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SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

°C : Derece santigrat

3B : Ug boyutlu

A : Angstrom

Ag. : Agirlik

APTES : (3-aminopropil) trietoksisilan
Ark. : Arkadaslari

At. . Atomik

BCP : Bifazik kalsiyum fosfat
BET : Brauner-Emet-Teller
BJH . Barrett-Joyner-Halenda
Ca : Kalsiyum

CaO . Kalsiyum oksit

CaP : Kalsiyum fosfat

cm : Santimetre

CNT : Karbon nanotiip

Col : Kolajen

CS : Kitosan

CuKa : Bakir elementinin k kabugundaki alfa 1s1mas1
D : Kristal biiytikligi
DCPA : Dikalsiyum fosfat
DDM : Disk difiizyon yontemi
DHT : Dehidrotermal

DI : Deiyonize

dk : Dakika

DLS : Dinamik 151k sagilim1
Dox : Doksorubisin
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DR - Tlag salmimu

DST : Dinamik arayiizey gerilimi

ECM : Hiicre dis1 matris

EDS : Enerji dagilim spektroskopisi

EIS : Elektrokimyasal empedans spektroskopisi
EPR : Gegirgenlik ve retansiyon etkisi

FESEM : Alan emisyonlu-taramali elektron mikroskobu

fMWCNT : Fonksiyonel ¢ok duvarli karbon nanotiip

FTIR : Fourier doniistimlii kiziltesi spektroskopisi

FWHM : Pik yiiksekliginin yar1 genisligi

g : Gram

GO : Grafen oksit

HA : Hidroksiapatit

Hac. : Hacim

HCI : Hidroklorik asit

ICDD : Uluslararasi kirinim veri merkezi

Io : D-bant siddeti

le . G-bant siddeti

kg : Kilogram

kJ : Kilojoule

kPa : Kilopaskal

Ksp : Coziiniirlik carpimi

L - Litre

M : Molar

mg : Miligram

mL : Mililitre

mM : Milimolar

mN : Milinewton

MSDDS : Uyaranlara duyarli ¢ok fonksiyonlu akilli antikanser ila¢ dagitim
sistemleri

MTT : Metil tiyazolil tetrazolyum

mV : Milivolt
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n : Formiildeki iyon sayisi

N2 : Azot gazi

NaCl : Sodyum kloriir

NCQDs : Azot katkil1 karbon kuantum dotlar
NH: : Amin

nHA : Nano hidroksiapatit

nm : Nanometre

@) : Oksijen

OCP : Oktakalsiyum fosfat

OH - Hidroksil

PBS : Fosfat tampon ¢o6zeltisi

R : Evrensel gaz sabiti

RGO : Indirgenmis grafen oksit

rpm : Dakikadaki devir sayis1

S : Saat

S : Stipersatiirasyon orant

SBF : Yapay viicut s1vist

SEM : Taramal1 elektron mikroskobu

Sn : Saniye

T : Mutlak sicaklik

t : S1caklik

TCP : Trikalsiyum fosfat

TEM : Tiinellemeli elektron mikroskobu
TGA : Termal gravimetrik analiz

Ti : Titanyum

Tris : Tris(hidroksimetil)-3-aminometan
UV-Vis : Ultraviyole-Goriiniir bolge 151k absropsiyon spektroskopisi
Xe . Kristalinite

XPS : X-151nlar fotoelektron spektroskopisi
XRD » X-1s1m1 kirinimia

V4 : Birim hiicredeki molekiil formiil zamani
o : Alfa

viii



: Beta

: Gibbs serbest enerjisi
: Bragg acis1

: Dalga boyu

: Mikrolitre

: Mikromolar

: Yogunluk
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OZET

Anahtar kelimeler: Biyomimetik Yontem, Hidroksiapatit, Biyomalzeme Kaplama,
Yapay Viicut Sivisi, Kalsiyum-Fosfat, 3B Poroz Yap Iskelesi, Biyomineralizasyon,
Akill flag Dagitim Sistemi

Bu calismada yapay viicut s1visi (SBF) kullanilarak hidroksiapatit (HA) ve Kalsiyum-
Fosfat (CaP) fazlar1 biyomimetik yontem ile biyomineralizasyon sonucu toz halde,
indirgenmis grafen oksit iizerinde, farkli 6n yiizey islemlerden gecirilmis Titanyum
yiizeyinde, liyofilizasyon ile olusturulmusg olan 3B gbzenekli
kolajen/fonksiyonellendirilmis ¢oklu duvarli karbon nanotiip/kitosan yapi iskelesi
tizerinde ve Ti6Al4V alasimi1 lizerinde sentezlenmistir. Sentez yOnteminin
kiyaslamasinin yapilmasi igin ayrica sol-jel ile de HA sentezi gergeklestirilmistir.
Bunlara ilaveten biyomimetik yontemle Ag, Zn veya Co katkili HA sentezi ve
ardindan fonksiyonellendirilmis Ti {izerinde Ag, Zn veya Co katkili HA/fMWCNT
kompozitinin kaplanmasi gerceklestirilmistir. Son olarak ila¢ tasiyici sistem olan
NCQDs/Dox/HA hidrojeli gelistirilmistir.

Sentezlenen HA, trikalsiuum fosfat (TCP), brushit, indirgenmis grafen oksit, 6n ylizey
islemleri sonras1 Ti ve Ti6Al4V, fonksiyonellendirilmis karbon nanotiip, Ag, Zn veya
Co katkili HA, fonksiyonellendirilmis Ti, Azot katkili karbon kuantum noktalar,
kaplamalar, 3 Boyutlu Gozenekli yapi iskeleler ve hazirlanan hidrojellerin
karakterizasyonlari, yapilar arasindaki etkilesimleri ile incelemeleri XRD, SEM,
FESEM, TEM, Raman ve FTIR spektrofotometresi, zeta potansiyeli, DLS, TGA, EDS,
XPS, EIS, BET, UV-Vis, optik mikroskop, MTT, temas agisi, yiizey enerjisi, basma
testi, yapigma testi, jellesme siiresi, enjekte edilebilirlik, DST 6l¢iimleri, antibakteriyel
aktivite, normal ve kanserli hiicreler iizerinde ilag salinimi 6lgiimii, biyogoriintilleme
Olctimleri ile gerceklestirilmistir. Calismalar sonucunda, farklt morfolojilere sahip
biyomimetik HA’nin, farkli Ca kaynagi ile SBF’de mikrodalga destekli biyomimetik
yontem kullanilarak sentezlenebilecegi; GO biyomineralizasyonunun indirgenme
orani degistirilmesi ile hizlandirilabilecegi; Ti ylizeyinin HA kaplanmasinda farkli 6n
yiizey islemlerinin kaplama siirecine farkli etki ettigi; Col/fMWCNT/CS/HA 3B
gozenekli kemik iskelesinin siingerimsi kemik i¢in uygun oldugu; CaP fazi1 olup kemik
olusumunda 6ncii olan brushit fazinin SBF’nin modifiyesi ile biyomimetik kosullarda
mimkiin oldugu; ¢ozelti ortaminin sol-jel metodu ile sentezlenen HA 6zelliklerine
etkidigi; Ag, Zn veya Co katkili HA nin biyomimetik sentezinin miimkiin oldugu ve
Ti yiizeyinin fonksiyonellendirilmesinin Ag, Zn veya Co katkih HA/fMWCNT
kompoziti ile etkilesimlerini arttirdig;; HA katkili {diretilen NCQDs/Dox/HA
hidrojelinin in-vivo akilli ila¢ dagitim sistemi olarak kullanilmasi agisindan {imit vaat
ettigi bulunmustur.
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HYDROXYAPATITE SYNTHESIS BY BIOMIMETIC METHOD
AND APPLICATIONS

SUMMARY

Keywords: Biomimetic Method, Hydroxyapatite, Biomaterial Coating, Artificial Body
Fluid, Calcium-Phosphate, 3D Porous Scaffold, Biomineralization, Smart Drug
Delivery System

In this study, hydroxyapatite (HA) and Calcium-Phosphate (CaP) phases using
biomimetic method using biomimetic method, powdered, 3D porous
collagen/functionalized multi-walled carbon nanotube/chitosan on the reduced
graphene oxide on Titanium surface that has undergone different pretreatment.
synthesized on Ti6Al4V alloy on scaffold. Hydroxyapatite synthesis was also
performed with sol-gel to compare the synthesis method. In addition to these, synthesis
of Ag, Zn or Co doped HA by biomimetic method and then coating of functionalized
Ti with Ag, Zn or Co doped HA/fMWCNT composite was performed. Finally, the
drug delivery system NCQDs/Dox/HA hydrogel was developed.

Synthesized hydroxyapatite, tricalcium phosphate, brushit, reduced graphene oxide, Ti
and Ti6Al4V after pre-surface treatments, functionalized carbon nanotube, Ag, Zn or
Co doped HA, functionalized Ti, Nitrogen doped carbon quantum dots;
Characterization, interactions and examinations of the coatings and 3 dimensional
porous scaffolds, hydrogels prepared, XRD, SEM, FESEM, TEM, Raman and FTIR
spectrophotometry, zeta potential, DLS, TGA, EDS, XPS, EIS, BET, UV-Vis, optical
microscope, MTT, contact angle, surface energy, compression and adhesion test,
gelling time, injectability, DST measurements, antibacterial activity, drug release
measurement on normal and cancerous cells and bioimaging measurements. As a result
of the studies, biomimetic HA with different morphologies can be synthesized by using
microwave assisted biomimetic method in SBF with different Ca source;
biomineralization of GO can be accelerated by changing the reduction rate; in the HA
coating of Ti surface, different front surface processes have different effects on the
coating process; Col/fMWCNT/CS/HA 3D porous bone scaffold is suitable for spongy
bone; a CaP phase and the brushit phase leading to bone formation are possible in
biomimetic conditions with the modification of SBF; the solution ratio of HA produced
by sol-gel method affects the synthesized HA properties; biomimetic synthesis of Ag,
Zn or Co doped HA is possible, and functionalization of Ti surface increases
interactions with Ag, Zn or Co doped HA/fMWCNT composite; it has been found that
NCQDs/Dox/HA hydrogel produced with HA additives promises to be used as an in-
vivo smart drug delivery system.
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BOLUM 1. GIRiS

Biyomedikal alaninda da oldugu gibi bir¢ok alanda dogayi taklit etmek insan yagamini
kolaylastirmakta ve teknolojik olarak gelisim saglamaktadir. Bu nedenden dolay:
biyomimetik konusu dikkat ¢eken bir yerde olmaya genis yelpazedeki alanlarda devam
etmektedir. Biyomedikal alaninda ayrica bir kalsiyum fosfat (CaP) fazi olan
hidroksiapatit (HA) kemik igeriginde olan inorganik fazi olusturmasi, biyoyumlulugu
ve kemik hiicresi gelisimini desteklemesinden dolay1 arastirmacilarin dikkatini
cekmektedir. HA sentezi icin ¢esitli sentez metotlar1 olmasima ragmen biyolojik
kosullardaki yapay viicut sivist (SBF) igeriginde olan iyon konsantrasyonlarini, pH’1
ve sicaklig taklit eden tek yontem biyomimetik yontemdir. Bu yontem baz: literatiir

kaynaklarinda biyomineralizasyon olarak da gegmektedir.

Biyomimetik yontemin temeli olusum entalpisi en diisiik olan CaP fazinin olusmasina
dayanmaktadir. Dogal olarak iyon konsantrasyonu degistirmesi ile ayn1 zamanda elde
edilecek olan CaP fazi1 degistirilebilir. Biyomedikal alanda dikkat ¢eken diger CaP
fazlari ise brushit ve trikalsiyum fosfattir (TCP). Baslica nedenler olarak; brushit fazi
kemik olusumunda oOncii faz, TCP ise HA ile olusturulan kompozitlerinin

biyobozunma ayarlanmasinda kolaylik saglanmasindan dolay1 dikkat ¢gekmektedir.

Biyomedikal alaninda kullanilan Titanyum (Ti) ve alagimi olan Ti6Al4V mekanik
ozelliklerinin kemige benzer olmasindan dolay: tercih edilmektedir. Fakat Ti ve
Ti6Al4V vyiizeylerinin biyouyumlu hale getirilmeleri gereklidir ve biyomedikal
alaninda zorunlu hale gelmektedir. HA ve HA igerikli kompozitler Ti ve Ti6Al4V
yiizeylerinin biyouyumlulugunu arttirmak i¢in kaplama olarak kullanilmakta ve daha
yiikksek biyouyumlulukla birlikte biyoaktivite de elde edilmektedir. Ayrica
kaplamalarin adezyonunun arttirillmas1t biyomedikal alaninda kullanilan alt

malzemeler s6z konusu oldugunda 6nemli bir yere sahiptir.



Siingerimsi  kemigin kompakt kemige kiyasla mekanik ozellikleri daha diisiik
oldugundan dolayr Ti ve Ti6Al4V’dan ziyade mekanik dayanimi diisiik yapilara
ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu alanda da HA dikkat ¢ekici bir kompozit ilavesi olarak
literatiirde giincelligini korumaya devam etmektedir. Siingerimsi kemik benzeri 3
boyutlu (3B) yap1 iskeleleri 6zellikle iceriginde eklenebilen biyolojik igeriklerin
sicaklikla yapilarint koruyamamalarindan dolayr liyofilizasyonla {iretim avantaj
sunmaktadir. Stingerimsi kemigin poroz yapisi liyofilizasyon sonucu gozeneklilik elde
edilerek taklit edilebildigi i¢in liyofilizasyon tekniginin kullanilmasi ayrica bir avantaj

saglamaktadir.

Saf HA ile kiyaslandiginda iyon katkili HA’nin mikrobiyal aktivite, osteoblast
aktivitesi ve kemigin geri kazanimi farkliliklar1 gibi istiinliiklerinin olduklar
bilinmektedir. Bu nedenlerden dolay1 saf HA ile birlikte Giimiis, Cinko veya Kobalt

katkilt HA malzemeleri ayn1 zamanda literatiirde dikkat ¢ekici bir yer almaktadir.

Stingerimsi kemik ve biyomalzeme kaplamalar1 saf HA ile birlikte kullanilan ¢esitli
bilesenler sayesinde istenilen oOzelliklere yaklagsmak adina gelistirilebilmektedir.
Inorganik yapiy1 olusturan CaP fazinin yani sira kemigin organik yapisi biiyiik oranda
Kolajen (Col)’den meydana gelmektedir. Viicut i¢erisinde bulunmasi biyolojik agidan
Col’ii biyouyumlu kilmakta ve biyomedikal alaninda 6nemli bir kompozit bileseni
haline getirmektedir. Col sicaklik ile yapisi bozulan bir biyolojik malzeme oldugundan
dondurarak kurutma ile kompozit igerisinde isleme sokulabilmektedir. Col’e ilaveten
bir diger kompozit 6zelliklerini gelistiren katki malzemesi olarak ¢ok duvarli karbon
nanotiip (MWCNT) verilebilir. Biyomedikal kaplamalar1 gii¢lendirmeleri, yiiksek
yiizey alanlar1 ve biyouyumluluk 6zelliklerinden dolayt MWCNT dikkat ¢ekici bir
katki malzemesi olarak bulunmaktadir. Fonksiyonellendirilme 6zelliklerinden dolay1
kompozit i¢erisinde bag yapmis olarak bulunabilecegi ve yiizey alanlarinin yiiksek
olusu kompozitin birbirleri ile olan baglar1 arttirabilecegi ayrica da toksisitenin
azaltilmasinin saglandigi bilinmektedir. Bir bagka katki malzemesi olarak Kitosan
(CS) antibakteriyel dogasi, yara iyilestirici aktivitesi ve yapisal olarak kikirdak

kemigin ECM’sinin (hiicre dis1 matris) ana bileseni olan glikozaminoglikanlara



benzeyen ve toksik olmayan biyopolimer olmasindan dolayr dikkat c¢ekici bir

kompozit katki malzemesidir.

Implant malzemesi kaplanmas1 Ve siingerimsi kemik yerine gecebilecek 3B gdzenekli
yapt iskeleleri uygulamalari ile birlikte HA nin igerisinde oldugu ve gelismekte olan
bir diger konu da kanser tedavilerinde kullanilan akilli ilag tasiyict sistemlerdir. Akilli
ilag tasiyici sistemler viicut icerisindeki hedeflenen yerlere iletmek iizere ilaca karsi
afinitesi olan ve hedeflenmis olan yerin pH veya sicaklik gibi dis uyarilara kars ilag
salimimin gergeklestiren sistemlerdir. Doksorubisin (Dox) en yaygin kullanilan genis
spektrumlu bir antikanser ilact olmasi ile birlikte Dox’un intravendz kemoterapisi
siklikla sistemik toksisiteye ve ciddi komplikasyonlara neden olmaktadir. Bu nedenle,
toksik yan etkileri en aza indirmek ve antikanser etkinligini arttirmak i¢in Dox i¢in
cesitli akilli ilag tasiyict sistemleri gelistirilmektedir. Boylece akilli ilag tasiyici
sistemlerdeki ilag saliniminin pH gibi dis etkenlere karsi duyarli olmasi hedeflenebilir.
Bu sistemler igerisinde hidrojeller hem viicut igerisine enjekte edilebilirliklerinden
dolay1 hem de yerinde olusan (in-situ) jellesme seklinde ayarlanabilen yapilari nedeni
ile giincelligini korumaktadir. Akill ilag tasiyici sistemleri ayni zamanda Azot katkili
karbon kuantum noktalar (NCQDs) gibi son yillarda diinya ¢apinda bir¢ok arastirma
grubu tarafindan yeni nesil ¢ok islevli nanotip arastirma alani olarak giin gectik¢e daha
fazla ilgi ¢ekmeye devam eden bir katki malzemesi kullanilmasi ile yapmin gok

fonksiyonlu hale getirilebilmesi miimkiindiir.

Bu tez calismasinin amaci, tez kapsaminda gergeklestirilen yayimnlarda da bahsedildigi
[1-7] ve ayrica tezin iceriginde var olan akilli ilag tasiyici sistemini de igine alan bir
konu olan HA’nin uygulama alanlarmma faydali eklemeler gerceklestirebilmek ve
literatiire etki degeri yiiksek bir zenginlik katabilmektir. Bu baglamda tez igeriginde
tek cat1 altinda toplanmais olan ilgili caligsmalar ayrica sonraki boliimlerde neden-sonug

iligkileri ile ayrintili bir sekilde agiklanmastir.



BOLUM 2. BiYOMIMETIK YONTEMLE BIYOMALZEME
URETIMI VE AKILLI iLAC DAGITIM SiISTEMLERI

2.1. Hidroksiapatit ve CaP Fazlan

CaP gibi biyoseramikler insan viicudunun hastalikli veya hasar gérmiis kisimlarim
tamir ettigi ve insan yagsam kalitesini ve siiresini arttirdigr i¢in dig ve ortopedik
uygulamalarda genis Olclide calisilmaktadir. CaP fazlarindan biri olan HA
[Ca10(PO4)s(OH)2], insan dogal kemiginin inorganik fazina kimyasal ve yapisal
benzerligi nedeniyle biyoaktif seramik kategorisine girer ve biyomedikal alanda
kompozitler, tozlar veya metalik biyomalzemeler iizerine kaplamalar olarak tibbi
uygulamalarda yogun olarak incelenmis olan bir biyoseramik malzemedir [6]. HA
cevresindeki doku ile kimyasal olarak baglanabilme ve etkilesime girebilme nedeniyle
osteokondiiktif, biyoaktif ve biyouyumlu ozellikte bir seramiktir [8-10]. Yiiksek
osteokondiiktivitesi nedeniyle sert doku malzemesi olarak ¢alisilmis ve klinik olarak
dental implant materyali, kemik ikameleri, yapay kemik grefti ve osteokondiiktif
iskeleler olarak kullanilmaktadir [11, 12]. Nano boyutlu HA seramik biyomalzemeleri
mikron boyutlarindakilere gore ¢ok daha yiiksek biyoaktivite [13, 14] ve gelistirilmis
biyobozunurluk [15, 16] gstermektedir. Nano boyutlu HA’dan Ca?" salmimi dogal
apatitinkine benzerdir ve ayrica mikron boyutta olan HA’dan olan salinima kiyasla
daha hizlidir [17]. Tablo 2.1. HA sentezi sirasinda faz olarak en sik goriilen CaP

tuzlarini géstermektedir [18].

Oksijen (O) ve kalsiyum (Ca) atomlarinin ekseni kafes sabitleri a=0,9418 nm ve
c=0,6884 nm olan altigen ecksene paraleldir ve stokiyometrik HA’nin
[Ca10(PO4)s(OH)2] altigen yapisini olusturur. Ayrica, Ca eksikligi bulunan HA
[CDHA, Ca10x(PO4)6-x(HPO4)x(OH)2x, 0<x<1] Ca/P orani insan kemigindeki oran
olan 1,5’e yakin oldugu i¢in insan kemigine daha benzerdir [19]. Insan sert dokusuyla

benzer yapiya ve ayni kimyasal bilesime sahip olan CDHA nin kemik olusumu ve



yeniden yapilanma gibi ¢esitli islemlerde 6nemli bir rol oynadig: diisiiniilmektedir.
Bununla birlikte kemikteki HA minerali yaklasik 1,5 olan bir Ca/P oranina sahip olan
bir CDHA yapisina sahiptir ve bu agikca TCP’larla ayn1 Ca/P oramidir (TCP,
Caz(POs4)2, Ca/P=1,5), ancak kimyasal ve yapisal bilesimi ise stokiyometrik HA ile
aynidir (Ca/P=1,67) [20].

Tablo 2.1. Cesitli CaP biyoseramiklerinin Ca/P atomik oranlari [18].

Kalsiyum-fosfat Sembol Formiil Ca/P
Monokalsiyum fosfat (MCPM)/(MCPH) Ca(H2P04)2.H0 0,5
monohidrat
Monokalsiyum fosfat (MCPA)/(MCP) Ca(H2P04)2 0,5
anhidrat
Dikalsiyum fosfat dihidrat (DCPD) CaHPO4.2H,0 1,0
(Brushit)
Dikalsiyum fosfat anhidrat (DCPA)/(DCP) CaHPO4 1,0
(Monetit)
Oktakalsiyum fosfat (oCP) Cag(HPO4)2(P0O4)4.5H,0 1,33
a-Trikalsiyum fosfat (a-TCP) Ca3(PO4)2 15
B-Trikalsiyum fosfat (B-TCP) Casz(POa)2 15
Amorf kalsiyum fosfat (ACP) Cax(PO4)y.nH0 1,2-2,2
Hidroksiapatit (HA)/(HAp) Cai1o(PO4)s(OH), 1,67

Daha etkin kemik yenilenme yetenegi, kontrol edilebilir biyobozunma orani,
milkemmel biyoaktivite, biyouyumluluk, osteokondiiksiyon ve osteoindiiksiyon
yetenegine sahip HA ve TCP’dan olusan bifazik HA/TCP tipta kemik grefti yerine
yaygin olarak kullanilmaktadir ve kemik kusurlarinin onarimini destekleyerek kemik
dokusuna baglanan miikemmel bir implant biyomalzemesidir [21-29]. Bununla
birlikte, HA/TCP gibi seramik fazlarin mekanik ozellikleri biiylik kemik kusurlari
[30], major uzun siireli ve yiik tagiyici implant uygulamalar1 i¢in yetersizdir [31].
HA/TCP’nin zayif asinma direnci, ortopedik implantlarda uygulanmasi i¢in bir diger

dezavantajdir [32].

TCP ve HA, biyoaktivite ve biyobozunma gibi miikemmel &zellikleri nedeniyle CaP
biyomalzemeleri sinifinda en ¢ok kullanilanlar arasindadir. HA ve TCP fazlarinin
kombinasyonu tek faza goére su sekilde birka¢ olumlu duruma sahiptir: (1) a-
TCP/HA’nin daha yiiksek mekanik 6zellikleri; (2) a-TCP/HA ve/veya B-TCP/HA’nin
(biyolojik aktivite, biyobozunma ve biyomateryal ve dokular arasindaki etkilesim)
daha iyi biyolojik 6zellikleri ve (3) kemik mineralindekine benzer olarak ayarlanabilen

cesitli kimyasal bilesimler (1,50-1,67 aras1 Ca/P oranlari) [26, 33, 34].



Insan kemikleri ve birgok HA igerikli biyoseramik aslinda ~%25 B-TCP ve ~%75
HA’nin bir karisimidir ve saf HA’ya daha iyi biyobozunurluk gosterirler [35]. HA ve
B-TCP, genellikle iyi osteogenesis ozellikleri nedeniyle kullanilir ve dogal kemik
dokular1 ile siki baglar olustururlar. Ayrica, B-TCP’nin biyobozunma orani
HA’ninkinden on katindan daha yiiksektir. Bu, kontrol edilebilir biyobozunma orani
ve daha iyi kemik yenileme yetenegi nedeniyle HA/B-TCP bifazik kalsiyum fosfat

(BCP) seramiklerinin gelismesine olan ilginin artmasini saglamistir [28, 36].

Yeni  kemik  osteogenezinin  gelistirilmesi  i¢in  kullanilabilen  CaP
biyomalzemelerinden biri olan brushit kirik kemik ve bdbrek taslarinda tespit
edilmistir. Patolojik kalsifikasyon formunda insan metabolizmasinda bulunan ve uzun
vadede iltihaplanmaya neden olmayan brushit, miikemmel biyouyumluluk ile viicut
ortaminda ideal bir biyoemilim orani sergilemektedir. Bu biyoemilim orani yeni kemik
olusumuna yakin olup brushit kemik ikame maddesi olarak Ti alasimlar1 yilizeylerinde
biyoaktif tabaka olusturmak igin basariyla uygulanmustir. In-vivo ve in-vitro
caligmalar brushitin osteokondiiktif, osteoindiiktif, biyobozunur ve biyouyumlu
oldugunu ayrica kemik yenilenme siiregleri i¢in potansiyel biyomalzeme olarak dikkat
cektigi gosterilmistir [37]. HA nin ¢oziiniirligi (25°C’de 116,8 pKsp), brushit ile
(25°C’de 6,59 pKsp) karsilastirildiginda daha diisiiktiir. Brushit, diger CaP’lara gore
daha diisiik ylizey enerjisine sahiptir ve viicut ortaminda ¢6ziinebilme ile yiiksek bir
yiizey alanina sahip olma yetenekleri nedeniyle HA’ya gore benzersiz bir avantaja
sahiptir. Implantasyondan sonra brushitin hiicresel aktivite sayesinde hizl1 bir sekilde
emilmesi ve ilk haftalarda ¢6zlinmeye ugramasi goz oniine alindiginda, bu 6zellikler
diger CaP’lara kiyasla Onemli bir avantaj olarak goriinmektedir. Ayrica,
implantasyonun erken dénemlerinde implant-doku ara yiiziiniin yaninda artan Ca®* ve
fosfat (PO3 ") iyon derisimleri saglayabilir ve bu sekilde daha az ¢oziiniir olan HA’ya
doniisme elde edilebilir [38].

Genglerdeki kemik dokusu yetiskinlere gore daha fazla brushit igerdiginden
genclerdeki kemik dokusu yetiskinlere gore kendini iki kat daha hizh

yenileyebilmektedir. Bu nedenle, brushit kemik iyilesme reaksiyonunu taklit ederek



hizli bir kemik yenilenmesinin olmasi i¢in biyomalzeme olarak dikkat ¢ekmektedir
[39].

Brushit biyoseramik yiizeylerin in-vitro osteoblast aktivitelerini uyarmaktadir ve in-
vivo osteoblast cesitliligi biyoseramik yiizeyinin kemik biiyiime hizina benzer
¢oziinme oraninda (20 uM/giin) ¢dziinmesiyle olusur. Bu siire¢ implantasyondan
sonraki ilk haftalarda yeni olusan kemik ve biyoseramik arasindaki fiziksel bosluga
neden olur. Bu siireci kemigin yeniden sekillenmesi saglayan kemik yiizeyinden
materyale dogru olan merkezcil trabekiiler izler. HA’ya doniisiim nedeniyle sonraki
asamalarda brushit biyoemilim hiz1 yavaslar ve CaP biyoseramiginin dis kenarlari ile
dogrudan temas halinde olan yeni kemik olusur. Bu siire¢ biyoseramigin
osteointegrasyonu ve daha sonraki adimda da kemigin yeniden sekillenmesi ile
sonuglanir. Bununla birlikte, mekanik dayanikliligindan 6diin vermeden yeni kemik
olusumu i¢in gerekli alani olusturdugundan in-vivo brushit biyoemilimi implante
edilmis bolgedeki kemik olusumu acisindan énemli bir 6zelliktir. Bu nedenle, brushit
kullanildigindaki yenilenen kemik miktar1 genellikle, HA gibi emilemeyen fazlar
kullanildigindaki yenilenen kemik miktarindan daha fazladir. HA fizyolojik pH’ta
termodinamik olarak daha stabil faz olup HA ve brushitin her biiyiime iinitesi basina

olan ¢oziiniirliikleri siras1 ile 4,8x10 ve 3,04x10"dir [40].

Saf stokiyometrik HA’nin aksine kemikteki biyolojik apatitler zayif kristalli olup
nonstokiyometriktir ve cogu zaman HA kristal yapisinda iyonik ilaveler igerir. Bu
nedenle, bilesimi Ca10(PO4)s(OH)2 olan karakteristik HA stokiyometrisinden uzaktir
[41, 42]. Hiicre farklilasmasini tesvik etme, kemik olusumu sirasinda hiicre ¢ogalma
ve baglanma gibi biyolojik aktivitelerini arttirmak ve dogal kemikteki biyolojik
apatitlere benzer sentetik HA yapmak icin iyonik yerdegistirmeler uygulanmaktadir
[43-45]. 1z elementleri in-Vivo Ve in-vitro olarak kemik mineralleri ile kemik hiicreleri
tizerindeki dolayli veya dogrudan etkileri nedeniyle kemik emilimini ve olusumunu
hizlandirmaktadirlar [46, 47].

HA, birim hiicre basina 44 atom igeren P63/m uzay grubundan altigen bir

biyomalzemedir. HA yapisi PO3~, Ca®* ve/veya OH ™ "nin diger yabanci iyonlarla yer



degistirilmesine izin verir [48]. Bu nedenle son yillarda iyon katkili HA birgok
arastirmacinin dikkatini ¢ekmistir. HA yapisinin esnek ve stabil 6zelligi nedeniyle
Ca?" iyonlar1 Ag*, Zn?*, Co?* gibi ¢esitli metal iyonlariyla yer degistirilebilir [49].
Iyonlarin  HA yapisma eklenmesi belirli bir uygulama igin gelistirilmis
biyouyumluluk, yapisal stabilite, biyoaktivite ve osteokondiiktif gibi ek ilaveler
sunarken ayrica kafes parametreleri, morfoloji, kristallik gibi 6zellikleri uyarlamamiza

imkan vermektedir [50].

Antimikrobiyal biyoaktif ince filmlerin kullanilmasi, baslangigtaki mikrobiyal
yapigma ile kolonizasyonu 6nlemek ve biyomalzemeler ile tibbi cihazlarda mikrobiyal
esneklik kazandirmak igin tercih edilen islemlerden biri haline gelmistir [51]. Insan
derisi lizerinde ve i¢inde dogal olarak yasayan mikroorganizmalar, alinan 6nlemlere
ragmen, cerrahi miidahale sirasinda bir implant malzemesini veya yerlestirme alanini
kolayca etkileyebilir [52]. Insan viicuduna implantasyondan sonra goriilen yaygin
postoperatif ~ enfeksiyonlar ~ implante  edilen  biyomalzemede  bulunan
mikroorganizmalardan kaynaklanir ve problemler genellikle biyomalzemelerin
cikarilmasini gerektirir [53]. Saf HA kullaniminda uzun siireli stabiliteyi azaltan ve
implant hatalarina neden olan antibakteriyel aktivitenin bulunmamasi gibi bazi
sinirlamalar vardir. Ag® iyonlari mikrobiyal hiicre duvarindan gegereck DNA’ya
baglanabilir ve bu sekilde replikasyon islemine miidahale eder. Bu nedenlerden dolay,
mikroplarin yapismasinit en aza indirmek i¢in glimiis icerikli HA kaplamalarinin

gelistirilmesi lizerine ¢alismalara odaklanilmaktadir [54].

Cinko (Zn), insan iskelet sisteminin gelisiminde ve normal biiylimesinde 6énemli bir iz
elementtir ve proteinlerin HA tarafindan adsorpsiyon kabiliyetini arttirir ve ayrica
eksikligi, kemik yogunlugunda da azalmaya neden olmaktadir. Zn osteoblast
aktivitesini ve osteoklast farklilasmasini destekler ve boylece yeni kemik olusumuna
katk1 saglamaktadir [41, 55]. Organizmalarda demirden sonra tipik olarak en bol
bulunan ikinci gegis metali olan Zn, RNA ve DNA replikasyonu ile protein sentezinde

gorev alan enzimler dahil, gesitli enzimler i¢in kofaktor olarak islev gérmektedir [56].



Dogal olarak insan viicudunda bulunan kobalt ise, insan beslenmesi i¢in gereklidir ve
B12 vitamininde bulunur. Bir birey giinde yaklasik 300 pg kobalti yiyecek ve
sivilardan almaktadir. Ortalama 70 kg’lik bir kisi, yaklagik 1,5 mg kobalt yiikiine
sahiptir ve kobaltin ¢ogunlugu karacigerde bulunmaktadir. Asir1 kobalt esas olarak

bobrekler yoluyla atilmaktadir [57].

Yukarida belirtilen katkili malzemeler i¢in bazi uygulama Ornekleri verirsek;
Anjaneyulu ve ark. [58] implant uygulamalarinda kullanilmak tizere glimiis katkili HA
kullanilarak Staphylococcus aureus (S. aureus) ve Escherichia coli (E. Coli) gibi gram
negatif ve gram pozitif bakterilere karsi antibakteriyel aktivite gelistigini
bildirmislerdir. Webster ve ark. [59], kemik olusturucu hiicrelerin yani osteoblastlarin
yapigsmasinin ve farklilasmasinin, ¢inko katkili HA’da katkilanmis HA’ya kiyasla
Oonemli Olclide arttigin1  gostermislerdir. Ignjatovic ve ark. [60] histolojik
aragtirmalarinda, Co-HA kullanilarak osteoporozun neden oldugu bozukluklarin
onarildig1 ve saf HA’ya kiyasla kemik dokusu yenilenmesini gelistirdigi ve boylece

alveoler kemigin geri kazanilmasini sagladigini rapor etmislerdir.

2.2. Biyomimetik Yontem ve Yapay Viicut Sivisi

HA biyomalzemeleri dogal kaynaklardan veya sentetik olarak hazirlanabilirler [61].
Sentetik nano HA (nHA) tiretmek igin kullanilan teknikler arasinda hidrotermal,
sonokimyasal, yas kimyasal, hidroliz, sol-jel, emiilsiyon, mekanik-kimyasal, sulu
kolloidal ¢okeltme ve mikrodalga, yanma ve piroliz siirecleri gibi birgcok islem
bulunmaktadir [17]. Bununla birlikte biyolojik apatitten sapan ortam o6zelliklerinin
oldugu yiiksek sicaklik, bazik ortam pH’1, mikrodalga 1sinlamasi ve ultrasonikasyon
kosullarinda nHA {iretilmesi de mimkiindiir [62—64]. Bu siirecler, insan kan
plazmasinda olan ve dogal kemik gelisiminden sorumlu biyolojik ¢evre igerisinde
bulunan iyonlar: (HCO¥*, K*, Mg?, SO3~, Ca?*, HPOZ~, Na*, Ca®") icermeyen

stokiyometrik nHA olusturulmasina yol agmistir [65].

Son zamanlarda biyoseramiklerin mikrodalga destekli caligmasi, rutin 1sitma

islemlerinden daha ¢ok ilgi ¢ekmektedir. Rutin 1sitmada baslangicta disaridan 1s1
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kaynagi ve sonrasinda ige dogru radyatif transferinin aksine mikrodalga malzemelerin
molekiillerinin igte yarattigi 1styla olur [61]. Mikrodalga yiiksek saflik, kii¢iik parcacik
bliytikliikleri ve dar boyut dagilimi gibi avantajlara sahiptir [66].

Farkli sentez yontemleri ile kiyaslaninca sol-jel islemi de nano yapili malzemelerin
tiretiminde oldukg¢a yaygin oldugu literatiirden bilinmektedir. Mikrodalga destekli HA
sentezi olan onceki ¢alismada belirtildigi gibi [1], sol-jel yontemiyle sentezde sadece
baslangic maddeleri gereklidir ve harici mikrodalga destegi olmadan nano yapilar
sentezlenebilir. Sol-jel islemi, sentezlenen tozlarin molekiiler seviyede kimyasal
homojenligini énemli dl¢lide artirabilen Onciillerin karistirilmasina izin vermektedir.
Ayrica bu yontemin diisiik sentez sicakligi, yiiksek tiriin safligi, homojen molekiiler
karisim ve nanopartikiiller ve ince filmler olusturma yetenegini gibi avantajlar1 da
vardir [67]. Sol-jel islemi ile tiretilen HA’nin Kristal kafesteki zayif kristalimsi ve
karbonat iyonlarinin varligi nedeniyle, digerlerinden farkli olarak daha yiiksek
biyoaktivite gostermesi de saglanabilir. Bununla birlikte HA’nin sol-jel iiretimi ile
ilgili caligmalar her zaman HA sentezine ikinci faz olarak bir kalsiyum oksit (CaO)
fazinin eglik ettigini gostermektedir. Literatiirde bildirildigi gibi, CaO HA’nin
biyouyumlulugunu azaltmaktadir ve bundan dolayr bu sorunu gidermeye ¢alisan
aragtirmalar dikkat gekmektedir [17, 68]. Bu nedenle, mevcut CaO’in kalsine edilmis
tozun seyreltik asit ¢ozeltileri kullanilarak yikanmasi veya yaslanma siiresinin
arttirilmasi gibi yollarla giderilmesi denenmistir [68, 69]. Ayrica in-vitro galigmalar
sol-jel ile tireten HA nin biyolojik olarak bozunabilirliginin dogal apatite yakin olan

geleneksel kemik tozundan daha yiiksek oldugu gosterilmistir [70].

Biyomimetik teknik ise yiiksek sicaklik kosulu, kaplamada diisiik mekanik dayanim,
kristallik kayb1 ve homojen olmayan mikro yap1 gibi kisitlamalar1 6nlemek ve bu
sorunu ¢6zmek icin alternatif bir yontem olarak gelistirilmistir [71]. Biyomimetik
teknik, insan kan plazmasii inorganik ¢6ziinen bilesimi acisindan taklit eden SBF
olarak adlandirilan sentetik sivida gergeklestirilir. Avantajlari su sekilde 6zetlenebilir:
diisiik kristallesme sicakligi, diisiik maliyeti, atomik seviye karistirma sayesinde artan

homojenlik ve az ekipman gereksinimi.
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Son zamanlarda, biyomimetik mineralizasyon siireci geleneksel yontemlerle
tiretilemeyen yeni materyallerin iiretilmesine yol actig1 i¢in de dikkat ¢ekmistir [21,
72, 73]. Biyomimetik HA biyouyumludur ve dogal kemigin HA yapisina benzerdir
[73]. Kokubo ve ark. tarafindan biyomimetik metot SBF ile karbonath kiigiik
kristalitlerin ve kusurlu yapiya sahip kemik benzeri apatitin hazirlanmasinda

kullantlmistir [74].

SBF’nin ¢esitli CaP fazlarina iliskin termodinamik stabilitesi, asagidaki (2.1), (2.2) ve
(2.3) Esitliklerin kullanilmasiyla hesaplanabilir [75]:

AxBy(s) © XAlaq) + YBag) (2.1)
N
+1XR-1Y\ X
S = ([A]Kﬂ) * (2.2)
sp
AG = — (%) In(S) (2.3)

Burada S siipersatiirasyon orani, Ksp (mol°dm™®) ¢oziiniirliik ¢arpimi olup belirli bir
sicaklik icin sabittir, AG Gibbs serbest enerjisi, T mutlak sicakliktir, R evrensel gaz
sabiti ve n formildeki iyon sayisidir. 37°C’deki SBF’nin siipersatiirasyon
derecesindeki enerji degisimi (AG), HA ve brushit igin sirasiyla —7,94 ve 0,26 dir
[75]. Oktakalsiyum fosfat (OCP), dikalsiyum fosfat (DCPA), TCP gibi diger CaP
fazlarina kiyasla, 1xSBF igerisinde 37°C’de AG’nin minimum olan —7,94 kJ/mol
degeri HA ¢okeltisine aittir. Bu nedenle HA, 1xSBF’de ¢ekirdeklenecek olan en olasi
fazdir. Ayrica CaP ¢okeltisinin bilesimi ile yapis1 ¢ozeltideki pH degeri, sicaklik ve
iyon konsantrasyonundan etkilenebilir. Ornegin, yiiksek pH HA’nin ¢dkmesini
desteklerken diisiik pH ve sicaklik brushit ¢okelmesini desteklemektedir. HA dogal
kemik dokusundaki mineral faz olarak bilinir ancak PO3~ ve Ca®*’un in-vivo
cekirdeklenmesi dogrudan HA’nin olusmasma yol agmaz. HA fazindan Once
olusturulan ve daha sonra in-vivo olarak HA’ya doniistiiriilen brushit fazinin 6nciil faz
oldugu bilinmektedir [76]. Fizyolojik ¢d6zeltilerde ¢ok kararli oldugu i¢in cogu

biyomedikal uygulamada kaplama olarak kullanilmaktadir. Daha ¢oziiniir bir CaP’1n
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kullanim1 implantasyondan sonraki ilk periyotta sabitlenme icin daha iyi olacagi

bulunmustur.

2.3. Ti ve Ti6Al4V Yiizey islemleri ve Biyomimetik Kaplama

Ti ve alasimlar1 (6rn. Ti6Al14V) biyouyumluluk, korozyona karsi biiyiik direng ve
iistiin mekanik 6zelliklerinden dolayi yiik tasiyan ortopedik ve dental uygulamalarda
yaygin sekilde kullanilan biyomalzemelerdendir [77-81]. Ti ve alasimlari dokme,
yiiksek korozyon direnci ve 6zellikle diisiik kiitle yogunlugundan dolayi rekonstriiktif
tipta kullanilan 6nemli malzemelerdir. Tibbi uygulamalarda kullanilmasi ve
paslanmaz ¢elik gibi malzemelerden farkli olarak insan kemigine yakin mekanik
ozellikler gostermelerine ragmen biyolojik ortamlarda yiiksek inaktiviteye sahiptirler.
Bundan dolayr Ti ve alagimi implantlarinin yiizey kaplama uygulamalart daha

biyouyumlu malzemeler elde edilmesi i¢in 6nem arz etmektedir [11].

Ti ve alagimlar1 (6rn. Ti6Al4V) iizerindeki CaP bazli biyoseramik kaplamalar,
biyouyumluluklar1 ve insan kemigi ile bag yapma oOzellikleri nedeniyle dikkat
¢ekmektedir [82]. Biyoinert Ti esasli malzemeler canli viicuda implantasyondan sonra
genellikle kemigi ¢evreleyerek izole eden fibréz doku tabakasi ile kaplanir. Biyoaktif
olan smirli seramik ¢esidi fibr6z doku olugsmadan implante edilen yerdeki kemige
baglanir. Viicut i¢ine implantasyondan sonra biyoaktif olan implantlar kemige
yapismayi giiclendirebilir [83, 84]. HA [85] ve brushit [86] gibi biyoaktif CaP kemik
ve Ti6Al4V implant arasindaki yiizey afinitesini yiizey ve kemik arasinda fibroz

dokuya miidahale etmeden iyilestirebilir [87].

Ti ve alasimlar1t (6rn. Ti6Al4V) viicuda implante edildiginde kemige baglanma
yetenegini zayiflatabilir ve biyoinert yiizeyi ile yetersiz osseointegrasyondan dolay1
implant yiizeyi ve kemik arasinda birlesme basarisizligina neden olabilir. Ti ve
alasgimlarinin ylizey osteokondiiktifligi, implant sabitlenmesi, kemik biiylimesini
desteklemesi ve konak kemik dokusu ile implant arasinda dogrudan bir kimyasal bag
olusturmasi i¢in biyolojik olarak modifiye edilmelidir. Ti ve alasimlarinin ylizeyinin

biyomodifikasyonu i¢in HA biyoseramigi iyi bir se¢cimdir [54, 88, 89]. Biyolojik
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uyumluluk, hiicre ¢ogalmasi, ylizeyde dogrudan kemik olusumu ve kemik olusturan
hiicrelerin farklilagmast Ti yiizeyindeki HA kaplamalar1 kullanilarak gelistirilebilir
[90].

Metal ylizeyinin HA kaplamasi dogal kemik ve diger dokular ile implantlar arasindaki
osseointegrasyonun arttirtlmast i¢in énemlidir. Metalik kaplamalarin amaglarindan
birka¢1 su sekildedir: metalin yiilk tasima kabiliyeti gibi mekanik 6zelliklerini
korumak; kemik bilesimine yakinligi sayesinde es zamanli olarak implantin

biyouyumlulugunu arttirmak [11, 91].

Fizikokimyasal kaplama tekniklerinden biri olan biyomimetik yontem teknigi metal
althgin SFB igerisine daldirilmasiyla gerceklestirilir. Bu stratejisinin genelde
kullanilan plazma piiskiirtme yontemine kiyasla basitligi ve diisiik yatirrm maliyeti
gibi dstiinliikleri vardir. Ayrica yiizeyleri karmasik geometrilere sahip olan veya
gozenekli yapidaki substratlar1 kaplamak i¢in kullanilabilir ve canli dokularin
yenilenmesini hizlandirmak igin olusturdugu biyokatmana organik molekiilleri dahil

etmeyi miimkiin kilar [80, 92-94].

HA igin, biyomimetik yontem ile metalik implant malzemelerin kaplanmasi teknigi
birka¢ asamadan olugmaktadir. Birincisi, aktif fonksiyonel gruplarla degisim yaparak
metal yiizey lizerinde negatif yiiklii ¢ekirdeklenme yerlerinin yaratilmasidir. Ikincisi,
insan kan plazmasmin kimyasal bilesimine esdeger SBF  ortaminda
biyomineralizasyon islemidir. Negatif yiikli metal yiizey ile pozitif yiikli Ca?'
iyonlarinin arasindaki elektrostatik etkilesimler ile tazelenen SBF sayesinde artan Ca2*
iyonlar1 ylizeyin yeniden pozitif yiiklenmesini saglar. Bu olay katman katman HA’nin
kendi kendine olusumunu destekleyen PO3~ anyonlarinimn adsorpsiyonuna neden olur

[11].

Biyomimetik kaplamalar CaP c¢ekirdeklerinin heterojen depozisyonu ile baslatilir.
Buna ragmen, diizenli kaplanmig CaP tabakasinin olusumu, 1xSBF ¢ozeltisinin
diizenli olarak yenilenmesi ile en az 7 giin siirmektedir. SBF’nin fizyolojik kosullarda

(37°C, pH 7,2) metastabil olmasindan dolayr bu islem zaman alicidir. Tez
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kapsamindaki modifiye edilmis SBF c¢alismasinda, biyomimetik CaP kaplama
tabakalar1 alkali-1s1l islem gormiis ve sodyum titanat fazinin ylizeylerinde
olusturuldugu Ti6Al4V substratlarinin Ca ve P tuzlarinca (m-xSBF) ve igerdigi her bir
tuzun 5 kat konsantre edilmesiyle olusturulan SBF ¢6zeltilerine (5xSBF) 37°C ve pH
6’da daldirilmastyla elde edilmistir. pH dolayli olarak iyonik kuvvet tarafindan kontrol
edildigi i¢in supersaturated SBF ¢dzeltileri i¢in 7,4 ’ten daha diisiik pH degeri iyonik
¢Oziinlirligl arttirmak icin gereklidir [95]. Bu metot, metastabil soliisyon ortaminin
yenilenmesini gereksiz kilar ve ayrica, normal siipersatiire tamponlanmis (pH=7,4)
SBF c¢ozeltisine kiyasla Ti6Al4V substrat yiizeylerindeki CaP kaplama olusumunu
onemli 6l¢iide hizlandirir. Tez kapsaminda yapilmis olan ¢calisma SBF’de (m-5xSBF)
sadece Ca ve P tuzlarim 5 kat daha yogun oldugu yeni bir biyomimetik ortamdaki
Ti6Al4V substratinda CaP ¢ekirdeklenme mekanizmasini aragtirmistir. Elde edilen
¢ozelti ile biyomimetik ortamda iki giin i¢inde ilk kez Ti6Al4V seritleri lizerinde tek
fazli brushit faz1 elde edilmistir. Biyomineralizasyon siireglerinde olusan fazlarin
karmasikligi nedeniyle, CaP biyoseramik fazlarmi kontrol eden parametreleri
olusturmak i¢in literatiirde kapsamli arastirmalar gerceklestirilmistir. Herhangi bir ek
iyon igeren veya icermeyen SBF ortamindaki ylizey modifikasyonu i¢in metalik
substratlar tizerinde brushit kaplamasini igeren az sayida ¢alisma mevcuttur [96-98].
Yaptigimiz ¢alismadan farkli olarak onceki ¢alismalarda bifazik form olarak elde
edildigi goriilmektedir. Bildigimiz kadariyla, Ti6Al4V iizerinde sadece tek fazli
brushit tabakasinin kaplanmasi i¢in biyomimetik bir ortam olarak modifiye edilmis

5xSBF kullanilan herhangi bir ¢aligma bildirilmemistir.

Ayrica kaplama olusumunu ve ylizey 6zelliklerini etkilediginden dolayi; heterojen HA
nanokristal ¢ekirdeklenmesi i¢in metalik yiizeyin kimyasal modifikasyonu dnemlidir
[11]. Ti ve Ti6Al4V implantlarinin hidrofiliklik, bilesim ve piiriizliliikk gibi yiizey

oOzellikleri osseointegrasyon kalitesi ve orani tizerinde 6nemli bir rol oynar [80, 99].

Biyomimetik CaP kaplamalari, kan plazmasindaki inorganik tuzlari taklit eden SBF
¢ozeltilerinin kullanilmasiyla metalik biyomedikal substratlar tizerinde elde edilmistir.
Bu yontem ylizey mineral c¢ekirdeklenmesi ve biiylimesi, kemiklerde ve dislerde

mineral olusumu da dahil olmak iizere birkag dogal yola benzeyen bir biyomimetik
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yontemdir. Etkin biyomimetik g¢ekirdeklenmeyi saglamak i¢in su iki gereksinim
karsilanmalidir: (1) Ti6Al4V yiizeyinin etching-isitma islemleriyle aktivasyonu; (2)
¢ozelti iginde yiiksek konsantrasyonlarda Ca?* ve PO}~ bilesenleri. Bu adimlar yiizey
puriizliligini arttrmak [100, 101] ve Ti6Al4V yiizeyinde elde edilen CaP
kaplamalarinin biyomimetik kaplama ile mekanik stabilitesini arttirmak ve ayrica
CaP’1n heterojen birikimini arttirmak i¢in kullanilmaktadir. Yiiksek sicaklik ve basing
gibi siddetli reaksiyon kosullarinin olmadigi biyomimetik g¢ekirdeklenme yontemi
kullanildiginda, 37°C’de elde edilen CaP biyoseramikleri, dogal kemige benzeyen
yap1 ve biyouyumluluk gostermektedir.

Yukarida tarif edilen sonuglar g6z oniline alindiginda, NaOH ve HCI 6n ylizey
islemleri sirasinda Ti yiizeyinin olas1 kimyasal degisimleri ve SBF’de apatit olusumu
Sekil 2.1.’de verilmistir. HCI asidik ve NaOH alkali islemleri Ti yiizeyini biyoaktif
hale getirir ve metalik implantin osseointegrasyonunu iyilestiren materyal ¢éziinmesi
nedeniyle yiizeyin piiriizlenmesini saglar. NaOH alkali ve HCI asidik islemlerinde, Ti

yiizeyinde meydana gelen reaksiyonlar asagidaki gibidir [80, 91]:

NaOH ile;

TiO, + NaOH — HTiO3 + Na* (2.4)
Ti + 30H™ - Ti(OH)3 + 4e” (2.5)
Ti(OH)} + e~ - Ti0,.H,0 + 1/2H, 1 (2.6)
Ti(OH)ZO0H~ - Ti(OH), (2.7)
HCl ile;

TiO, + 4HCl - TiCl, + 2H,0 (2.8)

2Ti + 6HCl > 2TiCl; + 3H, (2.9)
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Ti + H, - TiH, (2.10)

Ti0,.nH,0 + OH™ - HTi05.nH,0 (2.11)

Biyolojik olarak aktif molekiillerin substrat yiizeyleri lizerinde hareketsiz hale
getirilmesi i¢in gesitli prosediirler literatiirde genis bir sekilde incelenmistir [102, 103].
Bu tiir fonksiyonellendirilmis implant yiizeyleri, daha ileri modifikasyonlar i¢in bag
yapma kabiliyeti olan fonksiyonel gruplar saglar ve farkli organik molekiiller igeren
kendinden bir araya gelen baglanti katmanlarinin kovalent immobilizasyonu ile de ek

olarak fonksiyonellendirilebilir.

