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OZET

POLIVINIL ALKOL/KITOSAN KRiYOJELLERIN BiYOMIMETIK HIDROKSIAPATIT iLE
KAPLANMIS KOMPOZITLERININ URETILMESI VE KARAKTERIZASYONU

Glnlimiizde, her yastan yiizlerce insan, organ veya doku kaybindan kaynaklanan kazalar
veya cesitli sakatliklar nedeniyle tedavi edilmektedir. Doku miihendisligi, tiim bu tedaviler icin
yasam kalitesini iyilestirmek amaciyla doku ve organ fonksiyonlarimi arttirmayi1 ve geri
kazandirmay1 amaglayan bir bilim dalidir. Kriyojeller, monomerik veya polimerik baslaticilarin
donmus c¢ozeltilerinden iiretilen acik hiicre yapili matrislerdir ve tipik olarak birbirine bagh
makro gozeneklerden olusur. Kemik dokusunun inorganik yapisini olusturan kalsiyum fosfat
esash hidroksiapait (HA), biyouyumlulugu nedeniyle yapay kemik olarak cesitli protezlerin
yapiminda, ¢atlak ve Kirik kemiklerin onariminda ve metalik biyomalzemelerin kaplanmasinda
kullanilan biyoseramik bir malzemedir. Biyomimetik HA kaplama, insan viicudu sicakhigl
37°C'de ve neredeyse insan kan plazmasina esit iyon konsantrasyonuna sahip olan bir “Sentetik
Viicut Sivis1 (SBF)” kullanilarak insan viicudu pH degeri 7.4'te biyomimetik kosullarda
gerceklestirilen benzersiz bir yontemdir. Bu tez ¢alismasinda, biyomimetik HA ile kaplanmis
PVA/Kitosan kompozit kriyojeller kemik dokunun yenilenmesi icin kullanilmak {izere iiretilmis
ve karakterizasyonu saglanmistir. Calisma sonucunda kitosan orani ve kaplama siiresi arttikca
kaplama veriminin arttig1 gézlenmistir. PVA/Kitosan oraninin ve kaplama siiresinin kaplanmis
kriyojellerin 6zellikleri {lizerindeki etkisi analiz edilmistir. Karakterizasyon c¢alismalar1 igin
sisme testi, gozeneklilik analizi, kaplama sonrasi agirlik artisy, in vitro degradasyon, FT-IR, SEM,
EDXS ve XRD analizleri yapilmistir.

Calisma sonucunda elde edilen gozenekli yapiya sahip, biyobozunur, kemik doku
mithendisligi uygulamalarinda kullanim icin {retilen biyomimetik HA kapli PVA/Kitosan
kompozit kriyojellerin gelecekte kemik doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak iizere
potansiyel bir biyomalzeme olmasi beklenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kriyojel, PVA, Kitosan, Biyomimetik, HA, SBF

Damisman: Doc. Dr. Nimet KARAGULLE, Mersin Universitesi, Kimya Miihendisligi Anabilim Dalj,
Mersin.



ABSTRACT

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF BIOMIMETIC HYDROXYAPATITE COATED
POLYVINYL ALCOHOL/CHITOSAN COMPOSITES

Nowadays, hundreds of people of all ages are treated due to accidents or various
disabilities resulting from organ or tissue loss. Tissue engineering is a science that aims to
increase and restore tissue and organ functions in order to improve quality of life for all these
treatments. Cryogels are open cell structured matrices that are produced from frozen solutions
of monomeric or polymeric initiators and they are typically composed of interconnected
macropores. Hydroxyapatite, which forms the inorganic structure of bone tissue, is a calcium
phosphate based bioceramic material used for the construction of various prostheses as
artificial bone due to its biocompatibility, for the repair of defected bones, and for the coating of
metallic biomaterials. Biomimetic hydroxyapatite coating is a unique method carried out in
biomimetic conditions at 37°C, which is the human body temperature, and 7.4, which is the
human body pH value, by using a “Synthetic Body Fluid (SBF)” which has almost equal ion
concentration of human blood plasma. In this thesis study, PVA/Chitosan composite cryogels
coated with biomimetic hydroxyapatite were produced to be used for the renewal of bone
tissue, and characterization was achieved. It was observed that as the of chitosan ratio and
coating duration increased, coating efficiency increased. The PVA/Chitosan ratio and coating
duration were analyzed on the final properties of the coated cryogels. For characterization
studiesswelling test, porosity analysis, weight increase after coating, in vitro degradation
evaluation, FT-IR, SEM, EDXS and XRD analysis were performed.

As a result of the study, biomimetic hydroxyapatite coated PVA/Chitosan composite
cryogels produced for use in biodegradable, bone tissue engineering applications with porous
structures obtained are expected to be apotential biomaterials for use in future bone tissue
engineering applications.

Keywords: Cryogel, PVA, Chitosan, Biomimetics, HA, SBF

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Nimet KARAGULLE, Department of Chemical Engineering,
University of Mersin.
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1. GIRiS

Doku miihendisligi yaklasimi miihendislik, tip ve biyoloji prensiplerini kullanarak
hiicrelerin, doku iskelelerinin ve bliyiime faktorlerinin tek basina veya birlikte kullanimiyla
doku onarimini ya da yenilenmesini saglamaktadir [1].

Doku ve organ kayiplari ¢ok sik karsilasilan tedavisi pahali bir problem olarak karsimiza
cikar. Kaza sonucu yaralanmalar basta olmak iizere cesitli hastaliklar nedeniyle kemik kayiplari
meydana gelmektedir. Kemik dokusu viicudun 6nemli bir parcasidir. Kemikler, i¢c organlari
darbelere karsi korur, viicudun agirlik tasima kapasitesini belirler. Bunun gibi bircok dnemli
ozelliginden dolay1 viicutta olusan kemik hasarinin giderilmesi cok 6nemlidir [2].

Hasarli kemik dokunun onarimi icin doku miihendisligi 6nemli bir alternatiftir. Kemik
dokusu kendi kendini yeniler, fakat kayip fazla ise ¢evredeki yumusak dokular bu bolgeye goc
ederek saglikli kemik dokunun olusumunu engeller. Yumusak doku cok cabuk, birkac hafta gibi
bir siirede yenilenebilirken, sert doku birka¢ ay ya da bir y1l gibi uzun bir zaman periyodunda
yenilenir. Bu siire i¢inde ise hasarli doku korunmalidir. Burada doku igindeki bosluklari
doldurabilmek icin dogal ya da sentetik polimerler kullanarak hazirlanmis gézenekli,
biyouyumlu, biyobozunur doku iskeleleri kullanilmaktadir [2].

Ideal doku iskelesi yiiksek gdzenekli yapida, biyouyumlu, biyobozunur, yiizey 6zellikleri
hiicre yapismasi ve ¢cogalmasina uygun olmalidir. Bu 6zellikler secilen malzeme ya da kullanilan
yonteme gore farklilik gosterebilir.

Doku iskelesi, hiicrelerin organize olarak islevsel bir dokuya déniisebilmelerinde gerekli
destegi saglayan biyomalzeme olarak tanimlanmaktadir. Doku iskeleleri dogal polimerler
(kollajen, kitosan, jelatin vb.) ya da sentetik polimerlerden PVA, polistren, poliakrilamit,
polietilen vb.) Uiretilebilirler. Dogal polimerler dogal hiicresel cevreyi yakin olarak taklit edebilir,
sentetik polimerlerin ise malzeme o6zelliklerinin daha iyi kontrol edilebilmesi gibi avantajlari
vardir [3,4].

PVA, hidrofilik, biyobozunur ve biyouyumlu genis bir biyomedikal alanda kullanilan
sentetik bir polimerdir. Son zamanlarda PVA hidrojeller 6zellikle doku miihendisligi alaninda
onarim ve yenileme i¢in oldukca ilgi cekici malzemeler olarak goriilmektedir [5,6].

Bunun yaninda kitosan, biyouyumlu, biyobozunur olma, toksik olmama, hiicre tutunmasi
ve ¢ogalmasina olanak saglama, antimikrobiyal etkinlik ve yaralarin hizli iyilesmesine katki
saglama gibi 6zelliklerinden dolay1 biyomedikal uygulamalarda siklikla tercih edilen dogal bir
polimerdir [7].

Doku iskesi iiretiminde kullanilan biyomalzemeler jel yapisinda da
olusturulabilmektedir. Polimerik jelleri hidrojel ve kriyojel olarak iki ayr1 bashk altinda

inceleyebiliriz [8].
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Hidrojeller, capraz bagh hidrofilik homopolimerlerin ya da kopolimerlerin su ile
sisebilen ii¢ boyutlu ag yapili bilesikleridir. Glinlimiizde, hidrojeller, eczacilik, tip, veterinerlik,
ziraat, biyomiihendislik, insaat ve tekstil sektorlerinde; ila¢ salimi, cocuk bezi, molekiiler elek,
kontak lens, yapay organ, nem tutucu olarak kullanilmaktadir. Kriyojeller ise, yar1i donmus sulu
ortamda sentezlenen, heterojen acik goézenek yapisina sahip yapilar olup, yiiksek mekanik
dayanim ve elastikiyet 6zellik gosterirler. Bununla birlikte, kriyojellerin genis gézenekli yapilar
sebebiyle adsorpsiyon kapasiteleri diisiiktiir. Hidrojeller sismis halde iken yumusak ve kirilgan
olduklarindan yiiksek oranda sismis hidrojellerin mekanik dayanimlari diisiiktiir. Kriyojeller
ise hidrojellere gore cok daha dayanikhidir. Kriyojeller, mikro yapilarinda herhangi bir catlak
olusmadan sikistirilabilirler. Bu 6zellik, yiiksek oranda c¢apraz baglanma ve kalin gézenek
duvarh sebeke yapisindan kaynaklanir. Bu sebeple, kriyojel yapisi, hidrojel yapiya kiyasla bicim
degistirmeye karsi daha direnclidir [9]. Kriyojeller ozmotik, kimyasal ve mekanik kararliliklari
nedeniyle biyolojik uygulamalarda énem kazanmistir. Bu yiizden biyosensoér uygulamalari, ila¢
salim sistemleri tasarimi, molekiiler baskilama teknikleri gibi bircok uygulamada kullanilmistir.
Son yillarda doku iskelesi iiretiminde de kullanilmaya baslanmistir [10].

Kriyojelasyon, son yillarda doku iskelesi iiretiminde kullanilmaya baslanan birbiri ile
baglantili gozeneklere sahip ve mekanik olarak stabilitesi yiiksek doku iskelesi tiretim
tekniklerinden biri haline gelmistir. Kriyojelasyon yonteminde, ilk olarak polimer ve monomer
onciiler, capraz baglayici ve diger istenen katkilar uygun coziiciide ¢oziliir (veya dagitilir) ve
sekil verilecek kaliba (kaba) konulur. ikinci adimda negatif sicakliklarda polimerizasyon
ve/veya capraz baglanma saglanir ve son olarak ise kriyojeller oda sicakligina getirilir. Eriyen,
donmus ¢6ziicii arkasinda izini (gozenekleri) birakarak sivi haline gelir, olusan kriyojelin
gozeneklerini olusturur [11].

Gerek biyomimetik, gerekse biyomimikri dogadaki modelleri inceleyen, sonra da bu
tasarimlari taklit ederek veya bunlardan ilham alarak insanlarin problemlerine ¢6ziim getirmeyi
amaglayan yeni bir bilim dalidir [12].

Kemik dokusunun inorganik yapisini olusturan kalsiyum fosfat esasli HA, tip ve discilikte
kullanilan bir biyoseramik malzeme olup, biyouyumlulugu nedeniyle yapay kemik olarak cesitli
protezlerin yapiminda, catlak ve kirik kemiklerin onariminda ve metalik biyomalzemelerin
kaplanmasinda kullanilmaktadir. HA'nin en 6nemli 6zellikleri arasinda miikemmel biyolojik
uyumlulugu énde gelir. HA, sert dokularla direk kimyasal bag kurar. HA partikiillerinin ya da
gozenekli bloklarin kemige yerlestirilmesinde yeni doku, 4-8 haftada sekillenir. Ayrica, HA'nin
lokal biiylime faktorlerine, Ozellikle kemik proteinlerine karsi kuvvetli kimyasal baglanma
egilimi oldugu saptanmistir. HA non-toksik (zehir etkisi olmayan) 6zelliklere sahip olmasi

sayesinde meydana gelebilecek viicut reaksiyonlar: da minimumdur [13].
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Biyomimetik HA kaplama islemi icin, insan kan plazmasindaki iyon konsantrasyonunu
taklit eden sentetik viicut sivisi hazirlanarak polimer yiizeyleri kemik dokusuna benzer sekilde
kaplanabilmekte ve biyoaktivite kazanabilmektedir. Hazirlanan bu sivilar sayesinde kaplanmis
malzemeler hem icerik olarak hem de mikro yap1 olarak biyolojik sistemde (kemikte) yer alan
inorganik fazi taklit etmekte ve kemik hiicresi tutunmasini artirmaktadir [14].

Bu tez calismasi kapsaminda, kriyojel olusturma kavramindan yararlanarak kemik doku
mithendisligi icin yeni doku iskelelerinin hazirlanmas1 hedeflenmektedir. PVA, hidrofilik,
biyobozunur ve biyouyumlu sentetik bir polimer olmasi gibi 6zellikleri géz 6niine alinarak ilk
polimer sistemi olarak, kitosan ise, antijenik yapida olmamasi, biyobozunur olmasi ve canl
viicudu tarafindan tamamiyla emilen zararsiz iirlinler (amino sekerler) halinde parcalanmasi,
toksik olmamasi, yiiksek biyouyumlulugu, adsorpsiyon 6zellikleri ve cesitli tekniklerle proses
edilebilmesi sebebiyle iiretilecek kompozit doku iskelesinin ikinci bileseni olarak secilmistir.
ideal bir doku iskelesinin tasimasi gereken gdzeneklilik, biyobozunurluk, mekanik ézellikler
acisindan konak dokuya benzerlik gibi 6zelliklerinin gelistirilmesi, iyilestirilmesi ve
degistirilmesi amaci ile bu c¢alisma kapsaminda PVA/Kitosan kompozit kriyojeller farkl
oranlarda tliretilmis ve HA ile kaplanmistir.

Tez ¢alismasinin temel amaci, kemik doku yenilenmesini destekleyecek 6zelliklere sahip
biyomimetik HA ile kaplanmis PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin fretilerek,
karakterizasyonunun gerceklestirilmesidir. Bu amaca yo6nelik olarak kriyojelasyon yontemi ile
capraz baglayici kullanilarak, farkli oranlarda ve iki farkl kriyojelasyon sicakliklarinda (-16°C
ve -8°C) PVA/Kitosan kompozit kriyojeller iiretilmistir. Uretilen PVA/Kitosan kompozit
kriyojellerin insan kan plazmasindaki iyon konsantrasyonunu taklit eden sentetik viicut sivisina
farkli zaman periyotlarinda (1, 3, ve 7 giin) daldirilarak hidroksiapatit (HA) ile kaplanmasi ve
biyoaktivite kazanmasi saglanmistir.

Uretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin karakterizasyon c¢alismalar1 kapsaminda;
sisme testi, gozeneklilik analizi, kaplama sonrasi agirlik artisinin belirlenmesi, in vitro
degradasyon, FT-IR, SEM, EDXS ve XRD analizleri yapilmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda elde
edilen tiim bulgular 1s181nda, biyoaktivite kazanan PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin kemik
doku miihendisligindeki doku kayiplarinda, hasar géren bolgeye yerlestirilerek c¢atlak ve kirik

kemiklerin onarimi i¢in uygun bir biyomalzeme olmasi beklenmektedir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. DOKU MUHENDISLIiGi

Doku mihendisligi hasar gérmiis doku ve organlarin fonksiyonlarinin desteklenmesi,
gelistirilmesi veya yeniden yapilandirilmast icin tip, mihendislik ve biyoloji bilimleri

calismalarinin bir arada yiiritiildigi disiplinler arasi bir alandir [15].

2.1.1. Doku Miihendisliginin Hedefi

Doku miihendisliginin hedefi hiicre, doku iskelesi ve biyosinyal molekiillerini bir araya
getirerek hasarli dokularin tamir edilmesidir. Bu hedefe ulasmak i¢in Sekil 2.1'de gosterildigi
gibi hastadan hiicreler toplanir, ¢ogaltilir, liretilecek doku i¢in hazirlanmis iskele yapinin icine
yerlestirdikten sonra dokuya uygun biiyiime faktdrleri, kimyasal ve mekanik uyaranlarla

istenilen doku olusuncaya kadar biiyutiliir [1].

Hastaya 5
Kledil v {;; Hastadan
L. -
nakledilme Jl,_ 2 hiicre
Ay toplanimasi
f [\ '|
L [R5 |..|
bl | o
E Uygun hicrelerin secimi(hicre izalasyonu)
Dokunun dretimi |:—-_

‘ |
iskela Hilcrelerin dretilmesi

Hicralerin cogaltlmas

Sekil 2.1. Doku miithendisligi calisma prensibi [1].
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2.1.2. Kemik Doku Miihendisligi

Tlumorler, hastaliklar, enfeksiyonlar, travma, biyokimyasal bozukluklar ve normal
olmayan iskelet gelisimi sonucu olusan kemik hasarlar1 6nemli saglik problemidir. Ayrica kemik
kanserleri nedeniyle olusan tiimoérlerin cerrahi islemle ¢ikarilmasiyla, kemigin yenilenebilmesi
icin iskelet devamliliginin ve mekanik destegin saglanmasi gereken kritik biiytikliikte hasarlar
meydana gelebilir [16]. Kemik kendi kendine iyilesme ve yara dokusu olusmadan yenilenebilme
kapasitesine sahip bir doku olmasina ragmen, bu gibi biiyiik hasarlarin onariminda yetersiz
kalabilmektedir [17]. Sekil 2.2°de kemik hasarinda kemik doku miihendisligi yaklasiminin

sematik gosterimi verilmektedir.

e S e T
LA R J

: | |

Hicrelerin izalasyonu

ve ¢ogaltiimas: e o
e o . )

in vitro hicre kaltara

[
5 s
- ‘

Kemik hasan Polimerik doku iskelesi

Kemik rejenerasyonu

Sekil 2.2. Kemik doku miihendisligi yaklasiminin sematik gosterimi [18].

