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Bu ¢aligmada ilk olarak ii¢ boyutlu biyoyazici tasarimi ve imalat1 yapilmigtir. imalati
yapilan biyoyazicinin kullanilabilirligini arastirmak i¢in biyomiirekkep tiretilmistir.
Uretilen biyomiirekkep sentetik ve dogal kemikten iiretilen hidroksiapatit kemik
dokusunun biyolojik ve morfolojik yapis1 arastirilmistir. Kemik yap1 iskelelerinin
tiretimi i¢in agirlikga %10 w/v magnezyum oksit ve aliiminyum oksit ilaveli sentetik
hidroksiapatit ve koyun hidroksiapatit biyomiirekkep kompozitleri jellesmesi igin
sodyum  aljinat  eklenerek  biyomiirekkep  hazirlanmistir. ~ Hazirlanan
biyomiirekkeplerin viskozite analizi yapilmistir. Uretilen {ic boyutlu biyoyazici ile
10x10x2 mm kemik yap1 iskeleleri biyobaskisi yapilmistir. Kalsiyum kloriir,

katmanlar arasinda bag dokusu olusturmak i¢in kullanilmistir. Kemik yapi iskelelerin



davraniglarin1 ve viicutta apatit olusumunu gozlemlemek amaciyla 2 ve 4 haftalik
yapay viicut sivisinda (SBF) biyoaktivite testleri uygulanmistir. Biyoaktivite
testlerinin ardindan taramali elektron mikroskobu (SEM) ve enerji dispersiyon
spektrometresi (EDS) analizleri yapilmistir. Ayrica kemik yap1 iskelelerinin
laboratuvar ortaminda 3-4,5-dimetil-tiazolyl-2,5-difenyltetrazolium bromiir (MTT)
testi yapilmistir. Bu testte fibroblast ve osteoblast hiicre yiliklemesi ile sitotoksisite
analizleri ve hiicre sayilar1 incelenmistir. Fallodin boyama yoéntemi kullanilarak
canlilik ve hiicre ¢cogalmasi gozlenmis ve biyomirekkepler arasinda karsilastirmalar
yapilmistir. Calisma sonucunda hazirlanan herbir biyomiirekkebin ii¢ boyutlu
biyobaski lizerine baski yetenegi basarili olmustur. Boylece istenilen gdzenekli yapida
tiretilmistir. Yapay viicut sivisinda 2 ve 4 hafta bekletildikten sonra iiretilen kemik
yap1 iskelelerinin tarama elektron mikroskobu goriintiilerinde apatit olusumlari
gbzlenmistir. Son asamada yapilan hiicre kiiltiirli analizinde hiicre canliliginin devami

ve ag yapist umut verici olmustur.

Anahtar Sozciikler : Sentetik hidroksiapatit, koyun hidroksiapatit, magnezyum oksit,
aliimina, biyoyazici, biyomiirekkep, kemik yap1 iskelesi, yapay
viicut sivisi, biyouyumluluk, hiicre kiltirti, konfokal
mikroskop, SEM-EDS analizi.
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In this study, firstly, three-dimensional bioprinter was designed and manufactured.
Bioink was produced to investigate the usability of the manufactured bioprinter. The
biological and morphological structure of hydroxyapatite bone tissue produced from
synthetic and natural bone was investigated. For the production of bone tissue
scaffolds, synthetic hydroxyapatite and sheep hydroxyapatite bioink composites with
10 wt.% Magnesium Oxide and Aluminum Oxide added were prepared with sodium
alginate. The rheological analysis of the prepared bioinks was performed. 10x10x2
mm bone tissue scaffolds were bioprinted. Calcium Chloride was used to create
connective tissue between layers. In order to observe the behavior of bone tissue

scaffolds and the formation of apatite, bioactivity tests were applied in 2 and 4 weeks

Vi



of artificial body fluid. After the bioactivity tests, scanning electron microscopy and
energy dispersion spectrometry analyzes were performed. In addition, 3-4,5-dimethyl-
thiazolyl-2,5-diphenyltetrazolium bromide test was performed in the laboratory
environment of bone tissue scaffolds. In this test, fibroblast and osteoblast cell loading,
cytotoxicity analyzes and cell numbers were examined. Viability and cell proliferation
were observed using the phalloidin staining method and comparisons were made
between bioinks. As a result of the study, the ability of each bioink prepared to print
on three-dimensional bioprinting was successful. Thus, the bone scaffold with the
desired porous structure was produced. Apatite formations were observed in the
scanning electron microscope images of the bone tissue scaffolds produced after 2 and
4 weeks in artificial body fluid. In the cell culture analysis performed at the last stage,

the continuation of cell viability and network structure were promising.

Key Word  : Synthetic hydroxyapatite, sheep hydroxyapatite, magnesium oxide,
alumina, bioprinter, bioink, bone scaffold, artificial body fluid,
biocompatibility, cell culture, confoconal microscope, SEM-EDS
analysis.
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BOLUM 1

GIRIS

Talaghh ve talagsiz imalat teknolojisine ek olarak giinlimiizde katmanli imalat
teknolojisi olan ii¢ boyutlu yazicilar endiistriyel imalat, tip, saglik, savunma sanayi,
egitim, gida, havacilik ve tekstil alanlar1 gibi bir¢ok alanlarda ii¢ boyutlu (3B) yazici
kullanilmaktadir [1]. 3B yazicida iki boyutlu (2B) katmanlarin iist iiste gelerek ii¢
boyutlu baski olusturmasi siirecidir. Bu siiregteki avantaj, talagli imalat teknolojisine
gore 3B baskinin malzeme yogunlugu kadar malzeme tiiketmesidir. Bilgisayar destekli
¢izim kullanilarak karmasik sekilli 3B baskilarin kolay tiretilmesi de miimkiindiir. Bu
ozellik ile 3B yazicilarin giiniimiizde kullanim alanlarini genisletmektedir. Boylece 3B

yazici tasarimi ve baskida kullanilan malzemelerde ¢esitlilik artmaktadir.

Son zamanlarda saglik ve tip alaninda 3B yazici gelistirilerek tasarlanan birg¢ok
caligmalar bulunmaktadir. Bu ¢alismalarin ortak konusu, 3B yazicinin canlida hasar
gormis veya kaybedilmis dokunun viicuda uygun sekilde tiretilmesini saglamaktir. Bu
alanda kullanilan biyoyazicilarda aranan 6zelliklerden biri mikron boyutta doluluk
oranli baski yapilabilmesidir. Bu biyobaski kemik yapi iskelesinin yiiksek baski
hassasiyeti, tekrarlanabilirligi ve dogrulugu ile doku miihendisliginde yaygin olarak

kullanilmaktadir [2].

Doku miihendisliginde 3B yazic1 ile 3B biyoyazic1 arasindaki en Onemli fark;

biyoyazici ile canli hiicreleri icerebilecek yapida biyobaski yapilabilmesidir.

Canlidaki hasar gormiis veya kaybedilmis dokularin yerine yerlestirilebilen
biyomalzemeler kullanilmaktadir. Bu biyomalzemeler ile, 3B biyoyazicilarda
kullanilabilen 6zellikte biyomiirekkep liretim ¢aligmalar1 yapilmaktadir [3,4,5]. Kemik
dokusu onarim ve implant1 i¢in hidroksiapatit malzemesi kullanarak bir¢ok kemik yap1

iskelesi biyobasilabilme ve hiicre eklemesi ¢alismalar1 yapilarak olumlu sonuglar



almmistir [6,7,8,9]. Takviye biyomalzemelerden olan magnezyum oksit (MgO) ve
aliminanin (Al203) biyomiirekkepte varligi mekanik dayanimi arttirmaktadir ve
biyouyumlu olduklar1 i¢in hiicre ¢ogalmasinda olumsuz sonu¢ olusturmamaktadir.
[10,11,12]. Sodyum aljinatin biyomiirekkep igerisine hiicrelerin ¢ogalmasini
etkilediginden kontrollii olarak ilave edilmelidir. Biyomiirekkebe agirlikga %5 ve
tizeri degerde eklenen sodyum aljinat hiicre yikimi ve ¢ogalmasini engellediginden bu

oranin altindaki degerlerde kullanilmaktadir [13,14,15,16,17,18].

Biyomalzemelerin gelistirilmesi bilim insanlar1 igin biyolojik ve biyokimyasal
ortamlarda karmasik biyoyapilar olusturulmasina olanak saglamaktadir. ideal bir
biyomiirekkep malzemesinin bazi énemli 6zellikleri ise; biyobasilabilirlik, yiiksek
mekanik biitiinliik, hiicre kiiltiirii ortaminda ¢oziinmezlik, toksit etkisinin olmamasi ve
hiicre yapismasini destekleme yetenegidir [19,20,21,22]. Biyobaskida yapilarini,
sekillerini, yapisal biitiinliiklerini korumalari, in vitro boyunca belirli siire 3B yapisini
korumasi, in vivo olarak zamanla bozulmalari, kisa-uzun vadeli kiiltiirde hiicre

yayilmasi ve ¢ogalmasi beklenir.

Ug boyutlu doku ve organ yapilarmin biyobaskisinda iki tip hiicre ekleme yontemi
bulunmaktadir. ilki ve yaygin olarak kullanilan yéntem hiicrelerin hidrojellere veya
3B iskele yapilarina eklenmesidir. Bu hiicre yiiklii hidrojeller, hiicre ¢cogalmasina ve
biiyiimesine izin verir, doku olusumunu kolaylastirir. Ikinci tip hiicre ekleme ise,
biyomiirekkepte hiicreler, embriyon gelisimi taklit eden yap1 iskelesi igermeyen bir

stiregte biyobaskilama yapilir.

Doku iskelelerinin kullanilabilir ve ideal olabilmesi i¢in yapisinda bulunmasi gereken
baz1 ozellikler vardir. Bunlardan en 6nemlisi gézenek boyutudur. Hiicreler doku
iskelelerine ekildikten sonra gozeneklere tutunmaktadirlar. Uygun boyutta ve sayida
gozeneklerin olmamasi ¢ogalmaya baslayan hiicreleri doku 6liimiine siiriikleyebilir.
Oksijen ve besinlerin aligverisini de saglayan gozenekler doku iskelesi i¢in en 6nemli
parametredir. Ideal bir doku iskelesinin uygun sayida ve boyutta makro gdzeneklere
sahip olmasi, elastik olmasi, mekanik olarak dayanikli olmasi, hidrofilik olmasi,

kontrollii olarak biyobozunur olmasi, biyouyumlu olmasi, immiin yanit



olusturmamasi, hiicreler icin toksik olmamasi ve hiicrelerin tutunabilecegi bir ortam

saglamas1 gerekmektedir [23,24,25,26].

Bu ¢alismanin amaci, canli yapi iskelesi olusturabilmek ig¢in, homojen dagiliml
mikron boyutunda gozenekli kemik yapr iskelesinin baskilanmasidir. Siringadaki
baskinin giiciinii arttirmak i¢in tasarlanan 3B biyoyazicinin amaca uygunlugunun
arastiritlmasi i¢in biyomalzemelerden olan sentetik hidroksiapatit (CSHA) ve koyun
hidroksiapatit (SHA) matrisli, MgO, Al.Oz ve sodyum aljinat katkili biyomiirekkep
tiretimi yapilmistir. Biyoyazici kullanarak kemik yapi iskelesi baskist ve biyoaktivite
degerlendirmesi yapilmistir. Biyomiirekkebin reolojik sonuglari arastirilarak,
biyoaktivite durumunu degerlendirmek icin yapay viicut sivisinda (SBF) bekletilen
kemik yap1 iskelelerinin taramali elektron mikroskop (SEM) goriintiisii incelenmistir
[27,28]. Sitotoksisite testleri [29] ve L929 fibroblast hiicre hatti ile konfokal
mikroskop goriintiileri [30] alinmistir. Tasarlanan biyoyazici, baski kafasinin tiirii ve
sayisi ¢esitlendirilerek gelistirilebilen 6zellikte tasarlanmistir. Biyoyazicinin kullanim
kolayligi sayesinde istenilen yapi iskelesi liretimi yapilabilmistir. Baski kafasinin
altinda bulunan UV 15181 baski esnasinda yap1 iskelesinde hem sterilizasyon hem de
sertlesmesi saglanmistir. Kemik yap1 iskelelerine eklenen fibroblast ve osteoblast
hiicrelerinin varhigini siirdiirerek bag olusturmasi umut verici sonuglar géstermistir.
Bu teknoloji gelistirilerek, fonksiyonel doku ve organ transferi saglayabilecek, organ

iretimine erigmede umut verici olacak ve organ gereksinimlerini azaltacaktir.



