 0 0 0.5 -n 0; 00000 O0.5 ¥ |

s_ort(6*(i-1)+1:6* (i-1)+6, 1)=DD*epsilon_ort (6* (i-1)+1:6* (i-1)+6,1);
igma x(i,1)=s (i*6-5,1);
(i*6-4,1);
(i*6-3,1);
sigma yz(i,1)= *6=2,1);
sigma xz(i,1)= *6=1,1);

sigma xy(i, 1) =5‘:.:-r-:(i*6, 1)

Sekil B.28: Gerilme degerlerinin hesaplanmasi.

Hesaplanan gerilme degerleri S_ort matrisine kaydedilmistir. Buradan da her bir
eleman i¢in normal ve kayma gerilmeleri matrisleri olusturulmustur. Her bir eleman
icin elde edilen gerilme ve birim sekil degistirme degerleri kullanilarak von Mises
gerilme degerleri ve sekil degistirme enerjisi yogunlugu Sekil B.29’daki gibi

hesaplanmaistir.
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%Von Mises Stress
}=(O.5’((Sigma_x{i,i)fsigma_y(i,l)).“2+(Sigma_y(i,l)f/
sigma_z(i,l)).“2+(aigma_z(i,i)—aigma_x(i,l)).“2+6'(5igma_xy(i,i).(
“2tsigma. yz (i,1). Ztsigma xz(i,1).%2))).*0.5;

%Strain Energy Density

U(i,1)=0.5*(sigma x(i,1).*epsilon x(i,1)+sigma _y(i,1).*epsilon y(i,1)v
+sigma_z(i,1).*epsilon_z(i,1)+sigma yz(i,1).*epsilon vz (i, 1) +sigmafxzn(
(i,1) -*epsilon_xz{i,1)+sigma xy(i,1) .*epsilon_xy(i,1));

end

sigma mises (i,1

Sekil B.29: VVon Mises gerilmesi ve sekil degistirme enerjisi yogunlugu.

Von Mises gerilme ve sekil degistirme enerjisi yogunlugu degerleri in silico modelde
sonlu elemanlar analizinin ¢iktis1 olarak kullanilacaktir. Elde edilen sonlu elemanlar
algoritmasinin dogrulugunu teyit etmek icin Ansys Workbench 18.1 ticari sonlu
elemanlar yazilimi kullanilmigtir. Ayn1 mesh boyutlari ve sinir sartlari kullanilarak

sonuglar birbiriyle kiyaslanmaistir.

Ansys Workbench 18.1 MATLAB

45181 Max
40165
35.148

0,132

25115
20,093

15.082

10.066

5.05
0.033614 Min

Sekil B.30: VVon Mises gerilme dagilima.

Sekil B.30°da her iki sonlu elemanlar analizinden elde edilen von mises gerilme

dagilim1 verilmistir. Gortildiigii izere von mises gerilme dagilimlari ayni ¢ikmustir.

100
80
60

40

Ansys

20 Matlab

Reaksiyon Kuvveti (N)

0 0,05 0,1 0,15
Yer Degistirme (mm)

Sekil B.31: Reaksiyon kuvveti — yer degistirme grafigi.

Sekil B.31°de Ansys ve Matlab’ dan elde edilen reaksiyon kuvvetine karsilik yer
degistirme grafikleri verilmistir. Degerler arasindaki maksimum fark %0,5’ den daha

az ¢ikmustir.
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EKC

Periyodik doku iskelelerinin biyobozunma davranisin1 difiizyon esasli model
kullanarak analiz etmek icin MATLAB yazilimindan faydalanilmistir. ilk olarak
zamana bagli olarak doku iskelesi icerisindeki su konsantrasyonunu hesaplayabilmek
icin Denklem 2.6°da verilen difuzyon denklemi Denklem 2.10’daki sonlu farklar
formuna g¢evrilmistir. Ardindan baslangi¢ ve sinir sartlar1 altinda difiizyon denklemi
cevrimsel olarak ¢alistirilmis ve her ¢evrimde doku iskelesi malzemesinin eleman
eleman elastisite modiilii degerleri hesaplanmistir. Difiizyon esaslt biyobozunma

modelinin MATLAB {izerinde nasil ¢alistig1 adim adim asagidaki gibi sunulmustur.