Kemik hasarlarinin tedavisinde kullanilan malzemeler, kemik greftleri, seramikler ya da
sentetik polimerlerdir. Kemik greftleri hastanin kendisinden (otogreft), baska bir vericiden
(allogreft) ya da farkl bir tiirden (zenogreft) elde edilebilir [19]. Glinlimiizde kemik onarimi
icin, “altin standard” hasarli bolgeye otolog kemik naklidir [20]. Ancak bu islem sirasinda
hastaya ikinci bir cerrahi islem yapilmasina ihtiya¢ duyulmasi ve hasarl alanin biiyukligi
nedeniyle yeterli greftin alinamamasi1 bu yontemin 6nemli kisitlamalarindandir. Patojenlerin
tasinmas1 ya da bagisiklik sistemi aktivasyonu gibi yan etkilerine karsin, allogreftler ve
zenogreftler osteoindiiktif o6zelliklerinden dolay1 otogreftlere alternatif olarak tercih
edilmektedir [19]. Tim bu uygulamalarin dezavantajlarini ortadan kaldirmak amaciyla
tasarlanan kemik doku miihendisligi yaklasimlarinda, kemik hasarlarinin onarilmasi ya da
hasarli dokunun yeniden yapilanmasi i¢in doku iskeleleri (scaffold), hiicreler ve biiyiime
faktorleri tek baslarina ya da bir arada kullanilmaktadir [21]. Sekil 2.2’de kemik doku
miihendisligi yaklasiminda hiicre dis1 matrisi taklit ederek, kemik dokusunu iiretmek amaciyla
cok cesitli doku iskeleleri gelistirilmistir [20]. Hastanin kendisinden veya uygun bir kaynaktan

alinan saglikli kemik hiicreleri in vitro kosullarda c¢ogaltildiktan sonra doku iskelelerine
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ekilmekte ve doku olusumu gerceklesmektedir. Es zamanl olarak da biyobozunur 6zellikteki
doku iskelesi bozunarak yerini gercek dokuya birakmaktadir. Elde edilen doku hasarli bolgeye

implante edilerek siirec tamamlanmaktadir.

2.2. Doku Miihendisligi Ana Bilesenleri

» Hiicre
> Doku iskesi (scaffold)

» Biyosinyal molekiiller

2.2.1. Hiicre

Doku miihendisligi uygulamalarinin temelini olusturmaktadir. Uygun dokudan izole
edilen hiicre, ozellikleri belirlendikten sonra yeterli say1 ve kalitede hedef organa enjekte
edilmektedir.

Kaynaklarina gore hiicreleri siniflandirmak gerekirse;

» Otolog hiicreler; Canlinin kendisinden alinan hiicrelerdir.
» Allojenik hiicreler; Farkl bir insandan alinan hiicreler
» Zenojenik hiicreler; Farkli bir canli tiirtinden alinan hiicrelerdir.
En iyi yaklasim ise hastanin saglikli bolgesinden alinan hiicrelerin (otolog hiicre) viicut

disinda hazirlanan hiicre kiltiiriinde ¢ogaltilarak hastaya nakledilmesidir [22].

2.2.2. DoKu iskelesi (Scaffold)

Insan viicudu sistemlerden, sistemler organlardan, organlar dokulardan, dokular ise
hiicreler ve hiicre dis1 matristen (ECM) olusmaktadir. Hiicre dis1 matris (ECM) hiicrelere fiziksel
bir destek saglamasinin yani sira hiicre-hiicre etkilesimlerini organize etmekte ve hiicrelerin
yapismasli, gocl, cogalmasi, farklilasmasi ve matris birikimi icin cesitli biyokimyasal ve
biyofiziksel uyarilar1 yapmaktadir. Doku iskeleleri ECM’yi taklit edecek bigcimde tasarlanan
yapilardir. Kisacasi, yapay bir “hiicre dis1 matris” olarak diistiniilebilir [23].

Doku iskelesi iiretiminde kullanilacak malzemelerin se¢cimi ¢ok dnem arz etmektedir.
Doku iskelesi iiretiminde kullanilacak malzemede olmasi gereken baslica 6zellikler sunlardir:

» Malzeme biyouyumlu olmalidir, yani viicut icine yerlestirildiginde istenmeyen doku
tepkilerine yol agmamalidir.

» Hiicre yapismasini ve islevini artirici ylizey kimyasina sahip olmalidir.
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» Hiucreler yeni ECM olusturacak kapasiteye ulastiklarinda iskeleye ihtiyac
kalmayacagindan, doku iskelesinin viicut ortaminda pargalanabilen bir malzemeden
(biyobozunur madde) liretilmesi gerekmektedir.

» Malzeme pargalanirken biyouyumlulugunu kaybetmemeli ve zehirli {riinler
olusturmamalidir.

» Ayrica, hiicrelerin ve besinlerin gecisini saglayacak sekilde yiiksek gozeneklilik oranina

ve uygun gozenek buyiikliigiine sahip olmalidir [3].

2.2.3. Biyosinyal Molekiiller

Biyosinyal molekiiller (hormonlar, biiyiime faktorleri vb.) doku olusumu siiresince

cesitli hiicresel islevleri desteklemek amaciyla kullanilir [22].

2.3. Doku iskelesi Uretim Yontemleri

Doku miihendisligi calismalarinda, doku iskelesi tasarimi ve iiretimi en o6nemli
asamalardan biridir. Doku iskelesi tasariminda gozenek yapisi, biliyiikliigli ve gozeneklerin
birbirleriyle yiiksek oranda baglantili olmasi olusan yeni dokuda damarlasmanin saglanmasi
bakimindan 6zel bir 6nem tasimaktadir. Bu gozenekler sayesinde doku iskelesi iizerinde
biiytitiilen veya implantasyondan sonra ¢evre dokulardan buraya go¢ eden hiicrelerin oksijen ve
besin ihtiyacglar1 karsilanirken, ayni zamanda hiicre atiklari da ortamdan kolaylikla
uzaklastirilir. Bu nedenle doku iskelesi liretim metotlar1 basta gézeneklilik olmak tlizere bir doku
iskelesinin sahip olmasi gereken karakteristik 6zellikleri kazandirabilmelidir [2].

Seramikler ve metaller, islenmesi ve sekil verilmesi zor malzemeler oldugundan ancak
yuksek sicakliklarda islenerek, belirli geometrilerde doku iskelesi iiretimi yapilabilmektedir.
Polimerler ise kolay islenebilir malzemelerdir. Bu nedenle polimerik doku iskelelerinin
fabrikasyonuna yonelik cok sayida yontem gelistirilmistir. Bu yontemler geleneksel yontemler
ve hizli prototipleme yontemleri olarak iki grupta incelenmektedir. Geleneksel yontemlerle
tiretilen doku iskelelerinde gozenek biiyiikliigiiniin kontrolii ve gozeneklilik dagilimi, istenilen
iskele geometrisinin olusturulmasi acisindan yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle {i¢ boyutlu doku

iskelesi tiretimi i¢in bilgisayar destekli tasarim teknikleri (hizli prototipleme) gelistirilmistir.

2.3.1. Kriyojelasyon

Kriyojel tiretmek icin kullanilan ydnteme Kkriyojelasyon (karyotropik jelasyon) adi

verilmektedir. Kriyojelasyon yonteminde, kriyojeller genellikle -5°C ile -20°C arasindaki
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sicakliklarda hazirlanir. Jel oOnctllerini iceren c¢ozelti (monomerler, ¢apraz baglayicilar,
baslaticilar) dondurulur. Reaksiyon karisimi donarken, karisim iki ana béliimden olusur; buz
kristalleri ve buz kristalleri arasinda dondurulmamis bir sivi mikrofaz. Kimyasal reaksiyon bu
donmamis sivi mikrofazda gergeklesir. Buz kristalleri, donma sirasinda biliylimeye devam eder
ve birbirine bagli buz kristallerinin tam bir donmus formu olusana kadar diger kristallerle
birlesirler. Jellesme isleminin sonunda, kriyojel oda sicakligina getirilir. Buz kristallerinin
¢oziilmesiyle birlikte stirekli birbirine bagh makro gézenekli polimer ag1 iceren bir matris elde
edilir. Kriyojelasyon yonteminin sematik sunumu Sekil 2.3'de gosterilmistir. Buz kristallerinin

sekli ve bliyiikligi, olusan gozeneklerin seklini ve biiytkligiinii belirler [24].

Monomerler ve baslaticilar

" Buz kristalleri

Polimerizasyonun baslangi¢c asamasi

- Polimer jel
( ‘, Super makro gozenekler

Sekil 2.3. Kriyojelasyon yontemi (1) Donma; (2) Polimerlesme; (3) Erime [24].

Tablo 2.1’de siklikla tercih edilen doku iskelesi tiretim yontemlerinin avantaj ve

dezavantajlar1 6zetlenmistir [25,26].
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Tablo 2.1. Doku iskelesi liretim yontemleri avantaj ve dezavantajlar1 [18].

Uretim Yontemi | Avantajlan | Dezavantajlar1
Geleneksel yontemler
Elektroegirme Diisiik, ayarlanabilir sekilli, | Organik ¢oziiciilerin
biiyiikliik ve mekanik dzelligin | kullanilmasi, ii¢ boyutlu
iyi olmas1 cok cesitli polimer | yapilarin tiretiminde

kullanabilme imkani ve | elverissiz olmasi.
diizenlenmis nanofiber
iiretiminin olmasi.

Fiber Baglama Kolay islenebilme ozelligi, | Amorf olmayan
yiksek gozeneklilik ve yliksek | polimerler icin yiiksek

ylizey alani/hacim orani sahip
olmasi.

isleme sicakhigl, disiik
mekanik dayanim ve
¢Ozlcl uzaklastirma
probleminin olmasl.

Faz Ayirim

Biyoaktif ajanlarla etkilesime
uygun olmasi yuksek
gozenekli yapi, ayarlanabilir
sekil biyiiklik ve iyi bir
mekanik 6zellige sahip olmasi.

Mikro yapinin
kontroliinde yetersiz
olmasi, dusik Uretim
verimi, farkh
biiytikliklerde gozenek
elde etmek icin
elverissizlik ve ¢oziicl
uzaklastirma

probleminin yasanmasi.

Coziicii Dokiim/Parcacik
Uzaklastirma

Farkh buyiikliiklerde gozenek
capl, yiksek gozeneklilik ve

Diisiik mekanik o6zellik,
porojen ve c¢oziiciilerin

kristalinitenin  ayarlanabilir | yeterince

olmasa. uzaklasamamasi,
membran kalinliginin
sinirli olmasi.

Membran Laminasyonu Makro  yapinin  kontrolii, | Diisiik mekanik 6zellik,
gozeneklilik  ve  gozenek | ¢oziicliniin uzaklas
biytikliginin bagimsiz | tirllamamasi, lretim
kontrollii olmasi. sliresinin uzunlugu,

gozenekler aras1 zayif
baglanti olmasi.

Eriyik kaliplama Makro  yapmin  kontrold, | Amorf olmayan
gozeneklilik  ve  gozenek | polimerler icin yliksek
biytikliginiin bagimsiz | isleme sicakligy,
kontrollii olmasi. porojenin

uzaklastirilamamasi.

Hizli prototipleme yéntemleri

U¢ boyutlu baski teknigi | Yiiksek gozeneklilik, gozenek | Toksik organik

(3DP) capt: 45-100 pm, kolay isleme | ¢ozlctllerin  kullanimy,

ozelligi, ylksek ylzey
alani/hacim orani, gozenekler
arasi yiiksek baglant1 ve farkh
polimerleri isleyebilme
ozelliklerine sahip olmasi.

kiiciik gozenek cap1 ve
zay1f mekanik dayanim.
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Tablo 2.1. Devami

Eriterek
modellemesi (FDM)

birikim

Yiiksek gozeneklilik, gozenek

capt: 250-1000 pm, yiiksek
ylizey alani/hacim orani,
gozenekler arasl yliksek
baglanti,  ¢ozlici  kullanimi

gerektirmemesi, gozeneklilik ve
gozenek biiylikliigiiniin bagimsiz
kontrollii olmasi.

Yiiksek isleme sicakligy,
sinirlh sayida polimer
icin  uygun olmasi,
farkli yonlerde gozenek

olusturmanin kisith
olmasi ve farkl
geometrilerde {iretim

zorlugunun yasanmast.

Lazerle Kaliplama (SLS)

Yiiksek gozeneklilik, gozenek
capt: 45-100 pm, yiiksek ylizey

Yiiksek isleme sicakligi
ve kiiciik gozenek capu.

alani/hacim  oranina  sahip
olmasi, gézenekler arasi yiiksek
baglantili olmasi, ¢ozicii
kullanim1 gerektirmemesi, farkli
polimerler isleyebilme 6zelligi,
gozeneklilik ve gozenek
biytikliginiin bagimsiz
kontrollii olmasu.

2.4. Doku iskelesi Uretiminde Kullanmilan Biyomalzemeler

Biyomalzemeler; Insan viicudunda ki hasta, hasarli ya da eksik dokularin islevlerini
yerine getirmek ya da desteklemek amaciyla kullanilan dogal ya da sentetik yontemlerle elde
edilmis malzemeler olarak tanimlanmaktadir.

Malzeme secimi, doku miihendisliginde ¢ok 6nemli bir kriterdir. Secilen malzemeden
istenilen olumlu sonu¢ malzemenin biyouyumluluk, biyobozunurluk gibi 6zelliklerinin iyi
olmasiyla elde edilir. Clinki secilen malzeme biyouyumlu olursa kendisini ¢cevreleyen dokularin
normal degisimlerine engel olmaz ve dokuda istenmeyen tepkiler (iltihaplanma, piht1 olusumu,
vb.) meydana getirmez.

Doku iskelesi tiretiminde kullanilan malzemeler; Metaller, seramikler, polimerler ve
kompozit malzemeler olarak siniflandirilmaktadir. Fakat kolay islenebilme, kullanim alanlarina
yonelik ¢cok degisik formlarda (lif, film, jel) hazirlanabilmeleri ve dogal dokulara benzerlikleri
nedeniyle polimerler biyomalzeme olarak doku miihendisligi uygulamalarinda en ¢ok kullanilan

malzeme ¢esidi olmustur [4].

10
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2.5. Polimerik Jeller (Hidrojel ve Kriyojel)

Doku iskesi tiretiminde kullanilan biyomalzemeler farkli yapilarda olusturulabildigi gibi
(lif, film vb.) jel yapisinda da olusturulabilmektedir. Polimerik jelleri hidrojel ve kriyojel olarak

iki ayr1 baglik altinda inceleyebiliriz [27].

2.5.1. Hidrojel

Hidrojeller, ii¢ boyutlu aglarinda biiyiik miktarlarda su tutabilen hidrofilik yapiya
sahiptir. Su sever olmalari nedeniyle “hidrofil polimerler” olarak da adlandirilirlar. Hidrojeller,
son yillarda genis uygulama alanlarina sahip olmasindan dolay: biiyiik ilgi gérmiistiir. Ayrica,
yapilarinda biiylik miktarda su tutabilme, yumusak ve esnek yapida olmalarindan dolay1 dogal

dokuya oldukg¢a benzerdir. Sekil 2.4’de hidrojelin polimerik ag yapisi gosterilmektedir [28].

Ciziicii su moleldilleri

Capraz bag

Sekil 2.4. Hidrojelin polimerik ag yapisi [28].

Hidrojellerin bir¢ok kullanim ve uygulama alanina sahiptir. Bunlardan birka¢ tanesi

Tablo 2.2’de 6zetlenmistir.

Tablo 2.2. Hidrojellerin uygulama alanlari [28].

HiDROJELLERIN UYGULAMA ALANLARI

Yapay organ yapimi Kontak lens

Biyosensor Kozmetik sektorii

Gida sektoriinde katki maddesi Kemik hastaliklari tedavisi

Yapay kornea Agir metal/boyarmadde uzaklastirma
Su saflastirma Denetimli salinim sistemleri

11
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2.5.2. Kriyojel

Kriyojeller, kismen donmus monomerik veya polimerik c¢ozeltilerle hazirlanan g
boyutlu jel matrislerdir. Kriyojeller makrogozenekli veya siiper makrogdzenekli yapida,
slingerimsi morfolojiye sahip jellerdir. Sahip oldugu bu makrogdzenekli yapisi sayesinde
difiizyon akisi ve kiitle aktarimi etkin bir sekilde gergeklesir

Birbiri ile baglantii makrogézenekler ve siingerimsi morfoloji kriyojellerin en tipik
ozelligidir. Stingerimsi kriyojeller icerisinde bulunan suyun biiyiik bir kismi makrogézeneklerin
icerisindedir ve mekanik olarak sikistirma ile makrogozeneklerden disar1 ¢ikarilabilir.
Kriyojellerin 06zellikleri kriyojelasyon sicakligi, 6rnegin donmus vaziyette kalma siiresi,
donma/erime hizlar, ¢éziicii cinsi, ¢6zlinen veya ¢oziinmeyen katki maddeleri ile degisir.

Kriyojelin polimerik ag yapisi Sekil 2.5’de gosterilmektedir [10].

Donmus su molekiillerinin Capraz bag
olusturdugu gizenekler

Sekil 2.5. Kriyojelin polimerik ag yapisi [26].

Kriyojeller ozmotik, kimyasal ve mekanik kararhliklar1 nedeniyle biyolojik
uygulamalarda 6nem kazanmistir. Bu ylzden bir¢cok uygulamalarda kullanilmistir. Ayrica
kriyojeller makrogé6zenekli yapisi sayesinde hizli sisme kinetigi gostermektedir. Kriyojeller bu
ozellikleri sayesinde;

e Biyosensor uygulamalari
e ilag salim sistemlerin tasariminda

e Molekiiler baskilama tekniklerinde kullanilmaktadir.
2.5.3.Kriyojellerin Hidrojellerden Farklari

Hidrojeller, su ile sisebilen, capraz bagh gozenekli polimer yapilardir. Sismis halde iken
yumusak ve kirilgandir, bu nedenle yiiksek oranda sismis hidrojellerin mekanik dayanimlari

diisiiktiir. Kriyojeller yar1 donmus sulu ortamda sentezlenen, makro gozenekli yapilar olup,

12
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yliksek mekanik dayanim ve elastikiyet 6zelligi gosterirler. Tablo 2.3'de hidrojel ve kriyojel

doku iskelelerinin karsilastirilmasi gésterilmektedir [27].

Tablo 2.3. Hidrojel ve kriyojel doku iskelelerinin karsilastirilmasi [27].

OZELLIKLER HIDROJEL KRiYOJEL
Stabilite Diisiik Yiiksek
Mekanik Dayanim Diisiik Yiiksek
Gozeneklilik Diisiik Yiiksek
Sekil Jel Siinger
Hazirlanmasi Kisa Uzun

2.6. Doku Miihendisliginde Kullanilan Polimerler

Doku iskeleleri dogal polimerler (kollajen, Kkitosan, jelatin vb.) ya da sentetik
polimerlerden (PVA, polistren, poliakrilamit, polietilen vb.) {retilebilirler. Tablo 2.4’de
kriyojellerin liretimi icin yaygin olarak kullanilan dogal ve sentetik polimerler ile kullanim
alanlar verilmektedir. Dogal polimerler hiicresel cevreyi yakin olarak taklit edebilirler, sentetik
polimerlerin ise malzeme 06zelliklerinin daha iyi kontrol edilebilmesi gibi avantajlar1 vardir
[3,4]. Dogal polimerlerin (kitosan, jelatin, aljinat, nisasta, vb.) en biiyiik avantaji biyolojik olarak
uyumlu olmalari, toksik etki gostermemeleri, biyolojik olarak parcalanma o6zelliklerinin iyi
olmast ve etken maddenin salinimi bittikten sonra viicuttan uzaklastirilmalarinin
gerekmemesidir. Sentetik polimerlerin (PVA, poliakrilamid, polistiren, vb.) ise, malzeme

ozelliklerinin daha iyi kontrol edilebilmesi gibi avantajlar1 vardir [4].

