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OZET

Travma ve kaynamama nedeniyle olusan kemik defektlerinin tedavisi ortopedide klinik bir
zorluk olmaya devam etmektedir. Kemik doku miihendisligi, farkl hiicre, biiytime faktorleri ve
biyomateryal kombinasyonlari ile dogal kemigi taklit eden ve kusurlarin tedavisini hizlandiran
yapilar gelistirmeyi amaclar. Bu aragtirmada, kemik defektlerinin tedavisi i¢in 3D baskili
sodyum aljinat (SA), hidroksiapatit (HA) ve mangan (Mn) mikro gozenekli kompozit yapilar
basariyla gelistirilmistir. Dogal kemigin ana bileseni olan HA, osteoblast proliferasyonunu
uyaran ve mezenkimal kok hiicrelerin biiyiimesini ve farklilagmasmi destekleyen Ca*?
seviyelerini arttirabilir. Mn, osteoblast proliferasyonunu iyilestirirken, iskelenin mekanik ve
termal stabilitesini arttirir. Onceki ¢aligmalar, Mn' nin osteokalsin stimiilasyonunu arttirdigin,
kolajen tip I iiretimini iyilestirdigini ve hiicre dis1 matrisin kendisini yeniden sekillendirmesine
yardimcr oldugunu gostermistir. Mn' nin antibakteriyel 6zelligi, gram pozitif ve negatif
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tistesinden gelecektir. Bu c¢alismada, hassas
ayarlamalar saglayan 3D yazici teknolojisi kullanilarak farkli konsantrasyonlarda (0.2 ,0.6, ve
1 gr) Mn yiiklii iskeleler tiretilmistir. Gozenek boyutu; damarlanma, kemik olusumu ve hiicre
dig1 matrisin iiretiminde ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle dolgu yogunlugu %40'a
ayarlanmis ve igne cap1 22G olup 580 — 600 um gdzenek boyutu elde edilmistir. Uretilen
iskelelerin mekanik (basma testi), biyolojik ve kimyasal (FTIR) ozellikleri incelenmistir.
Analizler, elde edilen kemik doku iskelelerinin kemik doku miihendisligi uygulamalari i¢in
alternatif bir secenek olusturabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Hidroksiapatit, kemik doku miihendisligi, mangan, sodyum aljinat, 3B

basilmus iskeleler.



ABSTRACT

Treatment of bone defects caused by trauma and nonunion remains a clinical challenge
in orthopedics. Bone tissue engineering aims to develop structures that mimic natural
bone and accelerate the treatment of defects with different combinations of cells, growth
factors, and biomaterials. In this research, 3D-printed sodium alginate (SA),
hydroxyapatite (HA) and Mangan (Mn) microporous composite structures were
successfully developed for the treatment of bone defects. The main component of the
natural bone, HA can increase Ca*? levels stimulating osteoblast proliferation and
promoting the growth and differentiation of mesenchymal stem cells. Mn enhances the
mechanical and thermal stability of the scaffold while improving osteoblast
proliferation. Previous studies have shown that Mn enhances osteocalcin stimulation,
improves collagen type | production, and helps the extracellular matrix remodel itself.
The antibacterial property of the Mn will overcome infections that are caused by gram-
positive and negative bacteria. In this study, Mn-loaded scaffolds in different
concentrations (0.2, 0.6, 1 gr) were produced using 3D printer technology that provides
precise adjustments. Pore size plays a crucial role in vascularisation, bone formation,
and production of the extracellular matrix. Therefore infill density was adjusted to 40%
and the nozzle diameter was 22G resulting in 580 — 600 um pore size. The mechanical
(compression test), biological, and chemical (FTIR) properties of the produced scaffolds
were investigated to analyze their compatibility with natural bone. The analyses have
shown that the obtained bone tissue scaffolds can constitute an alternative option for
bone tissue engineering applications.

Keywords: Bone tissue engineering, hydroxyapatite, manganese, sodium alginate, 3D-

printed scaffolds.
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1. GIRIS

1.1. Kemik Hasar1 ve Tedavi Yontemleri

Ozellikle 50 yas iizerinde goriilen kemik ve kemik ile iligkili hastaliklar klinik olarak
sorun olmaya devam etmektedir [1].

Kemik yapisi1 belli bir diizeyde iyilesme ve yenilenme kapasitesine sahip olmasina
ragmen, biiyiik segmental kemikte olusan hasarlarin kendiliginden iyilesmesi olduk¢a
zordur. Yashlik kirik kaynamamasi, kemik tiimorleri, trafik kazalar1 gibi nedenlerle
olusan biiylik kemik yaralanmalar1 ortopedik olarak biiyiikk bir sorun olarak
gortilmektedir. Sekil 1.1°de ¢esitli nedenlerden kaynaklanmis olan hasar gdrmiis bir

kemik gosterilmistir, Bu tarz kemik hasarlarinin iyilestirilmesi ve giiglendirilmesi igin

kemik greftleri kullanilmaktadir.

Sekil 1.1. Kemik hasari
Kemik greftleri kaynaklarina gore, kemik hasar1 geleneksel olarak hastanin kendisinden
elde edilen otogreftler ve bagiscilardan elde edilen allogreftler ile tedavi edilmektedir.

Otogreftler, yeniden sekillenmeyi hizlandirmak amaciyla lokal olarak aktivasyon



gosteren periosteal progenitorler ve diger kok hiicreler i¢in bir kaynak sagladiklari i¢in
cogu doktor igin ilk ¢6ziim yoludur. Siirli otogreft arzi, yapisal 6zellikleri otogreftlere
benzer, fiziksel destege izin veren, ancak yeniden sekillenmeye katilabilecek bir iskelet
progenitér hiicre kaynagina sahip olmayan allogreftlerin kullaniminin artmasina yol
acmaktadir. Canliligin olmamasi, allogreftler iginde hasar birikimini ve mikro ¢atlak
yayilmasini da arttirmaktadir [2],[3],[4].

Buna ek olarak otolog kemik greftlerinin bir¢ok dezavantaji bulunmaktadir. Bunlardan
bazilara 6rnek verecek olursak ikincil hasarlar, yiiksek donor saha morbiditesi, 6zel
seklin kisitlanmasi, otojen kemigin yetersizligi vb. sayilabilir. Bu durum kullanima bu
tedavi yaklasimini sinirlandirmaktadir [5],[6].

Kemik doku miihendisligi kemik hasarlarinin tedavisinde kullanilmak {izere laboratuvar
ortaminda ikincil yaralanmaya sebep olmayan ve immun reaksiyona neden olmayan
yapay kemik dokusu gelistirmeyi amaglamaktadir [7]. Laboratuvar ortaminda {iretilen bu
kemik doku iskeleleri biyouyumlu, osteokondiiktif, osteoindiiktif, biyobozunur ve yapisal
olarak dogal kemige benzemelidir. Bunlara ek olarak {iiretilen kemik doku iskeleleri hiicre
gocii, tutunmasi ve yeni kemik dokusunun biiylimesi i¢in diizenli ve birbirine bagh
gbzenek yapisina sahip olmalidir [8].