Sivi

Doku iskelesi

Sekil C.1: Difuzyon esasli biyobozunma modeli igin baslangig sartlari.

Sekil C.1°de difiizyon esasli biyobozunma modelinin baglangi¢ sartlar1 doku iskelesi
ve stvinin ortadan kesit alinmis hali seklinde verilmistir. Baslangigta doku iskelesini
temsil eden elemanlarda hi¢ sivi bulunmadigi i¢in konsantrasyon 0 olarak ve sivinin
konsantrasyonu da 1 olarak kabul edilmistir. Buna gore mavi renkler doku iskelesini
ve sar1 renkler ise siviy1 temsil etmektedir. Bu baslangi¢ sartlarini olusturmak igin su

adimlar izlenmistir.

I1k olarak kati tasarim programinda periyodik doku iskelesi tasarimi yapildiktan sonra
ayn1 merkezde olacak sekilde kenar uzunlugu 2 eleman boyundan daha uzun olacak
sekilde i¢i dolu kiip ¢izilmistir. Bu iki geometri dosyasi step formatinda

kaydedilmistir.

Ici dolu kiip rahatlikla hexahedron elemanlarla meshlenebilmektedir. Fakat doku
iskelelerini hexahedron elemanlarla meshlemek i¢in Boliim 2.4.1°deki adimlar
izlenerek mesh islemleri gerceklestirilmistir. Boylelikle her iki geometri iginde

koordinat ve baglantisallik tablosu elde edilmistir.
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iki ayri geometriden elde edilen mesh verilerinde geometriler ayni merkezde
tasarlandigi i¢in ortak elemanlar vardir. Bunlari tespit etmek icin MATLAB ortaminda
her elemanin agirlik merkezleri hesaplanip iki ayr1 mesh verisinde ortak elemanlarin
olup olmadig1 kontrol edilerek bu elemanlarin sivi m1 yoksa doku iskelesi eleman1 m1
oldugu belirlendikten sonra Sekil C.2’de verilen sivinin eleman baglantisallik
matrisine bir siitun daha ekleyip ortak elemanlarin 10. Siitununa 1 yazdirilmastir.
Boylelikle doku iskelesini temsil eden elemanlar sivinin eleman baglantisallik matrisi
tizerinden ayirt edilmistir. Eleman baglantisallik matrisinin 10. Siitununda sifir yazan

elemanlar ise siviy1 temsil etmektedir.

[ 8000x10 double

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
514 514 1001 1002 1023 1022 560 561 582 581 1
515 515 1002 1003 1024 1023 561 562 583 582 1
516 516 1003 1004 1025 1024 562 563 584 583 1
517 517 1004 1005 1026 1025 563 564 585 584 1
518 518 1005 1006 1027 1026 564 565 586 585 1
519 518 1006 1007 1028 1027 565 566 587 586 1
520 520 1007 1008 1029 1028 566 567 588 587 0
521 521 1009 1010 1031 1030 568 569 590 589 0
522 522 1010 1on 1032 1031 569 570 591 590 1
523 523 1om 1012 1033 1032 570 571 592 591 1
524 524 102 1013 1034 1033 571 572 593 592 1
525 525 1013 1014 1035 1034 572 573 594 593 1
526 526 104 1015 1036 1035 573 574 595 594 1

Sekil C.2: Stvinin eleman baglantisallik matrisi.

Elemanlar baglantisallik matrisinde ayiklandiktan sonra baslangi¢c sartlarini

tanimlamak i¢in C isimli bir bos konsantrasyon matrisi tanimlanmaistir.

