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Abstract

One of the most remarkable technologies for developing tissue engineering and artificial organ systems
is 3D printers. 3D printers are a very fast developing technology that enables you to produce 3D solid
objects from virtually virtualized data. Almost all 3D science printers used in the field of bioprinter,
medical applications in the production of tissue and organ production has come forward. The first
biological material printed with bioprinter is a supporting structure for bone tissue. In recent years, with
the spread of this technology, live tissues such as cartilage, skin, heart valve and aortic vein have been
produced. Bioprinter technology, organ transplantation related to the negativity of the tissue and organ
regeneration are thought to be very important functions. In this study, tissue material production was
produced by synthesized hydroxyapatite (MSSHA) bioceramics from seashells supplemented with
polycaprolactone (PCL) matrix. MSSHA bioceramics were synthesized from sand shells (Donax
trunculus) seashells by chemical agitation. Characterization studies of bioceramic and tissue scaffolds,
structural (X-ray Crystallography (XRD), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), thermal
(Thermal Gravimetric Analysis (TGA), Differential Scanning Calorimeter (DSC)), morphological (Field
Emission Gun Scanning Electron Microscope) (FEGSEM), mechanical (Tensile) and biological (Cell
Culture) analysis, based on the analysis values can be used in the major tissue engineering applications
that can adapt to the body and biodegradable as alternative tissue material has been determined.

Keywords: Tissue Engineering, Seashells, Hydroxyapatite, Bioceramic, Polycaprolactone, Bioprinter,
Tissue Material.
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Biyoyazici Ile Uretilen Polikaprolakton-Hidroksiapatit Doku
Materyallerinin Hiicresel Davramislarinin Incelenmesi

Ozet

Gelisen doku miihendisligi ve yapay organ sistemlerine yonelik olarak giliniimiizde dikkat ¢eken
teknolojilerden biride 3 boyutlu yazicilardir. 3 boyutlu yazicilar, sanal olarak tasarlanan datalardan 3
boyutlu kati objeler iiretmeyi saglayan, ¢ok hizli gelisen bir teknolojidir. Neredeyse bilimin her alaninda
kullanilan 3 boyutlu yazicilar, biyoyazici olarak tibbi uygulamalarda doku ve organ iiretimini hedefleyen
calismalarda 6ne ¢ikmistir. Biyoyazicilar ile basilan ilk biyolojik malzeme kemik dokusu igin iiretilen
destekleyici bir yapidir. Son yillarda bu teknolojinin yayginlagmast ile birlikte kikirdak, deri, kalp kapag:
ve aort damar1 gibi canli dokular {iretilmistir. Biyoyazici teknolojisi, organ nakliyle ilgili yasanan
olumsuzluklar i¢in doku ve organ yenilenmesinde ¢ok Onemli iglevler yerine getirebilecegi
diistiniilmektedir. Bu ¢alismada doku materyali tiretimi polikaprolakton (PCL) matrisine takviye edilmis
deniz kabuklarindan sentezlenmis hidroksiapatit (DKSHA) biyoseramikleri ile tiretilmigtir. DKSHA
biyoseramikleri, kum sirlan1 (Donax trunculus) deniz kabuklarindan kimyasal ¢oktiirme yontemi ile
sentezlenmistir. Biyoseramik ve doku iskelelerinin karakterizasyon caligmalari, yapisal (X Isini
Kristalografisi (XRD), Fourier Doniigiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR), termal (Termal
Gravimetrik Analiz (TGA), Difransiyel Taramali Kalorimetre Cihazi (DSC)), morfolojik (Alan Emisyon
Tabancali Taramal1 Elektron Mikroskobu (FEGSEM)), mekanik (Cekme) ve biyolojik (Hiicre Kiiltiirii)
analizler ile gergeklestirilmistir. Analiz degerleri esas alindiginda baglica doku mithendisligi
uygulamalarinda kullanilabilecek viicuda uyum saglayabilen ve biyolojik olarak pargalanabilir alternatif
doku materyali olarak kullanilabilirligi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Doku Miihendisligi, Deniz Kabuklari, Hidroksiapatit, Biyoseramik,
Polikaprolakton, Biyoyazici, Doku Materyali.