1.2. Kemik Doku

Kemik hiyerarsik bir yapiya sahiptir. D1g kism1 kompakt kemiktir ve kalsiyum fosfattan
olusur. Bu kisim basing dayanimi saglar. i¢ faz siingerimsi kemik olup, osteoklastlar,
osteoblastlar ve kemik olusumunda rol oynayan hiicreler gibi kemik hiicrelerinin go¢
etmesi, cogalmasi ve bilylimesi i¢in birbirine bagli gozeneklere sahiptir. Sekil 1.2” de
kemigin porlu bir yapida oldugu goriilmektedir, Kemik matriksi kollajenden olusur ve
yapisina gerilme mukavemeti saglar. Kompakt ve siingerimsi kemigin miktar1 insan

viicudundaki kemik tipine gore farklilik gostermektedir [9], [10]. Kemigin iki faz1 vardir:



Kollajenden olusan organik faz ve kemigin %30'u. Inorganik faz hidroksiapatitten (HA)

olusur ve kemigin0.6gr Mn0'in1 olusturur.
Buna ek olarak inorganik fazin igerisinde Cinko (Zn), Mangan (Mn), Bakir (Cu) ve Iyot

(I) gibi eser elementler de bulunmaktadir [11],[12].
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Sekil 1.2. Kemigin yapist
Kemikler, iskelet sistemimizi olusturan ve eklemler, tendonlar ve baglar i¢in mekanik
destek saglayan dogal bir kompozit malzemedir. Kemikler hayat boyunca yenilenme ve

onarimdan gecen dinamik bir dokudur [13],[14].



Kemik doku insan viicudundaki bag dokunu ana kismini olusturmaktadir. Kemik doku
viicudu disaridan gelecek olan tehlikelerden korur, mekanik destek saglar, hareket etmeye
yardimci olur ve bunlara ek olarak sesin mekanik titresiminin kulak zarina iletimi kiigiik
kemik parcaciklar1 tarafindan gergeklestirilmektedir. Kemik dokularindan bazilarinda
kirmizi kemik iligi bulunur ve dolasim sisteminde onemli bir role sahiplerdir. Kan
hiicrelerin olusumu bu kemik dokularda gerceklesmektedir. Ayrica kemik dokularinda
mineral depolanmaktadir ve bu kan kalsiyum seviyelerinin dengelenmesini
desteklemektedir [15],[16].

Iki tiir kemik vardir. Bunlar kortikal kemik ve trabekiiler/siingerimsi kemiktir. Kortikal
kemigin yiizey alani diisik ve yogundur. Kemik iliginin boslugu etrafinda bir zarf
olusturmaktadir Trabekiiler kemik kortikal kemige gore daha az yogunluga ve daha genis
yiizey alanina sahiptir. Insan viicudunun %20’sini siingerimsi kemik, %80’ini kortikal
kemik olusturmaktadir. Kortikal kemik dokusunun mikro mimarisi karmasiktir ve
mekanik ve kirilma 6zellikleri iizerinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Trabekiiler kemik
metabolik olarak ¢ok aktif bir role sahip bir dokudur ve uzun kemiklerin, yass1 kemiklerin
ve omurlarin merkezini doldurur ve kemik iligi ile doldurulmus bosluklar veya
gozeneklerle ayrilmis birbirine bagli bir kemik trabekiiler agindan olusur. Bu nedenle,
trabekiiler kemigin molekiiler bilesimi ve mikro mimarisi, farkli mekanik ytikleme ve
yeniden gekillenme oranlart nedeniyle farkli anatomik konumlar arasinda degisebilir. Ek
olarak, kemik dokusu inorganik (mineral) ve organik fazlarin hiicre dig1 bir matrisini
(ECM) icermektedir. Organik faz, toplam matris iceriginin yaklasik %25-30'unu
olusturur ve ana bilesen, iki kollajen alfa (I) 1 peptit zincirinden ve bir alfa 2 (I)
zincirinden olusan ve Uglii sekilde birbirine sarilmig bir fibriler protein olan tip I
kolajendir. Cogunlugu HAP'tan olusan inorganik olan ise geri kalan %70-75'i

doldurmaktadir [17], [18],[19],[20].



1.3. Doku Miihendisligi

Kazalar, yaralanmalar gibi cesitli nedenlerden dolayr doku kayiplari meydana
gelmektedir. Doku kayb1 giiniimiizde modern t1p i¢in bir sorundur. Insan viicudunda hasar
gormiis dokular fiziksel boyutu kiigiik ise kendini yenileyebilmektedir. Fakat fiziksel
hasar kritik boyutun iizerinde ise hasar1 onarmak icin yeni bir dokuya ihtiyag
duyulmaktadir. Bu tarz kendiliginden iyilesemeyecek olan hasarlar icin allogreftler ve
otogreftler tercih edilmektedir. Ama bu tedavi yontemi immiin reddi, enfeksiyon,
patojenlerin bulasmasi, dondr doku kitligi, dondr bolgesi morbiditesi, cerrahi ve donor
eksikligi gibi riskler tasimaktadir. Bu riskler diisiiniildiiglinde daha aza risk ile dokularin
yenilenmesine katki saglayan doku miihendisligi yaklasimlart umut vericidir [21],[22].
Doku miihendisligi biyomalzemeler (iskeleler), hiicreler, biyo-faktorler (biiyiime
faktorleri gibi) ve miithendislik yontemlerinin kombinasyonunu kullanarak yarali dokular
degistirmek, islevlerini geri yiiklemek ve iyilestirmektedir. Hiicre adezyonu, gocii,
farklilagmasi, proliferasyonu vaskiilarizasyonu biiylime faktorleri ile saglanmaktadir.

Doku miihendisliginde kullanilan prosediirler Sekil 1.3’ te gosterilmistir [23],[24].
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Sekil 1.3. Doku miihendisliginde kullanilan prosediirler [25].
3B ortamda hazirlanan iskeleler hiicre dis1 matrisinin (ECM) yapisin1 ve islevini taklit
etmektedir. ideal bir yap1 iskelesi biyolojik olarak pargalanabilir, biyouyumlu, biyoaktif,
osteokondiiktif ve osteoindiiktif olmalidir [26].
1.4. Kemik Doku Miihendisligi
Doku miihendisligi, miihendislik yaklasimi ve biyolojik bilimler kullanarak hasarli
bolgeyi yenilemeyi ve onarmayi amaclar. Doku miihendisligi, dokular tasarlamak ve

iretmek i¢in biyomalzemeleri, biiytime faktorlerini ve hiicreleri kullanir.



Uzun bir siiredir metaller ve polimerler gibi sentetik malzemeler kullanilmaktadir. Ancak
malzemelerin yorulmasi ve kirilmasi ile ilgili sorunlarin {iistesinden gelinemez. Bu
nedenle, rejeneratif hiicrelerin, biyomalzemelerin, biiylime faktorlerinin ve 6zellesmis
hiicre kiiltlirii ortamlarinin kullanimi1 artmistir. Ayrica ¢ogalma kabiliyeti yiiksek, kemik
olusumu i¢in gerekli proteinleri sentezleyen ve immiinojenik olmayan hiicreler
kullanilmalidir. Genellikle mezenkimal kok hiicreler ve osteoblast hiicreleri kullanilir.
Osteoindiiksiyon ve Osteokundiiksiyon yeni kemik olusumu i¢in G6nemlidir.
Osteoindiiksiyon, biiyiime faktorleri yardimiyla mezenkimal hiicrelerin osteoblastlara
farklilagmasi anlamina gelir. Osteokondiiksiyon, kemik biiylimesinin matris olusumu
tarafindan tetiklendigi anlamina gelir [27].

1.4.a. Kemik Doku Iskelelerinin Ozellikleri

Yapay kemigin mimarisi dnemlidir, ¢linkii kemigin mekanik 6zelliklerini, hiicre gog¢iinii,
besin tedarikini ve vaskiilarizasyonunu etkiler. Birbirine bagli gézenekli yapi, osteoblast
hiicrelerinin biiylimeleri ve cogalmalari i¢in go¢ etmelerine ve besinlere ulagmalarina izin
verir. Gozenek boyutu ayrica iskele boyunca hiicre goclinde ¢ok dnemli bir rol oynar.
Gozeneklerin boyutu, osteoblast hiicrelerinin boyutundan daha biiyiik olmalidir, aksi
takdirde iskeleye giremezler ve yeni kemik olusumuna yardimci olamazlar. Ayrica
iskelenin gozenekliligi mekanik 6zelligi diisiirmemelidir. Vaskiilarizasyon ve kemik
olusumu igin ideal gdzenek boyutunun 300 um'den biiyiik olmasi gerekir. iskelenin yiizey
alan1 hiicre baglanmasina uygun olmali ve oksijen, atik ve besin diflizyonunu
kolaylastirmalidir.