. } x, yve z dogrultularindaki adim aralig|

in One Direction —— Birkenardakieleman sayisi
ord{conn(l,2),2)) /dx; — Birelemanin igindeki aralik sayisi

bb*aa+l) ; ‘oncentration Matrix —— 3 boyutlu konsantrasyon matrisi

Sekil C.3: Konsantrasyon matrisi ve boyutlariin belirlenmesi.

Coziilecek difiizyon denklemi 3 boyutlu oldugu icin konsantrasyon matrisi de 3
boyutlu matrisi olarak tanimlanmistir. Sonlu fark denklemini ¢6zmek i¢in her eleman
igindeki adim araligimiz ve bir kenardaki eleman sayis1 C konsantrasyon matrisinin
boyutlarini belirler. Sekil C.3’te tamamen sifirlardan olusan C konsantrasyon
matrisinin boyutlarinin MATLAB {izerinde nasil belirlendigi gosterilmistir. Ayrica

doku iskelesi elemanlarinin molekiiler agirlik ve elastisite modiili degisimlerini
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hesaplamak i¢in her bir elemanin merkezindeki konsantrasyon degeri kullanilacaktir.

Bu degerler de C_el isimli matrisin i¢ine yazdirilacaktir.

Difiizyon modeli Sekil C.4’te gosterildigi gibi ¢cevrimsel olarak ¢alisacaktir. Buradaki
her ¢evrim 1 giine karsilik gelmektedir. Her c¢evrim baslangicinda sivinin

konsantrasyon degeri 1 olarak giincellenmektedir.

or ijk=1:NC —  Gevrim

+bb* (3-1) : (bb+1) +bb* (3-1)

=1l:aa

Her bir gevrimde sivi
elemanlarinin
b*aa+l-bb* (m-1)), l+bb*« konsantrasyon
matrisindeki degeri
baslangig sart
~end olarak 1 yazilmisgtir.

—

Sekil C.4: Cevrimsel ¢alisan difiizyon modeli ve baslangi¢ sartlar.

C konsantrasyon matrisi dongii baslamadan once olusturuldugu i¢in dongii esnasinda

doku iskelesini temsil eden kisimlarda herhangi bir deger atamasi yapilmamaktadir.

Dongii igerisinde konsantrasyondaki degisimlerin kaydedilecegi dCdt isimli bos

matris Sekil C.5’te gdsterildigi gibi tamimlanmuigtir.

o5 (aa*bb+l,aa*bb+l,aa*bb+1l) ; —— Konsantrasyonun zamana gore degisim matrisi
_final; &Time Step  ——  Zamanadimi

2)*(C(i+l,3,k)-2*C(i, 3, k) +C(i-1,7,k))+¢
j.k)+C(i,9-1,k) )+ (alpha/dz"2) *(C(4i,5,¢ Diflizyon denkleminin
= sonlu farklar
yontemiyle gozimi

Sekil C.5: Diflizyon denkleminin ¢6zimd.

Diflizyon denkleminin sonlu farklar yontemi kullanilarak ¢oziimii Sekil C.5°te
gosterilmistir. Bu sekilde o ¢evrimdeki doku iskelesi elemanlarindaki konsantrasyon

degerleri hesaplanmaistir.

Her elemanin merkezindeki konsantrasyon degerleri Sekil C.6’da gosterildigi gibi elde
edildikten sonra bu konsantrasyon degerleri kullanilarak molekiiler agirlik

hesaplamalar1 yapilmaistir.
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Eleman merkezindeki

bb*aa* (j-1)-bb*aa”Z* (k-1), 1+bk/2+bb* (k-1)): konsanqasyon
end degerlerinin elde
end edilmesi
for i=1:NE
if BF(i,ijk)==1 Molekiiler Agirugn Hesaplanmasi
mwi{i,ijk+1l)=mw(i,ijk)-4000* C_el(i,ijk):

end

end

Sekil C.6: Eleman merkezindeki konsantrasyon degerleri ve molekiiler agirlik
hesaplamasi.

