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Bu tez ¢aligmasinda, doku miihendisligi uygulamalarina yonelik olarak ipek fibroin (SF), -
karagenan (k-Car) ve mezoporoz biyoaktif cam (MBG) kullanilarak farkli bilesimlerde kompozit
gruplar1 hazirland1. SF/x-Car kompozit iskelesine %0,2, %0,4 ve %2 oranlarinda mezopordz
biyoaktif cam (MBG) ve bakir katkili mezopor6z biyoaktif cam (Cu-MBG) katkilanarak bu
iskelelerin termal stabilitesi termogravimetrik analiz (TGA) ile incelendi, yiiksek termal kararlilik
gosterdikleri tespit edildi. Fourier doniisimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ve niikleer
manyetik rezonans (NMR) analizleri, bilesiklerin kimyasal yapilarin1 dogruladi ve modifikasyon
islemlerinin basariyla gergeklestigini gosterdi. X-isim1 kirmmimu (XRD) analizi, malzemelerin
kristal yapilarin1 belirlerken, taramali elektron mikroskobu (SEM) ve enerji dagilimhi X-1g1m1
spektroskopisi (EDS), yiizey morfolojisi ve elementel dagilim hakkinda detayli bilgiler verdi.
Mekanik testler kompozit malzemelerin dayaniklilifini test etmek icin gerceklestirildi.
Kompozitlerin su tutma kapasitesi, bozunma davranisi ve iyon salimi analizleri ile biyolojik ve
cevresel kosullara uyumlar1 degerlendirildi. Iyon salim analizinde bakir igeren kompozitlerdeki
bakir miktar1 atomik absorpsiyon spektrometrisi (AAS) ile belirlendi. Indiiktif eslesmis plazma
optik emisyon spektroskopisi (ICP-OES) ile sentezlenen 29S29B meozpordz biyoaktif camlarda
yer alan elementler tespit edildi. /n vitro sitotoksisite testleri (MTT), diisiik bakir
konsantrasyonlarinin  hiicreler iizerinde olumsuz etki gostermedigini, ancak yliksek
konsantrasyonlarda toksisiteye neden olabilecegini gosterdi. Bakir icermeyen gruplarin ise hiicre
canlili@ini1 destekledigi belirlendi. Calisma bulgular1 gelistirilen hanokompozitlerin biyomedikal
uygulamalar igin uygun fiziksel, kimyasal ve in vitro biyolojik kosullar1 saglama potansiyelini
ortaya koydu.
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Anahtar Kelimeler: Ipek fibroin, Biyonanokompozit, Karagenan, Biyoaktif Cam, Bakir
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ABSTRACT

Master Thesis

DEVELOPMENT AND CHARACTERISATION OF SILK FIBROIN BASED
BIONANOCOMPOSITES

Saliha Ildem DEMIRER

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Yasar Murat ELCIN

In this study, different concentrations of composite groups were prepared using silk fibroin (SF),
k-carrageenan (x-Car), and mesoporous bioactive glass (MBG) for tissue engineering
applications. Mesoporous bioactive glass (MBG) and copper-doped mesoporous bioactive glass
(Cu-MBG) were doped to the SF/k-Car composite scaffold at 0.2%, 0.4%, and 2% ratios, and the
thermal stability of these scaffolds was investigated by thermogravimetric analysis (TGA), and it
was determined that they showed high thermal stability. Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR) and nuclear magnetic resonance (NMR) analyses confirmed the chemical structures of the
compounds and showed that the modification processes were successful. X-ray diffraction (XRD)
analysis determined the crystalline structures of the materials, while scanning electron
microscopy (SEM) and energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS) provided detailed
information on surface morphology and elemental distribution. Mechanical tests were applied to
test the durability of the composite materials. Water retention capacity, degradation behavior, and
ion release analysrs of the composites were performed to evaluate their compatibility to biological
and environmental conditions. In the ion release analysis, the amount of copper in the copper-
containing composites was determined by atomic absorption spectrometry (AAS). Inductively
coupled plasma optical emission spectroscopy (ICP-OES) was used to determine the elements in
the synthesised 29S29B mesoporous bioactive glasses. In vitro cytotoxicity tests (MTT) showed
that low copper concentrations were biocompatible on cells, but high concentrations could cause
toxicity. Copper-free groups were found to support cell viability. The findings of the study
revealed the potential of the developed nanocomposites to provide suitable physical, chemical
and in vitro biological conditions for biomedical applications.

July 2025, 99 pages

Key Words: Silk fibroin, Bionanocomposite, Carrageenan, Bioactive glass, Copper doping,
Biomaterials, Tissue engineering, Biocompatibility, Hydrogel
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1. GIRIS

Doku miihendisligi, doku ve organlarin onarimi, korunmasi veya islevselliginin
artirtlmasi i¢in biyolojik alternatiflerin gelistirilmesiyle ortaya ¢ikan ¢ok disiplinli bir
alandir. Doku miihendisliginde nanopartikiillerin (NP'ler) uygulanmasi, oncelikle
biyolojik ve mekanik islevleri gelistirme kapasiteleri nedeniyle son yillarda biiyiik ilgi
gormiistiir. Giimiis, metal oksitler, kuantum noktalar1 ve karbon nanotiipler (CNT'ler) gibi
metalik NP'leri kapsayan ¢esitli nanopargaciklar, onlar1 ¢ok sayida doku miihendisligi

uygulamasi i¢in uygun hale getiren kayda deger 6zellikler gostermistir.

Biyonanomalzemeler, ¢ok sayida doku miithendisligi stratejisinin temel bir unsurudur. Bu
alanda doku miihendisligi i¢in faydali olan son gelismeler, bulundugu ortama yanit
verebilen yeni biyomalzemelerin sentezini igermektedir. Ug boyutlu biyo-bask1
teknolojilerindeki ilerlemeler, doku mithendisligindeki birgok gelismenin merkezinde yer
almaktadir. Artik birden fazla biyouyumlu malzemeyi (hem dogal hem de sentetik),
hiicreleri ve biiylime faktorlerini, cogu in vivo benzerleriyle eslesen islevsel vaskiiler

aglara sahip karmasik ti¢ boyutlu dokular halinde birlikte basmak miimkiindiir.

Dogal ve sentetik polimerler, biyomedikal ve ¢evresel uygulamalar igin
biyomalzemelerin gelistirilmesinde ¢ok yonlii bir platform saglar. Dogal polimerler,
aljinat, karagenan, hyaluronik asit, nisasta gibi polisakkaritler, kolajen, ipek, fibrin gibi
proteinler ve bakteriyel polyesterler gibi dogada bulunan organik bilesiklerden olusur.
Bunun yaninda sentetik polimerler, poli (laktik asit), poli (akrilik asit), poli (vinil alkol)
ve polietilen glikol gibi farkl1 malzemelerden olusur ve biyolojik olarak parcalanabilir ve
biyouyumlu 6zelliklere sahip olabilirler. Bu nedenle, kontrollii ilag salim sistemleri, nano
tastyicilar, doku miihendisligi, bakteriyel biyofilmlerin dagitilmasi, genetik dagitim
sistemleri, 3B baskida biyo-miirekkep gibi bircok alanda arastirma ve uygulama
yapilmaktadir (Satchanska vd. 2024). Aym zamanda biyoseramikler, onarim,
implantasyon ve ilag dagitim araglar1 dahil olmak {izere biyolojik amaglar i¢in kullanilan
ilgi c¢ekici seramik malzemelerdir. Kullanimlari biyouyumluluklarina, mekanik
uyumluluklarina ve kimyasal yapilarina dayanmaktadir (Habraken vd. 2016, Ana vd.

2018). Biyobozunur seramikler, kemik defektlerinin doldurulmasi ve kemik kiriklariin



onarimi i¢in yaygin olarak kullanilan bir malzemedir. En yaygin kullanilan biyolojik
olarak pargalanabilen seramikler hidroksiapatit (HA), trikalsiyum fosfat (TCP) ve
dikalsiyum fosfattir (DCP) (Wei vd. 2020).

Nanopartikiiller ve polimerleri birlestiren kompozit iskelelerin sentezi, doku
miithendisliginde yeni bir ufuk agmistir. Bu kompozit malzemeler, polimerlerin
Ozelliklerini ve nanopartikiillerin biyoaktif niteliklerini sinerjik olarak kullanir ve
hiicresel yapisma, ¢cogalma ve farklilasma i¢in optimum bir mikro ortam sunan iskeleler

elde edilir.