1. Giris

Doku miihendisligi, kaza ve yaralanmalar sonucunda hasar gérmiis biyolojik dokulari iyilestirmek veya
degistirmeye yonelik hiicre, miihendislik ve malzeme ig¢lii kombinasyon sistemlerinin ve uygun
biyokimyasal ve fizikokimyasal faktorlerin kullanilmasi ile multidisipliner bir uygulama alanidir. T1bbi
uygulamalarda dokunun olusabilmesi i¢in doku iskelelerinin kullanilmasini igermektedir. Organ
yetmezligi, klinik uygulamalarda oldukga ciddi sorunlarindan birisidir. Hastalarin birgogu igin tek tedavi
secenegi, hasarli doku ve organlar i¢in nakil listesinde kendilerine uyan doku veya organin belirmesini
umutla beklemektir. Ancak gelisen doku miihendisligi ve yapay organ sistemleri, bilinen organ
nakillerindeki doku reddi ve benzeri sorunlarin da bir yandan ¢6ziime ulagmasini saglamak i¢in ortaya
cikmustir [1]. Geleneksel teknikler ile tiretilen malzemelere alternatif olarak biyoyazici teknolojisi ortaya
¢ikmigtir. Burada hastanin gerekli bdlgesinin bilgisayarli tomografisi (BT) gekilerek birebir iiretimi
yapilabilmektedir. Ug¢ boyutlu yazici teknolojisinin temelleri 1986 yilinda Charles Hull tarafindan
atilmigtir. Bu teknoloji 6zellikle doku miihendisligi ve yenileyici (rejeneratif) tip alanlarinda 6nem arz
etmektedir. Kuzey Irlanda’da biyoyazici teknolojisinden faydalanilarak iiretilen karaciger, ilk kez ii¢
yasindaki bir cocuga nakledilerek organ nakli sirasi bekleyen insanlara umut 1181 olmustur [2]. Biyolojik
aktivasyon (biyoaktiflik), malzeme arayiizeylerinde meydana gelen 6zel bir biyolojik reaksiyon ile bag
olusumu olarak tanimlanmaktadir. Aktivitesi yiliksek biyoseramikler, insan viicudunda yeralan kollajen
doku lifleri ile tepkimeye girerek arayiizeyde hidroksi karbona apatit (HCA) olusumu saglamaktadir. Bu
tabaka, fiziksel ve kimyasal agidan canli kemigi ile benzer yapidadir. Doku ve organlar ile implant
malzemesinin arayiizeyinde meydana gelen bu tabaka, baglanma mevcudiyetinin bir gostergesi
olmaktadir [3]. Implant ya da doku destek materyali olarak kullanilabilecek biyomalzemelerin insan disi
ve kemigi ile benzer 6zellikler gostermesi beklenmektedir. Viicudumuz oturma, durma ve kosma gibi
giinliik aktivitelerde, devamli olarak tekrarlanabilir yiiklere maruz kalmaktadir. Viicudumuzda
kullanilabilecek biyomalzemelerin mukavemetli olmalar1 ve ani gerilmelere dayanabilecek 6zellikte
olmasi istenmektedir [4]. Biyoseramikler viicut igerisinde genellikle iskelet sisteminin onarimi igin
kullanilmaktadir. Biyoseramikler; tek kristalli, ¢ok kristalli, cam, cam seramik veya kompozit seklinde
degisik fazlarda tiretilmektedir. Degisik fazlardaki biyoseramiklerin farkli 6zelliklerde olmasindan dolay1
islevleri de farkli olmaktadir [5[. Beta trikalsiyum fosfat (B-TCP), kortikal ve trabekiiler kemik igi
hasarlarin tedavisinde kullanilan biyouyumluluga ve biyoaktiflige sahip bir biyoseramik malzemedir. j3-
TCP ve HA gibi biyoseramikler, iyi biyouyumluluk ve baz1 durumlarda biyobozunurluluklari nedeniyle
kemik dokusu rejenerasyonu i¢in umut verici biyomedikal malzemelerdir, fakat bu biyoseramiklerin
dezavantaji diigiik mekaniksel kirtlganliga sahip olmalaridir. HA bilesiginin formiilii Cas(PO4)3(OH)
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seklinde olmaktadir. HA biyoseramigi fevkalade biyouyumlulugu ve biyoaktifligi sebebi ile kompozit
iretiminde polimerin yapismasint ve kemik olusumunu arttirdigi ig¢in tibbi uygulamalarda
kullamilmaktadir. Gozenekli yapiya sahip HA ortopedik cerrahi uygulamalarinda kemik grefti olarak
kullanilmaktadir. Bu yap1 insan Kemiginin mineral fazma en yakin, kalsiyum fazi olarak kabul
edilmektedir. HA, insan ve hayvan kemiklerine greftlendikleri zaman toksik olmayan koruyucu yapisal
ozellik gostermektedir. HA biyoseramiginin kemik gelisimine olan etkisi, gozenek biytkligi,
gozeneklerin birbiriyle olan baglantilar1 ve kimyasal yap1 gibi birgok dnemli kritere baglidir [3]. HA
kristal yapis1 Sekil 1’de yer almaktadir.

