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Yapilan etiyolojik caligmalarda, dis implantlarinin viicut tarafindan ameliyat
komplikasyonlari, enfeksiyon, sigara kullanimi, ileri yas ve asir1 yiiklenme gibi
nedenlerle reddedilme sikligmin diinya genelinde %10-20 arasinda degistigi
belirtilmektedir. Bu yiiksek reddedilme oranlarinin altindaki temel neden maksilla ve
mandibula ile implantin optimum seviyede biitiinlesememesidir. Bu durumun
olusmasin1t engellemek i¢in kullanilabilecek yontemlerden birisi de implant
yiizeyinin dogal dokuya benzerliginin saglanmasidir. Disin periodontal ligament
yapisinda bulunan Sharpey fiberleri incelendiginde bu yapilarin alveolar kemige dik
olarak uzandig1 ve kemik ile dis arasindaki baglantiyr sagladigi tespit edilmistir.

Tezin ilk asamasinda Sharpey fiberlerini biyomimetik olarak taklit etmek icin
anodize aliiminyum oksit (AAO) membranlar kullamlmustir. iki asamali anodizasyon
yontemi ile flretilen ve kalip olarak kullanilan AAO membranlardan, uygun
konsantrasyon ve viskozitede kolajen:jelatin  karigimindan  olusan  sirali
nanogubuklarla bezeli yiizeyler elde edilmistir. Kontrol grubu olarak diiz silikon

yongadan elde edilen ve nano yapiya sahip olmayan filmler ile nanogubuk yapisina
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sahip filmler, stabiliteleri ve mekanik 6zellikleri acisindan karsilastirilmistir. Nanogubuklarla
bezeli filmlerin karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu (SEM) ve atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) ile yapilmustir.

Elde edilen kolajen:jelatin nanogubuklarla bezeli olan ve olmayan filmler tizerinde SAOS-2
hiicre hattinin tutunum, ¢ogalma ve mineralizasyon davranisi incelenmistir ve TCP yiizey ile
karsilagtirma yapilmistir. Hiicreler iizerindeki kalsiyum ve fosfatin kantitatif analizi i¢gin EDX
yontemi kullanilmistir. Caligmalar sonucunda nanogubuklarla bezeli filmler {izerinde hiicre
tutunumu yoksa nano yapinin en fazla 24 saat; hiicre tutunumu varsa en az 21 giin korundugu
gozlemlenmistir. Ayrica, nanogubuklarla bezeli filmlerin diiz yapidaki filmlere ve TCP

yiizeye gore daha iyi tutunup ¢ogaldig1 fakat daha az mineralize oldugu anlagilmistir.

Anahtar Kelimeler: Anodize aliimina membran, Kolajen, Jelatin, Osteoblast, Kemik doku

miihendisligi



ABSTRACT

Master of Science
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The rejection rate of dental implants by human body for reasons such as surgery
complications, infection, smoking, advanced age and overloading has changed by 10-
20% around the world according to the etiological studies. The main reason behind
these high reject rates is that the maxilla & mandible cannot integrate with the
implant at an optimum level. One of the methods that can be used to prevent
rejection is providing similarity of the implant surface to the natural tissue. When the
Sharpey fibers in the periodontal ligament of the tooth were examined, it was found
that these structures extended perpendicular to the alveolar bone and supplied the
connection between the bone and the tooth.

The first part of this thesis demonstrates the utilization of AAO membranes to
simulate Sharpey fibers biomimetically. Ordered nanopillared surfaces with
appropriate concentration and viscosity collagen:gelatin mixture were obtained from
the AAO membranes used as a mold and manufactured by the two-step anodization

method. Flat films handled as a control group were acquired from smooth silicon
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wafers and they were compared with nanopillar films in terms of their stability and
mechanical properties. The characterization of nanopillar films was performed by scanning
electron microscopy (SEM) and atomic force microscopy (AFM).

The adhesion, proliferation and mineralization behaviors of the SAOS-2 cell line on the
collagen:gelatin nanopillar and flat films were investigated and compared with the TCP
surface. The quantitative analysis of calcium and phosphate on cells were characterized by the
EDX analysis. As a result of these studies, it was observed that if there is no cell adhesion on
the nanopillar films, nano structure can be preserved for up to 24 hours. On the other hand,
when there is cell adhesion, nanopillars are kept up for at least 21 days. In addition, it is
understood that nanopillar films have better adhesion and proliferation than the flat films and

TCP surface, but induce less mineralization.

Keywords: Anodic alumina membrane, Collagen, Gelatin, Osteoblast, Bone tissue

engineering
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, yeni 6zellik ve islevlere sahip malzemeleri olusturmak i¢in nano
Olcekte maddenin anlasilmasi, kontrolii ve yeniden yapilandirilmasi olarak
tanimlanmaktadir [1]. Nano o6lcek ise genellikle atomik boyuttan 100 nm’ye kadar
olan aralig1 kapsamaktadir (Sekil 1.1). Nanoteknoloji ayrica nanomalzemelerin ve
nanoyapilarin fiziksel 6zelliklerini arastirmaktadir.

Nanoteknolojinin alt boliimlerinden biri olan nanotip, nanomalzemelerin tip alanina
dahil edilmesi olarak tanimlanmaktadir ve kimya, biyoloji, tip, miihendislik ve
malzeme bilimi alanlarinin kesisim noktasinda bulunmaktadir. Enfekte hiicreler veya
dokularin  tedavi edilmesi icin viicuda yerlestirilebilir tibbi cihazlarin

gelistirilmesinde de nanotiptan yararlanilmaktadir [2].
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Sekil 1.1: Biyolojik molekiillerin ve maddelerin nanometre skalasindaki yeri [3].



Nanomalzemeler, nanotipta 6zellikle biyomedikal teshis, ilag, protez ve implant alanlarinda
yaygin olarak uygulanmaktadir. Mevcut haldeki implantlarin yiizey 6zelliklerinin
gelistirilmesinde, ilag tasiniminda enfeksiyonu azaltmada, kronik inflamasyonlarin
onlenmesinde ve doku gelisiminin artirtlmasinda rol oynamaktadir. Nanometre veya mikron
alt1 boyutundaki ylizey yapilar1 boyut, geometri ve igerik bakimindan dogal dokuya olan
benzerlikleriyle hiicresel yaniti hizlandirmaktadir. Bu kavram sayesinde nanotipin bir¢cok
uygulama alani rejeneratif tip igerisinde mevcuttur. Nanopartikiil ve doku miihendisliginde
kullanilan hiicre iskelelerinin iiretimi, dokuya 6zgii biyolojik cevap almak i¢in gelistirilen
nanodriintiileme ydntemleri bu alanda bulunmaktadir. Ozellikle, karbon nanotiipler, metal
nanopargaciklar (Ti, CoCr, Ti6Al4V, vb.), nano yapiya sahip seramikler (hidroksiapatit (HA),
titanya, aliminyum oksit, ¢inko oksit, vb.) ve kompozit malzemeler essiz ylizey enerjileri
sayesinde adsorpsiyonu ve hiicre tutunumunu saglayan proteinlerin (fibronektin, vitronektin)
biyoaktivitesini diizenleyerek doku rejenerasyonunu artirmaktadir. Bilindigi gibi yilizey
enerjisi hiicre etkilesimleri i¢in gerekli olan protein adsorpsiyonu ile yakindan iliskilidir ve

implantlar iizerinde nanoyapili yiizey 6zellikleri olusturularak kolayca kontrol edilebilir [4].

1.1 Anodize Aliiminyum Oksit (AAO) Membranlar

Aliiminyum metali Diinya kabugunun yaklasik %8’ini olusturur; fakat oksijenle olan
reaktivitesinden dolayr diger malzemelerle birlikte bulunur. Boksit cevheri diinyada basta
gelen aliiminyum kaynagidir. Karl Bayer, aliiminyum oksiti (Al,Oz) boksit cevherinden
saflagtirmay1 bagarmistir ve aliminyum oksit aliminyumun bilinen tek stabil oksit formudur
[5].

Anodize aliiminyum oksit membranlar anodizasyon yontemi ile iretilen yaygin olarak
kullanilan membranlardan bir tanesidir ve yiiksek safliktaki aliiminyumun elektrokimyasal
olarak temizlendikten sonra belirli bir voltaj ve sicaklik altinda anodize edilmesi sonucu elde
edilir. Sicaklik, anodizasyon siiresi, voltaj, akim, elekrolit derisimi ve konsantrasyonu gibi
parametrelerin degistirilmesi ile bu membranlar {lizerinde diizenli ve kontrol edilebilir por
yapilar1 olusturulabilir. Bu kontrol edilebilir por morfolojileri arasinda gézenek capi ve
geometrisi, gozenekler arasi mesafe ve membran kalinligi gelmektedir [5].

Yiiksek ve diizgiin nano boyutta gézenekli AAO membranlarin iiretimi i¢in genellikle Masuda
ve Fakuda tarafindan gelistirilen iki asamali anodizasyon yontemi kullanilmaktadir [6].
Anodizasyonun ilk asamasinda ylizeydeki elektrik alan normal bir dagilim gdstermediginden

homojen olmayan ve diizensiz por yapilart meydana gelmektedir [7]. Anodizasyonun ileri



asamasinda elektrik alan dagilimi1 dengelenmekte ve diizensiz yiizeyin altinda diizgiin
sirali gozenekler biliylimeye baslamaktadir. Homojen olmayan por yapisini ortadan
kaldirmak i¢in AAO membran asit ¢ozeltisi i¢inde ¢oziiliir ve oksit tabaka ortadan
kaldirilir, boylelikle ilk anodizasyon sirasinda ortaya ¢ikan biiylime veya baslangic
noktalar1 ortaya ¢ikarilir. Ilk anodizasyonla aym kosullar altinda gergeklestirilen
ikinci anodizasyon ile biiylime noktalarindan itibaren diizenli ve homojen gozenekli

yap1 elde edilmektedir (Sekil 1.2).

Anot

()

(@)

Sekil 1.2: (a) AAO membran iiretim diizeneginin sematik gosterimi, (b) Ilk
anodizasyon sirasinda elektrik alan ile olusan biiyiime (baslangig) noktalari, (c) Ilk
anodizasyon sonucu olusan diizensiz por gosterimi, (d) Ikinci anodizasyon

sonrasinda elde edilen diizenli yapidaki gozenekler [7].

AAO membranlar ayn1 zamanda kendiliginden organize olan, yiiksek diizenli yapiya
sahip, saydam, yalitkan, kimyasal olarak stabil, biyoetkisiz ve biyouyumlu
nanomalzemelerdir [8]. Bu 6zellikleri sayesinde AAO membranlar biyoteknoloji ve



tip alaninda biyofiltrasyondan biyosensdre [9,10], implant kaplamadan ilag tasinim
sistemlerine ve doku miihendisligi i¢in kullanilan hiicre iskelelerine kadar pek ¢ok

alanda uygulamaya sahiptir [11-13]. AAO nanogézenckli membranlar tek basina
kullanilmalarinin yani sira altin ve platinyum nanogubuklar gibi biyouyumlu nano yapilar i¢in

de kalip olarak kullanilmaktadir [14,15].

1.2 Kemik Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, doku fonksiyonlarinin islevini devam ettirmek, onarmak, korumak,
iyilestirmek veya dokunun yerini almak i¢in biyolojik malzemelerin gelistirilmesinde

miihendislik ve doga bilimlerini kullanan disiplinler aras1 ve ¢ok disiplinli bir alandir [16,17].