TiO,
Asidik islem TiO, Alkali islem
TiH, Na,0,Ti
TiO, TiO,

SBF¥’de bekletme L} o SBF’de bekletme _
_ ya A Ca?
HPO }EO{/Cﬂ“ e AN HPO
oH, OH, OH, 7 N\ \ OfF OH Nas 507
AD yd AN e |
/’ \. . 3
TiOH / N, HidrathTiO,
TiH, /,/ N TiO,
/ \
/,,: N
v ’ AN

Sekil 2.1. NaOH ve HCI 6n yiizey islemleri sirasinda Ti yiizeyinde kimyasal degisiklikler ve SBF’deki HA
¢ekirdeklenmesi.

Stabilize edilmis bilesiklerin sabitlenmesini saglayan kovalent bag, adsorpsiyon
islemlerine dayanan kaplamalara alternatif bir yaklagimdir. Silan baglanti tabakasinin
olugsma mekanizmasi silan grubunun aktive edilmis yiizeydeki hidroksil grubundan
proton transferi ile yer degistirilmesini icerir. Bu olay alkoliin ortamdan

uzaklastirilmasina neden olur. 3-aminopropiltrietoksisilan (APTES) uygulanmis
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yiizeyler kendinden toplanma, kovalent bag, yiizey baslangi¢li polimerizasyon ve ¢cok

katmanli olusum gibi ¢esitli ylizey yapilarini saglayabilir.

Cesitli substrat yiizeylerinde silan olusumunu inceleyen onceki ¢alismalar, hiicre
yapigmasini, hiicre c¢ogalmasin1i  ve osteoblast yapismasini iyilestiren HA

cekirdeklenmesini destekleyebilecegini gostermistir.

2.4. Biyomimetik Yapi Iskeleleri ve Biyomalzemelerde Kullanilan Bilesenler

Doku miihendisligi alanindaki ana hedef yeni tasarlanmig biyomalzemelerin tiretimini
destekleyecek ¢ok ¢esitli fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip biyomimetik iskeleleri
tyilestirmektir [104]. Kemik doku miihendisliginde yapi iskelesinin kullanilabilmesi
icin birkag¢ gereklilik su sekildedir: Hiicre farklilasmasini olusturmak ve ECM’yi
desteklemek i¢in uygun yiizey kimyasina sahip olmali [105]; kemik dokusunun yapi1
iskelesinin yerini almasi i¢in istenmeyen yan iiriinlere neden olmadan uygun oranlarda
biyobozunur olmali; ¢esitli boyut ve sekillerde kolayca iiretilebilir olmali;
implantasyon i¢in ongoriilen yere uygun mekanik 6zelliklere sahip olmali [106] ve
oksijen ile metabolik artik {irlinlerin degisiminin ayrica in-vivo vaskiilarizasyonun
meydana gelmesi icin besinlerin yap1 iskelesinin igerisine yayilmasina destek

vermelidir [82, 107-109].

Kemik doku miihendisliginde yap1 iskelesi olarak kullanilan malzemeler ii¢ gruba
ayrilir: inorganik [110, 111], polimer [112, 113] ve biyolojik [114, 115]. Sadece tek
bir tip kullanilarak miikemmel kemik iskelesinin gerekliliklerini karsilamak oldukca
zordur. Biyolojik yap1 iskelesi tiirevlerindeki elektrik performans: ve mekanik
ozellikler iy1 degildir ve inorganik yap1 iskele materyalleri de kirilgandir. Polimer
malzemelerin ise mekanik performansi ve hiicre uyumlulugu koétidir [14]. Giin
gectikce daha ¢ok dikkat ceken en az iki tip bilesen iceren sentetik ve dogal olarak
tiiretilen malzemelerin kombinasyonlarindan olusan kompozit iskeleler [116, 117]
bilesenlerin eksikliklerinden kurtularak ve her bir bilesenin 6zeliklerini gostererek
gelismis Ozelliklere sahip olmaktadirlar. Bu nedenle, kemik onarimi i¢in alternatif

olarak cok bilesenli iskelenin gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir.
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HA gozenekli kemik iskelesi ve dolgu maddesi olarak kullanimi ile kemik biiyiimesini,
mekanik ozellikleri ve osseointergrasyonu iyilestirdigi bilinmektedir [118]. Bununla
birlikte HA yap1 iskelesinin, diisiik ¢oziinme orani ve kirilganligi nedeniyle kemik
doku miihendisliginde ek bilesenlerle desteklenmesi avantajlarini arttirmaktadir [119,

120].

Col viicut tarafindan emilebilen, iyi biyouyumluluk ve diisiik antijenisite gosteren,
hiicre ¢ogalmasina ve baglanmasina iyi cevap veren, ndronlarin norit gelisimi i¢in
olumlu mikro-gevre kosullarinin saglayan ve osteoblastlar ile fibroblastlarin adezyonu
gerceklestiren biyolojik olarak bozunabilen dogal bir biyopolimerdir [114, 121]. ECM
temel olarak hem hidrojel durumunda olan Col’den olusur hem de
glikosaminoglikanlarin ve proteinlerin ¢esitli biyolojik fonksiyonlarina katilir [122].
Col’tin iskele olarak kullanilmasinda yukarida belirtilen 6zellikler 6nemli tercih
sebepleridir. Bununla birlikte hizli biyobozunma orani, yiiksek sisme kapasitesi ve
diisiik mekanik mukavemeti ¢ok ¢esitli kemik dokusu uygulamasinda tek basina

kullanimini engellemektedir [123-125].

CS uygun biyobozunurlugu, biyouyumlulugu, gozenekli yapisi, hiicre tutunmasi ve
yasami i¢in uygunlugu, in-vitro ve in-vivo kemik yenilenmesini artirma yetenegi,
antibakteriyel dogasi, yara iyilestirici aktivitesi, kondral ve ossedz hastaliklarin
onariminda potansiyel olarak etkili olmas1 ve polisakkarit olan omurgasinin yapisal
olarak glikozaminoglikanlara benzemesi gibi biyolojik o6zelliklerinden dolay:
miikemmel bir toksik olmayan dogal biyopolimerdir [126]. Bu 6zellikler, kemik doku
miihendisliginde kullanilmak tizere CS’yi iimit vadeden yap1 iskelesi yapmaktadir.
Mekanik kuvveti iletmek ve matris mineralizasyonu olusturmak icin CS yap1
iskelesinin kemik doku miihendisliginde kullanilmasi i¢in biyolojik 6zelliginin ve

mekanik mukavemetinin gelistirilmeye ihtiyaci vardir [127-129].

Karbon nanotiip (CNT) takviye malzemesinin yiiksek kimyasal stabiliteye [130],
miikemmel mekanik [131] ve elektronik 6zelliklere [132], gii¢lii protein emilimi [133]
ve hiicre yapismasina [134], hiicre farklilasmasi [135] ve in-vivo biyouyumluluga
[136, 137] sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica tibbi substrat tizerindeki kirllgan HA
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biyoseramik kaplamalarini biyolojik etkilerini azaltmadan giliglendirmekte ve boylece
yiiksek yapisma ve sertlik saglama [138] rollerinden dolay1 dikkat ¢ekici bir malzeme
olmaktadir [139]. Kompozit kaplamalarda CNT’ler yiiksek spesifik yiizey alanlari,
benzersiz tek boyutlu yapilari, fiziksel ve mekanik Ozellikleri gibi 6zgiinliikleri
nedeniyle kemik doku miihendisligin alaninda destek kompozit malzemesi olarak

biiytik ilgi gormiistiir [140].

Ayrica, ylizeylerinin kimyasal modifikasyonunun kolay olmasindan dolayr CNT’lerin
biyomedikal uygulamalar i¢cin modifiye edilebilmesinden dolay1 yiizeyinin farkli
molekiiller ile zenginlestirilerek kullanilma imkanlar1 vardir. Bahsedilen iistiin
ozelliklerin  birlesimi CNT’leri  nano-hibrit yap1 iskelesinin  gelisiminde
biyouyumluluga sahip takviye dolgu maddeleri olarak cazip hale getirmektedir [141—
143]. Ayrica, dogal kemikte bulunan Col liflerini taklit etmesi agisindan CNT’ler
kullanan HA igerikli kaplama, kemik implant1 uygulamalar i¢in umut vaat eden bir

kompozitir.

Biyomalzemlerde kullanilan bir diger bilesen de grafen oksittir (GO). Baslangig
maddesi olarak kullanilan grafen kimyasal ve fiziksel 6zellikler (yiiksek yiizey alani
(2620m?/g), diisiik kiitle, yiiksek elektriksel ve termal iletkenlik), yiiksek mekanik
mukavemet ve kanitlanmis biyouyumluluktan dolay1 biyomimetik mineralizasyon igin
ideal ve timit vaat eden nano Olgekli bir takviye malzemesidir [144-151]. GO
osteoblastlarin ¢ogalmasini ve adezyonunu destekleyen hidrofilik fonksiyonel gruplar
(epoksi, hidroksil ve karboksil grubu) iceren oksijenle bezenmis grafen tabakalar
olarak disiiniilebilir [152]. Grafenin kendine ait avantajlarina arti olarak
fonsiyonellendirilme kabiliyetlerinden dolayi1 GO son zamanlarda oldukg¢a dikkat

ceken malzemeler arasinda yer almaktadir.

GO ile ilgili onceki ¢aligmalarda [153], hidrofilik fonksiyonel gruplarin bulunan
oksijenin Ca?* iyonlarmi ¢oktiirmek icin etkili ¢ekirdeklenme bolgeleri olarak rol
oynayabildigi ve bu nedenle HA/TCP’nin hem kristalizasyon hem de biiylime siirecini
etkiledigi gosterilmistir [154]. Ote yandan, HA/TCP par¢aciklarmin oksijen igeren
hidrofilik fonsiyonel gruplarin olmadig1 indirgenmis grafen oksit (RGO) yiizeyinde
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cekirdeklendigi de gosterilmistir [155]. Boylece bu durum; HA/TCP ¢ekirdeklenmesi
icin GO’nun hidrofilik fonksiyonel gruplarinin icerdigi oksijen tipinin ve

yogunlugunun etkilerinin ac¢ikliga kavusturulmasi ihtiyacini ortaya ¢ikarmaistir.

GO ve HA/TCP’yi birlestirmek, doku mithendisligi i¢in cazip ve ayni zamanda dogal
kemik dokularmi taklit edebilecek malzemeler olusturmak icin iyi bir secenektir.
Geleneksel karistirma ile HA/TCP-GO kompozitlerinin tamamen homojen bir
bilesimini yapmak zordur. Buna karsilik, inorganik-organik hibrit materyallerin
sentezi yoluyla biyolojik kokenli materyallere benzerlik gosteren biyomimetik
biyomineralizasyon ¢ok biiyiik ilgi ¢ekmektedir. Kemik olusumunu baslatabilen
biyomimetik yontem, insan refahi icin gelistirilen fonksiyonel materyallerin tasarimi

tizerinde biiyiik bir yeniligi desteklemistir [156—160].

2.5. Akilli ila¢ Dagitim Sistemi ve Bilesenleri

Kanser, diinya ¢apinda insan 6liimiiniin en yaygin nedenlerinden biridir ve 2030 y1lina
kadar 13,2 milyon 6liime neden olabilecegi 6ngoriilmektedir [161, 162]. En yaygin
sekilde kullanilan klinik tedaviler arasinda kemoterapotik ajanlarin  sistemik
intravendz uygulamasi yer alir. Yan etkilerinin ve hem kisa hem de uzun vadeli toksik
risklerinin olmasindan dolay1 geleneksel kemoterapi ajanlari tiimor hiicreleri ile
birlikte normal hiicreler iizerinde de dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle kemoterapi,
ilaglarin diisiik terapotik etkinligi ve saglikli dokular iizerindeki yan etkileri nedeniyle

siklikla tatmin edici olmayan bir iyilesme etkisine neden olmaktadirlar [163].

Genis spektrumlu bir antikanser ilact olan Dox en yaygin kullanilan antikanser
kemoterapoétiklerinden biridir ve ¢esitli kanser tiirlerinde miikemmel terapotik etkinlik
gostermektedir [164, 165]. Bununla birlikte, serbest Dox’un intraven6z kemoterapisi
siklikla sistemik toksisiteye ve klinik uygulamalarini inhibe eden kardiyo toksisitesi
ise tiflit, miyelosupresyon, bulanti, kusma ve alopesi gibi ciddi komplikasyonlara
neden olmaktadir [166]. Bu nedenlerden dolayr Dox igin toksik yan etkileri en aza
indirmeyi ve antikanser etkinligini arttirmayr amaglayan gesitli etkili dagitim

sistemleri gelistirmek gercekten bir aciliyet meselesi halini almistir.
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Son yillarda, uyaranlara duyarli ¢ok fonksiyonlu akilli antikanser ila¢ dagitim
sistemlerinin (MSDDS) gelistirilmesi biyotipta biiyiik ilgi gérmiistiir ve bu kapsam
bliyiik 6l¢iide genisleyecektir [167, 168]. Geleneksel dozaj formlarina kiyasla bir¢ok
avantaji olan terapdtik nanoyapilandirilmis MSDDS, ¢oklu goriintiilleme ve farkli
kanser tiirlerinin tedavisi gibi ¢ok sayida biyomedikal uygulamada 6nemli bir rol
oynamaktadir [169]. Hedeflenen ilag iletimi i¢in dis etkilere duyarli kontrollii salinim
yapabilen akilli sistemlerin uyarilmasi kanser tedavisinde ¢ok dnemlidir. Ozellikle,
pH’a duyarh akilli ilag verme sistemi, normal hiicre mikro ortamlarina (yani 7,4)
kiyasla kanserli hiicrelerin daha asidik (pH 4,0-7,0) mikro ortamlar1 nedeniyle biiyiik
ilgi ¢ekmektedir [170, 171]. Akilli ilag dagitim sistemi, ilag¢ tasiyicilarindan asiri
salinan ilacin neden oldugu yan etkiyi 6nlemeli veya azaltmalidir ¢linkii asir1 salinan
ilag kisa siirede emilebilir ve hem metabolik organlarda hem de bitisik dokularda
birikebilir [172]. ideal bir MSDDS, yukaridakilere ek olarak su dzelliklere de sahip
olmalidir: biyouyumluluk, ayarlanabilir 6zellik, bilesiklerin kolay sentezi, enjekte
edilebilirlik ve yerinde jellesen hidrojel gibi uygun sistem tipi [173]. Ancak, bu
ozellikleri birlestiren bir sisteme duyulan ihtiya¢ bugiine kadar bu alanda biiyiik bir
zorluk olmaya devam etmektedir. Bu noktada, mevcut arastirma alani, bu zorlugun
iistesinden gelmek i¢in bahsi gegen 6zellikleri bir araya getiren yeni nesil ila¢ dagitim

sistemleri talep etmektedir.

NCQDs molekiiller ile kolayca konjiige olmak i¢in aktif ek baglanma gruplar1 gibi
karbon ¢ekirdeginin disinda -CQDs’un yiizeyinde- ek fonksiyonel gruplar
bulundurduklarindan CQDs’a kiyasla daha iyi performans gostermektedir. Bu nedenle
NCQDs son yillarda diinya ¢apinda bir¢ok arastirma grubu tarafindan yeni nesil ¢cok
islevli nanotip aragtirma alani olarak artan ilgi ¢ekmeye devam etmektedir [174].
NCQDs hala emekleme asamasindadir ve bilim insanlarina yenilik¢i tasarim, daha
fazla fonksiyon, benzeri goriilmemis olasiliklar ve kullanim genisletmek amaciyla

daha fazla ¢aba gostermeleri igin ilham vermektedir [175].

HA son zamanlarda biyosistemlere toksik olmama, etkilesimleri konjuge ederek ilag
tasima kabiliyeti, —OH igermesi, hiicre zarlarina niifuz etme kapasitesine sahip ¢ok

sayida farkli baglanma yerlerine (yani negatif yiiklii P bolgeleri ve ylizeyinde pozitif
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yiiklii Ca bolgeleri) sahip olmasi nedeni ile ilag tagima sistemlerinin tasariminda biiyilik
ilgi gormiistiir [176, 177]. Ayrica HA, pH’a duyarlidir ve orta derecede asidik kosullar
altinda (osteoklastlar tarafindan veya bir hiicre i¢indeki lizozomda emilim sirasinda
oldugu gibi) fosfor (P) ve kalsiyum (Ca) HA ylizeyinden ayrigabilir. Bu iyonlar
herhangi bir yan etki olmaksizin hiicre tarafindan atilabilir veya metabolize edilebilir
[178]. Tez galismasi kapsaminda, ila¢ sizintis1 olmayan uzun siireli ilag salinimina
sahip pH’a duyarl akilli ilag dagitim sistemi elde etmek i¢in HA ’nin etkili bir yerinde
jellesme hidrojel tipi ila¢ dagitim sistemlerinde uygun etkilesimleri igeren bilesen

olarak kullanilabilecegini 6nermekteyiz.

Bildigimiz kadariyla, ¢ok fonksiyonlu dzelliklere sahip bu akilli ilag dagitim sistemi
(yerinde jellesen NCQDs/Dox/HA) tez kapsaminda ilk kez sunulmaktadir. Ayrica,
NCQDs ve Dox molekiilleri arasindaki dinamik Schiff bazli kimyasal baglanma,
bugiine kadar benzer bir HA igerikli hibritin rastlanmadigi yerinde olusan ve pH
duyarli NCQDs bazli akill hidrojel i¢in 6nemli bir 6zelliktir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

SBF ¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal reaktifler; sodyum kloriir
(NaCl, Merck, CAS: 7647-14-5), sodyum hidrojen karbonat (NaHCO3, Sigma
Aldrich, CAS: 144-55-8), potasyum kloriir (KCI, Sigma Aldrich, CAS: 7447-40-7),
potasyum hidrojen fosfat trihidrat (K:HPO4.3H20, Merck, CAS: 16788-57-1),
magnezyum kloriir hekzahidrat (MgCl2.6H20, Merck, CAS: 7791-18-6), kalsiyum
kloriir (CaClz, Merck, CAS: 10043-52-4), sodyum siilfat (Na2SO4, Merck, CAS: 7757-
82-6), tris(hidroksimetil)-3-aminometan [Tris, (CH20H)3CNH>, Sigma Aldrich, CAS:
77-86-1], hidroklorik asit (HCI, %37, Sigma Aldrich) kullanilmistir.

SBF pH’1 Tris ve 1,0 M HC1 kullanilarak ayarlanmistir. SBF igerisinde ek fosfat
kaynag1 olarak di-amonyum hidrojen fosfat (NH4)2HPOQOj4, kalsiyum kaynagi olarak
kalsiyum kloriir (CaCl,), kalsiyum nitrat tetrahidrat (Ca(NOz3)..4H20) ve kalsiyum
hidroksit (Ca(OH).) kullanilmistir.

Modifiye edilmis SBF ¢ozeltisi (m-5xSBF) normal SBF’ye gore 5 kat daha konsantre
K2HPO4.3H20 ve CaCl; tuzlar ile hazirlanirken SxSBF ¢ozeltisi ise tiim reaktiflerin

normal SBF’den 5 kat daha konsantre edilmesiyle hazirlanmistir.

Kalsiyum ve fosfat baslangi¢ maddeleri olan Ca(OH)2 ve H3POa, farkli kosullar altinda

sentezlenmis olan HA elde etmek icin kullanilmistir.
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DI-H20 ve 25 mL etanol (CoHsOH, Sigma Aldrich) ¢ozelti ortamlari i¢in kullanilmig
ve her iki ¢ozelti i¢cin pH, amonyum hidroksit (NH4OH, Sigma Aldrich) kullanilarak

ayarlanmistir.

Dogal grafit pullar1 (karbon igerigi:%99,9, 325 ag, Sigma Aldrich, CAS: 7782-42-5),
potasyum persiilfat (K2S20g, Sigma Aldrich, CAS: 7727-21-1), fosfor pentoksit
(P4O10, Sigma Aldrich, CAS: 1314-56-3), potasyum permanganat (KMnOs, Sigma
Aldrich, CAS: 7722-64-7), hidrojen peroksit (H202,%30, Sigma Aldrich) ve sodyum
borhidriir (NaBHs4, Sigma Aldrich, CAS: 16940-66-2) SBF ile 1,5xSBF’nin

hazirlanmasi [179] ve GO’nun sentezi ile indirgenmesi igin kullanilmistir.

Saf Ti plakalar (99,2; Alfa Aesar) ile Ti6Al4V alasimi (Grade 5) kaplama substratlari
olarak, # 240, 400 ve 800 silisyum karbiir (SiC) kagidi zimparalama islemlerinde,
aseton ve etanol temizleme islemlerinde; SM NaOH ve 1 N HCI ¢ozeltileri ise 6n

yiizey islemelerinde kullanilmistir.

Tip 1 Col (Sigma Aldrich, CAS: 9007-34-5), CS tozu (CS, Sigma Aldrich, CAS: 9012-
76-4), asetik asit (CH3CO2H, Sigma Aldrich, CAS: 64-19-7), sodyum hidroksit
(NaOH, Sigma Aldrich, CAS: 1310-73-2), etanol (CH3CH.OH, CAS: 64-17-5) yap1

iskelelerinin hazirlanmasi asamalarinda kullanilmistir.

Cok duvarli karbon nanotiip (MWCNT, Sigma Aldrich, CAS: 308068-56-6, HNO3
(Sigma Aldrich, CAS: 7697-37-2), H2SO4 (Sigma Aldrich, CAS: 7664-93-9), EDC
(Sigma Aldrich, CAS: 25952-53-8), NHS (Sigma Aldrich, CAS: 6066-82-6), APTES
(Sigma Aldrich, CAS: 919-30-2), AgNOs (Sigma Aldrich, CAS: 7761-88-8),
Zn(NO3),.6H20 (Sigma Aldrich, CAS: 10196-18-6), Co(NO3)2.6H20 (Sigma Aldrich,
CAS: 10026-22-9), NaOH (Sigma Aldrich, CAS: 1310-73-2), KH2POs (Sigma
Aldrich, CAS: 7778-77-0), CH3CH2OH (Sigma Aldrich, CAS: 64-17-5) baslangig¢
maddeleri katkilanmamis ve Ag*, Zn?* veya Co?" katkii HA, CNT’nin
fonksiyonellendirilmesi,  fosfat tamponunun hazirlanmasi, Ti yiizeylerin
fonksiyonellendirilmesi, kompozit eldesi ve fonksiyonellendirilmis Ti ylizeyine

kaplama i¢in kullanilmistir.
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Al gubuklari ve epoksi kaplama adezyonu 6l¢iimiinde kullanilmistir. Formamid (polar)
ve diiyodometan (apolar) ¢ozeltileri yiizey enerjilerinin hesaplanmasi igin 1slatma
stvilart olarak kullanilmistir. Siikroz tozu (yerel siiper market) ve yemeklik yag (yerel
stiper market), iire (CHsN20, Sigma Aldrich), sodyum hidrojen karbonat (NaHCOs3,
Sigma Aldrich), asetik asit (CH3CO2H, Sigma), sodyum asetat (CH3COONa, Sigma),
potasyum fosfat monobasik (KH2PO4, Sigma) ve potasyum fosfat dibazik (KoHPOg,
Sigma) baslangic maddeleri NCQDs’nin sentezi ile asetat tamponlarinin (pH=4,0 ve
5,5) ve fosfat tamponlarinin (pH=6,5 ve 7,4) hazirlanmasi i¢in kullanilmistir. S. aureus

ve besiyeri bakteri testleri i¢in kullanilmigtir.

Insan osteosarcoma hiicre ¢izgisi (MG-63, American Type of Culture Collection), 3-
(4, 5-Dimetil-2-tiyazolil) -2, 5-difenil-2H-tetrazolyum bromiir (MTT, Sigma Aldrich,
CAS: 298-93-1), dimetil siilfoksit (DMSO, Sigma Aldrich, CAS: 67-68-5) ve
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM Sigma Aldrich) malzemeleri
sitotoksisite testini gerceklestirmek i¢in kullanilmistir. Fare fibroblast hiicreleri (L929,
American Type of Culture Collection), meme kanseri hiicreleri (MCF-7, American
Type of Culture Collection), doksorubisin (Dox, KOCAK Farma), fetal sigir serumu
(FBS), penisilin (Sigma) ve streptomisin (Sigma) malzemeleri in-vitro hiicre

degerlendirme ¢alismalarinda kullanilmistir.

Burada kullanilan reaktifler analitik derecelidir ve daha fazla saflastirilmadan
kullanilmistir. Tiim sentez reaksiyonlarinda, saflastirma basamaklarinda ve ¢ozelti
ortamlarinda kullanilan DI-H>0O yiiksek saflastirma i¢in Labconco Water Pro sistemi

(direng ~ 18MQ.cm) yoluyla elde edilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilan Cihazlar

Numunelerin karakterizasyon asamalarinda X-1s1ni1 kirinimi (XRD, D/Max 2200 LV),

Raman (Kaiser RamanRxn), taramali elektron mikroskopisi (SEM, JEOL, JMS 6060)

ve baglantili enerji dagitici X-1511 spektroskopisi (EDS), fourier doniisiimii kizilotesi



26

(FTIR, Perkin Elmer, Spectrum Two) spektroskopisi, termogravimetrik analiz (TGA,
Netzsch), Brauner-Emet-Teller ve Barrett-Joyner-Halenda (BET ve BJH) analizi
(Micromeritics ASAP 2010), UV-Vis spektrofotometre (Shimadzu-2600), optik
mikroskop (Nikon, L150), tiniversal test makinesi (Instron), alan emisyonlu taramali
elektron mikroskobu (FESEM, Quanta 450 FEG), tiinellemeli elektron mikroskobu
(TEM, Hitachi HT-7700), X-1sinlar1 fotoelektron spektroskopisi (XPS, Specs-Flex
XPS), elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS, CHI-660C), tansiyometre
(Attention), zeta ve partikiil boyut 6l¢er (Nano Plus), mikroplaka okuyucu (Elisa) ve

fliioresan mikroskop cihazlart kullanilmistir.

Numunelerin hazirlik agamalarinda mikrodalga firin (MARSS5, CEM Corp.), Labconco
Water Pro Bt ultra saf su cihazi, liyofilizatér (Labconco-Freezone 6), pH metre
(Mettler Toledo, seven easy), santrifiij (Rotina 420, Hettich), ¢ift kapili buzdolab1
(Liebherr),su banyosu (Nuve, ST 30), sonikatdr (QSonica, 500 W), vakumlu firin
(Binder), yiiksek dereceli firin (Nabertherm, GmbH), manyetik karistirict (IKA C-
MAG), orbital ¢alkalayic1 (VWR), terazi (Shimadzu), manuel pres (MSE) ve inkiibator

cthazlar kullanilmistir.

3.2.2. Numunelerin sentezi ve hazirhik asamalari

3.2.2.1. Farkh kalsiyum kaynaklar1 kullanilarak hidroksiapatitin mikrodalga

destekli biyomimetik sentezi ¢calismasi

Bu c¢alismada 1,5xSBF olarak adlandirilan 1,5 kat konsantre SBF c¢ozeltisi
kullanilmigtir [179]. Kan plazmasi ve SBF iyonik bilesimi Tablo 3.1.’de verilmistir.
Baslangi¢ maddeleri Tablo 3.1.’de olan konsantrasyonlarin 1,5 kati1 konsantrasyona

gore ayarlanarak DI-H20 i¢inde ¢oziinmiistiir.

1,5xSBF hazirlanirken, ¢okelmeyi dnlemek icin Tris ve 1,0M HCI kullanilarak pH
7,4’e ayarlanmistir. Reaktiflerin 700 mL suda her biri tamamen ¢oziildiikten sonra
digeri ilave edilmistir. Hazirlanan SBF ¢ozeltileri, bozulma olmaksizin bir ay boyunca

4°C’de depolama avantajina sahiptir.
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Tablo 3.1. 1,5xSBF ve kan plazmasindaki iyon konsantrasyonlari [179].

fyon

+ + 2+ 2+ - 2- 2 3-
(MM) Na K Mg Ca Cl HPO4 SO4 HCO
Kan 142,0 5,0 1,5 2,5 103,0 1,0 0,5 27,0
SBF 142,0 5,0 1,5 2,5 147.,8 1,0 0,5 4,2

Hazirlanan SBF, sikica kapatilmis ve buzdolabinda 4°C’de tutulan kapakli plastik
sisede muhafaza edilmistir. Numune-1, 2, 3, kalsiyum kaynaklar1 olarak sirastyla 25
mL’lik 1,5xSBF igerisine kalsiyum kloriir (CaCly), kalsiyum nitrat tetrahidrat
(Ca(NO3)2.4H20), kalsiyum hidroksit (Ca(OH)) ilave edilerek hazirlanmistir.

Fosfat kaynagi olarak tiim soliisyonlarda di-amonyum hidrojen fosfat (NH4)2HPO4
kullanilmistir ve her kalsiyum kaynakli soliisyon 25 mL’lik bir hacme sahiptir.
Bununla birlikte, 50 mL 1,5xSBF’ye sahip olan Numune-4, herhangi bir kalsiyum ve
fosfat kaynagi icermemektedir. Cozeltilerin hazirlanmasindan sonra 25 mL kalsiyum
ve 25 mL fosfat ¢ozeltileri, 37°C’de homojen 50 mL’lik kalsiyum ve fosfat igeren
cozelti elde etmek icin manyetik karistirict ile karistirilmistir. Son olarak, bu
¢ozeltilerin pH’1, HCI ve NaOH’in karisima eklenmesiyle 7,4’e ayarlanmistir.

Numune-1, 2, 3, 4 olarak isimlendirilen ¢6zeltilerin icerigi Tablo 3.2.’de verilmistir.

Her bir ¢ozelti mikrodalga firinda ayr1 ayri teflon kaplara konulmustur ve 15 dakika
boyunca 800W giiclinde mikrodalga 1sinlarina maruz birakilmistir. Kemik benzeri HA

sentezinin genel akis semasi Sekil 3.1.”de gosterilmistir.

Tablo 3.2. Numunelerin isimlendirilmeleri ile Ca ve P kaynaklar.

Numune Baglangictaki Ca Kaynagi Baslangigtaki P Kaynagi
Numune-1 CaCl, (NH4)2HPO4
Numune-2 Ca(NOs3)2.4H,0 (NH4)2HPO4
Numune-3 Ca(OH), (NH4)2:HPO4

Numune-4 Yok (1,5xSBF) Yok (1,5xSBF)
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Karistirma (37°C) Karigtirma (37°C)

)

CaCly (Numune-1) ya da,
Ca(NO3)2.4H>0 (Numune-2) ya da,
Ca(OH), (Numune-3)

(

(NH4),HPO4

Karstirma (37°C)

 —

1,5xSBF

- Gece boyunca yaslandirma
- Santrifijleme
- Yikama
Cokelti
- Gece boyunca 37 °C*de kurutma
-950°C*de 1s sinterleme

Tozun
Karakrerizasyonu |- SEM, EDS, XRD, RAMAN, FTIR

G é 800W, 15dk
=

Sekil 3.1. Biyomimetik yontemle kemik benzeri HA sentezinin akis semast.

Islemin sonunda, CO2 alimmi azaltmak igin ¢ozeltilere bir gece boyunca kapali
kaplarda yaslandirma yapilmistir. Daha sonra ¢ozeltiler li¢ kez DI-H20 ile yikanarak

santrifiijleme ile ayrilmistir.

Elde edilen ¢okeltiler, 37°C’de kurutulmustur ve 5°C/dk bir 1sitma hizinda 1 saat

boyunca 950°C’lik bir sicaklikta kalsine edilmistir.
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3.2.2.2. GO indirgenmesinin HA ve TCP olusumuna olan etkisi calismasi

GO, Hummers ve Offeman yontemi ile dogal grafit pullarindan sentezlenmistir [180].
Grafit tozu, 6nden oksitlenmis grafit elde etmek igin %80’lik bir konsantre H2SOg,
K2S20g ve P20s ¢ozeltisine konulmustur. Sogutmali filtreleme ve kurutma isleminden
sonra, onden oksitlenmis grafitin HoSO4 ile oksidasyonu ve kademeli olarak 18 g
KMnOys ilave edilmesi ile GO elde edilmistir. Oksidasyon sirasinda karisimin rengi
koyu morumsu yesilden koyu kahverengiye doniismiistiir. Siispansiyon sogutulmustur
ve 350 mL su ile seyreltilmistir. Daha sonra, artik permanganatin ¢dziiniir manganez
iyonlarina indirgenmesini saglamak i¢in gaz ¢ikisi sona erene kadar H2O> (%30) ilave
edilmistir. GO tekrar tekrar seyreltik 1 M HCI ve deiyonize su (DI-H20) ile 4-5’lik bir
pH elde edilene kadar metal iyonlarini ¢ikarmak i¢in yikanmistir. Uriin 10000 rpm’de
santrifiijleme ile karisimdan ayrilmistir. Hazirlanan GO numuneleri, 0,5 mg/mL’lik bir
siispansiyon olusturmak i¢in DI-H2O icinde seyreltilmistir. Bu slispansiyonlar 1 saat
boyunca ultrasonik olarak dagitilmistir. R1IGO, R2GO ve R3GO (farkli oranlarda
indirgenmis numuneler) elde etmek i¢in, ayr1 kaplarda olan 500 mL dagilmis bir GO
stispansiyonuna ayri ayr1 1,89 g, 5,68 g ve 9,46 g NaBHa ilave edilmistir. Karigimlar,
RGO’lar1 (R1GO, R2GO ve R3GO) elde etmek i¢in 12 saat boyunca oda sicakliginda
karistirilmistir. RGO’ lar stiziilmiistiir ve 24 saat boyunca 60°C’de kurutulmadan 6nce

notr pH degerine kadar DI-H20 ile yikanmistir.

GO’da oksijen igeren hidrofilik fonksiyonel gruplarin biyomineralizasyon siireci
tizerindeki etkisi arastirilmasi i¢in farkli oranlarda indirgenmis GO numuneleri
tizerinde biyomimetik yOntemle biyomineralizasyon gergeklestirilmistir. Hizh
biyomineralizasyon oraninin elde edilmesi igin konsantre miktarlarda baslangig
malzemelerinin DI-H2O’ya eklenmesiyle konsantre bir SBF ¢o6zeltisi (5xSBF)
hazirlanmistir  [179]. Cozelti, Tris ve HCI kullanilarak 37°C’de pH 7,2°de
tamponlanmistir. Farkli oranlardaki RGO ve referans numune (GO) 37°C’deki su
banyosunda 3 hafta 5xSBF igerisine daldirilmigtir. 50 mg olan GO ve RGO’larin ayn1
miktarmnin her biri i¢cin 50 mL 5xSBF kullanilmistir. 5xSBF i¢ine daldirildiktan sonra

numuneler DI-H20 ile durulanmistir ve 24 saat 60°C’de kurutulmustur.
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3.223.Ti Uzerinde Biyomimetik Yéntemle Hidroksiapatit Olusumunda

On Islemlerin Karsilastiriimasi Calismasi

Saf Ti plakalar #240, 400 ve 800 SiC kagidi kullanilarak zzimparalanmis ve 10x10x0,5
mm boyutunda kiigiikk ¢ubuklar halinde kesilmistir. Daha sonra plakalar, sirasiyla
30°C’de 15 dakika boyunca aseton, etanol ve su ile ultrasonik olarak temizlenmistir.
Temizlenmis tiim plakalar, farkli {i¢ 6n ylizey isleminin karsilastirilmasi igin ti¢ gruba
ayrilmistir. Birinci grup 48 saat 5SM NaOH, ikinci grup 48 saat 1 N HCII ¢ozeltilerinde
bekletilmistir ve iiglincli grup once 24 saat siireyle IN HC1’de bekletilmeden once 24
saat SM NaOH icine daldirilmistir. On-islemden gecirilen gruplar DI-HO ile
durulanmistir ve 24 saat 37°C’de kurutulmustur. Daha sonra bu metal plakalar, su
banyosunda 37°C’de 50 mL 1,5xSBF soliisyonuna daldirilmadan once 1 saat siireyle
600°C’de 1s1l islem uygulanmistir. Kapakli plastik sise igerisinde 37°C’de tutulan
kaplama ¢ozeltisinde azalan Ca ve P miktarlari nedeniyle 1,5xSBF soliisyonu 3 giinde
bir yenilenmistir. ilk hafta sonunda optimum &n yiizey isleminin segilmesinin ardindan
kaplama 4 hafta siirdiirilmiistir ve 1,5xSBF’de bekletilerek kaplama kalinligimin
arttigr goriilmiistiir. Elde edilen kaplamalar 37°C’de firinda kurutulmustur ve
dordiincii haftanin sonunda 5°C/dk 1sitma hizinda 1 saat siireyle 950°C’de 1s1l islem

uygulanmugtir.

Ti yiizeylerinde biyolojik tabaka olusum yeteneklerini aragtirmak i¢in hem kimyasal
hem de 1s1l islem gormiis substratlar 7 giin boyunca SBF’ye daldirilmistir. Bu
calismada 1,5xSBF adi verilen 1,5 kat konsantre SBF ¢o6zeltisi kullanilmistir. Toplam
1000 mL’lik bir hacim i¢in 1,5xSBF tarifi Tablo 3.3.’de verilmistir [179]. SBF
cozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal reaktifler sodyum kloriir (NaCl),
sodyum hidrojen karbonat (NaHCO3), potasyum kloriir (KCI), potasyum hidrojen
fosfat trihidrat (KoHPO4.3H20), magnezyum kloriir hekzahidrat (MgCl2.6H20),
kalsiyum kloriir (CaClz) ve sodyum siilfat (Na2SO4). Tablo 3.3.’deki 1,5 kat daha
yilksek iyonik konsantrasyona gore DI-H2O iginde ¢Ozlilmiistir. 1,5xSBF
hazirlanirken, ¢okelmeyi dnlemek i¢in Tris ve 1,0 M HC1 kullanilarak nihai pH 7,4’e
ayarlanmistir. Her bir reaktif, 1000 mL hacim tamamlanmadan 6nce Tablo 3.3.’de

verilen sirayla ve miktarda, 700 mL su i¢inde tamamen ¢6ziildiikten sonra reaktifler
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ilave edilmistir. Cozelti hazirlanirken goriiniir bir ¢okelti olmamistir ve hazirlandiktan
sonra da berrak ve seffaf bir halde elde edilmistir. 1,5XSBF ¢o6zeltileri bozulma

olmadan bir ay boyunca 4°C’de saklama avantajina sahiptir.

Tablo 3.3. Kullanilan 1,5xSBF ¢ozeltisi igin kullanilan kimyasallar ve miktarlari [179].

Reaktif Sira Miktar Formiil Agirlig

NaCl 1 11,994 g 58,4430 g
NaHCOs3 2 0,525¢ 84,0068 g
KCI 3 0,336 g 74,5515 g
K2HPO4.3H20 4 0,342 ¢ 228,2220 g
MgCl,.6H,0 5 0,458 g 203,3034 g

1N HCI 6 60 mL -
CaCl, 7 0,417 g 110,9848 g
Naz2S04 8 0,107 g 142,0428 g
Tris 9 9,086 g 121,1356 g

1 N HCI 10 0-5mL -

3.2.2.4. Kemik doku miihendisligi icin 3B gozenekli Col/fMWCNT/CS/HA

kompozit iskeleler ¢caliymasi

10xSBF ¢dzeltisinin hazirlanmasi icin, kullanilan SBF ¢6zeltisi, insan kan plazmasina
kiyasla sadece fosfat ve kalsiyum iyonlar1 agisindan on kat konsantre edilmistir.
SBF’nin hazirlanmasi 6nceki ¢alismamizda agiklanmigtir [2]. Kisaca 10xSBF stok
¢ozeltisini hazirlamak i¢in kimyasal reaktifler 700 mL DI-H2O iginde tamamen
¢cOziinmiistiir ve 37°C’de manyetik olarak karistirilmistir. 10xSBF hazirlanirken,
cokelmeyi onlemek i¢in 1,0 M HC1 ve Tris kullanilarak pH 6,5’e ayarlanmistir ve
daha sonra ¢ozelti 1000 mL ile tamamlanmistir. Hazirlanan 10xSBF stok c¢ozelti

cokelme olmadan bir aya kadar 4°C’de saklanabilme 6zelligine sahiptir.

Karboksil ve hidroksil grubu i¢eren fonksiyonellendirilmis MWCNT (fMWCNT) asit
oksidasyon islemi ile hazirlanmigtir. fIMWCNT elde etmek i¢in, 1 g MWCNT 2 giin
boyunca 130°C’de 200 mL %65 nitrik asit ile reflux edilmistir. Daha sonra bu karigim
DI-H20 ile seyreltilmis, siizilmiis ve pH 7’ye ulasana kadar DI-H20 ile yikanmasinin

ardindan 24 saat 50°C’de vakum altinda kurutulmustur.
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Stiper gozenekli 3B Col/fMWCNT/CS iskelesinin hazirlanmasi igin dncelikle Col
hidrojel asetik asit i¢inde fibril Col’iin homojenlestirilmesiyle iiretilmistir. Col
¢ozeltisi matris igerisinde fMWCNT ’lerin homojen dagilimi i¢in pH 3’e ayarlanmustir.
Tim yap1 iskelelerinin Col konsantrasyonlari 0,05 g/mL asetik asit ¢ozeltisi (%5
ag./hac.) seklinde ayarlanmistir. fMWCNT ve CS, aym konsantrasyonlarda Col
cozeltisine ilave edilmistir (Col’e gore %4,0 ag., %0,2 ag./hac.). En iyi hiicre
etkilesimleri [181], antimikrobiyal etkiler [182] ve mekanik 6zellikler [183] gosterdigi
icin IMWCNT ve CS oranlart %0,2 (ag./hac.) olarak segilmistir. Tip-1 Col, IMWCNT
ve CS’nin hesaplanan miktarlarina 0,1 M asetik asit ilave edilmis ve karistirilmistir.
Col ihtiva eden numunelerin homojen dagilimini saglamak icin buz banyosu icinde
4°C’de 6 saat siddetli bir sekilde karistirilirken, sadece CS ig¢eren kontrol numunesi
ortam sicakliginda karistirllmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler, 1 saat boyunca buz
banyosunda hava kabarciklarinin uzaklastirilmasi i¢in sonike edilmis ve liyofilizasyon
oncesi 4°C’de saklanmistir. Cozelti 12°1i kiiltiir kaplarina 2 ser mL olacak sekilde
aktarilmigtir. Jelin 0,9°C/dk’da —40°C’ye sogutularak dondurulmasinin ardindan buz
kristalleri 48 saat 200 mtorr’lik vakumda 0°C’de liyofilizasyon ile siiblimlestirilerek
uzaklastirilmistir. Uretilen 3B iskele materyalleri 0,05 M NaOH/etanol karisimi ile
yikanmasinin ardindan DI-H2O/etanol (7:3) karigimu ile yikanarak ndtralize edilmistir

ve tekrar 48 saat siireyle liyofilizasyona tabi tutulmustur.

HA’nin yap: iskelesi iizerinde biyomineralizasyonu biyomimetik sentez ydntemi
kullanilarak bir kemik yap1 iskelesi hibrit malzemesi (Col/fMWCNT/CS/HA)
gelistirilmistir. Biyomimetik olarak HA ¢ekirdeklendirilmis yapi iskelelerinin (Col,
CS, Col/fMWCNT ve ColfMWCNT/CS) hazirlamasi i¢in 10xSBF ¢ozeltisi
kullanilmistir. Hizli HA ¢ekirdeklenme oranlarina ulasmak igin konsantre SBF
cozeltisi (10xSBF) kullanilmistir. Tiim yapi iskeleleri gozenekler ile 10xSBF ¢ozeltisi
arasinda temas kurmak i¢in vakum ortami kullanilarak SBF ortaminda ¢okeltilmistir.
Daha sonra yapi iskeleler 50 mL 10xSBF ¢o6zeltisine daldirilmistir. Bir hafta boyunca
daldirma igleminin ardindan yapi iskeleleri soliisyondan alinmistir ve suda ¢oziinebilir
minerallerin uzaklastirilmast i¢in DI-H2O ile birka¢ kez ve dikkatli bir sekilde

durulanmustir.
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3.2.2.5. Yeni m-5xSBF’de monofazik brushitin Ti6Al4V iizerine biyomimetik

yontemle kaplamasi ¢alismasi

mM-5XSBF ve 5xXSBF’nin hazirlanmasi i¢in oncelikle Tablo 3.4.’de 6zetlendigi gibi
insan kan plazmasindaki inorganik kompozisyonun degistirilmesiyle iki ayr1 SBF
ortami elde edilmistir. Sodyum kloriir (NaCl), sodyum hidrojen karbonat (NaHCO3)
potasyum hidrojen fosfat trihidrat (K:HPO4.3H20), potasyum kloriir (KCI),
magnezyum kloriir hekzahidrat (MgCl.6H20), kalsiyum kloriir (CaClz) sodyum siilfat
(Naz2S0s), tris(hidroksimetil)-3-aminometan [Tris, (CH2OH)3sCNH:] ve hidroklorik
asit (HCI) SBF’nin hazirlanmasi i¢in kullanilmistir. Bu iki SBF ¢ozeltisi, tuzlarin 1000
mL DI-H20’da ¢oziilmesiyle hazirlanmistir ve Tris ile HC1 kullanilarak 37°C’de pH
6’da tamponlanmistir. Daha o6nce agiklandigi gibi [179] SBF’nin hazirlanmasi
sirasinda tiim kimyasallar sirayla eklenmis ve bir onceki ¢oziildiikten sonra yenisi ilave
edilmistir. 5XSBF ve m-5xSBF’nin hazirlanmast normal SBF’deki iyon
konsantrasyonlarinin degistirilmesi ile gerceklestirilmistir. Modifiye edilmis SBF
¢ozeltisi (m-5xSBF) normal SBF’ye gore yalnizca K2HPO4.3H20 ve CaCl> tuzlarinin
5 kat konsantre edilmesi ile hazirlanirken; 5xSBF ¢ozeltisi ise normal SBF icerisindeki

tiim tuzlarin 5 kat konsantre edilmesiyle hazirlanmistir.

Tablo 3.4. insan kan plazmasi (HBP), normal SBF, kullanilan 5xSBF ve m-5xSBF c¢ozeltilerinin iyon
konsantrasyonlari (mM).

Iyon Konsantrasyonlar1 (mM)

fyon
HBP SBF 5XSBF m-5xSBF

Na* 142,0 142,0 710,0 142,0

K* 50 50 25,0 58
Mg?* 1,5 1,5 7,5 1,5
Ca?* 2,5 2,5 12,5 12,5

Cr 103,0 147,8 739,0 168,9
HCO* 27,0 4,2 21,0 4,2
HPO4* 1,0 1,0 50 5,0
SO4* 0,5 0,5 2,5 0,5

pH 7,2-174 7,40 6,0 6,0

Biyomimetik proses i¢in Ti6Al4V alasimi (Grade 5) 3x3%0,45 cm’lik seritler halinde
kesilmis ve biyomimetik kaplama i¢in substrat olarak kullanilmistir. Alinan Ti6Al4V
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plaka ornekleri, etching isleminden 6nce piiriizlendirilmistir. Numuneler 600 ve 800
derece SiC kagidi ile piiriizlendirilmis ve daha sonra Ti6Al4V substratlar1 15 dakika
boyunca sirasiyla aseton, 70 etanol ve DI-H20 ile ultrasonik olarak temizlenmistir.
Temizleme isleminin ardindan substratlar 60°C’de 24 saat boyunca 5M NaOH etching
¢ozeltisi ile ve daha sonra 1 saat boyunca 600°C’de termal islem ile muamele
edilmistir. Bu prosediir, Ti6Al4V ylizeylerinin sodyum titanat ve titanyum oksit
tabakasi ile (Na-Ti numuneleri) kaplanarak metalik yiizeyin aktivasyonunu saglamak
icin kullanilmistir. Bu 6n yiizey islemden sonra Ti6Al4V plakalari 6nceden tarif
edildigi gibi iki farkli grup halinde hazirlanan ¢o6zeltiler i¢ine 37°C’de 24 ve 48 saat
boyunca batirilmistir. Cozeltiler, agik havadan gelebilecek olan kirlenmeyi veya
reaksiyonu onlemek i¢in kapali bir kapta tutulmustur. Biyomimetik yontem sonrasi
plakalar DI-H2O ile yikandiktan sonra 60°C’lik bir firinda gece boyunca

kurutulmustur.

3.2.2.6. Cozelti ve kalsinasyon siiresinin Sol-Jel Hidroksiapatit sentezi iizerine

etkisi calismasi

Kalsiyum ve fosfat baglangi¢ maddeleri olan Ca(OH)2 ve HaPOa, farkli kosullar altinda
sentezlenmis olan HA elde etmek i¢in kullanilmistir. Baslangic maddelerinin
karigimlari, 1,67’ ye esit olan katkilanmamis HA ninkine benzer bir Ca/P atomik orani
g0z Oniine alinarak hazirlanmistir. Bu amagla ¢dzeltilerin hazirlanmasi i¢in 1,85 g
kalsiyum kaynagi olan Ca(OH)2 25 mL DI-H>O ve 25 mL etanolde (CoHsOH) ayri
ayr1 ¢ozilmiistiir. Benzer sekilde 0,87 mL HzPOgs igeren iki ayr1 fosfat ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Hazirlanan her ¢ozelti, kapali kaplarda 60°C’de 30 dakika boyunca
karistirlmistir. HA’nin sentezi, kapali kaplarda gergeklestirilmistir, ¢iinkii HA
iceriginin Onceki caligmalarda belirtildigi gibi sentez asamasinda agik atmosferden
etkilendigi bilinmektedir [184]. Hazirlanan su ve etanol igeren kalsiyum ¢ozeltileri, su
ve etanol bazli sol-jel teknigi i¢in ayni kosul altinda ayr1 ayr1 60°C’de 30 dakika
karistirilarak onceden hazirlanan su ve etanol iceren fosfat ¢ozeltilerine damla damla
ilave edilmistir. HA sol-jel yontemiyle sentezlenirken baska bir c¢alismada [185]
kullanildig1 gibi (pH=9) farkli pH degerleri kullanilabilir. HA bilesiginde OH™ igerigi

olmasi nedeniyle sentez sirasinda alkali ortam 6nemlidir ve bu ¢aligmada her iki ¢ozelti
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icin pH amonyum hidroksit (NH4OH) kullanilarak ayarlanmistir. Sentez akis
diyagrami Sekil 3.2.’de gosterilmistir.

Soliisyonlar 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Yaslandirilan numuneler, beyaz
kuru jeller elde edilinceye kadar firininda 105°C’de 1s1l isleme tabi tutulmustur.
Kurutulan tozlar agat havanda 6giitiilmiistiir. HA olusumu ile sonuglanan kalsiyum

hidroksit (Ca(OH).) ve fosforik asit (HzPOa) arasindaki kimyasal reaksiyon denklemi

su sekildedir:
10Ca(OH)2 + 6HsPO4 — Caio(PO4)s(OH)2+18H20 (3.1)
aH->O
% Ozuci ‘CZHSOH
NH.OH 60°C’de 30 dk karlstlrma

pH=11

l 950 °C’de kalsinasyon als

Nano HA Tozu

Sekil 3.2. Hidroksiapatit hazirlaniginin akis semasi.
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Her iki kurutulmus jel ii¢ gruba ayrilmistir ve ayri ayri firinda sirasiyla 950°C’de 1
saat, 2 saat ve 4 saat siireyle kalsinasyon islemine tabi tutulmustur ve ortam sicakligina
inmesi i¢in sogutmaya birakilmistir. Elde edilen tozlar HA1, HA2, HA3, HA4, HA5
ve HAG6 olarak etiketlenmistir. HA1-HA2-HA3 su bazli ¢6zelti i¢in sirastyla 1 saat, 2
saat ve 4 saat siireyle kalsine edilirken HA4-HAS5-HAG ise etanol bazli ¢ozelti icin

sirastyla 1 saat, 2 saat ve 4 saat boyunca kalsine edilmistir.