Tablo 2.4. Kriyojellerin iiretimi icin yaygin olarak kullanilan dogal ve sentetik polimerler ile

kullanim alanlar [4].

DOGAL POLIMERLER

Polimerin Ad1

Yaygin Kullanimi

Aljinat-agaroz

Doku miihendisligi iskelesi (genel kullanim), afinite aritimi

Seltloz

Doku miuhendisligi iskele (sinir)

Kitosan

Enzim immobilizasyonu, doku miihendisligi iskele (kemik,
deri, sinir), afinite saflastirmasi, sorpsiyon islemleri

Kitosan-agaroz-jelatin

Doku miihendisligi iskele (kikirdak)

Kitosan-jelatin

Doku miihendisligi iskele (kemik, kikirdak, deri)

Kollajen

Doku miihendisligi iskele (kemik)

Jelatin

Biyoreaktor, doku miihendisligi iskele (kemik, kikirdak, deri,
kardiyovaskiiler, intervertebral disk, noral, iskelet kasi)

Jelatin-fibrinojen

Doku miihendisligi iskele (deri)

Jelatin-laminin

Doku miihendisligi iskele (sinirsel)

Ipek fibroin (SF)

Doku mihendisligi iskele (kemik, intervertebral disk)

13




Giilsah Giil, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

Tablo 2.4. Devami

SENTETIK POLIMERLER
Polimerin Ad1 Yaygin Kullanimi
N-vinil-2-pirolidon (NVP) Biyoreaktor, doku miihendisligi iskele (kemik)
Poli (etilen glikol) (PEG) Doku miihendisligi iskele (kikirdak, deri)
Poli (etilen oksit) (PEO) Biyoreaktor, doku miihendisligi iskele (genel kullanim)
Poli (vinil alkol) (PVA) Biyoreaktor, hiicre ve enzim immobilizasyonu, doku
miithendisligi iskele (kikirdak, deri, kardiyovaskiiler,
intervertebral disk)
2.7.PVA

PVA hidrofilik, biyobozunur ve biyouyumlu sentetik bir polimerdir. Biyomedikal alanda
oldukga genis bir kullanima sahiptir. PVA'nin kullanildig1 alanlar arasinda kalp kapakgiklari,
kornea implantlar1 ve kikirdak doku implantlari bulunmaktadir. Sekil 2.6’da PVA’'nin kimyasal

yapisi gosterilmektedir [27].

- H H .
I |
C C
| |
— H OH _nNn

(CH2 CHOH)n
PVA(Polivinil alkol)

Sekil 2.6. PVA'nin kimyasal yapisi [27].

2.8. Kitosan

Kitosan, kitinin yiiksek sicaklikta deasetilasyonu ile elde edilen, (1-4) bagh D-glukozamin
Uinitelerinden olusan katyonik ve dogrusal yapida bir biyopoliaminosakkarittir. Biyouyumluluk,
toksisite, dusiik alerjenite ve biyobozunabilirlik gibi 06zellikleri, cesitli uygulamalarda
kullanilmasina olanak saglar. Sekil 2.7°de kitinin kimyasal bag yapisi, Sekil 2.8’de ise kitosanin

kimyasal bag yapisi1 verilmistir [28].

14
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(l:lls
CI‘=(')
CH>OH H NH CH->OH
OH H\H
H
= O
CH:20H
C=0 n
|
CH;
Sekil 2.7. Kitinin kimyasal bag yapisi [28].
CHOH
.
H H B
-0 O
2 H/h
H NH; CH>OH H NH:
n

Sekil 2.8. Kitosanin kimyasal bag yapisi [28].

2.9. Capraz Baglanma

Capraz baglanma sonucunda bagimsiz polimer molekiilleri birleserek kararli, mekanik
dayanimi yiiksek yapilar olusturur. Doku iskelelerinin degradasyonu, gozenekliligi ve mekanik
ozellikleri capraz baglanmayla kontrol edilebilmektedir. Sekil 2.9'da polimerin ¢apraz baglanma

sonucu olusturdugu yap1 gosterilmistir.

Sekil 2.9. Polimerin ¢apraz baglanmasi sonucu olusan yapi [2].
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Siklikla kullanilan ¢apraz baglayicilara, formaldehit, GA, genipin, trisodyum sitrat, 1-etil-
3-3-di metal amino propil karbodiimit hidroklorid, divinilsiilfan, 1,4 biitandiol, diglisid eter

ornek verilebilir [2].

2.9.1.GA

GA, polimerlerin ¢apraz baglanmasini saglayan biyofonksiyonel ¢apraz baglayici ajandir.

Sekil 2.10’da GA molekiiliiniin kimyasal yapis1 gosterilmistir.

0 H H H 0
A I | I 4
C ==C ==(C ==C=—C
/ I I I N

H H H H

Sekil 2.10. GA (OHCCH2CH2CH2CHO) molekiiliiniin kimyasal yapis1 [29].

GA kitosanin amino gruplar1 arasinda koprii kurarak kovalent baglarla ¢apraz
baglanmasini saglar. Sekil 2.11’de kitosanin amino gruplar1 ile GA'min aldehit gruplari

arasindaki ¢apraz baglanma reaksiyonu gosterilmektedir [30].

H
O n
7“|HO-
NH, n
Kitosan —
OW
o
Glutaraldehit(GA) H -

GA ile carpraz baglh kitosan

Sekil 2.11. Kitosanin GA ile capraz baglanma reaksiyonu [30].

PVA ile GA arasindaki ¢apraz baglanma reaksiyonu gosterilmektedir (Sekil 2.12) [30].
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OH OH
Polivinil alkol(PVA)
+ 0 ( Asetal kopriler
A
H H
Glutaraldehit(GA) 'a

GA ile capraz bagh PVA

Sekil 2.12. PVA'nin GA ile ¢apraz baglanma reaksiyonu [30].

Capraz baglayicilar cogu zaman toksik etki gdstermeleri sebebiyle capraz baglanma
sonucu olusan jellerin zararli molekiillerden arinmasi i¢cin ekstrakte edilmesi veya cok iyi

yikanmasi gerekmektedir [2].

2.10. Biyomimetik

Biyomimetik yaklasimla tiretim dogadaki tasarimlar 6rnek alinarak yapilmaktadir.
Biyomimetik, 6zellikle nanoteknoloji, robot teknolojisi, yapay zeka (Al), tibbi endiistri ve askeri

donanim gibi alanlarda genis bir kullanim alanina sahiptir [12].

2.10.1. Biyomimetik veya Biyomimikriye Dogadan Ornekler

» Bir Aga¢ Kurbagasi; diiz yiizeylere yapisma: negatif basing
Beyaz esya ve cam gibi diiz yiizeylere vakumlu yapisan pedler (yapiskanlar) agac
kurbagalarinin ayaklarinin tabanindan, emis giicii ise ahtapotlarin dokunag¢larindan
esinlenilmistir.
Glnlimiizde bu yapiskan pedler banyo perdesinin ¢engellerini fayansa tutturmada, bazi
mutfak cihazlarinin yerinin sabitlenmesi, dustaki lastik paspaslarin kaymasinin engellenmesi,

oyuncak oklarinin diizgiin yiizeylere yapismasinin saglanmasi icin kullanilir.
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» Giibre Bocegi; kendi-kendini temizleme etkisi, dogada su gecirmezlik
Glibre bocekleri giibreyi yuvarlarken oldukg¢a temiz goriiniirler ve nadiren kirli bir
kelebek veya yusufcuga rastlanir. Bunun gibi baz bitkiler kirleri atmada ¢ok basarihdir.
Ornegin, Hint niliiferi camurlu sularda yetisir ancak kir onun yapraklarina asla yapismaz.
Insanlar bu kendi-kendini temizleme etkisini bircok amagc icin taklit etmislerdir. Buna
kendi-kendini temizleyen plastikler, cat1 kiremitleri, pencere camlari, seramikler, levha ve araba
cilalari, yiizey boyalari, 6zel bir sprey emdirmeyle kir tutmaz elbiseler vb. 6rnek olarak
verilebilir.
> Kelebeklerin Kanatlan
Kelebeklerin  kanatlarinin  kendi  kendini temizlemesi suyun kanatlarina
baglanmamasiyla iliskilendirilir. Su kanatlara baglanmadig1 i¢in kanatlar kelebegin u¢masini
engelleyecek kadar agir hale gelmez ve kendi kendini temizler.
Insanlar bu su gecirmezligi taklit etmeye calisan pek cok cesitli teknolojiler
gelistirmektedir. Ornegin emdirici spreyler, materyalleri balmumu gibi kaplayarak onlar1 su
gecirmez hale getirir. Bazi dis cephe boyalar1 ile boyanan yiizeyler bu sekilde siiper su gecirmez

olur [31].

2.11. Kemik

Kemik; kemik doku, kemik iligi ve bunlar1 ¢evreleyen bir bag doku olan periosteumdan
olusan olduk¢a damarli ve sinirlerle donatilmis yapilardir [32]. Periosteum osteojenik
ozelliktedir [33]. Viicudu koruyan, destekleyen ve hareketini saglayan iskelet sisteminin bir
bileseni olan kemik, ayni zamanda kanin olusumunu saglayan kemik iligi gibi 6zellesmis dokular
icin de bir koruma ve tiretim bolgesidir [34].

Viicudun diger organlarinda ve dokularinda da oldugu gibi kemik doku da hiyerarsik bir
yaplya sahiptir. Kemik dokusu, kemik hiicre dis1 matrisi (ECM) ve Tip I kollajen (KOL-I) gibi
mineralize olmayan organik yapilarin yani sira mineralize olan inorganik karbonath apatit
yapilarim1 da icermektedir. ECM iceriginde proteoglikanlar, glikoproteinler ve sialoproteinler
gibi ¢ok sayida matris proteini bulunur [35]. Kemigin inorganik bilesenleri ise HA kristalleri
seklinde bulunan kalsiyum ve fosfatlarin yani sira sitrat ve magnezyum gibi bilesenlerden
olusur. Kisacasi kemik, genetik, metabolik ve mekanik faktorler tarafindan etkilenen kalsiyum
fosfat kristallerinin birikmesiyle gliclenmis bir organik matristen olusan mineralize bir

dokudur. Diger bir deyisle kemik, dogal bir kompozit malzemedir [34].
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2.12. Hidroksiapatit (HA)

HA, dislerin mine ve dentin tabakasinda veya kemikte bulunan, kimyasal formiilii
Ca10(PO4)6(0OH): olan kalsiyum tuzudur.
HA'nin en 6nemli 6zellikleri sunlardir;
Oksijenle tepkimeye girmedigi icin yanmaz.
Celik burlarla veya zimparalamayla asindirilamaz, sadece elmas ile asindirilabilir.
Esnekligi az, neredeyse tamamen kirilgandir.
Dogada elmastan sonra bilinen en sert malzemedir.
HA biyoaktif yapida bir biyomalzemedir.
Tatsiz ve kokusuzdur.
Organik ¢oziiciilerde ¢6ziinmez.
Asit ¢ozeltileri hari¢ inorganik ¢ozeltilerde de ¢6zlinmez.

Hidroksil (OH") iyonu, HA'y1 yapitaslarina ayirabilir.

YV V.V V V V V V VYV V

HA’'nin yapisini, mekanik a¢idan ancak elmas kimyasal agidan ise kuvvetli asit

degistirebilir. HA'nin yapisi Sekil 2.13’de verilmektedir [36].

OH O » O O
Ca ~¢ O Ca

Sekil 2.13. HA'nin yapusi [37].

HA'nin mekanik 6zellikleri Tablo 2.5’de verilmistir [13].

Tablo 2.5. HA’'nin mekanik 6zellikleri [13].

Mekanik Ozellik Deger
Elastisite modiilii 4.0-117 GPa
Basing mukavemeti 294 MPa
Egilme mukavameti 147 MPa
Sertlik 3.43 GPa
Poisson orani 0.27
Yogunluk 3.16 g/cm3
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2.12.1. Kemik Dokusu ve HA'nin Kemik Dokusundaki Durumu

Insan kemiklerinin kortikal ve trabekiiler kisimlarinin matrisleri iki fazdan
olusmaktadir. Bunlar; kalsiyum HA ve trikalsiyum fosfat (TCP:Ca3(PO4)2)’dir. Asil faz olan dogal

kalsiyum HA, kortikal kemiklerde %50’den az olmamak {izere gdzenekli bir yapi1 olusturur [13].

2.12.2. HA’'nin Biyouyumlulugu

HA gozenekli yapisy; hiicrelerin, goézeneklerin icine dogru biliyliimesinden dolay,
dokularin implante niifus etmesini saglar. Ayrica HA'nin yapisindaki gézenekler, bir kanallar
sistemi gibi davranip, kemik yapiya kanin ve diger 6nemli viicut sivilarinin ulasmasini saglar.
HA’nin emilimi yilda %5-10 hiziyla gergeklesir. Yapilan deneylerde HA implantlarin, dncelikle
fibrovaskiiler doku ile kaplandig1 ve zamanla bu dokudaki olgun lamellerin, kemige dontistigii
tespit edilmisti. HA'nin osteokonduktif ozellikleri de implantlarin kemige siki yapismasina

ortam ve olanak saglar [13].

2.12.3. HA’'nin Klinik Uygulamalari

HA, plastik cerrahide; yanak, alt ve iist ¢ene, burun, alin gibi yiiz bélgesine ait kisimlarin
rekonstriiksiyonunda kullanilmaktadir. Metal ylizeyine HA kaplama uygulamasi; kimyasal
baglanma yolu ile kemik/implant sabitlemesi elde etmek icin metalik malzemelerin mekanik
ozellikleri ile HA'min yiiksek biyouygunlugu ve biyoaktifligini birlestirmektir. Metalik
biyomalzemelerin HA ile kaplanmasinda, ince bir HA tabakasi biyoaktivite saglar. Kalga eklem
protezlerindeki gibi metal implantlar iizerine kaplama, HA'nin en 6nemli uygulamalarindan
biridir. PMMA’'nin kullaniminda olusan komplikasyondan kaginmak icin bir fiksasyon
(sabitleme) araci olarak femur (biiyiik bacak kemigi) protezlerinde ve kapsiillerinde genis bir

sekilde kullanilmaktadir [13].

2.13. Sentetik Viicut Sivis1 (SBF)

Kokubo ve Takadama yaptiklarn g¢alismada kalsiyum HA'yi, nanoboyutlarda yiiksek
kimyasal homojenlik ve saflikta ¢esitli tuzlarin 6zgiin bir kompozisyona sahip “Sentetik Viicut
Sivis1 (SBF-Simulated Body Fluid)” c¢o6zeltilerinde uygun oranlarda ¢oziilmesi ile baslanarak,
insan viicudu sicaklig1 olan 37°C’de ve yine insan viicudu pH degeri olan 7.4’te, biyomimetik

kosullarda ytriitilen 6zgiin bir kimyasal sentez yontemi ile elde etmistir [38].
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Malzemelerin kemik baglanma yetenegi, iyon konsantrasyonu neredeyse insan kan
plazmasina esit olan ve SBF adi verilen bir ¢ozelti sayesinde belirlenmektedir. Bu ¢ozelti
icerisinde, malzeme ylizeyinde apatit olusumu, malzemenin biyoaktivitesinin in vitro olarak
belirlenmesi acisindan oldukca 6nemlidir [38,39].

Yontem kisaca, malzemenin belirli siirelerde SBF icerisinde birakilmasi, daha sonra farkl
ylzey analiz teknikleri ile HA tabakasinin varliginin ve bu tabakanin ne kadar siire icerisinde
olustugunun belirlenmesine dayanmaktadir [39].

Jalota ve arkadaslari, herhangi bir muamele gérmemis, NaOH ile muamele goérmiis ve
SBF ile kaplanmis titanyum kopiikler elde etmisler ve bu yapilar icerisinde SBF kapl yiizeylerin
en yliksek protein iiretimi ve hiicre baglanma 6zelliklerine sahip oldugunu gostermislerdir [40-
42].

Tas ve Bhaduri ise insan kan plazmasinin 10 kati kadar kalsiyum ve fosfat iyon
konsantrasyonuna sahip olan bir c¢ozelti (10xSBF) hazirlayarak kaplama olusum kinetigini
desteklemis ve ayn1 zamanda kaplama stiresini de azaltmislardir. Bu yontem sayesinde, Ti6Al4V
ylzeylerinde 2-6 saat icerisinde kemik benzeri apatit kalsiyum fosfat olusumunu saglamislardir
[41].

2.14. Biyomimetik Hidroksiapatit Kaplama Yontemi

HA kaplamalarin yayginlasmasi, kaplama teknikleri agisindan dnem arz ettigi gibi
biyomimetik uygulamalarin glinliik hayata entegre olmasi agisindan da 6nemlidir. Biyomimetik
(dogadan ilham alan teknoloji) s6z konusu oldugunda biyomalzemeler de ilk siralarda anilmasi
gereken kavramlardan birisidir. Biyomalzemeler, insan viicudundaki organ ya da dokularin
islevlerini yerine getirmek veya desteklemek amaciyla kullanilan malzemelerdir.
Biyomalzemeler icin en 6nemli 6zellik biyouyumluluk (viicuda uyusabilirlik) olup, kendisini
cevreleyen dokularin normal degisimlerine engel olmayan ve dokuda istenmeyen
tepkiler (iltihaplanma, pihti vb.) olusturmayan malzemeler olmasidir [43].

Metal yiizeyine HA kaplama uygulamasi; kimyasal baglanma yolu ile kemik/implant
sabitlemesi elde etmek i¢in metalik malzemelerin mekanik o6zellikleri ile HA'nin yiliksek
biyouygunlugu ve biyoaktifligini birlestirmektir. Metalik biyomalzemelerin HA ile
kaplanmasinda, ince bir HA tabakasi biyoaktivite saglar. Metallerin biyoaktivitesini artirmak
icin yapilan bir¢ok calisma, kimyasal ve 1s1l islemle olusmus amorf sodyum titanat tabaka
kalinliginin yaklasik 1 pm oldugunu géstermistir. HA kaplamali metaller iyi sabitleme saglasa
da, HA ile metal arasindaki yapisma dayaniminin diistiikliigii, HA tabakasinin metal yiizeyinden
kaybina neden olabilmektedir. Ayrica, kaplama sirasinda olusacak yiiksek sicaklik da, gerek

kaplama gerekse kaplanacak malzemede yapisal degisikliklere neden olmaktadir [44].
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Kaplamanin in vivo stabilitesi, direkt olarak kristalinite ile ilgilidir. Kristalinite,
kaplamadaki kristal HA yiizdesidir [45]. Basarii bir kaplama icin malzeme ve kaplama
yonteminin iyi secilmesi gereklidir. Ornek olarak Pasinli ve ark. yaptig1 calismada Ti6Al4V metal

ylizeyini HA ile kaplamislardir. Calisma sonucunda, biyolojik olarak uyumlu olan titanyum metal

implant malzeme elde etmislerdir.