Sekil 1. HA kristal yapis1 [3]

Bifazik seramikler (HA+TCP) sayesinde HA’nin ¢dziinmeme ve TCP’nin ¢ok cabuk ¢6ziinme ve
dagilma sorunlariin Oniine gecilebilmektedir. Boylece hem ¢ati vazifesini istenilen sekilde yerine
getirmesi hem de ¢oziinmenin gereken zamanda gerektigi kadar olmasi saglanarak hiicre niifuziyetine
izin vermesi temin edilmis olmaktadir [6]. Bifazik malzeme kimyasal yapist Sekil 2’de yer almaktadir.
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Sekil 2. Bifazik malzeme kimyasal yapisi [3]

Biyouyumlulugu yiiksek polimer malzemeler, doku miihendisligi ve biyomedikal uygulamalarinda
kullanilmaktadir. Bunun yami sira, biyouyumlu polimerler (biyopolimerler) biyomalzeme olarak
kullanildiklarinda birtakim problemler ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar; in vivo ortamdaki bozunabilme
potansiyelleri ve dogal dokuyla eslesmeyen zayif mukavemet Ozellikleridir. Biyoseramik ve
biyopolimerlerde gozlemlenen bu eksiklikleri asmak i¢in; kemik doku miihendisligi iskelelerinin
hazirlanmas1 amaciyla kullanilan seramik/polimer kompozit malzemeler ortaya ¢ikmustir.
Biyoseramikler ve biyopolimerler ile hazirlanan gézenekli kompozit biyomalzeme iskeleleri gesitli
uygulama alanlarinda kullanilmaktadir [3]. Yapilan bu g¢alismada biyoyazici ile biyouyumlu ve
biyobozunur doku destek materyali iiretimi deniz kabuklarindan sentezlenen biyoseramik takviyeli
polimer matris ile saglanmigtir. Biyoseramik ve doku destek materyalinin karakterizasyon c¢aligmalari
gergeklestirilerek doku destek materyali tizerine biyoseramik yapinin etkisi, doku destek materyalinin
hiicre kiiltiirti davraniglar1 6zellikleri belirlenmistir. Sentezlenen biyoseramik yapiin kemik ve dis
yapisinda da yeralmasi, doku mithendisligi uygulamalarinda dokunun viicudu kabul etme, viicuda uyum
saglamas1 gibi avantajlar1 saglamasi1 Ozellikleri goz oniine alindiginda doku ve organ yetmezligi
durumlarimna alternatif bir materyal {iretimi saglanmaya ¢alisilmigtir. Biyoyazici ve biyoyazict uygulama
alanlar Sekil 3’de gosterilmektedir.
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Sekil 3. (A) Biyoyazici ve (B) biyoyazic1 uygulama alanlari [7]

2. Materyal ve Yontem

2.1. Kullanilan Malzemeler

Dogal kaynaklardan HA biyoseramik eldesi i¢in kum sirlan1 (Donax trunculus) deniz kabuklari istanbul
Emindnii'ndeki deniz {iriinleri satig1 yapan bir marketten satin alinmistir. Ortofosforik asit (% 85 saflikta
Merck/Almanya) biyoseramik sentezi sirasinda fosfat kaynagi olarak kullanilmistir. Doku destek
materyali iretiminde, molekiil agirligi 80.000 g/mol PCL (%97 saflikta Sigma-Aldrich/Tiirkiye)
kullanilmustir. Hiicre kiiltlirti caligmalarinda kullanilmak iizere perasetik asit, etanol, cam petri kaplari,
insan gobek kordonu kaynakli 3 milyon mezenkimal kdk hiicre, tripsin, kollajen ve florasan boya gibi
sarf malzemeler Istinye Universitesi Hiicre Kiiltiirii ve Doku Miihendisligi Laboratuvari’ndan temin
edilmistir.

2.2. Deniz Kabuklarindan Biyoseramik Sentezi

Kum sirlan1 (Donax trunculus) deniz kabuklari1 dncelikli olarak ultrasonik banyoda ve sonrasinda firga
ile gesme suyunda yikanarak kirliliklerinden arindirilmistir. Deniz kabuklar1 seramik havanda seramik
tokmak yardimu ile 6giitiilerek 63 pm’lik elekten elenerek standart toz boyutuna getirilmistir. TGA analizi
ile deniz kabugunun igeriginde bulunan kalsiyum karbonat (CaCOs) miktar: belirlenmistir. Stokiyometrik
molar oran HA i¢in Ca/P = 10/6, TCP igin Ca/P = 3/2 olarak tespit edilmistir. Asagidaki kimyasal
formiiller kalsiyum karbonat (CaCOs) ve fosforik asitten (HsPOs) HA iiretimini (2.1) ve TCP lretimini
(2.2) gostermektedir.

10CaCO3 + 6 H3PO4 Ca10(PO4) 6(OH)2 + 8H20 +10CO2 (2.1)
Ca10(PO4)6(0OH)2 2Ca3(P0a4)2 + CasgP209 + H20 (2.2)