3.2.2.7. Ag, Zn veya Co katkih HA’nin biyomimetik sentezi ve fonksiyonel Ti
iizerinde Ag, Zn veya Co katkih HA/f/MWCNT kompozitinin kaplanmasi

calismasi

Katkilanmamis ve Ag, Zn veya Co katkili HA’nin biyomimetik sentezleri igin
katkilanmamig HA, Onceki c¢aligmamizda acgiklandig1r sekilde elde edilen SBF
kullanilarak biyomimetik metotla hazirlanmistir [1]. SBF’yi olusturan tuzlar, siirekli
karistirma altinda 37°C’de 1000 mL DI-H20O iginde ¢6ziilmiistiir. 37°C’deki ¢ozelti
ortaminin nihai pH’1 Tris ve IM HCI1 tamponu ile 7,2 olarak ayarlanmigtir. Tablo
3.5.’de gosterildigi gibi hazirlanan 1,5xSBF’deki kalsiyum ve fosfat konsantrasyonu

iki kat olarak hazirlanmis ve bu ¢ozelti c1,5xSBF olarak adlandirilmistir.

Tablo 3.5. Hazirlanan SBF, 1,5xSBF ve c1,5xSBF ortamlarindaki iyon konsantrasyonlari.

Iyon Ag’

A Na*  K* Mg* Ca®* CI  HPOY SOF HCO*  zn*

(mM) C02+
SBF 1420 50 1,5 25 1478 10 05 4.2
15xSBF 2130 75 225 375 2217 15 0,75 6,3

C15xSBF 2130 105 225 75 2292 3 0,75 6,3 1,0

Ag', Zn?* veya Co?" katkili HA’nin sentezlenmesi i¢in diger ii¢ ¢dzelti CaCly’nin
eklenmesinden once c¢1,5xSBF’ye sirastyla AgNOs, Zn(NO3z)2.6H.0 veya
Co(NO3)2.6H20 tuzlarmi ekleyerek hazirlanmistir. SBF, 1,5xSBF ve c1,5xSBF
cozeltilerinin iyonik konsantrasyonlar1 Tablo 3.5.’de verilmistir. Kompozitlerdeki
metal iyonlarinin miktari, baglangi¢ ortamindaki onciillerin konsantrasyonu ile kontrol
edilebilir. Bu caligmada katki iyonlarin konsantrasyonlar1 Tablo 3.5.’de gosterildigi

gibi 1 mM olarak secilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler notrallesme reaksiyonundan sonra
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2 saat 37°C’de manyetik karistirict (250 rpm) kullanilarak karigtirllmaya devam
edilmis ve daha sonra inorganik fazin ¢okmesini saglamak icin kapali bir kapta

calkalamali su banyosu kullanilarak 14 giin 37°C’de bekletilmistir.

Uriinlerin reaksiyon ¢dzeltisinden santrifiijlenerek toplanmasinin ardindan Na* ve CI
gibi ¢oziiniir tuzlarin uzaklastirilmast i¢in birka¢ kez DI-HO ile yikanmistir ve
80°C’de 24 saat siireyle kurutulmustur. Son olarak, kurutulmus numuneler

karakterizasyon Oncesi agat havan ile dgiitiilerek hazirlanmistir.

Islem gormemis CNT’ler siiper hidrofobiktir ve sulu ortamda kolayca agrege
olabilirler. Ancak oksidasyon yani fonksiyonellendirilme polar gruplarin
baglanmasindan dolayi dispersiyonu arttirir ve ayrica biyolojik uygulamalar igin ylizey
aktivasyonunu da saglar. CNT’ler biyolojik ortamda kimyasal olarak
fonksiyonellendirilmeleri ile toksik olmayan etkilere sahip hale gelmektedirler [75].
CNT’ler tizerindeki oksidasyon islemi sirasinda yeni olusturulan veya var olan
kusurlar, CNT duvarlarindaki fonksiyonel gruplarin (COOH ve OH) ikamesinde
onemli bir rol oynar. CNT’lerin fonksiyonel gruplarla fonksiyonellendirilmesi sadece
homojen dagilmayi tesvik etmekle kalmayip ayn1 zamanda HA ve CNT’ler arasindaki

etkilesimi de artirmaktadirlar.

Bu nedenle tez kapsaminda yapilan aragtirmada MWCNT yiizeyinde -OH ve -COOH
oksijen igeren fonksiyonel gruplari 130°C’de hacimce 3:1 oraninda derisik H2SO4 ve
HNO3 c¢ozelti karistminda alti saatlik reflux sonrasinda iiretilmistir. Filtreleme
isleminden sonra, negatif yiizey yiikli fMWCNT notr pH olana kadar DI-H2O
yikanmigtir. Bu yontem HA partikiillerinin katyonlar1 ile CNT’lerin fonksiyonel
gruplar1 arasindaki kimyasal baglanma (-COO-Ca-OOC-) i¢in uygundur ve ayrica

CNT’lerin kompozit i¢erisinde dagilimi da iyilestirilmistir.

Ayr fazlarin homojen dagilimi kompozit sistemlerin performansinda énemli bir rol
oynamaktadir. Yiiksek yiizey enerjisi ve yiiksek en-boy oran1 nedeniyle CNT’lerin bir

araya gelme egilimi i¢in dispersiyon dnemli bir olgudur.
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fMWCNT/Ag, Zn veya Co katkili HA kompozitlerinin hazirlanmasi basamaginda
homojen dagilim elde etmek igin IMWCNT/HA ve IMWCNT/katkilt HA kompozitleri
etil alkol igerisinde karistirilarak hazirlanmistir. Katkilh HA (0,2 g) ve 0,02 g
fMWCNT (agirlikga %10), bir hafta boyunca ortam sicakliginda 250 rpm’de

karistirtlmistir. Filtrelenen kompozitler bir giin boyunca 100°C’de kurutulmustur.

Ti yiizey fonksiyonellendirilmesi asamasi i¢in Oncelikle Ti substratlar
zimparalanmistir ve fonksiyonellendirme 6ncesi temizlenmistir. Ti alagimi 10x10x0,5
mm’lik kiigik seritler halinde kesilmistir. Diger islemlerden Once, tim yiizeyler
mekanik olarak 800 dereceye kadar SiC kagitla zimparalanmistir. Substratlarin
zimparalanmasinin ardindan safsizliklarin giderilmesi igin DI-H20, aseton ve alkol ile
strayla ultrasonik olarak temizlenmis ve baglayici tabaka immobilizasyonundan 6nce
60°C’de kurutulmustur. Ti numunelerinin reaktif kisimlar olarak okshidril ve amin
gruplar1 ile fonksiyonellendirilmeden Onceki halleri pristine (islem gormemis) Ti
olarak adlandirilmigtir. Daha sonra saf Ti nihai kompozit kaplama 6ncesi iki asamali

fonksiyonellendirmeye tabi tutulmustur: alkali islem ve silanizasyon.

Alkali islem: Alkali islem yiizey aktivitesini arttirmada ve sonraki adimlardaki
kovalent bag icin okshidrillerin yerlestirilmesinde etkili bir yontemdir. Alkali islem Ti
yiizeylerinde -OH gruplar1 ve silan baglanma ajani olan APTES ile Ti arasinda
kimyasal bir bag olusturur. Ecth edilmis (Alkali islem gérmiis) numuneler 50 mL 5 M
NaOH i¢inde 60°C’de 24 saat boyunca bekletilmesiyle hazirlanmistir. Ecth edilmis
numuneler DI-H20 ile durulanmistir ve gece boyunca 40°C’de hava atmosferinde 24

saat kurutulmustur.

Silanizasyon: Kompozitlerin immobilizasyonunda gerekli olan amin gruplarini
olusturmak icin numuneler 3-aminopropil trietoksisilan ile silanize edilmistir.
Silanizasyonda, APTES [(CH3CH20)sSi-NHz] ecth edilmis Ti ylizeylerindeki -OH ve
CH3CH20 gruplari arasinda birlestirme tepkimesiyle olusan Si-O-Ti baglari sayesinde
Ti yilizeyiyle baglanmistir. Siloksan baglanma katmanlar1 alkali islem gormis Ti
substratlarinin toliien (%1 hacim) i¢erisindeki 50 mL APTES ¢ozeltilerine 70°C’de 24

saat daldirilmasi ile hazirlanmistir. Daldirma igsleminden sonra, 15 dakika boyunca
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serbest haldeki siloksan partikiillerini gidermek i¢in substratlar kuru toliien iginde
sonike edilmistir. Ardindan havada kurutulan numuneler Ti ile silan arasindaki
hidrojen baglarin1 kovalent Si-O baglarina doniistirmek i¢in 2 saat 110°C’de
bekletilmistir. Boylece APTES baglayicist vasitasiyla Ti ylizeyine kovalent olarak
baglanan u¢ amin gruplari nedeniyle ylizey pozitif olarak yiiklenmistir. Negatif yiiklii
nano kiimeler Coulombic ¢ekim yoluyla ve hidrofobik etkilesim ile substrat tizerindeki
pozitif yiikli amin (-NH2) gruplar1 ile kuvvetli bir sekilde baglanma afinitesine

sahiptir.

fMWCNT/Ag, Zn veya Co-katkili HA kompozitlerinin amin fonksiyonellendirilmis
Ti substratlarina immobilizasyonu ¢apraz baglanma islemi ile gergeklestirilmistir. 0,2
g kompozitin 2 saat boyunca pH 6’daki PBS tamponunda sonike edilmesinin ardindan
oda sicakliginda EDC/NHS ¢ozeltisinde (0,2 M EDC ve 0,5M NHS) orbital ¢alkalayici
kullanilarak 270 rpm’de gece boyunca ¢apraz baglanmistir. Bu islem fMWCNT deki
karboksil gruplarinin EDC ile aktivasyonunun gerceklesmesi i¢in yapilmistir. Sonraki
adimda EDC/NHS ile aktive edilmis fMWCNT/Ag, Zn veya Co katkii HA
kompozitlerinin APTES fonksiyonellendirilmis Ti yiizeylerine baglanmasi

gerceklestirilmistir.

Siloksan baglanma tabakasini tastyan Ti substratlart EDC/NHS ¢ozeltisi varligindaki
%0,1 ag./hac. sulu fIMWCNT/Ag, Zn veya Co-katkii HA kompozit ¢ozeltisine
daldirilmistir ve ardindan oda sicakliginda 24 saat boyunca reaksiyona girmesine izin
verilmistir. Reaksiyonun ardindan fMWCNT/Ag, Zn veya Co-katkili HA kaph
substratlar fiziksel olarak adsorbe edilmis kompozitin uzaklastirilmasi i¢in siirekli
calkalama ile DI-H20’da 30 dakika boyunca durulanmistir ve sonrasinda

kurutulmustur.

Bu nedenle kompozitler MWCNT’nin -COOH gruplari ile Ti yiizeyinin -NH2 gruplari
arasindaki reaksiyonu yoluyla amin fonksiyonellendirilmis Ti yilizeyine immobilize
edilmistir. Numuneler daha sonraki karakterizasyon adimlari i¢in kapali bir petri

kabinda saklanmuistir.
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3.2.2.8. Kanser tedavisine yonelik uyarana duyarh akilh ila¢ dagitim sistemi
olarak NCQDs bazh enjekte edilebilir, kendiliginden ¢capraz baglanan ve

yerinde olusan yeni ¢cok fonksiyonlu hidrojel ¢calismasi

NCQDs sentezi igin yesil ve kullanisli olan yag banyosu stratejisi [186] kullanilmistir.
Isitilmis yemeklik yaga (20 mL, 250°C) 10 g siikroz ve 2 g iire karigimi ilave
edilmesinin ardindan 5 dakika boyunca mekanik karistirma ile karisimin renginin
beyazdan koyu kahverengiye donmesi NCQDs olusumunu gostermistir. Oda
sicakligina sogutulduktan sonra reaksiyon sistemine 30 mL DI-H20 ilave edilmistir.
Sentezlenen NCQDs sulu faza aktarilmis ve topaklanmis partikiillerin uzaklastirilmasi
icin 11000 rpm’de 15 dakika boyunca santrifiijlenmesi sonucu sari-kahverengimsi

siipernatant elde edilmistir.

Ust yag, bir ayrma hunisi ile ¢ikarilmistir ve sonraki sentezler igin tekrar
kullanilmustir. Sulu ¢ozeltide sentezlenen NCQDs, daha fazla kullanim igin 4°C’de

saklanmistir ve kat1 kahverengimsi NCQDs elde etmek i¢in liyofilize edilmistir.

HA hazirlanmasi onceki c¢alismamizda agiklanmistir [1]. Kisaca HA onceden
hazirlanmis olan 1,5xSBF’nin 800W mikrodalgaya 15 dakika siireyle maruz
birakilmasiyla sentezlenmistir. Daha sonra SBF santrifiij ile ayrilmis ve pH notr hale
gelene kadar DI-H2O ile yikanmistir. Elde edilen HA tozlart 37°C firinda
kurutulmustur ve nihai HA’y1 elde etmek i¢in 5°C/dk’lik bir 1sitma hizinda 950°C 1s1l
isleme 1 saat siire ile tabi tutulmustur ve kullanimdan 6nce bir vakumlu kurutucuda

saklanmustir.

pH duyarli hibrit hidrojellerin iiretimi asamasinda 6ncelikle hidrojel oncii ¢ozeltisi
elde etmek i¢in NCQDs, Dox ve HA ayr1 ayri ¢ozilmiis ve DI-H2O’da istenen
konsantrasyonlarda hazirlanmistir (Tablo 3.6.). Cesitli konsantrasyonlarla Dox ve HA
konjuge NCQDs bazli pH duyarli akilli hidrojellerin iiretimi igin li¢ farkli oncii

konsantrasyon kullanilarak gerekli NCQDs konsantrasyonu ayarlanmistir.
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Tablo 3.6. Hazirlanan hidrojel numunelerinin formiilasyonlari.

Bilegenler, %

Hidrojel 5 ) 5
NCQDs (ag./hac.) Dox (ag./hac.) HA (ag./hac.)
NCQDs-1 0,4 - -
NCQDs-2 0,6
NCQDs-3 0,8 -
NCQDs/Dox-1 0,6 0,1
NCQDs/Dox-2 0,6 0,2
NCQDs/Dox-3 0,6 0,4
NCQDs/Dox 0,6 0,2 -
NCQDs/Dox/HA-1 0,6 0,2 0,1
NCQDs/Dox/HA-2 0,6 0,2 0,2
NCQDs/Dox/HA-3 0,6 0,2 0,4
NCQDs/Dox/HA 0,6 0,2 0,2
NCQDs/Dox-1/HA-1 0,6 0,1 0,1
NCQDs/Dox-2/HA-2 0,6 0,2 0,2
NCQDs/Dox-3/HA-3 0,6 0,4 0,4

Dox’un pH’a kars1 duyarli salinimini saglayan bu konjiigatlar NCQDs amin grubu ile
Dox keton grubu arasinda asidik kanser hiicresi mikro ortami ile uyarilabilen Schiff
baziyla kimyasal olarak konjlige edilerek hazirlanmigtir. Ek olarak, fonksiyonel
terminal gruplari iceren NCQDs ve HA [Cas(PO4)30H] hidroksil ve amin arasindaki
kovalent reaksiyonla konjiige edilebilirler. Onceden belirlenmis miktarlarda
hazirlanmis NCQDs c¢ozeltileri farkli derisimlerdeki Dox ¢ozeltilerine damla damla
karanlikta ilave edilerek farkli formiilasyonlar elde edilmistir. Daha sonra, Schiff bazi
reaksiyonu oda sicakliginda kuvvetli bir sekilde karistirilarak 12 saat karanlikta
strdirilmiistiir. Ayrica HA igeren hidrojellerin (NCQDs/Dox/HA) hazirlamasi i¢in
farkli miktarlarda alinan HA ilk olarak 30 dakika boyunca 10 mL sulu ¢6zelti iginde
ultrasonik olarak dagitilmistir. NCQDs ¢6zeltisine farkli miktarlarda dagilmis olan HA
¢Ozeltisinin ilave edilmesinin ardindan NCQDs/HA karisimina Dox ¢ozeltisi ilave

edilmistir.

Sulu NCQDs bazl1 hibritleri homojenlestirmek i¢cin NCQDs/Dox/HA dispersiyonu oda
sicakliginda 5 dakika siireyle sonike edilmistir. HA igermeyen hidrojeller i¢in Schiff
baz1 reaksiyonu yukarida tarif edildigi gibi siirdiiriilmiistiir. Fiziksel ve kimyasal
(Schiff bazi1) ¢apraz bagli pH duyarli hibrit hidrojeller elde etmek igin karisimlar

37°C’de su banyosuna yerlestirilmistir. Sogutulan vida kapakli siselerindeki
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hidrojeller karakterizasyonlar oncesi 4°C’de buzdolabinda saklanmistir. Hazirlanan
capraz baglanmis hidrojellerin nihai bilesimleri Tablo 3.6.’da tarif edilmistir. ilag
konjuge hidrojelin yerinde olusmasinin ardindan Dox’un hidrojellerden in-vitro
serbest birakilmasinin incelenmesi i¢in su banyosunda bulunan her bir numune
sisesine farkli pH degerinde 2 mL taze salinim ortamlari ilave edilmis ve tiim deney
stiresi boyunca fizyolojik viicut sicakliginda (37°C) ve hafif calkalama hareketi (20
rpm) altinda bekletilmistir. NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA hidrojellerinden Dox
saliiminin pH bagimlilig1 kan, kanser hiicreleri ve endozomlarin pH ortamini taklit
etmek icin farklt pH kosulundaki (pH=7,4; 6,5; 5,5 ve 4,0) tampon ¢ozeltilerinde

inkiibasyon siiresinin bir fonksiyonu olarak izlenmistir.

Belirtilen zaman noktalarinda numune siselerinden 2 mL salinim ortami analiz i¢in
¢ikartlmistir ve bu arada salinim ortam1 hacminin sabit kalmasi i¢in ayn1 pH degerinde
taze 2 mL’lik tampon ¢ozeltisi ilave edilmigtir. Salinim ortamindaki Dox
konsantrasyonu 487 nm absorbansta kuvars kiivet (yol uzunlugu 1,0 cm) kullanilarak
UV-Vis spektrofotometre ile 0-72 saat arasinda farkli zaman noktalarinda analiz
edilmis ve serbest birakilan toplam Dox miktar1 olusturulan standart bir kalibrasyon
egrisi ile hesaplanmustir. Ilacin kalibrasyon egrisi tampon ¢ozeltilerinde benzer
kosullar altinda hazirlanan seri Dox konstantrasyonlarinin (50 ila 0,01 pg/mL arasinda
degisen) absorbans verileri kullanilarak belirlenmistir. Tiim ila¢ salinim sonuglar
tekrarlanan ii¢ testin ortalama degeri olarak ¢izilmistir ve standart sapmalarla birlikte
ortalama degerler grafikte verilmistir. Tiim iglemler 151k engellenmis kosullar altinda

gergeklestirilmistir.

Serbest birakma ortam1 6dnceden belirlenmis zaman araliinda degistirilmis ve sirayla
1, 2, 3,... m,..., n olarak numaralandirilmistir. Biriken ila¢ salinimi yiizdesi (DR)

asagidaki gibi hesaplanmistir:

Yiz1 Ci-Vi

DR (%) = Sy

x 100% (3.2)

Burada , C; ve V; sirasiyla i. kuvars hiicredeki Dox konsantrasyonunu ve salinim

ortaminin hacmini temsil etmektedir.
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3.2.3. Karakterizasyon ve Testler

3.2.3.1. Farkhh Kkalsiyum kaynaklar1 kullanilarak hidroksiapatitin mikrodalga

destekli biyomimetik sentezi ¢calismasi

Sentezlenen kemik benzeri HA tozlarinin yapist SEM, EDS, XRD, Raman ve FTIR
spektroskopisi ile analiz edilmistir. Sentezlenmis ve 1s1l islem gérmiis HA tozlarinin
morfolojileri SEM ile karakterize edilmistir. Sentezlenen numunelerin elementel
bilesimleri EDS alan analizi ile yorumlanmistir. XRD analizi sentezlenen toz

numunelerin fazlarinin aydinlatilmasi i¢in kullanilmistir.

XRD verileri kullanilarak hesaplanan numunelerin kristalin boyutu, kristal yogunlugu
ve kristallenme orani1 Tablo 4.2.’de verilmistir. HA kristal boyutu (D) Debye-Scherer
esitligi ile hesaplanmistir [44]:

kA
D= Bicos@ (33)
2

, burada k sekil faktorii (0,94), A Cu Ka 1s1masina ait dalga boyu (0,154059 nm),
0 Bragg acis1 Ve By, maksimum pik yogunlugunun yari genisligidir. Tablo 4.2.’de
verilen HA fazlarinin ICDD sayilarina gére Numune-1, 2, 3 ve 4 icin en gii¢lii piklerin
miller indeksleri (hkl) sirasiyla (221), (121), (211) ve (211)’dir. HA kristalinitesi (Xc)
asagidaki esitlik ile belirlenmistir [187]:

X = (22)’ (34)

, burada B pikin yari yiiksekliginin genisligidir. Numune yogunluklari (D) su formiile

gore hesaplanmistir:

D = (WxZ)/(Vx0,6022169) (3.5)
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, burada Z her bir hiicredeki formiil biriminin sayisi, W formiil kiitlesi ve V hiicre

sabitlerinden hesaplanan hacimdir [188].

Raman ve FTIR analizi HA yapilarinda bulunan gruplara ait piklerin varliginin

belirlenmesi i¢in kullanilmistir.
3.2.3.2. GO indirgenmesinin HA ve TCP olusumuna olan etkisi ¢alismasi

Sentezlenmis liriinlerin morfolojisi ve mikro yapist SEM ile karakterize edilmistir.
EDS analizi ile belirlenen sentezlenmis malzemelerdeki elementler karakterize
edilmistir. EDS’teki biitiin sinyaller atom numarasi, sogurma ve fliloresans (ZAF

diizeltme rutini) i¢in diizeltilmistir.

Olgiilen sonuglar, referans malzemeler olarak ekstra saf TCP (Sigma Aldrich, CAS:
7758-87-4) ve HA (Sigma Aldrich, CAS: 12167-74-7) kullanilarak kalibre edilmistir.
Analiz i¢in numunelerdeki bilesimler 6l¢iilen X-151n1 yogunluklarindan asagidaki

esitlikler kullanilarak hesaplanmistir:

k

IMeas

k = (3.7)

[Ref

, burada Z, A ve F sirasiyla atom numarasi etkisini (durdurma giicii ve geri sagilma
etkisi), emme etkisini ve floresan etkisini agiklayan matris diizeltme parametreleridir.

[Meas e [Ref girasiyla ilgili elementin Slgiilen ve referans yogunluklartydi [189].

Sentezlenmis GO-HA hibrit kompozitlerin faz karakterizasyonu XRD ile analiz
edilmistir ve TGA analizi azot atmosferi altinda 10°C/dk 1sitma hiziyla aliimina potada

gergeklestirilmistir.
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Numunelerin 1slanabilirligi ve hidrofilikligi video tabanli temas agis1 cihazi
kullanilarak temas agisinin dlgiilmesi ile karakterize edilmistir. FTIR 4 cm

¢oziiniirliik ile analizi 400-4000 cm™ dalga sayisi araliginda gergeklestirilmistir.

Numunelerin - UV-Vis spektrumlari  UV-Vis spektrofotometre  kullanilarak
Olciilmiistiir. DI-H20O’da dispers edilmesinin ardindan GO’nun dinamik 1s1k sagilimi
(DLS) ve zeta potansiyel olgiimleri notr pH’da gerceklestirilmistir. Sentezlenmis
GO’nun yiizey alami Olgiimleri 77 K’de Nz’nin fiziksel adsorpsiyonu ile

gerceklestirilmistir ve yiizey alan1 BET yontemi ile elde edilmistir.

3.2.3.3. Ti iizerinde biyomimetik yontemle hidroksiapatit olusumunda 6n yiizey

islemlerin karsilastirilmasi calismasi

Saf Ti plakalarmin 1,5xSBF’deki ilk hafta sonunda, NaOH, HCI ve NaOH+HCI1 6n
yiizey islemleri uygulamasi sonrasi SEM analizi ile yiizeyler morfolojik olarak
incelenmistir. NaOH, HCI ve NaOH+HCI ile 6n yiizey islemli Ti yiizeylerin
1,5xSBF’°deki ilk hafta sonunda ve dordiincii hafta sonunda kaplanan bifazik HA
tozlariin elementel analizi EDS alan taramasi ile gerceklestirilmistir. Ayrica
dordiincii  hafta sonunda kaplanmis numunenin ara kesitinin elementel

karakterizasyonu i¢in EDS haritalamas1 yapilmistir.

EIS calismalar1 5 mV’lik pertiirbasyon genliginde ve 10°~10° Hz frekans araliginda
gerceklestirilmistir. Deneyler {ic kez tekrarlanmistir ve sonuglar mevcut yazilim
tarafindan kaydedilmistir. EIS kaplanmis numunelerin hem diren¢ hem de kapasitif
davraniglar1 hakkinda bilgi sahibi olmak i¢in kullanilan analiz yontemlerinden biridir
[190]. SBF ¢ozeltilerinde NaOH+HCI, NaOH ve HCI islemli Ti numuneleri i¢in agik

devre potansiyeli durumunda Nyquist ve Bode grafikleri elde edilmistir.

Daha once bahsedildigi sekilde elde edilen kaplanmis numunenin kristal boyutu,
kristalinitesi ve yogunlugu XRD verilerinden bulunmustur. FTIR analizi 4 cm™

¢oziiniirliik ile 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda gergeklestirilmistir.
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1,5xSBF’de elde edilen kaplanmis bifazik HA tozlarinin ortalama partikiil boyut
analizleri 1 saat boyunca sonike edilerek suda dagitilmalarinin  ardindan
gergeklestirilmistir. Sinterleme Oncesi ve sonrasi hazirlanan numunelerin uygun
seyreltmedeki ¢ozeltileri Ol¢iim kiivetine aktarilmis ve partikiill boyut analizi

gerceklestirilmistir.

3.2.3.4. Kemik doku miihendisligi icin 3B gozenekli Col/fMWCNT/CS/HA

kompozit iskeleler calismasi

Hazirlanan yapi iskelelerinin mikroyapilarini analiz etmek ve elementel bilesimlerini
belirlemek icin SEM ve EDS analizleri gerceklestirilmistir. Kompozit yap1 iskeleleri
uygun ebatlarda kesilerek yapiskan karbon bantla sabitlenmesinin ardindan yiizeyde
iletkenligin saglanmasi i¢in otomatik piskiirtme kaplayicisinda (Polaron CS7620)
altin film (2 nm) biriktirilmistir. SEM goriintiilerinin analizi ile saptanmis olan yap1
iskelelerinin ortalama gozenek boyutlart kisa eksen ve uzun eksen boyunca dikey
yonde belirlenmistir. Ortalama degerler hesaplanmis ve ortalama gbézenek boyutu
olarak alinmistir. Ayrica, hazirlanan iskelelerin optik goriintiisii optik mikroskop

kullanilarak elde edilmistir.

Yapr iskelelerinin fazlar1 40 kV, 30 mA ve adim boyutu 0,04°’de calisan Cu Ka
radyasyonu (A=0,154059 nm) ile kullanilan XRD analizi ile arastirilmistir. Yapi
iskelelerine ait HA fazlar1 10° ila 80° arasindaki kirinim agilar1 kullanilarak tespit

edilmistir.

Biyomimetik mineralizasyon yoluyla HA ¢ekirdeklenmesinden sonra liyofilize
edilmis hibrit yapi iskelelerinin TGA egrileri oda sicakliginda 700°C’ye kadar aralikta
azot atmosferinde elde edilmistir. Uretilen Col/fMWCNT/CS yap1 iskelesinin spesifik
yiizey alanlar1 ve gozenek boyutu dagilimlar1 77 K’de N fiziksel adsorpsiyonu ile

gerceklestirilmistir ve sirasiyla BET ve BJH yontemleri ile elde edilmistir.

Biyomineralizasyon 6ncesi ve sonrasi tiim yapi iskelelerinin 6zelliklerini analiz etmek

ve karsilastirmak i¢in FTIR spektrum analizi yapilmistir. Yapi iskelelerinin uygun
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ebatlarda kesilmesinin ardindan numune blmesine konularak 4000 ve 400 cm™ dalga

1

boylar1 arasinda 4 cm™ c¢oziiniirliige sahip 20 tarama ile FTIR spektrumlari

kaydedilmistir.

Yapr iskelelerin mekanik 6zellikleri oda sicakliginda 0,05 N yiike ayarli tek eksenli
sikigtirma test makinesi (Instron) kullanilarak incelenmistir. Dehidrotermal (DHT)
capraz baglanma [116] kimyasal ¢apraz baglanmalarin hiicreler tizerindeki toksik
etkisinden dolay1 [191, 192] ve ayrica mekanik mukavemeti arttirmasi nedeniyle [193—
196] kullanilmistir. Ayni uzunluk ve capa sahip (2:1) ¢apraz bagl silindirik yap1
iskeleleri (n=5) ilk uzunluklarmin %50°’sine kadar 0,01 mm/sn’lik bir yer degistirme
oraninda preslenmistir. Yapi iskelelerin elastik modiilleri (gerilme-gerinim grafiginin
ilk dogrusal kismindaki egim) ve basing mukavemetleri (%50 deformasyon noktasinda

maksimum gerilme) elde edilmistir.

Yapr iskelelerinin gozenekliligini belirlemek igin sivi yer degistirme teknigi
kullanilmigtir. Kisaca yapi iskeleleri belirli bir hacimde (V1) etanol igeren bir meziire
batirilmustir. Iskelelerin konuldugu meziir etanoliin iskelelerin gdzeneklerine itilmesi
i¢cin hava kabarcig1 ¢ikmayana kadar vakum ortamina yerlestirilmistir. Yap1 iskelesi
ve etanoliin toplam hacmi V; olarak alinmistir. Yap1 iskelesi etanolden alinmis ve
kalan etanol hacmi V3 olarak Olgiilmiistiir. Son olarak, her bir yapi iskelesinin

gozeneklilik oran1 su formiile gore hesaplanmistir:

p = (V1—V3)/[(V2—V3) (3.8)

Standart sapmanin dahil edildigi gozeneklilik 6l¢iim sonuglari bes numunenin

ortalamasi olarak sunulmustur.

Her bir yap1 iskelesinin sisme (PBS emilimi) davranisi denge-sisme deneyleri ile tespit
edilmis ve biitiin deneyler iic kez tekrar edilmistir. Dehidrotermal (DHT) capraz
baglanmis yapr iskelelerin kuru agirliklarinin kaydedilmesinin ardindan insan
dokularindaki ve viicut sivilarindaki hiicre i¢i ortami taklit eden PBS’ye (50 mL,
pH=7,4) daldirilmistir. Islak agirliklar her 10 dakikada bir olmak {izere 2 saate kadar
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kayit edilmistir. Her daldirma periyodunda yapr iskeleleri alinmistir ve tizerlerindeki
fazlalik su filtre kagidi ile hafifce silinmistir. Daldirma oncesi ilk agirlik Wq olarak
kaydedilmistir ve her daldirma periyodundan sonraki agirlik Wy olarak kaydedilmistir.

Sisme yiizdesi (E) Flory-Huggins formiiliinden bulunmustur;

E = [(Wuw-Wa)/W3]x100 (3.9)

Yap: iskeleleri ayrica iki hafta boyunca PBS ¢ozeltilerine daldirilmistir ve dijital
olarak haftada bir fotograflanmistir. Gorilintiiler kompozit iskelelerin biitiinligilini

incelemek i¢in kullanilmgtir.

Ayrica, yapi iskelelerinin hidrofilikligi temas agis1 yontemi ile 6l¢tilmiistiir. Gozenekli
yiizey morfolojisi temas ac¢isini etkileyebileceginden bu etkiyi en aza indirmek igin
yapt iskeleleri diizgiin bir yiizeye sahip olan ince filmler halinde preslenmelerinin
ardindan test edilebilmistir. Yiizeydeki damla temas agis1 cihazinin kamerasi ile
kaydedilmistir ve kaydedilen goriintii kullanilarak yapi iskelelerinin temas agilari
belirlenmistir. Her bir iskele yiizeyi lizerinde bes bagimsiz noktada yedi analiz
yapilmis ve sonugta ortaya cikan temas acgisi goriintiileri ortalama deger olarak

sunulmustur.

Yapr iskelelerinin hiicre canliligi tizerindeki etkileri MTT sitotoksisite testi ile
belirlenmistir. Insan osteosarcoma hiicre dizisi MG-63 (1x10°/kuyu) 1,0 mL/kuyu
plakalar halinde kaplanmistir ve %5 CO2 inkiibatoriinde 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmigtir. Her bir numune i¢in 0,1 g yap1 iskelesi bagina 1 mL kiiltiir ortam1 (%5 fetal
sigir serumu takviyeli DMEM) ilave edilmistir. Iskeleler sitotoksisite i¢in kiiltiir
ortami igeren kaplara yerlestirilmis ve %5 CO: inkiibatoriinde 6-7 saat inkiibe
edilmistir. Kiiltlir ortami ve saf kursun ortami sirasiyla pozitif (bos) ve negatif kontrol
olarak kullanilmustir. inkiibasyon siiresinin sonunda her bir numuneye 5 mg/mL MTT
¢Ozeltisi ilave edilmistir ve 4 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. MTT canli hiicrelerde
metabolize edilebilen ve mor formazana indirgenebilen bir tetrazoldiir. Formazan

kristallerinin tamamen ¢oziindiiriilmesi i¢in 150 pL dimetil siilfoksit ilave edilmistir
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ve hiicrelerin canliligini 6lgmek icin optik spektrofotometre kullanilarak numunelerin

optik yogunlugu 570 nm’de Sl¢iilmiistiir.

3.2.3.5. Yeni m-5xSBF’de monofazik brushitin Ti6Al4V iizerine biyomimetik

yontemle kaplamasi ¢alismasi

Ti6Al4V ylizey morfolojileri islemler oncesi, piirlizlendirme sonrast ve SM NaOH
¢ozeltisi kullanilarak 60°C’de 24 saat boyunca agindirma (etcing) sonrast SEM ile

analiz edilmistir.

Ti6Al4V plakalart m-5xSBF ve 5xSBF icinde birakildiktan sonra birinci ve ikinci giin
sonunda CaP cekirdeklendirilmis Ti6Al4V ylizey morfolojileri SEM ve FESEM ile
analiz edilmistir. Ikinci giiniin sonunda kaplamalar iizerindeki element analiz EDS ile

gerceklestirilmistir.

Islem gdrmemis, zzmparalanmis, 60°C’de 24 saat boyunca 5M NaOH ¢ozeltisi ile
muamele edilmis ve m-5xSBF ve 5xSBF ile 2 giin boyunca kaplanmis olan Ti6Al4V

yiizeylerinin 1slanabilirligi temas agis1 yontemi ile karakterize edilmistir.

Islem gérmemis, 60°C’de 24 saat boyunca SM NaOH ¢ézeltisi ile muamele edilmis,
m-5xSBF ve 5xSBF ile 1 giin boyunca ¢ekirdeklendirilmis ve ayrica m-5xSBF ve
5xSBF ile 2 giin sonrasinda kaplanmis Ti6Al4V yiizeylerin faz analizleri XRD ile
karakterize edilmistir. Sentezlenen fazlarin kristal yogunlugu, kristalin boyutu ve
kristallenme orani1 tez kapsaminda gerceklestirilen 6nceki ¢aligmada anlatildig: sekilde

XRD verileri kullanilarak hesaplanmaistir.

m-5xSBF ve 5XSBF’de biyomineralizasyon sonrasi sirasiyla brushit ve HA kaplanmig
Ti6Al4V substrat yiizeylerine ait gruplar FTIR analizi ile belirlenmistir. m-5xSBF ve
5xSBF’de biyomineralizasyon ile Ti6Al4V yiizeyine kaplanmis brushit ve HA
tozlarmin partikiil boyut dagilimlar1 DLS teknigi ile analiz edilmistir.
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Ti6Al4V iizerinde elde edilen brushit ve HA fazlarinin 25-900°C arasinda 10°C/dk
isitma hizindaki TGA termogramlart sicakliga bagh kiitle degisimleri acisindan
asamalara ayrilarak reaksiyonlar iizerinden analiz edilmistir. Sentezlenen brushit ve
HA tozlarinin spesifik yiizey alanin1 belirlemek icin azot ortaminda gergeklestirilmis
geleneksel BET yontemi kullanilmistir. Brushit ve HA kaplanmis Ti6Al4V
numunelerinde yer alan gruplarin karakterizasyonu i¢in Raman spektrumu analizleri

gergeklestirilmistir.

3.2.3.6. Cozelti ve kalsinasyon siiresinin Sol-Jel Hidroksiapatit sentezi iizerine

etkisi calismasi

950°C’de 1 saat, 2 saat ve 4 saat boyunca kalsine edilmis su ve etanol bazli ortamda
sentezlenen HA tozlarinin morfolojik incelemesi SEM analizi ile elementel dagilimi
ise EDS alan analizi ile gergeklestirilmistir. Su bazli HA1-HA2-HA3 ve etanol bazli
HA4-HA5-HAG tozlarinin faz incelemesi XRD analizi ile gerceklestirilmistir.

Kristal biyiikliigii D, Debye-Scherer denklemi (Denklem 3.3) kullanilarak [44] X
degeri ise Denklem 3.4 kullanilarak hesaplanmistir [187]. Sentezlenen numunelerin

yogunluklart Denklem 3.4 kullanilarak hesaplanmistir [188].

3.2.3.7. Ag, Zn veya Co katkih HA’nin biyomimetik sentezi ve fonksiyonel Ti
iizerinde Ag, Zn veya Co katkih HA/f/MWCNT kompozitinin kaplanmasi

calismasi

Kompozit kaplamalarin islemsiz ve yiizey islem gormiis Ti substrat {izerindeki
yapisma giicii, evrensel bir test makinesi (Instron) kullanilarak incelenmistir. Kaplama
yiizeylerine epoksi kapli Al g¢ubuklar yapistirllmis ve 24 saat oda sicakliginda
sabitlenmistir. Kompozit kaplamalar, Al ¢ubuklar ile kompozit kaplama arasinda
kopma meydana gelinceye kadar sabit ¢apraz hizda (1 mm/dk) ¢ekilerek teste tabi
tutulmustur. Ortalama gerilme dayanimi ile standart sapma Al ¢ubuk yiizey alani ve

kirilma yiikiinden hesaplanarak her tip kaplama i¢in bes numune kullanilmistir.
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Yiizey 1slanabilirligi kontrolii biyomolekiiler immobilizasyon ¢alismalarinda 6nemli
bir rol oynamaktadir. Ti ve IMWCNT/Ag, Zn veya Co katkili HA kapli Ti yilizeylerinin
yiizey enerjileri ve temas agilar1 degerlendirilmistir. Ti ve fMWCNT/Ag, Zn veya Co
katkilt HA kompozit kapl Ti ylizeylerine damlatilan diiyodometan, formamid ve suya
ait temas acilar1 optik tensiyometre kullanilarak analiz edilmistir. Kati ve sivi
malzemelerin Olgiilen temas agilari, Van Oss-Chaudhury-Good denklemleri olan

(3.10), (3.11) ve (3.12) esitlikleri tarafindan yiizey gerilimi ile iliskilendirilmistir:

(Yayf)V? + (yacidypaseyl/z 4 (ybaseypcidyl/2 = 0,5y,(1 + cosby) (3.10)
Vi =vE+ %+ (3.11)
Vs = ¥ + yfeid 4 yacid (3.12)

, burada, y; stvinin yiizey gerilimi, y, kati fazlarin toplam yiizey enerjisi ve 8y temas

agisidir.

v&d, y&cid ye ybase pilinmeyen ii¢ deger oldugundan, denklemi ¢6zmek igin bilinen
Ozelliklere sahip en az ii¢ sivi gerekmektedir. yg degeri saf su, formamid ve

diiyodometanin yiizey kuvvetleri (y2, y2*¢ ve yP%5¢) kullamlarak hesaplanmistir.

Katkili HA kompozit yiizeylerine ait temas agilari DI-H2O, formamid (polar) ve
diiyodometan (apolar) islatici sivilari kullanilarak 5 pL sesil su damlasi metodu ile
incelenmistir. Oda sicakliginda ylizeylerin farkli kisimlarina ii¢ damlacik birakilmis
ve damlalarin her iki tarafinda go6zlenen temas acilarinin ortalama degeri

kullanilmistir.

Katkilanmamis HA ve katkilanmig Ag-HA, Zn-HA ve Co-HA’ nin morfolojileri SEM,
elementel bilesimi EDS alan analizi, faz analizleri XRD ile karakterize edilmistir. Iyon
katkilama sonras1 HA, Ag-HA, Zn-HA ve Co-HA numunelerinin kafes parametreleri,
ortalama kristal biiyiikliikleri ve birim hiicre hacim degisiklikleri Debye-Scherrer ve

Bragg yasasi kullanilarak hesaplanmistir.
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FTIR ve Raman spektrumlar1 iyon ikamelerinin HA yapisinin fosfat bantlar

tizerindeki etkisini arastirmak i¢in analiz edilmistir.

Par¢acik boyut analizi biyomimetik olarak sentezlenmis numunelerin aglomerat
yapisini ve boyutunu arastirmak i¢in kullanilmistir. Bu yontemde yiiksek dogrulugun
saglanmast icin toz numunelerin ¢ozelti igerisinde dagitilmasi1 gerektiginden

numuneler boyut dagilimi 6lgtimiinden 6nce ultrasonik isleme tabi tutulmuslardir.

Manuel presle pelet haline getirilmis katkilanmamig HA ve Ag, Zn veya Co katkilt HA
numuneleri 1xSBF igerisine birakilarak 50 rpm ve 37°C’de c¢alkalamali suyu
banyosunda 1 ay boyunca bekletilmistir. Peletler 1., 3., 5. giin ve bir ayin sonuna kadar
bes giin araliklarla gikarilmistir ve SBF ¢ozeltileri analiz edilmistir. Ag*, Zn?* veya
Co?" igeren SBF pH’1 her bir zaman noktasinda ¢evre dokuya zarar verebilecek olan

asidik kosullara neden olup olmadiklar1 belirlenmistir.

Katkilanmamis ve Ag, Zn veya Co katkili HA tozlarmm 800°C’ye kadar azotta
sitilarak elde edilen termogravimetrik analizi iyon eklenmeleriyle sicakliga bagh
olarak kalan kiitlede ne gibi etkilere neden olacaginin belirlenmesi igin

gergeklestirilmistir.

fMWCNT’nin FTIR ve temas agis1 6lgtimleri tez kapsaminda gergeklestirilen dnceKi
caligmada belirtildigi gibi gergeklestirilmistir. Yine 6nceki tez ¢alismasinda anlatildig
sekilde TiO; alkali islem ile Ti yiizeyinde olusturulmustur ve XRD analizi ile
karakterize edilmistir. Alkali islem sonras1 Ti yiizeyi APTES ile modifiye edilmesinin
ardindan FTIR ve EDS analizleri APTES’in Ti yiizeyinde basariyla olusturuldugunun

dogrulanmasi i¢in gerceklestirilmistir.

Hazirlanan fMWCNT/HA, fMWCNT/Ag-HA, fMWCNT/Zn-HA ve fMWCNT/Co-
HA kompozitlerinin morfolojileri, Ti iizerindeki kaplamalarinin mikro yapilar1 ve

enine kesitleri SEM analizleri ile karakterize edilmistir.
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Ti ylizeylerinin islem Oncesi ve On yiizey islem sonrast fazlari XRD ile analiz
edilmigtir. Silanize edilmis Ti substratlar1 tizerindeki ¢apraz baglanmis kompozit
kaplamalarin yapisma mukavemeti kaplama sonrasi epoksi yapistirilmis ve 24 saat
bekletilmis Al ¢ubuklar kullanilarak elde edilmistir. iyon ilavelerinin pozitif kontrol

grubuna kiyasla hiicre canlilig1 lizerine etkileri MTT analizi ile elde edilmistir.

3.2.3.8. Kanser tedavisine yonelik uyarana duyarh akilh ila¢ dagitim sistemi
olarak NCQDs bazh enjekte edilebilir, kendiliginden ¢apraz baglanan ve

yerinde olusan yeni ¢cok fonksiyonlu hidrojel ¢calismasi

Seyreltik NCQDs sulu ¢6zeltisi hazirlanmasinin ardindan 15 uL hacimdeki numune
TEM 1zgaralarina (karbon kapli bakir 1zgara) damlatilmistir ve numune ¢emberine
aktartlmadan o6nce 4 saat boyunca vakum kosullarinda kurutulmustur. NCQDs
numunelerinin  goriintiileri 150 kV voltajda elde edilmistir. Image] yazilimi
kullanilarak pargaciklarin biiyiikliigii tahmin edildikten sonra, ortalama parcacik

boyutu 6l¢iimii hesaplanmustir.

Sentezlenmis NCQDs, HA ve olusturulan NCQDs/Dox/HA hidrojellerinin FTIR
spektrumlart NCQDs ve HA’nin fonksiyonel gruplarinin tanimlanmasi, Dox’un bir
amid bag1 yoluyla NCQDs’ye konjugasyonunun teyit edilmesi ve hidrojel igindeki
onciiler arasinda etkilesimlerin analiz edilmesi i¢in 400—4000 cm™ araliginda 4 cm
¢ozunirlikte bir FTIR spektrometresi (Spectrum-Two, PerkinElmer, ABD)
kullanilarak alinmistir. 37°C’de yerinde hidrojelasyonun ardindan NCQDs/HA/Dox
hidrojelleri 6l¢tim icin liyofilize edilmistir. FTIR spektrumu ayrica N—H gerilme
titresimi ve primer amin gruplarinin karakteristik pikini belirleyerek NCQDs’ye
dayanan nanomateryal {lizerine ila¢ molekiiliinlin basarili yliklenmesini dogrulamak

i¢in kullanilmistir.

NCQDs, HA ve dondurularak kurutulmus hidrojellerin karakteristik kirinim zirvelerini
dogrulamak i¢in XRD analizi yapilmistir. Numunelerin XRD paternleri 30 mA ve 40
kV’de galistirilan kapali Cu Ko X-1511 kaynagimi (A=1,54059 A) kapal1 bir tiipiiyle
donatilmis bir D/Max 2200 difraktometre lizerinde gerceklestirilmistir (adim boyutu:
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0,02°/s). Kirinim verileri 26=10-90° araliginda toplanmis ve kristal fazlarin tanimi

ICDD (Uluslararas1 Kirmnim Veri Merkezi) kart katalogu ile yapilmigstir.

Hidrojellerin morfoloji ve gozenek yapisi analizi EDS birlestirilmis SEM kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Oksijen, azot ve karbon elementleri igin ayni cihaz kullanilarak
element haritalamasi yapilmistir. Goriintilleme Oncesinde 96 oyuklu plakaya
yerlestirilen hidrojeller —80°C’de dondurulmus ve 3 giin liyofilize edilmelerinin
ardindan dikey olarak kesilmistir. Dondurularak kurutulmus gozenekli hidrojeller,
liyofilize numunelerin kii¢iik bir kisminin karbon bantla kaplanmis bir numune tutucu
lizerine yerlestirilmesiyle hazirlanmistir. Ortaya ¢ikarilan yiizeyler SEM analizi 6ncesi
iletken hale getirilmek i¢in yaklasik 90 saniye boyunca otomatik bir puskiirtiicii
kaplayictr kullanilarak altin kaplanmistir. Ortalama gozenek boyutu ImagelJ yazilimi
kullanilarak hesaplanmistir. Karakterizasyonlar oncesi dondurularak kurutulmus

numuneler bir desikator icinde saklanmaistir.

NCQDs, HA ve hidrojellerin yilizeylerinin temel bilesimini ve kimyasal durumlarini
analiz etmek i¢in monokromatik bir Al Ka fotoelektron spektrometresi tizerinde XPS
analizi gergeklestirilmistir. Numuneler iletken karbon bant ile koganlara monte
edilmigtir. Daha sonra, her bir numune i¢in 0,1 eV enerji adim biiytikligi ile 0-1200
eV araliginda ii¢ tarama toplanmistir. Tim XPS spektrumlari 500x500 pm’lik
diyafram agiklig1 kullanilarak kaydedilmistir ve baglanma enerjileri dahili bir standart
olarak 284,8 eV’de C 1s seviyesi kullanilarak kalibre edilmistir.

Altin kapli HA nanomalzemelerinin FESEM analizi (SEM analizinde agiklandigi
gibi), 15 kV voltajda gerceklestirilmistir.

Numunelerin partikiil boyutu ve boyut dagilimlart dogal pH’da gergeklestirilmis olan
DLS olgtimleri ile degerlendirilmistir. HA, NCQDs, NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA
hidrodinamik ¢aplar1 Stokes-Einstein denklemi kullanilarak difiizyon katsayisindan
hesaplanmistir. Bu amagla 0,1 mg/1 mL oraninda DI-H20O i¢inde dagitilmis numuneler
aglomerasyonu azaltmak i¢in 2 saat boyunca karistirilmistir ve daha sonra 30 dakika

stireyle sonike edilmesinin ardindan partikiil boyutu 6l¢iimii gergeklestirilmistir.
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Hazirlanan numunelerin zeta ({) potansiyeli oda sicakliginda ve 60=12,8°’de
dlciilmiistiir. Ilgili verilerle birlikte tiim DLS ve { potansiyel egrileri analiz cihaziyla
birlikte verilen yazilimi kullanilarak elde edilmistir. Tek kullanimlik berrak zeta

hiicreleri kullanilmis ve her analiz igin ti¢ 6l¢tim turu gergeklestirilmistir.

Tarama araligt 0,5 nm ¢Ozinirlikle 200-800 nm’ye ayarlanmis UV-Vis
spektrofotometre, sentezlenen NCQDs’nin absorbans davranisini bulmak igin
kullanilmistir. Verileri kaydetmek ve analiz etmek i¢in spektrofotometre ile donatilmis
yazilim kullanilmistir. Dox yiikleme igerigi ayrica UV-Vis spektrofotometrisi

kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

Hava-su arayiizlerindeki NCQDs dinamik arayiizey gerilimi (DST) tansiyometre
kullanilarak asili damla teknigi ile Sl¢iilmiistiir. Bilinen bir konsantrasyonda NCQDs
dispersiyonlari i¢eren sulu bir damla havada siispanse edilmistir. Paslanmaz gelik bir
igneye takilan Hamilton siringasi kullanilarak 10 pL’lik bir damla olusturulmustur ve
her Olglim t¢ kez gergeklestirilmistir. Arayilizey gerilimi analiz yazilim paketi
kullanilarak Young-Laplace denklemine uyan damlacik profilinden ¢ikarilmstir. Ultra
hizli kamera ile 10000 saniye boyunca tutulan sabit damla hacmi yakalanmistir ve
araylizey gerilimi zamanin bir fonksiyonu olarak kaydedilmistir. Bu yontemle

arayiizdeki jellerin adsorpsiyonu gercek zamanli olarak degerlendirilmistir.

Farkli oranlarda hazirlanan NCQDs/HA/Dox hidrojellerinin jellesme siireleri ters
gevirme yaklasimi kullanilarak belirlenmistir. Esit hacimde hazirlanan sulu
NCQDs/HA/Dox ¢ozeltilerini igeren siseler termostatik olarak kontrol edilen bir su
banyosunda 37°C’de inkiibe edilmistir ve akigkanlik siselerin ters ¢evrilmesiyle her 5
dakikada bir olacak sekilde incelenmistir. Ters ¢evirme islemleri sonras1 30 saniye
icinde akmayan bir jel olusturmak icin gereken siire jellesme siiresi olarak kaydedilmis
ve her veri noktas1 6l¢timii ti¢ kez tekrarlanarak 6lgtimlerin ortalamasi hesaplanmustir.

Dox ve HA igeren farklt NCQDs sulu ¢ozeltilerinin jellesme siiresi karsilastirilmistir.