BOLUM 2

LITERATUR ARASTIRMASI

Gilinlimiizde canli viicudunda hasar gérmiis veya eksik doku ve organlarin nakilleri
icin biyobask1 teknolojisi gelistirilmistir. Biyobaski teknolojisinin gelistirilmesi ile
canlilarda kullanilabilecek yapilarin  olusturulmasin1  saglayacak caligmalar
yapilmistir. Bu teknolojideki biyobaski potansiyeli hakkinda ¢ok sayida bilimsel

calismalar sunulmustur.

Biyoyazici ilk olarak 1998'de Klebe tarafindan biyobaski teknolojisi, hiicrelerin mikro
konumlandirilmast ve iki boyutlu sentetik dokularin olusturulmasi i¢in bir yontem

olarak gosterilmistir [31].

Odde ve Renn (1999) tarafindan ilk kez lazer tabanli biyobaski kullanilarak hiicrelerin
yazdirilmasi gostermislerdir. Hiicrelerin karmagik anatomiye sahip doku analoglarini
biyomimetik olarak gelistirmek icin 3B olarak modellenebilecegini ortaya

koymuslardir [32].

Aydin ve arkadaglari (2017), kemik yapi iskelelerinin dogal polimer-seramik kompozit
biyomiirekkep gelistirilmisler ve biyobasim parametrelerinin optimizasyonunun
gerceklestirmislerdir. Hiicre kiiltiirii besiyeri, gliserol, jelatin, aljinat ve cam katkil
hidroksiapatit farklt oranlarda karigtirilarak biyobasilabilirlige uygun hale
getirmislerdir. Sicaklik, pH, filtrasyon ve kimyasal katalizor madde eklenilmesinin
biyobasilabilirlige etkileri degerlendirmislerdir. 3B iskelelerin biyouyumlulugu
adipoz doku kaynakli kok hiicreler kullanilarak laboratuvar kosullarinda

incelemisglerdir [33].

Campbell ve Weiss (2007) tarafindan biyobaski konseptinde bir hayvan deri modeli

miirekkep pliskiirtmeli biyobaskisiyla deneme yapmislardir. Farelerde cilt yaralarimi



tedavi etmek icin miirekkep piiskiirtmeli biyobaski teknolojisini kullanmislardir.
Kemik iliginden tiiretilen mezenkimal kok hiicreler (MSC), fibrin-kollajen jel i¢inde
yeniden siispanse edilerek yara bolgesi lizerine baskilamiglardir. Floresan etiketli MSC
hiicrelerinin izlenmesi, hiicrelerin gegici olarak kaldigin1 ve dokuya kalic1 olarak

entegre olmadigini ortaya koymuslardir [34].

Forgacs ve ¢alisma arkadaslar1 (2009), kiire yapili dokular1 bir iskeleye ihtiyag
duymadan yap1 tasi1 olarak kullanan ilk biyobaskili dokuyu biiyiitmek i¢in hiicrelerin
tohumlanabilecegi, in vitro veya in vivo olgunlastirilabilecegi biyouyumlu yapi
iskelelerinin kullanimini deneyimlemislerdir. Fakat birden fazla hiicre tipi durumunda,
desen olusumunun hassas kontroliinii korurken, tekrarlanabilir, yiiksek verim ve
kolayca olgeklenebilir bir sekilde 6zel sekilli dokular tiretmek i¢in heniiz glivenilir bir

yontem saglamadigini belirlemislerdir [35].

DiGiuseppe ve arkadaglari (2018) yaptiklari ¢alismalarinda, Aljinat ve jelatin
hidrojellerin mekanik 6zellik, basilabilirlik, geometrik tamlik ve hiicre canliligim
saglayan optimum karigim belirlemislerdir. Bununla birlikte aljinat jelatin hidrojelleri
fizyolojik sicaklikta muhafaza edildiklerinde hizli bir sekilde bozulduklarini ve in vivo

uygulamalarini sinirladigini belirlemislerdir [36].

Naghieh ve arkadaslar1 (2018) ¢alismalarinda, vaskiiler aglara sahip biiyiik hibrit yap1
iskeleleri olusturmak i¢in uygun biyomekanik Ozelliklere sahip biyomalzeme
gelistirmek i¢in bir¢ok caligmaya ihtiya¢ oldugunu diisiinmiislerdir. Hibrit yapilarla
yapay doku ve organlarin basilmasimin basarili olmasi icin, biiyiik bir hiicre
popiilasyonunun, fonksiyonel bir damar sisteminin varhiginda ilgili dokular
olusturmak i¢in organize bir sekilde islev gorebilecegi uygun bir mikro ortamin

olusturulmasi gerektigini ortaya koymuslardir [37].

Kim ve arkadaslar1 (2019) yaptiklar1 ¢aligmalarinda, Alg-CaSO4 and Alg-Carr-CaSO4
reolojik ozelliklerine dayanarak gelismis biyobasilabilirlikte yapi iskeleleri iiretmek
i¢in optimum bask1 parametrelerini arastirmiglardir. Sonucunda, canli 6lii hiicre tahlili
yapilarak biyouyumlu oldugu ve doku miihendisligi uygulamalarinda extriizyon

yontemi ile biyobasilabilecegini kanitlamiglardir [38].
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Naghieh ve arkadaslar1 (2021) katman kalinlig1, gozenek boyutu ve serit yonii, iskele
tasariminin yazdirilabilirligini etkileyen 6nemli faktor olarak belirlemislerdir. Baski,
hiz ve capraz baglama mekanizmasi gibi kritik baski proses parametrelerinin ve

kosullarinin basilabilirlik {izerindeki etkilerinin oldugunu belirlemislerdir [39].

Wang ve arkadagslar1 [2021], 3B biyo-baski yap1 iskelelerinin imalatinin, kontrollii
gozeneklilik ve tasarim, gelismis biyolojik aktivite ve ayrica iyilestirilmis mekanik
ozellikler dahil olmak iizere birgok avantaji olan cesaret verici bir ¢6ziim oldugu
gosterilmiglerdir. Bagisiklik reddi, degismez yogunluk ve 3D biyobaski uygulamasi
yoluyla yetersiz biyokimyasal islevsellik gibi onceki kusurlar olmadan geleneksel
malzemeler gelismis transplantasyonda kullanilabilecegini ve ayni zamanda kemik

onarimi ve rejenerasyonu i¢in umut verici oldugunu ortaya koymuslardir [40].

Wu ve arkadaslar1 (2021) yaptiklart ¢alismalarinin deneysel sonuglarinda, ilk kez,
farkli biyobozunma hizina sahip biyoseramik yapi iskelelerinde gézenek yapisinin,
kemik onarimini arttirdigini géstermislerdir. Bu nedenle, ¢cok yonlii bilgisayar destekli
¢izim modeli optimizasyon siirecinin rasyonel bir tasarimla biyoaktif yap1 iskeleleri

tiretmek i¢in uygun bir yol sunduklari ileri siirmiislerdir [41].

Allen ve arkadaslar1 (2022), GelMA jelatinine HA eklenmesinden olusan
biyomiirekkebin 3B baski1 i¢in ideal oldugunu goéstermislerdir. Bu biyomiirekkepte
sismenin Oonemli Ol¢iide azaldigi ve biyomirekkebin bozulma direncini arttirdigi

gostermislerdir. HA eklenmeyen biyomiirekkepte ise hiicre canliligini korudugunu

belirlemislerdir [42].



BOLUM 3

MALZEME VE METOD

3.1. BiYOYAZICI TURLERI

3B yazici, dijital ortamda hazirlanan model dosyasindan 3B kati nesneler iiretme
stirecidir. Bu islemleri gergeklestiren makineler 3B yazici olarak adlandirilir. 3B
yazicilarin ¢calisma mantig1 ile baski malzemesi gelistirilerek ti¢ boyutlu biyoyazicilar
tasarlanmistir. Biyoyazicilar biyobaski yontemlerine gore ekstriizyon [43], damlacik
ve lazer tabanli biyoyazicilar [44,45] olmak {izere {i¢ ana grupta siniflandirilabilir.
Ekstriizyon bazli biyoyazicilar, hiicreleri bir filament seklinde biriktirmek icin
mekanik veya pnOmatik tahrikli sistem kullanirken, damlacik bazli biyoyazicilar,
hiicre slispansiyonu damlaciklarini yiiksek verimle biriktirmek icin termal piezo veya
akustik tahrikli mekanizmalar kullanilir. Lazer destekli biyoyazicilarda ise emici
ylzey lzerine odakli lazer kullanilarak pulse olusturulur. Bu basingla hiicreler alt
tarafta bulunan bir toplayic1 yiizeye dogru itilir [46]. Ug boyutlu biyobaski ise, doku
yapilarini li¢ boyutlu formda olusturmak i¢in birbirini takip eden katman yaklagimi
kullanilir. Biyobaskida hiicreler fonksiyonunu ve canliligini koruyarak biyouyumlu bir
materyal i¢erisinde doku basimi yapilir [47]. Kemik yapi iskelesi olusumu i¢in 6nemli
etkenlerden olan gozeneklilik [46,48,49], yapisal dayanim [51] ve hiicre canliligidir
[52]. Sekil 3.1°de biyoyazdirma teknolojileri goriilmektedir.
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Sekil 3.1. Biyolojik baski teknikleri (a) hiicrelerin lazer tabanli yazimi, (b) miirekkep
piskiirtmeli sistemler, (c) ekstriizyon tabanli biriktirme [53].

Biyoyazicilar giiniimiiz ve gelecek tip teknolojisinin ilerlemesine ve sekillendirilmesi
miimkiin olmayan kompleks geometrik sekilli kemik dokularinin iiretimine imkan

saglamstir.

3.1.1. Ekstriizyon Bazh Biyoyazicilar

Ekstriizyon bazli biyoyazicilar biyobaski teknolojisinde siklikla kullanilan tekniktir.
Bu teknikte, sivi dagitim sistemi pnomatik, mekanik ve selenoiddir. [54]. Bu sistem
robotik kontrol ile kombine edilerek hareketi saglanir. Biyobaski esnasinda bilgisayar
destekli kontrol ile biyomiirekkep biriktirme yontemi ile katmanlar olusturarak
tasarlanan seklin baskisi saglanir. Ekstriizyon bazli biyoyazict yontemi kullanarak

bir¢ok bilimsel ¢calismalar yapilmistir.

Naghieh ve Chen (2021) yaptiklari ¢alismalarinda, basilabilirligin tanimi, basilabilirlik
Olctimleri ve karakterizasyonu ve basilabilirligi etkileyen faktorlere odaklanarak,
ekstriizyon bazli biyobaskilamanin basilabilirlik degerlendirmesindeki son gelismeleri
aragtirmiglardir. Tabaka kalinligi, gdozenek boyutu ve serit yonii, iskele tasariminin

yazdirilabilirligi etkileyen 6nemli faktor olarak tanimlamislardir [39].

Zhang ve arkadaslar1 (2021) yaptiklar1 ¢aligmalarinda; hiicre yiiklii biyomiirekkep

liretimi yaparak extriizyon bazli biyoyazicida basilabilirliklerini arastirmislardir.