Gozenek boyutu, gozeneklilik ve gozeneklerin birbirine baglanabilirligi, iskelenin
islevini 6nemli oOl¢iide etkileyen kritik yapisal ozellikleridir. Gozenekler ne kadar
kiigiikse, yogunluk o kadar yiiksek olur ve bu da hiicre i¢i sinyallesmeyi, hiicre
baglanmasin1 ve yapisal giicli kolaylastirir. Tersine, daha biiyiik gézenekler atiklarin
atilmasina, gazlarin difiizyonuna ve besin maddelerinin tedarikine yardime1 olarak doku
biiyiimesini ve damarlanmay1 tesvik eder. Sonu¢ olarak, yeni dokunun rejenerasyon
asamasinda optimum besin transferi ve mekanik gii¢ saglamak i¢in optimum gozenek

boyutu se¢ilmelidir (H. Chen vd. 2017, Wu vd. 2017, Juan vd. 2021, Guo vd. 2022).

Bu tez calismasinda, Cu?" katkili biyoaktif cam (BAC) nanopartikiilleri iceren ve
igermeyen iki farkli seramik malzeme farkli katkilama oranlariyla sentezlenip karakterize
edilmistir. Ayrica seramik nanopartikiiller 700 °C’de sinterlenerek biyoaktif camda
bulunan organik bilesiklerin yakilarak uzaklastirilmasi saglanmistir. Sol-jel yontemiyle
tiretilen biyoaktif camlar, Bombyx mori ipeginden elde edilen fibroin proteini ve
metakrilatli k-karagenan ile kompozit yapilar olusturulmustur. Olusturulan kompozit

iskelelerin fiziksel, kimyasal ve in vitro biyolojik karakterizasyonlart yapilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Ipek Fibroin

Bombyx mori boceginin kozasindan elde edilen ipek fibroin parlak yapisi, alerjik doku
yaniti gostermemesi, biyolojik olarak bozunur ve biyouyumlu olmasi sayesinde
kozmetiklerde, biyomedikal malzemelerde ve tekstil alaninda olduk¢a yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ipek fibroinden elde edilen iskeleler kemik, kan damari, deri ve kornea
gibi doku miihendisligi alaninda da basariyla kullanilmaktadir. Dogal B. mori ipegi, suda
¢Oziiniir serisin proteini ve fibroz fibroin proteininden olusur. Serisin proteini kozanin
agirlik olarak %25-30’unu olusturan bir grup coziilebilen yapiskan glikoproteinlerdir.
Molekiil agirligr 10-300 kDa arasinda degismektedir. Bu yapiskan yapi ¢ikartildiktan
sonra fibroin lifleri sulu bir ¢ozelti i¢cinde ¢oziiliir ve farkli malzemelere doniistiiriilebilir
(Rockwood vd. 2011). Ipek liflerini cevreleyen serisin proteini yag ve inorganik
maddelerin ¢ogundan sorumludur. Bu sebeple serisinin uzaklastirilmasi ipegin yabanci
maddelerden arindirilmasi i¢in O6nemli bir adimdir. Kozalarin ¢ogunlugu fibroin
proteininden olusur ve fibroin kozaya yapisal ve mekanik stabilite kazandirir. Ipek
fibroini, disiilfir bagi ile kovalent baglanmig bir hafif zincir (L zinciri, Mw ~26 kDa) ve
bir agir zincirden (H zinciri, Mw ~390 kDa) olusur (Vepari ve Kaplan 2007). Agir
zincirler temel olarak glisin, alanin ve serin gibi tekrarlayan hidrofobik amino asit
zincirlerini igerirken (Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser), hafif zincir hidrofilik amino asitleri

igerir.



Sekil 2.1 Ipek bocegi kozalar

Diger proteinler gibi ipek fibroin de birincil, ikincil ve tigiinciil yapilart igerir ve bu ikincil
yapilar arasinda molekiiller arasi S-tabakalar olduk¢a 6nemlidir. Rastgele sarmal/a-heliks
konformasyonu (ipek I) fibroinin hidrat yapisidir ve sulu ortamdaki fibroini kararli hale
getirmek i¢in p-tabakali (ipek II) yapinin olusmasi gerekir. Agir zinciri olusturan amino
asitler molekiiller arasi fiziksel ¢apraz baglanir ve kararli kristalize f-tabaka yapisinin
olugmasini saglar. Bu yap1 1sitma, karigtirma, metanole maruz birakma gibi mekanik,

fiziksel veya kimyasal olaylar ile olusur.
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Sekil 2.2 Iy ipék Kozas! “roin ve serisir ipegin protein bilesenleri
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Sekil 2.3 Hidrojen bag1 ve ipek fibroin yapilarini gosteren ipek fibroin molekiiler
zinciri. Sirastyla rastgele sarmal, sarmal ve B-tabaka (Y. Wang vd. 2019)

2.2 Ipek Fibroin Ekstraksiyonu

Ipek fibroininin ekstraksiyonu, ham ipegin ¢esitli biyomedikal ve teknolojik
uygulamalarda etkili bir sekilde kullanilabilmesi, biyouyumlu ve o6zellestirilebilir bir
malzemeye doniistiiriillmesi ig¢in oldukga Onemlidir. Bombyx mori kozalarindan ipek
fibroin ekstraksiyonu Rockwood ve arkadaslarinin c¢alismasinda tarif edildigi gibi
gerceklestirilmistir (Rockwood vd. 2011). Bombyx mori ipek kozalari kiigiik parcalar
halinde Kesilir ve serisini uzaklastirmak igin 0.02 M sodyum karbonat (Na2CO3)
soliisyonunda 30 dakika kaynatilir. Kaynama siiresi elde edilecek olan ipek fibroinin
yapist i¢in onemli bir parametredir. Eger daha uzun siireler kaynatilirsa ipek fibroin lifleri
daha kii¢iik molekiil agirlikli peptitlere dontisiir. Nihai lifler, {i¢ kez bol demineralize su
ile durulanir ve gece boyunca oda sicakliginda kurumaya birakilir. ipek fibroin lifleri, 9.3
M lityum bromiir (LiBr) ¢ozeltisiyle ¢oziiliir ve siispansiyon 60 °C'de maksimum 4 saat
inkiibe edilir. LiBr, ipek II polimorfunda bulunan hidrojen baglarinin zayiflamasini
saglayarak ipek I (sarmal/a-heliks) yapisina gegise izin verir (Frauchiger vd. 2017).
Ortaya ¢ikan dispersiyon, lityum bromiirii uzaklagtirmak icin bir diyaliz tiibiinde 2 L
damitilmis suya kars1 48 saat diyaliz edilir. Coziinmeyen kalintilar, 9,000 rpm'de 20
dakika boyunca santrifiij edilerek ¢ikarilir. Ipek fibroin dispersiyonu 4 °C' de saklanr.
Ipek fibroin ekstrakte edildikten sonra filmler, lifler, siingerler, hidrojeller ve iskeleler

gibi cesitli formlarda islenebilir. Bu ¢ok yonliiliik, yara ortiileri, doku miihendisligi



iskeleleri, ilag dagitim sistemleri gibi genis uygulama alanlarinda kullanilmasina olanak

tanir.

Sekil 2.4 Ipek fibroin ekstraksiyon asamalar1 (Dingle vd. 2021)

2.3 ipek Fibroinin Bozunmasi

Biyomalzemelerin bozunma kabiliyeti, doku miihendisligi alaninda biiyilk 6nem
tasimaktadir. Hasarli veya hastalikli dokular kendilerini onaramadiginda, iyilesme
siirecini kolaylastirmak icin genellikle yerine gegecek bir biyomalzemeye ihtiyag
duyulur. Kemik, tendon, bag veya damar gibi farkli dokularin kendi kendini onarma
stireleri farklidir ve yeni dokularin olusumunu kolaylastirmak ig¢in ilgili bozunma
oranlarina sahip biyomalzemelerin kullanilmasmi gerektirir. Ipek fibroinin biyolojik
bozunmasinin in vitro ortamda in vivo ortamdan daha hizli gerceklestigi bilinmektedir.
Her iki durumda da bu siireg biiyiik 6l¢lide malzemenin nihai konformasyonuna baglidir

ve malzemenin fS-tabakali yapis1 6zellikle 6nemli bir rol oynamaktadir.