Hesaplanan molekiiler agirlik degerleri esik molekiiler agirlik degeriyle kiyaslanarak
kiitlesel (bulk) bozunmanin meydana gelip gelmedigi Sekil C.7°de gosterildigi gibi
yapilmistir. Eger molekiiler agirlik degeri esik degerin altina diiserse malzeme tipini
tanimlayan matrise 0 yazilmaktadir. Boylece bir sonraki ¢evrimde o eleman siv1 olarak

hesaplamaya devam edilecektir.

= Kiitlesel (Bulk) bozunmanin kontroll

for i=1:NE

Et (i,1ijk)=E0* (mw (i, ijk) /mw0);
else Elastisite modilinin hesaplanmasi

Et(i,ijk)=E_fluid;

Sekil C.7: Kitlesel (bulk) bozunma kontrolii ve elastisite modiilii hesaplanmasi.

Molekiiler agirlik degerleri kullanilarak doku iskelesi elemanlarinin elastisite modiilii

degerleri Sekil C.7°de gosterildigi gibi hesaplanmuistir.
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EKD

Bolim 2.7°de anlatilan kemik yeniden yapilanma modelinin sonlu elemanlar

kodlariyla beraber dongiisel olarak ¢alisma algoritmast Sekil D.1°de verilmistir.

Sinir Sartlari,
Kuvvet

Sonlu Elemanlar .
——> Gerilme,

Analizi Birim Sekil
Degistirme
Elastisite Modiilii l

T . Mekanik
-—
Yogunluk Uyar

Sekil D.1: Kemik yeniden yapilanma algoritmasi.

Sekil D.1’de de goriildiigii tizere kemik dokusunu temsil eden elemanlarin gerilme ve
birim sekil degistirme sonuclar1 kullanilarak birim sekil degistirme enerjisi yogunlugu
hesaplanmistir. Bu deger kemik dokusunu temsil eden her bir elemanin yogunluguna
bolunerek birim kemik kiitlesi igin sekil degistirme enerjisi hesaplanmis olup mekanik
uyar1 olarak adlandirilmaktadir. Mekanik uyar1 degerine gore kemik yeniden
yapilanma modeli kullanilarak kemik dokusunu temsil eden elemanlarin yogunluklari
hesaplanmistir. Bu yogunluk degerleri kullanilarak bir sonraki dongii i¢in elastisite
modili degerleri hesaplanarak elastisite modiilii matrisine kaydedilmistir. Bunlar

MATLAB ortaminda su sekilde kodlanmustir.

Sabit
— Esik Deger

LT(1,1) LT(1,2}]; =—s Zaman Araligl

Baslangi¢ Kemik Yogunlugu
Kemik Yogunlugu Matrisi

Baslangig Kemik Yogunluk
Degerlerinin Atanmasi end

Sekil D.2: Kemik yeniden yapilanma katsayilarinin tanimlanmast.

Kemik yeniden yapilanma modelinde kullanilan katsayillarin MATLAB ortaminda
tanimlanmas1 Sekil D.2’de gosterildigi gibi yapilmistir.
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Kemigi Temsil Eden Elemanlar
; — Mekanik Uyari

Kemik Yogunluk Degeri +—— ze

on d A1l mron Zaman Aralig I
tt,ro]=oded5(@(ttt,ro) BBB* (5-kkk), tspan(ijkl,:), roo_0);

size(ro));

) ... . Kemik Yeniden Yapilanma Denklemi
o(sro,l)<=roo_initial

Sonraki Dongil |an (i,ijkl+l)=roo_initial;
Hesaplanan Kemik

Yogunlugu end

roo2(i,ijkl+l)=ro(sro,1);

Sonraki Déngii icin Elastisite
Modull Hesabi

i,ijkl)=C*roo2(i,ijkl+1l)"3; =————

E(i,ijk+1)=E2(1i,1]
(i,ijk1+1);

00 (i, i3k+1) =roc
Sekil D.3: Kemik yeniden yapilanma modelinin ¢6zimd.