2.15. Ulkelerin Biyomimetik Hidroksiapatit Kaplama Alaninda Yaptign Calismalarin
Sayilar1

Ctﬂ—
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Sekil 2.14. Ulkelerin biyomimetik HA kaplama alaninda yaptig1 calismalarin sayilari [46].
Sekil 2.14’de biyomimetik HA kaplama alaninda yapilan ¢alismalarin iilkelere gore

dagilimi gosterilmistir. Sekil 2.14’'de gosterildigi gibi Tiirkiye’de yaptig1 calismalarla bu tilkeler

arasinda 6nemli bir yere sahiptir.
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2.16. Yillara Gore Biyomimetik Hidroksiapatit Kaplama Alaninda Yapilan Calismalar

Dakiimanlar

Yillar

Sekil 2.15. Yillara gore biyomimetik HA kaplama alaninda yapilan calismalar [46].

Sekil 2.15’de yillara gére biyomimetik hidroksiapatit kaplama ¢alismasi icin literatiire
sunulan belgeler gosterilmistir. Sekil 2.15'de goriildigii tizere 1995-2005 yillar1 arasinda
biyomimetik hidrosiapatit kaplama alaninda yapilan ¢alismalarin sayilar1 diizenli bir artis
gostermistir. Bununla birlikte 2005-2010 yillarinda 6nemli bir sigrayis olmustur. Daha sonra bu
artis diger yillarda da devam etmistir.

Sekil 2.15'de gosterildigi Uzere calismalar yillara gore gittikce daha da artarak devam
etmistir. Biitlin bu bulgular ve literatiir taramalar 1s1ginda biyouyumlu polimerik jellerin
(hidrojel ve kriyojel) biyomimetik hidroksiapatit ile kaplanip biyoaktivite kazanabilecegi ve elde
edilen biyouyumlu malzemenin kemik doku miihendisliginde catlak ve kirik kemiklerin
onariminda kullanabilecegi bulgusu ortaya ¢ikarilabilir.

Tablo 2.6’da 1998’den 2016 yilina kadar biyomimetik HA kaplama alaninda yapilan

calismalar 6zetlenmistir.
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Tablo 2.6. Biyomimetik HA kaplamayla ilgili yapilan calismalar.

Referans Calisma Yontem Etki Uygulama Alani
Rhee et Bir  biyomimetik | Kollajen Sadece sitrik asit | Biyomedikal
al. (1998) | yontemle kollajen | membranlar sitrik | iceren SBF | uygulamalar
membran asit iceren ve | ¢ozeltisinde
tizerindeki HA | icermeyen viicut | karbonat  iceren
kaplama iizerine | sivis1  taklit eden | hidroksiapatit
calisilmistir. (SBF) cozeltisi icine | (HA) olusumu
batirilmistir. 1 hafta | etkisi
siireyle  36.5°C’de | gozlemlenmistir.
SBF cOzeltisine
batirilarak elde
edilen  numuneler
karakterize
edilmistir.
Habibovic | Metal implantlar | ilk asamada, | Yogun ve | Cerrahide metal
etal. lizerinde implantlar normal | goézenekli implant
(2002) biyomimetik  HA | simiile edilmis viicut | ortopedik uygulamalari
kaplama lizerine | sivisina gore 5 kat | implantlara
calisiimistir. fazla konsantre bir | uygulanan
cozeltiye (5xSBF | biyomimetik
cozeltisi) kaplama, kemigin
batirilmistir. Metal | asir1  gerilimi ve
lizerine ince, | kemik biiyiimesini
diizglin, amorf bir | arttirarak
kalsiyum fosfat | protezlerin hizli ve
kaplama yapilmistir. | istikrarh osteo
entegrasyonunu
saglamaktadir.
Barrere Kegilerde kalga | Biyomimetik Kaplanmamis ve | Kemik implant
etal. kemiginde yogun | kalsiyum fosfat | BCA (homojen | uygulamalarinda
(2003) ve gozenekli metal | (CaP) kaplamalari, | kemik benzeri bir

implantlara
uygulanan
biyomimetik apatit
kaplamanin
osteoentegrasyonu
uzerine
calisiilmistir.

simiile edilmis viicut
swvisina 37°C'de ve
daha sonra 50°C'de
24 saat daldirilarak
yogun titanyum
alasimi (Ti6Al4V) ve
gozenekli tantal (Ta)
silindirlerine
uygulanmistir.

karbonath apatit)
kapli implantlar,
14 yetigkin disi
keci femoral
diyafizine
implante
edilmistir. BCA
kaplamanin,
kaplanmamis
implantlarla
karsilastirildiginda
kemik
entegrasyonunu
arttirdigini
gostermektedir.
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Tablo 2.6. Devami

Kong et al. Kemik doku | Kitosanin Sonuclar, nanoHA | Kemik doku
(2006) miihendisligi icin | biyolojik ilavesinin, mithendisligi
kitosan/nanoHA uyumlulugunu kitosan/nanoHA

kompozit  iskele | ve bilesik
yapilarinin biyoaktivitesini | iskelelerinin
biyoaktivitesi arttirmak  icin, | biyoaktivitesini
lizerine HA yerinde | gelistirdigini
calisilmistir. kitosan gostermistir.
iskeleleriyle
birlestirilmistir.
Han et al. Kemik doku | Mekanik Sonug olarak | Kemik doku
(2008) mithendisligi icin | 6zellikler kemik doku | miithendisligi
biyomimetik kitosana %1 | mithendisligi icin
kitosan- oraninda  nHA | gézenekli, iyi
nanohidroksiapatit | eklenerek mekanik
(nHA)  kompozit | arttirilmistir. ozelliklere sahip
iskeleler tlizerine kitosan-nHA
calisiilmistir. iskeleler elde
edilmistir.
Li et al. Kemik doku | Nano- Sonug olarak, | Kemik doku
(2010) miihendisligi i¢in | HA/kitosan- nHCP/CG mithendisligi
biyomimetik ¢ok | pektin  (nHCP) | iskeleleri, MC
elemanh kompozit, bir | 3T3-E1
polisakkarit/ kitosan-pektin hiicrelerinin
nanoHA aginin tutunmasi ve
kompozitler mineralizasyonu | cogalmasi icin
lizerine ile uygun mikro
calisilmistir. hazirlanmistir. ortamlar
Daha sonra | saglayabilen
nHCP /kitosan- kararl fiziksel ve
jelatin kimyasal yapilara
(nHCP/CG) sahiptir. Bu
iskeleleri, nHCP | nedenle,
ve kitosan- | nHCP/CG
jelatin iskeleleri, kemik
¢Ozeltisinin doku
harmanlanmas1 | miihendisliginde
yoluyla potansiyel bir
hazirlanmistir biyomalzemedir.
Deplaine et al. | Gozenek PLLA iskelesine | Plazma islemine | Biyomedikal
(2012) duvarlarindaki SBF’ye tabi tutulan ve | implant
biyomimetik HA | daldirilmadan biyomimetik uygulamalari
kaplamasi once bir hava | apatit tabakasiyla
gelistirilen plazma  islemi | kapli bir hibrid
Poli (L-laktik asit) | uygulandiginda, | PLLA/HAp
iskele osteo- HA nanokompozit
entegrasyonu cekirdeklenme iskele, kemik
lizerine kabiliyeti 6nemli | yenilenmesi icin
calisiimistir. Olctide umut vaat eden

gelistirildigi
gozlemlenmistir.

bir implanttir.
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Tablo 2.6. Devami

Zo etal. Kemik doku | Dondurarak Mekanik Kemik doku
(2012) miihendisligi kurutma ozellikler ve | mithendisligi
icin kitosan-HA | teknigini iskele makro
makro gozenekli | kullanarak, basit | yapisinin  kemik

matris iki asamali | doku
incelenmistir. slirecte, kitosan- | miithendisligi icin
HA (CH-HA) | ideal oldugu
makrogdzenekli | bulunmustur.
iskele
sentezlenmistir.

Gonzales et al. | Potansiyel yapay | PVA sulu bir | HA, PVA | Yapay kikirdak
(2014) kikirdak olarak | soliisyonunda ve | matrisine  dahil | uygulamalari
PVA/HA ardindan edildiginde

kriyojelin dondurma- mekanik
mekanik ¢6zme ozelliklerde
ozellikleri cevrimlerine onemli gelismeler
incelenmistir. farkl bulunmustur.
miktarlarda HA | Tim bu sonuglar,
ilave edilerek | bu materyallerin
hazirlanmistir. potansiyel bir
kikirdak
replasmani olarak
kullanilabilecegini
gostermektedir.

Mali et al. Metalik implant | Nanoyapili  HA | Nanoyapili Metalik implant
(2016) materyalleri kaplamalarin metalik uygulamalari
lizerine paslanmaz c¢elik | malzemeler
biyomimetik implant lzerine HA
nanoyapili  HA | materyalleri kaplamanin
kaplamalar tizerindeki kullanilmasi,
incelenmistir. biyomedikal implantin  uzun

uygulamalarinda | vadeli istikrarini

ilerlemeler, destekleyen

biyolojik biyolojik ve

aktiviteler mekanik

vurgulanmistir. | 6zelliklerinde

avantaj
saglamaktadir.
Liu et al. Biyomimetik SBF batirildiktan | CaP  kaplamanin | Titanyum esash
(2016) depozisyon sonra sirasiyla 1 | bilesiminin, TiO; | tibbi

sirasinda giin ve 3 giin | substratinin implantlarin
kalsiyum fosfat | siiresince iki | kristal yapisina ve | uygulamasi
kaplamalari TiO2-NT kinetiklere
olusumu tizerine | substratinda (biriktirme
TiO; (hazirlandig1 ve | siiresi) giicli bir
nanotiiplerinin tavlandiginda bagimliliga sahip
kristal yapisinin | 450°C'de) CaP | oldugu
etkisi biiyltimesini bulunmustur.
incelenmistir. karsilastirmali

olarak

incelenmistir.
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Yukarida verilen Tablo 2.6 disinda giincel olarak 2016 yilinda ve 2015 yilinda yapilan
calismalar kisaca 6zetlenmistir.

2016 yilinda yapilan Park ve ark. yaptiklari calismada, Ti (titanyum) metalinin iizeri CS
(kitosan) ile spin kaplanmis ve ardindan dogal kemik hiicre dis1 matrisini taklit etmek i¢in 3 gilin
slireyle modifiye edilmis viicut sivisina (m-SBF) daldirdiktan sonra 2 saat boyunca 80°C’de 1M
NaOH ile muamele etmislerdir. Park ve ark yaptiklari bu ¢alismada spin kaplamanin avantajini,
birka¢ nanometreden birka¢ mikron kalinliga kadar hizli ve kolay bir sekilde oldukea {iniform
filmler liretme Kkabiliyeti olarak aciklamislardir. Calisma sonucunda CaP/CS kompozitinin
bilesimi ve yapisini, NaOH sonrasi islemden sonra olusan apatit ile karsilastirilarak
yorumlamiglardir [47].

Park ve ark.'nin yaptig1 bu calismanin sonucunda elde edilen bulgular;

* Magnezyum iyonu iceren biyomimetik kemik benzeri apatit, m-SBF'de CS (kitosan)
kapli Ti'nin tasarlanmasi ve NaOH ile muamele edilmesinden sonra basariyla
sentezlenmistir.

* Kitosan, m-SBF'ye daldirma ile hazirlanan kalsiyum fosfat biiytkligi iizerinde bir
kontrol saglamistir ve NaOH sonrasi islem, kalsiyum fosfat bilesiginin Ti yiizeyi lizerinde
baglanmasini desteklemistir. NaOH sonrasi islem, biyomedikal uygulama potansiyelini
arttiran karbonat apatitin hidrofilikligini ve kristalligini arttirmistir.

» Park ve ark.’nin yaptiklari bu calismada 6nemli bulgulardan birisi, OCP (Oktakalsiyum
fosfat)’nin, m-SBF'ye daldirilarak CaP/CS kompozitinde olusmasidir.

*+ (CaP/CS kompozitinin karakterizasyon islemi icin yapilan FTIR, XRD ve SEM
calismalarinda, NaOH ile islem sonrasi ¢ok kisa siirede karbonat apatit olusumu
gozlenmistir.

*  (Calisma sonucunda kaplanan Ti metalinin korozyondan koruma saglamasi beklenmistir.
Ayrica ileri biyomedikal implantlarin {iretimi i¢in kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
2015 yilinda yapilan Nazir ve ark. yaptiklar1 calismada, Jalota ve ark. calismalar: temel

alinarak hazirlanmis TRIS (tris-hidroksimetil-aminometan) tamponlu 1.5 tas-SBF (27 mM HCOs3-
TRIS-HCI tamponlu SBF) ¢ozeltisi kullanarak kumlama ve asit siirtiinme yoluyla modifiye
edilmis ticari olarak saf titanyum (CPTi) ylizeylerinin HA/trikalsiyum fosfat kaplamalar ile
kaplanabilme kabiliyetini arastirmislardir. Ornekler tas-SBF'ye 37°C’de 3 ile 7 giin daldirilip,
HA/trikalsiyum fosfat kaplamanin kimyasi ve morfolojisi analiz edilmistir [48].

Tas-SBF'ye daldirmadan o6nce numuneler, ticari olarak temin edilebilen dis
implantlarinin sekillerini ve piiriizliiliiklerini taklit etmek icin kumlanmis ve asitle kazinmistir.
Tas-SBF, tiim numunelerde kristalin HA/trikalsiyum fosfat kaplamalarin olusumunda yardimci

olmustur.
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Yiizeyler tlzerindeki kaplamalar icin en ylksek puriizlilikk degerleri, 2.9+0.2 um
ortalama Sa (ylzey puruzliligi) degeri, tas-SBF'ye daldirildiktan sonraki 7. gilinde elde
edilmistir.

Sonug olarak Nazir ve ark.’nin yaptigi bu calisma, iniform ve ince kaplamalar elde etmek
icin 7 giin boyunca Tas-SBF ¢ozeltisinde bekletilerek titanyum ytizeyler lizerinde elde edilen
HA/trikalsiyum fosfat kaplamanin, titanyum yiizeyleri biyo islevsellestirmek icin uygun bir

secenek oldugunu arastirmada basarili olmustur.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez calismasinin gerceklestirilmesi amaciyla kullanilan materyaller asagida

sunulmustur.

3.1.1. Kriyojel Uretiminde Kullanilan Materyaller

3.1.1.1. PVA

PVA, hafif kokulu, beyaz, graniiler haldedir. Son zamanlarda PVA hidrojeller 6zellikle
doku miuhendisligi alaninda onarim ve yenileme icin oldukeca ilgi cekici bir malzeme olarak
goriilmektedir. PVA ortam sicakliginda suda ¢ok az c¢oziinebilirken, yiliksek sicakliktaki suda
¢Ozlnebilir bir polimerdir. Sulu ¢ozeltisi ndtral veya hafif asidik karakterdedir. Ticari PVA
yiiksek hidroliz derecesiyle (%98,5'in iizerinde) elde edilebilmektedir.

Bu c¢alismada kullanilan PVA, (Sigma - Aldrich, ABD) firmasindan alinmistir molekiiler
agirlig1 89,000 - 98,000 g/mol degerleri arasindadir.

3.1.1.2. Kitosan

Basta gida, kozmetik, ziraat, tip, kagit ve tekstil olmak iizere bircok endiistri dalinda
kullanim alanina sahip olan kitosan, yengeg, karides gibi kabuklu deniz canlilarinda bulunan
kitinden elde edilen bir aminopolisakkaritir. Bu ¢alismada kullanilan kitosan, diisiik molekil

agirlikli (low molecular weight) ‘dir. Sigma - Aldrich (Almanya) firmasindan alinmistir.

3.1.1.3.GA

GA, CHO(CH2)3CHO molekiil formiiliine sahip; alifatik dialdehit dezenfektan, yiizey aktif
madde ve deterjanlarin O6nemli bilesenlerinden birini olusturan kimyasal bir maddedir.
Proteinlerin capraz baglanmasinda kullanilmasinin yani sira; histokimya, enzim teknolojisi,
kimyasal dezenfeksiyon ve sterilizasyon, biyomedikal, eczacilik bilimi ve deri endiistrisi gibi
cesitli alanlarda genis kullanim alanina sahiptir.

Bu ¢alismada PVA ve kitosan polimerlerinin ¢apraz baglanmasinda GA kullanilmistir. Bu
calismada kullanilan GA, %25 sulu ¢ozelti formundadir ve Merck (Almanya) firmasindan

alinmistir.
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3.1.1.4. Asetik asit

Asetik asit bir organik asittir, sirkeye eksi tadini ve keskin kokusunu vermesiyle
bilinmekte ve dogada karbonhidratlarin ylikseltgenmesiyle olusmaktadir. Polimer ¢ozeltilerini
hazirlama siirecinde kitosan, asetik asitin %6’lik konsantrasyonu kullanilarak ¢oziilmustiir. Bu
calismada kullanilan asetik asit, Sigma - Aldrich (Almanya) firmasindan alinmistir.

Deneyler kapsaminda; c¢ozeltilerin hazirlanmasinda asetik asit ve distile su

kullanilmistir.

3.1.2. Sentetik Viicut S1vis1 Hazirlamada Kullanilan Materyaller

Sentetik viicut sivisi hazirlanirken NaCl, NaHCO3, KCl, K;HP04.3H,0, MgCl,.6H,0, HC],
CaClz, NazS04ve (CH20H)3CNH; kimyasallari kullanilmistir.

Calismada kullanilan NaCl, NaHCOs3, KCl, MgCl,.6H,0 kimyasallar1 Emir Kimya (Tiirkiye)
firmasindan, %37’lik saflia sahip olan HCI kimyasali Riedel-de Haén (Almanya) firmasindan,
K;HPO0..3H20 kimyasali Emsure Merc (Almanya) firmasindan, CaCl; ve Na;SO, kimyasallar
CARLO ERBA Reagents (Fransa), (CH,OH);CNH, kimyasali Panreac Quimica SLU (Ispanya)

firmasindan alinmistir.