In vitro ortamda, fibroinin biyolojik olarak par¢alanmasi dncelikle enzimatik aktiviteye
baglanmaktadir. Proteinli yapist nedeniyle, ipek fibroinin digerlerinin yan sira proteaz
XIV, kolajenaz IA ve a-kimotripsin tarafindan hidroliz edildigi gosterilmistir (Kambe vd.
2020). Bu enzimler fibroin igindeki peptit baglarini pargalayarak daha kii¢iik peptitlere
ve amino asitlere ayirir. Enzimler fibroin yapisi i¢indeki belirli dizileri veya motifleri tanir

ve bunlara baglanarak bolinmeyi baslatir. f-tabakadaki kristal bolgeler, daha hizh



bozunan amorf bolgelere kiyasla enzimatik bozunmaya karsi daha direnglidir (Guo vd.
2020). Enzimatik aracili biyolojik bozunma siireci biiyiik 6lgiide kullanilan enzime
baglidir. Bahsedilen ii¢ enzim amorf bdlgeleri pargalayabilirken, sadece kolajenaz IA ve
proteaz XIV kristal bolgeleri parcalayabilmektedir. Bunlardan proteaz XIV en etkili
olanidir (Li ve Li 2014).

In vivo olarak ipek fibroinin biyolojik bozunmasi, enzimlerin varligi, pH ve bagisiklik
tepkileri dahil olmak iizere biyolojik ortamdan etkilenir. Tam mekanizma implante edilen

dokuya ve ipek fibroin malzemesinin kendisine baglidir (Li ve Li 2014).

Yapilan bir ¢calismada, ipek fibroin biyomateryallerinin implantasyon sonrasi1 bozunma
potansiyelini noninvazif olarak degistirmenin bir yolu olarak terapotik ultrason
kullanimma yonelik yeni bir yaklasim kullanmilmaktadir. Ipek fibroinin yapisi,
malzemedeki gbzeneklerin boyutu ve iskelede bulunan fibroin miktar1 gibi farkl: faktorler
bozunma hizini etkileyebilir ve bu faktorler iskelenin bozunmasi i¢in gereken siireyi
olduke¢a degistirebilir. Calisma, terapotik ultrason, 6zellikle de diisiik yogunluklu odakli
ultrason (LIFU) kullanmanin ipek iskelelerin bozunmasini etkili bir sekilde
hizlandirabilecegini gostermektedir. Bu tiir ultrasonlar hiicrelere veya dokulara zarar
vermez. Ultrason dalgalar1 iskele ile etkilesime girdiginde, ipek fibroininin bozunma
seklini degistirmekten sorumlu olan akustik kavitasyon adi verilen bir siire¢ yaratilir.
Boylelikle terapotik ultrason kullanarak ipek fibroin biyomalzemelerinin herhangi bir
ameliyat yapmaya gerek kalmadan pargalanma hiz1 ayarlanabilir. Bu da doku

rejenerasyonu ve iyilesmesi igin daha iyi sonuglara yol agar (DeBari vd. 2021).

2.4 ipek Fibroin Nanokompozitler

Doku miihendisligi uygulamalar ile ipek fibroin iskeleler icin giderek daha fazla
kullanilan stratejilerden biri, nanopartikiiller, i¢ i¢e gegen aglar, kaplamalar gibi inorganik
oksitlerin veya tuzlarin dahil edilmesidir. Bu etkilesimlerden bazilari, inorganik
molekiillerle i¢ ice gecmis organik molekiillerden olusan ¢ok fazli yapilar olan
nanokompozitler olarak kabul edilir. Bu tiir yapilarda, fazlardan biri veya daha fazlasi

100 nm veya daha kiigiik bir boyuta sahiptir (Cammarata 2004, Jiang 2007).



Ipek fibroin polimer ag ile inorganik faz arasindaki entegrasyonu yoneten etkilesimler
zayiftir. Bununla birlikte, bu etkilesimler heterojen bir dagilima ve inorganik fazin
istenmeyen bir sekilde ayrismasina neden olabilir. Bu soruna potansiyel bir ¢oziim, ipek
fibroin amino asitlerinin yan gruplar1 kullanilarak olusturulabilecek kovalent baglarin
kurulmasidir (Naebe vd. 2014, Iwan vd. 2015). Polidopamin (PDA) yiizey kimyasi ile
cok katmanli ve hiyerarsik iskeleler gelistiren Jia ve arkadaslari tarafindan yeni bir
yaklasim kullanilmistir. Kovalent baglarin olusumu, iskelenin daha uzun siireli mekanik
stabilite gostermesi ve biyoaktif maddelerin dikkatli bir sekilde konumlandirilmasini
saglamistir. Bu baglar iskelenin biyolojik rejenerasyonu tesvik edici 6zelliklerini ve

homojenligini artirmaktadir (Jia vd. 2019).
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Sekil 2.5 m-SFAg yapisi ve farkli kaplama bilesenleri arasindaki olasi etkilesimler (Jia
vd. 2019)

2.5 Ipek Fibroin Temelli Biyomalzemeler

Ipek fibroin (SF) rejeneratif tip, doku miihendisligi ve biyofabrikasyon alanlarinda
Oonemli potansiyele sahip ¢cok yonlii bir biyomateryaldir. Cesitli biyomalzemelerin tiretimi
icin birgok fizikokimyasal 6zellige sahip olan benzersiz bir dogal proteindir. Bu
ozellikler: (1) biyouyumluluk, (2) ayarlanabilir biyobozunma, (3) diisiik immiinojenite,
(4) ¢esitli formatlara uyarlanabilirlik [li¢ boyutlu (3D) iskeleler, ince filmler, nanolifler,
mikrokiireler, nanopartikiiller, hidrojeller, vb], (5) miikemmel mekanik dayaniklilik, (6)
kolay erisilebilirlik, (7) disik maliyet ve (8) c¢evre dostu isleme teknikleri olarak
smiflandirilabilir (Zhang vd. 2016, Huang vd. 2018, Sun vd. 2020). SF’nin

biyouyumluluguna katkida bulunan faktorlerden biri, 6zellikle yapisal ve hiicre yiizeyi



proteinlerinde olmak iizere bir¢cok insan ve memeli proteininde de bulunan belirli amino
asit dizilerinin, tekrarlarin ve periyodik olarak korunmus amino asitlerin varligidir (De
Giorgio vd. 2024). Ayrica, biyoinformatik analiz yoluyla SF dizileri iizerinde yapilan
caligmalarda bilinen alerjenler, toksinler veya mutajenlerle herhangi bir eslesme tespit
edilmemistir (Yigit vd. 2021). Hem dogal olarak elde edilen hem de biyomiihendislikle
tiretilen ipek fibroinler, filmler, hidrojeller, fiberler, siingerler ve 3D biyo-basimda
kullanilabilir.

Sekil 2.6 Ipek fibroin ile iiretilen cesitli malzeme formlari

2.5.1 Ipek fibroin filmler

SF filmlerin {iretimi, yayma (Motta vd. 2002), dondiirerek kaplama, dondiirme destekli
katman katman kaplama (Jiang vd. 2007), miirekkep piiskiirtmeli yazim ve 3D baski
dahil olmak {iizere ¢esitli teknikler ile gergeklestirilebilir (Tao vd. 2015, Xuan Mu vd.
2020). Pirtizsiiz yilizeyli bir ipek filmin hazirlanma yontemi {i¢ adimdan olusur
(Rockwood vd. 2011). Ik adim, bir SF ¢ozeltisinin plastik bir Petri kab1 gibi diiz bir
zemin yiizeyine bir dondiirerek (spin) kaplama islemi ile dogrudan dagitilmasini igerir.
Ikinci adim, SF'nin denatiirasyonunu énlemektir, bu da tipik olarak kurumaya izin vermek
i¢in oda sicakliginda (25 °C) bir ortam saglayarak elde edilir. Ugiincii olarak, kurutulan
ipek film bir alkol ¢dzeltisine (metanol veya etanol) veya su buhar1 ortamina daldirilarak
kristallesme tetiklenir ve gelismis mekanik 6zellikler ve istenen bir bozunma hizi elde
edilir. Buna ek olarak, hazirlanan ipek filmin kalinligi, SF ¢ozeltisinin konsantrasyonu
degistirilerek, drnegin daha kalin filmler i¢in konsantre edilerek veya daha ince filmler

igin seyreltilerek kontrol edilebilir (Wen vd. 2021).