1.5. Yapay Kemik Iskelelerinin Uretim Yontemleri

Yapay kemik iskeleleri {iretmenin birka¢ yontemi vardir. Yontemler asagida

listelenmistir.



1.5.a. Elektroegirme

Bu yontemde, polimer liflerini toplayici lizerinde toplamak i¢in bir elektrik akimi
kullanilir. Sistem bir siringa pompasi, metalik toplayici, metalik igne ve gii¢ kaynagindan
olusur. Elektrik akiminin etkisiyle elektrik yiiklii polimerler igneden lif olarak ayrilir ve
toplayiciya ulasir. Yiiksek yiizeyli gozenekli yapi iskeleleri bu yontemle iiretilir. Sekil

1.4’ te elektroegirme yonteminin sistemi ve kullanilan ekipmanlar gosterilmistir.
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Sekil 1.4. Elektro-egirme sistemi [46].

1.5.b. Dondurarak Kurutma

Bu yontemde iskelenin icindeki polimerik soliisyon kurutulur. Bu siire¢ ii¢c adimdan
olusmaktadir. Tk adim, ¢dzeltinin hazirlanmasidir. Ikinci adim, iskelenin kaliplanmasi ve
son adim, iskelenin diisiik basing altinda dondurulmasi ve kurutulmasidir. Son adimda,
buz ve su siiblimasyon ve desorpsiyon yoluyla geri alinir. Bu yontem, 20 ila 200 um
gozenek boyutu araliginda, %90 gozeneklilige sahip yapr iskelelerinin {retilmesini
saglar. Sicaklik, donma hiz1 ve polimer konsantrasyonu godzenek boyutunu etkiler.

Birbirine bagl ve yiliksek gozenekli bir iskele olusturmak icin yliksek mukavemetli

vakum gereklidir [28].



1.5.c. Gaz Kopiirtme

Bu yontemde gozenekli bir yap1 elde etmek icin karbondioksit gazi yerine organik
coziiciiler kullanilmaz. Bdylece organik ¢oziiciilerin toksik etkisi 6nlenmis olur [29]. Bu
yontemin avantaji, hem hidrofilik hem de hidrofobik polimerlerin kullanilabilmesi ve
ayrica HA gibi inorganik dolgu dispersiyonlarinin bir polimer matriks iginde kompozit
elde edilebilmesidir. Ancak gézeneklerin biiyiikliigiinii ve birbirine bagli yapisini kontrol
etmek zordur [30].

1.5.d. 3B Biyobaski

Bu yontem Eklemeli Imalat olarak da bilinir. Biyobaski, canlt hiicreler, hiicre dis1 matris
(ECM) ve biyomalzemeler kullanilarak "asagidan yukariya" karmasik yapay kemik yap1
iskeleleri tiretmek i¢in kullanilabilir. Bu yontem, iskele i¢inde kan damarlarinin olusumu
icin dahili vaskiilarize yapilarin iiretilmesini saglar. Bu teknik ile gozenek boyutu
ayarlanabilmekte, ayrica homojen gozenek boyutu dagilimi saglanmaktadir. Bilgisayarl
Tomografi (CT) taramalar1 ve Bilgisayar destekli tasarim (CAD) programlari kullanilarak
kisiye 0zel kemik iskeleleri tiretilebilir. Cesitli 3B biyobaski teknikleri vardir: Segici
Lazer Sinterleme, Ekstriizyon tabanli 3B Baski1, Miirekkep Piiskiirtmeli Biyobaski, Erimis
Biriktirme Modelleme ve Lazer Destekli 3B Biyobaski [31]. Sekil 1.5° te doku

miihendisliginde kullanilan bazi 3B yazilar gortilmektedir,



Sekil 1.5. Doku miihendisligine kullanilan 3B yazicilar

1.6. Kemik Dokuda Kullanilan Malzemeler

Iskele tasariminin ¢oklu gereksinimleri nedeniyle kemik doku miihendisliginde kompozit
malzemeler kullanilmaya baslanmistir bdylece iki veya daha fazla malzemenin
avantajlarindan faydalanilmistir. En 6nemli kompozit tiirlerinden biri olan organik-
inorganik kompozit tiiriinde polimer bilesen malzemenin siinekligini ve inorganik bilesen
ise malzemenin sertligi ve dayanimini saglamaktadir [32]. Polimer malzemesi olarak
sodyum aljinat (SA),polycaprolactone (PCL), jelatin, kitin, kolajen, seliiloz, nisasta, ipek
gibi dogal ve sentetik polimerler kullanilmaktadir. Inorganik malzeme olarak ise
Hidroksiapatit (HA), biyoaktif cam, aliimina ve kalsiyum fosfat kompozit malzemenin
biyoaktivitesini ve mekanik 6zelliklerini arttirdiklarindan dolay1 yaygin olarak kullanilan
biyoseramiklerdir [33].

1.6.a. Sodyum Aljinat

Sodyum Aljinat (SA), kapsiilleme, yara pansumani, kemik dokusu miihendisligi ve

immobilizasyon gibi ¢esitli biyomateryal uygulamalarinda kullanilan polisakkarit bazli,
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suda ¢Oziiniir, dogal bir polimerdir. Sekil 1.6’da gorildigi gibi toz halde
kullanilmaktadir. Mekanik 6zellikleri zay1f oldugundan, uygulama alanina gére mekanik
dayanimini arttirmak amaciyla bazi kimyasallarla ¢apraz baglanir. Ayrica ¢apraz bagl
olmasina ragmen kok hiicrelere iy1 matriks 6zellikleri saglar, kok hiicreler capraz bagh

SA yapi iskeleleri igerisinde canliliklarini koruyabilirler [34].

Sekil 1.6. Sodyum aljinat

SA'nin mekanik 6zellikleri ve biyolojik bozunma davranigi onun sert doku mithendisligi
uygulamalarinda kullanilmasina izin vermemektedir. Bu nedenle kompozit malzeme
yapiminda seramiklerle birlikte kullanilir [35].

SA hiicreler i¢in bir matris gorevi goriirken seramik dolgu maddesi gorevi goriir.
Seramigin biyolojik bozunma hizi gercekten yavas oldugundan her iki malzemenin
avantajlarindan yararlanilir.

SA iki alt birimden olusur. M kalintis1 d-mannuronik asittir, G kalintis1 ise glukuronik
asittir. G ve M kalmtilarinin sayis1 SA'nin kaynagina baglidir. Onceki ¢alismalar SA'nin

kemik doku miihendisliginde hyaluronik asitten daha avantajli oldugunu gostermistir.
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Kalsiyum iyonlarinin varligi jellesmeyi tetikler. Kalsiyum iyonlar1 hem dogal kemikte
hem de HA biyoseramikte bol miktarda bulundugundan SA'nin jellesmesi kaginilmaz
hale gelir [34],[35],[36],[37].

1.6.b. Hidroksiapatit

HA (Cal0(PO4)6(OH)2), biyoaktivitesi, osteokondiiktivitesi, biyouyumlulugu ve dogal
kemikle yapisal benzerligi nedeniyle en yaygin kullanilan biyoseramiktir. Sekil 1.7°de
gorlildiigii gibi toz hale getirilerek kullanilmaktadir. HA, osteoblast ¢cogalmasina ve
mezenkimal kok hiicrelerin (MSC) farklilagmasina yol agan kalsiyum iyonlarinin sayisini

artirir. Ayrica implante edildiginde immiinojenik reaksiyona neden olmaz [38].