3.2. Yontem

Bu tez calismas1 kapsaminda PVA/Kitosan kriyojellerin biyomimetik HA ile kaplanmis
kompozitleri iiretilerek karakterize edilmistir. Oncelikle optimizasyon calismalar1 sonucu
PVA/Kitosan oranlar1 ve c¢apraz baglayici olarak kullanilacak olan GA miktarina karar
verilmistir. Optimizasyon c¢alismalar1 sonucunda %?2’lik toplam polimer konsantrasyonu
kullanilarak 70:30, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90 PVA/Kitosan oranlarina ve c¢apraz baglayici
olarak %3’liikk GA sulu ¢o6zeltisine karar verilmistir. Belirtilen oranlarda kriyojellerin liretimi iki
farkl sicaklikta (-16°C ve -8°C) kriyojelasyon teknigi ile gerceklestirilmistir.

PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin liretim asamasindan sonra, sentetik viicut sivis1 SBF

(Simulated Body Fluid) kullanilarak HA ile kaplama islemi gerceklestirilmistir.
3.2.1. PVA/Kitosan Kompozit Kriyojellerinin Uretilmesi
Toplam polimer miktar1 %2, PVA/Kitosan oranlari ise 70:30, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90

olacak sekilde polimerler tartilmistir. Daha sonra 0.14, 0.008, 0.06, 0.04, 0.02 g PVA 90°C’de 5ml

distile suda 1 saat ¢ozililmustiir. C6ziinen PVA oda sicakligina gelmesi icin 15 min bekletilmistir.
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0.006, 0.12, 0.14, 0.16, 0.18 g kitosan ise 5 ml, %6’k asetik asit icerisinde 1 saat
¢ozdirilmiustir. Ayr1 olarak ¢ozdirilip hazirlanan PVA ve Kkitosan ¢ozeltileri birbiri ile
belirtilen oranlarda karistirilmis ve homojen hali alana kadar yarim saat daha karistirma
islemine devam edilmistir.

Karisim homojen hali aldiktan sonra, 70:30, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90 oranlarinda
hazirlanan PVA/Kitosan cozeltilerine capraz baglayici olarak polimer konsantrasyonunun %5’i
olacak sekilde %3’lik capraz baglayici ajan GA ¢oOzeltisi eklendikten hemen sonra ¢ozelti
karistirilip 2.5 ml siringalara koyularak, donma isleminin gergeklesmesi icin kriyostatta 2 saat
bekletilmeye birakilmistir.

PVA/Kitosan kriyojellerini hazirlamak i¢in kriyostat cihaz1 (WiseCircu Wisd Laboratory
Instrument (Almanya) kullanilmistir.

Kriyostat sicakligl -16°C'ye ayarlanmistir. Kriyostatta iki saat bekletilen PVA/Kitosan
kompozit kriyojellerin donma isleminin devam etmesi icin 6rnekler -16°C buzlukta 12 saat
bekletilmistir. -8°C kriyojelasyon sicakliginda PVA/Kitosan kriyojellerini hazirlamak i¢in, yine
ayni oranlarda (70:30, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90) olacak sekilde polimer c¢ozeltileri
hazirlanmistir. Daha sonra kriyostat sicakligl -8°C’ye ayarlanmis ve hazirlanan 6rnekler iki saat
boyunca kriyostatta bekletilmistir. Donma isleminin devam etmesi icin kriyostattan c¢ikarilan
ornekler buzlukta (-16°C) 12 saat daha bekletilmistir. Buzluktan c¢ikarilan o6rnekler oda
sicakliginda eritilmistir.

Hazirlanan 6rnekler 1000 ml beherde distile su ile manyetik karistirici yardimiyla 3 kez
yikanmistir. Boylelikle reaksiyon karisimindaki reaksiyona girmemis polimerler ve GA’nin
giderilmesi saglanmistir. Yikanmis olan numuneler -80°C dondurucuda 1 giin bekletilmis ve

daha sonra 1 tam giin siire ile liyofilizatérde kurutulmustur.

3.2.2. Sentetik Viicut Sivisinin Hazirlanmasi (Simulated Body Fluid, SBF)

Sentetik viicut sivisi hazirlanirken NaCl, NaHCO3;, KCl, K;HP04.3H,0, MgCl,.6H,0, HCI,
CaCly, NazS04 ve (CH20H)3CNH: kimyasallar1 kullanilmistir. Belirtilen kimyasallar Kokubo ve
Takadama tarafindan belirtilen miktarlar (Tablo 3.1) baz alinarak 2xSBF ¢ozeltisi hazirlanmistir
[38].
Cozeltinin hazirlanmasi i¢in asagida verilen yontem kullanilmistir:
Cozeltinin Hazirlanmasi
> Ilk olarak 500 ml'lik plastik behere 375 ml saf su eklenmistir.
» Beher karistiriciya koyularak, sicaklik 37°C’de tutulmustur.
» Suyun igerisine Tablo 3.1'de belirtilen kimyasal maddeler sirayla eklenerek karistirma

islemine devam edilmistir.
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Tablo 3.1. 2xSBF ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallarin miktarlari.

1 NaCl 7,996 g
2 NaHCs 0,350 g
3 KCl 0,224 g
4 KzHPO4.3HzO 0,228 g
5 MgCl,.6H.0 0,305g
6 HCl 40 cm3
7 CaCl 0,278 g
8 NaS04 0,071g
9 (CH20H)3CNH, 6,057 g
10 1kmol/m3 HCl pH’1n ayarlamasi igin

» Tablo 3.1'de yer alan kimyasallarin her birinin sirayla tek tek c¢ozeltiye eklenip,
tamamen ¢6zUllip homojen olarak dagilmasi saglanmistir.

9. kimyasal (CH,OH)3CNH; (tris) yavas yavas eklenmistir.

9. kimyasal da konulduktan sonra beherin sicakligl ve pH'1 kontrol edilmistir.

Cozeltinin pH'1 1 kmol/m3 HCI ¢ozeltisiyle 7.40’a getirilmistir.

Hazirlanan ¢ozelti daha sonra 500 ml’lik balon jojeye alinmistir.

YV V V V V

Hacim saf su ile 500 ml'ye tamamlanmistir.
Hazirlanan 2xSBF ¢6zeltisinin stabilitesini kontrol etmek i¢in ¢6zeltiden beher icerisine

50 ml ayirarak 37°C’de inkiibatorde 1 giin tutulmustur, ¢6kelme gozlenmemistir.

3.2.3. PVA/Kitosan Kriyojellerin Sentetik Viicut Sivisinda (SBF) Biyomimetik

Hidroksiapatit ile Kaplanmasi

70:30 40:60 30:70 20:80 ve 10:90 oranlarinda, farkli kriyojelasyon sicakliklarinda(-16°C
ve -8°C) uretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojeller, ¢cap1 0.3 cm ve ytiksekligi 0.3 cm olacak
sekilde kesilerek tartilmis, ve santrifiij tiiplerine konulmus ve tlzerlerine hazirlanan 2xSBF
¢ozeltisinden yaklasik 10 ml eklenerek kaplama islemi 1, 3 ve 7 giin siirelerde 37°C’'de su

banyosunda (Daihan Scientific CO. LTD., WiseBath WB-22, Kore) bekletilerek yapilmistir.
3.2.4. PVA/Kitosan Kompozit Kriyojellerin Karakterizasyonu
3.2.4.1. FT-IR analizi
Uretilen PVA/Kitosan kriyojeller ve bunlarin biyomimetik hidroksiapatit ile kaplanmis

kompozitlerinin kimyasal yapis1 FT-IR (Perkin-Elmer Spectrum 100 (ABD) marka-model cihaz)
ile analiz edilmistir. Analizler 500 - 4000 cm! dalga boyu araliginda yapilmistir.
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3.2.4.2. SEM analizi

PVA/Kitosan kriyojellerin morfolojisini (gozenek yapis1 ve blyikligl, goézenek
duvarlarinin kalinliklar1 ve homojenitesi) belirlemek, ayrica HA ile kapanmis kriyojellerin
kaplama ile ylizey morfolojisindeki degisimi ortaya koymak icin taramali elektron mikroskobu
(SEM, Quanta 400F Field Emission, Zeis marka, Supra 55 model) kullanilmistir. Orneklerin
ylzeyi elektrik iletkenligini saglayabilmesi icin platin/paladyum ile kaplanmis ve SEM
goruntiileri elde edilmistir. Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile x250, x1000 x2500, x5000,

x20000 biiytitme oranlarinda SEM goriintiileri elde edilmistir.

3.2.4.3. EDXS analizi

Taramali elektron mikroskobu ile secilmis bir noktada X-1s1n haritalanmasi yapilarak bu
bolgelerde Kkalitatif ve kantitatif analizler yapilmistir. EDXS analizi yapilmadan o6nce
PVA/Kitosan kompozit kriyojeller platin/paladyum ile kaplanmistir. EDXS analizi ile bir nokta

tizerinde kimyasal analiz yapilarak o noktadaki iyonlarin agirlik yiizdeleri belirlenmistir.

3.2.4.4. XRD analizi

X-1511 toz difraksiyonu (XRD), bir kristalin materyalin faz tanimlamasi i¢in kullanilan
hizli bir analitik tekniktir ve birim hiicre boyutlar1 hakkinda bilgi saglayabilir. Bu yontemle
analiz edilen malzeme iyice 6giitiiliir, homojenize edilir ve ortalama yigin bilesimi belirlenir.
Burada numune iizerine gonderilen X 1s1n1 ile olusan, floresans X 1sinlar1 kristal spektrometre ile
analiz edilerek farkli acilardan gelen pik siddetlerine bagh olarak malzeme elementleri ve
konsantrasyonlar1 belirlenir. XRD analiziyle 260 agis1 ve 5°C/min tarama hizi kullanilarak

PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin kaplama sonrasi nitel ve nicel analizleri yapilmistir [49,50].
3.2.4.5. HA kaplama ile agirlik artisinin izlenmesi

SBF icerisinde HA kaplanan PVA/Kitosan kompozit kriyojeller 1, 3 ve 7 giin zaman
araliklarinda 37°C’de su banyosunda bekletilip daha sonra liyofilizatérde kurutularak agirliklar:

Ol¢liilmistiir. Her bir zaman dilimi sonunda PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin ilk agirligina

gore % agirlik artisi tespit edilmistir.
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3.2.4.6. Sisme calismalar

Uretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin, sisme davranislarinin ve sisme oranlarinin
belirlenmesi i¢in -80°C dondurucuda bekletilen ve daha sonra bir giin stireyle liyofilizatorde
kurutulan ornekler kesilerek (0.3 cm c¢aplh ve 0.3 cm yiiksekliginde) kuru agirhigr (Mi)
tartilmistir. Daha sonra ornekler distile suya konularak belirlenen zaman araliklarinda (5, 15,
30, 60, 90, 120 min) sismeden sonraki agirlik 6l¢timleri (Mf) yapilmistir. Yiizey iizerindeki fazla
suyun alinmasi icin, her tartimdan once filtre kdgidi kullanilarak orneklerin fazla suyu
alinmistir. Ornek sayisi ii¢ adet olarak belirlenmis (n=3), sisme degerlerinin ortalamasi
hesaplanmis ve standart sapmalari belirlenmistir.

Esitlik (1)’de sisme oraninin hesaplanmasi i¢in kullanilan formiil belirtilmistir [51].

Mt (%) = [(Mf-Mi)/Mi] x 100 (D

Esitlik (1)’de verilen;

Mt: sisme orani (%), Mi: ilk agirlik (g) ve Mf: son agirlik (g) olarak tanimlanmuistir.

3.2.4.7. In vitro degradasyon ¢alismalari

Uretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin degradasyonu, 37°C'de su banyosunda,
distile su icerisinde bekletilerek incelenmistir. PVA/Kitosan kompozit kriyojeller santrifiij
tiplerine koyularak su banyosunda sabit sicaklikta (37°C) bekletilmigtir. Belirli zaman
dilimlerinde 6rnekler ortamdan alinmis, kurutulmus ve tekrar agirlik 6lglimleri yapilarak,
orneklerin degradasyon davraniglan tespit edilmistir. Ornek sayis {i¢ adet olarak belirlenmis
(n=3), degradasyon sonuclarinin ortalamasi hesaplanmis ve standart sapmalar1 belirlenmistir.
PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin yiizde degradasyon oranlan esitlik (2)'ye gore
belirlenmistir [52].

DD (%)= [(Wi-Wf)/Wi] x 100 (2)

Esitlik (2)’de verilen;

Wi: ilk agirlik (g), Wf: kurutulduktan sonraki agirlik (g) , DD; degradasyon derecesi (%)

olarak tanimlanmstir.

3.2.4.8. Gozeneklilik calismalar

PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin gozenekliligi (P), kriyojellerin hacmi (Vs) ve
gozenek hacmi (Vp) olgiilerek hesaplanmistir. Kriyojellerin hacmini (Vs) hesaplamak icin de
iskele geometrisi (uzunluk, genislik ve yiikseklik) kullanilmistir. Etanole daldirillarak 15 min
bekledikten sonra kriyolojellerin (Wo) yiizeyindeki fazla etanol filtre kagidi kullanilarak alinmis

ve daha sonra tartilmistir (We). Kriyojellerin goézenek hacmi (Vp), (We-W,)/qe olarak
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tanimlanmistir. Burada ge (0.789 mg/ml), oda sicakliginda etanol yogunlugunu temsil
etmektedir.

PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin gozenekliligi (P) ise asagidaki esitlik (3)’e gore
hesaplanmistir [53].

P (%) =(Vp/Vs)x100 (3)

Ayrica kriyojellerin goriiniir yogunlugu Wo/Vs'dir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu boélimde kemik doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak {tzere farkh
oranlarda hazirlanan PVA/Kitosan kompozit Kriyojellerin {iretimi, biyomimetik HA ile
kaplanmasi ve karakterizasyonu ile ilgili deneysel sonug¢lar sunulmus ve elde edilen bulgular
lizerine tartismalar yapilmistir. Uretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin karakterizasyon

calismalarinin sonuglari degerlendirilmistir.

4.1. PVA/Kitosan Kompozit Kriyojellerin Ozellikleri

4.1.1. Optimizasyon Calismalari

Bu ¢alismada hedef, kriyojelasyon metodu ile, acik ve birbiri ile baglantili, siiper makro
gozenek yapisina sahip PVA/Kitosan kompozit kriyojeller tiretmek ve iiretilen kriyojellerin HA
ile kaplanmasini saglamaktir. Kriyojelasyon sirasinda ¢oziici sifirin altindaki sicakliklarda
dondurulur ve donmus c¢oéziiciinliin kristalleri gézenek yapici olarak gérev goriir. Coziicu
kristalleri donma sirasinda biiyiir, donmus siirekli bir ag sistemini olusturana kadar diger
kristallerle birlesir. Bu sirada monomerler ve diger bilesenler kiiciik donmamis boélgelerde
konsantre olurlar. Bu bélgelerde polimerizasyon/capraz baglanma reaksiyonlar1 gergeklesir.
Polimerizasyon tamamlandiktan sonra, sistem oda sicakligina getirilir, birbiri ile baglantili
gozenekleri sivi ¢oziici ile dolu makro gézeneklerden olusan matris elde edilmis olur [54].

Polimerin cinsi ve o6zellikleri (molekiil agirligi ve dagilimi, hidrofilitesi, ¢oziicii cinsi ve
kriyojelasyon kosullar1 (sicaklik, sogutma hizi, vb.), toplam goézeneklilik ve dagilimi, gézenek
duvarlarinin kalinlig1 ve yogunlugu, capraz baglanma yogunlugu vb. kriyojel 6zelliklerini 6nemli
oOlciide etkiler. Tiim bu 6zellikler kriyojelin tasiyacagi 6zelliklerin olusumunda gorev alir [55].

Bu tez c¢alismasinda, biyobozunur ve biyouyumlu PVA/Kitosan kompozit kriyojeller
tiretmek icin malzeme olarak; biyomedikal alanda siklikla kullanilan sentetik polimer PVA ve
biyouyumlu dogal bir polimer olan kitosan kullanilmistir. PVA suda ¢oziinen bir polimerdir. Bu
nedenle PVA suda ¢oziinmiistiir. Kitosanin ise zayif asitlerde ¢6ziindiigii bilinmektedir . Bu
nedenle kitosan i¢in ¢dziicii ortam olarak %6’lik asetik asit kullanilmistir.

Optimizasyon calismalarinda, polimer konsantrasyonu ve c¢apraz baglayici
(glutaraldahit) miktar1 degistirilerek farkl bilesimde ve yapida bir seri PVA/Kitosan kompozit
kriyojeller iiretilmistir. Optimizasyon c¢alismalariyla iiretilen PVA/Kitosan kompozit

kriyojellerin 6zellikleri ve icerikleri Tablo 4.1’de sunulmustur.
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Tablo 4.1. Optimizasyon calismalar1 kapsaminda farkli kosullarda iiretilen kriyojeller ve fiziksel

ozellikleri.
PVA/Kitosan | Toplam Polimer | GA miktar Kriyojel Ozellikleri Goruntisi
Oranlari Konsantrasyonu
Krem renkli, sisme
90:10 %5 %5 ozelligi cok diisiik,
kirilgan
80:20 %5 %5 Acik sar1 renkli, sisme

ozelligi az, kirilgan

Rengi koyu sari, sisme
60:40 %5 %5 ozelligi biraz daha iyi,
daha az kirilgan

Rengi cok acik, daha
90:10* %5 %5 dayanikl fakat sisme
ozelligi cok az

Sar1 renkli, daha
80:20* %5 %5 dayanikli ve sisme
ozelligi biraz daha iyi

Koyu sar1 renkli, sisme

60:40* %5 %5 ozelligi iyi dayanmiklhilik
daha iyi
70:30 %4 %5 Agik sar1 renkli, sisme

ozelligi cok az, kirillgan

Koyu sar1 renkli, sisme
50:50 %4 %5 o6zelligi biraz daha iyi,
kirilgan

Krem renkli, sisme
30:70 %4 %5 ozelligi iyi, dayaniklihk
cok az

*Dondurma ¢ézdiirme isleminin li¢ kerede tekrar etmesi.
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Tablo 4.1. Devami

70:30 %3 %5 é(;lk sarl renkli, sisme
ozelligi cok, az kirilgan

50:50 %3 %5 Sari rfeqkh, sisme 6zelligi
daha iyi, kirilgan

30:70 %3 %5 | Rengicok koyu sar,
sisme 6zelligi iyi, kirilgan
Rengi koyu sar1, sisme

10:90 %3 %3 ozelligi oldukea iyi,
dayaniklilik az

20:80 %3 %3 Sari rggkh, sisme ozelligi
daha iyi, kirilgan -
Sar1 renkli, sismesi iyi

. 0 0

30:70 %3 %3 fakat dayaniksiz

70:30 %3 %2.5 C_ok a<;1.k sar1 renkli,
sismesi az, dayaniksiz

50:50 %3 %25 | Gokasiksarirenkll
sismesi iyi, dayaniksiz
Rengi acik sari, sismesi

30:70 %3 %2.5 L
daha iyi, kirilgan

3
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Tablo 4.1. Devami

Rengi acik sari, sismesi

70:30 %?2 %5
az, dayaniksiz

Rengi acik sari, sismesi

50:50 %?2 %5 .
iyi, dayaniksiz

Rengi koyu sari, sismesi

. 0 0
30:70 Y02 %5 daha iyi, dayaniksiz

Sar1 renkli, sismesi
10:90 %2 %3 oldukea iyi, dayaniklilik

iyi

Rengi koyu sariya doniik,
20:80 %2 %3 sismesi iyi, dayanmiklilik
iyi

Rengi acik sari, sismesi
30:70 %2 %3 iyi, dayaniklilik ¢ok iyi
degil

Acik krem renkli, sisme

. 9 9
90:10 %2 %3 ¢ok diisiik, kirilgan

Krem renkli, sismesi

: 0 9
80:20 %2 %3 dusiik, kirllgan

Sar1 renkli, sismesi ¢ok

. 0 9
70:30 %02 %3 distk, dayaniksiz

3

O




Giilsah Giil, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

Tablo 4.1. Devami
Acik krem renkli, sismesi
. 0 0
90:10 n2 %5 cok diisiik, kirilgan
80:20 %2 %5 K0y1.,l l_<rer£1. renkli, sismesi
cok iyi degil, kirilgan
Rengi koyu sari, sismesi
60:40 %2 %5 o
iyi, kirilgan
Acik krem renkli, sismesi
. 0 0
70:30 %2 %2.5 cok diisiik, kirilgan
50:50 02 0%2.5 A.(,‘lk krem r_epkll, sismesi
biraz daha iyi, kirillgan
30:70 92 0%2.5 A(,:lk sar1 renkli, sismesi
iyi, kirilgan
Koyu sar1 renkli, sismesi
. 0, 0
40:60 n2 %3 cok disiik, kirillgan
50:50 02 %3 Koyu sarl renkli, sismesi
daha iyi, kirilgan
60:40 02 %3 Sari I_‘e_nkh, sismesi azda
olsa iyi, kirilgan
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Tablo 4.1. Devami

0 "2 %3 | oyt dayamcii sok
e "2 % | Gyt
7 "2 %3 | omesi iy, dayomciik
e "2 % | dyanidticar

Sekil 4.1’de optimizasyon c¢alismalar1 kapsaminda en iyi sisme o0zelligi gosteren -8°C
kriyojelasyon sicakliginda ve 10:90 PVA/Kitosan oraninda iiretilen PVA/Kitosan kompozit

kriyojelin sisme davranisi gosterilmektedir.