Schneider ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada SF filmleri jelatin ve insan
plasental koryonik ECM ile birlestirilerek 3D biyo-baski i¢in yeni bir biyo-miirekkep
formiilasyonu olusturulmus ve yumusak doku miihendisligi i¢in iistiin 6zelliklere sahip
hiicre yiiklii yapilarin iiretilmesine olanak saglanmistir. Calisma sonucunda SF filmleri,
kompozit hidrojeller i¢cinde kapsiillenmis insan fibroblastlarinin metabolik aktivitesini ve
hiicre davranigini arastirmak i¢in kullanilmis ve belirli formiilasyonlarda hiicre yayilmasi,

morfolojisi ve metabolik aktivitesinde dnemli gelismeler oldugu gosterilmistir (Schneider
vd. 2023).
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Sekil 2.7 Ipek, tirozinli jelatin ve insan plasentas1 ECM (SGE) kompozit hidrojelleri icin
bilesenlerin islenme semasi

A) hpcECM hidrojeli, insan plasentasindan alinan koryonik dokunun doku deseliilerizasyonu ve ardindan

hpcECM tozunun fizyolojik kosullarda (37 °C, pH 7,2) jel olusturan bir 6n hidrojel ¢ozeltisi iginde
¢oziindiirlilmesi i¢in enzimatik sindirim ile iiretilmigtir. B) Tiramin ile modifiye edilmis amino asitlerin
jelatin omurgasina EDC/NHS baglanmasiyla sigir jelatin tip B'nin kimyasal modifikasyonu. C) (ii) Bombyx
mori ipek koza liflerinin karbonat tamponu (60 dakika kaynatma) kullanilarak gamdan arindirilmasi,
ardindan (iii) aliiminyum folyo tizerinde havada kurutma ve (iv) ipek fibroin 6n hidrojel ¢ozeltisi tiretmek
icin ipek liflerinin lityum bromiir (LiBr) ile ¢ozdiiriilmesi. (v) Polimerizasyon, horseradish peroksidaz
(HRP) ve hidrojen peroksit (H20;) kombinasyonu ile kimyasal olarak indiiklenebilir. D) Ug bilesenin
karistirilmasiyla 3D baski ve doku miihendisligi i¢in SGE kompozit hidrojeller elde edilir (Schneider vd.
2023)
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Bir diger calismada ise 3D baski teknolojisi kullanilarak nanohidroksiapatit
(nHA)/metilakrilath ipek fibroin (MASF) kompozit biyolojik iskele gelistirilmis ve
kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri ile in vitro deneyler ve sigan kafatasi defektleri
kullanilarak in vivo deneyler yoluyla iskelenin morfolojik yapisi ve biyouyumlulugu
arastirilmistir. Sonug olarak, nHA/MASF kompozit iskele miikemmel biyouyumluluk ve
osteojenik ozellikler gostermistir (Huiwen vd. 2024).
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Sekil 2.8 In vivo ve in vitro kemik rejenerasyonunu desteklemek icin fotokiire 3D baskili
NHA/MASF kompozit iskelelerin {iretiminin sematik gosterimi (Huiwen vd.
2024)

2.5.2 ipek fibroin hidrojeller

Hidrojeller, ti¢ boyutlu (3D) ve ¢apraz bagli ag yapilarina sahip, su molekiilii bakimindan
zengin polimerlerdir (Yuk vd. 2019, Correa vd. 2021). Boyle bir ag sistemi, ¢cok sayida
su molekiiliinii emme ve sivi bir ortamda belirli bir sekli uzun siire korurken sisme
yetenegine sahiptir (Lin ve Metters 2006, Caccavo vd. 2018). ipek fibroinin jellesmesi,
makromolekiiler protein zincirleri arasindaki molekiiller arast ve molekiil igi

etkilesimlerin bir sonucudur. Bu etkilesimler, molekiiler zincirleri fiziksel olarak ¢apraz
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baglayan hidrojen baglarin1 ve hidrofobik etkilesimleri icerir. Sonu¢ olarak, normal
kosullar altinda bile SF ¢ozeltileri jellesme ozellikleri gosterir (Kang vd. 2000, Luo vd.
2015). Ancak bu etki, ciddi bir zaman kayb1 ve diisiik kalitesi nedeniyle ipek hidrojellerin
hazirlanmasinda kullanilmamaktadir. SF'nin hidrojelasyonu, sulu SF c¢ozeltilerinde
yiiksek sicakliklar, diisik pH, yiiksek iyonik kuvvet, vorteksleme, sonikasyon,
dondurarak jellestirme ve elektrojellestirme gibi bir dizi farkli yontemlerle uyarilir (Kim
vd. 2004, Bhardwaj vd. 2011). Jellesme siireci sirasinda, SF'deki yapisal degisiklikler
diizensiz bir durumdan, jeli fiziksel olarak gapraz baglayan ve stabilize eden bir B-tabaka
konformasyonuna doniisiir (Huang ve Bonni 2016). Yapilan bir ¢alismada biyomedikal
uygulamalar i¢in basit bir sonikasyon islemi kullanilarak kurkumin yiikli ipek
fibroin/hyaluronik asit hidrojelleri hazirlanmistir (Chaala vd. 2023). Kurkuminin
hidrojellere eklenmesinin, ipek I ve ipek II yapilarinin olugsmasma yol agarak
malzemelerin kristalliginde degisikliklere yol agtigi gosterilmistir. Kurkumin yiikli ipek
fibroin iskelenin 1929 hiicreleri iizerindeki sitotoksisite degerlendirmesi, iskelenin 7
giinliik bir siire boyunca toksisite sergilemedigini ve hiicre canliliginin aslinda daha
yiiksek kurkumin konsantrasyonlariyla arttigini gostererek gelistirilen hidrojellerin

potansiyel biyouyumlulugunu ortaya koymustur.

2.5.3 ipek fibroin fiberler

Ipek fibroin fiberlerin ¢ok yonliiliigii, fonksiyonel 6zelliklerini gelistiren yiizeylerin ve
dokularin olusturulmasina olanak taniyan nano Olcekte tasarlanabilme yetenekleriyle
daha da artmaktadir. Fiberler, amaglanan uygulamaya gére uyarlanabilen belirli gozenek
boyutlari, mekanik giicler ve bozunma oranlart ile iiretilebilir. Bu ayarlanabilirlik, onlar
gecici yara Ortiileri ve rejeneratif tipta uzun siireli implantlar dahil olmak {izere bir¢ok
uygulama igin ideal hale getirir. Rejenere ipek fibroin fiberleri veya yapay ipek lifleri
genellikle elektro-egirme, islak-egirme ve kuru-egirme gibi lif egirme teknikleriyle
retilir. Elektro-egirme teknigi, doku miihendisligi uygulamalarinda hiicre dig1 matrisin
(ECM) dogal liflerini daha yakindan taklit edebilen polimerik nanofibroz iskeleler
tiretmek i¢in kullanilabilir (Li ve Sun 2022).
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Yapilan bir calismada Amplex Red ile asilanmis elektroegirilmis ipek fibroin fiberleri,
hidrojen peroksiti tespit ederek yaralardaki oksidatif stresi gorsel olarak algilamaktadir.
Bu yenilik¢i yaklagim, yara iyilesme siireclerinin es zamanl olarak izlenmesine olanak

tantyarak, Ozellikle iyilesme bozuklugu olan diyabetik hastalar i¢in faydali olmaktadir
(Singh vd. 2020).

Yang ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢aligmada ise Manuka bal1 ve ipek fibroin, yara
pansumani i¢in kompozit lifli matrisler olusturmak amaciyla kullanilmistir. Farkli
oranlarda manuka balin1 ipek fibroin liflerine ekleyerek bu yeni matrislerin
antimikrobiyal 6zellikleri incelenmistir. Hayvanlar {izerinde yapilan deneylerde, manuka
bal1 ve ipek fibroin kompozit matrislerin yara iyilesmesini 6nemli 6l¢iide iyilestirdigi ve
sonug olarak, manuka bal1 ve ipek fibroin kompozit lifli matrislerin, yara pansumani igin

umut vaat eden bir secenek oldugu goriilmiistiir (Yang vd. 2017).