Enjekte edilebilirlik calismalarinda manuel enjeksiyonun kabul edilebilir oldugunu ve

manuel standart sapmalarin makineden daha diisiik oldugunu bildirmistir [197].
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Hidrojellerin enjekte edilebilirligi 2 mm’lik bir agikliga sahip 2,5 mL hacmindeki ticari
tek kullanimlik siringalar kullanilarak manuel ekstriizyonu ile 6l¢iilmistiir. Dox ve HA
igeren NCQDs sulu ¢ozeltilerinin 10 dakika boyunca karigtirllmasinin ardindan su
banyosunda 37°C’de jel halini aldiginda siringanin igine ilave edilmis, ardindan
sikigtirma baslatilmis ve homojen hale getirilmis olan hidrojel karisimlari siringadan
ekstriide edilmistir. Hidrojellerin enjekte edilebilirligi siringadan ekstriide edilen
karisimin kiitlesinin siringadaki karisimin orijinal kiitlesine boliinmesiyle belirlenmis

ve her 6l¢lim ti¢ kez tekrarlanmustir.

NCQDs bazli hibrit tozlarin ve HA tozlarinin antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon
yontemi (DDM) kullanilarak S. aureus’a kars1 gergeklestirilmistir. DDM ile NCQDs
bazli hidrojellerin inhibe edici etkisini incelemek igin hidrojeller dondurularak
kurutulmustur ve agat havanda toz haline getirilmistir. Bakteri kiiltiirleri (mL basina
1x10%koloni olusturan birim, CFU) kiitle-hacim oran1 0,2 g/mL seklinde steril kosullar
altinda katilasan agar plakalar iizerine yayilmistir. Toz haline getirilmis numuneler
ayri ayr1 37°C’de 24 saat inkiibasyon i¢in agar petri kaplari tizerindeki bakteri biiyiime
merkezine yerlestirilmistir. Ayn1 miktardaki numunelerin etrafinda olan inhibisyon
bolgesi (canli mikrobiyal hiicrelerin yoklugu) dikkate alinarak antimikrobiyal aktivite
degerlendirilmistir ve analiz i¢in optik goriintiiler bir dijital kamera ile kaydedilmistir.
Antimikrobiyal aktivite toz haline getirilmis hidrojel ile temas eden agar yiizeyinde
bakteri liremesinin Onlenme kabiliyeti ile niteliksel olarak degerlendirilmistir.
Hazirlanan toz haline getirilmis hibrit numunelerin uzun siireli antimikrobiyal
aktiviteye sahip olup olmadigini arastirmak i¢in baska bir antimikrobiyal deney
gerceklestirilmistir. Ayrintili olarak, agar plakalart her 2 giinde bir degistirilmis ve
inhibisyon boélgelerinin ¢ap1 kaybolana kadar dl¢lilmiistiir. Sentezlenen numunelerin
antibakteriyel etkisi olarak kaydedilen inhibisyon bdlgesi her bir zaman araliginda

milimetre cinsinden Ol¢iilmiistiir.

Insan meme kanseri hiicre dizisi (MCF-7) ve fare fibroblast hiicreleri (L929) %10 fetal
sigir serumu (FBS), 1,0x10° UL™ penisilin ve 100 mg/L streptomisin ¢ozeltisi ile

desteklenen DMEM ortaminda 50 mL plastik kiiltiir siselerinde biiyiitiilmistiir.
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Hiicreler rutin olarak %5 CO2 ve %95 hava saglayan bir CO; inkiibatoriinde 37°C’de

tutulmustur ve kullanimdan 6nce her bes giinde bir alt kiiltiirlenmistir.

Sitotoksisite ve ilag verme c¢alismalart NCQDs bazli hidrojellerin antikanser
aktivitesini yorumlamak i¢in kullanilmigtir. Numunelerin in-vitro sitotoksisitesi MTT
deneyi ile degerlendirilmigtir. L929 hiicreleri farkli hidrojel konsantrasyonlarinin
toksisitesini pH 7,4’te 6lgmek i¢in kullanilirken MCF-7 hiicreleri, her iki pH (pH 6,5
ve 7,4) NCQDs/Dox/HA’ nin pH’a bagimli ilag iletimini arastirmak igin kullanilmistir.
Hiicreler ilk olarak oyuk basma 5x10° hiicre yogunlugunda 24 oyuklu doku kiiltiirii
plakalarma ekilmistir. Inkiibasyon uygun hiicre baglanmasi icin gece boyunca
yapilmistir ve daha sonra kiiltiir ortami 2 giin boyunca taze ortam (pH 6,5 veya 7,4) ile
degistirilmistir. Hiicre kiiltlir ortaminin pH degeri normal bir fizyolojik ortami taklit
etmek icin 7,4’e ayarlanmig ve tiimor dokularindaki zayif asidik ortami taklit etmek
icin asetik asit tamponu kullanilarak 6,5’e ayarlanmistir. NCQDs, NCQDs/HA ve
NCQDs/Dox/HA hidrojellerinin oyuklara ayri ayr1 ilave edilmesinin ardindan her bir
oyuga 100 uL Smg/mL MTT reaktif sar1 ¢ozeltisi iceren taze ortam dokiilmiistiir.
Hidrojeller ve ortam ¢ikarilmadan once hiicre kiiltiir plakalar1 4 saat siireyle inkiibe
edilmesinin ardindan reaksiyon sona erdirilmistir ve mor formazan kristallerini
¢ozmek i¢cin 1 mL DMSO ilave edilmistir. Kantitatif hiicre canlilig1 hesaplamalari i¢in
her kuyucugun 570 nm’sindeki absorbansi bir mikroplaka okuyucu kullanilarak
alimmistir. Muamele edilmemis kontrol numunesi (%100 canlilik) canlilik
hesaplamalarinda nispi deger olarak alinmistir. Her deney ii¢ kez tekrarlanmistir ve
sonuglarin ortalamast alinmistir. Hiicre canliligi asagidaki denklem kullanilarak

hesaplanmastir:

(A570—690) deney hiicreleri
(A570-690) kontrol hiicreleri

Hiucre canliligi(%) = 100 (3.13)

, burada A absorbanstir.

Normal ve kanser hiicre dizilerinde NCQDs uygulanmasi ile hiicrelerin ¢ok renkli
goriintiilenmesi arastirilmistir. Her hiicre, gece boyunca 0,3x108 yogunlukta 12 oyuklu

bir plakada biiylitiilmiistiir. Ardindan oyuklar 0,4 mg/mL sterilize edilmis NCQDs
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(MTT’den sonra elde edilen 1C50 konsantrasyonu) taze ortami ile degistirilmistir ve
37°C’de %5 CO; altinda 24 saat siireyle inkiibe edilmistir. pH 7 tamponu ile iki kez
yikanma sonrast NCQDs uygulanmis ortamlar ilgili LED filtrelerde ters fliioresan
mikroskop kullanilarak biyogoriintiilenmistir. LED (593nm emisyon), RFP ( 530 nm
excitation ve 525 nm emisyon), GFP (470 nm excitation), DAPI (447 nm emisyon ve

360 nm excitation) filtreleri kullanilarak goriintiiler alinmstir.



BOLUM 4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Farkh Kalsiyum Kaynaklar1 Kullanilarak Hidroksiapatitin Mikrodalga

Destekli Biyomimetik Sentezi Calismasi

Sentezlenmis ve 1s1l islem gormiis HA tozlarinin SEM goriintiileri Sekil 4.1.’de
gosterilmistir. Numune-1 partikiil biiyiikligi acisindan daha diisiik homojenlige
sahiptir ve Numune-2 ve 3’iin homojen pargacik boyutu dagilimi ve hegzagonal yapiya
sahip olduklar1 goriilmekteyken Numune-3’e kiyasla Numune-2 daha kii¢iik parcacik
boyutuna sahiptir. Numune-4 ise diger tiim numuneler ile kiyaslandiginda daha kiigiik
ve daha dar olan kiire benzeri morfolojiye sahiptir. Kristal par¢acik boyutlarinin ve
sekillerinin biyolojik reaksiyonlarda kritik rol oynadigi bilinmektedir [198-202].
Ornegin, CaP parcaciklarinin boyutu ve sekli hiicresel aktivite ile apoptozu, osteoblast
¢ogalmasin1 ve osteojenik gen ekspresyonunu etkilemektedir [17, 200, 202-204].
Ayrica, kiireselin aksine rod-like HA nanopartikiillerine hiicreler kiiltiire edildiginde
hiicre gé¢ii ve osteoblast ¢ogalmasini azalmistir. Ancak kiiresel nanopartikiillerin daha
yiikksek metabolik enzim salinimlarina neden olmasi kiiresellerin rod-like ile
kiyaslandiginda osteoblastlar i¢in potansiyel olarak daha riskli olabilecegini
onermektedir [203]. Osteoblast c¢ogalmasi agisindan Numune-4’ii talep etmek
miimkiindiir fakat daha uzun osteoblast 6mrii i¢cin Numune-2 ve 3 umut verici

secenekler olarak goriinmektedir.

EDS alan analizi sonuglar1 Sekil 4.2.’de gosterilmis ve elementlerin atomca (at.) ve
agirhikga (ag.) yiize oranlar1 Tablo 4.1.’de verilmistir. Tablo 4.1.’de goriilebilecegi
gibi, Numune-2 ve 4’tin Ca/P oranlarinin 1,5’e yani insan kemiginin Ca/P oranina en
yakin oldugu bulunmustur. Bu nedenle Numune-2 ve 4’in hizli osteoblast

cogalmasindan dolayr uygun biyomalzemeler olabilecegini sOylemek miimkiindiir.
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EDS analizi ile HA kristal yapisina katilmis olan Cl elementi tespit edilmistir ve
ozellikle Numune-3’te yiiksek miktarda oldugu goriilmiistiir.

Y =

17 34 SEI ,Aas:;u <18, GRE 1w
3 X

ZBkU IX1Q, 668 1mm

Siddet (a.u)

Siddet (a.u)

T T I T 7 T T T

Enerji (keV)

Sekil 4.2. Numune-1 (a), 2 (b) 3 (c) ve 4 (d) numunelerinin EDS analizi.
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Tablo 4.1. Numune-1 (a), 2 (b) 3 (c¢) ve 4 (d) numunelerinin atomik ve agirlikga EDS analizleri ve Ca/P atomik

oranlari.

(0] P Cl Ca Ca/P
Numune Ag. At. Ag. At. Ag. At. Ag. At. Atomik

oran

%

1 41527 61,559 21,241 16,264 1,858 1,243 35,374 20,933 1,2871
2 39,431 59,621 20,378 15,916 2574 1,756 37,617 22,706 1,4266
3 43,926 63,893 18,364 13,798 5,447 3,576 32,262 18,733 11,3577
4 41,158 61,329 20,340 15,655 1,439 0,968 37,064 22,048 1,4084

XRD modelleri Numune-1’in bifazik HA ve TCP fazlarina sahip oldugunu Numune-
2’nin ise tek fazli HA’dan olustugunu gostermistir. Numune-3’te klor katkilt HA
belirlenirken, Numune-4°te tespit edilen fazlar klor katkili HA ve TCP’dir (Sekil 4.3.
ve Tablo 4.2.). Daha etkin bir kemik yenilenme yetenegi ve kontrol edilebilir bozulma
orani nedeniyle HA ve TCP’den olusan bifazik TCP/HA tipta kemik grefti olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir [24—-26, 28].
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Sekil 4.3. Biyomimetik yontemle sentezlenen numunelerin XRD analizleri.



Tablo 4.2.

XRD paternlerinden elde edilen latis parametreleri ve kristal boyutlar.
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Numune

4

Uzay
Grubu

P21/b
(14)

P63/m
(176)

P63/m
(176)

P63/m
(176)

Latis Sabitleri (A)

9,421

9,417

9,541

9,488

18,843

9,417

9,541

9,488

6,881

6,874

6,838

6,855

Kimyasal Formiil

Cas(PO4)3OH
Cas(PO4)3OH
Cag,54Ps5 98023 58Cl1,60(OH)2,74

Ca4,905(PO4)3,014Clo,505(OH)1,67

FWHM

)

0,190

0,185

0,180

0,292

26°
(loo2)

31,740

31,940

31,420

31,560

Z  Yogunluk
(g/cm?)

3,153

3,159

3,227

3,315

Birim
Hiicre
Hacmi
(A3)
1058,0
527,9

539,1

534,4

Ortalama
Kristal
Boyutu,
D (nm)

45,42

46,67

47,91

29,54

Kristalinite,
Xe

2,01

2,18

2,37

0,53

FWHM: Her bir dort numunenin en yiiksek piklerinin maksimum siddetlerinin yar1 genisligi.

Z: Birim hiicredeki molekiil formiil sayisi.
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Bu bilgiler 1s1ginda Numune-1 ve 4’tin biyomedikal uygulamalar igin uygun
biyomalzemeler olabilecegi diistiniilmektedir. Saf kloroapatitteki hidroksil gruplarinin
kloriir iyonlar1 ile yer degistirilmesi alkali tuzlarin hizli ¢oziiniirliigiine yol agarak
ortam asitligini artiracagindan dolay1 iyi bir biyomalzeme degildir. Biyolojik kemik
icindeki klor oran1 %0,13’¢ kadar ¢ikabilirken saf kloroapatitte ise bu oran %6,8’dir
ve saf kloroapatite kiyasla klor katkili HA (CI-HA) biyomedikal uygulamalar i¢in
uygundur [205]. Apatit kafesindeki klor stokiyometrik HA’ya gore 20 agilarin daha
diisiik degerlere dogru kaymasiyla agiklanabilir [206]. Bu kayma EDS analizinde
yiiksek Cl miktari tespit edilen Numune-3 i¢in belirgin bir sekilde gézlemlenmistir.
Bu nedenle biyomedikal alaninda kullanimiyla ilgili daha fazla arastirma igin

Numune-4’iin yan1 sira Numune-1’de uygun biyomalzeme olarak diisiiniilebilir.

Xc degerinin Numune-4 igin azalirken Numune-1, 2 ve 3’te arttigr gorilmustiir.
Numune-4’te en diisiik kristalin boyutu gozlenmesine ragmen Kristal biyiikliigiiniin
kalsiyum kaynaklari ile belirgin bir sekilde etkilenmedigi anlasilmis ve numunelerin
kristal yogunluklar1 3,15 ile 3,31 g/ m? arasinda bulunmustur. Yiiksek kristalinitedeki
HA numulerinin diisiik biyobozunma oranina sahip oldugu bilinmektedir [207, 208].
Bu nedenle en diistik kristalinite ve kristal boyutuna sahip Numune-4’iin biyobozunma

orani ve dolayisiyla biyoaktivitesi agsindan daha dikkat ¢ekici oldugu kabul edilebilir.

Kendiliginden olusan HA ve TCP kristalleri iizerinde Ca®, PO;~ ve OH’in
elektrostatik etkilesimler ile c¢okelmesi nedeniyle kristal olusumu ve biiylimesi
gerceklesmektedir. HA ve TCP ana olusum reaksiyonlar1 Denklem (4.1) ve (4.2)’de
verilmistir [209]:

10Ca®* + 6P0O3~ + 20H™ - Cayq(P0,)(0H), { (4.1)
3Ca%* 4+ 2P03~ — Ca3(P0,), { (4.2)
Sekil 4.4.”de verilen Raman analizi sonucunda HA yapisinda bulunan gruplara ait tiim

titresim pikleri goriilmiistiir. Yaklasik 960 cm™ de goriilen PO3 ™ e ait simetrik gerilme

piki (v1) karakteristik HA pikidir. Asimetrik gerilme titresimleri (v2) 1050 cm™,
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diizlem dis1 biikiilme (v3) 450 cm™ ve diizlem i¢i biikiilme (v4) 600 cm? civarlarinda
goriilmiis ve literatiirle uyumludur [93, 210-212]. Numune-4’te diger numunelere
kiyasla belirgin bir sekilde arka plan yiikselmesi, pik genislemesi ve pik sivriliklerinde
azalma goriilmektedir. Bu verilen XRD analizi ile 6rtiismekte ve Numune-4’iin daha

diistik kristaliniteye sahip oldugunu dogrulamaktadir.
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Sekil 4.4. Numune-1 (a), 2 (b), 3 (¢) ve 4 (d)’lin Raman spektrumlart.

Sentezlenen tozlarin FTIR spektrumlar: Sekil 4.5.’te verilmistir. Her bir numuneye ait
P03~ bantlar dort numune i¢in de su sekildedir: 470 cm™’deki v2 (OPO) biikiilmesine,
565 ve 607 cm™? araligindaki ¢ift v4 (OPO) biikiilmesine, 957 cm™’deki v1 (PO)
simetrik gerilmesine ve 1100-1000 cm™* araligindaki ¢ift vs (PO) antisimetrik gerilme
moduna karsilik gelmektedir. Bu bantlar apatit kafesindeki PO3 e ait karakteristik
yapilar1 gostermektedir [213, 214]. Dért spektrumunun her birinde 3738 cm™’de zayif
pik HA kafesteki OH™ iyonlarin gerilme titresimiyle ilgilidir [215] ve FTIR

sonuglariin XRD ve Raman sonuglarini destekledigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.5. Numune-1 (a), 2 (b), 3 (c) ve 4 (d)’iin FTIR spektrumlari.

4.2. GO indirgenmesinin HA ve TCP Olusumuna Olan Etkisi Calismasi

GO genis spesifik yiizey alani (813,2 m?/g) nedeniyle biyomimetik mineralizasyon
icin nano Olgekli takviye malzemesi olarak dikkat c¢ekmektedir. BET yontemi
kullanilarak elde edilen bu yiizey alani teorik degerinin (2620 m?/g) [216] altinda
bulunmustur. Sulu GO dispersiyonunun partikiil boyutu dagilim: DLS analizi ile
belirlenmeden o6nce GO’yu dagitmak igin bir mikro ugla 5 dakika boyunca
ultrasonizasyon gerceklestirilmistir. DLS birka¢ nanometreden birkag mikrona kadar
bir boyut araliginda pargacik boyutunu 6lgmek i¢in uygulanan bir tekniktir. DLS GO
gibi diizlemsel tabakalar yerine kiiresel parcaciklar i¢in daha uygun olmasina ragmen,
GO’nun tek tip boyutta dispersiyonunun iretilip Uretilmedigini gostermesi igin
kullanilmustir. Sekil 4.6.”da gosterildigi gibi dar bir aralikta dagilmis olarak basarili bir
sekilde elde edilen GO’nun ortalama boyutu 1,2968 um olarak bulunmustur.



66

20

w

@

15

b

1,2968 um

A
rtalama GO capr (rm)
&

10 +

o
B

Siddet (a.u)

o
o

Go

0 T
0,1

Yaricap (um) 1 10

Sekil 4.6. Boyut dagilim diyagram ve GO’nun ortalama boyutu.

Sekil 4.7.’deki SEM goriintiileri biyomineralizasyon oncesi (Sekil 4.7.a) ve sonrasi
(Sekil 4.7.b) GO, R1GO, R2GO ve R3GO’nun morfolojilerini gostermektedir.
5XSBF’ye daldirilmadan o6nce iki boyutlu membran yapist sonike edilerek
termodinamik olarak stabil hale geldiginden dolay: hem GO hem de RGO’lar rastgele
kiimelenmis ince burusuk tabakalar, kirisikliklar ve kivrikliklar seklinde gézlenmistir
[216]. Biyomineralizasyon oncesi GO tabakasi RGO tabakalarina kiyasla daha az
kirigmig tabaka benzeri bir yapi1 ve azaltilmis yanal boyut gostermistir. GO
indirgenmesi ile fonksiyonel gruplar igceren oksijenin azalmasi sonucu atomik yeniden
diizenlenmeye bagl olarak azalmis piiriizlilik ve genisletilmis tabakarin elde
edilmesine neden olmustur [217]. R1GO ve R2GO yiizeyinde 5XxSBF’ye 3 hafta
boyunca daldirilmasinin ardindan (Sekil 4.7.b) kiiresel NnHA/TCP gozlemlenmis ve
HA/TCP’nin bifazik yapist XRD analizi ile dogrulanmistir.

HA/TCP’nin biyomineralizasyonla en yogun olustugu numune yiizeylerinin R1GO ve
R2GO’ya ait oldugu XRD paternleri ve Sekil 4.7.b’deki SEM goriintiileri ile agikca
desteklenmektedir. Katmanli agregat halinde gozlemlenen R3GO tabakalarina ait
morfolojinin sebeplerinin RGO tabakalar1 arasindaki yiiksek m-rr etkilesimleri ve
yiizeye ¢ekilen Ca?* ile PO3~ iyonlarmm HA/TCP g¢ekirdeklenmesine neden
olmayacak kadar diisiik konsantrasyonda oldugu diisiiniilmektedir. XRD ve TGA
analizlerinden goriilebilecegi gibi olduk¢a az HA/TCP igerigine sahip olmasindan
dolayr GO’ya ait morfolojinin biyomineralizasyondan 6nce ve sonra ayni kaldigi

distinilmiistiir.
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X106, 008
- a8

(b)
Sekil 4.7. GO, R1GO, R2GO ve R3GO numunelerinin (a) biyomineralizasyon oncesi ve (b) sonrasi SEM
goriintiileri.
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EDS alan analizi sonuglar1 Sekil 4.8.’de gosterilmis ve elementlerin agirlik¢a yiizde
oranlar1 Sekil 4.8.”deki tablolar ile verilmistir. Ca ve P miktar1 (agirlikga %) biiyiikten
kiiciige dogru su sekilde degismistir: RLGO>R2GO>R3G0O>GO.

Biyomineralizasyon isleminden 6nce GO, R1GO, R2GO ve R3GO numunelerinin notr
pH’ta elde edilen zeta potansiyel analizleri Sekil 4.9.’da gosterilmistir. Kolloidal
parcaciklar biiyiik bir negatif veya pozitif zeta potansiyeline sahip olduklarinda
birbirlerini itmekte ve topaklanma egilimi géstermemektedirler. Aksine parcaciklar
diisiik zeta potansiyeline sahip olduklarinda pargaciklar arasinda itici gii¢ azdir ve
topaklanma (aglomerasyon) egilimi gostermektedirler. Kolloidler 30 mV’den daha
pozitif veya —30 mV’den daha negatif zeta potansiyel araliginda stabil olarak kabul
edilmektedirler [218, 219].

Negatif zeta potansiyeli GO yiizeyindeki oksijen iceren fonksiyonel gruplara baglidir.
Sekil 4.9.’da gosterilen zeta potansiyel 6l¢iimleri sonucu tiim yiizeyler genel olarak
negatif yiikliidiir ve GO, R1GO, R2GO, R3GO ig¢in sirastyla —35,05, —30,01, —29,5,
—29,01 ve -28,9 olarak bulunmustur. Zeta potansiyelinin mutlak degeri
indirgenmenin artmasiyla oksijen iceren fonksiyonel gruplarin azalmasi nedeniyle

GO’dan R3GO’ya dogru gidildik¢e azalmaktadir.

Sekil 4.9.’da GO, R1GO, R2GO ve R3GO numunelerine ait zeta potansiyelleri ile
birlikte verilen biyomineralizasyon oncesi temas agis1 Ol¢iimleri DI-H.O (4 ul)
kullanilarak ve sesil damla yontemi ile gergeklestirilmistir. GO, R1GO, R2GO ve
R3GO’nun temas agilari sirasiyla 33,5°, 55,3°, 57,4° ve 61,1° olarak bulunmustur ve

her bir numune ig¢in ii¢ 6l¢glim gergeklestirilmistir.

Hidrofilik oksijen iceren fonksiyonel gruplarin varligi nedeniyle en diisiik temas
acisina GO numunesi sahipken yilizeydeki oksijen gruplari indirgenmesi ve yiizeyin
hidrofobiklik kazanmasindan dolay: en yiiksek temas agisina ise R3GO numunesi

sahiptir.
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Sekil 4.8. Biyomineralizasyon sonrast GO, R1GO, R2GO ve R3GO’nun EDS alan analizi.
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Sekil 4.10. biyomineralizasyondan once hazirlanan GO, R1GO, R2GO ve R3GO
cozeltilerini (0,5 mg/mL) gdstermektedir. Indirgenmenin goriiniir bir 6zelligi olarak
GO siispansiyonunun rengi tabakalarin yiizey polarliginin azalmasinin neden oldugu
hidrofobiklikteki artisin sonucu [220] indirgeme sirasinda sari-kahverengiden siyaha
degismistir ve bu degisim RGO’larin olusumunu belirtmektedir. Cozelti ortamina iyi
dagilmis GO fotograflarda gosterildigi gibi bekleme sonrasi askida kalmayi hala
devam ettirmektedir. GO kolloidleri yiizeydeki hidrofilik gruplar sayesinde stabilize
edilebilir ve polar fonksiyonlarin azalmasi hidrofobikligin artmasina neden olur [221].
Zeta sonuglariyla uyumlu olarak iki giiniin ardindan GO’nun stabilitesinin
RGO’lardan daha kararli oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.10.b).

Raman spektroskopisi grafenlerin diizenli ve diizensiz kristal yapilarini ayirt etmek
icin karbonlu malzemeleri karakterize etmede kullanilir. Biyomineralizasyon Oncesi
GO, R1GO, R2GO ve R3GO’nun Raman spektrumlart Sekil 4.11.°de
gosterilmektedir. Genel olarak grafenin Raman spektrumu iki ana ozellik ile
karakterize edilir: her iki halka ve zincirde sp? karbonunun Eig fononunun birinci
dereceden sagilmasindan kaynaklanan G bandi, Aig Simetrisinin k-nokta fotonlarinin
solunum modundan ve sp® karbon atomlarinin gerilme titresiminden kaynaklanan D
band1 [222, 223].

Numunelerin Raman spektrumunda sirastyla 1322 ve 1596 cm™’de D ve G bantlart
gozlemlenmistir. D-bant siddetinin (Ip) G-bant siddetine (Ig) orami grafen
bozuklugunu temsil etmektedir. Ip/lg degerleri sirasiyla GO, R1GO, R2GO ve R3GO
icin 1,01, 1,02, 1,04 ve 1,07 olarak belirlenmistir.

GO’dan R3GO’ya olan bu kademeli diisiis bize sunlar1 belirtmektedir: GO
tabakalarindaki oksijen fonksiyonel gruplarinin ¢ikarilabildigi; konjuge grafen aginin
(sp?> karbon) farkli miktarlarda indirgeyici ile yeniden kurulabilecegi; oksijen
atomlarinin uzaklastirilmasi ve ardindan ¢ift baglarin olusmasi ile indirgeme igleminin
bir sonucu olarak GO’daki kusur yogunluklarinin azaltilabilecegi [224]. Ayrica
RGO’nun indirgenmemis GO’ya kiyasla termal stabilitesindeki artislar1 teyit etmek
icin TGA analizi gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.11. Biyomineralizasyon 6ncesi GO, R1GO, R2GO ve R3GO’nun Raman analizi.
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DI-H20’da dagilmis GO, R1GO, R2GO ve R3GO’nun UV-Vis absorpsiyon
spektrumlart  Sekil 4.12.°de gosterilmektedir. GO siispansiyonunun 254 nm
civarindaki zirve ve 307 nm civarindaki omuz piki sirasiyla aromatik C—C baglarinin
m-m* gegisi ve C=0 baglarmin n-m* gecisi nedeniyle goriilmiistiir. Indirgeme
sonrasinda, karbonil gruplarinin yapidan uzaklastirilmasi anlamina gelen 307 nm’deki
omuz RGO’lar i¢in kaybolmaya baglamistir. 254 nm’deki pikin NaBH4
konsantrasyonunun artmasiyla R1GO, R2GO ve R3GO igin sirastyla 260, 264 ve 267
nm’ye kaydigi gorilmistir. Gozlemlenen spektrumun maksimum  zirvesinin
kirmiziya kaymasi GO yiizeyi lizerindeki bazi gruplara atfedilebilir. Kaymanin
meydana gelmesi grafen tabakalar1 i¢inde indirgeme ile elektronik konjugasyon
restorasyonu yapildigi anlamimna gelmektedir [217, 225]. Piklerin spektrumda saga
dogru kaymast GO numunelerinin indirgeme isleminin gergeklestirilmesinin
belirlenmesinde fayda saglamaktadir. Elektron restorasyonu ile GO’nun NaBHjs ile
indirgenmesi sonucu karbonil bagina atfedilen absorpsiyon omuz piki artik mevcut
degildir [226, 227]. Boylece oksijen iceren fonksiyonel gruplarin GO’dan ¢ikarilmasi

UV-Vis olglimleri ile desteklenmistir.
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Sekil 4.12. Biyomineralizasyondan 6nce GO GO, R1GO, R2GO ve R3GO numunelerinin UV-Vis absorpsiyon
spektrumlart.
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3 hafta boyunca 5xSBF’de biyomineralizasyon OnceSi ve sonrasi ¢esitli
konsantrasyonlarda NaBH4 kullanan GO ve RGO’larin XRD paternleri Sekil 4.13.’te
gosterilmektedir. Biyomineralizasyondan 6nce GO ve RGO’lar i¢in (001), (002) ve
(100) diizlemlerine karsilik gelen pikler siras1 ile 13,8° ve 23,3° ve 42,6°’da yer

almaktadir.

Oksijen igeren gesitli fonksiyonel gruplarin (hidroksil, epoksi ve karboksil) yer aldigi
katmanlar arasindaki bazal bosluklarin (dpasat) GO igin 7,6 A (26=11,6°) iken RGO
icin 6,4 A (26=13,8°) olmas1 aglomeratlarin olusumuna yol acan RGO’lar arasindaki
n-1 etkilesimine atfedilebilir [228]. GO’nun indirgenmesi ile (001) pikinin siddeti
onemli Olclide azalirken fonksiyonel gruplarin kaldirildigi anlamina gelen (002) piki
23,3° (3,80 A) yakinlarinda ortaya ¢ikmustir. Bu tiir genis pikin goriiniimii ayrica

katmandan olusan RGO tabakalarinin aglomerasyonuna atfedilmektedir [229].

Biyomineralizasyon sonrast XRD paternleri incelendiginde hegzagonal HA’nin
(ICDD kart1 no. 09-0432) ve TCP’nin (ICDD Kkart no. 09-0169) ana karakteristik
pikleri goriilmektedir. HA ve TCP piklerinin siddetleri azalan diizende sirasiyla
R1GO, R2GO, R3GO ve GO seklindedir ve bu sonuglar diger analiz sonuclariyla

tutarlidir.

Biyomineralizasyon oncesi GO indirgenmesi (Sekil 4.14.a) ve biyomineralizasyon
sonrast HA/TCP olusumu (Sekil 4.14.b) FTIR analizi ile incelenmistir. Sekil
4.14.a’daki mor renkli olan GO’ya ait spektrum grafitin basarili sekilde oksidasyonunu
dogrulamaktadir. GO i¢in ayrintili olarak bakildiginda O-H gerilme titresimleri 3000-
3500 cm™ (genis) ve 1370 cm™’de [230], C=0 (karboksil gruplar1) gerilme titresimleri
1713 cm™’de, molekiiler suyun So-n ile cakisabilecek olan C=C iskelet gerilme
titresimleri ise 1612 cm~Y’de, C—O gerilme titresimleri (epoksi ve alkoksi) 1350-950
cm? araliginda [226, 231] goriilmektedir. Genel olarak RGO’larin spektrumlari
GO’nunkine benzer olmasina ragmen oksijen fonksiyonel gruplariyla iliskili piklerin
yogunlugu GO’dan R3GO’ya dogru o6nemli Olgiide azalmis olmasi Raman
sonuglariyla da tutarli olarak GO’nun basarili bir sekilde RGO’ya indirgendigini
gostermektedir [225].



+TCP
(100) .
AN Once
(001) GO
/“‘-— e = 1—.-...._;'-.....__ R Sonra
(001
(901) (002) (100) )
= — Once
. ®
% " n *.!_ I . L. :, ¥ * ". Sonra} R'GD
5]
.:E IM (100) .
U Para, Once
I IS $Sonra (RGO
[(001) (002) (100) )
e, Once
* #y FEEGD
L N S . W o Sonra
1 I 1 I 1 I 1 I 1 I 1
10 20 30 40 50 60 70
20 (derece)
Sekil 4.13. Biyomineralizasyon dncesi ve sonrast GO, R1GO, R2GO ve R3GO’nun XRD analizi.
(a) (b)

~

2

&

% O-H =0«

v (3141) (1713) ¢=C¢

& oy
w

O-H
(3141) (1713) cic
1

(1612) CO c.0

(1219) (1020)
] L] 1) 1 g ] ! Ll 14 L o I 3 ] v 1 v T N L v, 1 Y I v L) \ 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga Boyu (cm?) Dalga Boyu (cm)

Sekil 4.14. GO, R1GO, R2GO ve R3GO numunelerinin (a) biyomineralizasyondan once ve (b) sonra FTIR

spektrumlari.
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Pik yogunluklar1i R1GO, R2GO ve R3GO ig¢in sirasiyla 0,1, 0,3 ve 0,5 olan indirgen
molaritesinin artmasiyla azalirken sp? hibriti olan C=C (diizlemsel gerilme) gerilme
titresimleri 1612 cm™’de [216, 232] sabittir. 3 hafta boyunca 5xSBF iginde
biyomineralizasyonun ardindan Sekil 4.14b’de gosteril fosfat (PO3~) grubu
karakteristik bantlar1 su sekildedir: yaklasik 456 cm™ deki bantlar v2 (OPO) biikme
moduna; 546 ve 600 cm™’de iki bant karakteristik v4 (OPO) biikkme moduna; 959 cm-
! band1 vi (PO) simetrik gerilme ve 1100-1000 cm™? araligindaki ¢ift vs (PO)
antisimetrik gerilme moduna karsilik gelmektedir. Bu bantlar apatit orgiisiinde PO3~
polihedronlarinin karakteristik molekiiler yapilarini gostermektedir [213]. En yiiksek
fosfat piklerinin sirasiyla RIGO ve R2GO’da oldugu agiktir ve boylece FTIR

sonuglarinin XRD sonuglarini destekledigi goriilmiistiir.

Biyomineralizasyon oncesi ve sonrasi GO, R1GO, R2GO ve R3GO’nun termal
stabiliteleri ve GO’nun indirgenme islemi agiklamalarinin derinlestirilmesi i¢in N2
atmosferinde yapilan TGA analiz sonuglar1 Sekil 4.15.”de verilmistir. Sekil 4.15.a’ya
bakildiginda numuneler 1s1l olarak kararsizdir ve 1. Asama 100°C’ye kadar adsorbe
edilmis suyun uzaklastiritlmasina, 100°C-175°C araligindaki 2. Asamada hidroksil
gruplarinin pirolizine, 175°C-250°C araligindaki 3. Asama sirasindaki onemli kiitle
kayb1 ise GO yiizeyindeki diger stabil olmayan oksijen iceren fonksiyonel gruplarin
CO ve CO; seklindeki pirolizine karsilik geldigi s6ylenebilir [216, 220, 233].

3. Asamaya bakildiginda, en fazla % kiitle kaybinin epoksi ve karboksil gruplart gibi
fonksiyonel gruplar nedeniyle GO’da gbzlenmesi basarili bir sekilde indirgendigini
gostermektedir. Ote yandan termal olarak kararsiz olan oksijen igeren fonksiyonel
gruplarinin kimyasal indirgeme ile giderilmesi sonucu GO, R1GO, R2GO ve R3GO
icin kiitle kayiplar sirasiyla %33, %29, %27 ve %26 bulunmustur ve GO’dan
R3GO’ya artan termal stabilite gozlenmistir. Bu bilgi RGO’lerin NaBH4 tarafindan
kademeli olarak daha fazla termal kararliliga sahip olduklarmi diisiindiirmektedir
[234]. Biyomineralizasyon sonrast numunelerin TGA analizine bakildiginda (Sekil
4.15.b) HA/TCP’nin yiiksek termal stabilitesi nedeniyle numunelerin kiitle kaybinin
azaldig1 goriilmistiir [223].
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Biyomineralizasyon sonrasi GO, R1GO, R2GO ve R3GO kiitle kayiplar1 sirasiyla
%32, %20, %22 ve %24 olarak bulunmustur. XRD sonuglari ile tutarli sekilde kiitle
kayb1 yilizdesi kiigiikten biiylige su sekilde degismektedir: R1GO, R2GO, R3GO ve
GO. Biyomineralizasyon 6ncesi GO, R1GO, R2GO ve R3GO’nun 2. Asamadaki kiitle
kayiplart sirasiyla %3,3, %7,6, %6,6 ve %5,4 iken biyomineralizasyon sonrasi 2.
Asamada kiitle kayiplart sirasiyla %8,5, %4,4, %5,2 ve %5,8 olarak bulunmustur. Bu
bilginin 15181nda Ca?* ve PO3~ iyonlarinin R1GO’nun yiizeyinde oldugu gibi hidroksil

bakimindan zengin yiizey lizerinde ¢ekirdeklenmeye daha afiniteli oldugu sonucu

¢ikarilmstir.
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Sekil 4.15. GO, R1GO, R2GO ve R3GO numunelerinin (a) biyomineralizasyondan énce ve (b) sonraki TGA
analizleri.

Yukaridaki bilgilerle tutarli sekilde GO, R1GO, R2GO ve R3GO iizerinde
HA/TCP’nin elektrodepozisyonu i¢in Onerilen model Sekil 4.16.’da gosterilmistir.
Daha onceki literatiir caligmalarinda [154, 155, 235, 236] GO ve RGO yiizeylerinde
kemik benzeri apatit birikimi ger¢eklestirilmis fakat farkli indirgeme oranlarinin
biyomineralizasyon siireci lizerine etkisi daha dnce incelenmemistir. Bu ¢aligsmada,
kemik benzeri HA/TCP birikimini etkileyen oksijen iceren fonksiyonel gruplarin
(epoksi, hidroksil ve karboksil) etkisi, diger calismalardan farkli olarak ilk kez

incelenmistir.
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Biyomedikal alanda kullanilmak {iizere GO igeren yapilarin biyomineralizasyon
stirecinin nasil yuriitildiigii agiklanmaya calisilmigtir. Sekil 4.16.’dan goriilebilecegi
gibi biyomineralizasyon isleminin siiresi belirli indirgeme orani ile basariyla
kisaltilmistir. Viicuda implante edilen materyalin biyouyumlulugunu arttirdigindan
dolay1 bu artan biyomineralizasyon hizinin doku miihendisligi alaninda umut verici bir
gelisme oldugu diisliniilmektedir. Bu sonu¢ GO materyalinin belirli bir indirgenme

orantyla biyouyumlulugunu ve in-vivo kemik olusumu i¢in uygunlugunu artiracaktir.

SBF ’deki bekletme zamaninin artmasi

Sekil 4.16. SBF’de biyomineralizasyon siireleri ile ylizeydeki HA/TCP ¢ekirdeklenmesinin olasi mekanizmasi
(kiiresel sekiller HA/TCP gekirdeklenmesini temsil eder).
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4.3. Ti Uzerinde Biyomimetik Yéntemle Hidroksiapatit Olusumunda On

Islemlerin Karsilastiriimas1 Calismasi

Saf Ti plakalarmin 1,5xSBF’deki ilk hafta sonunda NaOH, HCI ve NaOH+HCI 6n
yiizey islemleri uygulanmasinin ardindan elde edilmis olan SEM goriintiileri sirasiyla
Sekil 4.17. a, b ve ¢’de verilmistir. HA tabakasinin diger on yiizey islemlerine kiyasla
NaOH 6n yiizey islemi uygulanan Ti numunesinin yiizeyi boyunca daha homojen ve

sik olarak c¢ekirdeklendigi ve biriktigi bulunmustur.

Kiime sekilli morfolojideki nano HA tozlar 1,5xSBF’de bir araya gelmis formda elde
edildigi Sekil 4.17.a’da gozlemlenmistir. Alkali islemle elde edilen sodyum titanat
tabakasinin kalsiyum, fosfat ve ylizey arasindaki elektrostatik etkilesimler acisindan
asidik islemle elde edilen titanyum hidrit (TiH2) tabakasindan daha etkili oldugu

distiniilmektedir.

SEM ve EDS analizi ile desteklenen NaOH 6n yiizey islemli Ti yiizeyinin 1,5xSBF’de
dort hafta boyunca bekletilmesine devam edilmistir. Sirasiyla Sekil 4.17.d ve Sekil
4.17.e’den gozlemlendigi gibi kalsiyum ve fosfat iyonlarindan olusan tabakanin ikinci
haftadan dordiincii haftaya kadar katman katman arttigi ve kaplama kalinliginin 178

um’den 340 um’ye ulastig1 bulunmustur.

Ayrica HA yapisinda bulunan elementler dordiincii haftanin sonunda elementel
haritalama ile goriilmiistiir (Sekil 4.18.). Elementel analiz SBF’de bekletmeyle elde
edilen HA birikiminin Sekil 4.17.’de gosterildigi gibi HA nin ¢ekirdeklenmesinden
sonra kalsiyum, fosfat iyonlar1 ve yiizey arasindaki elektrostatik etkilesimlerin devam
ettigini gostermektedir. Ayrica bifazik HA tozlari, herhangi bir kalsiyum ve fosfat
eklenmeden fizyolojik kosullarda 1,5xSBF’de biyomimetik yontemle basarili bir
sekilde kaplanmistir.
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Sekil 4.17. (a) NaOH (b), HCl ve (c) NaOH+HCl ile 6n yiizey isleme tabi tutulmus Ti numunelerinin 1 hafta SBF’de
bekletilmesi sonrasi; NaOH isleminden sonra (d) 2 ve (e) 4 hafta sonunda kaplama kalinliklar1.
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Sekil 4.18. SEM-EDS analizi ve dérdiincii haftanin sonunda Ti plakasinin kesitindeki elementlerin dagilim
haritalar.

Sekil 4.19.”da gosterilen EDS alan analizi sonuglarinda yer alan tablolara bakildiginda
NaOH o6n yiizey isleminden gegirilmis kaplamanin en yiiksek kalsiyum ve fosfor
oranina sahip oldugu goriilmektedir. Ayrica, dordiincii hafta sonunda 1,5xSBF’de
kaplanmis bifazik HA tozlarinin Ca/P orani (Sekil 4.19.d) insan kemigindeki Ca/P
oranina (1,5) yakin bir degerde (1,3) bulunmustur [237].
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Sekil 4.19. (a) NaOH, (b) HCI ve (c) NaOH+HCI ile 6n yiizey islemi sonrasi Ti numunelerinin 1,5xSBF’de ilk
hafta sonundaki ve (d) dordiincii hafta sonunda kaplanan bifazik HA tozlarmin EDS analizleri.

NaOH (Sekil 4.20.a), HCI (Sekil 4.20.b) ve NaOH+HCI (Sekil 4.20.c) 6n yiizey
islemlerinin uygulanmasinin ardindan 1,5xSBF i¢inde bir hafta boyunca kaplanmis
olan Ti plakalarmin tim XRD desenlerinde HA’nin ilk haftanin sonunda
cekirdeklenmeye basladigint gésteren HA’nin (ICDD PDF kart1 No. 09-0432) yiizliik
piki gorilmiistiir.

Ayrica TiO2 (Rutil) faz1 tim numunelerde goriilmiis ve pik siddetlerine bakildiginda
600°C’de 1 saat 151l islem sonrasinda NaOH 06n ylizey islemli numunede digerlerine
kiyasla (Sekil 4.20.b, ¢) daha fazla olustugu sdylenebilmektedir. Olusan TiO2
tabakasinin HA olusumunu destekledigi de bilinmektedir [238].



82

(@) oTiOy || (b) 0 , ©Tioy
¢ oTi oTi
“HA *HA
(o] 0

=

g

Rl

F]

=

=

v 0

0 0
) 0 0
* 0 0 g 9 €] J 0 J JO
. ) N el r e
T T T T T I T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 90 20 30 40 50 60 70 & 9
20 (derece) 20 (derece)
(c) @ TiOg
0 oTi
© *HA

Siddet (a.u)

[} °

Q 0
* |O t’-)a 4] 0 0
Uty Rl

0 20 30 40 50 6 70 80 9
260 (derece)

Sekil 4.20. 1,5xSBF’de ilk hafta sonunda (a) NaOH, (b) HCI ve (c) NaOH+HCI 6n yiizey islemli Ti numunelerinin
XRD analizleri.

SBF c¢ozeltilerinde NaOH+HCI, NaOH ve HCI islemli Ti numuneleri i¢in agik devre
potansiyeli durumunda Nyquist ve Bode grafikleri sirasiyla Sekil 4.21.a, b ve c’de
gosterilmistir. Nyquist grafiklerinde yarim daire ¢apt su sirayla artmaktadir:
NaOH+HCI<HCI<NaOH. 1,5xSBF’de birinci hafta sonunda elde edilen sonug
kaplama korozyon direncinin 6n yiizey islemine bagh oldugunu gostermektedir.
Ayrica Bode grafiklerindeki farkli numunelerin korozyon direncini degerlendirmek
icin kullanilan parametrelerden biri olan diisiik frekansl empedans modiilii |Z| (Sekil
4.21.b) daha biiyiikk oldugunda daha iyi bir korozyon koruma performansi
gostermektedir [239]. Sekil 4.21.a’daki Nyquist grafikleri ile uyumlu sekilde |Z]
degerlerinin su sirayla arttigi gozlemlenebilir: NaOH+HCI<HCI<NaOH. NaOH
islemi uygulanmisg Ti daha diisiik bir biyobozunma hizina ve HCI 6n-iglemli numuneye

kiyasla daha fazla iyon salinimini 6nleyen bir yiizeye sahiptir.
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Sekil 4.21. SBF igerisindeki NaOH, HCI ve NaOH+HCI islemli Ti numunelerinin (a) Nyquist grafigi, (b) |Z| vs.
Frekans (c) Faz derecesi vs. Frekans Bode grafikleri.

Elde edilen kaplanmis numunenin kristal boyutu, kristalinitesi ve yogunlugu tez
kapsaminda olan Onceki calismalarda bahsedildigi sekilde bulunmustur. Yiiksek
kristaliniteye sahip HA’nin biyobozunurluga yonelik afinitesinin olmadigi
bilinmektedir ve sinterleme islemi ile X¢’nin arttigi goriilebilir. [207]. Daha 6nce
Raman analizinde bahsedildigi lizere HA’ya ait olan tiim pikler goriinmektedir.
Ayrica, Raman spektrumunda 950°C’de sinterlemeden sonra kristalinite derecesinin
(Sekil 4.22.d) sinterlenmemis tozlara (Sekil 4.22.c) kiyasla arttig1 goriilmiistiir ve bu

artma XRD analizi ile desteklenmektedir (Sekil 4.22.a, b ve Tablo 4.3.).

Sinterleme islemi &ncesi FTIR spektrumunda yaklasik 1500 ve 860 cm™ deki pikler
(Sekil 4.22.¢) kalsiyum karbonat (CaCO3)’e aittir [240] ve beklendigi gibi 950°C’de
sinterleme sonrast FTIR spektrumunda goriinmemislerdir (Sekil 4.22.f) [241].
Boylelikle sinterleme 6ncesi (Sekil 4.22.¢) ve sonrasi (Sekil 4.22.f) FTIR analizleri

XRD ve Raman sonuglarini desteklemektedir.
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Ortalama partikiil boyut analizi i¢in 1,5xSBF’de elde edilen kaplanmis biyomimetik

bifazik HA tozlar1 1 saat sonikasyon kullanilarak suda dagitilmasinin ardindan

sinterleme Oncesi ve sonrasit uygun seyreltmedeki ¢ozeltileri hazirlanmis ve 6lgiim

kiivetine alinarak analiz gergeklestirilmistir. Zetasizer kullanilarak ol¢iilen ortalama

partikiil boyutu Sekil 4.22.g ve h’de gosterildigi gibi sinterlenmis bifazik HA tozu i¢in

2,36 um ile 46,32 pm araliginda ve sinterlenmis bifazik HA tozu igin 0,58 um olarak

Olclilen degerlerden sinterlemeden sonra daha diisiik bir aglomerasyon egilimine ve

yiiksek kristaliniteye sahip kaplanmis kemik tozlarinin elde edildigi sonucuna

varilabilir.
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Sekil 4.22. Sinterleme dncesi ve sonrast elde edilen bifazik HA tozunun (a,b) XRD, (c, d) Raman analizi, (e, f)
FTIR ve (g, h) partikiil boyutu 6l¢iimii analizi.



Tablo 4.3. HA numunesinin sinterleme 6ncesi ve sonrasi kristaliniteleri ve kristal boyutlari.

Numune Uzay Grubu Latis Sabitleri Kimyasal Formiil FWHM 2Theta Z Yogunluk Birim Ortalama  Kiristalinite,
(A) ©) ©) (g/cm?) Hiicre Kristal Xe
Hacmi, Boyutu,
A3 D (nm
. b c (nm)
Sinter Oncesi F(’f;/(sn)w 9,432 9,432 6,881 Cas(PO4)30H 0,407 31,421 2 3,146 530,1 21,19 0,21
Sinter Sonrast lzf;g? 9,432 9,432 6,881 Cas(PO4);0H 0,229 31681 2 3,146 5 37,68 1,15

FWHM: (211), 26 =31,77° piklerinin maksimum siddetlerinin yar1 genisligi.
Z: Birim hiicredeki molekiil formiil sayisi.
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4.4. Kemik Doku Miihendisligi Icin 3B Gézenekli Col/fMWCNT/CS/HA

Kompozit Iskeleler Calismasi

MWCNT nitrik asit islemi kullanilarak hidroksil ve karboksil gruplar1 ile modifiye
edilmistir. Baz1 ¢aligmalarda saf MWCNT kullanilmis olmasina ragmen [242, 243] bu
islem Col ¢6zeltisi ile homojen karismaya izin vermekte, hidrojen baglar1 olusturmakta
(Sekil 4.23.) ve dogal MWCNT’lere kiyasla toksisitenin azaltilmasin1 [134]
saglamaktadir. IMWCNT ’nin karakteristik gerilme frekanslari olan Vc.o, dc-o-H, Vc=o,
Vo-H frekanslari sirastyla 1218 cmt, 1353 cm?, 1738 cm?, 3000 cm™’de gozlenmistir.
Oksijen igeren gruplarin artmasiyla hidrofilik etki artmis ve temas acis1 90,54°°den
53,29°’ye diismiistiir (Sekil 4.23.a) ve ayrica oksijen icerigi nedeniyle morfolojide
kirigikliklar gézlenmistir (Sekil 4.23.b). FTIR, temas agisi, XRD ve SEM analizleri
karboksil ve hidroksil gruplarinin fMWCNT yiizeyinde basarili bir sekilde
olusturuldugunu gostermektedir. Ayrica, fMWCNT lerin negatif yikli yiizeyleri
biyomineralizasyonu arttirmaktadir. %0,2 ag./hac. fMWCNT eklenerek [181] ve
[244]’de bahsedildigi gibi in-vitro hiicre biyouyumlulugu i¢in 6nemli olan iletkenlik

de arttirilmagtir.

Elde edilen kontrol yapi iskelesinin ve biyomineralize yapi iskelesinin XRD paternleri
sirastyla Sekil 4.23.c ve d’de gosterilmistir. Col ve CS 20° civarinda genis bir pik ile
karakterize edilirken fTMWCNT ilavesi ile Sekil 4.23.c’deki Col/fMWCNT ve
Col/fMWCNT/CS iskelelerinin XRD paterninde 25° civarinda meydana gelen pik
fMWCNT’nin XRD paterni ile de uyumludur (Sekil 4.23.b). Biyomineralizasyon
sonrast 31,9°°deki en gii¢lii pik olan (211) HA’ya [ICDD kartt no. 09-00432,
hegzagonal, P6s/m uzay grubu (no. 176), a=b=9,418 ve c=6,884 A] karsilik
gelmektedir. HA fazinin (002), (211), (202), (310) ve (215) diizlemlerine karsilik gelen
ana difraksiyon pikleri sirasiyla 260=26,5, 32,3, 34,2, 40,8 ve 75,6 degerlerinde ortaya
¢ikmasi tiim yapi iskelelerindeki HA varligint dogrulamaktadir.

Cekirdeklenmis olan HA’ya ait piklerin tiim iskelelerde goriilmesine ragmen, en
yiiksek yogunluktaki pikler 3B Col/fMWCNT/CS iskelesinde bulunmustur. Bu
cekirdeklenme diger iskelelere gore Col/fMWCNT/CS yap1 iskelesinin yiiksek
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biyoaktiviteye sahip oldugunu da gostermektedir. Yapi iskelesi yilizeyinin HA nin
biyomineralizasyonu ig¢in niikleasyon bdlgeleri olarak yeterli hidrofiliklige ve
fonksiyonel gruplara sahip olmasini IMWCNT ve CS molekiilleri ile Col’iin Kimyasal
fonksiyonalizasyonu saglamistir. Sonu¢ olarak HA’nin biyomimetik yontemle
Col/fMWCNT/CS yapu iskelesi yiizeyinde daha fazla birikebilir oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.23. (a) FTIR spektrumlari ile temas agilari, (b) fIMWCNT nin XRD paterni ve SEM goriintiisii, 3B gozenekli
Col, CS, Col/fMWCNT ve Col/fMWCNT/CS iskelelerinin (c) biyomineralizasyon o6ncesi ve (d)
biyomineralizasyon sonrast XRD modelleri.