Sekil 4.1. Optimizasyon c¢alismalar1 kapsaminda -8°C kriyojelasyon sicakliginda ve 10:90
PVA/Kitosan oraninda iiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojelin sisme davramisi; A) Uretilen
PVA/Kitosan kriyojelin baslangictaki hali, B) Bir kuvvet uyguladiktan sonraki hali, C) Uygulanan
kuvvet arttirildiginda aldig1 hal, D) Uygulanan kuvvet ¢ekildiginde aldig: hal.
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Optimizasyon calismalar1 sonucunda, sisme orani ve dayaniklilig1 yiiksek olan kriyojeller
ile calismalara devam edilmesine karar verilmistir. %2’lik sabit polimer konsantrasyonu, %3 GA
miktar1 ve 70:30, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90 PVA/Kitosan oranina sahip kriyojeller ile
calismalara devam edilmistir.

Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de %2 sabit polimer konsansantrasyonu %3 GA miktari
kullanilarak, sirasiyla -16°C ve -8°C kriyojelasyon sicakliginda 70:30, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90

oranlarinda tiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin 1slak ve kuru goriintiisii sunulmustur.

70:30 | 40:60 | 30:70 | 20:80 | 10:90

Sekil 4.2. %2 sabit polimer konsansantrasyonu %3 GA miktar1 kullanilarak, -16°C kriyojelasyon

sicakliginda 70:30, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90 oranlarinda iiretilen PVA/Kitosan kompozit

kriyojellerin 1slak ve kuru goriintiist.

70:30 | 40:60 | 30:70 | 20:80 | 10:90

Sekil 4.3. %2 sabit polimer konsansantrasyonu %3 GA miktar1 kullanilarak, -8°C kriyojelasyon
sicakliginda 70:30, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90 oranlarinda iiretilen PVA/Kitosan kompozit

kriyojellerin 1slak ve kuru goriintiist.
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4.1.2. PVA/Kitosan Kompozit Kriyojellerin Uretilmesi, Biyomimetik HA ile Kaplanmasi ve

Karakterizasyonu
4.1.2.1. PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin iiretilmesi ve karakterizasyonu

Bu tez calismasi kapsaminda yapilan optimizasyon ¢alismalarinin 1s1ginda 70:30, 40:60,
30:70, 20:80 ve 10:90 oranlarinda PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin -16°C kriyojelasyon
sicakliginda {retilmesine karar verilmistir. Yapilan literatiir arastirmalar1 daha diisiik
sicakliklarda yiliksek oranda gozenekli yapinin olusabildigi sonucuna ulastirmistir. Bu nedenle
optimizasyon ¢alismalari sonucu 70:30, 40:60, 30:70, 20:80 ve 10:90 oranlarinda tliretilmesine
karar verilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin diistik kriyojelasyon sicakliginda iiretilmesi
sonucu olusan yapisal degisiklikler incelenmek istenmistir. Bunun icin disik bir (-8°C)
kriyojelasyon sicaklig1 secilerek yine ayni oranlara sahip (70:30, 40:60, 30:70, 20:80 ve 10:90)
PVA/Kitosan kompozit kriyojeller tiretilmistir.

Bu tez calismasinda iiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin ileriye yonelik kullanim
amac1 kemik doku miithendisligi uygulamalaridir. Uretilen kompozit jellerin fizyolojik ortamda
istenilen siire boyunca (hiicrelerle etkilesime gecip, yeni doku olusumuna izin verecek siire
kadar) mekanik stabilitelerini korumasi gerekmektedir. Bu amagla, PVA/Kitosan’dan olusan
kompozit jeller capraz baglanma olayina tabi tutularak, mekanik stabiliteleri arttirilmistir.
PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin mekanik stabilitelerini arttirmak i¢in de ¢capraz baglaci ajan
olarak %3’lik GA miktarina karar verilmistir.

Uretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojeller 2xSBF konsantrasyonunda hazirlanan
sentetik viicut sivisina 1, 3 ve 7 giin siire ile daldirilarak HA ile kaplanmasi saglanmistir. Her iki
kriyojelasyon sicakliginda HA ile kaplanan PVA/Kitosan kompozit kriyojellere ait goriintiiler

Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te sunulmustur.

LMl

1™
. glin n 1. giin 1. giin . oiin
I

N

B

=

3. giin 3. giin 3. glin 3. giin

3 3= A

-

w

I

7. giin 7. giin 7. glin 7. glin
70:30 40:60 30:70 20:80 10:90
Sekil 4.4. -16°C kriyojelasyon sicakliginda 70:30, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90 oranlarinda

tiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin 1, 3 ve 7 giin siireyle HA ile kaplandiktan sonraki

goruntusu.
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e Il ks Madi.
1.giin || 1.giin || 1.gin || 1.gin 1’%1

o kellisllie

3.gin || 3.gin || 3.giin || 3.gin | | 3. giin
- DI I B A

7.giin || 7.giin || 7.giln 7.gin | | 7. giin
70:30 40:60 30:70 20:80 10:90

Sekil 4.5. -8°C kriyojelasyon sicakliginda 70:30, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90 oranlarinda iiretilen
PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin 1, 3 ve 7 giin siireyle HA ile kaplandiktan sonraki

goruntusu.
4.1.3. PVA/Kitosan Kompozit Kriyojellerin FT-IR Analizi

Uretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin kimyasal yapis1 FT-IR ile analiz edilmistir.
FT-IR analizi 500-4000 cm! dalga boyu araliginda yapilmistir. FT-IR analizi sonucunda
PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin hidroksiapatit ile kaplanmadan o6nceki ve kaplama
sonrasindaki FT-IR spektrumlari elde edilmistir. Sekil 4.6’da PVA, Kitosan ve GA'nin kimyasal

yapisi sunulmustur.

Kitosan | '
oH 9 L

OH J—o '

' H

P H A !
i ( g o \I :
H 4—00 H |
il Y i
1 ' H | H NHCOCH 31
i |
&t 1 :

"1 HN Hs i

Glutaraldehit(GA)

Sekil 4.6. Kitosan, PVA ve GA'nin kimyasal yapisi [56,57].

Yukarida acik formiilii verilen PVA ve kitosan polimerleri PVA/Kitosan kompozit
kriyojellerin iiretiminde kullanilmistir. Burada GA ¢apraz baglayici ajani kullanilarak, farkl
PVA/Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90) ve iki farkh kriyojelasyon
sicakliginda (-16°C ve -8°C) PVA/Kitosan kompozit kriyojeller iretilmistir. Kitosanin GA ile

¢apraz baglanmasi sonucu elde edilen yapi Sekil 4.7’de verilmektedir.
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Sekil 4.7. Capraz bagl kitosan [58].

PVA’'nin GA ile ¢capraz baglanmasi sonucu elde edilen yapi Sekil 4.8’de gdsterilmistir.

—CHy— CH— —CHz— CH—
]
G -.____.d'
‘\ L
“CH — (CHala — CH _
7 I
- -0

Sekil 4.8. Capraz bagli PVA [58].

Farkli PVA/Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90) ve GA ile capraz

baglanan PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin farkli kriyojelasyon sicakliginda (-16°C ve -8°C)

hidroksiapatit ile kaplanmadan 6énceki FT-IR spekturumu Sekil 4.9'da gosterilmektedir. iki farkli

kriyojelasyon sicakliginda iiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerinin 1, 3 ve 7 giin

periyotlarinda hidroksiapatit ile kaplandiktan sonraki FT-IR spekturumlari da sirasiyla Sekil

4.10 ve Sekil 4.11’de sunulmustur.
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Sekil 4.9. (a) -16°C ve (b) -8°C kriyojelasyon sicakliginda ve farkli PVA/Kitosan oranlarinda
(70:30, 40:60, 30:70, 20:80 ve 10:90) iiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin sirasiyla
hidroksiapatit ile kaplanmadan énceki FT-IR spektrumu.

Sekil 4.9’da -16°C kriyojelasyon sicakliginda, farkli PVA/Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60,
30:70, 20:80, 10:90) iretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin HA ile kaplanmadan onceki
FT-IR spektrumlari incelendiginde, PVA 3328 cm-'de bir emilim piki gostermektedir. Bu da
molekil i¢i hidrojen baglanmasina ve -OH gerilim titresime karsilik gelmektedir. Alkil
gruplarindan uzanan 2930 cm'de go6zlemlenen titresim bandi C-H ile baglantihidir. -C-O
gerilmesine denk gelen emilim 1083 cm-'de gerceklesmektedir. Saf kitosanin FT-IR spektrumu
3320 cm-l'de genis bir bant gosterir, buda -OH gerilmesinden kaynaklanmaktadir. NH
biikiilmesiyle (amid II) (NHz) grubunu gdsteren bant 1560 cm-''dedir. Sekil 4.9’da goruldigi
gibi PVA konsantrasyonundaki azalma, 1560 cm- kitosanin NH biikiilmesinden (amid II)
kaynaklanan bant yogunlugunda bir artisa neden olmustur. Ayrica, PVA icerigi arttikca yaklasik

2925 cm'de -CH grubunun yogunlugunda bir artis gézlenmektedir [59].
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Sekil 4.10. -16°C kriyojelasyon sicakliginda, farkli PVA/Kitosan oranlarinda iretilen
PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin 1, 3 ve 7 giin periyotlarda HA ile kaplandiktan sonraki FT-
IR spektrumu. (a) 70:30, (b) 40:60 (c) 30:70, (d) 20:80, (e) 10:90
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Sekil 4.11. -8°C kriyojelasyon sicakliginda, farkli PVA/Kitosan oranlarinda iiretilen
PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin 1, 3 ve 7 giin periyotlarda HA ile kaplandiktan sonraki FT-
IR spektrumu. (a) 70:30, (b) 40:60, (c) 30:70, (d) 20:80, (e) 10:90

Capraz bagli PVA/Kitosan kriyojellerin FT-IR spektrumda 3437 cm-t'de genis pik -NH ve
-OH simetrik gerilme frekansim gosterir. 1610 cm! ve 1010 cm-V'deki pikler , -C=N ve -C-O
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gerilme frekanslarini, imin grubunun olusumunu, kitosan ve PVA'nin GA ile ¢apraz baglanmasini
aciklamaktadir [58].

Karbonatli HA karakterize eden CO32- grubu ile ilgili 1410 cm-1'de bant gozlemlenmistir.
1033 cm-'deki bant P-O gerilmesine karsilik gelir. 566 ve 605 cm-1'deki bantlar POs grubunda
P-O'nun titresimi ile iliskilendirilmistir. HA karakteristik piki etrafinda PO43'lin germe bandi
Sekil 4.10 ve Sekil 4.11’deki FT-IR spektrumunlarinda goriildiigii gibi 1050 cm-'dir [60].

Miiller ve ark., ayrica Jalota ve ark. yaptiklari ¢alismada 600 cm-! civarinda P-O baglarinin
olustugunu ve sentetik viicut sivisinda bekleme siiresi arttikca piklerin siddetlerinin arttigini
belirtmislerdir. Bunun yaninda sentetik viicut sivisi icerisindeki iyon konsantrasyonu arttiginda

P-O piklerinin siddetlerinin arttigini belirtmislerdir [42,61].

4.1.4. PVA/Kitosan Kompozit Kriyojellerin Sisme Davranisi

Kriyojellerin karakteristik o6zelliklerinden biri, bastirilarak iclerinden su ¢ikisi
saglandiktan sonra, tekrar suyun icine birakildiklarinda sismeleridir. Bu islemin birka¢ kez
tekrarlanmasi, kriyojelin yapisinin bozulmasina neden olmamaktadir.

Kriyojellerin yapilarina su alabilmeleri, gozeneklilik ve gozeneklerin birbiri ile baglantili
olusu hakkinda bilgi verebilecek bir 6zelliktir. Kriyojeller, canli dokulara kuru halde implante
edildiginde hizh bir sekilde viicut sivilarini emerek boslugu doldururlar.

-16°C ve -8°C kriyojelasyon sicakliginda, farkli PVA/Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60,
30:70, 20:80, 10:90) tiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin sisme davranisi Sekil 4.12 ve
Sekil 4.13’de sunulmustur.

6000

5500

500

il
g

=30 =60 =90 =120

=] =]

Sisme Orani (%)
w
8
[an]

Zaman (min)

m70;30 m40;60 m30;70 ™20;80 m10;90

Sekil 4.12. -16°C kriyojelasyon sicakhiginda, farkli PVA/Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60,
30:70, 20:80 ve 10:90) iiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin sisme davranisi.
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Sekil 4.13. -8°C kriyojelasyon sicakliginda, farkli PVA/Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60, 30:70,
20:80 ve 10:90) iiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin sisme davranisi.

Wang ve ark. yaptiklar1 ¢alismada izoproponoliin pervaporasyon (membran prosesi)
giderme islemi icin farkl oranlarda Kitosan/PVA/Poliviniliden floriir i¢i bos fiber kompozit
membranlar iireterek karakterize etmislerdir. Kitosan iceriginin sisme davranisina etkisini
incelediklerinde, kitosan igeriginin artmasinin membranlarin sisme davranisinida arttirdigini
ortaya koymuslardir. Bunun sebebini ise, kitosanin yapisinda bulunan pozitif yiikli amonyum
tuz grubunun sudaki negatif ytiklii hidroksil (-OH) iyonlarini ¢ekerek kitosanin biinyesinde daha
fazla su tutmasini sagladigi ve buna bagl olarak da sismenin arttif1 seklinde agiklamislardir
[62].

Tang ve ark. yaptiklar1 ¢alismada 1siya duyarli PVA/Kitosan hidrojellerin yapisal
karakterizasyonunun incelemislerdir. Calisma sonucunda yapilan sisme ¢alismalarinda kitosan
iceriginin ayni olmasi durumunda PVA igerigi arttirildiginda sisme oram azalmistir. Bunun
nedenini ise, yiiksek PVA iceriginin artisinin sisme oranina olumsuz etki yapan daha yogun jel
yapisina neden olmasi seklinde aciklamislardir [63].

Chaturvedi ve ark. yaptiklar1 ¢alismada biyomedikal uygulamalar i¢in antimikrobiyal
PVA kriyojel-bakir nanokompozitleri elde etmislerdir. Calisma sonucunda elde ettikleri PVA
kriyojel-bakir nanokompozitlerinin sisme 6zelligi incelediklerinde PVA igeriginin artmasi ile
sisme oranini azaldig1 sonucuna varmislardir [64].

Bajpai ve ark. yaptiklart ¢alismada PVA/Jelatin gozenekli kriyojeller iireterek sisme

davranisini incemislerdir. Calisma sonucunda PVA oraninin artmasi PVA/Jelatin kriyojelinin
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sismesini azaltmistir. Bunun sebebini PVA'nin polimerik ag yapisindan kaynakli sisme
kapasitesinin jelatine goére daha diisiik oldugu seklinde agiklamislardir [65].

Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de gorildiigi iizere iki farkli (-16°C ve -8°C) kriyojelasyon
sicakliginda, farkli PVA/Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90) ({iretilen
PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin sismesi zamanla ve kitosan orani arttik¢a artmistir. Kitosan
kriyojeller, capraz bagh hidrofilik matrise sahiptir. Sulu ortamda ¢6zliinmez, fakat ¢capraz bag
derecesine bagh olarak olusan gozeneklilik yapisina ve matrisin hidrofilitesine bagh olarak
siserler. Suyun PVA/Kitosan kompozit Kkriyojel tarafindan emilim olay, PVA ve Kitosanin
kimyasal yapisiyla da iliskilendirilebilir. PVA molekiiliinde PVA’ nin hidroksil (-OH) gruplar1 su
molekiilleri ile etkilesime girerek hidrojen bagi olusturur. Kitosanin ise amino (-NH) gruplari
su molekiilleri ile etkilesime girer ve hidrojen bag1 olusturur[53]. Diger yandan kriyojelin su
emilim olay1 kriyojel de gozenekli agin varligi ile de agiklanabilir. Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’l
kiyasladigimizda iki durumda da sisme zamanla ve kitosan orani arttikca artmaktadir. Ama -8°C
kriyojelasyon sicakliginda iiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojeller daha fazla sisme 6zelligi
gostermistir.