Manuka bal
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Sekil 2.9 Manuka bal1 yiiklii ipek fibroin kompozit lifli matlarin {iretimi i¢in sematik
gosterim (Yang vd. 2017)

13



2.5.4 Ipek fibroin siingerler

Son yillarda baz1 gozenekli biyomalzemeler biyotip alanina 6nemli katkilarda
bulunmustur ve bu malzemeler yapay kemiklerin hazirlanmasinda ve yumusak dokularin
onariminda kullamilmistir. Ayrica, go6zenekli ipek fibroin siingerleri, {istiin
biyouyumluluklar ve kontrol edilebilir biyobozunurluklart nedeniyle 3D iskeleler olarak
da one c¢ikmaktadir (Yan vd. 2013). Gozenekli ipek fibroin siingerleri, dondurarak
kurutma (liyofilizasyon), porojenler ve gaz kopiirtme kullanilarak su bazli veya ¢oziicii
bazli ipek fibroin (6rn. hekzafloropropanol) ile elde edilebilir (Vepari ve Kaplan 2007).
Dondurarak kurutma teknigi yaygin yaklasimlardan biridir ve sulu ipek fibroin
¢ozeltisinin dondurularak goézenekli bir yapir olusturmak igin diisiik basing altinda
siiblimlestirildigi kurutma teknigidir. Kaliplama ve dondurma oncesinde, gozenekli
¢oziicii bazli siingerlerin hazirlanmasi igin sulu ipek fibroin ¢ozeltisine az miktarda
¢oziict (etanol, metanol, DMSO) eklenebilir (Tamada 2005). Diger bir yontem ise ipek
fibroin ¢ozeltisinin porojen gorevi gdren tuz partikiilleri ile karistirildigi tuz siizme
islemidir. Ipek fibroin katilastiginda, tuz siiziilerek geride gdzenekli bir siinger birakir.
Ayrica, gaz koplirtme teknikleri, ipek fibroin matrisi i¢inde birbirine bagl gbzenekler

olusturmak i¢in gaz kabarciklarinin olusumunun kullanildig: bir diger tekniktir.

Kemik doku miihendisligi uygulamalar1 igin yapilan bir calismada hidroksiapatit
nanopartikiilleri ile birlestirilmis metakrilatli ipek fibroin (SilMA) siinger iskeleler
tiretilmigtir. SF siinger iskelelerin hiicre metabolizmasini aktive etme ve biyolojik
sistemlerle giiclii etkilesime girme konusundaki etkinligi, osteosarkom hiicrelerini igeren
testlerde gosterilmistir. Ozellikle dogal kaynaklardan elde edilen hidroksiapatit
nanopartikiillerinin ~ dahil  edilmesinin  hiicresel  aktiviteyi  artirdigi  ve
SilMA/hidroksiapatit kompozit siingerlerini kemik rejenerasyonu uygulamalari igin umut

verici bir aday haline getirdigi goriilmiistiir (Spessot vd. 2024).
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Sekil 2.10 Nanokompozit SiIMA siinger iiretim siirecinin semasi (Spessot vd. 2024)

Kikirdak onarmmi igin ultrason ile muamele edilen kolajen ve ipek fibroin kompozit
iskelelerinin gelistirildigi ¢alismada ise ipek fibroin siingerler, belirli oranlarda kolajen
ile birlestirilmistir. Kikirdak onarimi i¢in kolajen/ipek fibroin kompozit iskelelerinin en
uygun oraninin 7:3 oldugu bulunmustur. Bu siingerler, kikirdak doku biiylimesi i¢in ¢ok
onemli olan spesifik kiiltiir kosullart altinda kok hiicrelerin kondrojenik farklilagsmasini
basariyla tesvik etmistir. Tam kalinlikta eklem kikirdagi defektleri olan in vivo tavsan
modelinde, ipek fibroin siingerler makroskopik, histolojik ve immiinohistokimyasal
yontemler de dahil olmak iizere cesitli degerlendirmelerle dogrulandigi iizere

osteokondral rejenerasyonu etkili bir sekilde desteklemistir (Yu vd. 2023).

W= iy

& R

Sekil 2.11 Kol/SF iskelelerinin iiretimi ve eklem kikirdagi defektlerinin tedavisi i¢in
uygulanmasi (Yu vd. 2023)
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2.5.5 3D biyobasim iskeleleri

3D baski teknolojilerindeki son gelismeler, polimer dispersiyonlarmin basilmasina
olanak saglamistir. Bu yapilardan biri olan ipek de sekil ve boyutlarinin hassas bir sekilde
kontrol edilmesiyle iiretilmektedir. Bu yaklasim, malzemenin c¢esitli uygulamalara
uyarlanmasini kolaylastirmaktadir. Baz1 yaklagimlar, bir yapr elde etmek icin ipegin
ozelliklerine odaklanmustir. Ornegin, ipek proteinlerinin hiyerarsik bir sekilde bir araya
gelmesini saglamak igin tuzlu su banyosunda baski uygulanirken (X. Mu vd. 2020),
sentetik nanokil ve polietilen glikol (PEG) banyosunda serbest bigimli baski, tek adimli
bir bask1 ve in situ fiziksel jellesme siireci olusturmak i¢in kullanilmistir (Rodriguez vd.
2018). Diger stratejiler ipek fibroinin PEG (Zheng vd. 2018), polioller (Jose vd. 2015)
veya polisakkarit konjak glukomannan gibi diger polimerler ve kivam arttirict maddelerle

karistirtlmasina odaklanmistir (Sommer vd. 2016).

Giincel olarak yapilan bir ¢alismada ipek fibroin, jelatin ve aljinat ile biyo-baski i¢in biyo-
miirekkep optimizasyonu hedeflenmistir. Calismada, ipek fibroin eklenerek
biyomiirekkebin o6zelliklerinin iyilestirildigi ve doku miihendisligi uygulamalar1 igin
onemli olan su aliminm arttifi ve bozunma oraninin azaldigi goriilmiistiir.
Biyomiirekkebin en yiiksek baski dogrulugunu saglamak i¢in %4 w/v aljinat igerigi ile
optimize edilmistir. 36 giin boyunca kiiltiir ortaminda bozunmadan kalan biyomiirekkep
Iyi bir stabilite géstermistir. Optimum bilesenlerin esit oranda %S5 ipek fibroin, %7 jelatin
ve %4 aljinat oldugu belirlenmistir. Biyomiirekkebin alendronat ile daha da gelistirilmesi,
osteoblast benzeri hiicrelerde alkalin fosfataz aktivitesinin artmasina yol agarak hiicre
davranis1 ve hiicrelerin kemik olusumuna baglilig: tizerinde olumlu bir etkisi olduguna

isaret etmektedir (Norouzi vd. 2024).
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Sekil 2.12 Hiicre kiiltiirii ortaminda stabilitelerini test etmek i¢in farkli gilinlerde
iskelelerin bir dizi gortintiisii (Norouzi vd. 2024)
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2.6 Biyomedikal Uygulamalar

Bombyx mori ipekboceginden elde edilen ipek fibroin, olaganiistii mekanik 6zellikleri,
biyouyumlulugu ve ayarlanabilir biyolojik parcalanabilirligi nedeniyle ¢ok ¢esitli
biyomedikal uygulamalar i¢in ¢ok yonlii bir biyomateryal olarak ortaya ¢ikmistir (De
Giorgio vd. 2024). ipek fibroin bazl1 iskeleler hiicre biiyiimesi ve doku rejenerasyonu i¢in
yapisal destek saglarken, kontrollii bozunma yapilar siirekli ilag salim sistemleri igin
idealdir. Ayrica, ipek fibroin sargilar hiicresel proliferasyonu tesvik ederek ve
inflamasyonu azaltarak yara iyilesmesini artirr (Mazurek vd. 2022). Ipek fibroinin
islenmesi ve islevsellestirilmesindeki son gelismeler, doku miihendisligi, ilag dagitimi ve
yara iyilesmesi dahil olmak iizere bir dizi uygulama icin yenilik¢i biyomalzemelerin

gelistirilmesini saglamistir (Pollini ve Paladini 2024).