Biyomineralizasyondan o6nce ve sonra yapi iskelelerindeki molekiiller arasi
etkilesimleri tanimlamak i¢in Col, CS, Col/fMWCNT ve Col/fMWCNT/CS’nin FTIR
spektrumlart alinmustir (Sekil 4.24.). Col tglii helis yapisinin biitiinliigiinii belirlemek
icin 1233 ve 1442 cm™’deki piklerin absorbans oran1 kullanilmistir (Sekil 4.24.b). Col
molekiiliinde bulunan proteinlerin titresim modlart ile Sekil 4.24.a’daki gozlemlenen
pikler uyumludur. Biyomimetik yontemle yapilan Col, CS, Col/fMWCNT ve
Col/fMWCNT/CS kompozit yapi iskelelerinde HA’nin varhigmi Sekil 4.24.c’deki
FTIR spektrumlar1 gostermektedir ve HA karakteristik pikleri tiim yap1 iskelelerinin



88

spektrumunda yer almaktadir. Col, CS ve HA yap1 iskelelerine ait piklerinin karsilik
geldigi yapilar Tablo 4.4.’te gosterilmistir [245].

Col (a)| € (b)
| cs ey
- ¥ Ve
= OH ve Yy Amid . Col/f-MWCNT
g
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£ Col/f-MWCNTI/CS
£
=
7]
&}
ik
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Sekil 4.24. Uretilen iskelelerin (a) ve (b) biyomineralizasyon oncesi ve (c) biyomineralizasyon sonras1 FTIR
spektrumlari.

Bozulmamis Col yapilart i¢in I1233/l1442 degeri 1 civarinda iken denatiire edilmis Col
icin yaklagik 0,5°tir. Elde edilen yap1 iskeleleri i¢in bulunan deger Sekil 4.24.b’de
goriildiigii gibi yaklagik 1 olarak bulunmustur. Bu sonug fMWCNT ve CS’nin
eklenmesinin  Col’iin {iglii sarmalini  denatiire etmedigini ve yapi1 iskelesinin
hazirlanma agamasinin Col molekiillerini bozmadigin1 onaylamaktadir. Col’iin
mekanik ve biyolojik 6zelliklerinden molekiil yapisinin sorumlu oldugu diistintildiigii

i¢cin denatiire olmamus ti¢lii sarmal yapis1 6nemli bir 6zelliktir.
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Sekil 4.24.c’den goriilebilecegi gibi, HA’nin Col/fMWCNT ve Col/fMWCNT/CS yap1
iskeleleri iizerinde ¢ekirdeklenmesi 3200-3400 cm™ arasindaki OH™ gerilmesine
karsilik gelen genis absorpsiyon pikinin siddetinin azalmasina neden olmustur. Bu
durum HA biyomineralizasyonu sonucu OH™ derisimindeki artis nedeniyle hidrojen
baglarinin biyomineralize edilmemislere kiyasla (Sekil 4.24.a,b) biyomineralize
edilmis yapi iskelelerinde (Sekil 4.24.c) daha gii¢lii olduguna atfedilebilir. Yukaridaki
gozlemler sonucunda HA partikiillerine matris olarak hizmet eden Col/fMWCNT/CS
kompozitinin HA partikiilleri i¢in bir anchoring yeri sagladigi ve diger yapr iskelesi
kompozitlerine kiyasla Col/fMWCNT/CS yapi1 bilesenlerinin birbiri ile daha fazla
etkilesimde oldugu diistiniilmektedir.

Tablo 4.4. Uretilen yapr iskelelerindeki Col, CS ve HA’nin FTIR analizleri.

Dalga Say1s1 (cm™) Kargilik Gelen Modlar
Kolajen

3296 Amid A, N-H ve O-H gerilme

2926 ve 2853 Amid B, C-H gerilme

1600-1700 Amid I, C=0 gerilme

1545 Amid Il, N-H biikiilme

1445-1455 CH; ve CHj3 deformasyon

1310-1340 CHj; sallanma

1233 Amid 111, C-N gerilme

521 N-H sallanma, Amid ve Amin
Kitosan

3318 N-H gerilme ve O-H gerilme

2885 C—H gerilme

1629°daki omuz
1533

Amid I, C=0 gerilme
Amid 11, N-H biikiilme

1396 OH titresimleri
1154 ve 890 Glikosidik baglar
1070 ve 1017 C-0 gerilme

Hidroksiapatit

1017 vs (PO3™) gerilme
962 v1 (PO3™) gerilme
595 v4 (PO37) gerilme
468 vz (PO37) gerilme
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Col, CS, Col/fMWCNT ve Col/fMWCNT/CS yap: iskelelerinin gozenekli yapiya
sahip yiizey morfolojileri Sekil 4.25’te SEM goriintiileri ile verilmistir. Yapi iskelesi
igindeki gozenekler donma sirasinda olusan buz Kristallerinden kaynaklanmaktadir.
Bu durum yap1 iskelelerinin ara bosluklar igine yigilmasina ve Sekil 4.25.a’da
gosterildigi gibi birbirine bagli gézenekli bir ag olusturmasina neden olmaktadir. Daha
sonra buz kristallerinin liyofilizasyonla siiblimlestirilmesi buz kristallerinin kapladigi

bosluklar1 gézeneklere doniistiirmektedir.

Uretilen yapi iskelelerinin 20 pm-350 um arasinda degisen bir dizi gdzenek boyutuna
sahip oldugu gozlemlenmis ve o6zellikle Col/fMWCNT/CS iskelesinde fTMWCNT
ilavesiyle diizenliligin arttig1 belirlenmistir. Saf Col’den iiretilen iskeleler, kompozit
iskelelere (Col/fMWCNT ve Col/fMWCNT/CS) kiyasla daha biiyiik bir gozenek

boyutuna sahipti.

Biyomineralizasyondan 6nce 20-350 um arasinda degisen bir gbzenek biiytikliigline
sahip tretilen yap1 iskeleleri yiiksek derecede ara baglanti ve homojen olarak iyi
dagitilmis agik gozenekli mikroyapidadir. Dogal kemik dokusundaki ECM taklidinde
yaygin olarak kullanilan SBF’nin osteoindiiktif substratlar {izerinde kemik benzeri
HA’i c¢ekirdeklendirebildigi bilinmektedir [246]. Col, CS, Col/fMWCNT ve
Col/fMWCNT/CS yapi1 iskelelerinin mineralizasyonu 37°C’de fizyolojik kosullar
altinda SBF igerisinde bir hafta boyunca gergeklestirilmistir. Col, CS, Col/fMWCNT
ve Col/fMWCNT/CS yapi iskelelerinin bir hafta boyunca SBF igine daldirilmasinin
ardindan morfolojik 6zellikleri Sekil 4.25.b’de gosterilmistir ve HA’nin tiim kompozit

iskele matrislerinde basariyla ¢ekirdeklendigi acik¢a goriilmektedir.

Kompozit iskeleler tizerinde HA kristallerinin olusturulmasina ek olarak iskele matrisi
icine gomiilmiis biiyik HA kristalleri gbzlemlenmistir. Biyomineralizasyon
isleminden sonra HA ¢ekirdeklenmesi COO™ ve OH™ gibi anyonik gruplar tarafindan
tetiklenmekte ve ayrica azot atomunun baglanmamis iki elektronu HA
¢ekirdeklenmesi igin bir niikleofil gorevi gérmekteyken CS’nin katyonik (-NH3™)
dogasi da ¢ekirdeklenmeyi tetiklemektedir [247].
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Sekil 4.25. Col, CS, Col/fMWCNT ve Col/fMWCNT/CS iskelelerinin (a) biyomineralizasyondan 6nce x50 ve (b)
sonra x1000 SEM goriintiileri.
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Biyomineralizasyon sonrast SEM goriintiilerine bakildiginda tiim iskele yiizeylerinin
HA kristal g¢ekirdeklenmesini miimkiin kildigi ve ayn1 zamanda HA Kkristalleri
¢ekirdeklenmesinin Col/fMWCNT/CS kompozitinde diger kompozitlerden kalitatif
olarak daha fazla oldugu gozlemlenmistir. Col/fMWCNT/CS nanohidratlar1 kalsiyum
ve fosfat iyonlar1 i¢in baglanma alanlar1 saglayan ve HA minerallesmesine yol acan
cesitli negatif ve pozitif yiikli gruplar icerdiginden dolayr Col/fMWCNT/CS
matrisinin yiikli elektriksel dogasinin HA’nin homojen olarak dagilmasinda olumlu
etkiye sahip oldugu diigiiniilmektedir. Bu gelistirilmis biyoaktivitesinin arttirilmis
nanoyapili karakteri ile birlestiginde Col/fMWCNT/CS iskeleleri diger iskelelerden

daha gelismis 6zelliklere sahip olmaktadir.

Kalsiyum ile fosfat molar oran1 (Ca/P) EDS analizi ile tespit edilmis ve Col, CS,
Col/fMWCNT ve ColfMWCNT/CS iskeleleri igin Ca/P oranlar1 dogal kemikte
bulunan HA’nin (Ca/P=1,6) oranina yakin olan sirasiyla 1,34; 1,38; 1,42 ve 1,52
oranlari bulunmustur. EDS sonuglari sitokiyometrik HA’ya en yakin Ca/P oraninin
Col, CS ve Col/fMWCNT yapr iskeleleri yerine Col/fMWCNT/CS yap1 iskelesinde
oldugunu kanitlamaktadir. -C=0, -COO veya -OH gruplart HA ¢ekirdeklenmesinde
iyon kompleksleri olusturmak amaciyla kalsiyum iyonlarinin koordinasyonu i¢in aktif
yerler olabileceklerinden dolay1 Col/fMWCNT ve Col/fMWCNT/CS kompozit
iskeleler ile HA arasinda oldukga fazla karsilikli kimyasal etki muhtemeldir. Col
yapisinda bulunan -OH, -NH> ve -C=0 gruplar1 hem CS’deki -NH2 ve -OH hem de
fMWCNT deki -C=0 ve -OH ile hidrojen bagi olusturabileceklerinden dolay1 (Sekil
4.26.) biyomineralize olmus ¢ok sayida -OH grubunu iginde barindiran
Col/fMWCNT/CS kompozit iskelesinde giicli molekiiller arasi hidrojen baglari

bulunmaktadir.

Sekil 4.27.a ve c¢’de gosterildigi gibi saf Col (210,77 kPa) ve CS (283,8+8 kPa) ile
kiyaslandiginda biyomineralizasyon éncesi gozenekli nanokompozit yapi iskelelerinin
mukavemeti TMWCNT ilavesi ile énemli olgiide artmaktadir (Col/fMWCNT igin
310,9+15 kPa, Col/fMWCNT/CS i¢in 523,6+18 kPa). Col’e kiyasla agirlikga %4
fMWCNT ve CS igeren yapi iskelesinde mekanik mukavemeti saf Col’e gére yaklasik
iki katina ¢ikmaistir.
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Sekil 4.26. Biyomimetik yontemle kalsiyum ve fosfat ¢ekirdeklenmesi ve 3B gozenekli Col/fMWCNT/CS

iskeleleri arasinda onerilen hidrojen baglar.
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Sekil 4.27. Uretilen yap1 iskelelerinin (a), (c) biyomineralizasyon éncesi ve (b), (d) biyomineralizasyon sonrast

basma gerilimi ve elastik modiil sonuglari.
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Biyomineralizasyon ve ¢apraz baglanma sonrasi Sekil 4.27.b ve d’de gosterildigi gibi
kompozit yapr iskelesinin mukavemeti HA ile artmistir (Col igin 485,425 kPa, CS
icin 532,8+30 kPa, Col/fMWCNT ig¢in 616,540 kPa, Col/fMWCNT/CS ig¢in
1112,2+70). Elde edilen mukavemet degerleri Tablo 4.5.’de dzetlenmistir.

Tablo 4.5. Biyomineralizasyon oncesi ve sonrast 3B gozenekli Col, Cs, Col/fMWCNT, Col/fMWCNT/CS yap1
iskelelerinin mekanik 6zellikleri.

Capraz Bagli Yap1 Elastik Modiil Basma Dayanimi1
Iskelesi (kPa) (kPa)

Col 17,940,6 210,7+70

. . ] . CS 27,140,9 283,81+80
Biyomineralizasyon Oncesi

Col/fMWCNT 351+1.1 310,9415

Col/fMWCNT/CS 37,4412 523,6+18

Col 25,1410 485,425

] ] . CS 29,8415 532,830
Biyomineralizasyon Sonrasi

Col/fMWCNT 52,4425 616,5+40

Col/fMWCNT/CS 57,243,0 1112,2470

+SD,n=5

Kemik doku miihendisligi alani i¢in uygulanan kemik dokusunun yenilenmesi
sirasinda yapisal birligini korumasi i¢in kararli olmasi gereken yapi iskelelerinin
mekanik 6zelligi kemik iskele materyallerinin se¢imi i¢in ¢ok onemlidir. HA’ nin
biyomineralizasyon yoluyla eklenmesi sonucu mekanik mukavemet artisinin
muhtemel nedenleri ya kompozit iskelesindeki kusurlarin azalmasi ya da fMWCNT,
CS ve HA ilaveleri ile Col’iin toplam baglanma yerindeki artis oldugu

diistiniilmektedir.

HA kristallerinin biyomineralizasyonla iskelelere katilmasi mekanik modulii
giiclendirmis ve yap1 iskelesi aginin deformasyonu kisitlamistir. Mekanik o6zellik
sonuglarina dayanarak biyolojik kompozit iskelelerimiz yiiksek basing dayanimina
ulasmamasina ragmen yiik tasiyan kemik yerine gececek uygulamalardan ziyade yiik

tasimayan kemik doku miihendisligi alan1 icin iskele olarak kullanilabilir 6zelliktedir.



95

Yapr iskelelerinin porozite oranlari sivi yer degistirme yontemi kullanilarak
hesaplanmistir. Biyomineralizasyon oncesi Col (%99,5+0,28), Cs (%99,3+0,25),
Col/f MWCNT (%99 +%0,26) ve Col/f MWCNT/CS (%98+0,15) yap1 iskelelerinin
gozenekliliklerinin (Sekil 4.28.a) biyomineralizasyon sonrasi Col (%96,2+0,25), Cs
(%96+0,22), Col/fMWCNT (%95,8+0,21) ve Col/fMWCNT/CS (%95,7+0,1) yap1
iskelelerinin gozenekliliklerine (Sekil 4.28.b) gore daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Yiiksek gozeneklilik orani in-vivo ve in-vitro kemik yenilenmesinde ¢ok 6nemli bir
rol oynadig1 i¢in porozite kemik doku miihendisliginde kullanilan yap1 iskelelerinin
onemli bir 6zelligidir. Yiiksek gozeneklik oksijen ve besinlerin daha iyi tasinmasini
saglayarak hiicre ¢ogalma seviyelerini arttirir ve bu da yeni kemik olusumu ile
sonuglanir [248]. Biyomineralizasyon dncesi yapi iskelelerine kiyasla biyouyumluluk
ve mekanik oOzellikler artar iken aynmi zamanda %95 porozite hedefimize de
ulagilmigtir. Biyomineralizasyon sonrasi iskelelerde (Sekil 4.28.b) Col ve CS’nin NH>
grubu ile fMWCNT ve HA’nin -OH grubu arasinda olusabilecek etkilesimler ve
HA’nin Ca®" iyonlar ile koordinasyon etkilesimleri poroziteyi azaltabilir. Uretilmis
olan yap1 iskelelerinde elde edilen yiiksek gozeneklilik ve gelistirilmis gegirgenlik ile
birlikte gelismis mekanik 6zellikler implantasyon sonrasi vaskiilarizasyonu ve hiicre

i¢ce biiylimesini desteklemek i¢in ideal bir yap1 iskelesi olmasini saglar.

Biyomalzemelerde arastirilan bir diger o6zellik sivi ortamdaki kararliliktir. Sigme
derecesi yap1 iskelesinin stabilitesi ile birlikte iskele ve sivi hiicreler arasindaki
karsilikli etki derecesini belirlediginden dolay: kemik dokusu yenilenmesi i¢in 6nemli
bir 6zelliktir. Ornegin yiiksek derecede sisme ve uzun siireli stabiliteye sahip bir
malzeme varsa hiicreler ve biyomalzeme arasinda gelismis bir karsilikli etki beklenir
ve sonug olarak yeni dokunun biiyiime sansini arttirir. Ayrica ideal olarak belirli bir
zaman araligindan sonra biyomalzemeler bozulur ve viicuda geri emilir. Yapi
iskeleleri kemik doku mithendisliginde kullanilmak iizere sentezlenmistir ve bu alanda
yap1 iskelelerinin sismesi ve biyobozunma ozellikleri fizyolojik sivilarin emilimi ve

metabolitler ile besin maddelerinin yap1 iskelelerinden gegmesi i¢in 6nemlidir.
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Sekil 4.28.c, d’de gosterilmis olan yapr iskelelerinin sisme oranlari ortalama + standart
sapma olarak verilmistir (n=5). Asir1 sisme oranlarindan kaginmak igin yapi iskeleleri
[116]°da gosterildigi gibi DHT yontemi ile 120°C’de 48 saat siireyle vakum altinda
capraz baglanmistir. Biyomineralizasyon o6ncesi Col, CS, Col/fMWCNT,
Col/fMWCNT/CS yap1 iskelelerinin sisme sonuglart sirasiyla %680+27, %613+25,
%551+25, %514+24 olarak bulunmustur.

Biyomineralizasyon igleminden sonra, bu yap1 iskelelerinin sisme sonuglari sirasiyla
su sekilde azalmistir 613+27, 565+25, 526+26 ve 481+25. Yapi iskelelerine
biyomineralizasyon ile HA eklenmesinin sismeyi gii¢li bir sekilde azalttigi
gozlemlenmistir. Kompozit yap1 iskelelerin biyomineralizasyonu Oncesi ve
sonrasindaki sisme degerlerinin karsilagtirmasi Sekil 4.28.c, d’de gosterilmistir ve
Col/fMWCNT/CS yap1 iskelesinin implantasyondan sonra daha disik bir

biyobozunma ve daha uzun kalma siiresine sahip olmasi beklenmektedir.

Sisme verilerinin (Sekil 4.28.c, d) %100°den daha yiiksek olmasi iskelelerin kendi
agirhigindan daha fazla su tutma kabiliyetine sahip oldugunu gostermektedir.
fMWCNT’nin hidrofobik karakterinin eklenmesi biyomineralizasyondan 6nce
sismenin azaltilmasina kismen etkimis olabilir. Nanokompozit iskele {izerindeki
interaktif ylizey alanimin azaltilmasi ile sisme ve su gegirgenligi azalacaktir. Bu
azalmaya HA’nin ihmal edilebilir miktarda su emmesininde katkisi oldugu
diisiiniilmektedir. Yapi iskelesinin su gegirgenligi icerdigi HA artmasiyla diigmiistiir.
Biyomineralizasyondan 6nce ve sonra olan bu iki ¢alismanin sonuglart HA’nin dahil

edilmesinin yapi iskelesinin hidrofilik 6zelliklerini azalttigin1 gostermistir.

TGA egrileri biyomineralize Col, CS, Col/fMWCNT ve Col/fMWCNT/CS kompozit
iskelelerin termal bozunma davranisini gostermektedir. Sekil 4.28.e’ye bakildiginda,
iskeleler termal olarak kararli degildir ve 100°C civarinda adsorbe edilen suyun

cikarilmasindan kaynaklanan agirlik kayb1 gozlenmektedir.

Uretilmis kompozit iskelelerde organik bilesenin termal ayrismasi ¢cogunlukla 250-

400°C araliginda gergeklesmistir [249]. Organik bilesenlerin 400°C’de tamamen
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ayrildigr kabul edilmistir. HA ve fMWCNT bilesikleri Col ve CS’den termal olarak
daha kararli olduklari i¢in HA g¢ekirdeklenmesi ve fTMWCNT (Col’iin %4 ag.)

ilavesinin kiitle kaybini azalttig1 goriilmistiir.

Yapi iskelelerinin termal davranislar1 Sekil 4.28.e’de goriilecegi gibi lice ayrilmis
kiitle kayb1 evresi ile karakterize edilmistir. Birincisi yaklasik 100°C’de olup kompozit
yap1 iskelelerindeki suyun serbest birakilmasi ile ilgilidir; ikincisi 250-400°C
civarindadir ve hem Col hem de CS (Col %4 ag.) molekiillerindeki polimer yap1
zincirlerin termal dehidrasyonu, depolimerizasyonu ve ayrismasindan kaynaklanir;
tictinctisii 400—700°C araliginda meydana gelmektedir ve organik bilesenlerin yanmasi

ile iliskilidir.

Col ve CS iskeleleri ile karsilastirildiginda termal bozunma sicakligindaki kiigiik
degisiklik Col, CS ve fMWCNT arasinda olasi bir etkilesimi gosterirken 700°C’de
olan son % kiitle kaybindaki azalma (Col, CS, Col/fMWCNT ve Col/fMWCNT/CS
iskeleleri i¢in sirasiyla %18, %28, %35 ve %54 olarak bulunmustur) HA
cekirdeklenmesinin arttigin1 gostermektedir. Elde edilen bu sonug iiretilen 3B
gozenekli Col/fMWCNT/CS iskelelerinin biyoaktivitesinin Col, CS ve Col/fMWCNT

iskelelerine kiyasla daha iy1 oldugunu desteklemektedir.

Col/fMWCNT/CS iskelesinin N2 adsorpsiyon-desorpsiyon izotermleri Sekil 4.28.’de
gosterilmistir. Spesifik yiizey alan1 ve gézenek hacmi sirasiyla BET ve BJH yontemleri
kullanilarak hesaplanmistir. Adsorpsiyon-desorpsiyon izotermlerinin iki koluna
bakildiginda P/Po bolgesinde olan 0,9-1,00 arasi keskin bir adsorpsiyon agamasinin
varligt ve 0,8’den daha biiyiikk olan P/Po kismi basincindaki histerisis poroz
malzemenin iyl hazirlandigin1 ve diizenli oldugunu gostermektedir. Yap1 iskelesi
ylizeyinin artmast ile hiicre biiylimesinin arttig1 bilindiginden [250] Col/fMWCNT/CS
yapi iskelesinin yiiksek yiizey alanina (11,746m?/g) ve iyi bir gézenek hacmine (0,026
cc/g) sahip oldugununun bulunmasi hiicre biiyiimesine olumlu bir etkiye sahip

olacagini gostermistir.
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Sekil 4.28. Uretilen kompozit numunelerinin (a) biyomineralizasyon oncesi (b) biyomineralizasyon sonrasi
porozite, (c) biyomineralizasyon 6ncesi (d) biyomineralizasyon sonrasi sisme, (€) biyomeniralizasyon
sonrast TGA egrileri ve (f) Col/fMWCNT/CS kompozit iskelesinin BET analizi.

Sekil 4.29. iiretilen iskelelerin (Col, CS, Col/fMWCNT ve Col/fMWCNT/CS)
37°C’de calkalayicida bir ve iki hafta boyunca PBS igerisine daldirilmalar1 sonrasi
fotograflarint gostermektedir. CS ve Col/fMWCNT/CS kompozitleri 2 haftaya kadar
stabil kalirken, Col iskeleti PBS’nin icerisinde bozularak dagildigindan fotografta



99

goriilememektedir. 2 haftadan sonra biitlinliiglinii yitirmis olan Col ve Col/fMWCNT
kompozitleri i¢in iki hafta boyunca dikkate deger degisiklikler gozlemlenmistir.

Col/fMWCNT yap1 iskelesi i¢in suyun iskelelerde dagildigi ve Col/fMWCNT
arasindaki bagi kirdigi boylece iki hafta sonra uzun Col’den kisa Col zincirine gegerek
biyobozunmay: arttirdigi kabul edilmistir. PBS’deki yapi iskelelerinin gézlemleri CS
ve fIMWCNT oranlariin degistirilmesi ile yapi iskelesi matrisinin stabilite derecesinin

ayarlanmasinin miimkiin oldugunu gostermektedir.

Yap1 iskelesi biyobozunma oranmnin yeni kemik dokusu olusumuna izin verecek
sekilde olmasi 6nemlidir. Boylece kemik doku miihendisliginde kemik yenilenmesi
icin daha uzun veya daha kisa siirelerin gerekli oldugu ¢esitli uygulamalar i¢in

kompozit iskelenin yapilandirilmasi miimkiindiir.

Col CS Col/ff/MWCNT  Col/f-MWCNT/CS

1 hafta
sonra

2 hafta
sonra

Sekil 4.29. 1 ve 2 hafta sonra Col, CS, Col/fMWCNT ve Col/fMWCNT/CS iskelelerinin biyobozunma deneyi.

fMWCNT, CS ve HA yapu iskelelerinin hidrofilisite {izerindeki etkisini gozlemlemek
i¢in temas acilari belirlenmis ve kompozit iskeleler biyomineralizasyon dncesinde ve
sonrasinda karsilastirilmistir. Sekil 4.30.’dan goriilebilecegi gibi CS ve IMWCNT nin
eklenmesi hidrofilik gruplarin azaltilmasi sonucu temas agilarini arttirmaktadir.
Kismen hidrofilik olan HA’nin biyomineralizasyonu ile temas agisinin azaldigi
gorilmiistir. Bu azalma implantasyon bodlgesinde viicut sivilar ile etkilesimini

arttirdig1 i¢in in-vivo ortamda olumlu bir etkiye sahiptir.
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Col CS Col/f-MWCNT Col/-MWCNT/CS

87,8°

A

75,2° 11,7°

L £

(o}
69.9° 70,510 76,7

Sekil 4.30. Biyomineralizasyon 6ncesi ve sonrasi iiretilen iskelelerinin temas agilari.

65,5°

Biyomineralizasyon

Biyomineralizasyon
sonrasi

HA optik mikroskobun gelen 15181n1 yansittigi igin Sekil 4.31.’de gosterildigi gibi HA
partikiillerin dagilim1 ayrica optik mikroskop ile degerlendirilmistir. Béylece HA’larin
biitiin yap1 iskelesi i¢inde hafif agregasyon ile homojen olarak yayildig1 ve bu optik

mikroskop sonuglarinin SEM sonuglari ile uyum iginde oldugu gosterilmistir.

Sekil 4.31. Uretilen 3B (a) Col, (b) CS, (c) Col/fMWCNT ve (d) Col/fMWCNT/CS yapr iskelelerin optik mikroskop
goriintiileri.
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Col, CS, Col/fMWCNT ve Col/fMWCNT/CS yap1 iskelelerinin sitotoksisitesi MTT
analizi ile degerlendirilmistir. Sekil 4.32.’de gosterildigi gibi yapr1 iskelelerinin hiicre
canliliklar1 arasinda 6nemli bir fark yoktur. CS yapr iskelesi pozitif kontrol grubuna
kiyasla hiicre yasayabilirligini belirli bir dereceye kadar azaltan sitotoksisite
sergilemistir. Col/fMWCNT/CS yap1 iskelelerinin tim MTT analiz siirecinde en
uygun biyouyumlulugu sergiledigi goriilmiistiir.

MTT testi ile [123, 181, 251-254]’de belirtildigi gibi IMWCNT ve CS iizerindeki
hiicrelerin canliliklarinin arttigr gézlemlenmistir. Boylelikle Col/fMWCNT/CS yap1
iskeleleri biyomineralizasyon kabiliyetinin ve biyouyumlulugun gelistirilmesinden

dolayi in-vivo biyomedikal uygulamalarda kullanilmak i¢in timit vaat ettigi sonucuna

varilmstir.
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Sekil 4.32. MTT analizi ile Col, CS, Col/fMWCNT ve Col/fMWCNT/CS iskelelerinin in-vitro biyouyumlulugu ve
hiicre gogalmasi. Ortalama + SD (n = 3).
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4.5. Yeni m-5xSBF’de Monofazik Brushitin Ti6Al4V Uzerine Biyomimetik

Yontemle Kaplamasi1 Calismasi

Sekil 4.33., (a) islem gormemis, (b) pliriizlendirilmis ve (¢) 60°C’de 24 saat boyunca
5M NaOH c¢ozeltisi ile etcing islemi sonrasindaki Ti6Al4V substrat yiizeylerinin SEM
goriintlilerini gostermektedir. Yiizey morfolojisinin piiriizlendirme ve etcing islemleri
ile degistigi agik¢a goriilmektedir. Bu degisikligin sadece kalsiyum-fosfat iyonlarinin
cekirdeklenme oranini arttirmakla kalmayip, ayn1 zamanda yiizeydeki kalsiyum ve

fosfat iyonlarinin adezyon kuvvetlerini gliglendirdigi de bilinmektedir [255].

a— a—
zaku  X1,8088 10pm 18 45 SEI zakU  X1,808 1(um

X3, 886
X3, Ba06 5’,"“

Sekil 4.33. (a) islem gérmemis, (b) piiriizlendirilmis ve (c) 24 saat 60°C’de SM NaOH c¢ozeltisi ile etcing
sonrasindaki Ti6A14V plakalarinin SEM goriintiileri.

1 giin boyunca m-5xSBF ve 5xSBF i¢ine daldirmanin ardindan Ti6Al4V iizerindeki
CaP c¢ekirdekli yiizey morfolojileri sirastyla Sekil 4.34. (a, b) ve (c, d)’de
gosterilmistir. m-5xSBF ve 5xSBF’de meydana gelen ¢ekirdeklenmelerin farkli
morfolojilere sahip oldugu gézlemlenmistir. Ayn1 zamanda, diger kiiclik cekirdekler

Sekil 4.34.a ve ¢’de gosterilmistir. Sekil 4.34. (a, b)’de elde edilen ¢ekirdeklenmelerde
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plakalarin birbiri icerisine girdigi goriilmektedir. Bu ¢icek benzeri i¢ ige gegmenin
nedeni yilizey enerjisinin daha kararli hale gelmesi oldugu diistintilmektedir. Sekil
4.34.’den sadece Ca?* ve PO3™~ iyon konsantrasyonlarinin (5xSBF’den m-5xSBF’ye)
artmasinin, 5xSBF’ye kiyasla Ca?* ve PO3~ disindaki iyonlarin iyonik etkisinde
azalma ile Ca?* ve PO3 cekirdeklenmesinin artmasmna neden oldugu sonucuna

varilabilir.

Z8kU X188 10@ 2 2 28kU X1, 8680 lOp—m

pe i ’ 4
- Yo ‘ E
... sk _ X § =
- dl-i"} > 3 3
Z8kU X180 e, 14" 39 .S ZBkU X1, 588
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Sekil 4.34. ik giin sonunda (a, b) m-5xSBF ve (c, d) 5xSBF icerisinde CaP ile cekirdeklenmis Ti6Al4V
yiizeylerinin SEM goriintiileri.

Sekil 4.35.a ve ¢’deki SEM goriintiilerinden Ti6Al4V plakalarinin sirasiyla m-5xSBF
ve 5XSBF’de 2 giin daldirilmalarinin ardindan tamamen kaplandigini gostermektedir.
Sekil 4.35.b’deki SEM goriintiisiinden ve Sekil 4.35.d’deki FESEM goriintiisiinden
kaplanmuis olan iki ayr1 CaP fazinin da plaka benzeri morfolojide aglomerasyona sahip
oldugu goriilmiistiir. m-5xSBF’den elde edilen yapilar mikro boyutlarda iken (kalinlik
ve genislik sirasiyla yaklasik 5-6 pm ve 50-150 um araliginda) 5XSBF’den elde edilen
yapilar ise nano boyutlardadir (kalinlik ve genislik sirasiyla yaklasik 20-28 nm ve 70-
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100 nm araliginda). m-5xSBF ¢ozeltisindeki iyonik giiclin 5xSBF ¢ozeltisine kiyasla
daha az oldugundan dolay1 yiizeyde elde edilen CaP yapilarmin kristal boyutu
kalsiyum-fosfat iyon konsantrasyonlarmin ve iyonik kuvvetin etkisiyle degistigi
soylenebilir. Iyonik difiizyon diisiik iyonik kuvvetle gelistirilir ve boylece artan bu

etkinin kristal boyutlarindaki farkliliga da etkidigi disiiniilmektedir.

500nm

Sekil 4.35. 2 giin sonra (a, b) m-5xSBF ve (c, d) 5xSBF iginde CaP ile kaplanmis Ti6Al4V’nin (a, b, ¢c) SEM ve
(d) FESEM goriintiisti.

Sekil 4.36., kaplamalar lizerinde gerceklestirilen EDS analizini géstermektedir ve sekil
tizerinde tablo halinde verilmis olan % element analiz sonuglar1 kaplamalarin O, P ve
Ca elementlerinden olustugunu gostermektedir. Tablodan goriilebilecegi gibi, 2 giin
sonra m-5xSBF ve 5xSBF iginde kaplanmis sodyum veya klor safsizliklari igermeyen
CaP fazlarina ait Ca/P atomik oranlar1 sirasiyla 0,97 ve 1,72 idi. Bu oranlar brushit ve

HA igin sirasiyla 1,0 ve 1,67 olan Ca/P atomik oranlarina yakindir.
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Ti6Al14V iizerinde kaplanan plaka benzeri CaP’larin olusum siirecini agiklayan olasi
bir mekanizma Sekil 4.37.°da Onerilmistir. Ti6AI4V substratlar biyomimetik
soliisyona daldirildiginda ilk daldirma siirelerinden itibaren CaP yapilarinin su sirayla
olusmaya baglamaktadir: biyomimetik kosullar altinda kimyasal reaksiyon,
cekirdeklenme ve kristal biiyiimesi. Ilk olusturulan nanoplakalarin yiizey enerjisi
¢ekirdeklenme asamasindan daha yiiksek oldugu i¢in nanoplakalar daha biiyiik plaka
yapilarina doniiserek yiizey enerjilerini azaltmak icin spesifik yonelimle kendi
Kendilerine bir araya geldikleri diisiiniilmektedir. Boylece, Ti6Al4V iizerinde ¢igek

benzeri hiyerarsik CaP yapilari insa edilmistir.

El -
G =
2| O )
= 2
2 =
2

Ca P |23,728 ‘ 16,752

T , 7,645

0.0 1.0 2.0 3.0 40 50 60 7.0 80 9.0 10.0 1.0 0.0 1.0 2.0 3.0 40 50 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0

Enerji (keV) Enerji (keV)

Sekil 4.36. 2 giin sonunda (a) m-5xSBF ve (b) 5xSBF i¢inde kaplanmig CaP’in EDS bélge analizi. Ek: EDS
spektrumlarinin elde edilmesi i¢in kullanilan bdlgelerin goriintiileri (kirmizi gergeveler).

Ti6Al4V yiizeyinde, “

Biyomineralizasyon biraraya gelme Biiyiime
— =

s Ca?t « PO3”

Sekil 4.37. Ti6Al4V iizerinde CaP tabakalart ile bir araya getirilmis ¢icek benzeri hiyerarsik yapilarin olusturulmasi
icin sematik gosterim.
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Malzemenin yiizey 1slanabilirligi temas agisi ile karakterize edilmistir ve Sekil
4.38.’da gosterilen Olglim sonuglarina bakildiginda islem géormemis Ti6Al4V’a ait
temas acis1 0lan 90,9° degeri en yiiksek ac1 degerini gostermektedir. Piirtizlendirme ve
60°C’de 24 saat slireyle SM NaOH c¢ozeltisi igerisinde ecting (asindirma) islemi
sonrasi temas agisilar1 sirasiyla 75,7° ve 54,8°’ye distiigii goriilmiistiir. Kaplama
birikiminden sonra m-5xSBF ile kaplanan yiizeyin temas agis1 degeri 33,9° iken,

5xSBEF ile kaplanan yiizeyin 36,1° olarak bulunmustur.

Bir implantin yilizey yiikiiniin ve hidrofilikliginin osseointegrasyonu etkiledigi
bilinmektedir. Hiicre adhesyonunun dayanimi adhezyon ligandlarinin adsorbsiyonuna
ve absorblanan adhezyon ligandlara bagli oldugu bilinmektedir, yani hidrofobiklik
hiicreler ve ylizey arasindaki etkilesimi etkilemektedir [256]. Bundan dolayr m-5xSBF
igerisinde kaplanmis numunenin artan hidrofilikligi 5xSBF’de kaplanmis olanlara

kiyasla osseointegrasyonun artmasini saglayacaktir.

Islem gérmemis (Pristine) ve 60°C’de 24 saat boyunca 5SM NaOH c¢ozeltisi ile
muamele edilmis (Etched), m-5xSBF ve 5xSBF ile 1 giin sonrasinda ¢ekirdeklenmis
ve m-5xSBF ve 5xSBF ile 2 giin boyunca kaplanmig Ti6Al4V substrat yiizeyinin XRD
paternleri Sekil 4.39.’da gosterilmektedir. Sekil 4.39.a°dan goriilebilecegi gibi, alkali
ve 1s1 islemlerinden sonra yiizey tizerinde sodyum titanatin (Nag23TiO2, ICDD PDF
kart1 No. 22-1404) ve titanyum dioksit (TiO2, ICDD PDF karti No. 21-1276) fazlar
olusturulmustur. 24,4° ve 27,4° civarinda ortaya ¢ikan pikler sirasiyla Nag23TiO2 ve

TiO> fazlarinin olusumuna karsilik gelmektedir.

XRD sonuglarina gore brushit (CaHPO4(H20)2, ICDD No. 72-0713) ve HA
(Cas(PO4)30H, ICDD No. 09-0432) fazlar1 1 giin sonrasinda (Sekil 4.39.b) substrat
yiizeyi tizerinde goriilmeye baslamistir. m-5xSBF’de elde edilen monofazik brushit
faz1 literatiirdeki teorik calismanin [257] sonucuyla da tutarlilik gdstermektedir.
Numunelerin 2 giin boyunca hem m-5xSBF hem de 5xSBF’ye daldirilmasinin

ardindan substratlarin yiizeyinde sadece brushit ve HA fazlar goriilmiistiir (Sekil

4.39.C).
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Sekil 4.38. Islem gormemis (Pristine), zimparalanmus (Polished), 60°C’de 24 saat boyunca SM NaOH c¢ozeltisi ile
muamele edilmis (Etched), m-5xSBF ve 5xSBF ile 2 giin sonrasinda kaplanmis Ti6Al4V yiizeylerinin
temas agilari.
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Sekil 4.39. (a) islem gormemis (Pristine) ve 60°C’de 24 saat boyunca 5M NaOH ¢ozeltisi ile muamele edilmis

(Etched), (b) m-5xSBF ve 5xSBF ile 1 giin sonrasinda ¢ekirdeklenmis ve (¢) m-5xSBF ve 5xSBF ile 2
giin sonrasinda kaplanmis Ti6Al4V ylizeylerin XRD paternleri.
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Brushit ve HA fazlarina ait olan S degerleri (4.3), (4.4) ve (4.5) esitlikleri ile

gosterilmigtir:
P
S = = (4.3)

[ca?*][HPOZ]
Sprushit = K ,4 (4.4)
sp,brushit

_ [caz*]’[Po3~]’[oH ]2
KspHA

Sa

(4.5)

, burada IP tirtinlerin iyon aktivitesi, Ksp termodinamik ¢6ziintirliikk sabitidir. S<I i¢in
¢ozelti doymamis oldugu i¢in mineral faz1 ¢6ziiniir, S=1 i¢in mineral faz1 ve ¢ozelti
dengede ve S>1 igin ¢ozelti asir1 doymustur ve mineral faz ¢ekirdeklenecektir.
Cozeltideki iyonlardan brushit ve HA fazlarinin olusumu Denklem (4.6) ve (4.7)’daki

reaksiyonlar ile verilmistir.

Ca?*+ H,P0} +3H,0-CaHPQ4.2H,0+H30* (4.6)

5Ca?*+3P03~+0H~ — Cas (PO4)3OH 4.7)

32°°de merkezlenen difraksiyon piki kristalin HA boyutlarinin kii¢ciik olmasindan
dolay1 genistir. Ti’ye ait piklerin yoklugu her iki numune yiizeyinin 2 giin sonunda
farkli CaP fazlari ile tamamen kaplandigina isaret etmektedir. Sentezlenen fazlara ait
XRD verileri kullanilarak hesaplanan kristal yogunlugu, kristalin boyutu ve
kristallenme orani Tablo 4.6.’da verilmistir. CaP fazlarinin ICDD numaralarina gore
HA ve brushit i¢in en giilii piklerin Miller indeksleri (hkl) sirasiyla (211) ve (020)’dir.
Sekil 4.34.a, b ve Sekil 4.35.a, b’den goriilecegi gibi plaka benzeri olan brushit
morfolojisi (020) kristalografik diizlemi boyunca tercih edilen biiyiimeden
kaynaklanmaktadir [258]. Sekil 4.39.c’den anlasilacagi gibi brushitin D ve X degerleri
HA’ninkinden daha biiyiiktiir ve brushit ile HA’nin kristal yogunluklari sirastyla 2,319
ve 3,080 g/cm? olarak hesaplanmustir.



Tablo 4.6. XRD paternlerinden elde edilen HA ve brushite ait kristal biiyiikliikleri ve kafes parametreleri.
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Numune Uzay Latis Sabitleri Kimyasal Formiil FWHM 26° Z Yogunluk Birim Ortalama Kristal
Grubu (A) ) (loo2) (g/cm?®) Hiicre Boyutu
Hacmi D (nm)
(A%)
a b c
Brushit (Iga) 5,812 15,18 6,239 CaHPO4(H20). 0,177 11,897 4 2,319 492,9 47,15
HA F()f;g] 9,418 9,418 6,884 Cas(P0O4)s0H 0,984 32,200 2 3,08 528,8 8,78

Kristalinite
Xe

2,493

0,015

FWHM: Fazlar i¢in en giiglii piklerine ati maksimum yiiksekliklerinin yarisindaki genislik.
Z: Birim basina formiil birimi sayisi.
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Yiiksek kristallige sahip HA diisiik biyobozunma gosterdigi icin 5xSBF’de kaplanmis
HA fazinin kristal yapisinin biyoaktiviteye etkisi gdz oniine alindiginda diisiik kristal
boyutuna ve diisiik kristallige sahip olmasindan dolay1 dikkat ¢ekmektedir. Brushit
HA’dan daha yiiksek kristallige sahip olmasina ragmen biyobozunurlugun HA’dan
daha fazla oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada brushit tek fazli olarak yeni m-5xSBF

ortaminda bagarili bir sekilde kaplanmistir.

m-5xSBF ve 5xSBF cozeltilerine daldirildiktan sonra sirasiyla olusan brushit ve HA
kapli Ti6Al4V vyiizeylerinin FTIR spektrumlar1 Sekil 4.40.’ta verilmistir. HA
spektrumu icin 1460-1420 cm™’de tespit edilen ¢ift pik karbonat grubunun (CO37) vs
gerilme titresimine karsilik gelmektedir. Karbonat grubu varliginin nedeni sirasiyla
fosfat ve hidroksil iyonuna atfedilen A ve B hidroksiapatit yap1 bolgelerinin numune

ortamindan ve/veya atmosferden CO%~ absorblamasindan kaynaklanmaktadir.

A-tipi karbonatli HA nin 1455-1545 cm™’de B-tipinin ise 1410-1455 cm™*’de CO%~
bantlar1 gosterdigi bilindiginden [98] CO3~ fazi OH™ gruplarindan ziyade PO3~
gruplarinin yerine gegen B-tipine atfedilmistir. Kemikteki HA faz1 PO}~ yerine ikame
edilen agirlik¢a %2 ila %6 CO3~ icermektedir [259, 260]. Karbonatin HA nin kristal
biiylimesini inhibe ettigi ve kristallenmeyi bozdugundan dolay1 [261] saf HA’ya
kiyasla CO3~ siibstitiie edilmis HA tozlari diisiik partikiil biiyiikliigiine [27] sahiptir

ve karbonatin yapiya katilmasi genellikle HA’ nin biyoaktivitesini arttiran diisiik

kristaliniteye neden olmaktadir [41].

HA’nin FTIR spektrumunda gozlemlenen fosfat (PO3~) modlarinin karakteristik
pikleri su sekilde agiklanmistir: 470 cm™’deki pik diizlem dis1 egilmeye v2 (PO3")
karsihk gelmektedir; 565 ve 607 cm™ civarindaki iki pik karakteristik diizlem
egilmesine va4 (PO37) karsilik gelir; vi (PO3~) simetrik gerilmesi 957 cm™’deki
absorpsiyona yol agmaktadir; 1100-1000 cm™ araligindaki ¢ift pik vs (PO3 ) asimetrik
gerilme modlarina karsilik gelmektedir. Apatit kafesindeki PO; ™ 1n polihedronlara ait

karakteristik molekiiler yapilarina atfedilmis olan fosfat pikleri [259]’de gosterildigi
gibi literatiirle uyumludur. Brushitin FTIR spektrumuna bakildiginda 3534, 3471,
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3265 ve 3152 cm™’deki absorpsiyon pikleri brushit kafesindeki su molekiillerinin O-
H gerilmelerine karsilik gelmektedir. 1648 cm™’deki pik kafes molekiillerinin H-O-H
biikiilme titresimi iken, P=0 ile iligkili gerilme titresimleri 1195, 1120 ve 1051 cm”
1*de gozlenmistir. 982, 870 ve 781 cm™’deki absorpsiyonlar P-O-P asimetrik gerilme
titresimlerine karsilik gelirken, suya ait titresim modu 650 cm™ gdzlemlenmektedir.
P03~ a ait absorpsiyon piklerini igeren FTIR sonuglarimin Raman ve EDS analizleri

ile uyumludur.

Ayrica literatiir calismalar1 [262—267] ilgili fosfat piklerinin brushit spektrumunda
gozlemlendigini dogrulamistir. 1120, 1051 ve 982 cm™’deki keskin PO3~ bantlari,
XRD paternleri ile tutarli olarak brushit kristallerinin yliksek kristalinitede oldugunu
gostermektedir. 575 ve 517 cm™’de gozlemlenen iki bant fosfata ait (H-O-) P=0
biikme titresim modlarindan kaynaklanmaktadir. Brushit i¢in elde edilen FTIR
sonuclar, XRD ve Raman spektroskopisi ile elde edilen verilerle iyi bir uyum
icindedir. P=O baginin, kristalin suyun ve O-H grubunun varligi nedeniyle FTIR
spektroskopisi brushit kristallerinin elde edildigini dogrulamaktadir.

Hidroksiapatit

Brushit

Gegirgenlik (a.u)

o

' I M I ' I M I N L} ' I v I

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga Boyu (cm™)

Sekil 4.40. m-5xSBF ve 5xSBF’de biyomineralizasyon sonrasi sirasiyla brushit ve HA ile kaplanmis Ti6Al4V
substrat yiizeylerinin FTIR spektrumlart.
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Ti6AI4V yiizeyi lizerindeki m-5xSBF ve 5xSBF’de biyomineralizasyon yoluyla
kaplanmis brushit ve HA katmanlarinin pargacik boyut dagilimlar Sekil 4.41.de
gosterilmistir. Partikiil boyut dagilimi grafigine bakildiginda hidroksiapatite ait olan
grafikte bir tepe noktasi goriiliirken brushite ait olan grafikte iki tepe noktasinin varligi

tespit edilmistir.

Kaplanmis HA tabakalarinin par¢acik boyutunun 0,1 ila 1,8 pm arasinda degismesinin
Sekil 4.35.d’deki FESEM goriintiisinden goriilecegi gibi aglomerasyondan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Kaplanmis brushit tabakalarin boyut dagilim egrileri iki ayr1 pik olarak analiz
edilmistir. 0,5-4,7 pm arasindaki pikin pargacik boyutu dagiliminin genisligine 10,7-
239,4 pum arasindaki pikin ise uzunluga karsilik geldigi diisiiniilmektedir. Ayrica
pargacik genisliginin ve uzunlugunun partikiil boyutu analizindeki oranlara benzer

oldugu SEM goriintiileri ile desteklenmektedir (Sekil 4.35.a, b).

—— Hidroksiapatit
—— Brushit

uzunluk

genislik

Siddet (%)

1 1 10 100
Yaricap (um)

Sekil 4.41. m-5xSBF ve 5xSBF’de biyomineralizasyon ile Ti6Al4V yiizeyine kaplanmig brushit ve HA tozlarinin
partikiil boyut dagilimlart.
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Hidroksiapatite ve brushite ait termogravimetrik analizler 25-900°C arasinda 10°C/dk
1isitma hizinda kaydedilmistir ve Sekil 4.42.°de gosterilmistir. Brushite ait grafikte
TGA egrisi iki bolgede kiitle kaybini gostermektedir [266]. 25°C-400°C araligindaki
ilk asamada kristallerde bulunan adsorbe su 150°C’ye kadar ¢ikarilmistir ve %2,1°lik
agirlik kaybina neden olmustur. Daha sonra sirastyla %18,9 ve %3,6 oranlarinda kiitle
kayb1 200°C ve 400°C araliginda meydana gelmistir. Termal bozunma reaksiyonlari

su sekilde verilmistir:

CaHPO4.2H20—-CaHPO4.H20+H20 (4.8)

CaHPO4.H20—-CaHPO4+H20 (4.9)

400°C-500°C araligindaki ikinci asamada iki monetit (CaHPO4) molekiilii birbiriyle
birlesmekte ve su molekiillerinin ortadan kaldirilmasiyla ortaya ¢ikan ayrismaya neden
olmakta ve bu da monetitin kalsiyum pirofosfata (Ca2P207) doniismesine yol
agmaktadir. Asirt su monetit yapisindan uzaklastirilmis ve numune %71,8’e kadar
stabil kalmistir. Termal bozunma ve kalsiyum pirofosfat olusumu i¢in olasi reaksiyon

su sekildedir:

2CaHPO4—~CazP.07+H-20 (4.10)

HA’nin yiiksek termal kararliligi nedeniyle N> atmosferi altindaki 1sitma sirasinda
yavas gerceklesen ve toplamda %17,9 olan kiitle kayb1 gézlemlenmistir. Yiizeyde
adsorplanan su molekiilleri nedeniyle ilk agamada kiitle kayb1 (%13,3) 400°C’ye kadar
olan aralikta gergeklesirken, 400°C’nin iizerindeki sicaklik araliginda meydana gelen
ikinci asamadaki kiitle kayb1 (%4,6) PO3 ™~ iyonlarinim ayrismasiyla olusan kristalin su

kaybina karsilik gelmektedir. Bu doniisiim asagidaki reaksiyonla kanitlanabilir [268]:

Ca10(PO4)s(OH)2— Ca10(PO4)s(OH)2-2xOx+xH20 (4.11)

600°C’nin {izerinde olan azalma HA numunesinde bulunan karbonat iyonlari

ayrismasina karsilik gelebilir [65].
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Sekil 4.42. m-5xSBF ve 5xSBF biyomimetik islemleriyle Ti6 Al4V iizerinde kaplanmis brushit ve HA kristallerinin
TGA termogramu.

Implant yiizeyindeki tozlarmn yiizey alani in-vivo protein adsorpsiyonunu ve hiicre
yapismasini etkilemektedir. Tozlarin spesifik yiizey alanini belirlemek igin azot
adsorpsiyon Olctimleri geleneksel BET yontemiyle gerceklestirilmistir ve Sekil
4.43.°de N2 adsorpsiyon-desorpsiyon izotermleri gosterilmistir. Kaplanmig brushit ve
HA’nin gbzenekli bir yapiya sahip oldugunu gosteren tip IV izotermine sahip olduklar1
goriilmiistiir. Brushit ve HA i¢in spesifik ylizey alanlar1 sirastyla 85,623 ve 1169,412
m?/g olarak elde edilmistir. Sekil 4.35. ve Tablo 4.6.’den gériilecegi gibi brushitin
yiizey alani kiiclik morfolojik yapis1 ve kristal boyutundan dolayt HA’dan daha
diistiktiir. Genis ylizey alan1 implantin hiicre ve organik molekiiller ile temas oranim

artirabileceginden dolay1 6nemlidir.