Doku miihendisliginin ardindaki genel kavram viicudun mithendislik prensipleriyle baglantilt
olarak doku hasarmna karsi verdigi dogal biyolojik tepkisini kullanmaktir. Hiicre
sinyalizasyonunun ve devamindaki fonskiyonlarinin doku miihendisligindeki rolii anlasildik¢a
ok islevli biyoaktif iskeleler gelistirilmektedir. Ideal bir sentetik hiicre iskelesi fizyokimyasal
cevreyi biyomimetik olarak taklit etmeli, arzu edilen ve istenmeyen fizyolojik tepkileri de

aktif olarak tesvik etmeli veya 6nlemelidir [18,19].

Kemik doku miihendisligi alani yaklasik 30 yil 6nce baslamistir ve yillar icerisinde artan
caligmalarla beraber ¢ok bliylik gelisme saglamistir. Travma ya da kemik hastaliklarina bagh
olarak meydana gelen kemik kayiplari, baz1 durumlarda viicut tarafindan iyilestirilememekte
ve hastanin yasam Kkalitesini diisiirmektedir.  Bu alan, klinik olarak kullanilan mevcut
tedavilerin (sinirh etkinlik, immiin reddi ve patojen transferi) daha 6nce agiklanan sorunlari
ortadan kaldiracak alternatif tedavi seceneklerine odaklanmaktadir. Kemik yapisi, kemik
mekanigi ve doku formasyonunun anlasilarak yeni fonksiyonel kemik doku olusumunu

tetiklemeyi amaglamaktadir [20].

Kemik doku miihendisliginde kullanilan iskele/biyomalzeme 6rnekleri birka¢ 6nemli ortak
ozellikte birlesmektedir:
e Biyouyumlu yapisiyla dogal kemik ekstraseliller matriks ortamini taklit
etmeli,

e Kemik doku matrisinin olusumu i¢in osteojenik hiicreler olmali,



e Hiicreleri fenotipik olarak istenen tipte yonlendirmeye yardimci morfojenik

sinyaller bulundurmalidir.

Implantasyon sonrasi, hiicre iskelesi veya biyomalzeme osteojenik ya da
vaskiilojenik biiylime faktorlerini salarak konakg¢1r dokuyu etkileyebilir. Boylelikle

enfekte dokuda vaskiilarizasyon ve kemik gelisimi saglanabilir [20].

1.3 AAO Membranlarin Kemik Doku Miihendisliginde Kullanim

Aliiminyum oksit membranlarin biyomalzeme olarak kullanimi kemik ve dis doku
miihendisligi, koroner stent implantlar1 i¢in tedavi edici yontemlerin gelistirilmesi,
sinir doku ve kas doku miihendisligi alanlarinda aragtirilmigtir [21-23]. Ortopedik
protezler ve dental implantlar aliiminyum oksit membranlarin yogun olarak
aragtirilan potansiyel klinik uygulamalari arasinda yer almaktadir. Ortopedik ve
dental implantlarin basarist implant ve kemik arasindaki sabitlemenin stabilitesine ve
osseointegrasyona baglidir. Mevcut olan ortopedik biyomalzeme arastirmalarinin
amaci1 kontrollii, yonlendirilmis ve hizli iyilesmeyi saglayan implantlar tasarlamaktir.
Hizli iyilesmeye ek olarak bahsi gecen implantlarin ara ylizey olusturmasi i¢in yeterli
derecede biyomekanik 6zelliklere sahip olmasi beklenmektedir. Bu 6zelliklere sahip
implant biyomalzemesi tasarlamak ic¢in kemik-malzeme arayiiz etkilesiminin dogru
bir bicimde anlasilmasi ve aymi zamanda osseointegrasyonu destekleyici yeni
malzemelerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Insan kemigi, makro yapiyr olusturmak igin nano boyuttaki organik ve mineral
fazlardan olusan gozenekli bir seramik yapidir. Ekstraselliiler kemik matriksinde
bulunan proteinlerin kolajen fibriller ile karsilastirildiginda nano boyutta olduklar
gozlemlenmistir. Ayrica, kemik matriksinin 6nemli bir bileseni olan kalsiyum fosfat,
bilesimsel ve yapisal olarak nano yapida bulunmaktadir. Kemik doku miihendisligi
uygulamalarinda nano yapili substratlarin kullanilmasi dogal dokudan ilham
alindigimin gostergesidir. Daha 6nceki ¢aligmalarda por ¢cap1 100 nm olan oksitlenmis
seramik malzeme kullaniminin kan akisinin korunmasinda ve kemik i¢i biiylimede
uygun oldugu gosterilmistir, ancak son zamanlarda nano gozenekli AAO ile yapilan
calismalar AAO’nun daha kiiglik gozeneklerinin kemik i¢i biiylimeyi sagladigin
ortaya ¢ikarmistir [24-26].



Magnezyum iyonlarinin osteoblastik aktiviteyi artirarak kemik gelisimine katkida bulundugu
bilinmektedir [27,28]. Yapilan bir ¢alismada gelistirilen magnezyum implantin hizli
degradasyona ugramasi magnezyum iyonlarinin kontrollii salimini

zorlagtirmaktadir. Bu nedenle kemik olusumunu uyarmak ig¢in gelistirilen magnezyum
implantlarin yiizeyi degradasyon oranini kontrol edebilmek i¢in biyo-etkisiz, asinmaya ve
korozyona karsi dayanikli olan AAO ile kaplanmistir. Kaplama sonucunda magnezyum
iyonlarmin salimi kontrol edilmis, korozyona karsi olan direng ve biyolojik performans hem
in-vivo’da hem de in-vitro’da artis gostermistir [29].

Bagka bir ¢aligmada ise titanyum implantin yiizeyi once aliimiyum metali ile kaplanmig daha
sonra da fosforik asit icerisinde anodizasyon islemi uygulanmistir. Bdoylelikle titanyum
implant tizerinde nano gozenekli aliimina olusturulmus ve biyoaktif ajanlar porlara eklenerek
implant 6zellikleri arastirilmistir. Calisma sonucunda hiicrelerin ¢ogalmasinda ve tutunumda

artts meydana geldigi ve implantin mekanik 6zelliklerinin gelistigi gézlemlenmistir [30].

1.4 Dental implantlar ve Disin Yapisi

Modern dis hekimligi, hastanin konusma, saglik, estetik gibi normal fonksiyonlarini
kargilamanin yani sira stomatognatik sisteme bagli gelisen yaralanma ya da hastaliklar
gidermek ya da en az seviyeye indirmek iizerine kuruludur. Bu amaci gergeklestirmek {izere
ortaya ¢ikan dental implantlar, yaralanmalara, periodontal hastaliklara ya da bagka nedenlere
bagl dis kayb1 yasayan insanlar i¢in en uygun secenek olarak goriilmiistiir. Yaslanmaya bagh
dis kaybi, periodontal hastaliklar, ¢iiriime, kullanilan protezlerin yetersizligi gibi birtakim
sebepler yiiziinden diinyada ve iilkemizde implant tiiketimi her gecen yil artmaktadir [31].
Metaller, 0Ozellikle titanyum ve alasimlari, mekanik Ozellikleri sayesinde implant
uygulamalarinda en sik kullanilan malzemelerdendir; fakat aginmaya bagl eklem kayba,
strese karst sinirli dayaniklilik ve kemik dokusuna olan limitli uyumluluk problemleri
implant kullaniminda revizyona gidilmesine yol agmustir. Implantlarla ilgili en sik
karsilasilan problemlerden birisi de implant olarak yerlestirilen biyomalzeme etrafinda yeterli
kemik doku olugamamasidir [32]. Bu durum kisinin kemik kalitesine, uygulanan ameliyat
teknigine bagli olabildigi gibi kullanilan implant malzemesinin topografik, mekanik ve
kimyasal 6zelliklerine de baghdir [33]. Bu problemleri asmak ve hizli bir iyilesme saglamak
icin implant ve doku arayiizeyindeki etkilesimi anlayip buna gére biyomalzeme gelistirmek

biiylik onem arz etmektedir.



Disin yapisinda bulunan periodontal ligament (PDL), dis ile alveolar kemigi birbirine
baglayan bir yapidir (Sekil 1.3). Diger ligamentlerden farkli olarak iizerinde
bagisiklik sistemi hiicreleri, kan damarlari ve noérolojik bilesenleri tasir. Tim
bunlarim yaninda PDL, iizerinde hem sementum olusumuna olanak veren
sementoblast hiicrelerini hem de kemik

rejenerasyonunda rol alan osteoblast hiicrelerini bulundurur. Ayrica bolgesel
deformasyonun meydana geldigi yerdeki kemik ve sementum hasarlarini tamir eder.
Osteoblast ve sementoblast hiicrelerine ek olarak kolajen tiirlerinin salinimindan

sorumlu, multipotent PDL fibroblast hiicreleri de bu ligament {izerinde yer alir.

Dogal dis tact Yapay dis tact

Diseti dokusu  J. Implant dayanag

i . & 2
Disi disetine baglayan fiberler | Drisett dolasy

Vida tipi implant
Kemik

Implantin kemik ile direkt iligkisi

Disi kemige baglayan fiberler :
: = 5 (osseointegrasyon)

(periodontal ligament)

Sekil 1.3: Dogal dis-kemik iliskisi ile implant-kemik iliskisinin sematik gdsterimi
[34].

Bulundugu ortama bagli olarak bu hiicre hatt1 osteoblast, sementoblast, adiposit veya
kondrosit hiicrelere doniisebilme yetisine sahiptir. Bu hiicre hatti ayni zamanda
dokulardaki yasli hiicrelerin yikimindan da sorumludur [35]. PDL nin bir kism1 da
Sharpey fiberleri ad1 verilen kemik ve sementum arasinda sok emici olarak goérev
yapan, kemik ve disi birbirine baglayan 6zel yapilardan olusur. Bu fiber ag1 kemik ile
dis arasinda, dis yiizeyine dik ve birbirine genellikle paralel olarak konumlanmustir.

Avyrica, kolajen bakimindan son derece zengin ve diizenli bir yapiya sahiptir [36].



1.5 Amac¢

Dental implantlarin uygulanmasindaki en biiyiik sorunlardan birisi osseointegrasyonun
yeterince saglanamamasidir. Bu c¢alismadaki amag¢ AAO membranlarin kalip olarak
kullanilmasiyla elde edilen nanogubuk yapidaki kolajen ve jelatin dogal proteinlerini i¢eren
filmlerin sayesinde periodontal ligament ile alveolar kemik arasindaki arayiizii biyomimetik
olarak taklit etmektir. Nanogubuk yapidaki filmler sayesinde hiicre tutunumunun,
¢ogalmasinin ve mineralizasyonunun artirilmasi 6n goriilerek potansiyel bir dental implant

ylizey kaplamasi gelistirmek amaglanmaktadir.



2. AAO MEMBRANLARDAN NANOCUBUKLARLA BEZELI FiLM
ELDESI

2.1 Giris

AAO membranlardan elde edilen nanogubuk yapidaki silikon, metal, metal oksit,
seramik, organik ve polimer filmler biyosensor, doku miihendisligi, medikal tedavi,
antibakteriyel malzeme ve DNA analizi gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir [37].
Grubumuzda yapilan bir ¢aligmada, polikarbonattan elde edilen nanogubuk yapilar
SERS substrati olarak kullanilmig ve sinyal siddetini artirmaya yaramistir [38].
Ayrica, altindan ve gilimiisten elde edilen nanogubuk yapilarin elektrokimyasal
tabanli biyosensor olarak kullanimi arastirilmistir [39]. Baska bir ¢alismada ise demir
oksit nanopartikiilleri poli(n-izopropilakrilamit)’den olusan nanogubuk yapilara
entegre edilmeye ¢alisilmis ve bunun sonucunda nanogubuklara manyetik 6zellik
kazandirilmak istenmistir [40].