50 ml saf su bir behere alinarak 2 gr deniz kabugu tozu ilave edilmis ve manyetik karigtirici ile karigima
baslanilmistir. Viicudun stokiyometrik molar oranina gére deniz kabugunun yapisindaki CaCO3 miktar1
esas alimarak H3PQa, karisim halindeki ¢6zeltiye damla damla dokiilerek 80 °C’de 80 MHz giigte 120 dk
ile karistirma iglemi yapilmstir. Elde edilen ¢6zelti etiivde 100 °C’de 2 giin bekletilerek sivi kismindan
uzaklastirilmasi saglanmigtir. Olusan ¢okeltiler krozelere alinarak amaci dogrultusunda 450 °C ve 850
°C’de sinterleme iglemi uygulanmistir. Her iki sicaklik igin firinin sicakligi dakikada bir 5 °C arttirilarak
450 °C ve 850 °C’ye getirilerek 1sitma islemi uygulanmig ve 4 saat sonra kendi halinde sogumaya
birakilmistir [6]. Sekil 4’de deniz kabuklarindan biyoseramik sentezi agamalari gosterilmektedir.
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Sekil 4. Deniz kabuklarindan biyoseramik sentez agamalari; 1. Donax trunculus deniz kabuklari, 2.
Ultrasonik banyo ile temizleme islemi, 3. Deniz kabuklarinin fir¢a ile ¢esme suyunda yikanmasi, 4.
Temizlenen deniz kabuklarinin seramik havanda 6giitiilmesi, 5. Ogiitiilen deniz kabuklarinin elekten
elenerek standart toz boyutuna getirilmesi, 6. Donax trunculus deniz kabuguna ait TGA grafigi, CaCOg3
miktarinin belirlenmesi, 7. Cozeltinin olusturulmasi, 8. Stokiyometrik mol oranina gére HsPO4 miktari
hesab1 ve damla damla karigsmakta olan ¢ozeltiye ilave edilmesi, 9. Olusan ¢6zeltinin etiivde
kurutulmasi ve ¢okeltinin sividan uzaklastirilmasi, 10. Cokeltinin 450 °C ve 850 °C sicakliklarinda
sinterlenmesi iglemi, 11. DKSHA biyoseramik eldesi ve kimyasal bilesimi.

2.3. Biyoyazici ile Doku Destek Materyali Uretimi

3 boyutlu kati modelleme programi Solidworks ile doku destek materyalinin tasarimi yapilmustir.
Programdan STL formati alinarak biyoyazicinin kontroliiniin saglandigi modifiye edilmis repeater
programina aktarilmistir. Modifiye edilmis repeater programi iizerinden tasarim agilarak ozellikler
kismindan tasarima iliskin biyoyazici bilinyesinde yeralan siringa ve tabla sicaklik degerleri, doku
materyalinin katman sayisi ve hizi, doku materyalinin eni ve boyu 6zellikleri belirlenmistir. Doku
materyali {iretimi i¢in Axolotlbioprinter marka ¢ift siringali ve UV 111 ile kiirleme sistemine olan
paslanmaz siringaya sahip biyoyazici kullanilmistir. Doku materyali tiretimi, Tablo 1°deki degerlere gore
paslanmaz siringa igine 10 gr PCL graniilleri doldurulmustur. Programu iizerinden siringa ucu, biyoyazict
baski hizi degerleri, tabla ve siringa sicaklik degerleri girilmistir. Eriyik haldeki PCL ¢ozeltisine %1, %5,
%8 oraninda 63 pm partikiil boyutundaki HA takviye edilerek steril bir odada petri kabina baski
almmustir [8]. Sekil 5°de biyoyazici yardimu ile doku destek materyali iiretim asamalar: yer almaktadir.

Tablo 1. Doku destek materyali tiretim parametre degerleri [8]

Cozelti )
konsantrasyonu Uretim parametreleri
(agirhike¢a %)

PCL DKSHA Baski kafasi hareket Tabaka sicakligi Siringa nozul gap1
hizi (mm/s)
0 (mm)
10 - 100 45 0.40
10 1 130 47 0.40
10 5 150 55 0.40
10 8 150 55 0.40
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Sekil 5. Biyoyazici ile doku destek materyali liretim agamalart; k materyalinin bilgisayar
ortaminda tasarlanmasi, 2. PCL graniillerinin paslanmaz siringa i¢ine doldurulmasi ve repeater
programu lizerinden 1sitilarak eriyik hale getirilmesi, 3. DKSHA biyoseramiklerinin Tablo 1’de yer alan
konsantrasyonlarda eriyik PCL’e takviye edilmesi, 4. Biyoyazici ile doku destek materyalinin cam petri
kabina basilmasi, 5. Doku destek materyali gorseli