Brushit ve HA kaplanmis Ti6Al4V numunelerinin 300-1200 cm™* araligindaki Raman
spektrumlari Sekil 4.44.”de verilmistir. Brushit spketrumu igin 990 cm™’deki en yogun
pik yapidaki PO3 ™~ iyonundaki P-O simetrik gerilme moduna (v2); 1084 cm™ ve 1062

cm’de meydana gelen bant (ve) iiclii dejenere P-O gerilme moduna; 880 cm™’de
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gdzlenen bant P-O(H) simetrik gerilme moduna (vs); 589 cm™ ve 527 cm™°de bulunan

pikler O-P—O(H) biikiilme modunun 84 ve 7 titresimlerine karsilik gelmektedir.
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Sekil 4.43. Sirastyla m-5xSBF ve 5xSBF biyomimetik prosesleri ile Ti6Al4V yiizeyine kaplanmig (a) Brushit ve
(b) HA tozlarmin N2 adsorpsiyon-desorpsiyon izotermleri.
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Sekil 4.44. Ti6Al4V iizerindeki kaplanmis brushit (siyah ¢izgi) ve HA (kirmizi ¢izgi) tozlarinin sirastyla m-5xSBF
ve 5xSBF biyomimetik islemleriyle (v = gerilme, & = biikiilme) Raman spektrumlar.



116

Su molekiiliine ait olan ve ¢ift dejenerasyonlu vs titresimine karsilik gelen pikler 413
cm? ve 382 cm™*de goriilmiistiir. Sekil 4.44.’de goriilebilecegi gibi, HA’nin Raman
spektrumunda tetrahedral PO3~ grubunun (P-O) karakteristik ve ¢ok giiglii simetrik

gerilme modu (v1) 961 cm™’de goriilmektedir. Bu pikten ayr1 olarak, PO3~ grubunun
cift dejenere biikiillme modunu (OPO, &), ti¢lii dejenere asimetrik gerilme modu (P-O,
v3) ve iiglii dejenere egilme modu (O-P-O, 8s) sirasiyla 430, 1072 ve 587 cm™ dalga
boylarinda meydana gelmektedir. Biitiin bu fosfat gruplara ait pikler i¢ titresim
modlarima karsilik gelmektedir. Raman analizleri literatiir sonuglariyla uyumlu sekilde
[262] FTIR spektrumu sonuglarini dogrulamaktadir.

Sentez sonrasi ekstra kaplama islemine gerek kalmadan monofazik HA ve brushit
implant malzemesi olarak kullanilan Ti6Al4V iizerinde biyomimetik olarak
biriktirilmistir. Yenilik¢i ¢ozeltinin (m-5xSBF) kemik olusumu i¢in ¢ok énemli olan
monofazik brushit biyomalzemelerin herhangi bir ikinci faz olmaksizin farkli
sekillerdeki implant malzemelerine biyolojik kosullarda biriktirilmesine izin verdigi

ilk kez bu galisma ile bildirilmistir.

Boylelikle m-5xSBF’de olan kolay uygulanabilir biyomimetik yontem kullanilarak
monofazik brushit kapli implantlar diger CaP biyoseramik kapli implantlarla

karsilastirildiginda in-vivo kemik yenilenmesini hizlandiracaktir.

4.6. Cozelti Ve Kalsinasyon Siiresinin Sol-Jel Hidroksiapatit Sentezi Uzerine

Etkisi Calismasi

950°C’de 1 saat, 2 saat ve 4 saat boyunca kalsine edilmis tozlarin morfolojileri Sekil
4.45.°te gosterilmistir.  Tim kalsinasyon siireleri i¢in nano boyutlu kiiresel
nanoaggregatlarin bir araya gelmesiyle olusan ve ayr1 iki ¢oziiciide elde edilen bulut
benzeri HA tozlarinin es morfolojide olmadigi bulunmustur. Ancak su bazli
numunelerde bir dereceye kadar homojenlik, dar aralik biiytkligi ve diisiik dereceli

toplanma oldugunu sdylemek miimkiindiir.
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Sekil 4.45. (a) HAL, (b) HA2, (c) HA3, (d) HA4, (€) HAS ve (f) HA6’nin SEM goriintiileri.

Sekil 4.46. ve Tablo 4.7.’de goriilebilecegi gibi EDS analizi (x1000 biiylitmede) ile

sentezlenen tozlarda bulunan tiim elementlerin HAya ait oldugu tespit edilmistir.



Tablo 4.7. HA1-HA6 numunelerinin EDS analizi.
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0] P Ca Ca/P
Numune Ag. At. Ag. At. Ag. At. Atomik
% oran
HAl 45,539 66,089 18,223 13,367 36,238 20,544 1,5369
HA2 58,046 75,781 15,363 10,360 26,591 13,859 1,3377
HA3 52,927 71,848 16,592 11,634 30,481 16,518 1,4198
HA4 40,623 60,9609 19,696 15,2675 39,681 23,7716 1,5570
HAS5 46,273 66,106 19,401 14,317 34,326 19,577 1,3674
HAG 46,142 66,130 18,171 13,452 35,687 20,418 1,5178

Siddet (a.u) Siddet (a.u)

Siddet (a.u)

(a)

Siddet (a.u)

(d)

Siddet (a.u)

Siddet (a.u)

Enerji (keV) Enerji (keV)

00 1.0 2.0 3.0 40 50 60 7.0 80 90 100 00 1.0 2.0 3.0 40 50 60 70 80 9.0 10.0

Sekil 4.46. (a) HAL, (b) HA2, (c) HA3, (d) HA4, (€) HA5 ve (f) HA6’nin EDS analizleri
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Su bazli HA1-HA2-HA3 ve etanol bazli HA4-HAS5-HAG6 tozlar i¢in X-1s1n1 kirmnim
modelleri Sekil 4.47°de gosterilmistir. Sentezlenen tozlarda HA, CaO ve Ca(OH):
fazlarinin olusumu XRD kullanilarak dogrulanmistir ve kafes sabitleri MDI Jade 6.1
yazilimi ile tanimlanmistir. XRD analizleri HA1-HA2-HA3 numunelerinin baskin
olarak ICDD PDF karti No. 86-0740 olan HA’dan ve az miktarda CaO’den
olustugunu, HA5 numunesinin ICDD PDF kart No. 84-1998 olan HA’dan ve HA6 nin
ICDD PDF kart No. 72-1243 olan HA’dan olustugunu gostermistir. Ayrica Sekil
4.47.b’den goriilecegi gibi HA4-HA5-HAG6 numunelerinde CaO ve Ca(OH)> tespit

edilmistir. XRD analizlerinden bulunan degerler Tablo 4.8.’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.47. Su bazli (a) HA1-HA3 ve etanol bazli (b) HA4-HAG6 tozlari igin X 1gin1 kirinim desenleri.



Tablo 4.8. XRD paternlerinden elde edilen HA1-HA6 numunelerinin kafes parametreleri ve kristal boyutlar1.
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Numune Uzay Latis Sabitleri FWHM 26° 4 Yogunluk Ortalama Kristalinite
Grubu (A) ©) (loo2) p (g/lcm?®) Kristal Xe
Boyutu
a b c D (nm)
P63/m
HA1 (176) 9,352 9,352 6,882 0,247 26,099 2 3,2 345 0,92
P63/m
HA2 (176) 9,352 9,352 6,882 0,222 26,101 2 3,2 38,38 1,26
P63/m
HA3 (176) 9,352 9,352 6,882 0,201 26,022 2 3,2 42,39 1,70
P63/m
HA4 (176) 9,417 9,417 6,874 0,226 25,941 2 3,159 37,69 1,20
P63/m
HA5 (176) 9,417 9,417 6,874 0,216 25,882 2 3,159 39,43 1,37
P63/m
HAG (176) 9,432 9,432 6,881 0,200 25,798 1 3,146 42,58 1,73

FWHM: Her bir numunenin (002) piklerinin maksimum siddetlerinin yar1 genisligi.

Z: Birim hiicredeki molekiil formiil sayisi.
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Sentezlenen tozlarin FTIR spektrumlart Sekil 4.48.’de gosterilmistir. Numunelere ait
tiim spektrumlarda fosfat i¢i (PO?;‘) titresimlerinin karakteristik bantlar1 goriilmiistiir.
Spektrumlara bakildiginda 470 cm™’deki bant v2 (O—P—0) biikiilme titresimine, 565
cm* ve 607 cm™*deki iki bant karakteristik v4 (O—P—0) biikiilme titresimine karsilik
gelirken 957 cm™ bant v1 (P—O) simetrik gerilmeye ve 1100 cm™2-1000 cm™ arasindaki

cift bant vz (P—O) antisimetrik gerilme titresimine karsilik gelmektedir.

Sekil 4.45.”de gosterilen HA morfolojilerinin ¢ekirdeklenmis HA kristal yapilar ile su
molekiillerinin —OH gruplart arasindaki kovalent olmayan inter ve intramolekiiler
hidrojen baglarindan dolay1 birbirlerinden farkli olduklar1 diisiiniilmektedir. Ca ve P
cekirdeklenmesindeki bu giiglii etkilesim etanol ile karsilastirildiginda Kristal
bliylimesini azaltmistir ve bu nedenle agregasyonda azalmaya neden oldugu
diistiniilmektedir.  Aksine, alkoldeki molekiiller arast hidrojen baglanma
etkilesimlerinin yogunlugu sudakinden daha azdir ve bu nedenle HA kristalli yapilar
arasindaki molekiiller aras1 hidrojen bag etkilesimleri sudakinden daha baskindir ve
agregasyonda bir artisa neden oldugu diisiiniilmektedir. Tablo 4.7.’de verilen EDS
analiz sonuglarma gore HALl, HA4 ve HA6 numunelerinin Ca/P=1,5 olan kemik

yapisinda en yakin orandaki HA numuneleri olduklar: tespit edilmistir.

1, 2 ve 4 saat kalsinasyon siireleri ile sentezlenen su ve alkol bazli numunelerin XRD
sonuglar1 Sekil 4.47.’de gosterilmistir. Baskin faz olarak HA ile birlikte CaO ve
Ca(OH); fazlar1 da gézlemlenmistir. CaO (ICDD PDF kart1 No. 48-1467) varlig1 hem
su (Sekil 4.47.a) hem de etanol bazli (Sekil 4.47.b) tozlarinin XRD sonuglarinda
bildirilmistir. Ca(OH), (ICDD PDF karti No. 44-1481) etanol bazli tozlarin XRD
sonuglarinda ikincil faz olarak goriilmistiir. Kalsinasyon zamani arttiginda HA
zirvelerinde artis veya azalis olmazken diger fazin pik yogunlugu degismistir. En zayif
CaO pikleri su bazli numunelerde oldugu gibi alkol bazli numunelerde de 1 saatlik

kalsinasyon siiresi sonunda bulunmustur.

XRD analizlerinden ikincil faz piklerinin [26=37,3’te CaO (002) piki ve 26=18,1’de
Ca(OH)2 (001) piki] hem su hem de alkol bazli numunelerde kalsinasyon siiresi ile

arttig1 bulunmustur.
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Sekil 4.48. (a) HA1-HA3 ve (b) HA4-HAG nin FTIR spektrumlari.
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Hem kristalit boyutunun hem de kristalligin kalsinasyon sicakligiyla arttig1
bilinmektedir. Yiiksek kristallige sahip HA diisiik biyobozunurluk gosterir [207, 208]
ve disiik kristallige sahip olan HA’lara kiyasla daha piiriizsiiz ylizeye sahip tek tip
diizenli sekle sahiptir [269].

Elde edilen numunelerin hesaplanan kristalinite degerleri Tablo 4.8.’de verilmistir.
Kristalinite degerleri su ve alkol bazli bir ¢ozelti icinde hazirlanan HA tozlar1 igin
sirastyla 0,92-1,70 araligindan 1,20-1,73 aralifina artmistir. Bu artis hazirlanan
HA’nin kristalligine kalsinasyon siiresi ve ¢dzelti ortaminin etkidigini géstermektedir.
Her iki HA numunesindeki kristallesmenin kalsinasyon siiresini dogrudan orantili

olarak arttig1 goriilmiistiir.

Bununla birlikte en diistik kristalinite su bazli ortamda sentezlenen ve 1 saat boyunca
kalsine edilen HA1’de g6zlenmistir. Bunun nedeni kalsinasyon siiresinin morfolojiyi
ve dolayisiyla literatiirde bildirildigi gibi [270] kristalligi etkilemesidir. Cozelti ortam1

ile kristalinitede 6nemli bir degisikligin olmadig1 gozlemlenmistir.

Elde edilen FTIR titresim bantlar1 apatitin kafesinde PO3~ polihedronlarinin
karakteristik titresim modlarimi literatiirle uyumlu bir sekilde gostermektedir [213,
214]. Spektrumlarda gozlenen 3738 cm™’deki pik HA kafesinde bulunan OH~

iyonlarinin gerilme titresimine karsilik gelmektedir [215].

4.7. Ag, Zn veya Co Katkili HA’nin Biyomimetik Sentezi ve Fonksiyonel Ti
Uzerinde Ag, Zn veya Co Katkih HA/fMWCNT Kompozitinin Kaplanmasi

Calismasi

Dogal kemige yapisal ve igerik olarak benzer kompozit tiretmek igin Ti yiizeyine
APTES immobilize edilmesinin ardindan HA igerikli MWCNT lifleri Ti ylizeyine
kimyasal olarak kaplanmistir. Calisma basamaklarini 6zetleyen akis semasi Sekil

4.49.’da gosterilmistir.
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Sekil 4.49. Hem Ti’un silan ile hem de MWCNT ’nin oksijen igeren fonksiyonel grupla fonksiyonellenmesinin, hazirlanan silanize edilmis Ti yiizeyinde EDC ve NHS kullanilarak
fMWCNT/Ag, Zn veya Co-katkili HA kompozit kaplamanin sistematik ¢izimi.
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Katkilanmamis ve katkilanmig HA’nin SEM goriintiileri Sekil 4.50.’da verilmistir ve
numunelerin ¢ogunlukla kiimelenmis nano boyutlu pargaciklardan olusan kiiresel
partikiiller igerdigi goriilmiistir. Bu morfolojinin  nanoboyutlu partikiillerin
biyomimetik sentez sirasinda cesitli boyutlardaki gozenekli agregatlar seklinde bir
araya gelmesinden kaynaklandigi ve boylece HA partikiilleri arasinda giiclii

baglanmanin meydana gelebilecegi diisiiniilmektedir.

Zaku" Xle, oes

zagu X165, 808

Sekil 4.50. (a) HA, (b) Ag-HA, (c) Zn-HA ve (d) Co-HA numunelerinin SEM goriintiileri.
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DLS sonuglarindan elde edilen verilerle tutarli olarak tiim goriintiilerde diizgiin
aglomere olmus nanopartikiiller bulunurken Zn ve Co katkili HA’larin boyutlari
katkilanmamis ve Ag katkili HA’ya kiyasla Co-HA>Zn-HA>HA>AQ-HA seklinde
artmistir. DLS ve XRD analizleri arasindaki farkliligin sebebinin DLS sonuglarinda
da gosterildigi gibi sonikasyondan sonra bile agregasyona ugramis olan HA
nanopartikiillerinin agregasyon egilimi oldugu disiinilmektedir. Sekil 4.50.a-d’den
goriilecegi gibi SBF ¢ozeltisine katki iyonlar1 eklendiginde morfolojilerde dikkate
deger bir degisiklik gozlemlenmistir. Bu nedenle HA kristallerindeki morfolojik
degisiklikler CSBF ortaminda Ag*, Zn** veya Co?"’ya dayandirilmaktadir ve SEM
analizi kullanilan katkiya bagli olarak gesitli pargacik boyutlarini ortaya koymustur.

Nanopartikiillerin elementel bilesimleri EDS alan analizi ile belirlenmistir. Sekil
451.°de gosterildigi gibi Sentezlenen nanopartikiillerde Kirliliklere ait piklere
rastlanmamistir ve EDS analizi sonuglart giimiis, ¢inko veya kobalt elementlerinin
varligin1 dogrulamaktadir. Katkilama iyonlarinin konsantrasyonu Tablo 4.9.°da
verilmistir. Sekil 4.51. ve Tablo 4.9.’da verilen analiz sonuglarindan sentezlenen
numunelerin ortalama giimiis, ¢inko ve kobalt igeriklerinin % atom cinsinden sirasiyla
1,06, 1,78 ve 1,86 oldugu gozlemlenmistir. Katkilanmamis HA’nin Ca/P atomik
oraninin 1,67’ye yakin oldugu ve katkili HA’larin oraninin 1,5-1,67 arasinda degistigi
goriilmistir. Katkili HA numunelerinin diisik Ca/P atomik oram1 HA atomik
yapisindaki Ca®" iyonlarmin bir kisminmn yerini Ag*, Zn?* veya Co?" iyonlarmin
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aldigina atfedilmektedir. EDS analizi biyomimetik yontemle Ag*, Zn?* veya Co?"’nin
basarili bir sekilde HA yapisina dahil edildigi sonucunu desteklemektedir.

Sekil 4.52., Ag, Zn veya Co katkili HA ve katkilanmamis HA’nin XRD analiz
sonuclarin1 gostermektedir. Sentezlenen tozlarin XRD desenleri (HA, Ag-HA, Zn-HA
ve Co-HA), Sekil 4.52.a’da gosterildigi gibi ikincil fazlarin olmadigi monofazik saf
HA’dan olustugunu gostermektedir. Faz saflig1 in-vivo davranisi ve biyoseramiklerin
biyoaktivitesini etkilediginden monofazik tozlar biyomedikal alanda tercih
sebeplerindendir. Gézlemlenen piklerin tiimiiniin P63/m uzay grubundaki altigen HA
referansina (ICDD kart numarasi: 09-432) ait pikler oldugu belirlenmistir ve iyon

degisimi sonrast herhangi bir spektrumda HA’ya ait olmayan pik gozlenmemistir.
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Sekil 4.51. Sentezlenen a) HA, b) Ag-HA, c) Zn-HA ve d) Co-HA tozlarinin EDS spektrumu.

Tablo 4.9. Biyomimetik sentezlenen HA, Ag-HA Zn-HA ve Co-HA tozlarinin elementel bilesimleri.
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Konsantrasyon (at.%) Ca/P

Numune Atomik
P Co Ca Zn Ag orant
HA 59,37 15,56 - 25,07 - - 1,66
Ag-HA 59,01 14,92 - 24,11 - 1,06 1,61
Zn-HA 57,61 16,79 - 23,74 1,86 - 1,50
Co-HA 59,22 15,25 1,78 23,75 - - 1,56

) 76.18

26,16

& Jeride JZnHA L o 25,85
£ k>
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25,94
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Sekil 4.52. Sentezlenen HA, Ag-HA, Zn-HA ve Co-HA’nin a)10-90° araliginda genel ve b) 25-27° araligindaki
yakinlastirilmis XRD spektrumlart.
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HA i¢in ana XRD paternlerinin 20 degerleri 32,9; 32,2; 31,7 ve 25,9°dur. HA’ya
kiyasla Ag-HA, Zn-HA ve Co-HA’ya ait pik konumundaki hafif kaymalar Ag*, Zn?*
veya Co?" iyonlarmin HA kristal kafesine girdigini ve Ca?* alanlarini isgal ettigini
gostermektedir. Bu kayma degerleri HA kristal yapisinin ¢ ekseni boyunca kristal
biiyiimesini gosteren ve 20=25-27° arasinda bulunan (002) pikleri i¢in Sekil 4.52.b’de
gosterilmistir. Bu kayma apatit kafesinde artan latis bozuklugundan kaynaklanan iyon

yer degistirmeleri ile agiklanmaktadir [10].

Elde edilen bu sonuglar Ag*, Zn?* veya Co?" iyonlarinin HA yapisina dahil edildigini
dogrulayan ve Sekil 4.51.”de gosterilen EDS analizleriyle tutarlidir. Katkili HA kristal
kafesinde bozukluklar meydana getirmistir ve bdylece herhangi bir 1sil islem
olmaksizin HA nanomalzemelerinin kristalligi degistirilmistir. Ag* (0,128 nm)
iyonlar1 Ca®* (0,099 nm) iyonlar1 yerine ge¢mekte ve kafes parametrelerinde bir

biiylimeye neden olmaktadir.

Tablo 4.10.’da verilen Ag, Zn veya Co-katkili HA numunelerinin kafes parametreleri,
ortalama kristal biiyiikliikleri ve birim hiicre hacim degisiklikleri Debye-Scherrer ve
Bragg denklemleri kullanilarak hesaplanmigtir. Zn-HA kafes parametreleri Co-HA
orneginde oldugu gibi Ca?* (0,099 nm) ve Zn?* (0,074 nm) arasindaki iyonik yaricap
fark1 nedeniyle degismistir. Zn ilaveli kafes parametrelerindeki azalma Zn?* ve Ca?*

iyonik yarigaplart ile tutarhdir.

Ayrica HA tozlarindaki kobalt igeriginin arttirilmasi ile difraksiyon maksimumu daha
biiylik agilara kaydirilir yani birim hiicre parametreleri azaltilir. Bu durum HA
yapisinin katyonik kristalografik pozisyonuna Ca?"’dan (0,099 nm) daha kiigiik bir
iyonik yarigapa sahip olan Co?" (0,070 nm) ilavesi ile ilgilidir. Tablo 4.10.’da
gosterildigi gibi Ca?*’dan daha kiiciik Zn?" ve Co?" katyonlar1 kristal hacminde bir
daralmaya sebep olurken Ca?"’dan daha biiyiik Ag* katyonu kristal hacminde bir artisa
sebep olmaktadir. Dolayistyla toplam hacimde meydana gelen degisiklik HA

kafesinde kalsiyum yerine siibstitiie edilmis katki varligini belirtebilir.



Tablo 4.10. XRD desenleriyle yansitilan HA, Ag-HA, Zn-HA ve Co-HA’nin kristalin boyutlar1 ve kafes parametreleri.
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Numune  Uzay Grubu  Latis Sabitleri ve Kantitatif Degisiklikleri FWHM 26° Ortalama Kristalinite Birim Hiicre Hacmi (V) ve
(Aa ve Ac) (A) ) (Too2) Kristal Xe Degisiklikleri
Boyutu (AV) (A3)
a=b»b Aa = Ab c Ac D (nm) a=>b Aa = Ab
HA P6s/m (176) 9,446 6,864 0,189 25,942 HA P63/m (176) 9,446

Ag-HA P6s/m (176) 9,451 0,005 6,888 0,024 0,155 25,849 Ag-HA P63/m (176) 9,451 0,005
Zn-HA P6a/m (176) 9,417 —0,029 6,808 —0,056 0,250 26,160 Zn-HA P63/m (176) 9,417 —0,029
Co-HA P6a/m (176) 9,346 —0,100 6,802 —0,062 0,200 26,183 Co-HA P63/m (176) 9,346 —0,100

FWHM: Her bir numunenin (002) piklerinin maksimum giddetlerinin yar1 genisligi.
Z: Birim hiicredeki molekiil formiil sayisi.
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XRD paternleri Ag*, Zn** veya Co?* katkilarina ait yogunluklari ve pik
kaymalarindaki degisimi gostermektedir. Ca?* pozisyonlarina kiyasla Ag* ikamesi
daha biiyiik ve Zn?* ile Co?* ikameleri daha kiiciik ¢apa sahip olduklarindan dolayi
diisiik aciya dogru pik kaymasi Ag-HA’nin kafes genislemesini dogrularken, daha
yiiksek agilara kayma ise Zn-HA ve Co-HA kafesinin biiziilmesini dogrulamaktadir.
XRD sonuglar1 kristal kafeslere ait a ve ¢ parametrelerinin Ag™ ile arttigini dogrularken

Zn?* ve Co?* ile birlikte azaldigimi dogrulamaktadir.

FTIR ve Raman spektrumlar1 iyon ikamelerinin HA yapisinin fosfat bantlar
tizerindeki etkisini aragtirmak ic¢in analiz edilmistir. HA’nin tipik karakteristik
piklerinin yer aldigi kurutulmus tozlarin (katkilanmamis ve katkili HA’lar) FTIR
spektrumunu Sekil 4.53.a’da gosterilmektedir. va4 PO3™ (asimetrik biikiilme titresim
modu) 560 ile 630 cm™ arasinda ortaya ¢ikmustir ve 466 cm™’deki pik v, PO3~
(simetrik biikiilme titresim modu) moduna karsilik gelmektedir. Ayrica, 960 cm™’deki
pik v1 PO3~ (simetrik gerilme modu) ve 1035 cm™*deki pik vz PO3~ (asimetrik gerilme
titresim modu)’na aittir. Tiim numunelerde PO3~ gruplarima ait olan titresim modlart
gbzlemlenmistir. Boylece HA olusumu PO3’ye ait biikkme ve gerilme modlarmin
varligindan dolayr FTIR spektrumlar1 ile dogrulanmistir. Ayrica tiim spektrumlarda

HA’nim yapisal OH™ gerilme modlarina atanan 3573 cm™’de dar bant gdzlenmistir.

FTIR ve Raman spektrumlarinda apatit yapisina ait olmayan pikin olmamasi
biyomimetik yontemle sentezlenen Ag-HA, Zn-HA ve Co-HA’nin katkilanmamis HA
ile ayn1 yapiyr korudugunu goéstermektedir. Katkili HA’larm PO3~ bantlarinda
katkilanmamis HA’ya gore azalmis bant yogunlugu ve artmig bant genisligi
gozlemlenmesi kristal yapisinda PO3~ bélgelerinde olusmus olan kusurlara
atfedilmistir. HA kristal yapisindaki bu kusurlarin Ca?"’un Ag*, Zn** veya Co?*

iyonlariyla yer degistirmesinin sonucu oldugu diisiintilmektedir.

Katkilanmamis HA ile kiyaslandiginda Ag-HA, Zn-HA ve Co-HA numunelerinin
spektrumlarinda kayda deger bir hat kaymasi ve bunun muhtemelen neden olacagi
kafeste dikkat ¢ekici bir interatomik mesafe degisikligi gozlenmemistir. Ca?* iyon

capma kiyasla Ag* iyon capinin biraz daha biiyiik ve Zn?* ve Co?* iyon ¢aplarmin ise
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biraz daha kiiclik oldugundan dolay dikkate deger olmayan kayma diisiik katkilama

seviyeleri i¢in beklenebilir.

Biyomimetik yontemle sentezlenen katkilanmamis ve Ag, Zn veya Co katkili HA
numunelerinin Raman spektrumlar1 Sekil 4.53b’de gdstermektedir. Incelenen
spektrumlarin tiim HA tozlar1 i¢in hemen hemen ayni oldugu gériilmiistiir. Her bir
spektrumda su ilgili bantlar yer almaktadir: 430 cm™ (v2, O-P-O, ikili dejenere
biikiilme modu); 608 cm™ (v4, O-P-0, iiclii dejenere biikiilme modu,); 960 cm™ (v1, P-
O dejenere asimetrik gerilme modu) ve 1046 cm™ (vs, P-O iiclii dejenere asimetrik

gerilme modu).

Ag, Zn ya da Co katkili HA ’larin Raman bantlarinin katkilanmamis HA ninkilerle ayni
oldugu sdylenebilir. Spektrumlar arasinda sadece bantlarin nispi yogunluk ve genislik
farkliliklar1 vardir ve genel spektrum bant konumu ile bant sayist agisindan
degismemektedir. HA’dan Ag, Zn veya Co katkil1 HA’ya dogru pik genislemelerinin
ve V1/vz, V3, V4 yogunluklarindaki azalmanin HA kristal yapisindaki diizensizlik ve HA
kafesindeki Ca?* kristalografik pozisyonlarna Ag*, Zn?** veya Co?" iyonlarinin

eklenmesi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir.

(a) (b) 3
Co-HA v(PO,")
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3 4
P w Coth |/ /
g 3
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2|7 W ElznHa
So(HA - . ke
'a W VZ(PO" %AQ-HA
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Sekil 4.53. HA, Ag-HA, Zn-HA ve Co-HA’nin (a) FTIR ve (b) Raman spektrumlari.
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Sekil 4.54.a’daki partikiil boyut dagilim verilerinden katkilit HA’nin katkilanmamis
HA’dan daha biiyiik parcacik biiyiikliigli dagilimina sahip oldugu goriilmektedir.
Bunun sebebinin DLS analizi sirasinda su siispansiyonunun translasyon hareketindeki
daha fazla olan anizotropisi oldugu diistiniilmektedir. Sentezlenen tozlarin ortalama

tanecik ebad1 0,07-16,75 um araliginda oldugu goriilmiistiir.

HA’ya Ag*, Zn** veya Co*" katkilar1 kristallerin birbirlerine yapisma egilimini
arttirmakta ve biiyiik partikiillii agregalarin olusumuna neden olmaktadir. Bu biiyiik
parcaciklarin  kompakt aglomerasyonlarin bir araya gelmesi ile olustugu
diistiniilmektedir. Katki iyonlar1 ile artan aglomerasyonun bu iyonlardan

2*nin biyomimetik sentez sirasinda CSBF’deki

kaynaklandig1 ve o&zellikle Co
nanopartikiil aglomerasyonunu destekledigi diisiiniilmektedir. Boylece aglomerat
morfolojilerinin HA kristal yapisindaki yabanci iyon igerigi nedeniyle degismekte

oldugu sonucuna varilmstir.

Pelet haline getirilmis olan numuneler 1XxSBF 1 ay boyunca bekletilmelerinin ardindan
Ag', Zn?* veya Co?* iceren SBF pH’1 her bir zaman noktasinda belirlenmistir. Her bir
daldirma zaman noktasi i¢in ortalama pH degerleri Sekil 4.54.b’deki grafikte
gosterilmektedir. Ilk olarak pH HA, Ag-HA, Zn-HA ve Co-HA icin sirasiyla 7,4’ten
7,45; 7,43; 7,42 ve 7,44°¢ artmus; 3. glinde 7,65; 7,62; 7,63 ve 7,60’a yiikselmigtir. On
giin sonra SBF pH'1 HA peletleri i¢in ortalama 7,5, Ag-HA peletleri i¢in 7,55, Zn-HA
peletleri igin 7,53 ve Co-HA peletleri i¢in 7,54 olarak bulunmustur. Onuncu giinden
sonraki her bir zaman noktasinda pH giderek azalan bir egilim gostermistir. 4 hafta
sonunda pH’in HA, Ag-HA, Zn-HA ve Co-HA peletleri i¢in sirasiyla 7,31; 7,35; 7;32
ve 7,33’e diistiigii goriilmiistiir.

3 giin sonraki pH artist malzeme bozulmaya basladiginda hidroksil gruplarinin
salinmasindan kaynaklanmakta ve bu da pH’da artisa neden olmaktadir. Ag, Zn veya
Co katkili HA’nin pH profilinin katkilanmamig HA’nin pH profilini taklit ettigi ve
sentezlenen malzemedeki Ag, Zn veya Co’nun ¢evre dokuya zarar verebilecek olan

asidik kosullara neden olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.54. (a) Pargacik boyut dagilimu, (b) Pelet daldirma siiresine karsilik pH degisimi ve (¢) TGA ile analiz edilen
saf HA ve Ag, Zn, Co-HA malzemelerinin 1s1l kararliliklari.

Katkilanmamis ve Ag, Zn veya Co katkili HA tozlarmin azot ortaminda 800°C’ye
kadar sitilarak elde edilen termogravimetrik analizleri Sekil 4.54.c’de
gosterilmektedir. 200°C’nin altindaki agirlik kaybir muhtemelen sentezlenen tozlarda
fiziksel olarak adsorbe edilmis suyun serbest birakilmasindan kaynaklanmaktadir.
Ikinci agirlik kaybinin oldugu 200 ila 800°C araliginda kristalin su uzaklagmustir.
HPOZ~ iyonlarinin  kondenzasyon reaksiyonu nedeniyle asamali olarak
hidroksilasyona ugrayan HA nin bu asamadaki kiitle azalmas1 Ag-HA ve Co-HA ig¢in
daha belirgindir. TGA egrileri iyon eklenmeleriyle kalan kiitlede farkliliklar oldugunu
gostermistir ve nihai kiitle azalma oranlart HA, Zn-HA, Co-HA ve Ag-HA igin
sirasiyla %1,9, %3,8; %7,0 ve %11,7 olarak bulunmustur. Ag* ile Ca?* iyonlar
arasindaki yiik dengesizligi nedeniyle olusan hidroksil bolgesindeki bosluk Ag-
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HA’nin termal stabilitesini azalttigi diisiiniilmektedir. Sekilde gosterildigi gibi
kafesteki H,O miktarlarinin Zn?* veya Co?* ikameleri ile artmasi Ca®* iyonlarmin Zn?*

ve Co?* iyonlarindan daha biiyiik yaricapli olmasina atfedilmistir.

Burada hazirlanan ¢ozeltilerdeki HA olusum siireci karmasik bir olgudur ve cSBF
cesitli iyonlarn ve iyon gruplarinin birlesmesi/ayrismast ile ilgili olan bir dizi
reaksiyon icermektedir. SBF’de iyon degisim reaksiyonu ile Ag-HA, Zn-HA veya Co-
HA’nin olas1 olusum mekanizmalar1 asagidaki (4.12), (4.13) ve (4.14) Denklemlerinde

gosterilmistir:

AgNO;3+Ca?*+P0;” +OH —Zn2*+ Ag*+PO; +OH" +NOs —Cax(Ag)10x(PO4)s(OH)2L (4.12)

Zn(NO3)2.6H,0+Ca**+P0; +OH —Zn?*+Ca2+P0; +OH+NO3 —Cax(Zn)10x(PO4)s(OH)2L (4.13)

Co(NOQ3),.6H,0+Ca?*+P0;” +OH —Co?*+CaZ+P0O; +0OH+NOy —Cax(C0)10x(PO4)s(OH)2! (4.14)

Sekil 4.55.”de gosterildigi gibi IMWCNT’lerin HA nanopartikiilleri ile homojen olarak
dagitilmast etanol c¢ozeltisinde mekanik karigtirmayla basarili  bir  sekilde
gerceklestirilmisgtir. Boylece HA ve fMWCNT-HA arasinda olusturulmus olan
molekiiler seviyedeki temas HA ve fMWCNT ’ler arasindaki 1slanabilirligi arttirmakta

ve araylizey bag1 olusturmaktadir.

Sekil 4.56.a’da verilmis olan FTIR sonuglari alkali islem sonras1 Ti yiizeyine bagarili
bir sekilde APTES modifiye edildigini dogrulamakta ve molekiiler bir koprii olarak

silan baglanma tabakasinin Ti yiizeyinde elde edildigini gostermektedir.

Ti-APTES’e ait FTIR analizine bakildiginda -NH2’nin simetrik biikiillme modu 1632
cm™°deki pike karsilik gelirken 1053 cm™’deki baskin pik ve 783 cm™’deki pikler Si-
O-Si titresim modlarina karsilik gelmektedir. Bu titresimler yiizeyde APTES
tabakasinin oldugunu gostermektedir. Siloksan baglanma tabakasi olan APTES’in Ti
yiizeyine kaplandigimi dogrulayan Ti-APTES numunesinin yiizey elementel

bilesimleri Sekil 4.56.b’ye eklenmis olan EDS tablosunda gosterilmistir.
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Sekil 4.55. Hazirlanan (a) fMWCNT/HA (b) fMWCNT/Ag-HA, (c) fMWCNT/Zn-HA ve (d) fMWCNT/Co-HA
kompozitlerinin SEM goriintiileri.
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Sekil 4.56. Silanize Ti substrat yiizeyinin (a) FTIR ve (b) EDS spektrumlari.
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fMWCNT’ler saf MWCNT ’lere kiyasla toksisitenin azalmasina ve hidrojen baglari
olusturmasina izin veren -OH ve -COOH gruplan ile islevsellendirilmistir.
fMWCNT’nin FTIR ve temas agis1 6l¢iim sonuglar1 Sekil 4.57.”de gosterilmistir. Sekil
4.57.’de gosterildigi gibi Vc-o, dc-o-H, Vc=0, Vo-H frekanslar sirastyla 1218 cm™, 1353
cm?, 1738cm™?, 3000 cm™’de belirlenmistir. Hidrofilik etki oksijen i¢eren fonksiyonel
gruplar ile artmaktadir ve temas agisinin 90,5°’den 53,3°’ye distiigii Sekil 4.57.’de
gorilmektedir. MWCNT yiizeyinde hidroksil ve karboksil gruplarinin basarili
olusumunu gostermek i¢in FTIR ve temas agis1 analizleri yapilmis ve ¢alismanin

sonraki adimlar igin gerekli olan negatif yiikkler MWCNT yiizeyinde elde edilmistir.

Gecirgenlik (a.u)

A/V/

T VO-H

T T
3100 3000 2900 2800

1 N 1 ' I ' 1 ' | — | ' I '
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Dalga Boyu (cm™)

Sekil 4.57. MWCNT ve fMWCNT’nin FTIR spektrumlari ve temas agilari.

Alkali islem ile Ti yiizeyinde olusan titanyum dioksit (TiO2, ICDD PDF kart1 No. 21-
1276) ve sodyum titanat (Nao23TiO2, ICDD PDF kart1 No. 22-1404) Sekil 4.58.’da
gosterildigi gibi XRD analizi ile karakterize edilmistir. 24,4° ve 27,4°’deki pikler
sirasiyla Nag23TiO2 ve TiO2 fazlarinin olusumunu isaret etmektedir. Sodyum titanat
fazi1 Ti yiizeyinin aktivasyonunu ve biyoaktivitesini arttirken; TiO2 katmani1 da APTES

ve Ti ylizeyi arasindaki bag kuvvetini arttirma 6zelligine sahiptir.
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Sekil 4.58. On yiizey islemi 6ncesi ve sonras1 Ti yiizeylerinin XRD paternleri.

Ti tizerindeki IMWCNT/HA, fMWCNT/Ag-HA, IMWCNT/Zn-HA ve fMWCNT/Co-
HA kaplamalarinin mikro yapilar1 ve kaplamanin enine kesit goriintiisiinii Sekil
4.59.’da gosterilmistir. Ti yiizeyindeki kompozit kaplamalar diizglin ag yapist ile
tamamen kaplanmigtir ve fMWCNT ’ler silanize edilmis Ti yiizeyinde i¢ ice gegmis
haldedirler. Katkilanmamis HA ve katkili HA nano tozlarinin insan kan plazmasindaki
iyon hareketi i¢in makro ve mikro gozenekler saglayan fIMWCNT ag yapisina sarilmis
halde olduklar1 gézlemlenmistir. Yiizeyindeki gézeneklilik ayn1 zamanda fMWCNT-
HA etkilesimi ile olusturulan hibritin SEM goriintiilerinden de goriilebilecegi gibi

yiizey piriizliliigiini arttirdigin1 gostermektedir.

Sekil 4.59.’un ortasina yerlestirilmis olan kompozit kaplamanin enine kesit morfolojisi
kaplama kalinliklari birbirine yakin oldugundan tek bir arakesit goriintiisiinii seklinde
verilmistir. Ti yiizeyindeki tim kompozit kaplamalarin yaklasik ~40 um kalinliga
sahip olduklar1 gézlemlenmistir. Ti yiizeyi boyunca ¢atlak veya kirilmanin olmadig:
homojen kaplamaya ait olan gdzenekli kompozit yapisi nedeniyle ilag yiikleme

potansiyeline sahip oldugu diistiniilmektedir. HA kristal fazinin fMWCNT ekseni
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boyunca iyi dagildigi Sekil 4.59.’da goriilmektedir ve bunun ¢oklu HA kabuklarini ve
fMWCNT ¢ekirdegi igeren yeni bir fibroz ¢ekirdek-kabuk yapisinin olusumuna neden
oldugu diisliniilmektedir. Dogal kemige yapisal ve igerik olarak saglanan
benzerliklerin  Ti ylizeyinin Dbiyolojik ve mekanik 06zelliklerini arttirmasi

beklenmektedir.

Sekil 4.59. (a) IMWCNT/HA (b) fMWCNT/Ag-HA, (c) IMWCNT/Zn-HA ve (d) fIMWCNT/Co-HA kompozit kapli
Ti yiizeyinin SEM goriintiileri.

Silanize edilmis Ti substratlar1 {izerindeki ¢apraz baglanmamis ve ¢apraz baglanmis
kompozit kaplamalarin yapigsma kuvveti Sekil 4.60.’da goriilmektedir. Katkilanmis ve
katkilanmamig HA i¢eren kompozit kaplamalarin yapigsma mukavemeti birbirine yakin
Olctildiigii icin her ¢apraz baglanmamis ve capraz baglanmis kompozit kaplamalarin
ortalama degeri tek bir deger olarak verilmistir. Silanize edilmis Ti substratlari
tizerindeki ¢apraz baglanmis kompozit kaplamalarin yapigsma mukavemeti (19,8+1,2
MPa) ¢apraz baglanmamis kompozit kaplamalardan (14,6+0,9 MPa) daha yiiksek
oldugu bulunmustur. Bu artis ¢apraz bagli olan kompozitin implant ylizeyindeki

kaplamanin yapisma kuvvetini arttirmada yardimci oldugunu gostermektedir. Substrat
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yiizeyinin ve kaplama tabakasinin igerigi kompozit kaplamalarin baglanma kuvvetini
etkilemektedir. fMWCNT/Ag, Zn veya Co-katkili HA kompoziti ile silanize Ti
substrati arasindaki ¢apraz baglarin olusturulmasiyla kompozit kaplamalarin yapisma

mukavemetinin 6nemli 6l¢iide gelistirilebilecegi sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.60. Silanlanmis Ti substratlar1 tizerindeki ¢apraz baglanmamis ve ¢apraz baglanmis kompozit kaplamalarin
yapisma dayanimi sonuglari

Biyomalzeme yiizeyinin biyolojik aktivitesini belirleyen parametrelerden biri olan
temas agist Olgtimleri farkl 1slatma sivilar1 kullanilarak kaplanmamis ve kaplanmig Ti
yiizeylerinde gergeklestirilmistir. Olgiilen temas acilari ile farkli 1slatma sivilarinin
temas acilarindan hesaplanmis olan yiizey enerjileri Sekil 4.61.°de ve Tablo 4.11.’de
Ozetlenmistir. Tiim numunelerin temas agilarinin 90°’den az oldugu yani hidrofilik
davranig gosterdikleri analiz edilmistir. Suya ait olan temasi acilar1 alkali islemli Ti,
APTES fonksiyonellendirilmis Ti ve fIMWCNT/Ag, Zn veya Co katkili HA kaplt Ti
yiizeyi igin sirasiyla 40,03+1,2°; 57,03£1,5° ve 49,05+£1,6° olarak Ol¢lilmiistiir.
Kompozit kaplama islemi sonras1 Ti yiizeyine fMWCNT ile hidrofilik karboksil grubu
ve APTES ile -OH gruplar1 kazandirilmistir. Bu gruplarin temas agisinda bir azalmaya
neden olmasi beklenmesine ragmen ylizeye ait Suyla dlgiilen temas agisinin arttigi

goriilmiistiir. Yiizey plrizliliigiin artmasi ile islem goérmemis Ti yiizeyine kiyasla
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yiizey hidrofilikliginde bir azalmanin oldugu diisiiniillmektedir. APTES, fMWCNT ve
katkilanmamis veya katkilanmis HA iceren kompozit katmanlart Ti yiizeylerinin su
temas agilarini sirasiyla 40,03+1,2°'den 49,05+1,6°’ye yiikseltmistir. Katkilanmis ve
katkilanmamis HA’lar1 i¢ceren kompozit kaplamalarin temas agilar1 birbirine yakin
ol¢iildiigli i¢in her bir kompozit kapl Ti yiizeyinin ortalama degerleri tek bir deger

olarak verilmistir.

60 55
m  diiyodometan
1 ® formamid

554 A su
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2 50+ 2%
i 1 E . E
7 451 7 45-
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Sekil 4.61. Ti ve IMWCNT/Ag, Zn veya Co katkili HA kompozit kaph Ti yiizeylerinde 6lgiilen (a) Diiyodometan,
formamid ve su temas agilari ile (b) ylizey enerjileri.

Tablo 4.11. Titanyumun farkli yiizeylerinin temas agilar ile yiizey enerjileri.

Temas agisi (°) Yiizey Enerjisi (mN/m)
Numune . .
Diiyodometan ~ Formamid Su yd y? Vs
Ti 48,36+1,5 37,41+1,1 40,03+12 3517 10,86 46,03
TiIfMWCNT/
Ag, Zn veya Co katili 51,75+1,7 42,37+1,3 49,05+16 3329 10,51 43,80
HA

(Not: y¢: dispersion bilesen, )/ls’. polar bilesen,  : yiizey enerjisi)

(3), (4) ve (5) denklemleriyle hesaplanmis olan yiizey enerjileri Ti i¢in 46,03 mN/m
iken kompozit kaplamalar (TiI/fMWCNT/Ag, Zn veya Co-katkili HA) igin 43,79
mN/m’ye distiigli goriilmiistiir. Yiiksek yiizey enerjisi nano 6lg¢ekli pargaciklarin
olusturulmasi i¢in elverisli degilken diisiik yiizey enerjisi in-vivo kemik olusumuna ve
cekirdeklenmesine neden olan nano boyutlu apatit parcaciklarinin olusumuna katki
saglayabilir. 20-30 mN/m arasinda olan yiizey enerjisi degerleri minimum hiicre

biyoadezyonuna sahiptir ve bu degerlerin {izerindeki yiizey enerjileri daha yiiksek bir
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biyoadezyon gosterme egilimindedirler [271, 272]. Kompozit kapli Ti numunelerinin
yiizey enerjileri biyolojik agidan daha iyi biyoadezyon saglayan deger olarak 30

MN/m’nin tstiinde bulunmustur

Sonug olarak IMWCNT, Ag, Zn veya Co katkili HA ve katkilanmamis HA’dan
meydana gelen yeni hidrofilik yilizey hibritinin Ti substrat yiizeyinin biyolojik

ozelliklerini arttirmasi beklenmektedir.

Katkilamalarin hiicreler lizerine etkilerinin degerlendirildigi MTT analiz sonuglari
Sekil 4.62.”de gosterilmistir. Pozitif kontrol grubuna kiyasla sentezlenen tiim HA’larin
hiicre canliligini azaltan belirli bir Olclideki sitotoksisiteye sahip olduklar1 analiz
edilmistir. Bununla birlikte hiicre canlilig1 acisindan katkilanmis ve katkilanmamis
HA’lar arasinda 6nemli bir fark olmadigi anlagilmistir. Diisiik miktarlarda Ag [51], Zn
[59, 273] ve Co [60] birlesimlerinin hiicrelere zararli olmadigi bilinmektedir ve MTT
sonuglart katkilanmis ve katkilanmamis HA’larin MG-63 hiicreleri iizerinde toksik
etkiye sahip olmadigin1 gdstermistir. Kabul edilebilir biyouyumluluklarindan dolay1
biyomedikal uygulamalarda kullanmak amaci ile sentezlenen HA, Ag-HA, Zn-HA ve

Co-HA tozlarindan kompozit hazirlanmasinin uygun oldugu goriilmiistiir.

Hiicre Calihg (%)
Co-HA

20 4

0

Sekil 4.62. HA, Ag-HA, Zn-HA ve Co-HA’nin MTT analizi ile hiicre degerlendirme sonuglari (n = 3).
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4.8. Kanser Tedavisine Yonelik Uyarana Duyarh Akilh fla¢c Dagitim Sistemi
Olarak NCQDs Bazh Enjekte Edilebilir, Kendiliginden Capraz Baglanan ve
Yerinde Olusan Yeni Cok Fonksiyonlu Hidrojel Calismasi

Sentezlenen NCQDs’nin morfolojinin ve biiyiikliigiiniin incelendigi TEM analizi Sekil
4.63.’de verilmistir. Diizenli kiiresel sekilli morfolojiden olusan ve 10 nm’den kiigiik
boyuta sahip oldugu, sentez sirasinda topaklanmanin meydana gelmedigi ve ¢ozelti

icinde 1yi dagitilmis oldugu Sekil 4.63.a2’dan analiz edilmistir.

TEM goriintiilerinden elde edilen ve Gauss dagilimina uyan partikiil boyut histogrami
Sekil 4.63.b’de goriilmektedir. TEM gridi iizerinde monodispers edilmis NCQDs’nin
homojen ve nispeten dar boyut dagilimin1 dogrular sekilde ¢aplar1 4-6 nm araliginda
ve boyut dagilimindan hesaplandigi gibi ortalama ~4,69 nm oldugu gézlemlenmistir.
Literatiire bakildiginda bu ¢alismada elde edilen sonuglar glikoz [274] ve sitrik asit
[275] ile iretilen NCQDs caplarina benzerdir fakat ipekten iiretilen yaklasik 62 nm
capidaki NQCDs’lardan [276] kiigiik oldugu goriilmiistiir.

HA nanopartikiillerinin morfolojisi ve elementel analizi sirasiyla Sekil 4.63.c ve d’de
gosterilen FESEM ve EDS analizleri ile Kkarakterize edilmistir. Saf HA
nanopartikiillerine ait FESEM goriintiisii diizensiz veya kiiresel sekilli HA
nanopartikiillerinin basaril bir sekilde elde edildigini ve nHA nin ortalama boyutunun
yaklasik 60-100 nm aralifinda oldugunu gostermektedir. Sekil 4.63.d’de gosterilmis
olan HA elementel analizine bakildiginda sadece kalsiyum (Ca), fosfor (P) ve oksijen

(O) elementlerinin bulundugu ayrica Ca/P oranmnin 1,59 oldugunu gériilmektedir.

Tiim deneysel numune gruplarindaki bilesenlerin agirlik/hacim oranlar1 Tablo 3.6.’da
listelenmistir.  Sekil 4.64.a’da  gosterildigi  gibi  NCQDs, NCQDs/Dox,
NCQDs/Dox/HA ve HA’nin yiizey fonksiyonel gruplarmi dogrulamak i¢in FTIR
analizleri gergeklestirilmistir. HA’ya ait karakteristik pikler olan tetrahedral fosfat
(PO3™) grubunun asimetrik gerilme, biikiilme modu ve antisimetrik gerilme ig

titresimlerine ait pikler 890-1180 ve 490-610 cm™’de gdzlemlenmistir.
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Sekil 4.63. NCQDs’nin (a) TEM goriintiisii, (b) pargacik boyutu dagilimmin histogramlari, HA’nin (¢) FESEM
goriintiisii ve (d) EDS analizi.
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Sekil 4.64. (a) NCQDs, NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA’ nin FTIR spektrumlari, (b) HA, NCQDs, NCQDs/Dox
ve NCQDs/Dox/HA nin XRD paternleri.



144

NCQDs spektrumundaki 3405 cm™°deki genis emilim piki O—H ve N—H asimetrik
gerilme modlarina; 2800-2900 cm™*deki pikler -CH gruplarma; 1720 cm™°deki pik
C=0 gerilme titresimlerine ve 1640 cm™’deki pik C=C gerilme titresimlerine karsilik
gelmektedir. 1456 cm™, 1152 cm™ ve 1097 cm™*deki kiigiik genis bantlar NCQDs’ye
ait C-N gruplarinin titresimlerini gostermektedir [274]. Bu sonuglar NCQDs’nin
yiizeyinde -NH2, -OH ve -COOH dahil olmak iizere ¢esitli azot ve oksijen iceren
fonksiyonel gruplarin varligini géstermektedir. NCQDs/Dox’a ait FTIR spektrumunda
1230 cm™deki absorpsiyon bandi C-O (epoksi) grubuna ve 1680 cm™’deki
absorpsiyon bandi Schiff bazi reaksiyonunun meydana geldigini gosteren C=N
grubuna karsilik gelmektedir. Literatiirle uyumlu olarak [277] NCQDs aldehit grubuna
ait olan 1720 cm™°deki kiigiik simetrik titresim bandinin Schiff baz1 olusturmak i¢in

kovalent olarak baglanma sonrasi kayboldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.64.b’de gosterildigi gibi HA, NCQDs, NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA nin
kristal yapilar1 ve faz bilesimleri XRD ile analiz edilmistir. 10,91°, 25,86°, 28,41°,
31,77°, 32,91°, 34,11°, 39,79°, 46,66°, 49,45°, 64,09° ve 77,08°’deki sirastyla (101),
(002), (210), (211), (300), (202), (301), (222), (213), (304) ve (513) kirinim diizlemlere
karsilik gelen piklerin ICDD No. 009-0432 olan HA’nin 6rgii diizlemi [7] ile uyumlu
oldugu goriilmiistiir. CaCOs veya Cas(POs)2’ye ait piklerin XRD paternlerinde yer
almamasi sentezlenen HA’nin tek faz oldugunu géstermektedir. NCQDs’nin XRD
paterninde 20,14° civarinda goriilen genis kirinim piki amorf fazdaki NCQDs’nin
0,44nm kafes araligina sahip oldugunu gostermektedir [186]. Bu genis pik diizensiz
karbon atomlarindan olusan NCQDs’nin azot ve oksijen i¢eren gruplarindan dolay1
yapisinda olan yiizey kusurlarina atfedilebilir. NCQDs ve NCQDs/Dox numunelerinin
kirmim pikleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlemlenmemistir.
NCQDs/Dox paterninde keskin piklerin olmamasi Dox’un amorf formda NCQDs/Dox

yapisina basariyla dagitildigini ve kapsiillendigini géstermektedir.