Bu calismada elde edilen nanogubuklar ise doku miihendisligi catis1 altinda
karsilagilan sorunlara ¢oziim olarak gelistirilmek istenmistir. Calismada kullanilan
biyouyumlu ve biyobozunur kolajen ve jelatin dogal polimerleri doku
miihendisliginde siklikla kullanilmaktadir [41,42]. Kolajen memeli viicudundaki
proteinlerin  %20-30’luk kismimi olusturdugundan en temel protein olarak
goriilmektedir (Sekil 2.1). Biyobozunur ve bioyuyumlu olmasmin yani sira
hemostatik olusu, mekanik o6zellikleri, antijenik olmayan ve toksik olmayan yapisi

kolajeni doku miihendisliginde en ¢ok kullanilan malzemelerden biri yapmistir [43].



Kolajen molekiilleri
Kolajen fibrilleri (iilii sarmal)

a zineiri

Kolajen fiberleri

Amino asit zincirleri

6LY GLY 6GLY
HYP HYP
PRO PRO

Sekil 2.1: Kolajen proteininin yapisi.

Jelatin, kolajenin kimyasal ya da termal degradasyonu ile elde edilen proteindir (Sekil 2.2).
Tipta kullanimima bakildiginda yara oOrtiisii, plazma genisletici vb. uygulamalarda
goriilmektedir. Antijenik olmamasi, fazla hemostatik olusu, kolajene gore ¢ok daha ekonomik
olusu ve mekanik dayanimi jelatini doku miihendisligi uygulamalarinda 6nemli bir yere

koymustur [44].

Kimyasal / termal
degradasyon

Kolajen Jelatin ¢ozeltisi Jelatin

Sekil 2.2: Kolajen degradasyonunun sematik gosterimi.

Literatiirde kolajen ve jelatinden olusan ve AAO membrandan elde edilen nanogubuk yapilar
bulunmamaktadir. Disin yapisindaki periodontal ligamenti olusturan 6gelerden olan kolajen
temelli Sharpey fiberleri biyomimetik olarak taklit edebilmek i¢in bu ¢alismada
kolajen:jelatin igerikli dogal polimer filmler AAO ile nano seviyede bicimlendirilmistir.
Calismada tek basina kolajenin kullanilmamasinin sebebi sadece kolajenden elde edilen
filmlerin ¢ok kirllgan olmasi ve film formunu tam yansitamamasidir. Bu ¢aligma kapsaminda
kullanilabilecek fonksiyonel filmlerin {iiretimi maksadiyla bulundugu yapiya mekanik

dayanim kazandirdigi bilinen jelatin biyomolekiilii de kolajenle birlikte kullanilmistir.
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2.2 Deneysel Calismalar

2.2.1 Malzemeler

%99.999 safliktaki Aliiminyum folyo ve NHS Alfa Aesar firmasindan; Hekzan,
aseton, EDC, H,SO,, H3PO, PEGDGE, Riboflavin, DMEM Sigma Aldrich
firmasindan; okzalik asit ve ODTS Acros Organics firmasindan; CrOz Prolabo
firmasindan; Izopropilalkol Merck firmasindan; Silikon yonga Micro Chemicals
GmbH firmasindan; PBS Biological Industries firmasindan alinmistir. Kolajen
NeoCell Super Collagen markasindan; Jelatin Halavet Gida Sanayi ve Ticaret
A.S’den elde edilmistir. Deiyonize su (18.2 MQ) Thermo Scientific Smart2pure

sisteminden kullanilmistir.

2.2.2 Yontemler
2.2.2.1 AAO membranlarn iiretimi ve karakterizasyonu

AAO membranlarin tiretimi i¢in yliksek safliktaki Aliiminyum folyolar ( %99.999)
600 grid zimpara kagidi ile mekanik olarak temizlendikten sonra distile su ve aseton
ile soniklenerek yikanmistir. Ardindan 90°C firinda kurutulan Al folyo agirlik¢a %90
H3PO4, %10 H,SO4, 20 g/L CrOj3 bilesenlerini igeren derisik asit ¢ozeltisi igerisinde,
15 V potansiyel altinda ve 65°C’de Pb katot varliginda elektrokimyasal olarak
temizlenmistir. Temizlenen Al folyolar 0.3M okzalik asit igerisinde ve c¢elik katot
varliginda 5°C'de 50V potansiyel fark altinda en az 7 saat boyunca anodize
edilmistir. Bu asamada meydana gelen diizensiz yapidaki alliminyum oksit tabaka
0.4M H3PO,4 ve 0.2M CrOs3 bilesenlerinden olusan kromik asit ¢ozeltisi i¢erisinde
75°C'de ¢dziinmiistiir. Ikinci anodizasyon asamasi ise ilk anodizasyon ile ayni
kosullar altinda yaklasik 3 dakika boyunca gerceklestirilmis ve 300 nm kalinliginda
diizgiin ve siral1 gdzeneklere sahip AAO membran elde edilmistir. Son olarak AAO
membranlarin gozenek capr hacimce %5’lik H3PO, ¢ozeltisi ile 52 dakikada oda
sicakliginda 100 nm’ye genisletilmistir. Olusturulacak dogal polimer yapidaki
filmlerin yiizeyden kolaylikla kaldirilabilmesi i¢in por agma islemi sonrasinda
90°C’de firinda 30 dakika kurutulan membranlar hekzan igerisinde hazirlanan

hacimce %0.066 ODTS ¢ozeltisinde gece boyu bekletilmistir. Kaplama sonrasinda
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AAO membranlar 90°C’de en az 4 saat boyunca kurutulmustur. Uretilen AAO membranlarin
karakterizasyonu SEM ( ESEM, FEI, Quante 200) ve AFM (ez-AFM, Nanomagnetics
Instruments) ile yapilmis, ayrica temas agis1 6lglimii (Attension modiilii, KSV Instrument) de

gergeklestirilmistir.

2.2.2.2 Nanoc¢ubuklarla bezeli olan kolajen filmlerin iiretimi ve karakterizasyonu

Uretilecek kolajen filmlerin nanotopografisinin besi yeri ortaminda ve sulu ortamlarda stabil
olmasi i¢in filmler iiretilirken iki farkli ¢apraz baglayici ile katkilandirilmstir.

Ik olarak EDC/NHS capraz baglayic1 ikilisi kullanilistir. Farkli oranlarda hazirlanan
EDC/NHS karisimit MES tamponu (pH 5.5) i¢inde ¢oziildiikten sonra su igerisinde hazirlanan
agirlikca %1 kolajen ¢ozeltisi icerisine eklenmis ve 30 dakika boyunca karistirilmistir.
Sonrasinda ODTS kapli AAO membrana dokiilmiis ve hem oda sicakliginda hem de 50°C’de
vakum altinda ¢oOziiciiniin uzaklasmasi icin kurumaya birakilmistir [45,46]. Farkli bir
yontemde EDC/NHS karisimi su ve su:etanol c¢oziiciileri igerisinde hazirlanarak ayni
asamalardan geg¢irilmis ve film olusturulmaya ¢alisilmistir [47].

Ikinci olarak kolajen yapilarin stabilitesini saglamak icin kullanilan Riboflavin adl1 baska bir
capraz baglayici kullanilmistir [48,49]. Su icerisinde hazirlanan agirlik¢a %1 kolajen ¢ozeltisi
farkl1 hacimlerde riboflavin ile karistirtlip farkli siireler boyunca 365 nm dalga boyundaki

1518a tabi tutulmus ve kolajenin ¢apraz baglanarak film yapisi olusturmasi beklenmistir.

2.2.2.3 Nanocubuklarla bezeli olan ve olmayan kolajen-jelatin filmlerin iiretimi ve
karakterizasyonu

Kolajen filmlerin farkli ¢apraz baglayicilar varliginda tek basina stabil film olarak elde
edilememesi nedeniyle yapilan literatiir arastirmasi sonucunda kolajen:jelatin karisimi
filmlerin bu caligma i¢in uygun mekanik oOzellikleri saglayabilecegi gozlemlenmistir.
Dogrudan ¢apraz baglanmig bir kolajen film yerine peptid sekanslar1 bakimindan daha da
zengin olan ve bu yiizden tutunum egiliminin yiiksek olacagi kolajen:jelatin karigimindan
meydana gelen yiizeylerin hiicreler tarafindan daha ¢ok tercih edilecegi diistiniilmektedir [50].
Hazirlanan kolajen:jelatin ¢ozeltisinin bilesenlerinin birbiri igerisinde ¢oziinebilirliginin takip
edilmesi igin literatiirii takiben oncelikle viskozite ¢alismasi (Brookfield Viscometer, DV-I
Prime) yapilmistir [51]. Calismada farkli konsantrasyonlarda ve farkli oranlarda kolajen,
jelatin ve kolajen:jelatin karigimlari hazirlanmistir. Kolajenin daha iyi ¢ozlinebilmesi

amaciyla hacimce %0.1 sulu asetik asit ¢ozeltisi kullanilmigtir.
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Viskozite calismalarindan elde edilen sonuca gore calismalara %4
konsantrasyonundaki 1:3 kolajen:jelatin orani ile devam edilmistir. Capraz baglayici
olarak farkli oranlarda hazirlanan EDC/NHS ve PEGDGE kullanilmistir. Capraz
baglanan kolajen:jelatin ¢ozeltileri 6nce diiz ylizey amaciyla kullanilan cam yiizeyler
tizerine damlatilip oda sicakliginda kurutulmustur [52].

AAO membran iizerindeki ¢alismalarda %0.3, %0.5, %0.7 ve %0.9 PEGDGE iceren
%4’liik 1:3 kolajen:jelatin ¢ozeltileri kullanilmustir. Oncelikle stabiliteyi korumak
icin %0.7 ve %0.9 PEGDGE igeren ¢ozeltiler AAO membrana damlatilmis ve gece
boyunca oda sicakliginda kurutulmustur. Elde edilen filmler, stabiliteyi daha da
artirmak adina izopropil alkol igerisinde hazirlanan %0.75 konsantrasyonundaki
PEGDGE ¢ozeltisinde 1 saat bekletilmistir.

Literatiir incelendiginde PEGDGE c¢apraz baglayicisinin pH arttikca daha etkin
oldugu gozlemlenmistir [53] ve %0.7 ve %0.9 PEGDGE ile hazirlanan %4’liikk 1:3
kolajen:jelatin ¢ozeltisinin pH’1 6.5 olarak ayarlanmistir. Damlat kurut yontemiyle
AAO membrandan elde edilen filmler AFM ile karakterize edilmistir. Baska bir
calisma olarak yine pH 6.5 olacak sekilde %0.3 ve %0.5 PEGDGE igeren ¢ozeltiler
hazirlanmis ve AAO membrana damlatilip gece boyu kurutulmustur,
karakterizasyonlart SEM ile yapilmistir.

Optimizasyon agisindan yapilan calismalar sonras1 nanotopografiyi iyilestirmek icin
capraz baglayici konsantrasyonundan farkli olarak 1:3 kolajen:jelatin ¢ozeltisinin
yogunlugu degistirilmis ve %4’ten %2’ye diisiiriilmiistiir. %0.3 PEGDGE igeren
cozeltiler AAO membrana ve silikon yongaya damlatilip oda sicakliginda kurumaya
birakilmstir.

Kontrol grubu olarak kullanilan nanocubuklarla bezeli olmayan filmler ise diiz
silikon yongadan elde edilmistir. Diiz filmlerin karakterizasyonu AFM ile
yapilmistir. Ayrica, iki film tiiriinlin de ylizey piirtizliiliik degerleri karsilagtirilmistir.
Capraz baglayici katkilandirilan ¢ozeltilerden elde edilen filmlerdeki stabilite fiziksel
olarak gozlemlense de ¢apraz baglayicinin varligi FT-IR ile de 6l¢iilmiistiir. FT-IR,
organik, polimerik ve bazi durumlarda inorganik maddeleri tanimlamak igin
kullanilir. FT-IR testi, Ornekleri taramak ve bag ozelliklerini gdézlemlemek icin
kizilotesi 1s18a dayanir. Bir dizi fonksiyonel grubu algilayabilen ve molekiiler
yapidaki degisikliklere hassas olan duyarli ve hizli bir karakterizasyon yontemidir.