2.6.1 Doku miihendisligi

Doku miihendisliginin amaci, hasarli doku ve/veya organlarin rejenerasyonunu
kolaylastirmak i¢in hiicreleri iskele malzemeleri ve biiyiime faktorleriyle birlestirmektir.
Ipek fibroinin insan hiicrelerinin baglanmasim ve biiyiimesini uyardig: bilinmektedir
(Kamalathevan vd. 2018); bu nedenle, benzersiz 6zellikleri ve yapisi nedeniyle doku
miihendisliginde iskele olarak basariyla kullanilabilen ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA)
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onayl1 bir biyomateryal haline gelmistir (Sun vd. 2021). Sentetik polimerlerin aksine ipek
fibroin, dogal hiicre dis1 matrisin 6zelliklerine ¢ok benzeyen ayirt edici ozelliklere
sahiptir. Bu da onu hiicre biiylimesini, farklilasmasini ve doku entegrasyonunu
desteklemek i¢in uygun bir malzeme haline getirir. Bu ¢ok yonlii malzeme, filmler, lifler,
stingerler ve hidrojeller de dahil olmak {izere cesitli sekillerde islenebilir; bu da kemik,
kikirdak, deri, sinirler ve kardiyovaskiiler dokularin rejenerasyonunda genis bir uygulama

alan1 saglar.

Kim ve arkadaslan tarafindan kikirdak dokusu iiretimi i¢in bir 4D biyo-bask1 sistemi
gelistirilmistir. Arastirmacilar, 4D biyo-baskili ipek hidrojelin iiretilmesini ve trakea
taklidi doku olusturmak i¢in kullanilmak iizere biyo-baskili yapiy1 8 haftalik bir tavsanin
hasarli trakeasina basariyla implante etmis ve boylece bu yeni biyo-baski sisteminin in

vivo uygulanabilirligini gostermistir (Kim vd. 2020).
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Sekil 2.13 DLP baski siireci ve yaygin 3D baski ile DLP 4D baski arasindaki performans

karsilastirmasi

(a) DLP baski prosediiriiniin sematik diyagrami. DMD: Dijital mikroayna cihazi. (b) DLP 4D baskinin ana
avantaji. Yaygin DLP 3D baski teknolojisi, yalnizca tek tip hiicre (veya malzeme) ile tamamlanmig bir
egrilik yapisinin dogrudan iiretilmesini saglar. Ince iki katmanli bir yapinin 3D baskis1 ve sulu bir ¢dzelti
icinde sekil degistirmesi sirasina gore ilerleyen DLP 4D baski teknolojisi, ikiden fazla hiicre (veya
malzeme) tiiriiyle bir egrilik yapisinin iiretilmesini saglar. Bu nedenle, DLP 4D bask1 yontemiyle biyolojik
ve yapisal olarak tatmin edici bir doku {iretilebilir. (¢) Baski siiresi kargilagtirmasi (Kim vd. 2020)
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Yapilan bir calismada SF bazli kemik boslugu doldurucularin kalsiyum seramik bazli
dolduruculara kiyasla etkinligi in vitro testlerle arastirilmistir. Yiiksek gozeneklilik ve
mekanik mukavemet gibi spesifik ozelliklere sahip SF iskelelerinin, seramik bazli
iskelelere kiyasla daha iyi bir sekilde kemik rejenerasyonunu destekledigi bulunmustur

(Deshpande vd. 2021).

Yara Ortiisii olarak Zhang ve arkadaslar1 ¢aligmalarinda, biri poli-dopamin (PESF) ile
modifiye edilmis iki tip elektrogirilmis SF iskelesini (ESF) incelemislerdir. Bulgulari,
PESF'nin fibroblastlarin  hidrofilikligini ve protein adsorpsiyon kapasitesini,
baglanmasini, yayilmasini ve ¢ogalmasini artirdigini ve bunun da incelenen diger
iskelelere kiyasla iyilegsme siirecinin hizlanmasina yol agtigin1 gdstermistir. Sonug olarak,
PESF membran iskelesi cilt rejenerasyonu i¢in umut verici bir yara Ortiisii olmay1 vaad

etmistir (Zhang vd. 2019).

PDA kaplama
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Sekil 2.14 Poli-dopamin (PDA) kaplamali ve kaplamasiz iki farkli SF bazli membranin
iiretiminin ve uygulamasinin sematik gosterimi

SF ilk olarak elektrospun SF membrani (ESF) haline getirilmistir. Ardindan, PDA kapli ESF membrani
(PESF) olusturmak icin ESF'deki SF lifleri iizerine PDA kaplandi. Fare fibroblast hiicreleri (L929), yara
ortiilerinin hiicre canliligini incelemek i¢in hem ESF hem de PESF membranlar {izerinde kiiltiirlenmistir.
ESF iizerindeki hiicreler dairesel ve igsi olma egilimindeyken, PESF tizerindeki hiicreler yildizsi goriintii
sergilemistir. PESF, ESF ve ticari bir yara ortiistine (3MTM TegadermTM) kiyasla protein adsorpsiyonunu,
hiicre baglanmasini, yayilmasimi ve ¢ogalmasini kolaylastirmis ve sonugta bir sican modelinde PESF
membrani diger iki gruba gére daha etkili yara iyilesmesine yol agmistir (Zhang vd. 2019)
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Mousa ve arkadaslari, hidrofilik orta katman olarak SF-PVA kompoziti ve sirasiyla {ist
ve alt katmanlar olarak PCL/PLA igeren {i¢ katmanli nanofiber yamalar iiretmek igin
elektroegirme teknigini kullanmustir. Gelistirilen yamalar, in vitro fizyolojik kosullar
altinda tatmin edici bir bozunma orani sergilemistir. Ayrica hiicre yapismasi ve
cogalmasina elverisli gelismis nanofiber 6zellikler gostererek kalp dokusunun fiziksel ve

mekanik gereklilikleri i¢in uygun oldugu gortilmiistiir (Mousa vd. 2020).
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Sekil 2.15 Ust ve alt katmanlar elektroegirme teknigi ile sirastyla polikaprolakton polimer
(PCL) ve polilaktik asitten (PLA) olusumunun gosterimi (Mousa vd. 2020)

Ipek fibroin mat iskeleler, noral miihendislik alaninda da kullanilma potansiyeline
sahiptir. Li ve arkadaslari, calismalarinda hizalanmis ve rastgele elektrospunlanmis SF
mat iskelelerini incelemislerdir. Bunun sonucunda SF mat iskelenin néral progenitor
hiicrelerin ¢ogalmasini ve farklilagmasini artirdigini tespit etmislerdir. SF mat iskelesi
norogenez i¢in elverisli bir mikro ortam saglayarak onu noral miihendislikte umut verici

bir malzeme haline getirmistir (Li vd. 2019).
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2.6.2 Tla¢ tasima sistemleri

Iaglarin terapotik etkisini iyilestirmek ve yan etkilerini azaltmak igin terapdtik ajanlarin
hastalikli bolgelere ulastirilmas1 gerekmektedir. Bu hedeflere ulagsmak igin, son yillarda
mezogbzenekli silika nanopartikiiller (NP'ler), lipozomlar ve polimerik NP'ler dahil
olmak {izere ¢esitli nano olgekli ilag dagitim sistemleri gelistirilmistir (Chen vd. 2018,
Patra vd. 2018). Son yillarda, kitosan, aljinat, jelatin ve ipek fibroin de dahil olmak iizere
bir dizi dogal polimer ilag iletim malzemesi olarak gelistirilmistir. Bunlar arasinda ipek
fibroin, nano 6lcekli partikiiller halinde kolaylikla islenebilen FDA onayli bir polimerdir
(Lammel vd. 2011, Kundu vd. 2014, George vd. 2019). Sudaki zayif ¢oziiniirliikleri
nedeniyle, kemoterapdtik ajanlar stabilize edilebilir, biyoaktiviteleri serbest birakildiktan
sonra korunabilir ve fibroin aginin B-tabaka kristal yapilari ile suda ¢éziinmeyen iligki
sayesinde tedavi sonuglari iyilestirilebilir. Ayrica, mevcut farkli formatlar sayesinde ipek
fibroin tabanli malzemelerle intratiimoral ve enjekte edilebilir uygulama miimkiin hale
gelmistir (Jastrzebska vd. 2015).

Kaplan grubu, ipek fibroin nanopartikiillerin pH'a bagli net bir ilag salim 6zelligi
sergiledigini rapor eden ilk grup olmustur. Doksorubisinin (DOX) ipek fibroin
nanopartikiillerden salim hizinin, pH degeri 7.4 ve 6.0 olan tamponlara kiyasla pH 4.5
tamponunda 6nemli 6lgiide arttigi bulunmustur. Tampondaki (pH 4.5) negatif net
yiiklerin kaybinin ipek fibroin molekiilleri ve DOX arasindaki elektrostatik etkilesimi
zayiflatma etkisine sahip oldugu ve bunun da DOX'un NP'lerden saliminin hizlanmasina

yol agtig1 varsayilmistir (Seib vd. 2013).