NCQDs/Dox/HA numunesinin XRD paterninde 21,67°’de gézlemlenen NCQDs’nin
karakteristik zirvesi disinda HA’nin XRD paternine benzer oldugu goriilmistiir ve
NCQDs/Dox ile NCQDs/HA arasindaki olasi baglarla NCQDs yiizeyindeki zengin
aktif sahalar genisletilmistir. NCQDs’nin HA nanopartikiilleri tizerinde birikmesi ve
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hafif¢e azaltilmis d-araligi nedeniyle HA’nin XRD paterninin daha yiiksek agilara
dogru kiiciik bir kaymaya sahip oldugu diisiiniilmektedir. Orgii araliklarmin
NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA igin sirasiyla 0,44 nm’den 0,43 nm ve 0,41 nm’ye
daraldig1 gériilmiistiir ve bu araliktaki kafes daralmasinin nano 6l¢ekli malzemeler igin
yaygin oldugu bilinmektedir. Kristalliginin HA yiizeyi lizerindeki NCQDs ve Dox

tarafindan degistiginden dolay1 konjuge NCQDs/Dox/HA’daki HA zirvelerinin saf
HA’ninkinden daha zayif oldugu diisiiniilmektedir.

NCQDs, NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA’ya ait yiizey fonksiyonel gruplarinin
incelendigi genel XPS spektumlarinin sonuglari ile C 1s, N 1s, O 1s, Ca 2p ve P 2p
bolgelerinin yliksek ¢oziiniirliikklii ¢ekirdek seviye XPS spektrumlarinin sonuglari
Sekil 4.65.’de gosterilmistir. Cekirdek seviyelerine fitlemek i¢in en kiiciik kareler

yontemi ile Gauss ve Lorentzian pikleri kullanilmistir.

284,8 eVV’deki C1s, 399,2 eV’deki N 1s ve 531,2 eVV’deki Ols piklerini gosteren Sekil
4.65.a’daki spektrum NCQDs’nin C, N ve O -eclementlerinden olustugunu
gostermektedir. Kantitatif XPS analizi ile C, N ve O’nun yiizeydeki atomik oranlari
sirastyla %61,95, %6,03 ve %32,02 olarak bulunmustur ve yiizeyde bulunan azot
varhigimi dogrulamaktadir. C1s, N1s ve O1s bolgelerinin yiiksek ¢oziiniirliikli

taramalar1 Sekil 4.65.b-d’de gosterilmistir.

NCQDs’nin C1s spektrumu 284,88 eV’daki C=C veya C-C; 286,00 eV daki C-N ve
288,2 eV’daki C=0 veya C=N’a karsilik gelen ii¢ ana bilesen gostermektedir [278].
Bu sonug FTIR spektrumu ile uyumlu olarak sentezlenen N-katkili CQDs yiizeylerinin

hidroksil ve karboksil gruplar1 agisindan zengin oldugunu gostermektedir.

286,00 eV baglanma enerjisindeki pik FTIR sonuglari ile uyumlu olarak amid
gruplarinin varligina isaret etmektedir. Sekil 4.65.c’deki NCQDs’nin N 1s spektrumu
azotun kovalent baglanma yoluyla karbona bagli oldugunu gosteren piridinik ve
pirolik benzeri [278] azot varligimi dogrulayan 399.1 eV ve 400,8 eV’de iki pik

sergilemistir.
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Sekil 4.65. (a) NCQDs’nin XPS spektrumu; (b — d) NCQDs’nin yiiksek ¢oziiniirlikli C 1s, O 1s ve N 1s
spektrumlari; (e) NCQDs/Dox’un XPS spektrumu; (f-g) NCQDs/Dox’un yiiksek ¢6ziiniirliiklii Cls ve
N1s spektrumlart; (h) NCQDs/Dox/HA’nin XPS spektrumu; (i, j) NCQDs/Dox/HA'nin yiiksek
¢Oziinlirliikli Ca 2p ve P 2p spektrumlari.

Sekil 4.65.d°de gosterilmis olan NCQDs nin yliksek ¢oziiniirliiklii O1s spektrumunda

530,8 eV, 531,9 eV ve 533,1 eV baglanma enerjilerinde sirastyla O—H, C-O ve C=0

varligini gosteren li¢ baglanma piki gézlemlenmistir [279] ve bu sonuglar NCQDs’nin

oksijen ve azot atomlar1 agisindan zengin oldugunu gostermektedir. NCQDs/Dox ig¢in
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elde edilen Cls, Nls c¢ekirdek seviye XPS spektrumlart Sekil 4.65.e-g’de
sunulmaktadir. 284,72 eV ve 286,6 eV’deki pikler sirasiyla Dox’un hafif bir kaymaya
sahip olan -C=C/C-C ve —C — N veya -C—O-C- baglarmu ile ifade etmektedir [280].
399,3, 397,7 ve 395,3 eV’da ortaya ¢ikan ve sirasiyla piridinik benzeri, pirolik benzeri
ve —N=N- bag olusumuna karsilik gelen Nls pikleri c¢esitli azot varliginm
gostermektedir. Dox’un elektron yogunlugunun transferi ile NCQDs’ye baglanmasi N
1s’lerin pik konumunun birkag eV ile azaltmasi beklenebilir. Dox molekiiliiniin zengin
karbon-karbon ve karbon-oksijen-karbon baglari nedeniyle NCQDs/Dox’un
C—C/C=C ve C —N/C—0O—C yogunlugu NCQDs ile karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide
artmaktadir. NCQDs’ye kiyasla NCQDs/Dox’un atomik karbon yiizdesinde artis ve
atomik azot yiizdesinde azalmanin oldugu gozlemlenmistir. Bu farkliligin NCQDs’nin
azot oraninin Dox molekiillerinden daha yiiksek olmasindan kaynaklandig

distiniilmektedir.

Sekil 4.65.h’de, HA’ nin sirasiyla P2p, Ca2p [281] baglanma enerji degerlerine karsilik
gelen 134 eV ve 347 eV’de ilave pikler gozlemlenmistir. Yiiksek ¢oztniirliikli XPS
spektrumunda 2p kalsiyum ve fosfor orbitallerine karsilik gelen tepe noktasinin
altindaki alan kullanilarak Ca/P oranimi hesaplanmis ve Ca/P oranm1 HA’nin teorik
oranina (1,67) yakin olarak Ca/P=1,61 olarak bulunmustur. NCQDs/Dox/HA
numunesi i¢in Ca ve P spektrumlari Sekil 4.65.i-j’de gosterilmistir. Sirasiyla 351,0 ve
347,1 eV’deki iki pike karsilik gelen 2p1/2 Ve 2ps2’ye ayrilan yliksek ¢oziiniirliiklii Ca
2p spektrumu HA ftizerindeki kalsiyum ile iliskilidir. Ca2pas ile iliskili 347,3 eV
civarinda goriilen pikten kalsiyum atomlarinin fosfat gruplarina (PO3~) baglandig

anlasilmaktadir.

Sekil 4.65.5°de gosterilen yiiksek ¢oziiniirliiklii P2p spektrumu da sirastyla baglayici
enerjileri 134,5 eV ve 133,3 eV olan 2p12 ve 2psi2 seviyeleri igin spin orbite bdliinen
iki tepe noktas literatiirle uyumlu olarak karakterize edilmistir [282]. Gozlemlenen Ca
ve P spektrumlarindaki piklerin tiimii HA oksidasyon durumlar (Ca?* ve P%) igin
karakteristiktir. Ek karakterizasyon olarak NCQDs ve NCQD/Dox ve NCQD/Dox/HA
konjiigatlarinin ~ zeta potansiyeli, DLS ve UV-Vis absorpsiyon Ol¢iimleri

gerceklestirilmistir.
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NCQDs ve HA olusumlari ayrica Sekil 4.66.’de gosterildigi gibi yerinde jellesmis ve
liyofilize NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA igin elementel haritalama analizi
gerceklestirilerek karakterize edilmistir. Sekil 4.66.a-c.’de verilen NCQDs/Dox’a ait
element haritalama analizi karbon, oksijen ve azotun varligini gosterirken Sekil 4.66.d-
h’da verilen NCQDs/Dox/HA’ya ait element haritalama analizi karbon, oksijen, azot,
kalsiyum ve fosfor elementlerinin varligini1 géstermistir. Bu sonug [283]’te oldugu gibi
NCQDs/Dox’ta N varligin1 ve NCQDs/Dox/HA’da HA varligim1 dogrulamaktadir.
Haritalama sonuglar1 hidrojel igindeki C, O, N, Ca ve P atomlarinin homojen
dagilimini gostermekte ve XPS verileri ile uyumlu olarak NCQD/Dox’un nHA’1ar ile

konjugasyonunu dogrulamaktadir.

10 pm

10 pm

Sekil 4.66. Hazirlanan NCQD/Dox’ta (a) karbon, (b) oksijen ve (C) azotun elementel haritalamasi, hazirlanan
NCQDs/Dox/HA’da (d) karbon, (e) oksijen, (f) azot, (g) kalsiyum ve (h) fosforun elementel
haritalamasi.
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NCQDs, NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA konjligatlarinin zeta potansiyel
Ol¢iimlerini Sekil 4.67.a’da gosterilmistir. Yiizeye yayilan karboksil ve negatif yiiklii
iyonize hidroksil fonksiyonel gruplari nedeniyle daha 6nce bildirilen verilerle [284]
oldukga benzer olarak NCQDs’nin zeta potansiyeli —22,19 mV olarak 6l¢iilmiistiir. Bu
zeta potansiyeli sonucu Dox tasiyict olarak in-vivo anti-tiimor hiicre testlerinde
kullanilmak iizere uygun negatif yiike ve negatif yiizey polaritesine sahip oldugu
anlamma gelmektedir. Dox yiiklemesi ile NCQDs’nin { potansiyelinin —22,19
mV’den —7,75 mV’ye ylkselmesi Dox'un NCQD/HA vyapisina Kkatildigini
dogrulamaktadir ve Dox ilavesi sonrast benzer degisikliklere literatiirde
rastlanmaktadir [285]. Dox tetrakatyonik bir porfirin oldugundan pozitif yiiklii serbest
aminleri nedeniyle hem hidrofilik-hidrofilik hem de elektrostatik etkilesim yoluyla
NCQDs’ye yiiklenebilir. Dox’un NCQDs ile konjligasyonunun ardindan NCQD/Dox
nanojelinin negatif yiizey yiikii tiim karboksilik gruplarinin isgal edilmemesinin bir
sonucu olarak kalan karboksilik gruplarmna atfedilebilir. Negatif yiikk nanojelin
stabilize edilmesine yardimci olabilir ve retikiiloendotelyal sisteme alinmasini

onlemek i¢in hidrofilik bir yiizey saglar [286].

pH 7,4’te pozitif zeta potansiyeline (+1,89 mV) sahip HA kolloidlerinin aksine
NCQDs/Dox/HA negatif zeta potansiyeli (—1,15 mV) gostermistir. Bu negatif ylizey
degisikliginin kan bilesenleri ile etkilesimleri azalmasi nedeniyle nanopartikiillerin
kan uyumlulugunu ve dolagim siiresini uzatacagi diistiniilmektedir. NCQDs/Dox/HA
zeta potansiyel degerinde pozitif zeta bolgesine dogru olan kayma HA varligindaki
yiizey yiikii notralizasyonunu gostermektedir. Her bir adimda gozlemlenen yiizey

yiikii degisiklikleri NCQDs/Dox/HA nin basarili sentezine isaret etmektedir.

Sekil 4.67.b’de gosterildigi gibi HA, NCQDs, NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA
numunelerinin ortalama hidrodinamik ¢aplarinin sirayisla 81,6 nm, 9,7 nm, 305,8 nm
ve 354,1 nm oldugu DLS teknigi ile bulunmustur. DLS ile o&lgiilen NCQDs
hidrodinamik boyutlarin TEM analizinden elde edilen boyutlardan daha biyiik
oldugu gézlemlenmistir. Bu boyut farkliliginin olasi nedeninin DLS teknigindeki su
molekiillerinin  varligi oldugu literatiirde verilmistir [287]. Biiyiikk olasilikla

kiimelenmis yapilarin  olugsmasi nedeniyle Dox konjligasyonun ardindan
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NCQDs/Dox’un ortalama boyutu hazirlanan NCQDs’ninkinden daha biiyiik olarak
305,8 nm’ye ulasmistir ve bu durum yukarida bahsedilen azalan zeta potansiyel
sonuglarint  dogrulamaktadir. Ayrica NCQDs/Dox/HA numuesine ait DLS
Olctimlerinde daha biiylik bir agrega popililasyonu gozlenmistir. Sadece timor
dokusunda meydana gelen gelismis gegirgenlik ve retansiyon (EPR) etkisi yaygin
bilinen bir olgudur. Tiimor damarlar: yeterli besin ve oksijen kaynaklarini elde etmek
ve hizli biiyiimek i¢in normal dokulara gore daha genis oldugundan dolay1r normal
dokularinkine kiyasla daha biiyiik boyutlu par¢acik tiimér dokularna serbestge
girebilir ve birikebilir. Cap1 10 nm’den kiiclik olan pargaciklar ekstravazasyonlar ve
renal klerens ile hizli bir sekilde uzaklastirildigindan dolayr [288]
NCQDs/Dox/HA’nin mevcut boyut dagilimmin EPR etkisinden yararlanan ilag

tastyici sistemler igin ideal oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.67. (a) £ HA, NCQDs, NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA potansiyeli, (b) HA, NCQDs, NCQDs/Dox ve
NCQDs/Dox/HA nin hidrodinamik ¢ap1, (c) sulu ¢ozeltilerde HA, NCQDs, Dox, NCQDs/Dox ve
NCQDs/Dox/HA’nin UV-Vis absorpsiyon spektrumu. Ek, giin 15181 altinda (solda) ve 365 nm UV
1sin1yla (sagda) 1gilanan NCQDs dispersiyonunun fotograflarini gosterir.
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NCQDs, Dox, NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA numunelerine ait notr pH’da
kaydedilen UV-Vis absorpsiyon spektrumlari Sekil 4.67.c’de gosterilmektedir. Sulu
HA ¢ozeltisi UV-Vis bolgesinde herhangi bir absorpsiyon bandi gostermez iken
NCQDs spektrumunda 275 nm’de giiglii bir tepe ve 307 nm civarinda zayif bir omuz
bandi tespit edilmistir. Bu iki absorbans piki NCQDs yapisindaki azot grubunun
baglanmayan elektronlarinin ve karbonil veya C=C bagmin sirasiyla n-n* ve n-n*
gecislerine atfedilmistir. Azotun elektron veren dogasi ile gekirdekteki konjugasyon
derecesini arttirdigindan dolayr n-n* ve n-n* gecislerinde N-icermeyen CQDs’a
kiyasla kirmiziya kayma gozlenmistir [289] ve bu sonug¢ ayrica NCQDs olusumunu
gostermektedir. NCQDs ve NCQD/Dox’un UV-Vis spektrumlart karsilastirildiginda
275 nm’deki absorpsiyon bandinin 282 nm’ye kirmiziya dogru kaymasi bu bandin Dox
ve NCQDs konjugasyonundan etkilendigini agik¢a gostermektedir.

Dox’un UV-Vis spektrumunda 487 nm civarinda goriilen [11] karakteristik
absorpsiyon pikinin NCQDs/Dox’un hibritine ait spektrumda da goriilmesi Dox
molekiiliiniin yapiya dahil edildigini gostermektedir. NCQDs/Dox spektrumundaki bu
absorpsiyon piki Dox spektrumundaki ile karsilastirildiginda Dox konjuge NCQDs
icin ~20—30 nm yer degistirmis oldugu goriilmiistiir. Absorpsiyon tepe noktasindaki
kirmizi kaymanin muhtemelen Dox’un NCQDs ile hidrofilik etkilesiminden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir ve elde edilen bu gozlemler Dox’un NCQDs ile
basarili bir sekilde konjugasyonunu desteklemektedir. NCQDs (0,5 mg/mL) sulu
sispansiyonu giin 15181 altinda kahverengimsi sar1 renk (Sekil 4.67.c’de solda)
gosterirken 365 nm’lik UV 1s1k altinda NCQDs kenar etkisi ve kuantum hapsinden
kaynaklanan parlak okyanus yesili 1s1ldama (Sekil 4.67.c’de sagda) gostermektedir.
UV lamba altinda ¢iplak gozle kolayca goriilebilen seyreltik sulu ¢ozeltideki parlak

yesil renkte elde edilen liminesans NCQDs’nin basarili olusumunu teyit etmektedir.

Liyofilize edilmis ve dikey olarak kesilmis hidrojelin i¢sel morfolojileri SEM ile
karakterize edilmistir ve Sekil 4.68.’de gosterildigi gibi iiretilen jellerin farkli yiizey
morfolojilerine sahip oldugu gozlemlenmistir. SEM analizi kesitsel olarak hazirlanan
NCQDs’un (Sekil 4.68.a-b), NCQDs/Dox un (Sekil 4.68.c-d) ve NCQDs/Dox/HA’ nin
(Sekil 4.68.e-) dis gozenekli yapisinin karakterizasyonu igin gerceklestirilmistir. Tiim
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hidrojellerin siirekli ve birbirine bagli mikron biiyiikliiglinde gézenekli ti¢ boyutlu yap1
sergiledikleri gézlemlenmistir. Bu birbirine bagli i¢ kanal sistemi hiicre yapigsmasini
ve ¢ogalmasini, oksijen ve besin taginmasini sagladigi ve metabolik atik diflizyonunu

kolaylastirdigi i¢in 6nemli bir parametredir [290].

X558 SOE km

Sekil 4.68. Liyofilize hidrojellerin morfolojisi: (a-b) NCQDs’nin, (c-d) NCQDs/Dox ve (e-f) NCQDs/Dox/HA
hidrojellerinin SEM goriintiileri.
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Oksijen igeren fonksiyonel gruplardan ve -NH: ile -OH arasindaki baglanmadan
kaynaklan elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglar1 ve Schiff bazi reaksiyonlar
sayesinde fiziksel ve kimyasal ¢apraz bagli 3B poroz ag yapisini iiretilmistir. NCQDs
ve NCQDs/Dox/HA sirasiyla 20-150 um ve 20-50 pum araliginda ortalama capta
kiiresel sekilli gozeneklere sahipken aksine 1-200 pum gozenek boyutuna sahip

NCQDs/Dox yapisinda diizensiz gozeneklilik gdzlemlenmistir.

Kiigiik boyutlu NCQDs’nin agik¢a gorillememesine ragmen Sekil 4.68.a-b’de verilen
SEM goriintiilerinden NCQDs hidrojellerinin  homojen dagitilmis ve tek tip
gozeneklere sahip oldugu gézlemlenmistir. Sekil 4.66.’da verilen NCQDs’nin element
haritalamasindan agikga goriilecegi gibi NCQDs/Dox/HA hidrojel ag1 i¢inde homojen
bir dagilim sergiledigi gozlemlenmistir. Hidrojellerde bulunan hidrofilik kisimlarin
artmasi nedeniyle NCQDs/Dox hidrojellerine ait SEM goriintiileri Dox ilavesiyle
gbzenek boyutunun arttigini gostermekte ve Dox’un NCQDs’ye baglanmasini
dogrulamaktadir. Diizenli gozenekliligi nedeniyle elde edilen NCQDs/Dox/HA daha
once bildirilmis olan diger NCQDs bazli hidrojellerden [291] daha avantajli oldugu
gbzlemlenmistir. Dox’un NCQDs agma gii¢lii baglanma kapasitesi ilacin siirekli

salinimin1 kolaylastirmak i¢in 6nemlidir.

Sekil 4.68.e-f’de verilmis olan HA ilavesinden sonraki SEM goriintiileri yapisal
bozulma olmadigint ve diizgiin mikro gozenekli yapilarin elde edildigini
gostermektedir. Hidrojelin daha yiiksek capraz baglanma yogunlugu ve buz
kristallerinin ¢ekirdeklenme alanlarinin sayisimi arttirmasindan dolayi hidrojele ait

ortalama gozenek boyutunun HA ilavesiyle azaldig1 gozlemlenmistir.

Hidrojel aginin gozenekliliginin ve kesitsel morfolojisinin HA ve Dox miktarlarinin
NCQD’s miktarina oranlarinin degistirilmesiyle ayarlanabilecegi analiz edilmistir.
Sekil 4.68.f’de verilmis olan yiiksek biiyiitme oranli (x100) SEM goriintiisiinden
hidrojeller igcindeki nHA’nin aglomere olmamis homojen dagilimi, goézenekler
arasinda da yer aldig1 ve dis yiizey piirtizliiligiiniin arttirdigr literatiire benzer sekilde

[292] gbzlemlenmistir.
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Sekil 4.68.a-b ve c-d’de gosterildigi gibi NCQDs ve NCQDs/Dox hidrojellerindeki
piirlizsiiz dis ylizeyin aksine, HA’nin NCQDs/Dox jellerine dahil edilmesi igyapiy1
NCQDs ve NCQDs/Dox hidrojellerinden biraz daha piiriizlii hale getirmektedir. Sekil
4.66.’da verilen elementel haritalama sonuglarina gére HA nin agregasyon olmadan

NCQDs/Dox i¢inde esit olarak dagildigi gézlemlenmistir.

Enjekte edilebilen hidrojelin harici bir miidahale olmaksizin insan viicuduna pratik
sekilde uygulanmasi igin hibrit NCQDs ¢6zeltilerinin jellesmesi fizyolojik kosullarda
(pH=7,4 ve 37°C) gergeklestirilmistir. Dox ve HA oranlarindaki degisikliklerin
NCQDs hidrojelinin jellesme siiresini nasil degistirdigini degerlendirmek igin ters
gevirme test yontemi gergeklestirilmistir [293]. Sekil 4.69.’da verilen NCQDs,
NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA ¢ozeltilerinin jellesme siirelerinin bilesene gore
degistigi gézlemlenmistir. Dox veya HA igermeyen NCQDs ¢ozeltisi 121 saniye sonra
jellestigi ve bununla birlikte hem Dox hem de Dox/HA eklenmesi ile NCQDs

cozeltilerinin jellesme siiresinin azaldig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 4.69. NCQD, NCQD/Dox ve NCQD/Dox/HA kombinasyonlarinin jellesme siireleri ve enjekte edilebilirligi.
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NCQDs ¢ozeltileri olan NCQDs-1 (%0,4 ag./hac.), NCQDs-2 (%0,6 ag./hac.) ve
NCQDs-3 (%0,8 ag./hac.) igerigindeki agirlik/hacim ylizdesindeki artis jellesme
stiresinde bir azalmaya neden olmustur. Benzer sekilde artan Dox [NCQDs/Dox-1
(%0,6/%0,1 ag./hac.), NCQDs/Dox-2 (%0,6/%0,2 ag./hac.) ve NCQDs/Dox-3
(%0,6/%0,4 ag./hac.)] veya HA [NCQDs/Dox/HA-1 (%0,6/%0,2/%0,1 ag./hac.),
NCQDs/Dox/HA-2 (%0,6/%0,2/%0,2 ag./hac.) ve  NCQDs/Dox/HA-3
(%0,6/%0,2/%0,2 ag./hac.)] konsantrasyonu ile NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA

hibritlerinin jellesme siiresinde azalma gozlenmistir.

Hidrojel igeriginde yalnizca NCQDs oldugu durumda NCQDs’lerin kendi kendine
birlestirilmesinin H-baglanma etkilesimleri ile gerceklestigi bilinmektedir [294].
NCQDs’nin yiizeyinde bol miktarda bulunan karboksilik asit ve amin gruplar
NCQDs-NCQDs ve NCQDs-¢oziicii arasinda H-bag etkilesimleri olusturabilir ve
NCQDs-¢oziicii arasindaki etkilesimler NCQDs-NCQDs etkilesimlerine kiyasla zayif
oldugunda jellesme olusabilir. Daha fazla stabilizasyon yogun H-baglari, artan
NCQDs konsantrasyonu, jel olusumu i¢in H-baglarinin 6nemini destekleyen artan
hacim basina reaktif grup sayisi gibi NCQDs-NCQDs arasindaki kopriileri igeren diger
etkilesimlerden kaynaklanabilir. NCQDs numune gruplarinda (NCQDs-1, NCQDs-2
ve NCQDs-3), NCQDs/Dox numune gruplarinda (NCQDs/Dox-1, NCQDs/Dox-2 ve
NCQDs/Dox-3) ve NCQDs/Dox/HA numune gruplarinda (NCQDs/Dox/HA-1,
NCQDs/Dox/HA-2 ve NCQDs/Dox/HA-3) goriilen jellesme siirelerindeki hafif
azalma NCQDs/Dox ile NCQDs numunelerinin arasindaki azalmis olan jellesme

stiresine kiyasla istatistiksel olarak anlamli degildir.

NCQDs hidrojellerine Dox eklenmesinin jellesme siiresini 6nemli Olgiide azalttigi
gbzlemlenmistir. Hibrit hidrojel durumunda NCQDs’nin sadece H-bagi olusumuna
degil ayn1 zamanda Schiff bazi reaksiyonunun olusumuna katilmalar1 jellesme siiresi
tizerine etkilidir. Dox’un NCQDs ve Dox arasindaki konjugasyon nedeniyle
NCQDs/Dox’un jellesme siiresini azaltmaktan sorumlu oldugu gézlemlenmistir ve bu
da FTIR ve XPS sonuglariyla tutarhidir. Benzer sekilde, Dox konjuge NCQDs

hibritinin jellesme davranisinin Dox ve HA yiiklii hibritin jellesme davranisina yakin
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olmasi Dox etkilesiminin ilag konjuge NCQDs jellerinde baskin oldugunu

gostermektedir.

NCQDs/Dox/HA ¢ozeltisindeki HA partikiillerinin NCQDs ve Dox molekiilleri ile
etkilesime girmeleri Dox konjuge NCQDs’nin daha hizli bir sekilde bir araya
gelmelerine yol agacaktir. NCQDs/Dox/HA nin jellesme siiresi 80 sn ila 76 sn arasinda
degismistir ve bu siire ileri klinik uygulamalar i¢in faydali olabilecek bir bilesen ilave
edilerek kolayca ayarlanabilir. HA ve NCQDs hidroksil ve karboksil gibi gruplari
yardimiyla Dox konjuge NCQDs ile hidrojen baglart olusturabilen hidrofilik
malzemelerdir. Sekil 4.69.’da goriildiigii gibi hidrojele HA eklenmesi daha hizli bir
jellesme ve gozenekliligin azalmasina neden olmustur ve bu sonuglar literatiirle
uyumludur [295]. Bu tiir hizli jellesme hidrojel i¢indeki ilacin daha fazla tutulmasi ve
dolayisiyla daha yavas bir ilag salinim modeli sergilenmesini saglayacaktir. NCQDs
yiizeylerindeki karboksil ve amin gruplarinin jellesme siiresinde etkili olan H-bagini,
Schiff bazi reaksiyonunu [296] ve NCQDs, Dox ve HA arasindaki katyonik-anyonik
etkilesimlerini destekledigi diisiinilmektedir. Ekstra ¢apraz baglanma maddelerinin
kullanilmadigi NCQDs hidrojelleri hem fiziksel (H baglari, hidrofilik ve elektrostatik
etkilesimler) hem de kimyasal (NCQDs ve Dox arasindaki Schiff bazi reaksiyonu)

yerinde ¢apraz baglanma ile hazirlanmistir.

Sekil 4.69. ayrica NCQDs, NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA kombinasyonlarinin
enjekte edilebilirligini gostermektedir. Cozelti enjekte edilebilirliginin CaP igerigi ile
azaldig1 bilinmektedir [295] ve NCQDs hibrit hidrojelinin Dox ve HA ilavesi devam
ettikge hafifce azaldigr gozlemlenmistir. Dox ve HA eklenmesi NCQDs hidrojellerinin
yiiksek enjekte edilebilirligini etkilememis ve hidrojellerlerin arasinda kayda deger bir

enjekte edilebilirlik farkina rastlanmamaistir.

Hazirlanan tiim hidrojellerin enjekte edilebilirlikleri %95 ila %90 arasinda
bulundugundan dolayt NCQDs/Dox/HA hidrojelinin in-vivo ilag tastyici olarak klinik
uygulamalarda daha az agr1 ve daha kii¢iik yara boyutu ile sonuglanan minimal invaziv

bir prosediir saglama potansiyeline sahip oldugu diistiniilmektedir.
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Farkli konsantrasyonlardaki NCQDs ¢ozeltilerinin pH 6,0’da 6l¢iilmiis olan DST
egrileri Sekil 4.70.a’da gosterilmektedir. Adsorpsiyon kinetikleri benzer oldugu
gbzlemlenmistir ve farkli arayiizey gerilimi degerleri hava/su araytizey gerilimlerinin
farkli olmalarindan kaynaklanmaktadir. Yiizey hidrofilisitesine ragmen NCQDs
10000 saniye i¢inde hizla adsorbe edilmis ve NCQDs konsantrasyonu arttik¢a
adsorpsiyon denge siiresi neredeyse sabit kalmistir. Ayrica artan NCQDs
konsantrasyonu ile uzun siireli DST degerinin azaldig1 gozlemlenmistir. Artan NCQDs
konsantrasyonu ile yiizey gerilimindeki azalma, NCQDs’nin grafen oksit
cozeltisindeki adsorpsiyon davranisina [297] ve Dox uygulamasi i¢in kullanilan

16Ser/8—8Ser siirfaktaninin adsorpsiyon davranigina benzer [298] olarak bulunmustur.

Dox’un pH 6,0 ve 4,3’teki NCQDs ¢ozeltisine ait DST degerleri iizerine etkileri
sirastyla Sekil 4.70.b ve e’de gosterilmigtir. NCQDs/Dox karigiminin hem pH 6,0 hem
de 4,3’iindeki DST egrilerinin Dox ilave edildikten sonra saf NCQDs ¢ozeltisine
benzer oldugu bulunmustur. Ayrica Schiff bazi reaksiyonu NCQDs/Dox kompleksinin
olusumu i¢in uygundur ve Dox’un NCQDs’ye eklenmesi NCQDs arasindaki yiik
itmesini azaltacaktir. Sonuglardan goriilebilecegi gibi Dox diisiik konsantrasyonunda
DST’de bir azalmaya neden olmustur ve bu nedenle NCQDs’nin adsorpsiyon
davranig1 lizerinde Onemli bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak
NCQDs/Dox kompleksi yiizey adsorpsiyon tabakasina hiikmetmektedir ve hem pH 6,0
hem de 4,3’te iki araylizey arasinda gozlenen benzerlik adsorpsiyon olaylarinin benzer
oldugu anlamina gelmektedir. Mezodenge gerilimine ulagsma zamani1 olan adsorpsiyon
kinetiginin Dox ilavesiyle azaldigi gozlemlenmistir. Dox’un NCQDs tarafindan
cevrelenmesi nedeniyle hibritin difiizyon katsayisinin azalmakta oldugu ve siirenin
artmasina hacimdeki artisin nedeni oldugu diistiniilmektedir. Dengeye ulasma
siresinin artmasi dogrudan boyuttan etkilenmektedir ve Sekil 4.67.b.’de verilmis olan

hidrodinamik ¢ap sonuglar1 ile uyumlu oldugu bulunmustur.

Sekil 4.70.c ve f’den goriilecegi gibi HA eklenmesi NCQD/Dox olusumunu
etkilememis ve NCQD/Dox’un adsorpsiyon Ozellikleri neredeyse degismeden
kalmistir. HA igeriginin arttirllmasiyla yiizey geriliminin azaldigi ve bdylece

NCQD/Dox/HA’nin adsorpsiyon oraninda kademeli bir artis oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.70. (a) ve (d) sirastyla pH 6,0 ve 4,3’te NCQDs ¢ozeltisi; (b) ve (e) pH 6,0 ve 4,3 te sirastyla NCQDs/Dox
¢ozeltisi; (c) ve (f) pH 6,0 ve 4,3’te sirastyla NCQDs/Dox/HA ¢ozeltilerinin zamana bagl dinamik

araylizey gerilimi 6lgtimleri.
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Bu sonuglarin HA’nin Span 80 iizerindeki [299] yilizey gerilimi etkilerinden farkli
oldugu goriilmiistiir. NCQDs/Dox/HA arayiizde diger ¢ozeltilere kiyasla daha yavas
emilmistir ve adsorpsiyon kinetiginin mezodengeye ulasmasi igin gereken siire HA
ilavesi ile 200 saniyeden 400 saniyeye yavaslamistir. NCQDs/Dox’un HA etrafina
sartlmasi ile difiizyon katsayisini azaltan hacim artisina neden oldugundan dolay1
dengeye ulasma siiresinin arttigi disiiniilmektedir. NCQDs ve HA arasindaki
etkilesimi ile iliskilendirilebilen artan dengeye ulasma siiresi dogrudan boyuttan
etkilenmektedir [300] ve hidrodinamik ¢aptaki sonuglarla tutarli oldugu goériilmistiir.
Bu nedenle NCQDs/Dox veya NCQDs/Dox/HA’dan daha kii¢iik olan NCQDs daha
hizli yayilmakta ve daha 6nce dengeye ulagmaktadir. NCQDs HA’nin yiizeyindeKi
hidrofilik hidroksil varligindan dolayr nanopartikiil yiizeylerine adsorbe edilerek
hidrojen baglar1 olusturabilir. Ayrica daha yiiksek bir HA konsantrasyonunda
carpisma olasilig1 artacagi ve boylece NCQDs/Dox/HA hibrit kompleksinin olusumu
desteklenecegi i¢in hibrit kompleks olusumu nanopartikiiller arasindaki etkilesim

mekanizmasi olarak diisiiniilebilir.

Sekil 4.70.d, e ve f’de gosterildigi gibi Dox ve HA’nin NCQDs ¢o6zeltisinin DST
tizerindeki etkilerinin incelendigi pH 4,3’te ve pH 6,0’da elde edilen sonuglarin
birbirinden farkli oldugu bulunmustur. Hazirlanan tiim hibrit ¢6zeltilerin mezodenge
araylizeyi gerilimlerinin pH 4,3’teki karsilik gelen sonuglara kiyasla azaldig:
bulunmustur. Zit yiikli olan Dox ve NCQDs molekiilleri arasindaki elektrostatik
¢ekim dinamik adsorpsiyon Ozelliklerini etkilemekte ve NCQDs/Dox hibritinin
olusumunu desteklemektedir. NCQDs/Dox veya NCQDs/Dox/HA hibritlerinin
olusumu NCQDs molekiilleri arasindaki elektrostatik adsorpsiyon bariyerini
azalmaktadir. Sonug olarak pH 4,3’te NCQDs/Dox/HA hibrit olusumu arayiizey
yiizeyindeki adsorpsiyon oranini ve yiizey aktivitesini arttirirken DST’yi azalttig

gozlemlenmistir.

Her bir numunenin arayiizey gerilimindeki baslangi¢c degerinden itibaren olan azalma
hibritlerin ara yiize asamali adsorpsiyonuna baglanabilir. Her iki pH’taki NCQD, Dox
ve HA ilaveleri igcin NCQDs yiizey gerilimi NCQDs/Dox yiizey geriliminden ve
NCQDs/Dox yiizey gerilimi NCQDs/Dox/HA yiizey geriliminden daha yiiksek olarak
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bulunmustur. Bu durum NCQD, Dox ve HA’nin yiizey gerilimini azaltmada sinerjik
bir etkiye sahip oldugunu ve NCQDs’nin Dox ve HA ile etkilesime girdigini
gostermektedir. Yiizey aktif kompleks olan NCQDs/Dox/HA akilli ilag dagitim
sisteminin NCQDs tarafindan g¢evrelenmis Dox ve HA bileseninden yapilmis basit
ama etkili bir hibrit gelistirmek i¢in, NCQDs-NCQDs arasindaki kovalent olmayan
¢ekimden, NCQDs-Dox arasindaki dinamik kovalent Schiff bazi reaksiyonundan ve
NCQDs/Dox-HA arasindaki iyonik ¢ekim merkezlerinden kaynaklanan bir 6z-
diizenleme mekanizmasindan yararlandigr tahmin edilmektedir. NCQDs/Dox/HA
nano boyutlu akilli ilag tasiyict sisteminin biyomembran gegirgenligini (boyut
nedeniyle hiicreye gecmek i¢in uygundur ve NCQDs ile ¢evrili olmasi hiicreye gegisi
kolaylastirir) ve biyoyararlanimi1 (¢apraz baglayici kullanilmamis ve bilesenler
biyouyumludur) artirarak toksisiteyi azaltabilecegi ve ilag etkinligini artirabilecegi

distiniilmektedir.

[lag dagitim sistemlerinde in-vitro antibakteriyel deneyler ameliyat ortamlarindan
dogabilecek bakteriyel enfeksiyonun oniine gegilmesi agisindan 6neme sahiptir [301,
302]. Sekil 4.71.’de gosterildigi gibi ila¢ dagitim sistemi olarak arastirilan HA,
NCQDs, NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA’ nin antibakteriyel aktivitesini arastirmak
icin disk diflizyon yontemi kullanilmistir. Agar plakalari iizerine ayn1 miktarda olan
toz HA (Sekil 4.71.a), NCQDs (Sekil 4.71.b), NCQDs/Dox (Sekil 4.71.c) ve
NCQDs/Dox/HA (Sekil 4.71.d) konulmustur.

Bu calismada cilt enfeksiyonlari, sepsis ve kan dolasimi enfeksiyonlart gibi ¢esitli
hastaliklara neden olabilen ve Gram pozitif patojen olan S. aureus segilmistir. HA,
NCQDs, NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA ig¢in inhibisyon bolgeleri agar plakalarinda
gbzlenmistir ve sirasiyla ortalama 7,8, 4,6, 3,8 ve 5,3mm olarak bulunmustur. HA’nin

diger numunelere kiyasla en fazla antibakteriyel etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir.

Sentezlenen HA’daki Ca?* varhig: literatiirde bildirildigi gibi [303] antibakteriyel
aktiviteye neden olabilmektedir. NCQDs S. aureus’a karsi antibakteriyel etki
gostermistir ve inhibisyon bolgesinin Sekil 4.71.b’de gosterildigi gibi 4,6mm oldugu

bulunmustur.
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—a—HA
1(e) —e—NCQDs
—a— NCQDs/Dox
—v— NCQDs/Dox/HA

inhibisyon Cap1 (mm)

Zaman (giin)

Sekil 4.71. (a) HA, (b) NCQDs, (c) NCQDs/Dox ve (d) NCQDs/Dox/HA’nin agar plakasindaki S. aureus
bakterilerine kars1 antibakteriyel aktivitesi. (¢) HA, NCQDs, NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA nin
zamana kars1 inhibisyon bolgesi degerlerindeki degisiklikler.
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Saf NCQDs (Sekil 4.71.b) ile karsilastirildiginda esit miktarlarda substratin S. aureus
bakterileri tizerinde antibakteriyel etkiye sahip oldugunu gosteren NCQDs/Dox (Sekil
4.71.c) hibritinin inhibisyon bdlgesinde bir artis bulunmamistir ve Dox ilavesi
bakteriyel aktiviteyi azaltmistir. Bu azalma saf NCQDs numuneleri ile
karsilastirildiginda NCQD/Dox numunesindeki NCQDs miktarindaki azalmaya
baglanabilir. Elde edilen NCQDs’nin antibakteriyel dzellikleri yakin zamanda yapilan
birka¢ ¢alisma [274, 284] ile uyumlu oldugu goriilmistiir. HA ilavesiyle inhibisyon
bolgesinin 3,8 mm’den 5,3 mm’ye artmasi Kimyasal baglanma veya fiziksel katilim
yoluyla HA’nin hidrojellere eklenmesiyle artmig antimikrobiyal aktiviteye sahip
hidrojellerle sonuglanabilecegini gostermistir. Bu sonuglar NCQDs/Dox/HA nin
klinik bakteriyel enfeksiyonu dnlemek icin iyi bir antibakteriyel ilag tasiyici sistem

olarak basaril1 bir sekilde kullanilabilecegini gostermistir.

Sekil 4.71.e’den goriilecegi gibi S. aureus’taki inhibisyon c¢apinin zamana bagl
degisimleri belirlenmistir ve maksimum inhibisyon ¢api degerlerinin 24 saatlik
inkiibasyonda elde edildigini ve daha sonra zamana bagli olarak azaldigi bulunmustur.
S. aureus iizerinde uygulanan NCQDs/Dox/HA’nin inhibisyon bdlgesi ile olciilen
antibakteriyel aktiviteler HA eklenmemis numunelerden daha uzun siirerek 23 giin
devam etmistir. Saf NCQDs ve NCQDs/Dox hibrit numuneleri ile karsilastirildiginda
NCQDs/Dox/HA hibritinin en giiclii anti-bakteriyel etkiye sahip oldugu
gozlemlenmistir. Bu nedenle giiglii ve uzun siireli antimikrobiyal aktiviteye sahip ve
diisik maliyetli NCQDs/Dox/HA hibritlerinin - klinik uygulamalarda biiyiik

potansiyele sahip olmasi beklenmektedir.

Akallr ilag dagitimi i¢in NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA hidrojellerinin potansiyel
uygulamasi, sirasiyla Sekil 4.72.a ve b’de gizilen 37°C’de fizyolojik sicaklikta in-vitro
ila¢ salinimlarinin incelenmesiyle degerlendirilmistir. Farkli pH ortamlarinda salinim
davranigmin degistigi goriilmiistiir. Tlacin iki hidrojel iginde siirekli salinim1 kanser
alaninda daha fazla ilacin segici bir sekilde salinma yeteneginin olup olmadigini

o0grenmek icin 72 saate kadar pH 7,4, 6,5, 5,5 ve 4,0’teki tampon ¢ozeltilerinde siirekli

olarak gozlenmistir.
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Sekil 4.72. Dox’un (a) NCQDs/Dox ve (b) NCQDs/Dox/HA hidrojellerinden pH 7,4, 6,5, 5,5 ve 4,0°de in-vitro
salinimi.

Dox’un erken salinimi normal hiicreler i¢in toksik bir etkiye sahip olacagindan ilag
saliiminin sadece akilli ila¢ dagitim sistemlerinin basarili bir sekilde uygulanmasi
i¢in hedef alana ulasildiginda gerceklesmesi dnemlidir [304]. Ilacin viicutta degisen
pH degerleri olan farkli hiicrelerle etkilesime girebileceginden dolayr normal
dokulardaki toksisiteyi en aza indirmek i¢in ilag verme sistemlerinin pH’a duyarh ilag
salinim davranislarinin degerlendirilmesi gereklidir. Bu ¢alismada, timér ve normal
dokularin hiicre dis1 pH’1n1 (pH=5,7-7,8) taklit etmek i¢in salinim ortamlar1 pH 6,5 ve
7,4’e ayarlanmigstir. Ayrica tiimor i¢i endozomalin pH’1 5,5-6,0 oldugundan diisiik pH

degerlerinde (pH 5,5’te) pH’a bagli salinim davranis1 incelenmistir. Her iki hidrojele
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ait kiimiilatif ila¢ salinim davranisi yavas olup ilki hizli ve kisa siireli olan ikinsici ise
tim pH’larda nispeten daha yavas ve uzun siireli olan iki asamali salimim profili
sergiledigi gorilmiistiir. NCQDs/Dox’taki Dox’un salinim orant
NCQDs/Dox/HA’daki Dox’tan daha hizlidir ve her iki hidrojel i¢in ortamin pH’indan
daha fazla etkilendigi gozlemlenmistir. Sonuglar NCQDs/Dox/HA’daki Dox’un
hidrojellere iyi bir sekilde dahil edildigini ve NCQDs/Dox/HA hidrojelindeki Dox
baglantilarinin NCQDs/Dox hidrojeline kiyasla arttigini dogrulamaktadir. Fizyolojik
pH’da kararli ve asidik pH’ta kararsiz olan Dox ve NCQDs arasindaki dinamik geri
doniistimlii Schiff baz1 nedeniyle ortam pH’in1 7,4’ten 6,5, 5,5 ve 4,0’a diisiirerek her
iki hidrojeldeki in-vitro ila¢g saliniminin hizlandirilabildigi goriilmiistiir. Ayrica
NCQDs, Dox ve HA arasindaki hidrojen baglanma etkilesimi pH 7°de en giigliidiir ve
hidrojen baglanma etkilesimleri asit kosullarinda zayifladigindan dolayr etkili
olmayan bir ilag salinimi ile sonuglanmistir. pH 6,5 aside duyarli bir bag i¢in diisiik
oranda kirilacagi zayif asit ortamidir ve ortamda ¢ok fazla su uzaklastirilmadig: siirece
bu bag dinamik geri doniigiimli bir reaksiyondur. pH 5,5 ve o6zellikle 4,0°da bagin
daha hizli kirllma orani nedeniyle hidrojellerin yiiksek oranda aside duyarli Dox

salinimina sahip oldugunu gosteren ytiksek bir salinim profili gozlemlenmistir.

Sekil 4.72.a ve b’de gosterildigi gibi pH’1in 7,4’ten 4,0’a diistiriilmesi ile Dox salinimi
NCQDs/Dox igin %17’den %65’e yiikselir iken NCQDs/Dox/HA i¢in %16’dan %74’e
yiikseldigi gozlenmistir. Schiff bazinin pH’a duyarliligina ek olarak HA ve Dox
arasindaki etkilesimi zayiflattig1 diisiiniilen HA nin ¢oziinmesi [305] ilacin asidik
kosullarda salinmasina yardimei olmaktadir. Dox’un NCQDs/Dox hidrojelinde ilk
anlardaki ilag patlamasi olarak adlandirilan hizli salinimi kismen gdzlenmis iken
NCQDs/Dox/HA hidrojelinde ise ilag patlamasi olmadan salinimmin devam ettigi
goriilmiistir. pH 7,4’te 72 saat sonunda NCQDs/Dox/HA hidrojelinden Dox
salimiminin yiizdesi sadece %15 olarak bulunmustur ve bunun tiimér dokusuna ulasan
ilag miktarint artiracagi disiiniilmektedir. Mevcut hidrojel sisteminde asidik pH’ta
protonlanmig ve pozitif yiiklii amin gruplarindan dolay1 NCQDs bazli hidrojellere
yiiklenen ilaglar hidrojellerdeki dinamik Schiff bazli baglar ve iyonik etkilesimler

zayiflatilarak veya parcalanarak serbest birakilabilir.
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pH’a duyarli akilli hidrojellerden normal dokuya kiyasla kanserli dokular etrafinda
daha fazla Dox salinimi normal doku i¢in yan etkileri azaltirken ayn1 zamanda tiimor
hiicrelerini 6ldiirmek icin ilag verimliligini artirir [306]. HA bazli Dox dagitim
sistemlerinin ayrica asidik kosullarda DOX’un gelismis salinimini gosterdigi onceki
sonuglarla [285] kiyaslandiginda yapilan bu ¢alismada 72 saat sonra ilag saliniminin
daha diisiik olmast NCQDs ve Dox arasindaki etkilesimle kendi kendine g¢apraz
baglanmis olan hidrojel agindan kaynaklandig1 distiniilmektedir. pH’a bagiml aktif
ila¢ salintmindan dolay: akilli hedefli ilag tasima uygulamalar1 i¢in NCQDs/Dox/HA

hibritinin kullanilabilir oldugu anlagilmaktadir.

Diisiik absorbansin daha yiiksek hiicre inhibisyon hizi anlamina geldigi MTT analizi,
hazirlanan numunelerin hiicre inhibisyon oranini gostermektedir. Sekil 4.73.a’da
meme kanseri hiicre hattit MCF-7 kullanilarak 24 saat boyunca pH 7.,4°te
gerceklestirilen MTT testinde NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA hidrojelleri ile
kontrol olarak kullanilan doku kiiltiirii plakalar1 (TCP’ler) benzer canlilik gdstermistir.
Sekil 4.72.b’de gosterildigi gibi pH 7,4’te 24 saat sonra NCQDs/Dox/HA
hidrojelinden salinan Dox, sadece %14 oldugu icin hiicre oldiirebilirligi oldukca
diisiiktiir. Ttiimor dokularini taklit etmek icin pH 6,5°deki zayif asidik hiicre kiiltiirti
ortaminda elde edilen farkl: kiiltiir periyotlarindaki hidrojellerin sitotoksisiteleri Sekil
4.73.b’de verilmistir. Sekil 4.72.°de goriildiigii gibi 6,5 pH’ta NCQDs/Dox ve
NCQDs/Dox/HA hidrojelinden 24 saat sonunda salinan Dox miktarlart sirastyla %24
ve %27 olarak bulunmustur. Sekil 4.73.b’de gosterildigi gibi NCQDs/Dox ve
NCQDs/Dox/HA ile kiiltlirlenen hiicrelerin %25°1 kontrole kiyasla 6nemli Olgilide
inhibe edilmis ve hiicre canlilig1 24 saat sonra anlamli bir fark gostermemistir. Sekil
4.72.°de gosterildigi gibi 6,5 pH’ta 48 saat sonra NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA
hidrojelinden sirasiyla %26 ve %37 oraninda Dox’un serbest birakildigi gézlenmistir.
Hiicre canliligin NCQDs/Dox i¢in %63 iken NCQDs/Dox/HA i¢in %48’e diistiigii
goriilmiistiir. 72 saat sonra benzer bir durum gozlenmistir ve iki hidrojelin hiicre
inhibisyon oranlar1 arasindaki farkin arttigi gézlemlenmistir. 72 saat sonra her iki
hidrojel grubunun hiicre sayisinin etkili bir sekilde azaldigi ve NCQD/Dox/HA
hidrojel grubu i¢in hiicre canliligi %69’dan %29’a diistiigii gozlenmistir.
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Sekil 4.73.b’de gosterildigi gibi, 1. giinden 3. giine kadar MCF-7 ile kiiltiirlenen
NCQDs/Dox/HA hidrojel gruplari, saf Dox’tan sonra en yiiksek hiicre inhibisyonunu
gostermistir. Literatiirdeki bir ¢alismada [307] Dox konsantrasyonundaki artigin
kanser hiicrelerindeki canliligi azalttigindan bahsedilmektedir. Elde edilen
NCQD/Dox/HA’nin kanser hiicrelerindeki etkinliginin onemli o6lgiide arttig
gozlemlenmistir ve bu amacgla kullanilan benzer bir kompozite literatiirde
rastlanmamistir. NCQDs/Dox ve NCQDs/Dox/HA hidrojellerinin hiicre canliligi
farklarindaki artis mevcut ¢aligmadaki onceki sonuglarla uyumludur ve daha once

belirtildigi gibi Dox saliniminin asidik ortamda arttigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.73. MCF-7 hiicrelerinin (a) 24 saat boyunca pH 7,4 ve (b) 24 saat (siyah), 48 saat (kirmiz1) ve 72 saat (mavi)
icin pH 6,5’daki canliliklari.
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Sekil 4.72.”deki veriler goz Oniine alindiginda, gelistirilen NCQD/Dox/HA hidrojelleri
tiimor benzeri bir ortamda hiicre inhibisyonu i¢in miikemmel bir kapasite sergilerken
notr fizyolojik ortamdaki hiicrelere karsi neredeyse toksik olmadigi ve pH’a karsi
oldukca hassas oldugu gozlemlenmistir. Bu ¢alisma kapsaminda tasarlanan akilli ilag
tasiyici sistemin bilesenler arasindaki baglari, yerinde sol-jel gegisini ve hiicre i¢i ilag

dagilimini agiklayan sematik gosterimi Sekil 4.74.’te verilmistir.
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Sekil 4.74. Olas1 kendi kendine ¢apraz baglanan kimyasal etkilesimler ile yerinde olusturulan ¢ok fonksiyonlu

NCQDs/Dox/HA hibrit hidrojel ve tiimor hiicresi tarafindan tetiklenen salinim mekanizmast igin
sematik gosterim.