Her malzemenin IR spektroskopisi kendine 6zgii oldugundan malzemelerin kimyasal
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kompozisyonu ve fiziksel durumu hakkinda bilgi vererek malzemelerin ayirt edilmesini saglar
[54]. PEGDGE katkili ve katkisiz kolajen:jelatin filmler diiz yiizeyde kurutulup elde
edildikten sonra FT-IR (Mattson FTIR 1000) 6l¢tiimiinde kullanilmustir.

2.2.2.4 Uretilen kolajen-jelatin filmlerin stabilite calismalar

Elde edilen nanogubuklarla bezeli filmlerin stabilite testleri hiicre kiiltiiriinde kullanilan bir
ortam olan DMEM igerisinde ve insan viicudunu taklit etmek amaci ile PBS (pH 7.4)
icerisinde yapilmistir. Diiz filmlerin stabilitesi ise sadece PBS ortaminda denenmistir.
Deneyin esit kosullarda gerceklestirilebilmesi i¢in nanogubuklarla bezeli olan ve olmayan

filmler ayn1 boyutta tiretilmistir.

AAO kaliptan elde edilen pH kontrollii %0.3 PEGDGE katkili nanogubuklarla bezeli filmler,
nanotopografi kaliciligini incelemek i¢in 3 saat ve 24 saat boyunca DMEM igerisinde
bekletilmis ve sonrasinda 40°C’de vakum firiinda 2 saat boyunca kurutulmustur. Filmlerin
ilk halinin ve DMEM igerisinde bekletildikten sonraki hallerinin karakterizasyonu SEM ile

yapilmistir.

Literatiir incelemeleri sonucunda doku miihendisliginde kullanilan doku iskelelerinin ve
filmlerin stabilite ¢alismalarinin  37°C’de PBS (pH 7.4) igerisinde de yapildigi
gbzlemlenmistir [55,56]. Buna dayanarak nanogubuklarla bezeli olan ve olmayan %2’lik 1:3
kolajen-jelatin filmlerin stabilite ¢alismalar1 37°C’de PBS (pH 7.4) igerisinde 10 giin boyunca
stirdiiriilmiis ve calisma 3 tekrarli olarak yapilmistir. Filmlerin baslangictaki kuru agirliklar
Olciildiikten sonra filmler PBS igerisine daldirilmis ve 1., 3., 7., ve 10. giinlerde PBS
icerisinden alip distile su ile yikandiktan sonra vakumda 50°C’de kurutulmustur. Daha
sonra son kuru agirliklart Olgiilmistir ve Esitlik 2.1°e gore ylizdece kalan agirlik

hesaplanmustir.

Kalan agirlik (%) = Mg/ M; * 100 (2.1)

Ms: Son kuru agirlik
Mi: Baslangictaki kuru agirlik
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Bagka bir calisma olarak nanogubuklarla bezeli ve diiz yapidaki kolajen-jelatin
filmlerin 37°C’de PBS igerisinde su tutma ve sisme oranlari incelenmistir [57,58].
Baslangigta kuru agirliklar1 dlgiilen nanogubuk yapili ve diiz filmlerin 1, 6, 24, 48,
72, 96, 120 ve 144 saat PBS igerisinde bekletildikten sonraki islak agirliklari
Ol¢iilmiistiir. PBS igerisinden alinan filmler filtre kagidi yardimiyla fazla islakliktan

kurtarilip tartilmigtir.

Olgiimler sonucunda Esitlik 2.2 ile filmlerin zamana gore yiizdece sisme oranini

gosteren grafik olusturulmustur.

% Sisme oran1 = [(Ms-M;) / M;] *100 (2.2)

Ms: Islak agirlik
M;: Baslangictaki kuru agirlik

2.2.2.5 Uretilen kolajen-jelatin filmlerin mekanik testleri

Nanocgubuklarla bezeli olan ve olmayan kolajen:jelatin filmlere Instron cihazi ile
¢ekme testi uygulanmistir ve filmlerin mekanik dayanimlar1 karsilastirilmistir [59].
Bir malzemenin gerilim altindaki davranisi tek yonlii ¢ekme testi ile incelenir. Tek
yonlii ¢ekme testinde, numune bir ucundan sabitlenir ve diger ucundan sadece
uzunlugu dogrultusunda belirli bir yiik miktar1 uygulanarak gerinir. Yiik miktart
kontrollii bir sekilde artirilarak numunede olusan uzama miktar1 6l¢ilir. Elde edilen
kuvvet ve kuvvete bagli uzama degerlerinden yola ¢ikilarak gerilim-gerinim (stress-
strain) grafigi olusturulur. Gerilim (stress), birim alana etki eden kuvvet miktarini
ifade eder. Malzemenin kesit alaniyla iligkilidir. Gerinim (strain) ise, malzemedeki
toplam uzama miktarinin malzemenin ilk uzunluguna oranlanmasiyla elde edilir [60].
Bu asamada gergeklestirilen mekanik testlerde, 8.5 cm boyunda, 4 cm eninde iiretilen
nanogubuklarla bezeli olan ve olmayan filmler 0.5 mm/dk hizinda gekilerek test

edilmistir.
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2.3 Sonug ve Tartismalar

Calismanin ilk kisminda iretilen yaklasik 100 nm gozenek ¢apina sahip AAO membranin
gbzenek agma islemine tabi tutulmadan onceki ve gozenekleri acildiktan sonraki topografisi

SEM ile karakterize edilmistir (Sekil 2.3).

€Y (b)

©

Sekil 2.3: Uretilen AAO membranin (a) gdzenekleri agilmadan dnce, b) gdzenekleri agildiktan

sonraki SEM goriintiisii ve ¢) gozenekleri agildiktan sonraki AFM goriintiisii.
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Sekil 2.4: ODTS (a) kaplama oOncesi ve (b) kaplama sonrast AAO membran

tizerindeki su damlasinin goriintiisii.

Nanogubuklarla bezeli kolajen filmin eldesi i¢in yapilan ¢aligsmalar sonucunda farkl
oranlarda hazirlanan EDC/NHS igerikli filmler jel formunda kalmistir ve higbiri
yiizeyden kaldirilamamustir. Ikinci yontemde kolajen ¢ozeltisine eklenen farkli
hacimlerdeki foto capraz baglayici Riboflavin 365 nm dalga boylu 1s18a tabi
tutulmustur. Cozeltilerin 1 saatin sonunda jel formuna doniistiigli gozlemlenmis fakat

film formu olugsmamustir.

Hem filmlerin mekanik dayanimin1 hem de filmler iizerindeki hiicre tutunumunu
artirmak amaciyla hazirlanan kolajen:jelatin karistmindaki uygun orani belirlemek
i¢in yapilan viskozite ¢aligmasi sonucunda karigimlarin viskozitesi saf kolajen ve saf
jelatin ¢ozeltilerinin viskozite degerleri arasinda arasinda ¢ikmistir. Calisma icin
uygun oran 1:3 kolajen:jelatin olarak belirlenmistir. 1:3 orani ile hazirlanan
cozeltinin hem saf kolajenle hem de saf jelatinle benzer viskozite 6zelligine sahip

oldugu goriilmiistiir (Sekil 2.5).

%4°lik 1:3 kolajen:jelatin ¢ozeltisinin farkli oranlardaki EDC/NHS ile capraz
baglanmasi sonucunda istenilen yapida film elde edilememistir. EDC/NHS orani
arttikca filmin ortasinin  kenarlarma gore daha jelimsi yapida oldugu
gozlemlenmistir. EDC/NHS oran1 azaldiginda ise fiziksel stabilitenin korunmadig:
goriilmiistiir. Buna karsin PEGDGE capraz baglayicisi ile yapilan ¢aligmalarda ise
fiziksel stabilitenin saglandigi ve istenilen film formunun elde edildigi

gozlemlenmistir.
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Calismalara %0.3, %0.5, %0.7 ve %0.9 PEGDGE igeren %4’liik 1:3 kolajen:jelatin
cozeltileriyle devam edilmistir. %0.7 ve %0.9 PEGDGE igeren filmler %0.75
konsantrasyonundaki PEGDGE-izopropil alkol ¢ozeltisinde bekletildikten sonra SEM ile
karakterize edilmis ve filmlerin fiziksel stabilitesinin arttig1; fakat AAO membran kalibin1 tam

olarak yansitmadigr goriilmiistiir (Sekil 2.6).

0,6 —e—Kolajen

= —o—1:1
=3 Kolajen:Jelatin
E o 1:2
é 0,3 Kolajen:Jelatin
~ ——13
© o2 Kolajen:Jelatin
= 1:4

g 0,1 - / Kolajen:Jelatin
c — Jelatin

0 ———C o— —0

001 o002 003 0,04 0,05 0,06 007 008 009 0,1
Konsantrasyon (g/mL)

Sekil 2.5: Kolajen, jelatin ve farkli oranlardaki kolajen: jelatin c¢dozeltilerinin toplam

konsantrasyona kars1 degisen indirgenmis viskozite grafigi.

Filmleri fazladan capraz baglayici ¢ozeltisinde bekletmek serbest haldeki nanogubuklarin
amin gruplart dolayisiyla birbirlerine baglanmasina sebep olmustur (Sekil 2.7). Ayrica bu
durumun filmlerin sertlesmesine, kirilgan yapiya yol agmasina ve basta seffaf olan filmlerin

renk degistirerek beyazlamasina yol actig1 gézlemlenmistir.

Sonraki asamada pH’1 6.5’e ayarlanan ve mekanik 6zellikleri artirmak ic¢in %0.7 ve %0.9
PEGDGE ile hazirlanan %4’lik 1:3 kolajen:jelatin ¢ozeltilerden elde edilen filmlerin
topografisi AFM ile incelenmistir (Sekil 2.8).
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Sekil 2.6: AAO membrandan elde edilen (a) %0.7 PEGDGE ve (b) %0.9 PEGDGE

iceren filmlerin yiizeyden kaldirildiktan sonraki SEM goriintiileri.

Sekil 2.7: (a) %0.7 PEGDGE ve (b) %0.9 PEGDGE igeren filmlerin 1 saat %0.75
PEGDGE-izopropil alkol ¢ozeltisinde bekletildikten sonraki SEM goriintiileri.
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Sekil 2.8: pH ayarli kolajen:jelatin ¢ozeltilerden elde edilen (a) %0.7 ve (b) %0.9 PEGDGE
iceren filmlerin 3 boyutlu AFM goriintiileri.

Elde edilen filmlerin 3 boyutlu AFM karakterizasyonlar1 incelendiginde nanogubuklu
topografinin filmlerde var oldugu goriilmiis, fakat optimizasyon amaciyla tekrar caligmalari
yapildiginda ayn1t PEGDGE miktarina sahip filmler yilizeyden kaldirilamamistir ve PEGDGE
miktarint artirdik¢a filmlerin beyazladigi ve git gide sertlestigi gozlemlenmistir.  %0.5
PEGDGE igeren ¢ozeltiden elde edilen filmlerin AAO kaliptan kaldirilmasinda zorluk
yasanmis Ve Kurutma kosullar1 optimize edilememistir. %0.3 PEGDGE igeren filmler ise

yiizeyden kolaylikla kaldirilmistir (Sekil 2.9).