Kullanilan pnomatik sistemde siringa igindeki yiiksek basincin hiicre yiikli
biyomiirekkepteki hiicreleri olumsuz etkileyecegini saptamislardir. Biyomiirekkebin
capraz baglanmasini saglayacak ek ajanlar hiicre ¢ogalmasini da olumsuz etkiledigini

gostermislerdir [4].

Malekpour ve Chen calismalarinda; ekstriizyon biyobaskisinin diger teknolojilerle
karsilastirildiginda ana avantaji, baski yapilar1 i¢in hiicreleri biyomateryallere dahil
etme yeteneginde yatarken, slire¢ kaynakli kuvvetler hiicre canliligina zarar verecegini
ongormiislerdir. Biyobaskida goz ardi edilemez bir bagka konu ise uzama gerilimi ve
kayma gerilimi, hiicre hasarindan sorumlu oldugunu sdylemislerdir. Igne tipi ve
boyutu, biyomiirekkep konsantrasyonu ve dagitim basinci gibi bazi parametreler hiicre
hasarinda kilit rol oynamustir. Basilabilirlik ve hiicre canliligi tizerine umut verici
birgok arastirma ile bu alan hala erken asamada oldugunu ve etkili parametreleri
titizlikle belirlemek gelecekteki gelistirmeler icin zorlu olmaya devam edecegini

soylemislerdir [55].

Calismamizda kullanilan ekstriizyon biyobaskisinin, biyolojik baski alaninda nispeten
yeni olmasina ragmen, makine 6greniminin gelecekte biyobaskida ve dolayistyla doku

miihendisliginde daha kullanisli olabilecegini diisiinmekteyiz.

3.1.2. Damlacik Bazh Biyoyazicilar

Damlacik bazli biyoyazici ise, katman katman biriktirilen ve birlestirilen kiigiik
biyomiirekkep damlaciklar i¢inde kapsiillenmis hiicreleri yazdirmak i¢in termal,
akustik veya elektrik enerjisini gibi ¢esitli enerji kaynaklarimi kullanarak canl
hiicrelerin ve kemik yapr iskelelerinin modellenmesine izin vermektedir. Mevcut tim
biyobaski yontemleri arasinda, gesitli hiicre tiplerini dogru ve ayni anda biyobaski
yapabilme yetenegi ile dogal ve benzeri Ozelliklere sahip dokular tretilmektedir.
Yaygin olarak kullanilan ekstriizyon bazli biyobaskiya ve yiiksek hassasiyetli lazer
bazli biyobaskiya ragmen damlacik bazli biyoyazicilar basitligi, ¢evikligi, ¢ok
yonliiliigii ve biriktirme modeli tizerindeki biiytik kontrolii nedeniyle ¢esitli avantajlar

sunmaktadir.



3.1.3. Lazer Tabanh Biyoyazici

Lazer tabanli biyoyazici, hiicreleri bir alt tabaka {izerine segici olarak yazdirmak ve
hassas bir sekilde modellemek i¢in lazer enerjisini kullanmaktadir. Yani kemik yapi
iskelelerinin yiiksek hassasiyette desenlenmesine veya lazer enerjisi kullanilarak doku
yapilarinin {iretilmesine izin veren bir biyobaski yontemidir. Hiicreler, biiylime
faktorleri, genler, ilaclar ve biyomateryaller dahil olmak iizere biyolojik maddelerin

birikmesi lizerindeki hassas kontrolii nedeniyle daha biiyiik avantajlar sunmaktadir.

3.2. BIYOMALZEMELER

Biyomalzemeler, dogal olarak bulunan veya sentetik olarak iiretilen malzemelerdir.
Canli viicudunda gerekli bolgelerde kullanilarak islevlerinin yerine getirilmesini
saglamaktadir. Biyomalzemeler medikal ve saglik alaninda 6nemli bir yere sahiptirler.
Biyouyumluluk; canlilarin sisteminde doku olusturacak, sisteme uyum saglayacak,
istenilen islevin yerine getirilmesini saglayabilecek, dokularin islevlerine engel

olmama ve iltihaplanma olusturmamasi yetenegi ile tanimlanmaktadir [56,57].

Doku miihendisligi, dokunun yenilenmesi, organ fonksiyonlarinin diizenlenmesi ve
devamliligi i¢in mithendislik ilkelerinin yasam bilimlerine uygulandig: disiplinlerarasi
bir ¢alisma alanidir [58]. Doku miihendisligi yaklasimi, canli hiicrelerin in vitro
ortamda biyomalzemelerden olusan destek iskeleleri tizerinde gogalmasi ve elde edilen
hiicreli biyomalzeme iskelesinin viicuttaki hasarli bolgeye yerlestirilmesi prensibine
dayanmaktadir [59]. Doku miihendisligi, islevini yerine getiremeyen hasarli organ
yerine, hiicre, doku iskelesi ve uyarici/diizenleyici faktorler kullanilarak ii¢ boyutlu

fonksiyonel yapay doku ve organlarin olusturulmasidir [60,61,62,63].
Biyomalzemeler; seramikler, metaller, polimerler ve kompozitler olarak

smiflandirilmislardir. Biyomiirekkep hazirlanmasinda kullanilabilen biyomalzeme

cesitleri asagida siralanmistir.
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3.2.1. Biyometaller

Biyometallerin viicuda uyumlu biyomalzeme olmasmin yani sira sert yapilar1 ve
yogunluklarindan viicutta kullaniminda dezavantaj olusturmaktadir. Yiiksek
mukavemeti ve kristal yapilarindan dolay1 eklem veya kemik protezlerinde kullanimi

uygundur. Biyometaller olarak yayin kullanilan metaller agagida siralanmistir.

3.2.1.1. Celik

Biyomalzeme olarak da kullanilan ¢elik; alagimli, karbon ve paslanmaz ¢elikler olarak
lic gruba ayrilmaktadir. Alagimli ¢eliklerde, yapisinda aliiminyum, krom, nikel, kobalt,
bakir, mangan, molibden, fosfor, silisyum, kiikiirt, titanyum, tungsten ve vanadyum
igerebilirler. Alasima eklenen krom, korozyon direncini ve 1sil direnci artirir,
aliminyum ise asinmaya kars1 direnci artirir. Karbon ¢eligi, yapisinda demir, mangan,
silisyum, karbon ve eser miktarda miktarda kiikiirt ve fosfordan olusur. Paslanmaz
celik ise, yapisinda az miktarda silisyum, fosfor, azot, mangan, molibden ve kiikiirt

bulunur.

3.2.1.2. Titanyum (Ti)

Titanyum hafif bir metaldir, kirllmaya ve biikiilmeye ¢ok dayaniklidir, gok kuvvetlidir,
paslanmaz yapidadir, ¢ok yiiksek derecede 1siya dayaniklidir, birgok kuvvetli
kimyasaldan etkilenmez ve insan viicudunda alerji yapmaz. Bu 6zelliklerinden dolay1
baglant1 bolgelerinin yenilenmesi, kemik levhalar1 ve dis vidalari, implantlar1 olarak

kullanilabilmektedir [57].

3.2.1.3. Dental Amalgam

Amalgam; bakir, glimiis, kalay ve ¢inko’dan olusan alagimin civa ile karistirilmast
sonucu hazirlanan sert ve dayanikli bir malzemedir. Dis dolgularinda kullanilmaktadir.

[k karistirldiginda yumusak yapida olmasi dis boslugundaki hacmi alir. Sonrasindaki

kimyasal tepkimeden dolay: sertleserek bulundugu hacmin seklini alir.
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3.2.1.4. Altin (Au)

Altin ve altin alagimlar1 kararlilik, korozyon direnci ve uzun Omiirlii oluslarindan
dolayi dis tedavisinde kullanilmaktadir. Altin alagimlar1 saf altina gére daha dayanikli

olduklarindan tibbi dental uygulamalarda kullanilmaktadar.

3.2.2. Biyoseramikler

Biyoseramikler kemik kaplama, kemik yapistirma, kemik dokusuna girme
ozelliklerinden dolayi klinikte tercih edilen malzemelerdendir. Dis implantinda dolgu
malzemesi olarak kullanilan sert bag dokusunun tamiri veya yenilenmesinde restoratif

olarak sik kullanilan materyallerdendir.

Biyoseramikler, biyoinert ve biyoaktif olmak {izere iki grupta incelenir. Biyoaktif
seramik, doku ve implant arasinda kimyasal bag olusumuna izin verir. Bu biyoaktif
seramiklerden biri aliminadir. Biyoinert seramikler ise doku ile etkilesimleri mekanik

bag seklindedir. Ornegin, hidroksiapatit ve kalsiyum fosfat biyomalzemeleridir.

3.2.2.1. Hidroksiapatit (Cai0(PO4)s(OH)z)

Hidroksiapatit; biyouyumlulugu yiiksek bir malzemedir. Kemik ile implant edilen
ylizeyinde c¢ok kuvvetli baglar olusturabilmektedir ve kemigin bu yiizeyde
biiyliyebilmesini  hizlandirmaktadir.  Hidroksiapatit (HA) ylizeyinde diger
biyoseramiklere gore osteoblast hiicrenin yapismasi ve ¢ogalmasi ¢ok daha iyidir

ayrica nano HA yiizeyindeki osteoblast hareketleri daha hizlidir [64].

Kalsiyum fosfatlarin igerisinde HA bulunur. HA yiiksek biyouyumlulugu, yavas
bozunmasi, kimyasal yapisinin kemik mineraline en ¢ok benzerlik gdstermektedir.
Nano HA’nin tane boyutlarmin kemikte bulunan minerallerin tane boyutlarina
yakinligindan dolayi, HA’nin zayif olan mekanik ozelliklerini giiclendirmek ve
biyolojik 6zelliklerini daha yiiksek seviyelere ¢ikartmak amaci ile nano kristalli HA

tiretilmesi konusunda yapilan ¢alismalar giderek 6nem kazanmaktadir [64,65]. HA nin
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kimyasal yapist icerisinde kemik ve disin inorganik kisminda bulunan Ca ve P

elementleri bulunmaktadir.

3.2.2.2. Trikalsiyum Fosfat (Cas(PQOa4)2)

Trikalsiyum fosfat viicut igerisindeki biyouyumlulugu nedeni ile saglik sektoriinde
siklikla kullanilmaktadir. Trikalsiyum fosfatin element bilesimi dis ve kemiklerde
benzerliklerinden dolay1 kullanilmaktadir. Yiiksek kuvvetlere dayaniminin az

oldugundan dolayi fazla yiik gerektirmeyen yerlerde kullanilmaktadir.

Kemik kalsiyum fosfat tuzlari, organik kisim ve sudan olusmaktadir. Kemik
makroskopik olarak kortikal (siki yapili) ve trabekiiler (siingersi) kemikten
olusmaktadir. Kortikal (siki yapili) kemigin agirlikca %69’unu kalsiyum fosfat

mineraller, %22’sini organikler ve %9 unu da su olusturmaktadir [64,66].

3.2.2.3. Aliimina (Al203)

Aliiminanin yiiksek sertlik, diisiik yogunluk, 1sisal kararlilik ve korozyon dayanimi
ozelliklerinden ve diisiik maliyetinden dolayi siklikla kullanilmaktadir [67]. Aliimina
oksit malzemelerden biridir. Aliiminyum oksitten, yogun ve gozenekli yapida tiriinler
elde edilir. Laboratuvar malzemeleri olarak kullanilmaktadir. Alumina partikiillerin
matris ile saglam bir baglanma gercgeklestirdiginden asinma dayanimlari oldukca

yiiksektir [68].

3.2.2.4. Zirkonya (ZrOz)

Yiiksek dayanikliliktaki oksit seramik materyallerinden biri olan zirkonyanin bu
dayanim 6zelliklerinden dolayir materyalinin kullanimini ¢ok yaygin hale getirmistir.