Sekil 1.7. Hidroksiapatit

HA, yukarida sayilan iistiin 6zelliklerinden dolay1 son yillarda yapay kemik iskelelerinin
iiretiminde bilim adamlarinin dikkatini ¢ekmistir. Ancak bazi dezavantajlari da var.
Kirilgan yapist BTE uygulamalarina uygun degildir. Tablo 1.1°de hidroksiapatitin

mekanik 6zelliklerinde bu durumu agiklamaktadir.
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Tablo 1.1. Hidroksiapatitin Mekanik Ozellikleri [52].

Basing Dayanimi 400 MPa
Gerilme Direnci ~ 40 MPa
Elastik Modiilii ~ 100 GPa
Kirilma Toklugu ~ 1.0 MPaV m

HA'nin gézenekli yapist HA bazli kemik iskelelerinin dogal kemige baglanmasini saglar.
Ideal kemik iskeleleri, hiicrelerin iskele boyunca niifuz etmesine, biiyiimesine ve
farklilagmasina izin verir. G6zenekli yap1 vaskiilarizasyon ve hiicre canliliginda 6nemli
bir rol oynar. Ek olarak hiicreler gozenekli yiizeylere kolaylikla yapisir [39].

1.7. Kemik Doku Miihendisliginde Kullanilan Elementler

Kemik doku miihendisliginde kullanilan seramiklerin ge¢ bozulmasi, diisiik mukavemet
gibi baz1 dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bunlarin istesinden gelebilmek i¢in insan
viicudundaki eser elementler (Sr, Mg, Zn, Mn, Cu, Fe, Se gibi) ile birlestirilerek kemik
doku iskeleleri tiretilmektedir [40]. Osteogenezi tetiklemesi i¢in terapdtik etkisi olan
metal iyonlar1 seramiklerle birlikte kullanilmaktadir. Fakat bazi metal iyonlar: toksik etki
gosterebilmektedir. Ornegin Mangan (Mn), Bakir (Cu) ve Cinko (Zn) kullanilarak yapilan
karsilastirilmali bir ¢alismada Mn igerikli kemik iskelelerinin yapilan hiicre testleri
sonucunda toksik etkisinin Cu ve Zn ile karsilastirildiginda daha az, hiicre canliliginin ise
daha fazla oldugu goriilmustiir [41]. Yapilan bagka bir calismada ise Selenyum (Se) ve
Mn iyonlarinin etkisi karsilastirilmistir. Hiicre testleri sonucunda Mn iceren kemik doku
iskelelerinin MG63 hiicreleri i¢in sito-uyumlu ve metabolik olarak aktif oldugu
gozlemlenirken Se iceren kemik doku iskelelerinin hiicre canliligini azalttigi ve MG63
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hiicrelerini apoptozuna sebep oldugu gozlemlenmistir [42]. Bu nedenlerden dolay tez
calismasinda Mn elementi kullanilmistir.

1.7.a. Mangan

Mn kemikte bulunan en belirgin eser elementlerden biridir ve yaklasik 1.7-3 ppm kemik
iceriginde bulunmaktadir. Sekil 1.8 de goriildiigii gibi kemik doku miihendisliginde toz
halde kullanilmaktadir, Mn kemiklerin ve kaslarin metabolizmasini diizenlemede 6nemli
bir géreve sahiptir. Ayrica Mn eksikligi osteoblast aktivitelerini zayiflatarak osteogenezin
gecikmesine neden olur ve bu da kemik deformasyonu, biiyiime inhibisyonu, azalan
hareket koordinasyonu ve hatta kemik erimesiyle sonuglanir.

Mn elementi mukopolisakkaritlerin karbonhidrat sentezi metabolizmasinda kismen gorev
alarak kemigin biiylimesine ve gelismesine katkida bulunur [43]. Hiicre adezyonunda
gorevli olan molekiillerden integrinler gibi hiicrelerin birbirlerine yapismasini
saglamaktadir. Mn kemiklere kalsiyum baglayan protein osteokalsinin stimiilasyonunu
arttirmaktadir ayrica alkalin fosfataz aktivitesini artirarak kollajen tip I iretimini gelistirir

ve kemigin hiicre dig1 matrisinin yeniden sekillenmesini saglar.

Sekil 1.8. Toz halde mangan elementi

14



Daha 6nce yapilan ¢alismalarda HA-Mn bir arada kullanildiginda kemik rejenerasyonu
hizinin arttig1 goézlemlenmis ve yapilan biyouyumluluk testi sonuglarina gore diistik
seviyede Mn eklenmis olan yapilarda kemik mineralizasyonunda Onemli artis ile

osteoblast proliferasyonunu ve canliligini iyilestirdigi goriilmiistiir.

OSTEOBLAST
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Sekil 1.9. Mn elementinin kemik hasarinin iyilesmesine etkisi

Sekil 1.9°da goriildiigii gibi Mn elementi kemik hasarini iyilestirmede oldukga etkilidir.
Bunlara ek olarak Mn katkili yapilarda termal ve mekanik kararliligin arttigi saptanmistir
[44]. Mn’nin bu 6zelliklerinin yani sira diisiik konsantrasyonlarda hiicreler igin toksik etKi
yaratmadan antibakteriyel etki gosterdigi gozlemlenmistir. Bu 0Ozellik sayesinde
osteomyelit (kemik iltithab1) hastaligin neden olan bakterilerin inhibisyonunu
saglamaktadir [45].

Bu calismada SA, HA ve Mn kullanilarak elde edilecek olan seramik kompozit
biyomiirekkepler 3B yazicida iiretilerek kemik doku iskelesi elde edilmistir.
Biyomiirekkep olarak adlandirilmasindaki en temel neden iiretilecek olan kemik

iskelelerinin canli i¢in toksik bir etki olusturmamasinin yani biyoyumlu olmasinin
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istenmesidir ve ayrica ticari olarak bu tir malzemeler biyomiirekkep olarak
adlandirilmaktadir [35],[36]. Bu ¢alismada SA, HA ve Mn kullanilarak hazirlanmis
biyomiirekkep 3B yazici teknolojisiyle kemik doku iskelesi liretiminde kullanilmistir.
Bilindigi tizere HA dogal kemige benzerliginden dolay1 birgok kemik doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilmaktadir. Fakat HA’nin 06zellikleri saf halde kullanilmasi
istenilen Ozelliklerde kemik dokusu lretilmesine izin vermemektedir. Bundan dolay1
HA’ler bu calismada SA polimeri kombine edilerek birlikte kullanilmistir. SA dogal bir
polimerdir ve iskele iiretmek ic¢in hazirlanan karisimin 3B yazici ile kemik iskelesine
doniistiiriilmesinde kivami uygun hale getirmektedir. Daha oOnceki calismalar
incelendiginde Mn elementinin 3B yazici ile kemik doku iskelesi iiretiminde
kullanilmadig1 goriilmistiir. Ayrica, olusabilecek bakteriyel enfeksiyonlara karsi
antibakteriyel etki saglayabilme potansiyeli mevcuttur.

Tez galismasi asagidaki unsurlar nedeniyle 6zgiindiir:

1- Literatiirde ilk kez kemik hasart icin SA/HA/Mn kombinasyonundan olusan bir
seramik kompozit biyomiirekkep gelistirilecek ve doku iskelesi tiretilmistir.

2- Tasarlanan proje ile Mn iceren SA/HA doku iskeleleri ile kemik doku miihendisligine
yeni bir yaklagim getirilmistir.