Sekil 2.9: pH kontrollii %0.3 PEGDGE igeren %4 yogunlugundaki 1:3 kolajen:jelatin filmin
SEM gortintiisii.
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SEM goriintiileri incelendiginde %0.3 PEGDGE igeren filmin AAO membran
topografisine sahip oldugu, buna karsilik nanotopografiyi biitiiniiyle yansitmadigi
gbzlemlenmistir. Viskozite azaltilinca ¢ozeltinin porlarin derinine indigi, ylizeyde
birikmedigi goriilmiistiir. Ayrica elde edilen filmler daha rahat ylizeyden kaldirilmig
ve Onceki filmlere gore nanotopografiyi daha iyi yansittigt SEM (Sekil 2.10) ve AFM
(Sekil 2.11) ile teyit edilmistir.

Sekil 2.10: pH kontrollii %0.3 PEGDGE igeren %2 yogunlugundaki 1:3

kolajen:jelatin filmin SEM goriintiisii.

nm

Sekil 2.11: pH kontrollii %0.3 PEGDGE igeren %2 yogunlugundaki 1:3
kolajen:jelatin filmin ii¢ boyutlu AFM goriintiisii.
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Diiz silikon yongadan elde edilen kolajen:jelatin filmin AFM karakterizasyonu Sekil 2.12°de
goriildiigii gibidir. Filmin ii¢ boyutlu AFM gériintiisii incelendiginde yiizey piiriizliliigiiniin
daha diisiik oldugu, buna bagli olarak da yilizeyin daha diiz yapiya sahip oldugu
goriilmektedir. Bu durum yiizey piirtizliiliik degerleri ile de desteklenmektedir (Cizelge 2.1).

Sekil 2.12: Diiz silikon yongadan elde edilen kolajen:jelatin filmin ¢ boyutlu AFM

goruntisu.

Cizelge 2.1: Kolajen:jelatin filmlerin yiizey ptiriizliiliik degerleri.

Kolajen:jelatin filmler Piiriizliiliik degeri (um)
Nanocgubuklarla bezeli film 0.350
Diiz film 0.028

Film elde etme protokoliiniin optimizasyonu asamasinda yapilan tekrar caligmalar1 da basaril
bir sekilde sonuglanmis ve nanocubuklu kolajen:jelatin filmler %2 yogunlukla istenilen
bicimde elde edilmistir. Capraz baglayic1 varligi, stabilite, mekanik test ve hiicre kiiltiirii
caligmalarina %0.3 PEGDGE igeren %2 yogunlugundaki 1:3 kolajen:jelatin filmler ile devam
edilmistir.

Uretilen filmlerin stabilite calismalari oncesinde filmler sivi ¢ozeltide fiziksel olarak
yapilarin1 korusalar da filmlerdeki ¢apraz baglayic1 varligi FT-IR ile de dl¢lilmiistiir. Sekil
2.13 c¢apraz baglanan ve baglanmayan kolajen:jelatin filmlerin kimyasal yapisini
gostermektedir. 1440 cm™ dalga numarasinda goriilen ve kolajen-jelatinin varligini gosteren
CH; baginin absorpsiyonunda artis goriilmiistiir. 1082 cm™ ve 943 cm™ dalga numaralarina
tekabiil eden C-O-C fonksiyonel gruplart PEGDGE’nin varligim1 géstermektedir [52,61].
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Sekil 2.13: PEGDGE ile ¢apraz baglanan ve capraz bagli olmayan kolajen:jelatin
filmlerin FT-IR spektroskopisi.

Nanotopografi kaliciligini incelemek amaciyla DMEM igerisinde 3 saat ve 24 saat
bekletilen kolajen:jelatin filmler SEM ile karakterize edilmistir. 3 saat DMEM’de
bekletildikten sonra da nanogubuk yapisinin korundugu goézlemlenmistir. 24 saat
bekletilme sonucunda ise filmin nanotopografik yapisinin genel olarak bozundugu

ancak ¢ok az ve kisa da olsa nanogubuklara sahip oldugu goriilmistiir (Sekil 2.14).

Sekil 2.14: %2 yogunlugunda %0.3 PEGDGE igeren kolajen:jelatin filmlerin a) 3
saat ve b) 24 saat DMEM i¢erisinde bekletildikten sonraki SEM goriintiisii.
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Elde edilen filmlerin 37°C’de PBS igerisinde stabiliteleri arastirilmistir. Filmlerin PBS
icerisine konmadan oOnceki ve PBS ortamindan almip kurutulduktan sonraki agirliklari
Cizelge 2.2 ve 2.3’te goriildigii gibidir. Esitlik 2.1°den yola ¢ikilarak hesaplanan yilizdece

kalan agirligin zamana gore grafigi Sekil 2.15°te gosterilmistir.

Cizelge 2.2: Nanogubuklarla bezeli olan kolajen-jelatin filmlerin baslangigtaki kuru agirliklari

ile 1., 3., 7., ve 10. glinlerdeki kuru agirliklari.

Ortalama ilk Ortalama son Kalan Standart
Zaman (giin) kuru agirhk kuru agirhk agirhik (%) sapma
(mg) (mg)
1 7,9 7,16 90,83 +10,92
3 7,9 6,03 76,37 + 4,82
7 7,9 5,96 75,57 + 3,39
10 7,9 4,83 61,26 +6,26

Cizelge 2.3: Nanogubuklarla bezeli olmayan kolajen-jelatin filmlerin baslangigtaki kuru

agirliklari ile 1., 3., 7., ve 10. giinlerdeki kuru agirliklar

Ortalama ilk Ortalama son Kalan Standart
Zaman (giin) kuru agirhk kuru agirhk - sapma
agirhk (%)
(mg) (mg)
1 7,16 6,56 91,61 + 6,47
3 7,16 5,90 82,32 + 4,93
7 7,16 5,40 75,34 + 4,92
10 7,16 4,23 59,06 +2,36

Sekil 2.15 incelendiginde nanogubuklu kolajen:jelatin filmlerin nanogubuklu olmayanlara
gore daha az agirliga sahip oldugu goriilmiistiir. Bu durumun filmlerin bozunma hiziyla ilgili
oldugu diisiiniilmektedir. Ilk 3 giinde nanogubuklarla bezeli filmler yiiksey yiizey alanma ve
bosluklu yapiya sahip olduklarindan diiz filmlere gére daha hizli bozunmaktadir. Genel
cergeveye bakilacak olursa, nanogubuklarla bezeli filmlerdeki nanoyap1 toplam agirligin ¢ok
az bir kismin1 olusturdugundan dolay iki film tiirliniin son kalan agirliklarinin yaklagik olarak
ayn1 oldugu goriilmektedir. 10 gilin sonunda iki film tiiriiniin de kalan agirligimin %60 olmasi

bu filmlerin uzun siireli kullanilabilecegini géstermektedir.
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Sekil 2.15: Nanogubuklarla bezeli olan ve olmayan kolajen-jelatin filmlerin zamana

gbre bozunma grafigi.

Sisme testi sonucunda elde edilen kuru ve islak agirlik 6l¢iimleri Cizelge 2.4 ve

2.5’te gosterilmistir. Alinan degerlerin ortalamalarina gore zamana gore ylizde sisme

orani grafigi olusturulmustur (Sekil 2.16).

Cizelge 2.4: Nanogubuklarla bezeli kolajen:jelatin filmlerin zamana gore ortalama

yilizdece sisme oranlari.

Zaman (saat) Ortalamazos/(l) ?me orant Standart sapma

1 173,8 + 24,55

6 216,2 +6,18

24 243,6 + 9,62

48 238,2 +12,17

72 209,9 +12,69

96 202,7 +16,25
120 192,7 +15,53
144 174,3 +23,08

Grafik incelendiginde her iki film tipi i¢in de ilk kisimda sismenin etkin oldugu ve

film agirhiginin artt1g1, ilerleyen asamada ise her ikisinde de bozunmanin daha baskin

bir etki gosterdigi, buna bagli olarak agirligin zamanla azaldigi goriilmiistiir.

Nanocgubuklarla bezeli film baslarda bozunmadigindan dolay: yiiksek yiizey alani
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sayesinde diiz filme gore daha fazla sisme gostermistir. Daha sonrasinda ise nanogubuklarla
bezeli filmdeki bozunmanin, yine yiiksek yiizey alani nedeniyle (bkz. Sekil 2.13b), baskin
faktor haline geldigi ve bu ylizden toplam agirligin 24 saat ve sonrast i¢in diiz filmin altinda

degerler gosterdigi diistintilmektedir.

Cizelge 2.5: Nanogubuklarla bezeli olmayan Kkolajen:jelatin filmlerin zamana gore ortalama

yiizdece sisme oranlart.

Zaman (saat) Ortalam?c; ?me orant Standart sapma

1 170,6 +11,8

6 217,6 + 9,99

24 266,9 + 3,85

48 282,3 +8,09

72 264,1 +10,03

96 253,9 +8,85
120 236,2 +7,64
144 206,5 +9,61

300

250 -
200 -
150 -
100 -

m Kol:Jel nanogubuklu film

% Sisme Orani

50 -
m Kol:Jel diiz film

0 1 6 24 48 72 96 120 144
Zaman (saat)

Sekil 2.16: Nanogubuklarla bezeli olan ve olmayan kolajen:jelatin filmlerin zamana gore
sisme oranini gosteren grafik.

Uretilen kolajen:jelatin filmlerin dayanimi ¢ekme testi ile incelenmistir. 0.5 mm/dk hizinda
¢ekilen filmlerin yiikte ve uzamada kopma degerleri belirlenmistir (Cizelge 2.6). Sekil

2.17°de nanogubuklarla bezeli filmin diiz filme goére daha az kuvvet altinda koptugu ve daha
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az uzadig1 goriilmektedir. Nanogubuk yapilarin daha diisiik mekanik dayanima yol

acan stres yogunlasma noktalart oldugundan dolay1 daha az mekanik dayanima sahip

oldugu disiiniilmektedir. Ayrica nanocubuklu yapiyr desteklemek icin daha az

polimer kiitlesi vardir, bu durum da mekanik dayanimi azaltmaktadir [62].

Cizelge 2.6: Kolajen:jelatin filmlerin mekanik dayanimlart.

. e Ortalama yiik
Kolajen:Jelatin filmler dayanimi (N) Uzama (mm)
Na“"@“b‘flﬁiﬁﬂa bezeli 42,236 + 6,82 1,05+ 026
Diiz film 55,823 + 1,61 2,90 + 1,47

0 1 2
Uzama (mm)

3 4 5

—+—Kol:Jel Nanogubuklu film

—s—Kol:Jel diiz film

Sekil 2.17: Nanogubuklarla bezeli olan ve olmayan kolajen:jelatin filmlerin mekanik

test sonucu elde eldilen yiik-uzama egrileri.

27







3. NANOCUBUKLARLA BEZELi FILMLERIN DOKU
MUHENDISLIGINDE KULLANIMI

3.1 Giris

AAO membranlar biyosensér alanindan biyomalzemelere kadar ¢ok genis bir
yelpazede kullanilmaktadir. Bu ¢aligmalar arasinda AAO’larin biyomalzeme olarak
kullaniminm1 kemik doku, sinir doku, bag doku ve kas doku calismalarinda bulmak
miimkiindiir [63-66]. Buna ragmen, bu membranlardan iretilen nanodriintili
polimer yiizeylerle doku mihendisligi calismalar1 gorece kisitli miktardadir.
Literatlirde bulunan ve AAO membrandan elde edilen nanogubuk yapilarin biyolojik
calismalardaki etkinligi yiizey alanini artirmak, hiicre tutunumunu ve biiyilimesini

iyilestirmek ve hiicrelere basarili bir sekilde penetre olmak ile sonug¢lanmigtir [37].

Sinir hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada, AAO membrandan elde edilen polimer
nanogubuk yapilarin tizerinde nano topografi olmayan yapilara gére 1 hafta sonunda
sinir hiicrelerinin daha iyi tutundugu ve daha fazla noritlere sahip oldugu

gbzlemlenmistir [67].