Literatiirde pH’a duyarli Dox tasinan akilli ilag dagitim sistemlerinin notr ve asidik
pH’da ilag salinim yiizdeleri ile normal ve kanser hiicre canliliginin karsilastirildigi bir
caligmaya rastlanmamustir. Antibakteriyellik, notr ve asidik pH’ta ilag salinim yiizdesi
ve ayrica hiicre canlilig1 yiizdesi icin farkl ilag iletim sistemlerini iceren bildirilmis
bir galisma daha 6nce bildigimiz kadariyla bulunmamaktadir. Bu nedenle literatiirdeki
antibakteriyellik, enjekte edilebilirlik, nétr ve asidik pH’ta ilag salinim yiizdesi ve
ayrica hiicre canlilig1 yiizdesi i¢in farkli ilag iletim sistemlerini igeren bazi ¢aligsmalar
karsilastirilmistir. Tablo 4.12.°de, NCQDs’nin normal hiicre tizerindeki hiicre
yasayabilirliginin onceki ¢aligmalara benzer oldugu fakat kanser hiicresindeki hiicre
canliliklarimin farkli oldugu goriilmektedir. Elde edilen sistem aym1i zamanda
antibakteriyel ve enjekte edilebilirdir ve asidik ortamda ila¢ salinim1 diger ¢alismalara
gore yiiksekken notr pH’da ilag saliniminin diisiik oldugu gozlemlenmistir. Bu
calismada, kanser tedavisi i¢in pH’a duyarli enjekte edilebilir yerinde olusturulabilen
(in-situ) harici olarak aktiflestirilmis Dox salinimi ile yenilik¢i tasarima sahip

NCQDs/HA/Dox ¢ok fonksiyonlu akilli hidrojel gelistirmesi amaclanmistir. NCQDs
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cok bilesenli hidrojeli kolayca tiretmek i¢in Sekil 4.74.’te gosterildigi gibi HA ve Dox
arasindaki Schiff bazi, hidrojen bag1 ve iyonik olarak bir¢ok etkilesim saglanmustir.
Zararl1 salinima sebep olabilecek ¢apraz baglanma kimyasallarimin kullanilmadigi
kendi kendine ¢apraz baglanma yoluyla olusan kararli hidrojel olusturmak igin
fizyolojik kosullar altinda olusan dinamik kimyasal ve fiziksel -etkilesimler

kullanilmistir.

Sentezlenmis NCQDs’nin biyomedikal goriintiileme uygulamasi hem kanser hiicresi
modeli olarak meme kanseri hiicresinde (MCF-7) hem de normal hiicre modeli olarak
fare fibroblast hiicresinde (L929) degerlendirilmistir. L929 ve MCF-7 hiicrelerinin
canliligi 0-500 ug/mL NCQDs (25, 100, 200, 400, 500 pug/mL) ile karigtirildiktan
sonra MTT analizi kullanilarak incelenmistir. Sekil 4.76.a’da hesaplanan sonuglardan
goriilebilecegi gibi, L929 veya MCF-7 hiicrelerinin NCQDs ile 24 saat boyunca 500
ug/mL gibi yiikksek NCQDs konsantrasyonunda bile inkiibe edilmesiyle %100’e yakin
canlilik gozlenmistir. Hela hiicresi kullanilarak hiicre canliliginin arastirildigi bir
calismada [309] benzer yanit gézlenmistir ancak akilli bir ilag verme sistemi olarak
calisiimamistir. Mevcut calismada elde edilen bu sonuglar NCQDs’nin diisiik
sitotoksisite ve iyi biyouyumluluga sahip oldugunu dogrulamakta ayrica NCQDs’nin
ilag dagitimi ve biyogoriintiileme gibi biyolojik uygulamalarda da kullanilabilecegi

anlamina gelmektedir.

NCQDs’nin ¢ok renkli biyogoriintiileme potansiyelleri NCQDs’nin (1 pg/mL) L929
ve MCF-7 hiicreleriyle 37°C’de 1 saat inkiibasyonunun ardindan konfokal floresan
mikroskop kullanilarak arastirilmistir. Sekil 4.76.b’den goriilecegi gibi MCF-7
hiicreleri yiiksek yesil, yliksek mavi ve az kirmizi floresans gostermistir. Muhtemelen
kanser hiicrelerinde yiiksek hiicresel alim ve metabolizma nedeniyle [310] boyanma
farkliliklarinin MCF-7 hiicrelerinde olduk¢a goriiniir oldugu gozlenmistir. Kirmizi
fliioresansin tamamen soldugu ve L929’da diger kanser hiicre dizilerine kiyasla daha

az fliiloresan goriintiileme potansiyeli gozlemlenmistir.



Tablo 4.12. Giincel literatiirde bazi pH’a duyarli ve Dox taginan akilli ilag dagitim sistemlerinin karsilagtirilmasi ve 6zeti.
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fla¢ Salinimi, %

Hiicre Canlilig, %

Bilesen Ilag Antibakteriyel Enjekte Edilebilir Notr pH'ta Asidik pH'ta ,.Ti?crgﬂr H}f;?jferr i Referans
Dox/HA/FA Dox Hayir Hayir ~20 ~82 ~90-100 ~45-50 [308]
Zn-HA/Dox Dox Hayir Hayir ~14 ~66 ~90-100 - [273]

FA/CH/GOQD/Dox  Dox Hayir Hayir ~10 ~60 ~25-90 ~40-70 [304]
Dox/SrHA Dox Hayir Hayir ~20 ~23 - ~50-60 [306]
NHA-Gd/Dox Dox Hayir Hayir ~25 ~65 ~80-90 ~25-40 [285]
Dox/Glut/Gly/HA Dox Hayir Hayir ~8 ~48 ~90-100 - [287]
mPEG/PCL/Imi/Dox  Dox Hayir Hayir ~20 ~60 ~90-100 ~50-60 [286]
NCQDs/Dox/HA Dox Evet Evet ~10 ~80 ~90-100 ~30-40 Mevcut ¢alisma
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Ayrica, 1929 hiicreleri mavi filtre lizerinde daha az floresan goriintii vermis fakat yine
de makul goriiniirliik sergiledikleri gézlemlenmistir. Bu sonuglar literatiirdeki ¢caligsma
[311] ile uyumludur, ancak L929 ve MCF-7 hakkinda heniiz bir ¢alismaya literatiirde
rastlanamamistir. Mevcut c¢alismada sentezlenen NCQDs’nin L929 ve MCF-7
tizerinde mavi, yesil ve kirmizi filtrelerde fliioresan 6zellikler sergilemeleri nedeniyle

In-vivo goriintiileme igin limit vaat ettikleri diistiniilmektedir.

14

(a) B Kontrol [N 25 g/mL I 100 igimL
12 [ 200 ig/m. [ 400 ug/m I 500 pg/mL

Hiicre Calihgi

Parlak alan DAPI GFP RFP

MCF-7 |

L929

Sekil 4.75. (a) 24 saatlik inkiibasyondan sonra NCQDs’nin konsantrasyonunun L929 ve MCF-7 hiicrelerinin
canlihif1 Uzerindeki etkisi (n = 3). (b) L929 ve MCF-7 hiicre hatlarinda 1 saat boyunca kiiltiirlenen
NCQDs’nin (1 pg/mL) DAPI (Mavi), GFP (Yesil) ve RFP (Kirmiz1) goriintiileri. Olgek ¢ubugu =200
pm.

Sekil 4.77.’de gosterildigi gibi, HA veya Dox konsantrasyonlarinin degistirilmesinin
NCQDs bazli hidrojellerin hiicre canliligini neredeyse etkilenmedigi ve hidrojel
gruplarinin hiicre canliliginda 6nemli bir degisiklik olmadig1 gézlemlenmistir. Dox ve

HA igerigi degisen NCQDs/Dox/HA hidrojel gruplar1 %95’in {izerinde hiicre canlilig
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sergilendigi gozlemlenmistir. Yakin zamanda bildirilen enjekte edilebilir HA bazli
kompozit ¢alismasinda [312] HA’nin belirli bir yasayabilirlige sahip oldugu
bildirilmistir. Mevcut ¢alismada da uyumlu olarak yiiksek HA konsantrasyonunda
yiiksek hiicre canliligina sahip enjekte edilebilir bir hibrit elde edilmistir. Bu ¢alismada
elde edilen sonuglar belirli miktarlarda eklenen HA veya Dox’un hiicre canlilig
tizerinde olumsuz etkisi olmadigini ve hidrojellerin akilli dagitim sistemi olarak

kullaniminin uygunlugunu gostermistir.
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Sekil 4.76. MTT ile 6l¢iilen inkiibasyondan sonra hiicre canliligi. n =3 £ SD.




BOLUM 5. GENEL DEGERLENDIRME VE ONERILER

Farkli kalsiyum kaynaklar1 kullanilarak HA’nin mikrodalga destekli biyomimetik
sentezi ¢aligmasinda farkli kalsiyum kaynaklar1 kullanilarak  biyomimetik
sentezlenmis HA’nin 6zellikleri arastirilmistir. Biyomimetik HA sentezi 15 dakika
boyunca 800W giiciinde farkli kalsiyum kaynaklarina sahip 1,5xSBF ¢ozeltisi
kullanilarak mikrodalga firminda gergeklestirilmistir. Fosfat kaynagi olan di-
amonyum hidrojen fosfat ((NH4)2HPOa), kalsiyum kaynaklari olan ise kalsiyum kloriir
(CaCly), kalsiyum nitrat tetrahidrat (Ca(NO3)2.4H20) ve kalsiyum hidroksit (Ca(OH)2)
her bir numune i¢in sirasiyla kullanilmistir. Karsilastirma igin ayrica biyomimetik HA
eldesi kalsiyum ve fosfat kaynaklar1 kullanilmadan sadece 1,5xSBF ¢ozeltisinde
gerceklestirilmistir. Sentezlenen HA tozlarindaki fazlarin varligt XRD ile analiz
edilmistir. Kristalinite ve kristal boyutlart XRD verileri kullanilarak hesaplanmustir.
Kalsiyum nitrat tetrahidrat ve kalsiyum hidroksit kaynaklar1 kullanilarak elde edilen
toz tek fazli HA iken; CaClz kaynagi icin baskin faz TCP ve ilave Ca kaynagi
icermeyen 1,5xSBF i¢in baskin faz HA olarak elde edilmistir. Bu islem kullanilarak
hegzagonal c¢ubuklar ve nano-kiiresel HA sentezlenebilecegini SEM analizleri ile
ortaya koyulmustur. EDS analizi ile Ca/P oran1 kemikte bulunan Ca/P degeri olan 1,5
‘e yakin oldugu bulunmustur. Yapilan XRD, Raman ve FTIR analizleri birbirleri ile
tutarli olarak tek fazin varliginin HA oldugunu gosterilmistir. Sentezlenen HA
tozlarmin kristal boyutu ve kristalinitesi sirasiyla 29,5 ve 45,4 nm ve 0,53-2,37
arasinda degismektedir. Elde edilen sonuglar, mikrodalga destekli biyomimetik
sentezin daha kisa islem siiresinde HA tozlar1 elde etmek icin iimit verici bir yontem
oldugunu gostermistir. Biyomimetik yontem kullanilarak {i¢ farkli Ca kaynagi ile
1,5xSBF’de mikrodalga destekli biyomimetik yontem kullanilarak sentezlenmesi,
karakterize edilmesi ve karsilastirilmasi amaglanmis ayrica daha ileri aragtirmalar igin

sonuclar yorumlanarak bazi 6nerilerde bulunulmustur.
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Grafen oksidin indirgenmesinin HA ve TCP olusumuna olan etkisi ¢aligmasinda
bifazik HA/TCP biyomineralizasyonu igin farkli oranlarda indirgenmis RGO’nun
altlik olarak biyomimetik ortamda kullanimi rapor edilmistir. RGO-HA/TCP hibrit
kompozitler SBF biyomineralizasyonu yoluyla sentezlenmistir. 3 hafta boyunca 37°C
ve 7,4 pH’da biyomineralizasyonun gerceklestirilmesi i¢in GO nanopartikiilleri
5xSBF i¢inde bekletilmeden dnce sodyum borhidriir (NaBHa) ile indirgenmistir. Tiim
GO yiizeyleri negatif yiiklidir ve nétr pH’ta GO, R1GO, R2GO, R3GO’nun zeta
potansiyelleri sirastyla —35,05, —30,01, —29,5, —29,01 ve —28,9; temas agcilari
sirastyla 33,5, 55,3, 57,4 ve 61,1 olarak bulunmustur. Raman analizi ile belirlenen Ip/lc
degerleri GO, R1GO, R2GO ve R3GO i¢in sirasiyla 1,01, 1,02, 1,04 ve 1,07°dir.
R1GO ve R2GO tiizerindeki bifazik HA/TCP ¢okelmesi XRD, FTIR ve TGA analizi
ile dogrulanmistir. GO’da oksijen igeren hidrofilik fonksiyonel gruplarin
biyomineralizasyon siireci tizerindeki etkisinin arastirilmasi amaciyla sentezlenen GO
farkli oranlarda indirgenmistir ve biyomimetik yontemle RGO numuneleri {izerinde

biyomineralizasyon gerceklestirilmistir.

Ti tzerinde biyomimetik yontemle HA olusumunda 06n yiizey islemlerin
karsilastirilmasi ¢alismasinda Ti substratindaki HA kaplama biyomimetik yontem
kullanilarak gerceklestirilmistir. pH 7,4 ve 37°C’de 1,5xSBF i¢inde bekletilen Ti
plakalar bir, iki ve dort hafta sonunda analiz edilmistir. SBF’de bekletilme islemi ilk
hafta sonunda optimum olarak secilen 6n yiizey islemi uygulanmig numune ile
stirdlriilmiistiir. Optimum ylizey isleminin belirlenmesi i¢in ii¢ farkli islem
uygulanmistir. Bunun i¢in her bir substrat 600°C’de 1 saat siireyle 1s1l islemden 6nce
ayr1 ayr1 hazirlanan NaOH, HCI ve NaOH+HCI ¢ozeltilerine daldirilmistir ve NaOH
cozeltisi ile yapilan 6n ylizey isleminin optimum yiizey islemi oldugu belirlenmistir.
Ti ylizeylerinde bifazik HA ve TCP varligi XRD ile dogrulanmistir. SEM caligmalari
ilk hafta sonunda NaOH 6n yiizey islemine tabi tutulmus Ti yilizeyinde nano-kiiresel
morfolojide olusan HA kaplamanin diger 6n yiizey islemi uygulananlara gore (HCI ve
NaOH+HCl) daha yogun oldugunu ve kaplamanin kalinliginin daldirma siiresinin
uzamastyla arttigin1 gostermistir. HA kaplama kalinliginin ikinci ve dordiincii hafta
sonunda sirasiyla 178 pm ve 340 um olarak bulunmustur. Sinterleme 6ncesi ve sonrasi

substrat iizerindeki kaplama tabakasindan siyrilan bifazik HA tozlarimin parcacik
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boyutu analizi sonucu 0,58 pum ortalama partikiil biyiikliigiine sahip oldugunu ve
pargacik boyutu dagilimimin sinterlemeden sonra azaldigi gozlemlenmistir. EDS
analizi ile HA tozlarmin Ca/P oraninin 1,5’¢ yakin oldugu karakterize edilmistir.
Raman ve FTIR sonuglart XRD ile uyumlu bir sekilde biyomimetik kaplama
isleminden sonra bifazik HA varligin1 ve sinterleme sonrasi tozlarin kristallik
derecesinde artig oldugunu gostermistir. NaOH 6n yiizey islemli Ti numunelerindeki
HA ¢ekirdeklenmesinin diger 6n ylizey islemlerden gegirilmis Ti numunelerinden
daha fazla oldugu EIS ile de dogrulanmistir. 1 saat siireyle 600°C’de 1s1l islemden 6nce
kaplama kalitesini iyilestirmek icin Ti yiizey iizerinde li¢ tip On ylizey islem
kullanilmistir: alkali, asit ve alkali+asit. Bu islemlerin Ti iizerinde CaP olusumunu

arttirmaya yonelik etkileri incelenmistir.

Kemik doku mithendisligi i¢in 3B gozenekli Col/fMWCNT/CS/HA kompozit iskeleler
calismasinda dondurulmalar1 (—40°C ve 0,9°C/dKk) sonrasinda liyofilizasyonla (48
saat, 0°C ve 200 mtorr) iiretilen yeni Col/fMWCNT/CS/HA kompozit iskeleleri
tiretilmistir. 3B gozenekli Col, CS, Col/fMWCNT ve Col/fMWCNT/CS iskelelerinin
karsilastirilmasi i¢in basma (523°ten 1112 kPa’ya kadar), sisme (%513,9+27°den
%481,05+£25’e kadar), gozeneklilik (%98+0,15’ten %95,7+0,1’e kadar), temas agis1
(87,8°’den 76,7°’ye kadar) Ol¢timleri biyomineralizasyon oncesi ve sonrasi
incelenmistir. Biyomineralizasyon konsantre SBF’de (10xSBF, 37°C ve 6,5 pH)
biyomimetik yontemle gerceklestirilmistir. XRD, SEM, EDS, FTIR, TGA, Optik
mikroskop ve BET sonuglari Col, CS ve Col/fMWCNT iskelelerine kiyasla,
Col/f MWCNTY/CS iskelelerinin daha yiiksek in-vitro biyoaktiviteye, genis yiizey
alanma (11,746 m?/g), iyi bir gozenek hacmine (0,026 cc/g) ve birbirine bagh
gozenekli mikro yapiya (20-350 um gozenek boyutu ile) sahip oldugunu gostermistir.
Son olarak Col, fMWCNT, CS ve HA’nin avantajli 0zelliklerini igeren
Col/fMWCNT/CS iskelelerinin iyi biyouyumluluga sahip oldugunu gosteren
sitotoksisitesi MTT analizi ile degerlendirilmistir. Yeni bir yiiksek gézenekli (>%95)
3B Col/fMWCNT/CS/HA kemik yapr iskelesini olugturan bilesenler her birinin ayri
ozelliklerinden [112] ve birbirleriyle baglanmalarindan dolay1 secilmistir. Ayrica
tretilen yapr1 iskelesinin  biyomimetik  yontemle kemik benzeri HA

biyomineralizasyonunu arttirilmast amaglanmistir. SBF kullanilarak gergeklestirilen
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bu yontem yiiksek islem sicakligi veya 6zel ekipman gerektirmeden malzeme iizerinde
kemik benzeri HA’y1 homojen dagilim zorlugu olmadan kendiliginden bir araya
getirebilir. Elde edilen yap1 iskelesinin mekanik ve biyomineralizasyon 6zellikleri
kayda deger bir sekilde iyilestirilmistir. Hazirlanan biyomimetik nanokompozit olan
3B Col/fMWCNT/CS/HA gozenekli yapi iskelesinin kemik doku miihendisligi

alaninda kullanilmak i¢in uygun oldugu bulunmustur.

Yeni m-5xSBF’de monofazik brushitin Ti6Al4V {izerinde biyomimetik yontemle
kaplamasi ¢aligmasinda 37°C ve pH 6’da m-5xSBF ve 5xSBF ¢ozeltilerinde
biyomimetik CaP kaplama oncesi plakalar Nao23TiO2 faz olusumu ile sonuglanan
alkali isleme maruz birakilmistir. Bu ¢alismanin amaci yeni bir biyomimetik ortamda
Ti6Al4V substrati iizerindeki CaP ¢ekirdeklenmesini incelemek ve 2 giinde homojen
morfolojide olan tek fazli CaPs kaplamasini elde etmekti. Basarili bir sekilde
kaplanmis yiizeylerin karakterizasyonu SEM, EDS, FESEM, FTIR, Raman ve temas
acist Olgiimleri ile gergeklestirilmistir. Yiizeydeki kaplanmig CaP tozlarinin faz
olusumu (Nao23TiOz, 22-1404; TiO2, 21-1276; CaHPO4(H20)2, 72-0713 ve
Cas(PO4)30H, 09-0432), ortalama pargacik biiyiikligi dagilimi (HA igin 0,1-1,8 um
ve brushit i¢in genislik ve uzunluk sirasiyla 0,5-4,7um ile 10,7-239,4 um), faz
dontisiimleri (brushitten kalsiyum pirofosfata) sirastyla XRD, DLS teknigi, BET ve
TGA ile incelenmistir. Sonug¢ olarak, m-5XxSBF biyomimetik ortamda Ti6AlI4V
tizerine ilk kez monofazik brushit fazinin kaplanmas1 miimkiin olmustur ve monofazik
brushit kaplamali yiizey karakterizasyonu 5xSBF’de elde edilen HA kapl yiizey ile

karsilastirilmistir.

Cozelti ve kalsinasyon siiresinin sol-jel HA sentezi iizerine etkisi ¢alismasinda nano
boyutlu HA farkli kalsinasyon siirelerinde (1s, 2s ve 4 s) H3POs ve Ca(OH). baslangig
maddeleri kullanilarak pH 11°deki su ve etanol bazl ¢ozeltilerde sol-jel metodu ile
sentezlenmistir. Kalsinasyon siiresinin ve ¢ozeltinin HA nanopartikiillerinin kristalligi,
morfolojisi ve safsizlik fazlar1 iizerindeki etkileri FTIR, SEM, EDS ve XRD
karakterizasyonlari ile incelenmistir. Sentezlenen numunelerin kristal boyutunun ve
kristalinite kesrinin kalsinasyon siiresi ile arttigr bulunmustur. C6zelti ortamina gére

su bazli ¢oziiciide yalnizca safsizlik olarak CaO olusumu goézlemlenmisken etanol
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bazli ¢oziicide CaO ve Ca(OH). safsizliklar1 karakterize edilmistir. Parametrelere
bagli olarak en diisiik kristallik 0,92 ve en yiiksek kristallik 1,73 olarak bulunmustur.
Sentezlenen toz numunelerdeki Ca/P oraninin kemigin oranina en yakin olarak 1,518
oldugu bulunmustur. Sonug olarak kalsiyum hidroksit ve fosforik asit kullanilarak
sentezlenen nano boyutlu HA i¢in 1 saatlik kalsinasyon siiresinin kullanildigi su bazli
sol-jel islemi optimum olarak tanimlanmistir. HA iiretmek i¢in bir¢ok yontem
kullanilmasina ragmen sol-jel islemi ile ilgili gesitli parametrelerin nano boyutlu tozun
sekli, kristalligi ve biiylikligii tizerindeki etkisini arastiran ¢alismalar kisitlidir [313].
Bu ¢alismada sol-jel yontemiyle sentezlenen HA tozunun 6zellikleri karistirma siiresi,
ortam pH’1, yaslanma siiresi, Ca/P orani veya sicaklik gibi islem parametrelerinin
degistirilmesiyle arastirilmistir. Kalsiyum hidroksit ve fosforik asitin kalsiyum ve
fosfat kaynagi olarak kullanildigi sol-jel yontemi ile ilgili olan literatiir ¢alismalarinda
kalsinasyon siiresi parametresi ile ayni zamanda Ve etanol ile suyun kullanildigi ¢6zelti
parametresinin yer aldigi ¢calismaya rastlanmamistir. Bu parametrelerin degistirilmesi

ile elde edilen HA numunelerinin yapisal karakterizasyonlar1 gerceklestirilmistir.

Ag, Zn veya Co katkili HA ’nin biyomimetik sentezi ve fonksiyonel Ti iizerinde Ag,
Zn veya Co katkilit HA/f/MWCNT kompozitinin kaplanmasi ¢alismasinda biyomimetik
islem  kullanilarak  basariyla  sentezlenmis olan  yeni kompozit silan
fonksiyonellendirilmis Ti yiizeyine kovalent immobilizasyon yoluyla kimyasal olarak
kaplanmigtir. Uygulanan yiizeysel islevsellik ve biriktirme yaklasimda NaOH ve
APTES ile 6n isleme tabi tutulmus Ti Ozellikleri kompozit kaplama Oncesi
incelenmistir. MWCNT yiizeyinde asidik islemle oksijenli fonksiyonel gruplar
olusturulmustur. Sentezlenen tozlar SEM, XRD, EDS, TGA, FTIR, Raman
kullanilarak karakterize edilmistir. Substratlarin yiizey enerjileri kaplama ile birlikte
46,03 mN/m (Ti)’den 43,79 mN/m’ye (Ti/fMWCNT/Ag, Zn veya Co katkili HA)
distirilmistir. APTES, fMWCNT ve katkilanmamis veya katkili HA igeren Ti
yiizeylerinin temas agilart 40,03+£1,2°°den 49,05+1,6°’ye artmistir. Sonuglar
hazirlanan SBF ortamina ilave edilen Ag®, Zn?* veya Co?"’nin HA kafes yapisina
strastyla %1,06, %1,86 ve %1,78 oraninda yerlestirildigini gostermistir. Sentezlenen
kompozitlerin ~ biyouyumlulugu  in-vitro  MTT  analizleri  kullanilarak

degerlendirilmistir ve hiicre canlilif1 izerinde olumsuz bir etki gézlemlenmemistir. Bu



177

calisma TIMWCNT/Ag, Zn veya Co katkilt HA kaplamasinin biyomalzeme kaplama
alanlarindaki potansiyel uygulamalar icin gelecek vaat ettigini gostermektedir.
Calismanin amaci biyomimetik yontemle katkili HA sentezini arastirmak ve
fonksiyonellendirilmis Ti substrat {izerinde katkih HA ve fMWCNT kompozit
kaplamasin1 gerceklestirmektir. Bu ¢alismada, Ag*, Zn?* veya Co?* iyon katkilari igin
giimiis nitrat, ¢inko nitrat veya kobalt nitrat baslangi¢ maddelerini igeren SBF
kullanilmistir. Ag®, Zn?* veya Co?* ikamesinin HA’nin kristal yapisi iizerindeki etkisi
incelenmistir. SBF’den elde edilen tozlarin fizikokimyasal karakterizasyonlar
gerceklestirilmistir.  Bifonksiyonel katman olan APTES’in  Ti yiizeyine
immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Baglanma katmaninda bulunan reaktif u¢ amin
gruplart amid baglarinin olusturulmasi sayesinde f/MWCNT yapisinda negatif yiikli
fonksiyonel gruplari tasiyan biyofonksiyonel fMWCNT/katkih HA kompozit
kaplamasinin kovalent baglanmasi i¢in kullanilmistir. Béylece oksijen gruplari igeren
MWCNT ve katkili HA’dan olusan kompozit alkali islem goérmiis ve APTES ile
fonksiyonellendirilmis Ti ylizeyine kovalent olarak kaplanmistir. Hazirlanan HA ve
kompozit kaplamalarin FTIR, Raman, XRD, temas agis1 ve yiizey enerjileri

degerlendirilmistir.

Kanser tedavisine yonelik uyarana duyarli akilli ila¢ dagitim sistemi olarak NCQDs
bazli enjekte edilebilir kendiliginden ¢apraz baglanan ve yerinde olusan yeni ¢ok
fonksiyonlu hidrojel ¢alismasinda kanser tedavilerinde kullanilmak {izere yeni bir
enjekte edilebilir, pH’a duyarli ve yerinde olusan akilli ila¢ dagitim sistemi gelistirmek
icin kolay bir yaklasim sunulmustur. NCQD, Dox ve HA igeren gelistirilmis
hidrojeller yerinde kendi kendine ¢apraz baglanma yoluyla elde edilmistir.
Sentezlenen nanomalzemelerin karakterizasyonu, bilesenler ve NCQD/Dox/HA
hidrojel yapis1 arasindaki etkilesimler TEM, FESEM, EDS, FTIR, XPS, XRD, Zeta
potansiyeli, DLS, UV-Vis, SEM, jellesme siiresi, enjekte edilebilirlik ve DST
Olciimleri ile gergeklestirilmistir. Ek olarak S. aureus’a karsi antibakteriyel
degerlendirme yapilmigtir ve HA bilesigi hibrit hidrojelin antibakteriyel aktivitesini
onemli Gl¢iide arttirmistir. Tiimor hiicresi mikro-ortamini taklit eden pH degeri 5.5
olan ortama antikanser ila¢ salinimimin pH 6,5 ve 7,4’iin degerlerindeki yani normal

fizyolojik araligindaki salinimina kiyasla daha yiiksek oldugu bulunmustur. MTT
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hiicre deneyleri NCQDs’nin ve NCQDs/Dox/HA hidrojellerinin sitotoksik davranigini
arastirmak icin L1929 fibroblastik hiicre ¢izgileri kullanilarak gerceklestirilmistir.
NCQDs/Dox/HA hidrojeli MCF-7 kanserli hiicresi i¢inde Dox’u spesifik olarak asidik
pH’ta iletebilmistir. NCQDs kullanilarak hiicre hatt1 goriintiilenmistir ve goriintiilleme
uygulamalarindaki kullanimlar1 ile canli hiicre sistemindeki ¢ok renkli 6zellikleri
degerlendirilmistir. Yenilik¢i ve c¢ok fonksiyonlu ilag dagitim sistemi olan
NCQDs/Dox/HA hidrojeli gelecekteki akilli ilag teslimi ve hastalik tedavisi

uygulamalari igin ilgi ¢ekici bir minimal invaziv malzeme olarak iimit vaat etmektedir.

Farkli kalsiyum kaynaklari kullanilarak HA’nin mikrodalga destekli biyomimetik

sentezi ¢alismasindan elde edilen genel degerlendirme su sekilde 6zetlenebilir:

— Mikrodalga destekli biyomimetik HA ve bifazik TCP/HA nanokristalleri hem
kalsiyum ve fosfat kaynagi olan hem de olmayan 1,5xSBF’de sentezlenmistir.

— SEM goriintiileri morfolojilerin ve partikiil boyutlarmimn farkli kalsiyum
kaynaklar1 kullanilarak degistigini gostermistir. 1,5XSBF ¢ozeltisine kalsiyum
kaynagi olarak CaCly, Ca (NO3)2.4H20 ve Ca(OH): ilavesiyle homojen altigen
cubuk benzeri yapilar elde edildigi ortaya koyulmustur. Daha kiiciik partikiil
boyutlu toz ve kiire benzeri morfoloji herhangi bir kalsiyum ve fosfat kaynagi
ilavesi olmadan elde edilmistir. Numune-1’de tozlarin dikkate deger sekilde
topaklanmasi da gdzlemlenmistir.

— EDS alan analizi sonuglari Numune-2 ve 4’teki Ca/P oraninin kemik
yapisindaki HA’nin orani olan 1,5 oranina en yakin oldugunu gdstermistir. CI
elementi EDS ile tespit edilmistir ve dzellikle Numune-3’teki yiiksek miktarda
Cl’un HA kristal yapisinin i¢inde olabilecegini XRD’ye ek olarak EDS analizi
gostermektedir.

— XRD paternleri Numune-1’in bifazik HA ve TCP fazlarina sahip oldugunu
gosterirken Numune-2°nin monofaz HA yapisinda oldugunu gdstermistir.
Numune-3 ve 4’iin klor katkili HA ve TCP fazlar1 oldugu gézlemlenmistir.

— Numunelerin kristal boyutu, kristal yogunlugu ve kristaliniteleri XRD verileri
kullanilarak hesaplanmistir. X¢ degerleri Numune-1 i¢in artarken Numune-4

icin azaldigi  bulunmustur. Numunelerin  kristal boyutu kalsiyum
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kaynaklarindan belirgin sekilde etkilenmemistir ve en diisiik kristal boyutu
Numune-4’te gozlemlenmistir. Numunelerin kristal yogunluklarimin 3,15
g/cm? ile 3,31 g/cm?® arasinda degistigi gozlemlenmistir.

Numunelerin Raman ve FTIR spektrumu XRD analizini dogrulamistir.

Klor ile siibstitiie edilmis HA sentezi i¢in 1,5xSBF’de Ca(OH). ve
(NH4)2HPO4’tin  kullanilmasinin uygun oldugu gosterilmistir. Ca(OH)g,
Ca(NO3)2.4H20 ve (NH4)2HPO4 baslangi¢c malzemelerinin kalsiyum ve fosfat
kaynagi olarak kullanilmasiyla hegzagonel HA elde edilmistir. Bifazik
TCP/HA hem CaCl> ve (NH4)2HPO;4 tarafindan hem de 1,5xSBF’de herhangi
bir ilave kalsiyum ve fosfat kaynagi kullanilmadan elde edilmistir.
Numune-4’iin icerdigi klor varligi en diisiik pargacik boyutu ve kristallik,
uygun Ca/P orani, biyoaktivite i¢in bifazik yap1 ve osteoblast cogalmasi gibi
genel Ozelliklerinden dolayir biyomalzeme olarak timit verici oldugu iddia
edilebilir. Numune-2’nin iki fazli olmasi, Numune-3’teki klor varligi ve her iki
numunenin altigen morfolojiye sahip olmalari nedeniyle Numune-2 ve 3 aday
biyomateryaller olarak diisiiniilebilir.

HA kaplamalarin Ti bazli implantlar {izerinde osteointegrasyon etkisi oldugu
bilinmektedir [314] bu etki mikrodalga destekli kaplamalarlar i¢in de s6z
konusudur [315]. Numune-4 diger numunelere kiyasla daha kii¢iik bir boyuta
sahiptir. Kiiglik partikiillii biyomalzemelerin biiyiik partikiillere kiyasla daha
Iyi biyoaktiviteye sahip olduklari bilindiginden [316] mikrodalga destekli
kaplamalarla osteointegrasyon ve osteoblast ¢ogalmasinin artacagi ve klinik
uygulamadaki kemik greft ikamelerinin Numune-4 kullanilarak yapilabilecegi
distiniilmektedir.

Mikrodalga destekli biyomimetik HA sentez yonteminin literatiirde ¢ok nadir
uygulandigi gozlemlenmistir. Bu ¢alisma fazlar, kristallik ve boyutlar gibi
farkli ozelliklerde HA elde etmek i¢in bu sentez yoOnteminin basariyla
kullanildigint  gostermistir. Ayrica raporumuzun sonuglart muhtemelen
biyomimetik mikrodalga destekli kaplama yontemi ile biyomalzemenin elde
edilmesi i¢in Ti bazli implant yiizeyinde farkli 6zelliklere sahip HA fazlarinin

birikmesine yol acacag diisiiniilmektedir.
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Grafen oksidin indirgenmesinin HA ve TCP olusumuna olan etkisi ¢alismasindan elde

edilen genel degerlendirme su sekilde 6zetlenebilir:

— RGO-HA/TCP hibrit kompozitler farkli indirgeme oranlarinda SBF’de
biyomimetik mineralizasyon yoluyla basariyla sentezlenir.

— Hummer ve Offeman yontemi ile hazirlanan GO nanopartikiilleri biyomimetik
mineralizasyonu gerceklestirmek i¢in 3 hafta boyunca 37°C’de ve 7,4 pH’ta
5xSBF’ye batirilmadan 6nce farkli NaBH4 oranlariyla indirgenmistir.

— GO, R1GO, R2GO ve R3GO’nun noétr pH’daki zeta potansiyelleri sirasiyla
—35,05, —30,01, —29,5, —29,01 ve —28,9 idi.

— Optik tansiyometre ile belirlenen GO, R1GO, R2GO ve R3GO temas agilari
sirastyla 33,5°, 55,3°, 57,4° ve 61,1°’dir.

— Raman tarafindan belirlenen Ip/lg degerleri GO, R1GO, R2GO ve R3GO ig¢in
sirastyla 1,01, 1,02, 1,04 ve 1,07°dir.

— Indirgeme isleminden sonra UV-Vis tarafindan dogrulanan 254 nm’deki
maksimum tepe noktas1 NaBHg ile indirgenme sonras1t R1GO, R2GO ve R3GO
i¢in sirastyla 260, 264 ve 267 nm’ye kaydirilmistir.

— Iki fazli HA/TCP varhig ve GO’nun indirgenmesi XRD analizi ile
dogrulanmistir. Biyomineralizasyon oncesi GO tabakalari once RGO
tabakalarina kiyasla burusuk tabaka benzeri bir yap:1 ve azaltilmis yanal boyut
gostermistir.

— GO’nun belirli bir oranda (R2GO) indirgenmesi HA/TCP olusumu {izerinde
olumlu bir etkiye sahipken XRD, FTIR ve TGA analizleriyle teyit edilen asir1
indirgenme durumunda ise olumsuz etkiye sahiptir.

— Karboksil gruplarinin hidroksil gruplarina indirgenmesiyle
biyomineralizasyonun arttigi bulunmustur. Asir1 indirgenme hidroksil
gruplarinin azalmasiyla sonuglanmistir ve bu nedenle biyomineralizasyon
hizinda azalmaya yol agmuistir.

— Bu ¢alisma, doku miihendisligi alanindaki biyomalzemelerin hazirlanmasina

yonelik biyomineralizasyon siirecinin kisaltilabilecegini gostermistir.



181

Ti tlizerinde biyomimetik yontemle HA olusumunda on yiizey islemlerin
kargilastirilmast  ¢alismasindan elde edilen genel degerlendirme su sekilde

Ozetlenebilir:

— Apatit ¢cekirdeklenmesini homojen hale getirmek ve gerekli bir TiO2 tabakasi
olusturmak i¢in 1,5xSBF igerisinde gergeklesen biyomimetik kaplamada
NaOH o6n ylizey islemi diger on yiizey islemleri olan HC1 ve NaOH+HCI
islemlerine kiyasla daha tistlindiir.

— Ilk haftada gerceklestirilen SEM ve EDS analizleri sonras1 optimum 6n yiizey
islemli Ti ylizeyi 4. haftaya dek 1,5xSBF’de tutulmaya devam etmistir.
Kalsiyum ve fosfat iyonlarindan olusan tabakanin ikinci haftadan dérdiincii
haftaya kadar katman katman arttigi gériilmustiir.

— Doérdiincii haftanin sonunda 1,5xSBF’de kaplanmis bifazik HA tozlarinin Ca/P
orani 1,3 olarak bulunmustur.

— 1 saat boyunca 600°C’deki 1s1l iglem sonrasinda NaOH 6n yiizey islemli Ti
yiizeyinde HA olusumunu destekledigi bilinen TiO> tabakasinin diger 6n yilizey
islemli Ti plakalarina kiyasla daha fazla olustugu analiz edilmistir.

—  Onyiizey islemi ardindan elde edilen |Z| degerleri Nyquist grafikleri ile uyumlu
olarak su sira ile artmaktadir: NaOH+HCI<KHC1<NaOH. NaOH o6n yiizey
islemli Ti numuneleri SBF ¢ozeltisinde daha diisiik bozunma hizina ve HCI 6n
yiizey islemli numunelere kiyasla iyon salinimini 6nleyen yiizeye sahiptir.

— Kaplanmis katmanlarin 950°C’de sinterlenmesinden 6nce ve sonra elde edilen
Raman ve FTIR sonuglar1t XRD verilerinden hesaplanan kristalinite ile uyum
i¢cindedir.

— Sinterlenmis bifazik HA tozunun ortalama parcacik boyutu 2,36 ve 46,32 um
arasinda degisirken sinterlenmis olan bifazik HA tozunun ortalama pargacik
boyutu 0,58 pm’dir.

— Bifazik (HA ve B-TCP) kemik tozundan olusan biyotabakanin kaplama
kalinlig1 optimum segilmis alkali islem ile muamele edilmis Ti yiizeyinin

1,5xSBF yerlestirilmesi sonrasi basariyla arttirilmistir.
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— Herhangi bir ilave kalsiyum ve fosfat kaynagi olmayan 1,5xSBF’de kemikteki
apatit yapisindakine benzer olan kaplama tabakas1 biyomimetik olarak basarili

bir sekilde olmustur.

Kemik doku miihendisligi i¢in 3B gozenekli Col/fMWCNT/CS/HA kompozit yapi

iskeleleri calismasindan elde edilen genel degerlendirme su sekilde 6zetlenebilir:

— Bu c¢alismada, yeni bir yapay yiiksek gozenekli (>%95) 3B
Col/fMWCNT/CS/HA  kemik  yapt  iskelesinin  gelistirilmesi  ve
karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

— Insan kemiginin organik ve inorganik yapisini olusturan fazlar sirasiyla Col ve
HA fazlar1 oldugundan dolay1 diger ¢alismalarda kullanilan CS tabanli iskele
yerine [242, 317] Col bazli yap1 iskelesi kullanilmis ve ek olarak HA yiizeyde
birikmistir.

— Calisma sonuglari kimyasal olarak fonksiyonellendirilmis MWCNT ve CS ile
modifiye edilmis Col’den olusan ve liyofilizasyon ile elde edilen yapi
iskelelerinin  kemik doku miihendisligi i¢in uygun Ozelliklerde oldugu
bulunmustur. Elde edilen 3B go6zenekli Col, CS, Col/fMWCNT ve
Col/fMWCNT/CS yapr iskelelerinin dzellik ve yapi iligkisinin karsilagtirmali
bir degerlendirmesini agiklamaktadir.

— 3B gozenekli Col/fMWCNT/CS yap1 iskelesinin biyomineralizasyonu
incelenmistir ve in-vitro biyomimetik yontemle konsantre SBF ¢6zeltisi i¢inde
yapi iskelesinin yiizeyinde HA ¢ekirdeklenmistir. XRD (31,9°2°daki (211) piki
latis sabitleri a=b=9,418 ve ¢=6,884 A olan hegzagonal HA’ya karsilik
gelmektedir), FTIR (1017, 962, 592 ve 468 cm"deki pikler PO3~’nin v, vi,
v4 ve v2 gerilme modlarina karsilik gelmektedir), SEM ve Optik mikroskop
karakterizasyonlar1 gergeklestirilmis ve c¢okeltinin kemik benzeri apatitten
olustugu gézlemlenmistir.

— Kemik dokusundaki ECM’nin ozellikleri taklit etmek baglantili poroz yapidan
(%95,7+0,1 gozeneklilik ve 20-350 um gézenek biiyiikligii) dolay: in-vitro
biyoaktivite (SEM, Optik mikroskop, FTIR ve XRD sonuglarindan
goriilebilecegi gibi) ve artmis mukavemet (524 kPa’dan 1112 kPa’ya)
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sergileyen 3B gozenekli Col/fMWCNT/CS kompozit yapr iskelesi
gelistirilmistir.

Elde edilen 3B gozenekli Col/fMWCNT/CS/HA iskeleleri artan hidrofiliklikle
(87,8°’den 76,7°°ye) birlikte Col (211 kPa), CS (284 kPa) Col/fMWCNT (311
kPa) ve Col/fMWCNT/CS (524 kPa) yap: iskeleleri ile karsilastirildiginda
gelistirilmis mekanik 6zellik (1112 kPa) sergilemistir.

3B goézenekli Col/fMWCNT/CS/HA iskeleleri iyi PBS emilimi (481,05+%25)
dahil olmak iizere c¢esitli sinerjik etkiler gostermistir ve kemik doku
miithendisligi alanindaki yiiksek biyoaktif yapi iskelelerinin gelecekteki

uygulamalarinda bir yere sahip olacagina inanilmaktadir.

Yeni m-5xSBF’de monofazik brushitin Ti6Al4V {izerine biyomimetik yontemle

kaplamasi ¢calismasindan elde edilen genel degerlendirme su sekilde 6zetlenebilir:

Monofazik HA ve brushit Ti6Al4V {izerine basariyla biyomimetik olarak
yerlestirilmistir.

Bu calisma ilk kez yenilik¢i m-5xSBF ¢ozeltisinin kemik olusumunda 6nemli
olan monofazik brushit biyoseramiginin biyolojik kosullarda farkli sekillerdeki
implant malzemelerine uygulanmasina izin verdigini bildirmistir.
m-5xSBF’de kolayca uygulanabilen biyomimetik yontem kullanilarak elde
edilen monofazik brushit kapli implantlarin diger CaP biyoseramik kapl
implantlara  kiyasla in-vivo kemik yenilenmesini hizlandiracagina

inanilmaktadir.

Cozelti ve kalsinasyon siiresinin sol-jel HA sentezi iizerine etkisi ¢alismasindan elde

edilen genel degerlendirme su sekilde 6zetlenebilir:

HA numuneleri, farkli proses parametreleriyle hem sulu hem de alkolli
¢oOzeltilerde basariyla sentezlenmistir.
En diisiik kristallik HA2 numunesinde 0,92, en yiiksek kristallik HA6

numunesinde 1,73 olarak bulunmustur.
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— Kemige en yakin Ca/P atom oram1 1,518 olarak HA6 numunesinde
gorilmistiir.

— Sentez isleminden sonra ¢6zelti ortam1 ve kalsinasyon siiresine bagli olarak
baskin HA faz1 ile birlikte az miktarda CaO ve Ca(OH): fazlar1 da elde
edilmistir.

— Parametrelerinden biri olan kalsinasyon siiresi su bazli ¢ozelti i¢inde baskin
elde edilen HA bilesiginin safligin1 6nemli derecede etkilemektedir.

— Kalsiyum hidroksit ve fosforik asit kaynaklari ile pH=11"de gerceklestirilen
HA sentezi i¢in Su bazli ¢oziicliide 950°C’de 1 saatlik kalsinasyon siiresinin en

uygun oldugu bulunmustur.

Ag, Zn veya Co katkili HA nin biyomimetik sentezi ve fonksiyonel Ti iizerinde Ag,
Zn veya Co katkili HA/fIMWCNT kompozitinin kaplanmasi ¢alismasindan elde edilen

genel degerlendirme su sekilde 6zetlenebilir:

— Katkili ve Ag, Zn veya Co katkili HA tozlar1 c-SBF kullanilarak yiiksek
sicaklikta iglem yapmadan biyomimetik yontemle tek bir adimda basariyla
sentezlenmistir.

— Oksijen igeren hidrofilik gruplar (-COOH, -OH ve -C=0) MWCNT lerin
yiizeyine kazandirilmistir.

— Sentezlenen HA’larin elektrostatik ¢ekim ile fIMWCNT ’lere yonlendirilmesi
fMWCNT ve HA arasinda siki bir araylizey ve kimyasal baglanma ile
sonuglanmuistir.

— Silan ile muamele edilmis Ti’deki ¢apraz baglanmis kompozit kaplamanin
capraz baglanmamis kompozit kaplamaya gore daha yiliksek bir yapisma
kuvvetine sahiptir.

— fMWCNT ve HA kullanilarak Ti ylizeyinin biyomimetik kaplanmasi HA
iceren Col fibrillerinden meydana gelen insan kemigini taklit etmektedir.

— Silan fonksiyonellendirilen Ti yiizeyinde fMWCNT/katkili HA kompozit
kaplama faydali, 6zel yontemler gerektirmeyen, gerg¢eklestirme kolayligi sunan

ve diisiik sentez maliyetine sahip bir biyokaplama oldugu i¢in islem gérmemis
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Ti’ye kiyasla implant 6zelliklerini gelistirmek i¢in kolayca uygulanabilir yiizey
biyomodifikasyonu agilarindan umut vericidir.
— Katkilanmamig ve katkilanmis HA’larin hiicre degerlendirmesi MTT testi ile

gercgeklestirilmis ve hiicre canliligi iizerinde olumsuz bir etki gézlenmemistir.

Kanser tedavisine yonelik uyarana duyarli akilli ilag dagitim sistemi olarak NCQDs
bazli enjekte edilebilir, kendiliginden capraz baglanan ve yerinde olusan yeni ¢ok
fonksiyonlu hidrojel ¢alismasindan elde edilen genel degerlendirme su sekilde

Ozetlenebilir:

— Dox’u verimli bir sekilde tasinmasi i¢in yeni bir enjekte edilebilir pH duyarh
NCQD/Dox/HA hidrojel akilli ila¢ dagitim sistemi gelistirilmistir. Bilesenleri
arasindaki Schiff bazi, iyonik ve H-bag etkilesimleri kombinasyonu yoluyla
Kendi kendine c¢apraz baglanan hidrojel fizyolojik kosullarda yerinde
tretilmistir.

— Biyoaktif HA’ya sahip enjekte edilebilir ve kovalent bagli NCQDs bazli
hidrojelin yerinde jellesmeyle basariyla gergeklestirildigi gozlemlenmistir ve
bu nedenle viicut sicakliginda uygun bir enjekte edilebilirlige sahiptir.

— Schiff baz1 ve HA’ nin asitlik hassasiyeti Dox konjuge hidrojellerinden farkl
pH’larda oldukga hassas bir ilag salinim profili sergilemesi MTT testi, UV-Vis
spektrometrisi ve floresan mikroskop goriintiileri ile dogrulanmustir.

— Enjekte edilebilir akilli ilag tasiyicit hidrojel NCQDs-Dox arasindaki Schiff
bazi reaksiyonu ve NCQDs-HA ve Dox-HA arasindaki iyonik etkilesimler
yoluyla jellestirilmesi NCQDs bazli hibrit hidrojel igine ilag yiliklemek igin
yeni bir yontem sunmaktadir.

— NCQDs/Dox/HA dokularin taklit edildigi ortamda hem zamana hem de pH’a
bagl ila¢g salinmimi gostermistir. pH duyarli hazirlanan hidrojel kanserli
dokulardaki nispeten diisiik pH’tan dolay1 ilacin normal dokulardaki yan
etkisini azalttigindan kemoterapi i¢in faydali olacag diisiiniilmektedir.

— NCQDs/Dox/HA hibritlerinin S. aureus’a kars1 giiglii in-vitro antibakteriyel

ozellik sergiledigi gdzlemlenmistir.
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Hidrojellerden salinan Dox’un in-vitro etkinligi ve sitotoksisitesi 1.929 ve
MCF-7 hiicreleri ile incelenmis ve hidrojellerin sitotoksik etkisi
gozlenmemistir.

Hidrojeller dogal pH’da MCF-7 hiicreleri igin toksik degilken asidik pH’da
hidrojellerden salinan Dox etkili bir sekilde hiicre 6liimiine neden olmustur ve
akilli ilag dagitim sistemi olarak iyi bir potansiyel gostermistir.

Bilindigi kadartyla ila¢ nanotasiyicilar1 olarak ve/veya Dox’un taginimi igin
NCQDs bazli pH duyarli ve enjekte edilebilir NCQDs/Dox/HA hidrojel akilli
ilag dagitim sistemleri ile ilgili acik literatiirde daha once bir g¢aligma
sunulmamustir. Genel olarak elde edilen sonuglar enjekte edilebilir pH duyarl
akilli NCQDs/Dox/HA hidrojellerinin yeni bir pencere sunmasi ve daha iyi bir
yasam kalitesi i¢in gelecekteki klinik uygulamalara dahil edilebilir olmasindan
dolay1 bir sonraki adim olarak gerceklestirilmesi planlanan in-vivo antitimor

tedavisi icin umut verici bir nanoterapétik ajan oldugunu gostermistir.

Bu calisma sonunda ileride iizerinde arastirma yapilmasi i¢in Oneriler:

Mikrodalga destekli biyomimetik yontem ile elde edilen Numune-4’e ait nano
boyutlu HA ayni1 zamanda sentez ve kaplama asamalari birlestirilebilir ve farkli
substratlar tizerine kaplanmasi ¢alismayi ileri seviyeye tasiyabilir.
Biyomimetik yontemle gerceklestirilmis olan Ti ve Ti6Al4V ylizey
kaplamalarina katkilanmis iyonlarn salinimi ve ilag ilave edilmesiyle ilag
salinim Ozellikleri ayrica incelenerek biyomimetik yontem ve ila¢ yliklenmesi
birlestirilerek literatiire ek bilgi saglanabilir.

Yap iskelelerinin hidrojel formlar1 kullanilarak Ti veya Ti6Al4V gibi bir
substrat tizerinde liyofilizasyonla katman-katman poroz bir sekilde elde
edilmesi amaglanan bir kaplama ¢alismast denenebilir. Eger farkh
katmanlardan olusan kaplamalar liyofilizasyonla poroz bir sekilde kaplanmasi
gergeklestirilirse  yiik  tasiyict  kemik ikameleri olarak incelemeler
gerceklestirilebilir. Ayrica katmanlar arasindaki bolgeye olacak olan ilag

yiikleme caligmasiyla arastirma genisletilebilir.
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— Biyomimetik yontemle sol-jel yonteminin birlestigi art arda gelen sentez
basamaklarini igeren bir deney tasarlanabilir. Boylece hem yenilik¢i hem de
sol-jel ile biyomimetik yontemin avantajlari kullanilabilir.

— Hayvan deneyleri i¢in etik izinlerin alinmas1 miimkiin olursa sentezlenen yap1
iskelelerinin  slingerimsi kemik dokulartyla olan uyumluluklarinin ve
sentezlenen hidrojellerin in-vivo tiimoér dokular1 ortamina etkilerinin
arastirilmalar1 gergeklestirilebilir ve in-vitro incelemeler bir adim ileriye

taginmis olur.

seklinde 6zetlenebilir
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