2.4. Sentezlenen Biyoseramik ve Uretilen Doku Destek Materyallerinin Karakterizasyonu

Setaram Labsys marka TGA analiz cihazi ile azot gazi atmosferinde 550 °C sicakliga kadar 40 ml/dk
boyunca uygulanarak analiz islemi gergeklestirildi. DSC analiz cihazi Hitachi 7000X DSC modeldir.
Analizde sicaklik araligi -80 °C ile 100 °C arasinda ve sicaklik artis hiz1 da 10 °C/dk olarak belirlendi.
Sentezlenen biyoseramiklerinin amorf-kristal yapilari, X-Pert Pro Philips PANalytical marka X-Ray
difraksiyon cihazi kullanilarak, X-1sinlarimin iretilmesiyle ve dagilim agisi orani (20) 10 °C ve 90 °C
arasinda 20 adimlar ile 0.02 s ilerleyerek islem yapildi. Sentezlenen biyoseramik ve doku destek
materyallerinin FTIR analizleri Jasco 6600 model analiz cihazinda 400 ile 4400 cm™ dalga boyu
araliklarinda yapilarak gergeklestirildi. 400-4400 cm™ dalga boyu araliginda belirlenen yiizde transmitans
(%T) degerlerine bagli olmakta ve numunelerin yapilarinda bulunan baglar tespit edildi. Tutuculara
yerlestirilen biyoseramik ve doku destek materyalleri numuneleri FEI QUNTA FEG 450 SEM mikroskop
ile incelendikten sonra fotograflar1 ¢ekildi. Sentezlenen biyoseramik ve iretilen doku destek
materyallerinin ¢ap ve boyutlarinin incelenmesi sirasinda FEGSEM analizleri igin 6000x ve 12000x kat
oranlarinda biiyiitiilmiis gorlintiiler 7 kV potansiyelde incelendi. Doku destek materyalleri mekanik test
cihaz kelepgelerine tutturulmustur. 500 N yiik altinda 5 mm?/dk. ¢ekme hizina, 10 mm gene araligina
ayarlanip cihazla mekanik 6zellikler belirlenmistir. PCL, PCL-%1 DKSHA, PCL-%5 DKSHA ve PCL-
%8 DKSHA igeren doku destek materyalleri %4 perasetik asit %96 etanol igeren soliisyonda 15 dakika
x 3 kez yikanarak steril edilmistir. Ardindan iki kez PBS ile yikanan 6rnekler UV altinda kurumaya
birakilmigtir.  Sterilizasyonu tamamlanan ornekler 1s1 yardimi ile cam petri kaplarimin tabanina
sabitlenmistir. insan gébek kordonu kaynakli 3 milyon mezenkimal kék hiicre tripsin ile toplanarak
santrifiij edilmistir. Hiicreler 1 ml besiyerinde diliie edildikten sonra besiyeri 1 ml kollajen soliisyonu ile
karigtirtlmistir. Karisim doku iskelesindeki porlarin tizerine birakilarak hiicrelerin porlara yerlesmesi
saglanmigtir. Doku materyalleri son olarak florasan boya ile isaretlenerek florasan mikroskopta
gorintiillenmistir [3,9].
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3.Bulgular ve Tartisma

3.1. Yapisal Analiz

3.1.1. XRD

XRD sonuglar1 analiz edilmistir, faz identifikasyonlar1 yapilmistir. Farkli kristal yapi, formiiller ve
bilesimlerde, 4 adet farkli kalsiyum fosfat bilesikleri bulunmustur. Sentezlenen biyoseramiklerin XRD
analiz sonuglar1 Tablo 2°de yer almaktadir.

Tablo 2. Sentezlenen Biyoseramiklerin XRD Analiz Sonuglari

Donax trunculus deniz kabuklarindan sentezlenen yapilarin
sinterleme oncesi ve sonrasi degerleri
XRD Kristal yapilari 80 °C 450 °C 850 °C
HA (HCasO13Ps) 43,8 64,0 97,3
Trikalsiyum bisfosfat - - 2,7
(C&sOng)
Brushite (HsCaOsP) 56,2 - -
Monotite (HCaO4P) - 36,0 -

Donax trunculus 80 °C sicakliginda; 98-004-9808 JCPDS kart numarali HA (HCas013P3) ve 98-000-4710
JCPDS kart numarali Brushite (HsCaOgP) kristal yapilari bulunmaktadir. Donax trunculus 450 °C
sicakliginda; 98-008-0526 JCPDS kart numarali HA (HCasO13P3), 98-000-5561 JCPDS kart numarali
Monotite (HCaO4P) kristal yapilar1 yer almaktadir. Donax trunculus 850 °C sicakliginda; 98-005-2692
JCPDS kart numarali HA (HCasO13P3) ve 98-007-6896 JCPDS kart numarali Trikalsiyum bisfosfat v-
alfa (CasOsgP2) kristal yapilar1 bulunmaktadir. Bu yap1 yiiksek miktarda biyouyumlulugu sahiptir ve
kemik yapimizda benzerligi oldugundan kemik ve dis dolgu malzemesi olarak kullanilmaktadir [3]. Sekil
6’da Donax trunculus kabuklarindan sentezlenen biyoseramiklerin 450 °C ve 850 °C’deki sinterlenmis
HA kristal yapis1 yer almaktadir.

- « [
2500 1 o = Hidroksiapatit

$ = Monotite
w=Trikalsiyum Fosfat V-Alfa

2,000

850 °C

] « LN
J “J Y ’/J , tu"w 'v&(u w“ WK NN
1,500 e o e ot

1,000 450 °C

Siddet (a.u.)