Bu mekanik 6zellige ek olarak, yiiksek kirilma direnci, uzun dénem renk stabilitesi ve

korozyona karsi direngli olmasidir [56].
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3.2.2.5. Biyocam seramikler

Cam seramikler, lityum/aliminyum veya magnezyum/aliiminyum kristalleri i¢eren
camlardir. Silika gruplarinin bazilar1 kalsiyum, fosfor veya sodyum ile yer
degistirmesi ile biyocam olusturulmustur. Kemik olusumu yapisina uyumlu olmasina

ragmen agirlik tastyan sistemlerde kullanilmamaktadir.

3.2.3. Biyopolimerler

Biyopolimerler iki temel kategori de tanimlanabilir. ilk olarak,mikroorganizmalar,
bitkiler ve hayvanlar gibi biyolojik sistemler tarafindan iiretilen polimerler, ikincisi ise
aminoasitler, sekerler ve dogal yaglar gibi biyolojik baslangic malzemelerinden
kimyasal olarak sentezlenen polimerlerdir. En ¢ok bilinen ve kullanilan
biyopolimerler, proteinler, karbonhidratlar ve niikleik asitler olarak siralanabilir [50].
Polimer cesitlerinden olan polietilen, poliiliretan, politetrafloroetilen, poliasetal,
polimetilmetakrilat, polietilenteraftalat, silikon kauguk, polisiilfon, polilaktik asit ve
poliglikolik asit gibi malzemeler tibbi uygulamalarda kullanilir. Lif, film, jel, boncuk,
nanopartikiil gibi malzemelerin hazirlanabilmeleri nedeniyle biyomalzeme olarak
genis bir kullanim alanmna sahiptirler. Ortopedik uygulamalarda diisiik mekanik
ozelliklerinden dolay1 tercih edilmemektedir. Polimerik malzemeler sterilizasyon

islemlerinden etkilendiklerinden tibbi uygulama alanlar1 da smirlidir [33].

3.2.1. Biyokompozitler

Biyokompozitler, belirli bir kimyasal ve fizyolojik ozelliklere sahip en az iki
biyomalzemenin karistirilarak yeni bir malzeme olusturulmasidir. Bu karigimdaki
kompozit malzemenin 6zellikleri, karigimi yapilan biyomalzemelerin 6zelliklerini de
tastyarak yeni iistiin &zellikli kompozit malzeme olusturmasidir. Ornegin, metal-
seramik malzemelerden olusan biyokompozitler hem viicuda olan biyouyumlulugu

hem de dayanikliligindan dolay1 ortopedik uygulamalarda kullanilabilmektedir.
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BOLUM 4

DENEYSEL CALISMALAR

4.1. BIYOYAZICI TASARIMI VE URETIiMi

Bu caligmada, kemik yap1 iskelesinin baskisinda kullanilan biyoyazici tasarimi ve
imalati yapilmistir. Biyoyazic1 tasariminda X, Y, Z koordinat sistemin hareketini
saglamistir [69]. Sistemde X ve Y koordinatlari yazici kafasinin yani baski siringasinin
ileri-geri,sag-sol hareketini saglamistir. Z koordinati ise siringa baskisini saglamak
i¢in tasarlanmistir. Z dogrultusu hareketi ile step motorlarinin sigma profil ile siringaya
baski uygulayarak malzemenin akigini saglamistir. Kabin igi steril baski yapilabilmesi
icin UV 15181 kullanilmistir [70] ve baski 6ncesinde kabin i¢inde dolasarak steril hale
getirilmistir. Kabin ortamindaki havanin 1s1l dengesini saglamak igin ise araliklarla
calisgan pervane kullanilmistir. Sekil 4.1°de tasarimi yapilan biyoyazicinin

modellenmis goriintiisii verilmistir.

Sekil 4. 1. Modellemesi yapilan biyoyazici.

Cizelge 4.1°de tiretilen biyoyazicinin teknik 6zellikleri verilmistir.
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Cizelge 4.1. Biyoyazici teknik ozellikler.

Sistem olciileri

450x350x400

Yazdirma alani

350x250x100

Baski igne ucu

0.41 um (istenilen dl¢tilerde igne kullanilabilir)

Kabin tiirii

Kapali kabin sistemi

Baski kafasi sayisi

Tek baskili siringalt baski kafasi

Sicak tabla

Var

Baski mzi

400 mm/sn

Baski malzemesi

Yogun viskoziteli tiim biyoakigkanlar

Hareket eksenleri

X-Y ve Z koordinat sistemi

Tahrik sistemi

Makaral1 ve kayig- kasnak sistemi

Kabin malzemesi Sigma profil
Baski hassasiyeti 400 um
Kabin ici sogutucu fan Var

UV 151k baskisi Var

Baskiya harici malzeme piiskiirtme | \/5,
mekanizmasi

Kemik yap1 iskelesi baskisinda biyomiirekkebin kati kivamda olmasi baskilamay1
olduke¢a zorlagtirmistir. Bu zorlamada siringa ucunun 0.41 um olmasi da etkilemistir.
Bundan dolay1 step motorlar iizerindeki baski artmistir. Bu baskiy1 azaltmak i¢in
siringay1 Z koordinat dogrultusunda baskilayan step motoru ¢ift olarak kullanilmistir.
Bu step motorlar1 vidali mile kaplinler ile vidali miller ise siringanin baskisin
yapabilmesi i¢in sigma profil ile baglantis1 yapilmistir. Step motoru ¢alistiginda vidal
miller sigma profili kendi tarafina dogru ¢ekmesi ile siringanin {ist kismina baski
yapilmistir ve biyomiirekkep akisi baslamistir. Kabin igindeki hareketli elemanlar
sigma profil tizerinde sabit tutulmustur ve hareket iletim elemanlari ile siringa hareket

ettirilmistir. Sekil 4.2’de modellemesi yapilan siringa sistemi gosterilmistir.
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Sekil 4.2. Modellemesi yapilan siringa sistemi.

Siringa sisteminin bagli oldugu mekanizma kendi hareketindedir. Biyoyazici X ve Y
koordinat hareket sistemi kayis-kasnak, step motor baglantisi ile olusmustur.
Tekerlekler yardimi ile sigma profil {izerinden ayni dogrultuda hareket iletimi

saglanmustir.

Step motor

Kabin sigma profil
smap Sigma profil

Vidalr mil

Elektronik kabin

Sekil 4.3. Kabin sistemi elemanlari.
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Sekil 4.3. incelendiginde biyoyazicinin tasarim ve hareket elemanlarint gostermistir.
Biyoyazicinin kabini sigma profil secilerek tasarlanmistir. Sigma profil hafif,
montajlama isleminde somun kanallarinin bulunmasi montaji kolaylastirmasi ve
saglamligindan dolay1 tercih edilmistir. Tiim elektronik parcalarin ise sistemden uzak
tutulmasi i¢in elektronik kabin kullanilarak icine yerlestirilmistir. Step motorlar,
biyoyazici sisteminin tlim hareketli elamanlarinda hareketi saglamak ig¢in
kullanilmistir. Biyoyazicida baski yapilan tablaya hareket verilmemistir. Sabit baski

alani olarak kullanilmaktadir.

Sekil 4.4. Y ekseni hareket sistemi (a) 6n, (b) yan goriintiisii.

Sekil 4.4.°de Y eckseninin hareket sisteminin 6n ve yan goriinlisii verilmistir. Y
ekseninde, step motorundan aldig1 hareketi kayis kasnak sistemine vererek tekerlekler

yardimi ile hareket etmesi saglanmistir.
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Sekil 4.5. Z ekseni hareket sistemi.

Sekil 4.5’te siringanin  Z eksenindeki hareket elemanlarinin  modellenmesi
gosterilmistir. Siringadaki biyomiirekkebin baskilanmast ve Z ekseninde siringa
mekanizmasinin hareketini saglamak i¢in step motor kullanilmigtir. Step motordan
aldig1 hareketi kayig-kasnak mekanizmasina ileten ve Z eksenin boyunca tekerlekler

yardimi ile hareketi saglanmistir.

Sekil 4.6. Tasarlanan biyoyazict mekanizma béliimleri.

Sekil 4.6’da ¢alismada tasarlanan ve liretilen biyomiirekkebin mekanizma bdliimleri
verilmistir. Sistemde bulunan pervane ortamdaki havanin dagitilmasini saglamak i¢in
tasarlanmistir. Biyoyazici tasarimi yaparken ¢ok amacl ileriye yonelik bir tasarim
yapilmistir. Bunlardan ilki, yazici tablasinda istenilen sicaklikta ayarlanabilecek 1sitict

tabla kullanilmigtir. Hiicre takviyeli biyomiirekkep hazirlandiginda hem ortamin 1sisint
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hem de tablanin 1s1s11 oda sicakliginda tutabilmesi amaglanmustir. ikinci yenilik
tasarim ise baski esnasinda kemik yapi iskelesinin {izerine farkli malzeme
puskiirtmeye yarayacak bir sistem kurulmustur. Kabinin yan tarafinda

konumlandirilmistir. Step motorundan aldig1 hareket ile sistem ¢alistirtlmistir.

Sekil 4.7. imal edilen biyoyazici (a) model ve (b) gergek goriintiisii.

Sekil 4.7.°de tasarlanan biyoyazicinin modellemesi ve gergek goriintiisii verilmistir.
Bilgisayar destekli olarak tasarimi yapilan biyoyazicinin imalati asamasinda
elektronik baglant1 ve sistem kontrolii i¢in agik kaynak programlarindan olan Ardunio
kullanilmistir.  Sistemlerdeki motor hareketlerinin yon degisimini saglamak igin
endstop switchleri kullanilmistir. Biyoyazicinin biyobaski parametreleri olarak; baski
hiz1 400 mm/min, katman kalinlig1 0,25 mm, siringa igne ¢ap1 0,41pum, katman sayisi

2 mm, doluluk oranlar1 %10-%15 olarak belirlenmistir.

20



4.2. MALZEME SECIMi VE BIYOMUREKKEP HAZIRLAMA

Biyoyazicinin imalatindan sonraki iglem olan biyomalzeme se¢imi literatiir aragtirmasi
sonunda yap1 iskelesinin hazirlanabilmesi i¢in kullanilan biyomalzemelerin tizerinde
hiicre ¢ogalabilen, kemik dokusu olusturan ve kolay baski alinabilecek malzemeler
secilmistir. Biyomalzeme olan sentetik hidroksiapatit (CSHA), koyun hidroksiapatit
(SHA), magnezyum oksit (MgQO), aliimina (Al203), sodyum aljinat ((CeHzNaOs)n) ve

distile su kullanilmustir.

4.2.1. Koyun Hidroksiapatit (SHA)

Calismada kullanilan koyun hidroksiapatit malzemesi dogal koyun kemiklerinin
islenmesi ile elde edilmistir. Bu yontemde dogal koyun kemikleri kaynatilip ilik ve
yag gibi yumusak dokusundan ayrilmistir. Bu dokularindan arindirilan kemikler, hac.
%4 NaOH ¢ozeltisinde kaynatilmigtir. Kaynatilan kemikler akan su altinda NaOH’dan
arindirilmigtir. 350°C’de  elektrikli firinda tutulan kemiklerden organik yapinin
uzaklagsmas1 saglanmistir. Yakilan kemikler 750°C’lik firinda tiim yapiin istenen
apatit yapiya donmesi saglanmistir. Hazirlanan kemiklere 24 saat bilyali giitiicii
degirmende yas 0giitme gerceklestirilmistir ve 6giitme sonrasinda 105°C sicakliktaki
etivde kurutulmustur. SHA tozunun ortalama tane boyutu = 10 um olarak

belirlemislerdir [71,72].