Hiicre tutunumunun yani sira nanogubuk yapili filmlerin hiicre gelisiminde de etkili
oldugu goriilmiistiir. Yapilan diger bir calismada, fare sinir kok hiicreleri nanogubuk
yapilar iizerindeki yerlerini algilayabilmis ve nanogubuklarin aralarina tutunup

yerleserek hiicre-yiizey temas alanini artirmislardir [68].

Nanogubuk yapilar yliksek yiizey alani, hiicre tutunumunu kolaylastirma gibi
ozelliklerinden dolayr doku miihendisliginde giin gectikge Onemli bir yere sahip
olmaktadir. Bu projede, ¢alisilan kolajen:jelatin filmlerden elde edilen nanogubuklar
sayesinde kemik hiicrelerinin yiizeye daha iyi tutunacagi ve daha iyi mineralize

olacag ongdrilmiistiir.
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3.2 Deneysel Calismalar

3.2.1 Malzemeler

Micro BCA protein test kiti ve DAPI boyas1 Thermo Scientific firmasindan; ProtinEX Gene
All firmasindan; B-gliserofosfat, Tripsin-EDTA, Tripan mavisi, Alizarin kirmizisi, Kolajen
Tip-1, Penisilin-streptomisin, Fetal calf serum, DMEM ve ALP Kkiti Sigma Aldrich
firmasindan; PBS(10X) Amresco firmasindan; L-glutamin Gibco firmasindan; WST-1 Kiti

Cayman Chemical firmasindan alinmustir.
3.2.2 Yontemler

3.2.2.1 SAOS-2 hiicre hattimin gelistirilmesi

SAQOS-2 hiicre hatt1 insan kemik dokusundan elde edilen yapiskan epitelyal kanser hiicre
hattidir. Calismada bu hiicre hattinin kullanilmasinin sebebi kemik dokusunu taklit etmek ve
bu hiicrelerin hizli ¢ogalma yetenekleri sayesinde g¢alismalari hizlandirmaktir. Filmlerin
osteoblast hiicreleri iizerindeki etkisini incelemek i¢in SAOS-2 (ATCC® HTB-85")
osteoblastik hiicre hatti ATCC’den temin edilmistir. Hiicreler sivi azottan ¢ikarildiktan sonra
37°C’de su banyosunda ¢ozdiiriilmiistiir ve cryo tiipiin i¢inde bulunan dimetil siilfoksiti inhibe
etmek i¢in ¢oziilen hiicreler tizerine besi yeri eklenmistir. Hiicreleri ¢oktiirerek elde etmek
icin 9000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij yapilmistir Hiicrelerin ¢oktiigii gozlemlendikten
sonra siipernatant atilmis ve PBS ile yikama yapilmistir. Uzerine SAOS-2 hatt1 i¢in hazirlanan
besi yeri (%10 fatal calf serum, %1 200mM Glutamin, %21 Penisilin (10,000 unit) /
streptomisin (10 mg/mL) ve DMEM F-12) eklenip 75 cm?lik flaska hiicreler aktariimistir
[69]. Hazirlanan besi yeri, kullanilmadan once bakteri kontaminasyonunu engellemek igin
0,22um por biiytikliigiindeki filtreden gecirilip steril edilmistir. 37°C’de, %5 CO, ortaminda
hiicreler inkiibe edilmistir ve hiicrelerin biiylimeye devam etmesi i¢in her 3 giinde bir besi yeri
degisimi yapilmistir. Flask %80 doluluga ulastig1 zaman hiicreler tripsin-EDTA yardimiyla
kaldirilip birkag flaska pasajlanmustir.
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3.2.2.2 SAOS-2 hiicre hattinin kolajen:jelatin filmler iizerinde inkiibasyonu,

proliferasyonu, canlilik ve tutunum analizleri

Kolajen:jelatin nanogubuklarla bezeli olan ve olmayan yiizeyler {izerinde hiicre
davraniglarin1 gozlemlemede yapilacak testlerin siirelerini belirlemek amaciyla
proliferasyon egrisi olusturulmustur. Proliferasyon testi igin, flaskta gogaltilan
hiicreler tripsin yardimiyla yiizeyden kaldirilmistir. Tripsin yardimiyla yilizeyden
kaldirilan hiicreler 9000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant
uzaklastirilmis ve pellet lizerine besi yeri eklenmistir. Pipetaj islemi yapildiktan
sonra ¢ozeltinin ufak bir kismi 1:1 oraninda 6lii hiicreleri boyayan Tripan mavisi ile
karigtirllmistir.  Hemositometre yardimiyla toplam hiicre sayist belirlenmis ve
proliferasyon egrisinde kullanilacak hiicre sayisina gore ¢ozeltiden alinacak miktar
hesaplanmistir. Proliferasyon egrisi 1., 2., 3., 4., ve 7. glin baz almarak

olusturulmustur.

Proliferasyon egrisinin ¢ikarilmasinda WST-1 kiti kullanilmistir. Stabil tetrazolyum
tuzu WST-1, esas olarak hiicre yiizeyinde meydana gelen kompleks bir hiicresel
mekanizma ile ¢6ziinebilir bir formazana doniisiir. Bu biyo-uyarilma biiyiik 6lgiide
canli hiicrelerde  NAD(P)H'nin glikolitik iiretimine baglidir. Canli hiicrelerin
sayisindaki artig, hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenazlarin genel aktivitesinde
bir artisa neden olur. Enzim aktivitesindeki bu artis, kiiltiirdeki metabolik olarak aktif
hiicrelerin sayisi ile dogrudan iligkili olan formazan kristali miktarinda bir artisa yol
acar. Ne kadar ¢ok formazan kristali olusursa hiicre o kadar canli demektir [70]. Bu
calismada 96 kuyuluk plakada calisilmis ve kuyu basina 1x10* hiicre ekimi
yapilmistir.  Kuyular 5 tekrarli ¢alisilmis ve her iki yontemde de kuyulara hiicre
ekilmeden Once hiicre tutunumunu kolaylastirmak i¢in kuyulara kolajen kaplama
yapilmistir. Kolajen kaplama ¢ozeltisi 5 ml PBS igerisine 90 pl kolajen tip-1
eklenmesiyle olusturulmus ve c¢ozelti kuyulara eklendikten sonra yarim saat
bekletilip ¢ekilmigtir. WST-1 kit yonteminde belirlenen giinler sonunda kuyulara
10’ar uL WST-1 kit soliisyonundan konulmus ve 2 saat inkiibatdrde bekletilmistir. 2
saat sonucunda spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda absorbans ol¢iimii
alinmustir [71].
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Hiicrelerin filmler iizerindeki canliligini incelemek amaciyla 48 kuyulu plakaya 5 tekrarli
olarak yerlestirilen nanogubuklarla bezeli olan ve olmayan filmler iizerine kuyu basina
2.5x10* hiicre ekimi yapilip, toplam hacim 0.5 mL olacak sekilde besi yeri eklenmistir.
Kontrol grubu olarak TCP yiizey kullanilmistir. Besi yeri igerisinde 2 giin siiren inkiibasyon
sonucunda her bir kuyuya canlilik testinde kullanilan WST-1 soliisyonundan 10 pL
eklenmistir. SAOS-2, yapiskan hiicre hatt1 oldugundan dolay1 kuyulara soliisyon eklendikten
sonra hiicreler 2 saat boyunca inkiibatorde bekletilmistir. Daha sonra besi yeri ve sollisyonun
oldugu s1vi ortam 96 kuyuluk plakaya aktarilmis ve spektrofotometrede 450 nm’de absorbans
degerleri okutulmustur [71]. Okutulan degerlerin ortalamasi ve standart sapmasi alinarak
yiizde canlilik hesaplanmistir.

Hiicre tutunumunu incelemek igin ise 24 kuyuluk plakalara 5 tekrarli olarak yerlestirilen
nanogubuklarla bezeli olan ve olmayan filmler iizerine kuyu basma 1.8 x 10* sayida hiicre
ekilmig ve hiicrelerin lizerine toplam hacim 1 mL olacak sekilde besi yeri eklenmistir. Kontrol
grubu olarak TCP yiizey kullanilmistir. Besi yeri igerisinde 2 giin siiren inkiibasyon
sonucunda hiicrelerin tutunumunu goézlemlemek igin hiicrelerin ¢ekirdegini boyayan DAPI
boyast kullanilmistir. DAPIL, tercihen ¢ift iplikli DNA'y1 boyayan mavi bir floresan niikleik
asit boyasidir. Her 3 baz ¢ifti i¢in bir boya molekiiliine sahip DNA’nin AT (Adenin-Timin)
bolgelerine baglanir. DAPI'nin ¢ift iplikli DNA'ya baglanmasi floresanda yaklasik 20 kat artis
saglar. Floresan emisyonu dogrudan mevcut DNA miktari ile orantilidir [72]. Hiicreler DAPI
ile boyanmadan oOnce iizerlerindeki besi yeri ¢ekilmis ve otoklavlanmis su ile hazirlanan
%4’ 1tk gluteraldehit ¢ozeltisi icinde 30 dakika boyunca bekletilerek ylizeye sabitlenmistir.
Fiksasyon sonrasinda gluteraldehit c¢ozeltisi ¢ekilmis ve PBS igerisinde hazirlanan DAPI
boyasi son konsantrasyon 5 mg/mL olacak sekilde 1 mL hacimde her kuyuya eklenmistir.
Hiicreler boya ¢ozeltisinde 30 dakika boyunca karanlikta bekletilmistir. Daha sonra boya
cekilmis ve yiizeyler 3 kez PBS ile yikandiktan sonra floresan mikroskopta goriintiileme

yapilmistir. Ayrica birim alana diisen hiicre sayisi da hesaplanmustir.

3.2.2.3 Kolajen:jelatin filmler iizerindeki SAOS-2 hiicrelerinde mineralizasyon ve ALP

aktivitesinin tayini

Kolajen:jelatin filmler iizerindeki SAOS-2 hiicrelerinin mineralizasyonunu gézlemlemek i¢in
48 kuyuluk plakalara 3 tekrarli olarak yerlestirilen filmler {izerine 4x10* hiicre ekimi
yapilmustir. Kontrol grubu olarak TCP kullanilmistir. Mineralizasyonu incelemek i¢in toplam

stire 21 gilin olarak belirlenmistir [73,74]. 1 giin inkiibasyon sonrasinda normal besi yeri, 10
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mM B-gliserofosfat, 50 pg/mL askorbik asit ve 10 nM deksametazon iceren
mineralizasyon besi yeri ile degistirilmis ve 3 giinde bir bu mineralizasyon besi yeri
yenilenmistir. 21. giin sonunda hiicrelerin olusturdugu kalsiyum nodiillerini
gozlemlemek icin filmler ve TCP yiizeyler Alizarin kirmizist (40 mM, pH 4.2) ile
boyanmistir [75]. Boyama asamasindan 6nce hiicreler gluteraldehit ¢ozeltisinde 30
dakika bekletilerek ylizeylere fikse edilmistir. Fiksasyon isleminden sonra 3 kere
steril distile su ile yikanan hiicreler Alizarin kirmizist boya ¢6zeltisinde 30 dakika
boyunca karanlikta bekletilmistir. Boya ¢ekildikten sonra tekrar steril distile su ile
yikanan yiizeyler optik mikroskopta goriintiilenmistir.

Ayrica, alizarin kirmizist boyamasi ig¢in kantitatif analiz de yapilmigtir [76].
Kolajen:jelatin filmler boyayr tuttugundan dolayr bu analizde oncelikle filmler ve
TCPS iizerindeki hiicreler tripsin-EDTA yardimiyla yiizeyden kaldirilip santrifiij
tiipiine aktarilarak hiicrelerin ¢okmesi saglanmistir. Coken hiicreler %4 gluteraldehit
cozeltisi ile yiizeye sabitlenmis ve sonrasinda Alizarin kirmizisi (40 mM, pH 4.2)
boya ¢ozeltisi icerisinde 30 dakika boyunca bekletilmistir. Fazla boyay1
uzaklagtirmak icin steril saf su ile yikama sonrasinda hiicrelere baglanan boyay1
cikarmak i¢in %10 asetik asit ¢ozeltisi kullanilmistir. Elde edilen boya ¢ozeltisinden

100 pL alinmis ve 405 nm’de absorbans degerleri okunmustur.