20(Derece)

Sekil 6. Donax trunculus kabuklarindan sentezlenen biyoseramiklerin 450 °C ve 850
°C’deki sinterlenmis HA kristal yapist
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3.1.2. FTIR

450 °C

%T

850 °C

400 1000 ) 2000 3000 4000 4400

Dalga Sayisi (cm™)

Sekil 7. Donax trunculus deniz kabuklarindan elde edilen, 450°C ve 850°C’de sinterlenmis
biyoseramiklerin FTIR spektrumlari

450 °C ve 850 °C’de sinterlenmig Donax trunculus deniz kabuklarindan sentezlenen biyoseramik FTIR
spektrumlari Sekil 7°de yer almaktadir. 450 °C sinterlenmis biyoseramik FTIR spektrumu incelendiginde
PO42 titresimlerine karsilik gelen pikler; 449.33, 552.50, 718.35, 921.80, 1031.70, 1070.30 ve 1136.83
cm* frekanslarinda siddetli pikler bulunurken, 421.37, 473.43, 669.17 ve 999.91 cm frekanslarinda zayif
pikler halinde gozlemlenmistir. CO37 titresim bantlar1 1457.92 ve 1647.88 cm™’de zayif pikler seklinde
oldugu tespit edilmistir. 850 °C’de sinterlenmis biyoseramik FTIR spektrumu incelendiginde 450 °C
sinterlenmis biyoseramik FTIR spektrumuna ek olarak; 557.32, 597.82 ve 1026.40 cm™*’de siddetliPOs
3pikleri, 526.47, 875.52, 962.30, 1083.80 ve 1164.79 cm™’de zayif PO4 pikleri ve 1451.17 cm™*’de CO3’
2titresim band tespit edilmistir [10].

3.2. Termal Analiz

3.21. TGA

Kalsiyum ve fosfat kaynagi olan Donax trunculus kullanilarak, kimyasal ¢oktliirme yontemi ile HA ve
TCP firetimi igin gerekli HsPO4 oranlari belirlenmistir. Biyoseramiklerin hazirlanmasinda kalsiyum
kaynagi olarak CaCOs, fosfat kaynag: olarak da H3POg4 kullanilmistir. HA i¢in Ca/P: 10/6, B-TCP i¢in
Ca/P: 3/2 stokiyometrik molar orani ile kimyasal reaksiyon igin gerekli HsPO4 miktart hesaplanmustir. 2
gr tartilmistir ve Ca mol miktar1 hesaplanmigtir. Sekil 8’de Donax trunculus deniz kabuguna ait TGA
grafigi yer almaktadir. Tablo 3°’de TGA sonuglar1 ve ham malzemenin Ca igerikleri bulunmaktadir.
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Sekil 8. Donax trunculus deniz kabuguna ait TGA grafigi
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Tablo 3. TGA Sonuglar1 ve Ham Malzemenin Ca Igerikleri

Hammadde % Kiitle azalmas1 | % CaO miktar: 2 gr da CaO mol
miktari
Donax trunculus 54,5 45,5 0.02785

Calismada %85°lik H3PO4 konsantre (yogunlugu 1.71) kullanilmigtir. HA igin Ca/P: 10/6, TCP i¢in Ca/P:
3/2 stokiyometrik molar orant ile asit ¢ozeltisinin reaksiyon i¢in gerekli hacmi hesaplanmustir. Tablo 4’de
biyoseramiklerin sentezinde kullanilan HsPO4 miktar1 yer almaktadir.

Tablo 4. Biyoseramiklerin Sentezinde Kullanilan H3PO4 Miktari

HA(Ca:P = 10:6)

TCP (Ca:P =3:2)

Numune

P mol miktar1

HsPOa pl/2gr

P mol miktar

HsPO4 pul/2gr

Donax trunculus

0.01772

1188yl

0.011935

1293 ul

3.2.2. DSC

Doku destek materyallerinin termal analizleri -80 °C ile 110 °C sicaklik araliginda 10 °C/dk 1sitma hizinda
azot gazi altinda gerceklestirilmistir. Islem 1sitma-sogutma-isitma olacak sekilde 3 adimda
gergeklestirilmigtir. Sekil 8 ve Tablo 5’deki degerler 1s1ginda PCL’e nazaran Tc, Te ve Tk degerleri
artmistir. Bu sicaklik artisi doku destek materyalinin termal 6zelliklerinin arttigini desteklemektedir.
DKSHA takviye miktar1 doku destek materyalinde arttik¢a termal 6zelliklerinin arttigi amorf bir yapidan
daha kristal bir yap1 haline geldigi tespit edilmistir [11]. Sekil 9°da doku destek materyallerinin DSC
analiz spektrumu ve Tablo 5’de doku destek materyallerinin Tc, Te ve Tk analiz degerleri bulunmaktadir.