4.2.2. Sentetik Hidroksiapatit (Caio(PO4)s(OH)2)

Sentetik hidroksiapatitin tane boyutunun kemik apatit minerallerine benzediginden
dolayr kullanmilmistir [73]. Bu g¢alismada, biyouyumlu biyomalzeme [74] olan
Nanografi Nano Teknoloji firmasindan saflig1 %99,5 ve tane boyutu 40-50 um sentetik
hidroksiapatit (CSHA) tedarik edilmistir. CSHA kemik yapi1 iskelesi matrisi olarak
kullanilmustir [75].
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4.2.3. Magnezyum Oksit (MgO)

Yiiksek mekanik ozellikleri, toksik olmama ve alkali metallere kars1 yliksek direnci
nedeni ile basta endiistriyel firinlar olmak {izere, boya, ¢imento, kagit, plastik, kaucuk,
ilag, glibre ve hayvan yemlerinde katki ve/veya dolgu maddesi olarak kullanilmistir.
Bu c¢alismada, hidroksiapatitin dayanimimni arttirmak igin [40] Nanografi Nano
Teknoloji firmasindan safligi %99,99 ve tane boyutu 325 um olan MgO tedarik

edilerek kullanilmustir.

4.2.4. Aliiminyum Oksit (A1203)

Aliiminyum oksit yiiksek dayanimindan dolayi sert dokularda kullanilmistir [76]. Bu
calismada, Nanografi Nano Teknoloji firmasindan safligi %99,5 ve tane boyutu 1-10
um olan Al>Os tedarik edilmistir.

4.2.5. Sodyum Aljinat ((CsH7NaOs)n)

Kimyasal formiilii (CsH7NaOg)n olan sodyum aljinatin molekiil agirligi yiiksektir.
Kivam arttirict 6zelligi ile jellestirici ve viskozite arttirict olarak gida sanayinde
kullanilmistir. Sodyum aljinatin suda ¢dziinmesi, su tutma kapasitesi, jellesme hizi,
yuksek 1s1ya dayaniklilik, geriye doniistiiriilemeyen 6zellikte jel olusturma 6zellikleri
bulunmaktadir. Bu ¢alismada biyomiirekkebin jellestirme islevi i¢in Tito firmasindan
Sodyum Aljinat Gida Tipi kullanilmigtir. Fakat hiicre yikiminin olmamasi i¢in sodyum
aljinat %5 ve altidaki yiizdede karisima eklenmistir. Sodyum aljinat ¢ok yonliiliikleri
ve mekanik 6zelliklerini uyarlama olasiliklar1 nedeniyle, kok hiicreler, fibroblastlar,
noronlar ve hepatositler dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli hiicre tiplerini yazdirmak ig¢in
kullanilmistir. Sodyum aljinat biyomalzemesinin jellesme o6zelliginde oldugundan
kemik yap1 iskelesi iiretilebilme kolayligi, hiicre biiylimesi ve davranisi lizerinde bir

etkiye sahip oldugundan kullanilmistir [77].

CSHA ve SHA ana biyomalzemelerine %10 w/v oraninda MgO ve Al,Oz eklenerek
iki farkli biyomiirekkep olusturulmustur. Bu iki karigimin ayrintili karisim degerleri

Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Biyomiirekkep i¢in karisimlarin malzeme ve oranlart.

KOD Karisimlar Karisim icerigi (w/v)
L. %7,4 (w/v) (CSHA+%10 w/v MgO)
1 nolu numune icerigi;
CSHA+MgO %3,8 (W/Vv) (CsH7NaOg)n
(CSHA+%10 w/v MgO+(CsH7NaOsg)n)
25 mL distile su
L. %7,4 (w/v) (SHA+%10 wiv MgO)
2 nolu numune igerigi;
SHA+MgO %3,8 (w/v) (CeH7NaOg)n
(SHA+%10 w/v MgO+(CsH7NaOg)n)
25 mL distile su
. %7,4 (w/v) (CSHA+%10 w/v Al,O3)
3 nolu numune icerigi;
CSHA+AI203 %3,8 (W/Vv) (CeH7NaOg)n
(CSHA+%10 w/v Al,O3+(CsH7NaOg)n)
25 mL distile su
. %7,4 (Wiv) (SHA+%10 wiv Al,O3)
4 nolu numune igerigi;

SHA+ALOs %3,8 (W/v) (CsH/NaO
(SHA+%10 W/v Al,O3+(CH7NaOs)y) 03,8 (W/v) (CsH7NaOe)n
25 mL distile su

Jel olusturmak igin aljinatlarin derisimleri %0,5-2 arasinda kullanilmistir.[78].
Biyomiirekkebin eklenen aljinattan dolayr kemik yap1 iskelesi baskisi sonrasinda
iskele tizerine ¢apraz baglayacak olan kalsiyum kloriir (CaCly) sivisi ayri bir siringa

ile disaridan piiskiirtiilmiistiir.

CSHA+ %1 0 wt. MgO Na AI inat

NN B

Ultrafséf su

Sekil 4.8. Biyomiirekkep karisimlarinin sematik gosterimi.

Sekil 4.8." de verilen karisimlardan toz halindeki iki malzeme olan sentetik
hidroksiapatit ve agirlikca %10 w/v magnezyum oksit karigimi kendi aralarinda
karistirtlmistir. Bu toz karisim bir kap igerisine koyulmustur, {izerine distile su
eklenerek 90 dk boyunca manyetik karistirict ile 60°C de karistirilmistir. Karisimin
tizerine sodyum aljinat eklenerek kivam alincaya kadar 120 dakika karistirilmistir.

Hazirlanan biyomiirekkep istenilen 6zellikteki kivama geldiginde siringa igerisine
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alinarak baskiya hazir hale getirilmistir. Bu teknik diger {i¢ karisim igerigi i¢in de
tekrar edilmistir.

4.3. REOLOJIK OLCUM

Calismada biyomiirekkep i¢in sentetik hidroksiapatit (CSHA), koyun hidroksiapatit
(SHA), magnezyum oksit (MgO), aliimina (Al2Oz), sodyum aljinat ((CsH7NaOs)n) ve
distile su kullamlarak farkli oranlarda karisim yapilmustir (Cizelge 4.2). Uretilen
biyomiirekkeplerin viskozite degerlerini belirlemek i¢in reometre cihazi kullanilmistir.
Bu analizler igin Hitit Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigiinde

(HUBTUAM), Malvern / Gemini II reometre cihazi kullanilmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Reometre cihazi.

Depolama Modiil (G') (elastik gerilimin gerinime orani) bir malzemenin enerjiyi
elastik olarak saklayabilmesini temsil eder. Kayip Modiil (G") (viskoz gerilimin

gerinime orani) bir malzemenin enerjiyi dagitabilmesini temsil eder;
1. G">G@G’,viskoz davranis;

2. G"=G@G’, jel noktasi;
3. G ’>G”, elastik kat1 davranis oldugunu temsil eder [79].
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Reaksiyon boyunca G' in, G" ye esit oldugu zamana jellesme zamani denir. Bu
noktadan 6nce malzeme yap1 geregi viskoelastik likit 6zellikte iken bu noktadan sonra
viskoelastik kat1 6zelligindedir. Viskoz davramig, cisme dis kuvvet uygulaninca

gosterdigi gecikmeli sekil degisimi davranisidir.

Deney parametreleri olarak 4°‘lik konik a¢il1 40 mm c¢apindaki paralel plakalarda 25°C
sabit sicaklik uygulanmistir. Deneyler yapilmadan 6nce ¢ozeltilerin 1 dakika boyunca
denge sicakligina ulagsmasina izin verilmistir ve 0.000 -1000.000 1/s kesme hizinda ve
1,5 f(Hz) frekansinda biyomiirekkebin Olgtimleri yapilmistir. G’, elastik gerilimin
gerinime orani ile belirlenir. G* malzemenin elastik 6zelligi ve malzeme yapisinda ne
kadar enerji depolandig1 hakkinda bilgi verir. G”, viskoz gerilimin gerinime orani olup
malzemenin viskoz 6zellikleri ile bir dongli boyunca malzeme yapisindan kaybedilen
enerjiyi verir [79,80]. Yapilan deney sonug degerleri vizkosite (Pa.s), kesme hiz1 (s?),
depolama modiil (G'), kayip modiilii (G'), Tan 6 degerleri karsilagtirilmistir. Reometre

sonuglar1 Boliim 5.1°de ayrintili olarak agiklanmugtir.

4.4. KEMIK YAPI iSKELESi URETiMi

Kemik yapr iskelesi iiretimi i¢in hazirlanan dort fakli parametrelerde biyomiirekkep
hazirlanmistir. Hazirlanan bu biyomiirekkeplerin baskisinin saglandiktan sonra

viskozite degerleri reometre cihazi ile analiz edilerek belirlenmistir.

Sekil 4.10. (a) Baski diizenegi ve (b) basilan kemik yapi iskelesi.
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Sekil 4.10°da gosterilen baski diizeneginde hazirlanan biyomiirekkep siringa igine
eklenmistir. Konik uglu 0,41 um i¢ ¢apindaki siringa ucu kullanilarak 10x10x1 mm
boyutlarinda %10-%15 doluluk oranlar ile baskisi yapilmistir. Kemik yapi1 iskele
boyutlarinin bu oranlarda secilmesi hem literatiirde [81] siklikla kullanilan bir boyut
olmustur hem de malzeme boyutlarinin ne kadar az olursa o kadar hiicrelerin

ekimindeki sayilarin1 ve maliyetini azaltmistur.

Sekil 4.11. (a) %10 ve (b) %15 kemik yap1 iskelesi baskisi.

Bu calismada deney parametreleri olarak, hiicre kiiltiirii sonuclarinda kiyaslama
yapilabilecek degerde belirlenen kemik yapi iskelelerinin %10-%15 doluluk oranlari
secilmistir. Yapilan baski deneylerinde baski esnasinda %10-15 olan doluluk
oranlarmin baski esnasinda biyomiirekkep yayildigindan dolay1r gozeneklerinde
boyutsal azalma sorun teskil etmeye baslamistir. Fakat bu sorunun giderilmesi igin bir
yontem daha devreye koyulmustur. Biyomiirekkep i¢inde jellesmeyi saglayan aljinat
CaCl; ile birlestiginde gapraz baglanmaktadir. Bu 6zelliginden dolay1 biyoyazici ile
baskis1 yapilan kemik yapi iskeleleri her iki katman iizerine %2’lik derisimle distile su
ile hazirlanan CaCl, ¢ozeltisi biyoyazici sistemindeki piiskiirtme mekanizmasi
kullanilarak piiskiirtiilmiistiir. Bu durum baski esnasinda malzemenin c¢apraz
baglanmasini saglayarak kati hale ge¢mesini saglamistir. Bu yontem tekrar edilerek

tiim baskilarda basar1 saglanmaistir.
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4.5. YAPAY VUCUT SIVISI HAZIRLAMA VE IN VIiTRO BiYOAKTIVITE
DENEYIi

Yapay viicut sivist (SBF) soliisyonlar1 polimerler, metaller ve seramikler iizerinde,

apatit kalsiyum fosfat olusumuna sebep olmaktadir [82].
Bu calismada, SBF’de kemik yap1 iskelelerinin bekletilmesi ile yiizeyler iizerine
kalsiyum iyonu birikmesi ve fosfat tabakasi olusmasi, kemik benzeri apatitin

biiyiimeye baglamasi i¢in 6nemli bir adim oldugundan bu yontem segilmistir [83].

Cizelge 4.3. 1,5X SBF hazirlamada kullanilan kimyasallar ve miktarlari (1000ml)

[80].

Sira | Malzeme Miktar
1 NaCl 11,994 g
2 NaHCO; 0,525¢
3 KCI 0,336 g
4 K2HPO.. 3H0 0,342 g
5 MgCl.. 6H20 0,458 g
6 1.0M-HCI 60 ml
7 | caCl, 0,417 g
8 Na>SO,4 0,107 g
9 Tris (Hydroxymethyl) | 9,086 ¢

Cizelge 4.3.’de 1000 ml de 1,5X SBF hazirlamada kullanilan kimyasallar ve miktarlari

verilmistir.
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1000 ml’de 1,5X SBF hazirlamak i¢in asagidaki akis diyagrami basamaklari

kullanilmistir.