Alizarin kirmizis1 boyamasindan farkli olarak EDX yontemi ile de kalsiyum
nodiillerinin nicel analizi yapilmigtir [77]. Ayrica hiicrelerin iizerindeki kalsiyum
nodiillerinin SEM goriintiisii de alinmistir. Hiicreler, SEM’de goriintiilenmeden
once serumsuz besi yeri igerisinde hazirlanan %4’liikk gluteraldehit c¢ozeltisi
icerisinde 30 dakika bekletilerek yilizeye sabitlenmistir. Daha sonra ortamdaki suyun
uzaklastirilmasi i¢in hiicreler sirasiyla %20, %40, %60 ve %80 etanol ¢ozeltilerinde
ikiser dakika bekletilmistir. En son %98 etanol ¢ozeltisinde 1 saat bekletildikten
sonra hiicreler {izerinden sivilar ¢ekilmis ve yiizeyler 10 nm altin-paladyum

kaplandiktan sonra SEM ile goriintiilenip nitel ve nicel analiz yapilmistir.

ALP aktivitesi kemik olusumu sirasinda osteoblastik siireci takip etmekte kullanilan
bir tlir enzim aktivite testidir. ALP aktivitesinin dl¢limii temelde p-nitrofenilfosfatin
p-nitrophenole ve inorganik fosfata doniistimiiniin takibi oldugundan bu analiz
kolorimetrik  bir {irlin olan p-nitrofenoliin  absorbans dl¢limii  yapilarak

gerceklestirilmistir ve bunun igin ALP Dedeksiyon Kiti kullanilmistir [78]. Hiicreler
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48 kuyuluk plakadaki kolajen:jelatin filmler ve TCP yiizey iizerine 2.5x10* yogunlugunda
ekilmis ve 1,3,7 ve 10 ginliik siireler i¢in inkiibe edilmistir. Normal besi yeri 1.giinden
itibaren mineralizasyon besi yeri ile degistirilmistir ve mineralizasyon besi yeri 3 giinde bir

yenilenmistir.

Yiizeyler iizerinden tripsin-EDTA yardimiyla kaldirilan hiicreler 2500g’de 3 dakika santrifiij
edilmis ve buzda bekletilmis PBS ile bir kere yikanmigtir. Ayni kosullarda hiicreler tekrar
coktiirtildiikten sonra siipernatant atilmis ve ProtinEX soliisyonu ile hiicreler proteinlerine
ayristirilmistir. 5 dakika buz igerisinde inkiibe edilen hiicreler 4°C’de 16.000g’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Proteinleri igeren silipernatantlar alinmis ve toplam protein miktarini
belirlemek igin BCA protein analiz kiti uygulanmistir. BCA Protein testi, Cu*® 'nin Cu*"e
indirgenmesini, alkali bir ortamda, bisinkoninik asit ile Cu***in yiiksek hassasiyetli ve secici
kolorimetrik saptamasi ile birlestirir. Ilk adimda, alkali ortamda protein ile bakir selatlanarak
acik mavi bir kompleks olusturur. Bitire reaksiyonu olarak bilinen bu reaksiyonda, ii¢ veya
daha fazla amino asit kalintis1 igeren peptitler, sodyum potasyum tartarat iceren bir alkali
ortamda bakir iyonlar1 olan renkli bir selat kompleksini olusturur. Renk gelisim
reaksiyonunun ikinci asamasinda, bisinkoninik asit (BCA), birinci adimda olusturulan
indirgenmis bakir katyonu ile reaksiyona girer. Yogun mor renkli reaksiyon iriinii, iki BCA
molekiiliiniin bir bakir iyon ile selasyonundan kaynaklanir. BCA / bakir kompleksi suda
¢cOziinlirdlir ve artan protein konsantrasyonlari ile 562 nm'de giiclii bir dogrusal absorbans

sergiler [79].

BCA testi ile hiicrelerdeki toplam protein miktar1 belirlendikten sonra ALP aktivite analizi
icin 6rneklerden 20 pL alinmig ve 20 pL p-nitrofenil fosfat eklenerek 96 kuyuluk plaka
icerisinde 37°C’de g¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyon gerceklestirilmistir. 405 nm’de optik
yogunluk oOl¢iilmiis ve sonuglar belirli zamandaki toplam protein miktar1 i¢in normalize

edilmistir.

Biitiin deneyler {i¢ tekrarli olarak yapilmistir ve gruplar arasindaki farkliliklar1 belirlemek i¢in
yapilan istatistiksel analizler Student t-test ile gergeklestirilmistir. Student t-test sonucu ortaya
cikan p degeri 0.05’den kiiciik oldugunda gruplar arasindaki fark anlamli olarak kabul

edilmistir.
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3.3 Sonuc¢ ve Tartismalar

Hiicrelerin filmler ve TCP yiizey lizerindeki canlilik ve tutunumunu aragtirmak igin
oncelikle hiicrelerin ¢ogalma egrisi ¢ikarilmistir (Sekil 3.1). Alinan sonuglara gore
hiicreler 3.giinlin sonunda maksimum c¢ogalma simirina ulasmis, 3.giinden sonra
hiicrelerin sayisinda alan yetersizligine ya da besi ortamimin tiiketilmesine baglh
azalma meydana gelmistir. Bu yiizden canlilik ve tutunum testlerinin maksimum 3
giinde tamamlanmasina karar verilmistir. Test sliresi uzun tutulursa hiicre 6liimiiniin
filmler etkisiyle mi yoksa alan yetersizligi vb. etmenler dolayisiyla m

kaynaklandiginin anlasilamayacagi ongoriilmiistiir.

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

Absorbans

0 2 4 6 8
Zaman (giin)

Sekil 3.1: SAOS-2 hiicrelerinin 7 giinliik siire¢ igerisindeki proliferasyon egrisi.
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Proliferasyon egrisine gore canlilik testinin 2 giin siiren inkiibasyon sonucunda yapilmasi
uygun bulunmustur. SAOS-2 hiicrelerinin filmler {izerindeki canlihigt WST-1 Kkiti ile
incelenmistir. 2 saatlik inkiibasyon sonucunda alinan absorbans degerleri hiicre canliligiyla
dogru orantili olarak degismektedir. TCP yiizeydeki canlilik %100 kabul edilmistir ve buna
gore kolajen:jelatin filmler tizerindeki ylizde canlilik hesaplanmistir. Sekil 3.2 incelendiginde
kolajen:jelatin nanogubuklarla bezeli olan ve olmayan filmlerdeki canlilik TCP yiizeydeki
canliliktan daha diisiik ¢ikmistir ve aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir. Canliligin
TCP yiizeye gore diisiik ¢ikmasinda kolajen:jelatin filmlerin stabilitesini saglamada kullanilan
PEGDGE c¢apraz baglayicisinin az miktarda da olsa besi ortamina salinma ihtimalinin etkili
oldugu diisiiniilmektedir. Kolajen:jelatin nanogubuklarla bezeli olan ve olmayan filmler
iizerinde ise canlilik %90’a yakin ¢ikmistir ve bu iki film tiirii arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark gortilmemistir. Bu seviyede canlilik degerleri genel olarak biyomalzemenin

hiicrelere toksik olmadigi yoniinde degerlendirilmektedir [80].
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Sekil 3.2: Kolajen:jelatin nanogubuklarla bezeli olan ve olmayan filmler ile TCP yiizeydeki

hiicre canliliginin karsilastirilmasi. (*p < 0.05)
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Filmler tizerindeki hiicre tutunumu da proliferasyon egrisinden yola ¢ikilarak 2 giin
inkiibasyon sonucunda incelenmistir (Resim 3.1). Tutunum sonuglar1 incelendiginde
kolajen:jelatin nanogubuklarla bezeli filmin TCP yiizeyden ve nanogubuklarla bezeli
olmayan filmden daha etkili oldugu gozlemlenmistir ve aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamlidir. Birim alana diisen hiicre sayisi incelemesi de bu durumu
desteklemektedir (Sekil 3.3). Elde edilen bu tununum sonuglari, literatiirde
nanotopografik yiizeylerde gdzlemlenen iistiin hiicre tutunum verileriyle parallellik
arz etmekte ve nanogubuklarla bezeli kolajen:jelatin yiizeylerin hiicre tutunumunu,
ayni igerikteki diiz yiizeye ve TCPS kontrole gore daha etkin sagladigini

gostermektedir.

(©

Sekil 3.3: (a) Kolajen:jelatin nanogubuklarla bezeli film, (b) Kolajen:jelatin
nanogubuklarla bezeli olmayan film ve (c) TCP ylizey iizerindeki SAOS-2

hiicrelerinin floresan mikroskop goriintiisti.
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Sekil 3.4: SAOS-2 hiicrelerinin farkli yiizeylerdeki mm? basina diisen hiicre sayisim gosteren

grafik. (*p<0.05)

Filmler tizerindeki hiicre mineralizasyonunu gézlemlemek amaciyla yapilan Alizarin kirmizisi
boyamas1 sonrasi elde edilen optik goriintiler Sekil 3.5°teki gibidir. Kolajen:jelatin
nanogubuklarla bezeli olmayan filmdeki mineralizasyon nanogubuklarla bezeli olan filme
gore daha fazladir ve bu filmdeki kalsiyum nodiilleri daha biiyiiktiir. TCP yiizeydeki
mineralizasyon ise kolajen:jelatin filmler {izerindeki mineralizasyondan daha yiiksek

cikmustir.

Optik goriintiiyii nicel olarak da analiz etmek icin yapilan absorbans okumalar1 sonrasinda da
paralel bir sekilde TCP yiizeyin kolajen:jelatin filmlerden daha fazla absorbansa sahip oldugu,
kolajen:jelatin nanogubuklarla bezeli filmin ise en diisiik absorbansa sahip oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 3.6). Fakat, kolajen:jelatin filmler ve TCP yiizey arasinda istatistiksel

olarak anlamli farka rastlanmamustir.

38



Sekil 3.5: Alizarin kirmizisi ile boyanan kalsiyum nodiillerinin (a) kolajen:jelatin
nanogubuklarla bezeli olmayan film, (b) kolajen:jelatin nanogubuklarla bezeli film ve

(c) TCP yiizey tizerindeki optik mikroskop goriintiisii.
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Sekil 3.6: Alizarin kirmizisi boyamasi sonra optik okumada elde edilen absorbans

degerleri.
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Hiicreler iizerindeki mineralizasyonun nicel analizi EDX ile yapilmistir. SEM ile goriintii
aliman bdlgeden elemental kompozisyon incelemeleri yapilmistir (Sekil 3.7). Kolajen:jelatin
filmlerin SEM resimlerinde belirgin olarak goriinen kiiresel formlarin Cas(PQOy), kristalleri
oldugu diisiiniilmektedir. Ug farkli substratin SEM goriintiileri EDX detektorii ile analiz
edildiginde her iicii izerinde de Ca ve P varlig1 belirlenmistir. Her bir film tipi i¢in 3 bagimsiz
ornek kullanilarak yapilan nicel EDX incelemeleri, alizarin kirmizist boyamast sonucunda
oldugu gibi kolajen:jelatin nanogubuklarla bezeli olmayan filmler nanogubuklarla bezeli
olanlara gore daha fazla kalsiyum bulundurdugunu ortaya koymaktadir. TCP yiizeydeki
kalsiyum ylizdesi ise diger filmlere gore daha yiiksek ¢ikarak alizarin kirmizisi optik okuma

sonuglarint desteklemistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1: EDX analizine gore kolajen:jelatin filmler ve TCP yiizey iizerinde bulunan

ortalama yiizdece element miktari.