3- 3B bask: teknigi kullanilarak istenilen boyutlarda tasarlanmis olan doku iskelesi
iretilebilecek ve tretilen kemik  iskeleleri hiicre biiylimesi i¢in gerekli olan gozenek
boyutuna sahip olmustur.

4-SA/HA/Mn kombinasyonu ilk kez 3B baski teknigi kullanilarak kemik doku
miihendisliginde kullanilmstir.

5-Mangan elementinin antibakteriyel 6zelligi kullanilmigtir.
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2.MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

Hidroksiapatit: Hidroksiapatit (HA, MW = 502,31 g/mol) Sigma-Aldrich'ten satin
alinmustr.

Mangan: Nanokar firmasindan satin alnmistir. %99 metal tozdur.

Sodyum Aljinat: SA (216,121 g/mol molekiil agirligi) Sigma-Aldrich'ten satin alinmistir.

2.2. Yontem

{
Sod Hidroksiapatit ! \
oayum ldroksiapati
Aljinat e .o

e 7

Sekil 2.1. Deneyde kullanilan metodlar A) Sodyum aljinat soliisyonunun hazirlanmasi B)
Hazirlanan soliisyona HA'min  eklenmesi C) Mn elementinin hazirlanan HA-SA
soliisyonuna eklenmesi D) Soliisyonun homojen bir sekilde karistiriimasi E) 3B yazicinin
kurulumu F) Hazirlanan biyomiirekkebin basimi G) Basilan iskelenin goriintiisii H)
Basilan iskelenin CaClz soliisyonu ile ¢apraz baglanmasi 1) Kemik iskelesinin son

goriintiisii J) Uretilen kemik doku iskelesinin hasarli kemik dokuya uygulanmas:
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2.2.1. Kemik Yapisim Olusturacak olan Seramik Kompozit Biyomiirekkebin
Hazirlanmasi

Oncelikle %110 HA iceren HA-SA oraninmn 10/0.77 oldugu seramik kompozit

biyomiirekkep i¢in kullanilacak olan malzemelerin hesaplamasi yapilmistir. 0.84 gr SA

ve 11 gr HA’nin tartimi gergeklestirilmistir. 10 ml saf su ve 0.84 gr SA behere

aktarilmistir. Igerisine balik eklenerek yaklasik 10 dk karistiricida 1s1 verilmeden sadece

donmesi saglanmistir. Ardindan 11 gr HA eklenerek bir kasik yardimi ile homojen bir

kivam elde edilene kadar karigtirilmigtir. Deneyde Tablo 2.1’de gorildigii gibi 4 farkli

seramik kompozit biyomiirekkep tiretilmistir. Bunlar kontrol grubu, 0.2, 0.6 ve 1 gr Mn

seklindedir. Mn igeren ¢ozeltilerde HA eklenmesinden sonra belirlenen oranda Mn

eklenerek kasik yardimi ile homojen hale gelene kadar karigtirtlmigtir [32].

Tablo 2.1. Formiile edilen seramik kompozit biyomiirekkebin konsantrasyonlart

Sodyum Aljinat Hidroksiapatit Mangan
(SA) (HA) (Mn)
Wsa/VaH20+SA+HA+MN | WhaA/VdH20+tSA+HA+MN | Wnn/VaH20+SA+HA+MN
SA/HA |0.84 11 0
(10/0.77)
SA/HA |0.84 11 0.2
(10/0.77)
+0.2 gr
Mn
SA/HA | 0.84 11 0.6
(10/0.77)
+0.6 gr
Mn
SA/HA |0.84 11 10
(10/0.77)
+1grMn
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2.2.2. Hazirlanan Seramik Kompozit Biyomiirekkebin Reolojik Ozelliklerinin

Analiz Edilmesi

Seramik kompozit biyomiirekkebin viskozitesi, yogunlugu ve yiizey gerilimi
Ol¢tilmiistiir. Seramik kompozit biyomiirekkebin viskozitesi, ortam sicakliginda bir dijital
viskozimetre (DV-E, Brookfield AMETEK, ABD) kullanilarak o6lgiilmistiir.
Soliisyonlarin yogunlugu, standart 10 mL'lik bir yogunluk sisesi olan DIN ISO 3507-
Gay-Lussac (Boru Cam Inc., Tiirkiye Cumbhuriyeti) kullanilarak analiz edilmistir.
Soliisyonlarin yiizey gerilimi ise, bir Sigma 703D, Attention, tensiometer (Almanya)
kullanilarak belirlenmistir. Her test on kez tekrarlanmistir. Deneylerden oOnce tiim

ekipmanlar kalibre edilmistir [28].

2.2.3. U¢ Boyutlu Kemik Doku iskelelerinin Basimmin Tasarimmmn Yapilmasi ve

STL Formatina Doniistiiriilmesi

Sekil 2.2. a) Iskelelerin basildigi 3B yazici b) Istenilen boyutlarda tasarlanmis olan seklin
STL formatina déniistiiriilerek 3B yazicinin programindaki goriintiisii

Ilk olarak iiretilmek istenilen kemik iskelesinin 1.2 cm x 1.2 cm x 0.6 cm yatay, dikey ve
ylikseklik boyutlarina sahip 30 katli bir yap1 Tinkercad programi kullanilarak tasarimi
elde edilmistir. 3B yaziciya yiikklenmesi i¢in STL formatina dondistiirilmistiir. Sekil
2.2°de goriildiigii gibi yazici ayarlarindan % 40 doluluk orani segilmistir. igne caps,
yazma hizi, akis miktar1 (debi), basing degeri gibi parametreler 6n ¢aligmada kullanilan

degerler referans alinarak diizenlenmistir. Tablo 2.2’de bu degerler goriilmektedir.
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Tablo 2.2. 3B baski sirasinda iskelelerin iglem parametreleri

Parametreler Degerler
Katman Sayis1 30

Igne Ucu 22G
Oda Sicakligi (°C) 25
Yazdirma Yiizey Sicakligi (°C) 25
Dolgu Yogunlugu (%) 40
Dolgu Hizi (mm/sn) 3-4

2.2.4. U¢ Boyutlu Yazei ile U¢ Boyutlu Kemik Doku Iskelelerinin Olusturulmasi

Oncelikle basim yapilacak olan 3B yazic1 kurulup ve ayarlamalar yapilmaya baglanmustir.
[lk olarak kemik soliisyonu siringaya dokiilmiis ve kullanilacak olan igne ucu takilmis ve
dolu siringa, 3B yazicinin igne yuvasina yerlestirilmis ve vida yardimi ile yuvaya
sabitlenmistir. Bu asamadan sonra basim yapilacak yiizey ile siringa ucu arasindaki
mesafe ayar1 yapilmistir. ilk asamada Tinkercad programinda ¢izilen iskele tasarimi 3B
yaziciin programina yiiklenmis ve optimum hiz ile doluluk oranmi ayarlanmistir. Son
olarak hava kompresorii ¢calistirilmis ve basing optimum diizeye getirildikten sonra basim

baslatilmistir. Sekil 2.3 te basilmis bir 6rnek yer almaktadir.

|

Sekil 2.3. 3B yazicida basimis kemik iskelelerinin goriintiisii
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2.2.5. Uretilen Iskelelerin Capraz Baglama islemi

Uretilen iskelelerin ¢apraz baglanmasi CaCly soliisyonunda bekletilerek saglandi.1l gr
Mn’luk CaCl; soliisyonu hazirlandi. 1 gr CaCl; tartildi ve 10 ml saf su icerisine eklenerek
karigmasi saglandi. Basimi yapilan ve kuruyan iskeleler hazirlanan soliisyonda 2 saat

kadar bekletildi ve kurutuldu. Boylelikle ¢apraz baglanma islemi gergeklestirildi.