[ Behere 700 ml distile su eklenir. ]

Manyetik karistiric ile P— Cizelge 4.3’deki
karistiralir. malzemeler sirall o.larak
¢Oziindiik¢e eklenir ve

ﬂ karistirilir.
] ] 300 ml distile su
Manyetik karistirict ile < eklenerek 1000 It'ye
karigtirtlir. tamamlanir

ﬂ —> [ T~ 36.5°C, pH =7.4 ]

[ 11t1,5X SBF ]

Sekil 4.12. 1000 ml de 1,5X SBF hazirlamak i¢in akis diyagrami basamaklari.

Sekil 4.12°de akig diyagrami verilen deney diizeneginin baskisi yapilan kemik yap1
iskelelerinin bekletilmesi i¢in hazirlanan SBF deney diizenegi verilmistir. Sekil 4.13’te

hazirlanan SBF deney diizenegi verilmektedir.
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Sekil 4.13. SBF deney diizenegi.

Apatit olusumu icin statik biyoaktivite testi uygulanmistir. SEM goriintiilerinde bu

apatit olusumunun SBF soliisyonunda 2 ve 4 haftalik kontrolleri yapilmistir.

Sekil 4.14. (a) SBF’de bekletilen deney diizenegi, (b) 4 haftalik SBF sonrasi kemik
yap1 iskelesi goriintiisii.

Tiim karigimlardan olusturulan kemik yapi iskeleleri SBF soliisyonu hazirlanarak 2 ve
4 haftalik siirelerde daldirma yontemi kullanilmistir. Sekil 4.14(a)’de verilen SBF
diizeneginde HDPE malzemesinden olan 100 ml hacimli conta kapakli sise

kullanilmistir. Sise icerisine SBF doldurularak iskelesi daldirilmistir 2 ve 4 hafta
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36°C’de bekletilmistir. Bekleme siireleri boyunca, kemik yapi iskelesi numunelerinin
icinde bulundugu SBF ¢ozeltileri {i¢ glinde bir degistirilerek tazelenmistir. Sekil
4.14(b)’de 4 hafta bekletilen %10 doluluk oranli SBF sonrasi kemik yap1 iskelenin
seklinde bozulma olmadigi goriilmiistiir. Bu deney sonucunda SEM ile apatit
olusumunu incelemeden 6nce viicutta dagilmadan durabilecegi sonucuna varilmasina

Ongori saglamistir.

4.6. TARAMALI ELEKTRON MIKROSKOP (SEM)- ENERJIi DAGITICI
SPEKTRUM (EDS) DENEYI

Kemik yap1 iskelesi numuneleri hem SBF ortamina koyulmadan (SBF’siz) hem de 2
ve 4 hafta SBF’de bekletilmistir. Bekletilen bu numuneler kurutma cihazinda
kurumaya birakilmistir. Tim nemi alinarak uygun kuruluga gelen numuneler platin ile
kaplanarak SEM ve EDS sonuglari i¢in cihaza yerlestirilmis ve analizleri yapilmustir.
SEM ve EDS analizleri Sakarya Universitesi Arastirma-Gelistirme Uygulama ve
Arastirma Merkezi (SARGEM) tarafindan FEI Quanta FEG 450 modeli cihazi

kullanilarak goriintiileri ¢ekilmistir.

47. MTT  (3-4,5-DIMETIL-TIYAZOLIL-2,5-DIFENILTETRAZOLYUM
BROMUR) SITOTOKSISITE TESTI

MTT testi, hiicre canliligini, hiicre aktivasyonunu ve hiicre biiyiimesini 6l¢en giivenilir
bir test olarak bilinmektedir [51]. MTT Sitotoksisite canlilik testleri Hitit Universitesi
Bilimsel Arastirma Merkezi (HUBTUAM) tarafindan yapilmistir. Hiicre canliligr testi
icin L-929 (fare subkutandz bagdokusu), osteoblast hiicre hatti, kiiltiir ortam1 i¢in

DMEM+ L-Glutamin, Fetal Bovine Serum ve Penisilin- Streptomisin kullanilmstir.

4.8. KONFOKAL MIKROSKOP GORUNTUSU

Konfokal mikroskop testi Kocaeli Universitesi Kok Hiicre Merkezinde Leica DMI
SP8 Konfokal mikroskop kullanilarak gergeklestirilmistir. L929 Fare Fibroblast hiicre
hatti, hiicre kiltiirii ve WST-1 Sitotoksisite/Hiicre canlilig1 tahlili i¢in kullanilmistir.

Hiicreler, steril kosullar altinda kiiltiirlenerek ¢ogaltilmistir. Hiicrelerin Mycoplasma
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icermedigi floresan teknikleri ile arastirilmigtir. Hiicreler 37°C'de ve %5 CO2
kosullarinda kiiltiirlenmistir. Hiicre kiiltiiriiniin yapildigi ortam %10 FBS ve %1
Pen/Strep igeren L-DMEM'den olusmustur. WST-1 analiz Olgiimleri i¢in bir
spektrofotometre kullanilarak 450 nm dalga boyunda absorbans degerleri
belirlenmistir. Fallodin degerlendirmesi, 3B ornekler iizerine hiicre tohumlanmis ve
sabitlenmistir ve orneklerden konfokal mikroskopi ile goriintiileri alinmistir. Fikse
ornekler {izerinde doku takibi yapilmis ve mikrotom ile parafin kesitleri alinmistir.
Deparafinizasyon islemlerinden sonra ornekler Fallodin boyamasi i¢in floresanla

boyanmustir.
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BOLUM 5

DENEYSEL SONUCLAR

5.1. REOMETRE CIHAZI ILE VISKOZITE OLCUM SONUCLARI

Calismada biyomiirekkep igin sentetik hidroksiapatit (CSHA), koyun hidroksiapatit
(SHA), magnezyum oksit (MgO), aliimina (Al203), sodyum aljinat ((C,H,NaO) ) ve
distile su kullanilmistir. Matris malzemesi olarak CSHA ve SHA kullanilmistir. Bu
matris malzemelerine %10 w/v MgO ve Al;Oz eklenerek dort farkli oranlarda

karisgimlar elde edilmistir.

Viskozitenin yani sira, biyomiirekkep hazirlamada kullanilan malzemelerin reolojik
ozelliklerinin bilgisi, baski sirasinda biyomiirekkep davranisini tahmin etmeye

yardime1 olmustur [84].

Reolojik araglara ragmen, yeni biyomiirekkeplerin karakterizasyonu, uygun
deformasyon nedeniyle belirli bir formiil igin kuvvet degeri dnceden bilinemediginden

deneme-yanilma yaklagimi gerektirmistir [85].
Test sonuglarinda viskozite (Pa.s), kesme hiz1 (st), depolama modiilii (G'), kayp

modili (G"), Tan & degerleri karsilagtirilmigtir [86]. Tiim biyomiirekkeplerin

baskilanabilirligi grafiklerdeki bolgesel oranlarin karsilastirilmasi ile belirlenmistir.
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Sekil 5.1. Viskozite (Pa.s) ve kesme hiz1 (s2).

Sekil 5.1°de viskozite ve kesme hizi arasindaki kesme hizinin bir fonksiyonu olarak
biomiirekkep viskozite iligkiSi verilmistir. Biyobagin yayilmamasini ve biiyiik
yapilarin ¢cokmesini 6nlemesini saglamak i¢in diisiik kesme hizinda yiiksek viskozite
gerekmistir. Tiim karisimlarindan elde edilen biyomiirekkep 0-350s zaman araliginda
viskozite- kesme hizi grafiginde kesme hizi arttik¢a viskozite oran1 azalarak ilerledigi
goriilmiistiir. 0-5 yogunluk araliginda dogrusal harekete doniiserek kararsiz halden
kararli hale doniismiislerdir. Bu oran baski esnasinda biyomiirekkeplerin kopma
egiliminde olmadigmi1 tiim karigimlarin = siirekliligini  sagladigit ve baskinin

yapilabilecegi belirlenmistir [38].
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Sekil 5.2. Viskozite (Pa.s)- zaman t(s).

Sol-jel gegisi zamana veya sicakliga baglidir [87]. Viskozite davranisinda 0-200s
zaman araliginda azalma meydana gelmistir. Tim biyomiirekkeplerin 4503
zamanmindaki veriler karsilastiginda araliginda CSHA+MgO (31,292 Pa.s),
CSHA+AI;03 (30,505 Pa.s), SHA+MgO (29,184 Pa.s), SHA+AI>Os (24,162 Pa.s)
cikan degerler benzer degerde belirlenmistir. Tiim biyomiirekkeplerin viskozun kararli
davraniginda ilerledigi goriilmiistiir. 850s zamanindan sonra ise viskozitenin azaldigi

ve tekrar kararl viskoz davranisi ile ilerledikleri goriilmiistiir [38,88].
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Sekil 5.3. G"- G’(Pa) zaman (s).

Sekil 5.3’teki grafik degerleri karsilastirilirsa; herbir biyomiirekkebin G'- G” degerleri
kendi aralarinda kiyaslandiginda kayip modiiliiniin depolama modiiliinden biiyiik
oldugu (G"> G’), jellesmenin olugsmadig1 ve viskoz davranig gdsterdigi gorilmiistiir
[89]. Grafik incelendiginde, 600s zamaninda viskoz davramslari; CSHA+MgO
(G"=220,71 ve G’=80,567), CSHA+AI.O3 (G"=216,17 ve G’=160,29), SHA+MgO
(G"=199,47 ve G’=63,984), SHA+AI;03 (G"=153,3 ve G’=47,605) karisimlari

gostermistir.
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Sekil 5.4. Tan 6-zaman t(S).

Sekil 5.4’te bulunan Tan 9§, elastik kisim Tan ile iliskili olarak viskoz kismi temsil
etmektedir. Gerilme ve gerinim egrileri arasindaki gecikme agis1 olarak da
bilinmektedir. Deformasyon dongiisii esnasinda kaybedilen enerjinin depolanan
enerjiye oranidir. Tan 6 =G”/G’, bu oran numunenin elastik (kiigiik degerler) veya
viskoz (yiiksek degerler) davranisini gosterir [46]. Diisiik Tan & degerleri agirlikli
olarak kat1 elastik davranigi yansitir [90]. Biyomiirekkepler 100s zamaninda
ararlarinda kiyaslandiginda CSHA+AI;O3 biyomiirekkebi diger biyomiirekkeplere
gore tan 6=1,383 en diisiik degerler ¢ikmistir. Bu degerler ile elastik davranis
gosterdigi belirlenmistir. CSHA+MgO biyomiirekkebi ise en yiiksek tan 6=3,35
degerinde oldugu belirlenmistir. 0,25-0,45 arasindaki Tan & degerleri yazdirma igin
uygun oldugundan [84] biyomiirekkeplerin tablaya basilabilirligi degerlere gore uygun
olmadig1 belirlenmistir. Ciinkii kat1 davranis sergilememislerdir. Bu davraniglari baski
esnasinda biyomiirekkeplerin baski tablasi ilizerinde yayilmaya yol ac¢tifindan ek
takviye olarak CaCl, ¢ozeltisi baskilanan kemik yapi iskelelerine piiskiirtiilmiistiir.

Boylece kararli yap1 olusumu saglanmistir.
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5.2. SEM-EDS GORUNTU ANALIZi

Sekil 5.5’te %10 ve %15 doluluk oranindaki kemik yap1 iskelelerinin yaklasik aralik
boyutlart 900 ve 500 pum olarak belirlenmistir. Kemik yap1 iskeleleri, apatit

kiimelerinin olusumunu gorsellestirmek i¢in SEM kullanilarak karakterize edilmistir.

Sekil 5.5. (a) %10, (b) %15 doluluk oranli kemik yap1 iskeleleri SEM goriintiisii.