20.00

PCL CL-%8 DKSHA

Diferansiyel Sicakhik

L I L L L L L L L L L L
-100.0  -80.0  -60.0 -40.0  -20.0 0.0 200 40.0 60.0 80.0  100.0 1200 140.0

Sicaklik, °C
Sekil 9. Doku destek materyallerin DSC analiz spektrumu

Tablo 5. Doku destek materyallerinin Tc, Te ve Tk analiz degerleri

Tc (°C) Te (°C) Tk (°C)
PCL -68.6 57.9 28.8
PCL-%8 DKSHA 675 59.8 31.28

Tc: Camst gegis sicaklig

Te: Erime noktasi

Tk: Kristalizasyon derecesi
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3.3. Morfolojik Analiz

3.3.1. FEGSEM

3.3.1.1. Biyoseramik malzemelerin FEGSEM analizi

Donax trunculus deniz kabuklarindan sentezlenen biyoseramiklerin 450 °C ve 850 °C sicakliklarindaki
sinterlenmis farkli biiyiitmelerdeki (6000x, 12000x) FEGSEM goriintiileri Sekil 10 ve Sekil 11°de yer
almaktadir. Donax trunculus deniz kabuklarindan sentezlenen 450 °C’de sinterlenmis biyoseramigin
yapisinda kalin plaka halinde kristallerinin yan1 sira ignemsi whisker tipi kristaller de goriilmektedir. igne
kristallerin boyutlart 1-20 um arasindadir. Buna karsilik boyutlar1 20 mikrondan daha biiyiik plaka
halinde yapilar bulunmaktadir. Yiiksek sicakliklarda sinterlemenin Donax trunculus nano yapilarin oran
ve inceligini arttirdig1 tespit edilmistir. 450 °C’de ve 850 °C’de sinterlenmis biyoseramik yapilari
incelendiginde biiylik yapisal bir degisim oldugu gozlemlenmistir. Ayrica olusan bu partikiillerin
ortalama caplar1 80 nm oldugu belirlenmistir. Plaka tipi yapilarin iyi kristallenmis halde oldugu yapilan
XRD analizleri ile dogrulanmigtir. 850 °C’de sinterlenmis biyoseramik yapist incelendiginde farkli
boyutlara sahip partikiillerin oldugu tespit edilmistir. Bu partikiillerin ortalama ¢aplar1 94 nm oldugu
tespit edilmistir. Sinterleme sicakliginin artmasi ile plaka tipi yapilarin degiserek kiiciik pargaciklar
seklinde ignemsi bir hal aldig1 gézlemlenmistir [3].

A B

Sekil 10. 450 °C sinterlenen Donax trunculus deniz kabugundan sentezlenen biyoseramiklerin
FEGSEM goriintiileri; (A): 6000x, (B): 12000x

A B

Sekil 11. 850 °C sinterlenen Donax trunculus deniz kabugundan sentezlenen biyoseramiklerin
FEGSEM goriintiileri; (A): 6000x, (B): 12000x

3.3.1.2. Doku destek materyallerinin FEGSEM analizi

PCL, PCL-%1 DKSHA, PCL-%5 DKSHA ve PCL-%8 DKSHA doku destek materyallerinin FEGSEM
morfolojik goriintiileri Sekil 12’de gosterilmektedir. PCL yapist tizerinde irili ufakli birgok cukur
gozlemlenmistir. Bu gukur yapilar hiicre kiiltlirii davranisi ¢aligmalarinda hiicre biiyiimesini arttiric
ylizey aktivitesi 6zelligi sergilemektedir. PCL matrisine %1, %5 ve %8 oraninda DKSHA takviyesi ile
doku destek materyalinin morfolojisi tizerinde DKSHA inorganik biyoseramik yapinin yeraldig: tespit
edilmistir. Ayrica PCL-%8 DKSHA doku destek materyali kesiti incelendiginde fibrillerinin
uzunlamasina yonlendigi ve DKSHA biyoseramiginin doku destek materyalinin yiizeyini kapladig:
gozlemlenmistir [3,12]. Sekil 12°de doku destek materyallerinin FEGSEM morfolojik gdriintiileri yer
almaktadir.
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Sekil 12. Doku destek materyallerinin FEGSEM morfolojik goriintiileri

3.4. Mekanik Analiz

3.4.1. Cekme testi

PCL, PCL-%1 DKSHA, PCL-%5 DKSHA ve PCL-%8 DKSHA doku destek materyallerinin ¢ekme
testleri gergeklestirilmis ve Sekil 13’de doku destek materyallerinin ¢ekme test degerleri yer almaktadir.
Gergeklestirilen ¢ekme test degerleri incelendiginde PCL-%8 DKSHA doku destek materyali
caligmadaki en yiiksek degere sahip oldugu tespit edilmistir. DKSHA takviye miktar1 arttikca doku
destek materyalinin mukavemet 6zellikleri de dogrusal olarak artmistir. Bu mukavemet artist hem yiik
tasima kapasitesi yiiksek polimerik (PC) matrisin, hem nanobiyoseramik katkinin hem de doku
materyalinde homojen dagilimin bir sonucudur [3, 13].