Sekil 2.4. Basilan kemik iskelelerine ¢apraz baglanma islemi
2.2.6. Uretilen Kemik Doku Iskelelerinin Karakterizasyonunun Yapilmasi
2.2.6.a. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

3D baskilt HA-SA bazli Mn yiiklii kemik iskelelerinin 3D morfolojik 6zellikleri, yiizeyi,
gozenek boyutlart ve mikro yapist SEM ile analiz edildi. Bu test icin SEM, EVO LS 10,
ZEISS cihaz1 kullanildi. Elde edilen SEM analizi iskelelerin gdzenek boyutunu 6l¢mek
icin kullanildi. Her bir iskeleden 53 gbzenek boyutu 6l¢iildii (0.2, 0.6, 1 gr Mn), daha
sonra elde edilen veriler SPSS yazilimina aktarilarak histogram grafikleri ve gézenek
boyutu dagilimi ¢izildi. Gézenek boyutu analizi i¢in goriintiiler 10 kV ve 50X biiyiitme
altinda ¢ekildi.
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Sekil 2.5. Taramali elektron mikroskobu (SEM) cihazi

2.2.6.b. Fourier Doniisiimii-Kizilotesi Spektroskopi (FT-IR) Analizi

FTIR, fourier matematiksel doniisiimiiyle 15181n kizilotesi yogunlugunu dalga sayisina
kars1 6lgen kimyasal bir analitik yontemdir. IR 1s1nlart madde i¢inden gecerken molekiil
veya atom baglarinin biikiilmesi, gerilmesi, titresimi veya donmesi sonucu sogurularak
spektrum olusmasidir. FTIR analizleri Jasco FT/IR-4700 cihaz1 kullanilarak
yapilmaktadir. Iskelelerin fonksiyonel gruplarmi belirlemek ve kemik yapilarini
incelemek amaciyla kullanilmistir. Tiim spektrumlar 4000 400 cm™ tarama aralig1 ve 32

taramanin toplami arasinda alinmistir.
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Jrasco
FT/IR-4700

Sekil 2.6. FTIR cihaz

2.2.6.c. X-Istm Kirmnimi (XRD)

XRD analizi i¢in Shimadzu marka, 6100 model (Japonya) cihaz kullanilmistir.
Numunelerin XRD desenleri, bir Cu kaynagi (A = 1.54060 A°) kullanilarak analiz
edilmistir. Ornekler sirasiyla 40 kV ve 30 mA ¢alisma voltaji ve akiminda taranmis ve

arama aralig1 10-90 °, tarama hiz1 0.48 (°/dak) ve 6n ayar siiresi 2 saniyeye ayarlanmaistir.

AAYIN

Seki 2.7. XRD cihaz
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2.2.6.d. Diferansiyel Taramah Kalorimetri (DSC)

Iskelelerin termal 6zellikleri DSC (Shimadzu DSC-60 Plus) analiz yéntemi kullanilarak
belirlendi. iskeleler 25-400 °C sicaklik araliginda ve 10 °C/dk tarama hizinda test

edilmistir.

Sekil 2.8. Diferansiyel taramali kalorimetri Shimadzu DSC60 Plus cihazi
2.2.6.e. Mekanik Analiz

3D baskili HA-SA bazli Mn yiikli kemik iskelelerinin basinca karsi mekanik direncini
olgmek icin sikistirma testi uygulandi. Iskelelerin gerilme-gerinim egrisi Shimadzu
basma test cihazi kullanilarak elde edildi. Plakalarin arasina iskeleler yerlestirildi ve
ardindan basing testine baslandi. Test oda sicakliginda, 490 N'da ve 1 mm/dak test hizinda

yapilmistir.

Sekil 2.9. Shimadzu Basma Testi Cihazi
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2.2.6.f. Antimikrobiyal Aktivite Testi

Incelenecek olan &rnekler 5 ml Luria-Bertani sivi besiyeri icerisine eklenip bakteri
kiiltiirii 24 saat boyunca 37°C’ de inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonrasinda seri diliie
edilmis ve sonrasinda Tryptic Soy Agar besiyerine yayma ekimi yapilarak bir gece
37°C’de inkiibasyon sonrasinda koloni sayimi yapilmistir. % inhibisyon orani igerisinde
ornek igermeyen bakteri kontrolii ile karsilastirilarak hesaplanmistir. Bakteri olarak gram
negatif (Escherichia coli) bakteriler izerinde test edilmistir. Bu bakteriler, implantasyon
ve cerrahi tedaviler sirasinda ¢oklu enfeksiyonlara neden olmaya yatkin olduklari igin

sec¢ilmistir.

2.2.6.9. Hiicre Kiiltiirii Testleri

DMEM/F-12 (Dulbecco'nun Modifiye Kartal Ortami/ Besin Karisimi F-12), FBS (Fetal
Bovin Serum), L glutamin, penisilin/streptomisin, BSA (Bovine Serum Albumin) ve
fosfat tamponlu salin (PBS) tabletleri Amresco'dan satin alinmistir (Solon, ABD). (%99
saflik, hacim/hacim), 3-(4,5-dimetil-2-tiyazol)-2,5 difenil-2H-tetrazolyum bromiir
(MTT) tozu, %0.25' te Tripsin/EDTA soliisyonu (agirlik/hacim), glutaraldehit,
dimetilsiilfoksit (DMSO), heksametildisilan (HMDS) (%99 saflik, hacim/hacim),
BCIP/NBT tabletleri Sigma-Aldrich'ten (St. Louis, ABD) elde edilmistir. Ayrica boyama
kitleri Alizarin Red-S ve Alkali Fosfatlar (ALP) Sigma-Aldrich'ten (St. Louis, A.B.D.)
satin alinmistir.

Kontrol grubu, 0.2 gr Mn , 0.6gr Mn ve 1gr Mn- HA” larin biyolojik karakterizasyonlari
MC3T3-El fare osteoblast hatti ile yapilmistir. Bu deneyde toz ve iskele olmak tizere iki
farkli HA morfolojisi kullanilmistir. Baslangic olarak iki grup UV altinda 45 dakika
sterilize edilmistir. Toz numuneler 96 kuyucuklu plakalara yerlestirilirken iskeleler 24
kuyucuklu olanlara yerlestirilmistir. Tiim plakalara 3x10% hiicre/mL konsantrasyonunda
MC3T3-E1 hiicresi ekilmistir. Ornekler 21 giin boyunca (37°C, %5 CO>) inkiibe edilmis
ve biiyiime ortam1 DMEM/F-12, FBS (%10 hacim/hacim), penisilin streptomisin ¢ozeltisi

(%1 hacim/hacim), L-glutamin (%1 hacim/hacim) kullanilarak hazirlanmustir.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Morfolojik Yap1 Analizi

Capraz bagli iskelelerin SEM goriintiileri Sekil 3.1° de gosterilmektedir. HA/SA
iskelesinin gozenek boyutu 370-470 pum arasinda degismektedir. HA/SA/0.2gr Mn
iskelesinin gbzenek boyutu 370-420 pum arasinda degismektedir. HA/SA/6 Mn' nin
gbzenek boyutu 480-550 um arasinda degismektedir. HA/SA/1gr Mn iskelesinin gézenek
boyutu 510-560 um arasinda degismektedir. SEM analizi sonucunda porlarin giderek
artmasmin en biiylik nedeni Mn ilavesi ile hazirlanan soliisyonun viskozitesinin
artmasidir. Ciinkii viskozite arttikca 3B yazici ile basimda katmanlarin yayilmasinin
engellenmesidir. Katmanlar yayilmadigr i¢in porlar daha acik ve biyiiktiir. Yiiksek
viskozitenin 3 boyutlu biyobaskida diizensiz iskele yapisina ve basilabilirlik sorunlarina
neden oldugu goriilmiistiir [49]. Bu ¢alismada vizkozitenin artmasi herhangi bir soruna

yol agmamustir.
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Sekil 3.1. SEM goriintiileri a) Kontrol Grubu b)0.2gr Mn ¢)0.6gr Mn d)1gr Mn
Sekil 3.2°de SAIHA, SA/HA/0.2gr Mn Mn, SA/HA/ 0.6gr Mn ve SA/HA/ 1gr Mn doku
iskelelerine ait SEM goriintiileri yer almaktadir. Por boyutlarinin homojen bir sekilde
dagildig1 ve porlarin kare sekilde oldugunu sdylemek miimkiindiir. Capraz baglama
yapilmis oldugundan basilan doku iskelelerinin yayilmadan diizenli bir goriintiiye sahip

oldugu goriilmektedir.
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0.r Mn