Daha giincel olarak yapilan bir ¢aligmada ise, ipek fibroin protein nanopartikiiller kolay
ve c¢evre dostu bir siire¢ kullanilarak siilforafan bakimindan zengin brokoli filizi 6ziiti
(BSE) yiiklemek tizere sentezlenmis ve ardindan stabiliteyi, ¢oziiniirliigii ve kanser
hiicresi hedeflemesini artirmak i¢in polietilen glikol ve folik asit (PEG-FA) ile konjuge
edilmistir. Silforafanin nanopartikiillerden salim profilinin pH'a baglhh oldugu ve
maksimum salimin simiile edilmis bagirsak sivisinda (pH 7.4) gergeklestigi bulunmustur.
BSE'nin nanopartikiiller i¢inde kapsiillenmesi, serbest BSE'ye kiyasla siilforafan salim

hizinin azalmasiyla sonuglanmis ve bu da kontrollii salim o&zelliklerinin varligin
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gdstermistir. /n vitro ¢alismalar, BSE yiiklii nanopartikiillerin antioksidan ve antikanser
aktiviteler sergiledigini gdstermistir. Ipek fibroin protein nanopartikiilleri normal fare
fibroblast hiicre hatlar1 (L929) lizerinde fark edilebilir bir toksisite sergilememistir, bu da
normal hiicreler i¢in potansiyel olarak giivenli oldugunu gostermektedir (Ghanbari
Hassan Kiadeh vd. 2024).

i BSE-SFP 4
= creltisinin
OBE N0 Naacen 9.3 M LiBr ’ asetona damla
b N ‘ . damla ekdenmesi
A o — Formik asit X (%85)
B. mori ipek kozalan L / Lot By / o
3 a S e /
~ . 3 qlin diyaliz L4
Degumming SFP gozeltisi
P F
Q %
d
. i)
- 10,000 rpen de 10 . — A)&
= _ A ik santif ‘/ & < ¥
oa » —
-~ P s i P— ®, P o "
| | J' - 290w s
d"Cde -40°C de 48 SFP NP'lerin PEG-FA .
In vitro caliyma saklame saat dondurma cozeltisine eklenmesi Ultrasonikasyon

Sekil 2.16 PEG-FA-SFPNP'lerin hazirlanmasinin gsematik gosterimi (Ghanbari Hassan
Kiadeh vd. 2024)

2.6.3 Gen terapisi

Genel olarak viral vektorler gen iletimi icin tasiyici olarak kullanilmaktadir. Fakat yiiksek
sistemik toksisite ve bagisiklik tepkilerine neden olma potansiyeli de dahil olmak iizere
dogal dezavantajlari, kanser tedavisindeki uygulamalarini sinirlamistir (Numata vd.
2010). Cesitli malzemeler arasinda, ipek bazli nanotasiyicilarin gen iletiminde biyolojik
olarak pargalanabilirlik, biyouyumluluk, yiiksek transfeksiyon verimliligi ve DNaz
direnci sagladigi bilinmektedir (Zhao vd. 2015). Rekombinant DNA teknikleri, ipek
proteinlerine farkli peptitlerin eklenmesini saglayarak, sistem tasarimini uyarlama ve
hedeflemeyi optimize etme imkami sunmaktadir. Bu sayede, ipek bazli polimerler,

lipozomlar ve sentetik polimerlere gore gen iletiminde 6nemli avantajlar saglarlar.
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Ipek-elastin benzeri proteinler (SELP) ise gen dagitim sistemleri olarak kullanilmak iizere
hidrojeller olusturularak adenoviriis igeren raportdr genleri serbest birakmada
kullanilmaktadir (Megeed vd. 2004, Gustafson vd. 2009). SELP ile yapilan gen
dagitiminin, hedef hiicrelerde daha yiiksek gen ekspresyonuna yol agtig1 bildirilmis ve
bag-boyun kati tiimorleri i¢in uygulanabilir oldugu gosterilmistir (Greish vd. 2009,
Gustafson vd. 2009).

Numata ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, ipek proteini bazli nanotasiyicilar
gen iletimi amaciyla poli(L-lizin) (PLL) ile birlestirilerek insan embriyonik bobrek
(HEK) hiicrelerinde plazmid DNA'nin (pDNA) transfeksiyon verimliliginde bir iyilesme
saglanmistir (Numata vd. 2012).

Histag 15Lys
ML-F3 S ST N
Ipek monomeri F3 o
Histag 15Lys K
ML-Lyp1 \/‘\—/’\/'\: .
Ipek monomeri Lyp1 m

Plasmid DNA

Histag 15Lys k
ML S———
Ipek monomeri

Sekil 2.17 Rekombinant ipek blok kopolimerlerinin pDNA komplekslerinin olusum
semasi

ML-F3: ipek monomer-15/lisin-F3 tiimdr hedefli peptit blok kopolimeri. ML-Lyp1: Ipek monomer-
15/lisin-Lyp1 tiimér hedefli peptit blok kopolimeri. ML: ipek monomer-15/lisin blok kopolimeri (Numata
vd. 2012)

2.7 Karagenanin Yapisi

Karagenan (Kar), kirmizi deniz yosunlarinin ekstraksiyonundan elde edilen bir grup
yiiksek molekiil agirlikli siilfath bir polisakkarittir. %15-40 oraninda ester-siilfat igerigine
sahip siilfatlanmis bir poligalaktan olup anyonik bir yapiya sahiptir. D-galaktoz ve 3,6-
anhidrogalaktozun (3,6-AG) -1, 3 ve -1, 4 glikozidik baglar araciligiyla doniisiimlii olarak
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baglanmasiyla olusur (Coviello vd. 2007, Necas ve Bartosikova 2013). Karagenan,
jellestirici, stabilize edici ve koyulastirict bir madde olarak ve ayrica gida endiistrisinde,
Ozellikle siit triinlerinde yag olarak kullanilir. Ayrica kozmetik, ilag, tekstil

formiilasyonlar1 ve baskilar gibi farkli gida dis1 tiriinlerde de kullanilirlar (Liu vd. 2015).

Siilfatlanma derecelerine gore farklilik gdsteren ii¢ temel karagenan tiirii vardir. (i) Kappa
(x)-karagenan, tekrarlayan disakkaritlerin birim basina bir negatif yiik ile donligimli
olarak 3-bagli -D-galaktoz 4-siilfat ve 4-bagli 6-anhidro-galaktopiranozdan olusur. (ii)
lota (1)-karagenan, tekrarlayan disakkarit birim basina iki siilfat grubuna sahiptir. (iii)
Lambda (A)-karagenan disakkarit birimi basina ii¢ siilfat grubuna sahiptir, ancak bunlar
diger iki karragenan tiiriiniin aksine herhangi bir 3,6-anhidrit kopriisii igermez (Campo

vd. 2009, Pavli vd. 2011).
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Sekil 2.18 Siilfatlanma derecelerine gore farkli karagenan tiirleri

Bunlarin arasindan x-karagenan, jellesme ozellikleri, mekanik mukavemeti ve dogal
glikozaminoglikanlara (GAG) benzerligi nedeniyle doku miihendisligi uygulamalari igin
potansiyel bir adaydir. k-karagenan hidrojelleri iyonik ¢apraz baglama yontemleriyle

olusturulabilir, ancak bu hidrojeller fizyolojik ortamlarda diislik stabiliteye sahiptir,
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bunun baslica nedeni tek degerlikli iyonlarin c¢evrede bulunan iyonlarla yer
degistirmesidir (Sangfai vd. 2015). Bu dezavantajin iistesinden gelmek i¢in k-karagenan,
metakrilatli gruplarla kimyasal olarak islevsellestirilir ve boylece foto ¢apraz baglanabilir
hidrojeller elde edilir. Capraz baglanma sirasinda olusan kovalent baglar polimer agina

yiiksek stabilite kazandirmaktadir (Mihaila vd. 2013).
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Sekil 2.19 Metakrilat k-karagenan (KaMA) sentezi ve hidrojel olusumu

(A) Metakrilat «-karagenan sentezinin gsematik gosterimi. (B) Cift ¢apraz bagli hidrojelin
degerlendirilmesi. (C) k-karagenan metakrilatin eozin Y aracihigiyla goériiniir 151k c¢apraz baglanma
yaklagimlar1 (Mokhtari vd. 2021)