Doku Destek Materyallerinin Cekme Test
Degerleri

PCL-%1 DKSHA PCL-%5 DKSHA PCL-%8 DKSHA

Sekil 13. Doku destek materyallerinin ¢ekme test degerleri

3.5. Biyolojik Analiz

3.5.1. Hiicre kiiltiirii

PCL, PCL-%1 DKSHA, PCL-%5 DKSHA ve PCL-%8 DKSHA doku destek materyallerinin hiicre
davraniglari incelendiginde; PCL iceren numuneler UV 1sina maruz birakildiginda mavi tonda hafif
otoflorasan 6zellikte oldugu gézlemlenmistir. Hiicrelerin, kiiltiire edildikleri 24 saatlik siirenini ardindan
kollajen igerisindeki sekillerini koruduklari belirlenmistir. Bir kisim hiicrenin ise porlarin kenar
kisimlarindan PCL numunesine tutunduklari tespit edilmistir. Por igerisinde bir kismi tabana bir kismi
porun kenarlarina tutunmus, bir kismu ise kollajen iginde 3 boyutlu yerlesimini koruyan mezenkimal kok
hiicreler (yesil) ve otoflorasan 1sima yayan PCL-DKSHA igeren doku iskelesi (periferde) yer almaktadir.
Sekil 14’de UV 1sina maruz birakilmis doku destek materyallerinin kollajen i¢inde hiicre yapist ve
otoflorosan 1s1ma yayn PCL-DKSHA igeren doku iskelesi gosterilmektedir.
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Kollajen icinde 3 boyutlu dagihm
(yesil) ve

igima yayan PCL+DKSHA iceren doku
iskelesi (sag tarafta) grillmektedir

UV + Gariinilr Isik

Sekil 14. (A) UV 1gma maruz birakilmis doku destek materyallerinin kollajen i¢inde hiicre yapisi, (B)
3 boyutlu yerlesimini koruyan mezenkimal kok hiicreler (yesil) ve otoflorosan 1s1ma yayn PCL-
DKSHA igeren doku destek materyali goriintiisii

PCL-DKSHA igeren por ¢ap1 daha genis diger bir doku destek materyali igerisinde ¢ok sayida hiicrenin
kollajen igerisinde yasamaya devam ettigi gézlemlenmistir. Canli hiicre orani (boyanmamislar) 6li
hiicrelere oranla (kirmizi1) oldukga yiiksek oldugu ve canli hiicre orani en yiiksek PCL-%8 DKSHA doku
materyalinde oldugu belirlenmistir. Sekil 15°de PCL-DKSHA igeren por ¢ap1 daha genis digerbir doku
destek materyali igerisinde bulunan canli (boyanmamaislar) ve 6lii hiicreler (kirmizi) gosterilmektedir.

Sekil 15. PCL-DKSHA igeren por ¢ap1 daha genis diger bir doku destek materyali i¢erisinde bulunan
canli (boyanmamislar) ve 6l hiicreler (kirmizi)
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Sadece PCL igeren bir diger doku destek materyalinin poru igerisinde isaretli ok sayida hiicrenin (yesil)
kollajen ile birlikte porun geperine tutundugu gozlemlenmistir. Alt kisimdaki hiicreler bir hava kabarcig:
gevresine yerlesmis durumda bulunmaktadir Bu durum hiicrelerin oksijen almak i¢in doku materyali
icerisinde uygun bdlgeleri tercih ettigini isaret etmektedir. Bu hava kabarcigi cevresine yerlesmis
hiicreler PCL’e takviye edilen DKSHA biyoseramigi oranin artmasi ile daha da ¢ogalmistir. Hem
kullanilan biyopolimerin hem de takviye edilen biyoseramigin bir etkisi oldugu tespit edilmistir [3, 6,
14]. Doku destek materyali por g¢eperlerine Kollajen ile hiicrelerin tutunma goérintiisii Sekil 16’da
bulunmaktadir.

Sekil 16. Doku destek materyali por ¢eperlerine kollajen ile hiicrelerin tutunma goriintiisii

4.Sonuclar

Kimyasal ¢oktiirme yontemiyle Donax trunculus deniz kabuklarindan HA ve diger kristal yapilar
sentezlenmistir. Bu yapilar bifazik 6zellikler sergilemektedir, HA ve TCP yapilarina gore daha
biyouyumlu ve kontrollil biyolojik bozunabilirlik etkileri sagliyabilmektedirler. Biyoyazici sistemi ile
doku mithendisligine yonelik doku destek materyalleri olusturulmustur. Sentezlenen biyoseramiklerin
yiiksek miktarda DKSHA igerdigi ve DKSHA oranin artmast ile birlikte doku destek materyalinin termal,
mekanik ve biyolojik 6zelliklerinin de arttig1 belirlenmistir. Hiicre kiiltiirii davranislari esas alindiginda
doku destek materyallerinin hiicre uyumlulugunu arttirdigi belirlenmistir. Biyoyazici ile basilmig PCL-
%8 DKSHA doku destek materyalinden diger numunelere gore daha yiiksek sonuglar elde edilmistir.
DKSHA takviyesi ile PCL matris yapilarinin insan kok hiicreleri igin destek materyali olarak
kullanilabilecegi belirlenmistir. Caligmanimmin devami olarak, canlt hiicrelerin dogrudan hassas
konumlandirilmasiyla geleneksel yontemlerle hedef dokunun olusturulmasi sirasinda meydana gelen
zaman ve maddi kayiplar 6nlenecektir. Ayrica transplantasyon sonrast malzeme kaynakli uyumsuzlugun
tamamen ortadan kaldirilmasina imkan saglanacaktir.
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