Sekil 3.2. SEM goriintiileri
Sekil 3.3’de katmanlarin diizenli bir yapida oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.3. Basilan iskelelerin katmanli yapisini gosteren SEM goriintiileri
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3.2. Kimyasal Yap1 Analizi

Sekil 3.4 'de gosterildigi gibi, PO4 grubuna bagli HA' nin karakteristik zirveleri 1087,
1018, 962, 628, 597 ve 561 cm™" dir. 1087-1018 cm™ P-O asimetrik gerilmeyi, 628-561
cm™ P-O biikiilmesini ve 962 cm™ P-O simetrik gerilmeyi temsil eder. SA 'nin FTIR
spektrumunda, 3239 cm™, 1592-1405 cm™' de C=0 bagm temsil eden karakteristik bir
OH germe titresimi vardir. HA' nin P-O baginin dejenere olmayan simetrik gerilmesi, 946
cm™ C-O gerilme titresiminde SA ile etkilesime bagl olarak 962 cm™'den 960 cm™'e
kaydirilmistir. Bolge net temsil igin sar1 ile renklendirilmistir. 1592 cm™, 1405 cm™ ve
1295 cm™' de SA' nin karboksilat grubunun asimetrik ve simetrik titresimlerinin HA/SA,
HA/SA/0.2 gr Mn, HA/SA/0.6 gr Mn' de bulunmadigi agiktir. Mn elementi HA ve SA ile
etkilesime girmediginden kontrol grubunun spektrumlari ile Mn igeren grubun
spektrumlar1 (HA/SA/0.2gr Mn, HA/SA/0.6gr Mn ve HA/SA/1gr Mn) arasinda 6nemli

olgtide fark olmadigi gézlenmistir.
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Sekil 3.4. FTIR spektrumu a)Sodyum Aljinat b)Hidroksiapatit c)Mangan d)Kontrol
Grubu €)0.2gr Mn f)0.6gr Mn g)1gr Mn

3.3. Termal Yap1 Analizi

Sekil 3.5’te HA/SA ve HA/SA/Mn' nin DSC termogramlarin1 gostermektedir (0.2, 0.6,
1). SA' nin erime noktast 100.12 °C'dir. HA/SA ve HA/SA/2 Mn iskelelerinin erime
noktas1 106 °C' dir. Erime noktalar1 birbirine yakindir. Dolayisiyla HA varliginin
iskelenin erime noktasini arttirdigi, Mn elementinin varliginin da iskelenin erime
noktasini bir miktar arttirdigi sdylenebilir. Ancak Mn elementinin konsantrasyonunun
artmasiyla erime noktasi diismiistiir. HA/SA/0.6 gr Mn' nin erime noktasi 100.59 °C iken
HA/SA/1 gr Mn' nin erime noktas1 99.86 °C'dir. Mn' nin varlig1 iskelenin erime noktasini

onemli Ol¢lide etkilememistir. Bunun nedeni konsantrasyonunun diistik olmasi olabilir.
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Sekil 3.5. Iskelelere ait DSC termogramlar: a)Kontrol Grubu b)0.2gr Mn ¢)0.6gr Mn
d)1gr Mn

3.4. X Isinlar1 Difraktometresi Analizi

X-1s1m1 kirmimi (XRD), malzemelerin kimyasal ve kristal yapilarint ve fiziksel
ozelliklerini inceleyen bir analizdir. Bu tez ¢alismasinda hidroksiapatit, mangan, kontrol
grubu (SA/HA), SA/HA/0.2 gr Mn, SA/HA/0.6 gr Mn ve SA/HA/L gr Mn yapi
iskelelerinin fiziksel formu (kristal veya amorf), 10-80° kirinim agilarinda XRD ile
karakterize edilmistir.

HA’nin XRD spektrumundan elde edilen sonuglar, 26 =27.96°, 32.84°, 33.26° ve
34.98°'de goriilen kirinim tepe noktalarina sahip oldugu goriilmektedir. Bu sonug literatiir
ile kiyaslandiginda yaklasik olarak ayni degerler goriilmiistiir [47],[48]. Saf mangan
elementi i¢in 20 =38.9°, 44.03°, 44.9° ve 65.01° de goriilen kiriim tepe noktalarina sahip
oldugu goriilmektedir [53]. Sodyum aljinat polimerinin miktar1 ¢ok diisiik oldugu i¢in
ona ait herhangi bir tepe noktasi goriilmemektedir. 0.2gr Mn, 0.6 gr Mn ve 1 gr Mn igeren
iskelelerde HA ve Mn elementine ait tepe noktalarin1 gérmek miimkiindiir. Ayrica 20
=65.01° noktasinda goriilen tepenin mangan elementinin oraninin artmastyla pikin daha

fazla sivri hale geldigi Sekil 3.6° da goriilmektedir.
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Sekil 3.6. Iskelelerin XRD dagilim: a)Hidroksiapatit b)Mangan c)Kontrol Grubu
d)0.2gr Mn €)0.6gr Mn f)1gr Mn

3.5. Mekanik Analiz

Iskelelerin mekanik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla iiretilen kemik doku iskelelerine
basma testi yapilmistir. Tablo 3.7.°de SA/HA iskelesinin en yiiksek basma dayanimina
(3.19288 MPa) sahip oldugu goriilmektedir. 0.2 gr Mn, 0.6 gr Mn, ve 1 gr Mn igeren
kemik iskelelerinin yaklasik olarak esit derecede diisilk basma dayanimina (3.05155
MPa) sahip oldugu gozlenmistir. Bu durum doku iskelelerine Mn elementinin
eklenmesiyle basing dayanimlarinin azaldigini1 gostermektedir. Ancak sekil degisimi
degerleri karsilagtirildiginda en fazla sekil degisiminin %4.91825 deger ile SA/HA kemik
iskelesinin oldugu tabloda goriilmektedir. En az sekil degisiminin ise %2.23025 deger ile
0.6 gr Mn oldugu bildirilmistir. Bu durumda Mn elementinin eklenmesi kirilganligi
azalttig1 sOylenebilir. Sekil 3.7° de mangan oraninin artmasiyla sekil degisiminin diistiigi

goriilmektedir.
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Tablo 3.1. Basma testi sonuglari

Max_Gerilme (N/mm?) Max_ Sekil Degisimi (%)
Kontrol Grubu 3.19288 4.91825
0.2 gr Mn 3.05155 4.38488
0.6 gr Mn 3.05199 2.23025
1grMn 3.00038 2.25675

600

540 -

480 -

Kuvvet (N)

1 1 1 1 1 1 1 1
0 06 12 18 24 3 36 42 48 54 6 668 7
Sekil Degisimi (mm)