Nikonorov ve ark. yaptifi calismada capraz bagh kitosan kriyojellerin sentezi ve
karakterizasyonu incelemislerdir. Farkli kriyojelasyon sicakliklarinda (-15°C, -25°C ve -30°C)
capraz bagh kitosan kriyojeller liretmislerdir. Calisma sonucunda diisiik sicaklikta kriyojelasyon
isleminde blyiik gozenekli jel yapilarinin elde edildigi sonucuna varmislardir. Diisiik
sicakliklarda elde edilen makro gézenekli yapilar kriyojelin sisme karakteristigi tizerinde gii¢li
bir etki yaratarak sisme 6zelligini arttirmistir [66].

Sekil 4.13’de gorildiugi lizere -8°C kriyojelasyon sicakliginda iiretilen PVA/Kitosan
kompozit kriyojeller -16°C kriyojelasyon sicaklifinda iiretilen PVA/Kitosan kompozit
kriyojellere gore zamanla ve kitosan oram arttikca daha fazla sisme 6zelligi gostermektedir. Bu
durum Nikonorov ve ark’nin yaptigi calismada oldugu gibi go6zeneklilik yapisiyla
iliskilendirilebilir. Ciinkii -8°C dusiik sicaklikta olusan makro gézenekler daha fazla suyu igine

hapsederek PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin sisme oranini arttirmistir.

4.1.5. PVA/Kitosan Kompozit Kriyojellerin Gézeneklilik Analizi

Doku miihendisliginde doku iskelelerinin gézenekli olmasi1 6nemli bir parametredir. Bu
nedenle doku miihendisliginde kullanilacak doku iskelelerinin, hiicre biiytimesi ve yeni doku
matrisinin olusumuna ortam saglamasi icin, birbiri ile baglantili, kontrol edilebilir, yliksek
gozeneklilikte ve uygun gozenek biliyukliiklerinde bir yapiya sahip olmasi gerekmektedir.

Gozenekler hiicreler i¢in besin temin edebilmesi ve atiklarin uzaklastirilmasi, hiicrelerin doku
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iskelesinin i¢ boélgelerine yapisip, yayllmasi ve iiremesi, damarlasmanin gergeklesmesi icin
olduk¢a 6nemlidir.

-16°C ve -8°C kriyojelasyon sicakliginda, farkli PVA/Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60,
30:70, 20:80, 10:90) iiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin goézenekliligi Sekil 4.14 ve
Sekil 4.15’de sunulmustur.
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Sekil 4.14. -16°C kriyojelasyon sicakhiginda, farkli PVA/Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60,
30:70, 20:80, 10:90) iiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin gozenekliligi.
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Sekil 4.15. -8°C kriyojelasyon sicakliginda, farkli PVA/Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60, 30:70,
20:80, 10:90) iretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin gézenekliligi.
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Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’de goriildiigii Uzere kitosan oraninin artmasi ve farkl
kriyojelasyon sicakliklari (-16°C ve -8°C) gozeneklilik izerinde 6nemli derecede etkili olmustur.
Sekil 4.15’de, -8°C kriyojelasyon sicakliginda gozeneklerin biiyiiyerek daha gozenekli bir yapida
PVA/Kitosan kompozit kriyojel elde edildigi goriilmektedir.

PVA toksik olmayan, suda ¢dziinen sentetik bir polimerdir. Kitosan ise kitinden elde
edilen dogal bir polimerdir, glinlimiizde doku ve organ rejenerasyonu icin dogal polimerler
yaygin olarak kullanilmaktadir, ¢linkii bunlar hiicre eklentisini ve farklilasma fonksiyonunu
strdiirmeyi kolaylastirmaktadir. PVA kitosana gore daha az gozenekli yapiya sahiptir [67].

Chae ve ark. yaptiklar1 ¢alismada basit bir yontem kullanarak hava ve coklu c¢oziicii
karisimlari ile akciger epitel sistemde kullanmak tizere ¢ok ince ve gozenekli PVA matrisi elde
etmislerdir. Chae ve ark. yaptiklart bu c¢alismada dondurma ¢6zdiirme, eriyik kaliplama,
parcacik eritme gibi farkli yontemler kullanarak doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilmak tzere goézenekli PVA matrisinin elde edilebilecegini savunmuslardir. Calisma
sonucunda elde ettikleri ince ve gdzenekli PVA matrisi, akciger epitel sisteminin etkin bir
fonksiyonel modelini saglamistir [67].

Kanimozhi ve ark. dondurarak kurutma yodntemiyle yaptiklarn c¢alismada goézenekli
PVA/Kitosan/Metilseliilloz kompozit doku iskelelerini iiretmislerdir. Calismanin sonucunda
yapilan go6zeneklilik calismalarinda, PVA tek basina degil de kitosan ve metilseliiloz
eklendiginde gozenekliliginin oldukca artig1 sonucuna varmislardir [68]

Chae ve ark. ayrica Kannimozhi ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarda da goriildigu gibi
kullanilan yontem ve kitosan orami gozenekliligi etkilemektedir. Gozeneklilik calismasinda
tiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojelleri tizerinde farkl kriyojelasyon sicakliklarinda (-16°C
ve -8°C) gozenekliligin etkisine bakilmistir. Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’de goriildiigii Gizere farkh
kriyojelasyon sicakliklar1 gozenekliligi olduk¢a etkilemistir. Her iki durumda (-16°C ve -8°C)
gozeneklilik kitosan orani arttikca artmistir. Fakat iki farkli sicakliklarda elde edilen
gozeneklilik sonuclar1 karsilastirildiginda gozeneklilik Sekil 4.15’de goriildigu gibi -8°C
kriyojelasyon sicakliginda daha da ¢ok artmistir. Bu durum PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin
sisme davranislariyla da iligkilendirilebilir. -8°C’de biiyiiyen gézenekler sismeyi de arttirmistir

(Sekil 4.13).

4.1.6. PVA/Kitosan Kompozit Kriyojellerin in Vitro Degradasyonun incelenmesi
PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin degradasyon c¢alismalari 37°C’de su banyosu

icerisinde 3 gilin de gerceklestirilmistir. -16°C ve -8°C kriyojelasyon sicakliginda iiretilen

PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin 3. giin degradasyon sonucunda elde edilen degradasyon

davranislar Sekil 4.16 ve Sekil 4.17’de sunulmustur.
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Sekil 4.16. -16°C kriyojelasyon sicakhiginda, farkli PVA/Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60,
30:70, 20:80, 10:90) iretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerinin 3. glin sonunda agirlik

kaybi grafigi.
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Sekil 4.17. -8°C kriyojelasyon sicakliginda, farkli PVA/Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60, 30:70,
20:80, 10:90) iiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin 3. giin sonunda agirlik kaybi grafigi.

-16°C ve -8°C kriyojelasyon sicakliginda, farkli PVA / Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60,

30:70, 20:80, 10:90) iiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin 3. giin sonunda degradasyon
miktarlar1 verilmistir (Sekil 4.16, 4.17).
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Sekil 4.16 ve Sekil 4.17’de gorildiugi lizere kitosan oraninin artmasi yapiyl iyilestirerek
iki farkli kriyojelasyon sicakliginda (-16°C ve -8°C) degradasyonu azaltmistir.

Silva ve ark. yaptiklari liyofilizasyon ile elde edilen Kitosan/PVA/biyoaktif cam hibrid
iskelelerin sentezi, karakterizasyonu ve sitotoksisitesi calismalarinda Kitosan/PVA farkli molar
oranlarda (3:1 ve 1:1) hazirlayarak, GA ile ¢apraz baglamislardir. Yapilan degradasyon calismasi
sonucunda kitosan orani (3:1) yiliksek olan hibrid malzemenin degradasyon orani diisiik
cikmistir. Bunun sebebini ise, kitosanin amino grubunun GA ile g¢apraz baghh C=N grubu
olusturmasiyla yapinin giiclendigi ve buna bagh olarak degradasyonun azaldigi seklinde
aciklamislardir [69].

Zhu ve ark. Poli(L-laktik)(PLLA)/Kitosan mikrokiirelerinin in vitro degradasyonunu
arastirmislardir. Calismanin sonucunda sentetik PLLA'min biyolojik uyumluluk, mekanik
ozellikler gibi bazi dezavantajlarinin kitosan mikro kiireleri ile giderildigi sonucuna
varmiglardir. Bununla birlikte elde edilen malzemenin degradasyonunu incelediklerin de PLLA
tek basina daha hizli degradasyona ugramistir. Fakat PLLA’ya kitosan mikrokiireleri
eklendiginde degradasyonun azaldig1 sonucuna varilmistir [70].

Silva ayrica Zhu ve ark. yaptiklari ¢alismalarda da goruldiigii tizere sentetik bir polimer
olan PVA'nin ozelliklerini dogal bir polimer olan kitosan iyilestirebilmektedir. Bu nedenle her
iki kriyojelasyon sicakliginda Sekil 4.16 ve Sekil 4.17'de kitosan oranin artmasi yapiy1 daha
saglam hale getirerek degradasyonu azaltmistir.

Degradasyonun nedeni, polimerin ¢oziiciiniin icinde ¢oziilmesi, polimerik malzemeler
arasindaki bagin pargalanmasi olabilir. PVA suda ¢6ziinen sentetik bir polimerdir kimyasal
yapisindan dolay: hidroksil (-OH) gruplan ile karsilastifinda polimer zinciri suyun icerisinde
¢ozilebilir, bu nedenle PVA degradasyona ugrayabilir. Yiksek kimyasal stabiliteye sahip
polimerler degradasyona karsi direnglidir. Kitosan yapisal olarak ytiksek kimyasal stabiliteye
sahip dogal bir polimerdir. Bu sebepten dolay1 degradasyonunun PVA’ya goére daha yavas
oldugu sdylenebilir. -8°C’de tUretilen PVA/Kitosan kriyojeller genel olarak daha hizh
degradasyona ugramistir. Bu durum gozeneklilik ile iliskilendirilebilir (Sekil 4.15). Ciinki -8°C
kriyojelasyon sicakliginda elde edilen fazla gozenekli yap1 sismeyi arttirarak tretilen kriyojel

icerisinde daha fazla su tutulmasini saglamistir (Sekil 4.13).

4.1.7. PVA/Kitosan Kompozit Kriyojellerin HA ile Kaplanmasi Sonucu Agirlik Artisinin

izlenmesi
Sentetik viicut sivis1 (2xSBF) icerisinde belirli siirelerde (1. 3. ve 7. giin) HA ile kaplanan

PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin agirlik artis1 takip edilmistir. HA ile kaplama sonucunda
elde edilen agirlik artisi grafikleri Sekil 4.18 ve 4.19'da sunulmustur.
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Sekil 4.18. -16°C kriyojelasyon sicakhiginda, farkli PVA/Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60,
30:70, 20:80, 10:90) iiretilen kompozit kriyojellerin HA ile kaplanmasindan sonra agirlik artisi
grafigi.
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Sekil 4.19. -8°C kriyojelasyon sicakliginda, farkli PVA/Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60, 30:70,
20:80, 10:90) iiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin HA ile kaplanmasindan sonra agirlik

artisi grafigi.

Sekil 4.18 ve Sekil 4.19’da gosterilen HA ile kaplama sonucu agirlik artisi grafiklerinde
kitosan orani ve kaplama stiresi arttikca kaplama miktarlar1 artmistir. Bunu bagh olarak agirlik
artist meydana gelmistir. Her iki kriyojelasyon sicakliginda da kaplama sonrasi 70:30
PVA/Kitosan oraninda agirlik artisi beklenirken, agirlifinda azalma meydana gelmistir. Bu

durum 70:30 PVA/Kitosan kompozit kriyojelin degradasyona ugradigini gostermektedir.
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Cai ve ark. yaptiklar1 calismada, doku iskeleleri iizerine kaplama siiresi ve SBF
konsantrasyonunun etkisini incelemislerdir. Calismanin sonucunda kaplama siiresi arttikca
agirhik artisi1 gozlendiginin ve SBF konsantrasyonu arttik¢a da agirlik artisinin daha hizh bir
sekilde gerceklestiginin sonucuna varmislardir [71].

Cai ve ark yaptiklar1 calismaya paralel olarak, Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da iki farkl
kriyojelasyon sicakliginda kaplama siiresi boyunca (1, 3 ve 7 giin) agirlik artis1 gozlemlenmistir
ve en yiiksek kaplama miktarina 7. glin sonunda ulasilmistir.

Kitosanin avantaji hiicre tutunmasini ve c¢ogalmasini desteklemesidir. Kitosanin bu
durumu kimyasal o6zelliginden kaynaklanmaktadir. Kitosanin polisakkarit omurgasi yapisal
olarak kemik ve kikirdagin ekstraseliiler matriksinin ana bileseni olan glikozaminoglikonlara
benzemektedir. Diger bir avantaji ise kemik olusumunu gelistirmek icin birbirine bagh
gozenekli iskele formlarini olusturmasidir [72]

Thein-Han ve ark. yaptiklar1 ¢alismada kemik doku miihendisligi icin kitosan/nanoHA
kompozit doku iskelesi liretmislerdir. Calisma sonucunda saf kitosana gore nanoHA eklenmis
kompozit iskeleleri Kkarsilastirmali olarak incelenmistir. Biyolojik olarak bozunabilir
kitosan/nanoHA kompozit iskeleler saf kitosana gore iistiin mekanik 6zellik, fizikokimyasal ve
biyolojik 6zelliklere sahip oldugu bulunmustur. Thein-Han ve ark. yaptiklari ¢alisma sonucunda
kitosan/nanoHA kompozitinin kemik rejenerasyonu icin potansiyel bir malzeme oldugu
sonucuna ulasmislardir [72].

Dogal bir polimer olan kitosan, kemigin inorganik kismini olusturan HA ile oldukga
benzer kimyasal dzelliklere sahiptir. Kitosan ve HA arasindaki bu uyum kitosanin daha fazla
kaplanmasini saglayabilir. Bu durum, kitosan oraninin artmasinin kaplama miktarini arttirdigi

seklinde aciklanabilir (Sekil 4.18, 4.19).

4.1.8. SEM Analizi

4.1.8.1. PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin HA ile kaplamadan énceki SEM goriuntiileri
PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin HA ile kaplanmadan 6nceki morfolojisi taramali

elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak belirlenmistir. -16°C ve -8°C kriyojelasyon sicakliginda,

farkli PVA/Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90) iiretilen kompozit

kriyojellerin HA ile kaplanmadan 6nce SEM goriintileri sirasiyla Sekil 4.20 ve Sekil 4.21'de

sunulmustur.
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Sekil 4.20. -16°C kriyojelasyon sicakhifinda, 70:30, 40:60, 30:70, 20:80 ve 10:90 oranlarinda
tiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin sirasiyla, 70:30 PVA/Kitosan A) x1000 B) x5000,
40:60 PVA/Kitosan C) x1000 D) x5000, 30:70 PVA/Kitosan E) x1000 F) x5000, 20:80
PVA/Kitosan G) x1000 H) x5000, 10:90 PVA/Kitosan I) x1000 I) x5000, biiyiitmede SEM

gorintiileri.
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Sekil 4.21. -8°C kriyojelasyon sicakliginda, 70:30, 40:60, 30:70, 20:80 ve 10:90 oranlarinda
tiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin sirasiyla, 70:30 PVA/Kitosan A) x250 B) x1000,
40:60 PVA/Kitosan C) x250 D) x1000, 30:70 PVA/Kitosan E) x250 F) x1000, 20:80 PVA/Kitosan
G) x250 H) x1000, 10:90 PVA/Kitosan I) x250 I) x1000, biiyiitmede SEM gériintiileri.

Estrada ve ark. yaptiklar calismada kitosan/poli (D, L-laktit-ko-glikolit) (Ch/DLPLG )
gozenekli kompozit iskeleleri iiretmislerdir. Uretilen iskelelerin in vitro biyoaktivite
degerlendirmesini, 1.5xSBF cozeltisinde 28 gilin beklettikten sonra elde ettikleri apatit
tabakalarini analiz ederek gergeklestirmislerdir. Calisma sonucunda go6zeneklilik yiizdesi
kitosan igerigi arttikca artmistir. Kitosan icerigi arttikca daha yiiksek gozenekli kitosan/poli (D,
L-laktit-ko-glikolit) kompozit iskele yapilari elde etmislerdir [73].
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Sekil 4.22. A) -16°C ve B) -8°C kriyojelasyon sicakliginda, 10:90 PVA/Kitosan oraninda liretilen
PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin kaplanmadan 6nceki x2500 biiyiitmede SEM goriintiisii.

Her iki kriyojelasyon sicakliginda iiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin farklh
(x250, x1000 ve x5000) biiytitmelerde SEM goriintiileri incelendiginde (Sekil 4.20, 4.21)
gozenekler kitosan orani arttik¢a artmistir. Diger SEM goriintiilerinden farkli bir biiylitmede
(x2500) yapilan SEM gorintiisiinde, iki farkl sicaklikta iiretilen 10:90 PVA/Kitosan kompozit
kriyojelini kiyasladigimizda biyiik goézenekler -8°C'de, 10:90 PVA/Kitosan oraninda elde
edilmistir (Sekil 4.22).

Nikonorov ve ark. yaptiklar1 ¢calismada diisiik sicaklikta kriyojelasyon isleminde biiyiik
gozenekli jel yapilarinin elde edildigi sonucuna varmislardir [66]. Nikonorov ve ark. yaptiklari
calismaya parelel olarak, -8°C kriyojelasyon sicakliginda iiretilen PVA/Kitosan kompozit
kriyojellerin x250 ve x1000 biiytitmede SEM gorintiileri incelendiginde (Sekil 4.21) gézenekler
-16°C kriyojelasyon sicakliginda tretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellere gére daha ¢ok
biiylimiistiir. Bu durum goézeneklilik icin yapilan ¢alismalarda -8°C elde edilen makro gézenekli
yapiy1 destekler niteliktedir (Sekil 4.15). Ayrica gozenekliligin -8°C kriyojelasyon sicakliginda
tiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerde artmis olmasi sisme oraninin artmasina neden
olmaktadir (Sekil 4.13).

SEM analizi sonucu, gozenek buyiikliikleri kantitatif olarak 20 tane gb6zenek
biiytikliigiintin 6l¢iiliip ortalamasinin alinmasiyla hesaplanmistir. -16°C ve -8°C kriyojelasyon
sicakliginda ve farkli PVA/Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60, 30:70, 20:80 ve 10:90) iretilen
PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin hidroksiapatit ile kaplanmadan o6nceki gozenek

biiytikliikleri ortalamasi Tablo 4.2’de gdsterilmistir.

62



Giilsah Giil, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

Tablo 4.2. PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin hidroksiapatit ile kaplanmadan 6nceki gozenek

biiytikliiklerinin ortalamasi.