Denklem 2.14’te verilen kemik yeniden yapilanma modeli MATLAB ortaminda Sekil

D.3’te gosterildigi gibi ¢Oziilmiistiir. Kemik yeniden yapilanma denklemi

MATLAB’1in adi diferansiyel denklem ¢ozme toolbox’t olan ode45 fonksiyonu

kullanilarak hesaplanmistir. Bu denklemden her bir dongilideki kemik yogunluklari

hesaplanarak kaydedilmistir.
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EKE

Periyodik doku iskelelerinin 1 N, 2 N ve 4 N yiik altindaki Von Mises gerilme
dagilimlar Sekil E.1’de verilmistir.

1IN

BC50
BC62,5

BC75

BCS50 *i
BCS62,5 *i
BCS75 *i |

BCC50
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BCC62,5

Sekil E.1: Periyodik doku iskelelerinin von mises gerilme dagilimlari.

Periyodik doku iskelelerinin 1 N, 2 N ve 4 N yiik altindaki es deger birim sekil

degistirme dagilimlar1 Sekil E.1°de verilmistir.

1IN 2N

BC50

BC62,5

&8 B g g @Ea @l

BC75

BCS50

BCS62,5

B8 HEE ESEEE
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Sekil E.2: Periyodik doku iskelelerinin es deger birim sekil degistirme dagilimlari.
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EKF

4 N mekanik yiik altinda birinci dereceden kinetik biyobozunma modelinden elde
edilen baslangi¢ ve 120. giiniin sonundaki Von Mises gerilme, toplam yer degistirme

ve es deger birim sekil degistirme dagilimlar1 Sekil F.1°de verilmistir.

BC50
Giin VVon Mises Toplam Yer Es Deger Birim
Gerilme Dagilimi Degistirme ~ Sekil Degistirme
Baslangic i
120 i
BC62,5
Giin VVon Mises Toplam Yer Es Deger Birim
Gerilme Dagilimi Degistirme ~ Sekil Degistirme
Baslangic i
120 i
BC75
Giin VVon Mises Toplam Yer Es Deger Birim
Gerilme Dagilimi Degistirme ~ Sekil Degistirme
Baslangic i
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120

BCS50
Von Mises Toplam Yer Es Deger Birim

Gin Gerilme Dagilimi Degistirme Sekil Degistirme

Baslangig *i i *i
N *i - i *i

BCS62,5
Von Mises Toplam Yer Es Deger Birim
Gerilme Dagilimi

BEEgEEEEEE

H

5

Giln

o *i i *i

BCS75

Giin Von Mises Toplam Yer Es Deger Birim
Gerilme Dagilim1 Degistirme Sekil Degistirme

BaSIanglg *i“ i *i ;‘

Sekil Degistirme

Degistirme

§BEEEEEE

E

g

g

120
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120

Giln
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Sekil F.1: Periyodik doku iskelelerinin birinci dereceden kinetik biyobozunma analizi
sonucu elde edilen Von Mises gerilme, toplam yer degistirme ve es deger birim sekil
degistirme dagilimlari.
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EKG

Periyodik doku iskelelerinin 120. giinlin sonunda difiizyon esasli biyobozunma modeli
kullanilarak 4e-7 ve 4e-8 diflizyon katsayilari i¢in elde edilen su konsantrasyonu,

molekiiler agirlik ve elastisite modiilii dagilimlart Sekil G.1°de verilmistir.

BC50
Diftzyon Molekiiler Agirlik  Elastisite Modiilii
Katsayisi Konsantrasyonu
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Sekil G.1: Periyodik doku iskelelerinin difiizyon esasli biyobozunma analizi sonucu
elde edilen su konsantrasyonu, molekiiler agirlik ve elastisite moduli dagilimlari.
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