Sekil 3.7. Kuvvet-Sekil Degisimi grafigi a) 0.6gr Mn b) 1gr Mn c) 0.2gr Mn d)
Kontrol grubu
3.6. Antibakteriyel Test
Saf SA/HA, 0.2 gr Mn, 0.6 gr Mn ve 1 gr Mn yiikli doku iskeleleri Escherichia coli gram
negatif bakterileri ile koloni sayimi yontemi kullanilarak antibakteriyel testi
gerceklestirilmistir. Testi yapilan 6rnekler 5 ml LB (Lysogeny Broth) sivi besiyeri igerisine
eklenip bakteri kiiltiirii 24 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonrasinda

seri diliie edildikten sonra TSA (Tryptic Soy Agar ) besiyerine yayma ekimi yapilarak bir gece
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37°C inkiibasyon sonrasinda koloni sayimi yapilmistir. % inhibisyon orani igerisinde 6rnek
icermeyen bakteri kontrolii ile karsilastirilarak yapilmistir. Tablo 3.2° de goriildiigii gibi
baslangicta 6rnek igermeyen yaklasik olarak 2000 koloni ile teste baglanmistir. Saf SA/HA
doku iskelesinde herhangi bir antibakteriyel etki goriilmemistir. 0.2 gr Mn igeren 6rnekte %47.6
0.6 gr Mn igeren 6rnekte %56.6, 1gr Mn igeren 6rnekte %90.25 oranlarinda bakteri inhibisyonu
gorlilmiistiir. Sekil 3.8 de Mn oraninin artmasi ile bakterilerdeki diislis net bir sekilde
goriilmektedir. Testin sonucunda Mn oraninin artmasi ile antibakteriyel 6zelligin oldukca fazla
bir sekilde arttig1 sdylenebilir. Nawaz, Qaisar, et al.’in yaptiklar1 calismada Mn elementinin

hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilerilere kars1 etkili oldugu goriilmiistiir [50].

Kontrol E. coli 25922 Kontrol Grubu

Sekil 3.8. Escherichia coli gram negatif bakterisi ile yapilan antibakteriyel aktivite
sonuclari
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Tablo 3.2. Koloni Sayimi

Koloni miktar1 % Inhibisyon
Kontrol E. coli 25922 2000
Kontrol Grubu 2000 %0
0.2gr Mn 1048 %47.6
0.6gr Mn 868 %56.6
1gr Mn 195 %90.25

3.7. Hiicre Kiiltiirii Analizi

Kemik doku miihendisligi i¢in hazirlana 3B baskili SA/HA, SA/HA/0.2 gr Mn,
SA/HAJ/0.6 gr Mn ve SA/HA/1 gr Mn yap1 iskelelerindeki canlilik osteoblast hiicreleri
kullanilarak MTT analizi ile belirlendi. iskelelerin osteoblast hiicre canliligini belirlemek
icin 1, 3 ve 7 giinliik inkiibasyon boyunca MTT tahlili yapildi. Baslangigcta tiretilen doku
iskelelerinin hiicre canlilig1 benzerdi. 3.glin gruplarin hepsinde hiicre canliliginda artis
goriilmiistiir. Hiicre canliliginin en fazla artis olan grup kontrol grubu olarak
belirlenmistir. 7. giiniin sonunda Mn katkil1 doku iskelelerin hiicre canliliginda kontrol
grubuna gore biiylik bir artig goriilmiistiir.

Sekil 3.9’ da gosterilen sonuglara gére SA/HA, SA/HA/0.2 gr Mn, SA/HA/0.6 gr Mn ve
SA/HA/1 gr Mn, gelistirilen iskelelerinin tamaminin osteoblast hiicreleri tizerinde
herhangi bir toksisiteye neden olmadig1 goriilmektedir. Fakat Mn artig1 hiicre canliligim
bir miktar diigiirmiistiir. Kumar ve ark. hem yiiklii hem de yiiksiiz bilesenlerin HA
numunelerinde osteoblastik biiyiimenin desteklendigini ve 7 giin boyunca hiicre
proliferasyonunda artisa neden oldugu yapilan MTT testi ile goriilmiistiir. Ayrica HA
ylizeyindeki hem negatif hem de pozitif yiiklerin osteoblast hiicresinin metabolik

aktivitesinde artisa neden oldugu sdylenebilir [48],[51].
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Sekil 3.9. 1, 3 ve 7 giinliik kulucka siiresinden sonra 3B kemik iskelelerin MTT tahlili
Sekil 3.10°da goriildiigii yapi iskelelerine yapilan hiicre canlilik testinin sonucunda

alinmis floresan gortintiileri ile hiicrelerin yapi lizerinde dagildig1 gézlenmistir.
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3. Giin

a) Kontrol
Grubu

b) 0.2gr Mn

¢) 0.6gr Mn

d) 1gr Mn

Sekil 3.10. 3D baskili a) Kontrol (SA/HA), b) SA/HA/0.2gr Mn, ¢) SA/HA/0.6gr Mn ve
d) SA/HA/1gr Mn iskelelerinin 1, 3 ve 7 giinliik floresan mikroskobu goriintiileri



4. SONUCLAR

Bu tez caligmasinda ilk olarak seramik yapili kompozit bir biyomiirekkep hazirlanmis ve
3B yazic1 ile 30 katmanli bir kemik iskelesi elde edilmistir. Uretilen bu kemik
iskelelerinin morfolojik, kimyasal, mekanik, antimikrobiyal ve hiicre kiiltiirti analizleri
incelenmis ve degerlendirilmistir. Basim1 yapilan kemik iskelelerinde homojen porlarin
olmas1 ve hiicre biiylimesine katki saglayacak por boyutlarina sahip olmasma dikkat
edilmistir. Iskelelerin por boyutlar1 yaklasik olarak 350-650 um olarak ol¢iilmiistiir.
Maksimum por boyutunun 1 gr Mn igeren kemik iskelesinde goriilmiistiir. Bunun en
temel sebebi hazirlanan biyomiirekkebin viskozitesinin daha fazla olmasi ile katman
cikilirken yayilmamasidir. FTIR analizi sonucunda HA ve SA’nin karakteristik pikleri
gozlenmistir. Mangan elementi ilavesi ile piklerde herhangi bir kayma olmamistir. Kemik
iskelelerinin termal analizi sonucunda kompozit iskelelerin erime noktasinin yaklasik
100°C’de piklere sahip oldugu goriilmektedir. XRD analizi sonucunda HA ve Mn’nin
sahip oldugu karakteristik tepe noktalari goézlenmistir. Mangan elementinin oraninin
artmasi ile karakteristik pikin dahada sivri hal aldig1 test sonucunda goriilmiistiir.
Mekanik test sonucunda kemik iskelelerinin yaklasik 3 MPa degerine sahip oldugu
gdzlenmistir. Uretilen kemik iskelelerinin basma dayanimlar1 dogal siingerimsi kemigin
modiiliisi olan 1.9-7.0 MPa arasindadir. Kemik iskelelerinde kullanilan mangan
elementinin antimikrobiyal aktivitesinin oldugu test sonucunda goériilmiistiir. Mangan
elementinin en fazla miktarda kullanildigr 1 gr Mn kemik iskelesinde yaklagik olarak
%90.25 bakteri inhibisyonu goriilmiistiir. Daha az kullanildig1 iskelelerde bile yiiksek
oranlarda inhibisyon tespit edilmistir. Sonu¢ olarak mangan elementi gram negatif
bakterilere kars1 yiliksek oranda antimikrobiyal etkiye sahip oldugu gézlemlenmistir. Son
olarak yapilan hiicre kiiltiirii analizi sonucunda iskelelerde herhangi bir toksik etki
goriilmemistir. Fakat mangan elementinin artmasi ile hiicre canliligindaki artig azalmigtir.
Hiicre canliligimin en fazla oldugu kemik iskelesi 0.2 gr Mn igeren oldugu yapilan test
sonucu goriilmistiir. Sonug olarak mangan elementinin antimikrobiyal oldugu ve toksik

bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.
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