Ornek Elementel kompozisyon (%)
C N O P Ca Ca/P
orani
Kol:Jel nanocubuklu  56.61 1248 2534 244 2.38 0.97
film

Kol:Jel diiz film 56.27 1154 2716 251 2.51 1.002

TCPS 63.28 10.13 28.8 3.84 5.21 1.35
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Sekil 3.7: Mineralizasyon g¢aligmasindan sonra (a) kolajen:jelatin nanogubuklarla
bezeli film, (b) nanogubuklarla bezeli filmin EDX analizi, (c) kolajen:jelatin
nanogubuklarla bezeli olmayan film, (d) nanogubuklarla bezeli olmayan filmin EDX
analizi, (e) TCP yiizey tizerindeki hiicrelerin SEM gorintiisii, (f) TCP yilizeyin EDX

analizi.
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Hiicrelerin SEM goriintiileri daha yiiksek biiylitmede incelendiginde stabilite ¢aligmalarinda 1
giinde kayboldugu gozlenen nanocubuk yapilarin, 21 giinliik mineralizasyon ¢aligmasi
sonrasinda korundugu goézlemlenmistir (Sekil 3.8). Bu durum hiicrelerin filme tutundugu
zaman nanogubuk yapilarinin stabilitesini devam ettirdiginin  gOstergesidir. Bunun
saglanmasinda hiicrelerin yaklasik 4-6 saat i¢inde gerceklesen yiizey tutunumlarinin etkili
oldugu ongoriilmektedir [81,82]. Ekstraseliiler matriksteki hiicresel etkilesimler integrin adi
verilen ylizey reseptorleri ile gergeklesmektedir. Bagka bir ekstraseliiler matriks proteini olan
fibronektin ise ¢esitli fonksiyonlariyla beraber hiicreler i¢in baglanma bélgelerine sahiptir
[83,84]. Kolajen:jeatin nanogubuklarla bezeli filmin ECM’i taklit ederek hiicrelerdeki integrin
ve fibronektin gibi proteinlerin yilizeye yapismasini sagladigi ve alt tabakada bulunan nano

yapinin ¢oziinmesini engelledigi diisiintilmektedir.

Kemik mineralizasyonunda 6nemli rol oynayan ALP aktivitesinin incelenmesi sonucunda
Sekil 3.9°daki grafik elde edilmistir. Kolajen:jelatin filmler i¢in en yliksek ALP aktivitesi
3.glinde gozlenirken, TCP vyiizey i¢in 7.glinde goOzlenmistir. 3.giindeki ALP aktivitesi
kolajen:jelatin nanogubuklarla bezeli olmayan filmlerde en yiiksektir. Nanogubuklarla bezeli
olan film ile karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir. Diger
giinlerdeki ALP aktivitelerinde {ii¢ ylizey arasinda anlamhi fark c¢ikmamistir. ALP,
mineralizasyonun 1ilk belirte¢lerindendir ve ALP sentezinden sonra mineralizayonun
gerceklesmesi i¢in belirli bir siire¢ gegmektedir. Yaptigimiz hiicre mineralizasyon c¢aligmalari
14. giine kadar gozlemlenebilir mineralizasyonun varliginin teyitinin ¢ok zor oldugunu
gostermistir ve mineralizasyon deneyleri (Alizarin, SEM, EDX) bu yiizden literatiirle paralel
olarak 21. giin sonunda gerceklestirilmistir. ALP aktivitesinin 3. giinlin sonunda temel artisi
gostermesi ve bunun diiz kolajen:jelatin filmlerde en ¢ok goriilmesi bu filmlerde ilerleyen
asamada daha ¢ok mineralizasyon olugmasi beklentisini dogurmaktadir. Nanogubuklu filmlere
gore daha etkin mineralizasyon sonuglari bunu teyit edici niteliktedir ve TCPS kontrol
iizerinde de benzer seviyedeki mineralizasyon, alizarinin nitel ve nicel ciktilar1 ve de

SEM/EDX datalar1 ile gosterilmistir.
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Sekil 3.8: 21 giin mineralizasyon c¢aligmasi sonrasi nano topografinin SEM

goruntisi.
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Sekil 3.9: Kolajen:jelatin nanogubuklarla bezeli olan ve olmayan filmler ile TCP yiizeydeki

ALP aktivitesinin giinlere gore dagilimi.
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4. SONUC VE ONERILER

Anodize aliminyum oksit membranlar yiiksek safliktaki aliiminyumun anodize
edilmesi sonucu elde edilen altigen seklinde por yapisina sahip malzemelerdir. Por
cap1, por derinligi, porlar aras1 mesafe gibi fiziksel 6zelliklerinin ayarlanabilmesi,
yiiksey yiizey alanina sahip olusu, biyouyumlu ve biyoetkisiz olmast AAO
membranlarin  biyomedikal miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilirligini
artirmigtir. Son zamanlarda, AAO membranlarin ve AAO membranlardan elde edilen

biyomalzemelerin doku miihendisliginde kullanimi artis gostermistir.

Calismanin ilk boliimiinde AAO membrandan kolajen ve jelatinden olusan
nanogubuk yapilarin elde edilmesi {izerinde durulmustur. Kolajen:jelatin
nanogubuklarla bezeli filmler damlat-kurut yontemiyle elde edilmistir. Birbirine
paralel ve ylizeye dik nanogubuklarla dekore bu filmlerin iiretiminde PDL’de
bulunan Sharpey fiberlerinden biyoesinlenilmistir. Kolajen:jelatin nanogubuklarla
bezeli olmayan filmler ise silikon yonga Tlzerine damlatilip kurutularak
olusturulmustur. Filmlerin stabilitesini saglamak icin ¢ozeltiler capraz baglayici ile
katkilandirilmis ve filmlerdeki capraz baglayici varligi FT-IR ile incelenmistir.
Filmlerdeki nanogubuk yapilarin 3 saat ve 24 saat siireli besi yeri igindeki
stabiliteleri SEM 1ile karakterize edilmistir. 3 saat sonunda nanogubuk yapilarin
erimeye basladigi, 24 saat sonunda ise tamamen kayboldugu gézlemlenmistir.

PBS igerisinde yapilan sisme testi sonucunda ilk saatlerde her iki film i¢in sigsmenin
etkili oldugu ve nanogubuklarla bezeli filmlerin yliksek yiizey alani sayesinde daha
cok sistigi gdzlemlenmistir. Ilerleyen zamanlarda filmlerdeki bozunmanin daha
baskin olmasi nedeniyle agirliklarimin da azaldigi goriilmiistiir. Nanogubuklarla
bezeli filmlerdeki bozunma yiiksek yiizey alani nedeniyle diiz filme gore daha hizl
gerceklesmistir. 10 glin sonunda filmlerdeki kalan agirligin yaklasik %60 olmasi

filmlerin uzun siireli kullanima elverisli olduklarinin gostergesidir. Filmlerin tek
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yonlii gekme testi ile mekanik dayanimlar1 karsilastirildiginda nanogubuklu filmlerin diiz
filmlere gére daha az uzamada ve yiikte koptugu goézlemlenmistir. Nanogubuklarin stres

bolgeleri olustururak mekanik dayanimi azalttig1 diisiiniilmektedir.

Calismanin ikinci boliimiinde, ilk boliimde elde edilen kolajen:jelatin nanogubuklarla bezeli
filmler iizerinde kemik hiicrelerinin tutunumu, canlilifi ve mineralizasyonu arastirilmistir.
Kontrol grubu olarak nanocgubuklarla bezeli olmayan filmler ve TCP yiizey kullanilmistir.
Hiicre testleri sonucuna gore, en fazla canlilik TCP yiizeyde goriiliirken nanogubuklarla bezeli
olan ve olmayan filmler arasinda anlamli fark goriilmemistir ve bu filmler % 90 n {izerinde
kabul edilebilir canlilik verilerine sahiptir. Tutunum ¢alismalarinda ise nanogubuklarla bezeli
filmler iizerindeki hiicre tutunumu kontrol gruplarina gore ¢ok daha yiiksek ¢ikmistir ve
kontrol gruplar ile istatistiksel olarak anlamli farka sahiptir. Filmlerdeki ALP aktivitesi
incelendiginde 3.giinde kolajen:jelatin nanogubuklarla bezeli olmayan filmler ile diger
yiizeyler arasinda anlamli fark goriilmiistiir ve bu filmler tizerindeki ALP aktivitesi oldukga
yiiksek ¢ikmistir. Diiz yiizey iizerindeki yliksek ALP aktivitesinin ilerleyen giinlerde daha ¢ok
mineralize olmas1 beklenmistir ve mineralizasyon ¢alismalar1 toplamda 14 ve 21 giin olarak
yapilmistir, fakat 14.glin sonunda gozle goriilebilir mineral nodiillerinin tespiti
yapilamamuistir. Literatiirii takiben 21. giiniin sonunda Alizarin kirmizisi ile boyama, EDX ve
SEM analizleri ile mineralizasyon c¢alismasi gergeklestirilmistir. Yapilan 21 giinliik
mineralizasyon ¢alismalar1 sonucunda diiz ylizeyin sahip oldugu mineralizasyon nanogubuklu
filmlere gore daha etkindir. TCPS kontrol iizerinde de diiz ylizey ile benzer seviyedeki
mineralizasyon, alizarinin nitel ve nicel ¢iktilar1 ve de SEM/EDX datalar1 ile gosterilmistir,
fakat yilizeyler arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. 21 giin mineralizasyon ¢alismasi
sonucu SEM ile daha yiiksek biiyiitmede karakterize edilen nanogubuklu filmlerin yiizey
topografisinin  hiicrelerdeki  yilizey baglanma  proteinleri  sayesinde  korundugu

diistiniilmektedir.

Dental implant sonras1 osseointegrasyonu artirmak icin gelistirilen ve literatiirde bulunmayan,
AAQO kaliplardan elde edilen kolajen:jelatin nanogubuklarla bezeli filmlerin hiicre
tutunumunu artiracak ¢aligmalarda potansiyel implant kaplama yiizeyi olarak kullanilmasi 6n
goriilmektedir. Artan hiicre tutunumu, normal ECM’de bulunan biiyiime faktorleri gibi
proteinlerle desteklenerek ayni anda hem iistiin hiicre tutunumu hem de mineralizasyon

potansiyeli olan filmlerin iiretimi daha etkin osteointegrasyona sahip implantlar i¢in

46



planlanmaktadir. Ornegin, bu tarz protein salimi yapan filmlerle ilgili deri doku

calismalarimiz aktif olarak devam etmektedir.

AAO membranlar ve anodizasyon yontemleri kemik doku miihendisliginde siklikla
kullanilmaktadir. Klinik c¢aligmalarda kullanilan titanyum alasimli implantlar
osseointegrasyonu artirmak igin oksit tabakalarla kaplanmaktadir. Fakat bu durum
uzun Omirli olmamakla beraber yiiksek basarisizlikla sonuglanmaktadir. Gelecek
caligmalarda osseointegrasyonu artirmak i¢in nano gdézenekli AAO membranlarin
titanyum implant yiizeyi kaplamasi olarak kullanilmasi 6n goriilmektedir. Yiiksek
yiizey alani, biyouyumluluk, ayarlanabilir fiziksel 06zellikleri sayesinde AAO
membran ile kaplanan implantlar {izerinde farkli anodizasyon elektrolitine bagh
olarak hiicre tutunumunun, farklilagmasinin ve mineralizasyonunun gelisecegi

distintilmektedir.
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