Apatit kiimelerinin in vitro biyoaktivite goriintiileri asagidaki sekillerde verilmistir.

%10 %15

SBF’ siz

Sekil 5.6. CSHA+MgO miirekkebi kemik yapi iskelesinin SBF’siz %10- %15 doluluk
oranlt SEM goriintiisii.

CSHA+MgO miirekkebi kemik yapi iskelesinin %10- %15 doluluk oranli 2 ve 4 hafta
SBF’de bekletildikten sonraki SEM goériintiileri Sekil 5.7°de verilmistir.
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2. Hafta

4. Hafta

15k U e J=1=Tc]

Sekil 5.7. CSHA+MgO miirekkebi kemik yapi iskelesinin 2 ve 4 hafta SBF’de
bekletilen %10- %15 doluluk oranli SEM goriintiisii.

Sekil 5.7 incelendiginde, CSHA+MgO miirekkebinin kemik yap1 iskelesinin 2 ve 4
haftalik SBF’de bekletilmis numune ile farkliliklarin olustugu gozlemlenmistir. 2
haftalik Ca/P orani, %10 doluluk oraninda 1,22 ve %15 doluluk oraninda 1,13
cikmigtir. 4 haftalik Ca/P orani, %10 doluluk oraninda 1,56 ve %15 doluluk oraninda
0,64 cikmistir. 4 haftalik %10 ve %15 doluluk oranlarindan ¢ikan Ca/P sonucu
karsilastirildiginda %10’luk doluluk oranli kemik yap1 iskelesinde apatit 6beklenme

kiimelenmesinin fazla oldugu goriilmiistiir.

SHA+MgO miirekkebi kemik yapi iskelesinin SBF’siz, 2 ve 4 haftalik %10- %15

doluluk oranli SEM goriintiileri asagidaki sekillerde verilmistir.
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Sekil 5.8. SHA+MgO miirekkebi kemik yap1 iskelesinin SBF’siz %10- %15 doluluk
oranlt SEM goriintiisii.

%10 %15
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Sekil 5.9. SHA+MgO miirekkebi kemik yapi iskelesinin 2 ve 4 hafta SBF’de bekletilen
%10- %15 doluluk oranli SEM goriintiisii.

Sekil 5.9 incelendiginde, 2 haftalik Ca/P orani, %10 doluluk oraninda 1,28 ve %15
doluluk oraninda 1,4 ¢ikmistir. 4 haftalik Ca/P orani, %10 doluluk oraninda 1,57 ve
%15 doluluk oraninda 1,56 ¢ikmustir. 4 haftalik %10 ve %15 doluluk oranlarinin Ca/P
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degerleri karsilastirildiginda HA degeri olan 1,67’ye yakin sonugta ve benzer

obeklenme kiimelenmesinin oldugu gorilmiistiir.

CSHA+AI203 miirekkebi kemik yapr1 iskelesinin SBF’siz, 2 ve 4 haftalik %10- %15

doluluk oranli SEM goriintiileri agagidaki sekillerde verilmistir.

%15

SBF’ siz

Sekil 5.10. CSHA+AI;O3 miirekkebi kemik yap1 iskelesinin SBF’siz %10- %15
doluluk oranli SEM goriintiisti.

%10 %15

2. Hafta

4, Hafta

Sekil 5.11. CSHA+AI;O3 miirekkebi kemik yap1 iskelesinin 2 ve 4 hafta SBF’de
bekletilen %10- %15 doluluk oranli SEM goriintiisii.
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Sekil 5.11 incelendiginde, 2 haftalik Ca/P orani, %10 doluluk oraninda 1,12 ve %15
doluluk oraninda 1,2 ¢ikmistir. 4 haftalik Ca/P orani, %10 doluluk oraninda 2,20 ve
%15 doluluk oraninda 1,03 c¢ikmuistir. 4 haftalik %10 ve %15 doluluk oranlar
karsilastirildiginda %10’luk doluluk oranli kemik yap1 iskelesinde kemige yakin

degerde 6beklenme kiimelenmesinin fazla oldugu goriilmiistiir.

SHA+AI203 miirekkebi kemik yap1 iskelesinin SBF’siz, 2 ve 4 haftalik %10- %15

doluluk oranli SEM goriintiileri asagidaki sekillerde verilmistir.

%10 %15

SBF’ siz

Sekil 5.12. SHA+AI,O3 miirekkebi kemik yapi iskelesinin SBF’siz %10- %15 doluluk
oranli SEM goriintiisii.
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2. Hafta

4. Hafta

Sekil 5.13. SHA+AI>,O3 miirekkebi kemik yap1 iskelesinin 2 ve 4 hafta SBF’de
bekletilen %10- %15 doluluk oranli SEM goriintiisii.

Sekil 5.13 incelendiginde, 2 haftalik Ca/P orani, %10 doluluk oraninda 1,13 ve %15
doluluk oraninda 1,22 ¢ikmustir. 4 haftalik Ca/P orani, %10 doluluk oraninda 0,71 ve
%15 doluluk oraninda 0,68 ¢ikmistir. 4 haftalik %10 ve %15 doluluk oranlar
karsilastirildiginda %10’luk doluluk oranli kemik yapi iskelesinde Obeklenme

kiimelenmesinin 2 haftaliklara gore azalma oldugu gortilmiistiir.

Cizelge 5.1. Karigimlarin kemik yapi iskelelerinin 4 haftalik %10 doluluk oranli EDS

analizleri.
CSHA+MgO SHA+MgO CSHA+AI03 SHA+AI203
Kemik yap1 Kemik yap1 Kemik yap1 Kemik yap1
iskelesi iskelesi iskelesi iskelesi

Element Agirlik Atom Agirlik Atom Agirlik Atom Agirlik Atom
[%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
Cc 16.72 29.90 15,41 27,13
0] 25.12 33.72 15.82 29.32 8.38 17.26 11,90 15,73
Na 591 5.53 4.38 5.65 2.37 3.39 42,38 38,99
P 14.87 10.31 22.99 22.02 20.88 2221 2,76 1,88
Cl 7.28 441 9.87 8.26 8.82 8.20 25,03 14,93
Ca 30.10 16.13 46.93 34.74 59.55 48.94 2,54 1,34
Ca/P 2,02 1,56 2,04 1,57 2,85 2,20 0,92 0,71
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Cizelge 5.2. Karisimlarin kemik yapr iskelelerinin 4 haftalik %15 doluluk oranli EDS

analizleri.
CSHA+MgO SHA+MgO CSHA+AI203 SHA+AI203
Kemik yap1 Kemik yap1 Kemik yap1 Kemik yap1
iskelesi iskelesi iskelesi iskelesi
Element Agirlik Atom Agirlik Atom Agirlik Atom Agirlik Atom
[%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]
C 31,92 41,92 61,90 19,586 16,36 29,67 24,78 37,81
6] 49,11 48,41 148,74 42,330 8,21 11,18 26,24 30,05
Na 4,45 3,05 59,69 5,445 38,44 36,43 23,90 19,05
P 7,23 3,68 159,15 10,148 1,38 0,97 531 3,14
Cl 1,33 0,59 73,82 5,344 33,76 20,75 15,09 7,80
Ca 5,96 2,35 176,15 15,807 1,84 1,00 4,69 2,14
Cal/P 0,82 0,64 1,11 1,56 1,33 1,03 0,88 0,68

Insan viicudunda kalsiyumdan sonra en fazla bulunan kimyasal element fosfordur.
Insan viicudu kemik ve dis olusumu i¢in fosfora ihtiya¢ duymaktadir. HA tabakasmnin
olusmasi i¢in dncelikle Ca/P oraninin 1.67 ve iizerinde olmasi gerekmektedir [91]. 4
hafta %10 doluluk oraninda olan CSHA+MgO, SHA+ MgO, CSHA+AI>03 kemik
yapu iskeleleri Ca/P>1,67 degerinin tizerinde ¢ikmistir ve kemige benzer yapida apatit
olusmustur. %15 dolulukta tiim kemik yapi1 iskelesi Ca/P oraninin 1,67 den diisiik

olmasi kemik yapi iskelelerinin kemige benzer dokular olusturmadigi belirlenmistir.

5.3. MTT SITOTOKSISITE ANALIZi

Sitotoksisite test analizinde numunelere 6ziitleme islemi yapilmistir; %10 serumlu
hiicre kiiltiirii ortamu igerisinde 24 sa, 37° C’de, 50 rpm hizda salinim yapan su
banyosunda bekletilmistir. Daha sonra 6ziitleme sonlandirilarak elde edilen 6ziit 24

saat iginde kullanilmistir [92,93].

Sekil 5.14. Kuyucuklu plaka.
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Nitel Degerlendirmede, hiicreler 96 kuyucuklu plakalara ekilerek konfluent hale
gelmesi beklenmistir. Daha sonra, 37°C, %5 CO; etiivde 24 saat boyunca negatif,
pozitif kontrol ve numune 6ziitlerine maruz birakilmistir. Inkiibasyon sonrast hiicreler

mikroskopik olarak incelenmistir.

Nicel Degerlendirmede, 96 kuyucuklu plakalara 10000 hiicre/kuyucuk olarak
sayilarak ekilen hiicreler 24 saat inkiibe edilerek %80 konfluensi saglanmistir. Daha
sonra hiicreler, numune oOziitiiniin 1/1 — 1/64 arasindaki dillisyonlarina 24 saat
stiresince maruz birakilmistir. Siire¢ sonunda 1 mg/mL olarak hazirlanan MTT
kuyucuklara eklenerek plakalar 3 saat, 37° C, % 5 CO; etiivde bekletilmistir. Deney,
kuyucuklara isopropil alkol eklenerek sonlandirilarak plakalarda olusan renk

degisikligi spektrofotometrede (570nm) Olciilerek % canlilik degerleri hesaplanmaistir.
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Sekil 5.15. Konsantrasyona bagli 1.929 fare fibroblast hiicre hattinda % canlilik grafigi.
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Sekil 5.16. Konsantrasyona bagli osteoblast hiicre hattinda % canlilik grafigi.

Nicel degerlendirme metodu olarak “TS EN ISO 10993-5/ Ekim-2010- EK-C MTT
Sitotoksisite Deneyi” kullanilmis olup elde edilen sonuglar istatistiksel olarak
degerlendirilmistir. Testlerde kullanilan negatif ve pozitif kontrollerden alinan
sonuglarda test gecerlilik kriterlerinin saglandigi goriilmiistiir. Standartta belirtilen
%70 iizeri sonuglar ile test kabul kriterleri saglanmis oldugundan gegerlidir. Tiim
veriler ortalama =+ standart sapma (SD) olarak da sunulmustur. Anlamlilig1 test etmek
icin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak istatistiksel analiz yapilmistir.
Kemik yap1 iskelelerinde MTT analizi 24 saatte yapilmistir. MTT testi kullanilarak,
kontrol hiicrelere goére hiicrelerin canlilik oranlarinin istatiksel anlamlilig1
belirlenmistir. Istatistiksel anlamlilik orani 0,05 olarak tanimlanmistir. Fibroblast
hiicre hatt1 konsantrasyonlarinda 1 ve 2 nolu kemik yap1 iskelelerinde istatistiksel
olarak anlaml fark vardir (p<0.05). 3 ve 4 nolu kemik yap1 iskelelerinde istatistiksel
olarak anlamli fark yoktur (p>0.05) [94]. Osteoblast hiicre hatti konsantrasyonlarinda
1 ve 2 nolu kemik yapi iskelelerinde istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p>0.05).
3 ve 4 nolu kemik yap1 iskelelerinde istatistiksel olarak anlamli fark vardir (p<0.05)
[95]. Bu calismanin sonuglarina gore test edilen kemik yapi iskeleleri standartta
belirtilen test kabul kriterleri karsilandigindan in-vivo ve in-vitro ¢alismalarda kemik
yapi iskelelerinin kullanilmasi uygun olabildigi diistiniilmiistiir. Bu ¢alismanin daha

detayli hiicre kiiltiir testleri ve klinik testler ile desteklenmesi gerekmektedir.