PVA/Kitosan | -16°C’'de gozenek biiytikligii | -8°C’de gozenek biiyikliigi
Oranlari ortalamasi (um) ortalamasi (pum)
70:30 14.900+2.078 20.818+2.868
40:60 22.093%+4.763 31.995+4.292
30:70 28.235+5.632 35.550+5.514
20:80 30.158+3.232 44.233+7.186
10:90 37.347+7.539 61.066+16.735

Tablo 4.2’de verilen gozenek biylikliigli ortalamasi verileri incelendiginde -8°C
kriyojelasyon sicakliginda iiretilen kriyojeller, -16°C kriyojelasyon sicakliginda iiretilen
PVA/Kitosan kompozit kriyojellere gore gozenek biiylikliigli ortalamalar1 daha yliksektir.
Kitosan orani arttikca gozenek biiytikliigi ortalamasida artmistir. En fazla gézenek biiytkligi

ortalamasi -8°C’de 10:90 PVA/Kitosan oraninda 61.066+16.735 pm olarak elde edilmistir.

4.1.8.2. PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin HA ile kaplandiktan sonraki SEM goériintiileri

Her iki kriyojelasyon sicakliginda (-16°C ve -8°C) ve farkli PVA/Kitosan oranlarinda

tiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin HA ile kaplama sonrasi yapisindaki degisiklikler
SEM gorintiileriyle incelenmistir (Sekil 4.23, 4.24).
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Sekil 4.23. -16°C kriyojelasyon sicakliginda, 70:30, 40:60, 30:70, 20:80 ve 10:90 oranlarinda
tretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin 7 giin HA ile kaplama sonrasi sirasiyla 70:30
PVA/Kitosan A) x5000 B) x20000, 40:60 PVA/Kitosan C) x5000 D) x20000, 30:70 PVA/Kitosan
E) x5000 F) x20000, 20:80 PVA/Kitosan G) x5000 H) x20000, 10:90 PVA/Kitosan I) x5000 I)
x20000 bliylitmede SEM goriintiileri.

65



Giilsah Giil, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

Moge DIOKY  Opetator MEUFT  Dote 7 Fad 18

ENY= S30W WD-Gimm ShesA=SE2  Mage SIOKX  Opessior: MEUPZ  Dute 27 Feb 2018 1 -« EMT= S WO~ 6lmen  SigralA=SEZ  Mage 2200KX  Opeewoc MEUP?  Dam 27 Feb 289




Giilsah Giil, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

Sekil 4.24. -8°C kriyojelasyon sicakliginda, 70:30, 40:60, 30:70, 20:80 ve 10:90 oranlarinda

tretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin 7 giin HA ile kaplama sonrasi sirasiyla 70:30
PVA/Kitosan, A) x5000 B) x20000, 40:60 PVA/Kitosan C) x5000 D) x20000, 30:70 PVA/Kitosan
E) x5000 F) x20000, 20:80 PVA/Kitosan G) x5000 H) x20000, 10:90 PVA/Kitosan I) x5000 I)
x20000 biiytitmede SEM goriintiileri.

Kaplamadan sonra SEM goériintiileri incelendiginde her iki kriyojelasyon sicakliinda
kaplama siiresi ve kitosan orani arttikca kaplama miktar1 artmistir. En yliksek kaplama
miktarina 7. giin sonunda ulasilmistir. HA kaplamayla agirlik artisi calismalarinda en fazla
agirhik artisinin 7. giin sonunda elde edilmesi kaplama miktarinin 7. giin sonunda arttig1 ve
boylelikle kaplamayla birlikte agirlik artisininda meydana geldigi sonucunu destekler
niteliktedir (Sekil 4.18, 4.19).

Kim ve ark. yaptiklar1 ¢alismada iirettikleri Poli Laktik-co-Glikolik Asit/nanoHA
(PLGA/HA) kompozit iskeleleri 1xSBF ve 5xSBF konsantrasyonlarinda hazirladiklar ¢ozeltilere
1 ve 5 giinliik periyotlarda daldirarak Poli Laktik-co-Glikolik Asit/nanoHA (PLGA/HA) kompozit
iskelelerin HA ile kaplanmasini saglamaya calismislardir. Calismanin sonucunda, 5xSBF
¢ozeltisine daldirilan PLGA/HA iskeleleri iizerinde olusan apatit olusumunun, 1xSBF ¢6zeltisine
daldirilan PLGA/HA iskelelerinden daha yiiksek oldugunu gézlemlemislerdir. Yalnizca 5 giinliik
slire sonunda apatit kristallerinin sayis1 ve biiytkligiiniin arttigini gozlemlemislerdir. Bu
sebepten dolay1 kaplamanin siireyle de iliskili oldugu sonucuna varmislardir [74].

Kaplama sonrasi SEM analizi sonucu, gézenek buyiikliikleri kantitatif olarak 20 tane
gozenek blyiikligiinliin Olglliip ortalamasinin alinmasiyla hesaplanmistir. -16°C ve -8°C
kriyojelasyon sicakliginda, farkli PVA/Kitosan oranlarinda (70:30, 40:60, 30:70, 20:80 ve 10:90)
tretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin hidroksiapatit ile kaplandiktan sonraki gézenek

biiytikliikleri ortalamasi Tablo 4.3’de gosterilmistir.
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Tablo 4.3. PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin hidroksiapatit ile kaplandiktan sonraki gozenek

biiytikliiklerinin ortalamasi.

PVA/Kitosan -16°C’de gozenek biyukligu -8°C’de gozenek biiyiikliigi
Oranlari ortalamasi (pm) ortalamasi (um)
70:30 10.512+1.659 8.398+1.986
40:60 8.719+2.137 6.180+1.690
30:70 7.246%1.460 4.948+2.521
20:80 6.714+1.455 3.862+3.086
10:90 4.498+ 1.206 2.955+1.434

Tablo 4.3'de verilen gozenek biiylikliigii ortalamasi verileri incelendiginde HA ile
kaplama sonucu gozenek biiytkliikleri kiiciilmiistiir. Kaplama sonrasi -8°C Kkriyojelasyon
sicakliginda tretilen kriyojeller -16°C kriyojelasyon sicakliginda tretilen PVA/Kitosan kompozit
kriyojellere gore daha kiciik gézenek biiyiikliigiine sahiptir. Kaplama sonrasi kitosan orani
arttikca gozenek biiytiklikleri daha ¢ok kigtlmustiir. -8°C kriyojelasyon sicakliginda, 10:90
PVA/Kitosan oraninda tretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojelinde en az gézenek biiytukligi
ortalamasi 2.955+1.434 pm olarak bulunmustur. -8°C’de makro gézeneklerin HA kaplamayla ve
kitosan oram arttikca kiicilmesi makro gozeneklerin HA kristalleri ile dolarak kapandig:

sonucuna ulastlrlr.

4.1.9. PVA/Kitosan Kompozit Kriyojellerin HA ile Kaplandiktan Sonraki EDXS Analizi

-8°C kriyojelasyon sicakliginda, 30:70 PVA/Kitosan oraninda tiretilen PVA/Kitosan

kompozit kriyojelin 7. giin kaplama sonrasi1 EDXS analizi Sekil 4.25’de sunulmustur.
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Sekil 4.26. -16°C kriyojelasyon sicakliginda, 70:30, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90 oranlarinda
tiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin 7. glin kaplama sonrasinda EDXS analizi sonucu

elde edilen iyon yiizdeleri.
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Sekil 4.27. -8°C kriyojelasyon sicakliginda, 70:30, 40:60, 30:70, 20:80, 10:90 oranlarinda
tretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin 7. giin kaplama sonrasinda EDXS analizi sonucu

elde edilen iyon yiizdeleri.

-16°C ve -8°C’de iiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin sentetik viicut sivis1 (SBF)
icerisinde 7 giin stireyle HA kaplanmasi sonucu ylizeyde bir noktada biriken iyonlarin agirhk
ylzdeleri Sekil 4.26 ve Sekil 4.27'de gosterilmistir. -8°C kriyojelasyon sicakliginda iiretilen
30:70 PVA/Kitosan oraninda belirgin olarak Ca/P degeri 2.78 olarak bulunmustur (Sekil 4.25).
Literatirde HA icin bulunan Ca/P degeri 1.67°dir [75]. Bulunan Ca/P degeri HA icin bulunan
degere gore oldukeca yiiksek ¢ikmistir. Bu durum yiizeyde apatit kristallerinin homojen bir
sekilde olustugunu ve kaplamanin tiim yiizeyde homojen olarak gerceklestigi sonucuna
ulasilmasini saglar.

Estrada ve ark. yaptiklar1 ¢alismada kitosan/poli (D, L-laktit-ko-glikolit)(Ch/DLPLG)
gozenekli kompozit iskelelerini 70:30, 50:50 ve 30:70 oranlarinda tiretip, 1.5xSBF ¢ozeltisine 28
gilin boyunca daldirarak biyoaktivitesini incelemislerdir. Apatit olusumunu gézlemlemek icin
FTIR, SEM ve EDXS analizlerini yapmislardir. EDXS analiz sonucunda Ca ve P icerigine
baktiklarinda en yiiksek Ca/P igerigi 1.33 olarak 30:70 oraninda iiretilen Ch/ DLPLG iskelesinde
bulmuslardir. Diger oranlarda Ca/P icerigi oldukca diisiik cikmistir. Ca/P igerigi 1.33 olarak
bulunan bu deger, HA i¢in bulunan 1.67 degerine oldukg¢a yakindir. Bu durumu 30:70 oraninda
tiretilen iskelenin diger oranlarda iiretilen iskelelere gore daha homojen kaplandig1 seklinde
aciklamiglardir [73].

EDXS analizinde, iki farkl sicaklikta iiretilip 7 giin HA ile kaplanmis PVA/Kitosan
kompozit kriyojellerin ylizeyinde bir noktada biriken iyon ylizdeleri farkli renklerle
simgelenmistir (Sekil 4.26, 4.27). Her iki sekilde, Na ve Cl iyonlarinin miktar1 oldukea yiiksektir.

Na ve Cl iyonlarinin bu kadar fazla olmasinin sebebi, kaplama i¢in hazirlanan 2xSBF ¢ozeltisinde
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bir kisim Na ve Cl iyonunun tam olarak ¢6ziinmedigi, NaCl tuzunun olusmasina sebep oldugu

seklinde aciklanabilir.
4.1.10. PVA/Kitosan Kompozit Kriyojellerin HA ile Kaplandiktan Sonraki XRD Analizi

-8°C kriyojelasyon sicakliginda, 30:70 ve 10:90 PVA/Kitosan oranlarinda liretilip HA ile
kaplanan PVA/Kitosan kompozit kriyojellerin XRD sonuglar1 Sekil 4.28 ve Sekil 4.29'da

sunulmustur.
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Sekil 4.28. -8°C kriyojelasyon sicakliginda, 30:70 PVA/Kitosan oraninda uretilen PVA/Kitosan

kompozit kriyojelin 7. giin kaplama sonrasi1 XRD analizi.
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Sekil 4.29. -8°C kriyojelasyon sicakliginda, 10:90 PVA/Kitosan oraninda liretilen PVA/Kitosan

kompozit kriyojelin 7. giin kaplama sonrasi1 XRD analizi.

Sekil 4.28 ve Sekil 4.29'da, -8°C kriyojelasyon sicakliginda hazirlanan 30:70 ve 10:90
PVA/Kitosan kompozit kriyojelleri ilizerinde 7. giin kaplama sonucunda apatit kristallerinin
olusumu XRD analizi ile gosterilmistir.

Aday ve ark. dondurarak kurutma yontemiyle gozenekli kitosan iskeleler treterek,
kemik benzeri apatit olusumunu 6 ve 24 saat boyunca konsantre 10xSBF cozeltisi icerisinde
bekleterek ger¢eklestirmislerdir. 24 saat boyunca 10xSBF benzeri kalsiyum fosfat soliisyonunda
bekletilen gozenekli kitosan iskeleleri icin yapilan X-1s1n1 kirinimi (XRD) analizi sonucunda,
25.5° 31.7° ve 45°de gozlenen pikleri, apatit kalsiyum fosfatlara ait olarak ve 31.7°’de gozlenen
tepeyi de, HA spektrumundaki en yogun tepe noktasi olarak tanimlamislardir [49].

Biranje ve ark. yaptiklari ¢alismada, yara bandi olarak kullanilmak iizere Kitosan/PVA
polimerik filmler elde etmislerdir. Uretilen Kitosan/PVA filmlerinin in vitro biyouyumluluk
ozelliklerini 2, 4 ve 6 giin periyotlarda SBF ¢ozeltisi icerisinde bekleterek incelemislerdir. 2, 4
ve 6 glin siireyle SBF icerisinde bekletilen Kitosan/PVA filmlerinin tizerinde HA kristallerinin
olusumunu XRD sonuglari ile dogrulamislardir. XRD sonuglarina bakarak 20.19° ortaya ¢ikan
genis piki kitosan, 31.8° ve 25.8°'de ortaya ¢ikan keskin kirinim piklerini ise HA’nin kirinim
piklerine karsilik geldigi seklinde agiklamislardir. Biranje ve ark. yaptiklari calisma sonucunda
karakteristik, HA'nin tepe yogunluklarinin, SBF'de maruz kalma siiresinin artmasiyla daha da
cok artigini gozlemlemislerdir [50].

Aday ve ark’nin yaptigi calismada oldugu gibi, XRD analizinde apatit kristallerinin
karakteristik piklerinin 25.5°, 31.7° ve 45° oldugunu sdylenilebilir.

Sekil 4.28 ve Sekil 4.29’da, XRD analizi sonucunda elde edilen pikler birbirine yakindir.
Sekil 4.28’de XRD analizi sonucunda 27.32°, 31.68° ve 45.42° elde edilen piklerin Aday ve ark.
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calismalarina paralel olarak HA piklerine ait oldugu soylenebilir. Ayni sekilde Sekil 4.29°da XRD
analizi sonucunda 27.32°, 31.69° ve 45.44° de goriilen pikler HA piklerine aittir denilebilir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu tez calismasi kapsaminda PVA/Kitosan kompozit Kriyojeller farkli oranlarda
tiretilmis ve hidroksiapatit ile kaplanarak karakterize edilmistir.

Calismanin temel amaci, kemik doku yenilenmesini destekleyecek o6zelliklere sahip
biyomimetik HA ile kaplanmis PVA/Kitosan kompozit doku iskeleleri Tiretilerek,
karakterizasyonunun gercgeklestirilmesidir. Bu amaca yonelik PVA/Kitosan kompozit
kriyojelleri (70:30, 40:60, 30:70, 20:80 ve 10:90) oranlarinda ve iki farkli kriyojelasyon
sicakliginda (-16°C ve -8°C) iiretilmistir. Uretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojeller insan kan
plazmasindaki iyon konsantrasyonunu taklit eden sentetik viicut sivisi 2xSBF (Simulated Body
Fluid) konsantrasyonundaki siviya farkli zaman periyotlarinda (1, 3 ve 7 glin) daldirilarak HA
ile kaplanmasi ve biyoaktivite kazanmasi saglanmistir.

Iki farkli kriyojelasyon sicakliginda (-16°C ve -8°C) iiretilen PVA/Kitosan kompozit
kriyojellerin karakterizasyon c¢alismalar1 i¢in sisme testi, in vitro degradasyon calismasi, FT-IR,
SEM, XRD, EDXS analizi, kaplama sonrasi agirlik artisinin belirlenmesi ve gozeneklilik analizleri
yapilmistir.

Her iki kriyojelasyon sicakliginda sisme kitosan orani arttikca artmistir. Fakat -8°C
kriyojelasyon sicakliginda biiyiiyen gozenekler sayesinde iiretilen kriyojelerde biitiin zaman
araliklarinda sismenin arttig1 gézlemlenmistir.

Degradasyon calismasinin sonucunda degradasyon miktar1 3. giin sonunda elde
edilmistir. Degradasyon miktari kitosan orani artmasiyla birlikte azalmistir. En az degradasyon
miktarina 10:90 PVA/Kitosan kriyojelinde ulasilmistir.

FT-IR sonuglar1 incelendiginde, kaplama o6ncesi PVA 3328 cm''de bir emilim piki
gostermektedir. Saf kitosanin spektrumu 3320 cm-!'de genis bir bant gdsterir, buda -OH
gerilmesinden kaynaklanmaktadir. 1610 cm ve 1010 cm-V'deki pikler, -C=N ve -C-O gerilme
frekanslarini, imin grubunun olusumunu, kitosan ve PVA'min GA ile ¢apraz baglanmasini
aciklamaktadir. Kaplama sonrasi yaklasik 600 cm! P-0 baglar1 olusmustur ve sentetik viicut
swvisinda (SBF) bekleme siiresi arttikca piklerin yogunlugu artmistir. HA karakteristik piki
etrafinda PO431lin germe bandi 1050 cm-! olarak bulunmustur.

Iki farkli kriyojelasyon sicakliginda (-16°C ve -8°C) iiretilen PVA/Kitosan kompozit
kriyojellerin HA ile kaplanmadan 6énce SEM analizi sonucunda -8°C kriyojelasyon sicakliginda
daha biiyiik gozenekler elde edilmistir. Kitosan oraninin fazla olmasi gozenekliligi arttirmistir.
En yiiksek kaplama miktar1 7. giin sonunda elde edilmistir.

Kaplama oncesi en fazla gozenek biiylikligii ortalamasi -8°C'de 10:90 PVA/Kitosan
oraninda 61.066+16.735 um olarak elde edilmistir. Kaplama sonrasi -8°C Kkriyojelasyon
sicakliginda iiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojeller daha kiiciik gézenek biiyiikliiklerine
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sahiptir. Kitosan oram arttikca kaplama miktar1 artmis gozenek biyiiklikleri daha c¢ok
kiiclilmiistiir. Kaplama sonrasi en az gozenek biyiikliikleri ortalamasi -8°C'de 10:90
PVA/Kitosan oraninda 2.955+1.434 um olarak bulunmustur.

EDXS analizinde sadece 30:70 oraninda Ca/P degeri HA i¢in bulunan degere gore yliksek
cikmistir. Bu durum ytizeyde apatit kristallerinin homojen bir sekilde olustugunu ve kaplamanin
tlim ylizeyde homojen olarak gerceklestigi sonucuna ulasmamizi saglamistir.

XRD analizi sonucunda -8°C kriyojelasyon sicakliginda 30:70 ve 10:90 iki farkh
PVA/Kitosan oraninda iiretilen PVA/Kitosan kompozit kriyojellerde yaklasik 27.32°, 31.68° ve
45.42° olmak lizere birbirine yakin pikler elde edilmistir. Literatiir arastirmalar1 sonucu elde
edilen piklerin HA piklerine ait oldugu saptanmistir.

Tim bu bulgular 15181nda kitosan orani ve kaplama siiresi arttik¢a kaplama veriminin
arttig1 gézlemlenmistir.

Sentetik viicut sivisi icinde biyomimetik hidroksiapatit ile kaplama y6ntemi biyomedikal
uygulamalar alaninda yeni ve gelecek vadeden bir prosestir. HA ile biyomimetik kosullarda
kaplanmis doku iskeleleri, kemik doku onariminda kullanilmak iizere potansiyel birer

biyomalzemedir.
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