45



5.4, KONFOKAL MIKROSKOP ANALIZi

Hazirlanan biyomiirekkeplerin kemik yapi iskelelerinin falkonlara konularak kapagin
sizdirmazligint saglayarak 20 dakika boyunca otoklavda bekletilmis ve steril hale
getirilmistir. 12 ve 32 saat boyunca 1.929 fare fibroblast hiicre hatti, DAPI ve MERGE
konfokal mikroskop goriintiileri (0-50pum) asagidaki sekillerde verilmistir [96].

KONTROL L929 DAPI MERGE

12 SAAT

36 SAAT

Sekil 5.17. Kemik yapi iskelelerinin 12 ve 32 saatlik L929, DAPI ve MERGE konfokal
mikroskoptaki kontrol grubu goriintiileri.

CSHA+MgO biyomiirekkep kemik yapi iskelesinin 12 ve 32 saatlik L929 fare
fibroblast hiicre hatti, DAPI ve MERGE konfokal mikroskop goriintiileri asagidaki

cizelgelerde verilmistir.
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Sekil 5.18. CSHA+MgO biyomiirekkebin 12 saatlik L929, DAPI ve MERGE konfokal
mikroskop goriintiileri.

CSHA+MgO biyomiirekkep kemik yap1 iskelesinin %10 ve %15 doluluk
oranlarindaki hiicre canlilign karsilastirildiginda %10 doluluk oranlarindaki hiicre

canlilig1 ag yapis1 gelismekte ve canliligin olumlu yonde ilerledigi goriilmiistiir.
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Sekil 5.19. CSHA+MgO biyomiirekkebin 36 saatlik L929, DAPI ve MERGE konfokal
mikroskop goriintiileri.

CSHA+MgO biyomiirekkebin 36 saat sonunda %10 doluluk oranli kemik yap1

iskelesinde ag yapisinda olustugu ve hiicrelerin gelistigi goriilmiistiir.
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SHA+MgO biyomiirekkep kemik yapi1 iskelesinin 12 ve 32 saatlik L929, DAPI ve
MERGE konfokal mikroskop goriintiileri asagidaki sekillerde verilmistir.

12
SAAT

%10 %015

L929

DAPI

MERGE

Sekil 5.20. SHA+MgO biyomiirekkebin 12 saatlik L929, DAPI ve MERGE konfokal
mikroskop goriintiileri.

12 saat sonunda %10 doluluk oranli kemik yap1 iskelesindeki hiicrelerdeki ag yapisi

baslangic1 goriilmustiir.

49



%10 %15

L929

DAPI

MERGE

Sekil 5.21. SHA+MgO kemik yap1 iskelesinin 36 saatlik L929, DAPI ve MERGE
konfokal mikroskop goriintiileri.

36 saat sonunda ise 12 saatten farkli bir hiicre gelismesi gézlemlenmemistir. 3 nolu
karisim olan CSHA+AI203 kemik yap1 iskelesinin 12 ve 32 saatlik L929, DAPI ve
MERGE konfokal mikroskop goriintiileri asagidaki sekillerde verilmistir.
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Sekil 5.22. CSHA+AI>O3 kemik yap1 iskelesinin 12 saatlik L929, DAPI ve MERGE
konfokal mikroskop goriintiileri.
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Sekil 5.23. CSHA+AI>O3 kemik yap1 iskelesinin 36 saatlik L929, DAPI ve MERGE
konfokal mikroskop goriintiileri.

En belirgin hiicre ¢cogalmasi ve ag yapisinin olugmasi 12 saat sonunda diger ii¢
karisimin kemik yapi iskelesine gore CSHA+AI,O3 kemik yapi iskelesinde %10 ve

%15 doluluk oranda goriilmiistiir. 36 saat sonunda iki oran karsilastirildiginda %10
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doluluk oranli kemik yap1 iskelesi oldukga belirgin hiicre ¢gogalmasi ve ag yapisinin

cogaldig1 gorilmiistiir.
SHA+AI>03 kemik yapi iskelesinin 12 ve 32 saatlik L929, DAPI ve MERGE konfokal
mikroskop goriintiileri asagidaki sekillerde verilmistir.

12
SAAT

%10 %15

L929

DAPI

MERGE

Sekil 5.24. SHA+AI;O3 kemik yapi iskelesinin 12 saatlik L929, DAPI ve MERGE
konfokal mikroskop goriintiileri.
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Sekil 5.25. SHA+AI;O3 kemik yapi iskelesinin 36 saatlik L929, DAPI ve MERGE
konfokal mikroskop goriintiileri.

SHA+AI>O3 kemik yapi iskelesinin 12 saatte hiicrelerin ag yapisi olusmasina karsin

36 saat sonunda bu yap1 giderek azalmistir.
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Cao ve arkadaglarinin yaptiklari c¢aligmalarinda  Polycaprolactone (PCL),
poly(ethylene glycol) (PEG) ve %75-%90 (w/t) igeren HA kullanmiglardir. HA
gbzenekli yap1 oldugundan %70 ve %90 karsilastirildiginda; Tutarli bir sekilde,
%72'lik iskelelere kiyasla %90'lik iskelelerin desteklerine daha fazla hiicre sizdig
gozlemlenmis. %90 HA igeren biyomiirekkebin %72 HA kemik yap1 iskelelerin gore
daha g6zenekli olmasinin muhtemel neden oldugunu disiinmiislerdir [96]. Belirlenen
sonug dogrultusunda kemik yapi iskelelerinin HA yapisinda var olan gézenekliliklerin
yogun olmasi hiicre ¢ogalmasinda en biiyiik etken oldugu [23,24,25,26,46,48,49],
buna ek olarak kemik yapi iskelesinin yiizey alaninin biiyiikliigii hiicrelerin oksijen

aligverisi ve hiicre ¢ogalmasini saglayacagini diisiinmiislerdir.

Fallodin boyama teknigi ile hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in konfokal mikroskop
goriintiilerinin karsilagtirilmast sonucunda CSHA+AI203 kemik yapr iskelesinin 12 ve
36 saat sonucunda hiicre ¢ogalmasi ve ag yapisinin olugmasi daha belirgin olmas1 hem
gbzeneklerinin genis yiizey alana dagilmasi ve hiicre canliligin1 korumasi hem de
takviye malzemesi olan Al203 ve CSHA biyomalzemelerinin hiicre ¢ogalmasina daha

uygun oldugunu bu karisimin deneylerde kullanilabilirligi ngorilmiistiir.
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BOLUM 6

SONUCLAR

Tasarlanan ve iretilen biyoyazicinin baski parametrelerinin  uygunlugu ve

kullanilabilirligi bu ¢alisma ile dogrulanmastir.

1. Biyoyazicinin biyobaski esnasinda titresimini engelleyecek tasarim

yapilmistir.

2. Siringadaki biyomiirekkebin 0,41 pm i¢ c¢apindaki konik yapili igne
kullanilarak uygun bask1 yapilmistir.

3. Biyobaskinin kuvvetini arttirabilmek i¢in iki step motoru kullanilmasinin

uygun oldugu belirlenmistir.

4. Baski hiz1 (400 mm/s) ve X,Y,Z koordinat hareketleri kemik yapi iskelesinin

basilabilirligine uygun olarak ayarlanmistir.

5. Viicutla uyumlu biyomalzemeler olan; sentetik hidroksiapatit (CSHA), koyun
hidroksiapatit (SHA), magnezyum oksit (MgO), aliimina (Al.Oz) ve sodyum
aljinat kullanilmigtir. CSHA ve SHA'ya agirlikga %10 w/v MgO ve Al203
eklenmistir. Bu karisima sodyum aljinat ve distile su eklenerek dort farkli

karisimda biyomiirekkep elde edilmistir.

6. Biyobaskilanabilir biyomiirekkebin viskozitesi bir Reometre cihaz1 ile
Ol¢tilmiistiir. Tiim biyomiirekkeplerin Sekil 5.2°de 450s zamanindaki veriler
karsilastiginda araliginda CSHA+MgO (31,292), CSHA+A1,03 (30,505 Pa.s),
SHA+MgO (29,184 Pa.s), SHA+AI>O3 (24,162 Pa.s) degerleri ¢ikmistir. Bu

sonuclar dogrultusunda bask1 esnasinda malzemenin belirli hiz ve sicaklikta
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10.

11.

ilerlemesi malzemenin viskozitesinde azalma olusturdugu fakat kesme
gerilmesinden etkilenmedigi goriilmiistiir. Bdylece baski esnasinda tiim
biyomiirekkeplerde kopma meydana gelmemis ve kararli siireklilikte bask1

olusturulmustur.

Kemik dokusu iskeleleri yapay viicut sivisinda (SBF) daldirilma yontemi ile 2
ve 4 hafta bekletildikten sonra Taramali Elektron Mikroskop (SEM) ile
goriintiileri c¢ekilmistir. SEM goériintiileri incelendiginde, 4 hafta SBF’de
bekletilen %10 doluluk oranli CSHA+AI>O3 kemik yap1 iskelesinin Sekil
5.11°de apatit yogunlugunda kiimelenme gozlemlenmis ve Ca/P oraninin 2,85

olmasi kemik olusumunun olumlu olabilecegini gostermistir.

Kemik dokusu iskelelerine Nicel degerlendirme i¢in TS EN ISO 10993-5/
Ekim-2010- EK-C MTT Sitotoksitlik Testi standardi kullanilarak MTT testi
uygulanmistir. Kemik yap1 iskeleleri 24 saat boyunca 1929 fare hiicre hattinda
ve Osteoblast hiicre hattinda tutularak mikroskobik olarak incelenmistir.
Hicrelerin %70'inden fazlasi kemik dokusu iskelelerinde ¢ogaldigi icin
gegerlilik kriterlerini karsilamig ve viicut {izerinde Sitotoksik bir etki olmadigi

tespit edilmistir.

MTT testinde tiim kemik yap1 iskelelerinin laboratuvar ¢aligmalarinda

kullanilmas1 uygun olabilecegi 6ngoriilmiistiir.

L.929 fare hiicre hatt1 kullanilarak hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in konfokal
mikroskop goriintiileri 12 ve 36 saatlik hiicre kiiltlirii sonuglarinda %10
doluluk oranli kemik yap1 iskelesinin CSHA ve Al;Os biyomalzemelerinin
diger biyomiirekkeplere gore hiicre ¢ogalma egiliminin en yiiksek oldugu ve
kemik hiicre agina benzer sonuglar elde edildiginden c¢alismalarda

kullanilabilir olabilecegi diistiniilmektedir.

Belirgin hiicre ¢ogalmasinda CSHA+AI>Os kemik yapi iskelelerin desteklerine
daha fazla hiicre sizdig1 gozlemlenmis diger yapi iskelelerine gore daha

gozenekli olmasinin hiicre ¢ogalmasinda muhtemel neden oldugunu
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diistiniilmiistir. Buna ek olarak kemik yap1 iskelesinin yilizey alaninin
biiylikliigii hiicrelerin oksijen aligverisi ve hiicre ¢ogalmasini saglayacagi

distinilmistiir.

12. Cikan sonuglarda %10 doluluk oranli kemik yapi iskelesi ve hiicre cogalmasina
elverigi olan CSHA+AIO3’'nin  diger karigimlara gore literatiir
arastirmalarinda ve deney asamalarinda umut verici sonuglar olusturacagi

distinilmistiir.
Hem biyoyazici hem de biyomiirekkep gelistirilerek in-vitro ve in-vivo deneylerde

daha umut verici sonuglar alinabilecegi kararma varilmistir. Bu c¢alisma ile

literatiirdeki bir¢ok calisma i¢in 6ngorii kazandiracak sonuclar ortaya koyulmustur.
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