2.8 Biyomalzeme Olarak Karagenan

Karagenan, biyouyumlulugu, toksik olmamas1 ve hidrojel olusturma kabiliyeti nedeniyle
doku miihendisligi, ilag dagitimi ve yara iyilesmesi gibi biyomedikal uygulamalarda
yaygin olarak kullanilan bir biyomateryaldir. Bu tiir hidrojeller, hiicre dis1 matrisi taklit
edecek sekilde tasarlanabilir ve boylece hiicre biiyiimesi ve farklilasmasi i¢in destekleyici
bir ortam saglar. Karagenan hidrojellerinin olusumu genel olarak sicaklikla tersinir
jellesme, iyonik capraz baglanma ve karagenan omurgasinin foto ¢apraz bagli metakrilat
baglar1 ile modifikasyonu yoluyla elde edilir. Bu modifikasyonlar, oldukea iyi 6zellikler
sergileyen ¢esitli karagenan hidrojel formlarinin tiretilmesini saglar (Yegappan vd. 2018).
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2.8.1 Doku miihendisligi

Doku miihendisliginde kullanilmak iizere hidrojellerin tasarimi 6zellikle kalp, sinir ve
kemik dokulari i¢in 6nemlidir. Karagenan gibi dogal stilfatl polisakkarit bazli iskelelerin
bir dizi doku miihendisligi uygulamasi i¢in potansiyele sahip oldugu bilinmektedir.
Bunun nedeni, hiicre dis1 matrisi taklit etme yetenekleri, yiiksek biiylime faktorii tutma

kapasiteleri ve gozenekli yapilaridir (Dinoro vd. 2019, Du vd. 2022, Zhou vd. 2023).

Mirza ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢aligmada nanohidroksiapatit (nHA), arap
zamki (GA) ve k-karagenanin farkli konsantrasyonlardaki kombinasyonunun doku
miihendisliginde kullanim potansiyeli incelenmistir. Morfolojik, fizikokimyasal ve
biyolojik caligsmalarin karsilastirmali bir degerlendirmesi, ti¢lii sistemlerin nHA ve GA
tarafindan olusturulan ikili sisteme kiyasla iistiin biyouyumluluk, protein adsorpsiyonu

ve osteojenik protein ekspresyonu sergiledigini ortaya koymustur (Mirza vd. 2020).
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Karagenan

Sekil 2.20 Nano-hidroksiapatit (n-HA), arap zamki (GA)/k-karagenan (k-CG) igeren
ticlii bir sistem tiretimi (Mirza vd. 2020)

Yumusak doku miithendisligi, hastalikli yumusak dokular1 ve organlari restore etmek igin
yeni bir strateji olarak gelistirilmistir, ancak genellikle gesitli yan etkileri olan invazif

cerrahi ile birlikte uygulandigindan bazi sinirlamalari vardir. Bu nedenle enjekte edilebilir
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biyomalzemeler hasarli alan1 dogru bir sekilde doldurmak ve doku rejenerasyonunu
kolaylastirmak igin gelistirilmistir. Yapilan bir ¢alismada, k-karagenan katkili iki boyutlu
nanosilikatlar, iki bilesenin degisen oranlarda kombinasyonunu igeren basit bir karigtirma
islemiyle olusturulmustur. Nanosilikatlarin dahil edilmesi sadece hidrojelin mekanik
ozelliklerini, enjekte edilebilirligini ve stabilitesini arttirmakla kalmamis, ayn1 zamanda
terapdtiklerin siirekli iletimi i¢in uygun bir ortam saglamistir. Ayrica, nanosilikatlar
gelismis protein adsorpsiyonu, hiicre yapismasi, gog¢ii ve trombosit baglanmasi
sergilemis, boylece hem hemostatik hem de yara iyilestirici ajanlar olarak islev gormiistiir

(Lokhande vd. 2018).
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Sekil 2.21 kCA-nanosilikat hidrojellerin sentezi. KCI ¢ozeltisinde capraz baglanmis
kappa karagenan (kCA) ve nanosilikatlar1 (Si) birlestirerek enjekte edilebilir
nanokompozit hidrojellerin {iretiminin sematik gosterimi (Lokhande vd.
2018)

Karagenanin kimyasal yapisi, kikirdagin hiicre dist matriksinde bulunan siilfath
glikozaminoglikanlarin sentezlenmesini saglar. Bu polimerler, kikirdak hasarlari i¢in bir
tedavi olarak gelistirilme potansiyeline sahiptir. Poliakrilamit (PAM) ve k-karagenan (k-
Kar) kombinasyonundan olusan yeni bir ¢ift ag§ (DN) hidrojeli, Deng ve arkadaslari
tarafindan ikili fiziksel ¢apraz baglama (DPC) stratejisiyle gelistirilmistir. Bu hidrojel,
PAM ile «-karagenana c¢apraz bagli sert bir K+ agmin entegre edilmesiyle
olusturulmustur. Hidrojelin mekanik 6zellikleri, k-karagenan konsantrasyonunun hassas
bir sekilde kontrol edilmesiyle optimize edilmis ve milkemmel mekanik performans elde
edilmistir. Hazirlanan hidrojel kovalent olmayan etkilesimler nedeniyle kok hiicrelerin
biiyiimesini destekleme yetenegi, onlar1 yapay diyafram, tendon ve kikirdak {iretimi de
dahil olmak iizere doku miithendisligi uygulamalari i¢in umut verici bir malzeme haline

getirmektedir (Y. Deng vd. 2018).
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Sekil 2.22 KC/PAM DPC-DC hidrojelinin iretiminin ve hidrojel {izerindeki hiicre
yanitlarinin sematik ¢izimi (Y1 Deng vd. 2018)

2.8.2 ila¢ tasima sistemleri

Ozellikle biyouyumlulugu nedeniyle karagenan, ilag¢ formiilasyonlarinin &zelliklerini
gelistirmek, ozellikle de ilaglarin uzun siireli salimi igin kullanilmaktadir; bu salim
saatlerce hatta giinlerce siirebilir. Yapiskanlig1 ve pozitif yiizey yiikii de dahil olmak lizere
karagenanin benzersiz Ozellikleri, mukozal ve epitelyal dokularda ilaglarin salimini

uzatmada belirgin bir avantaj sunar (Grenha vd. 2010, Pavli vd. 2010, Kianfar vd. 2013).

PVA, hidrojel olusturmak i¢in dogal karagenan ile birlestirildiginde en yaygin kullanilan
sentetik polimerlerden biridir. Rasool ve arkadaslari, sentetik polimer PVA ve silan
capraz baglayici (3-aminopropil) trietoksisilan (APTES) kullanarak ila¢ salim tasiyicisi
olarak uyariciya duyarh k-karagenan bazli enjekte edilebilir bir hidrojel olusturmustur.
Aragtirmacilar, ilag saliminin artan pH ve zamanla birlikte arttigin1 ve 7,5 saat sonra

zirveye ulagtigin1 kesfetmislerdir. Bu hidrojelin giiglii antibakteriyel aktivitesi, dogal
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karagenan kullanimiyla onu viicutta enjekte edilebilir ilag dagitim sistemlerinde kullanim

i¢in ideal bir alternatif haline getirmistir (Rasool vd. 2019).
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Sekil 2.23 Onerilen etkilesim mekanizmasi sentezlenen karisim hidrojelinde sunulmustur
(Rasool vd. 2019)

Ayrica karagenan, Herpes Simpleks Viriisii (HSV), Insan Immiin Yetmezlik Viriisii
(HIV) ve Papillomaviriis enfeksiyonunu Onlemek ic¢in bir mikrobisit olarak da
kullanilmaktadir. Yapilan bir ¢aligmada, antiviral ilag asiklovirin k-karagenan hidroksil-
propil-metil-seliiloz (HPMC) kompozit hidrojel igine dahil edildiginde, yedi giinliik bir
sire boyunca uzun siireli ila¢ salim1 temin edilmistir. k-karagenanin HPMC'ye oraninin
ilacin siirekli saliminda ¢ok 6dnemli bir faktor oldugu bulunmustur. Vajinal mukoadhezif
karagenanin kalis siiresinin kitosandan daha uzun oldugu ve HPMC ile kombine
edildiginde hasta uyumunu artiran orta diizeyde sisme gorilmistiir. Bu hidrojel
sisteminin biyouyumlu oldugu ve genital herpes enfeksiyonunun 6nlenmesinde faydali

olabilecegi gorilmiistiir (Sanchez-Sanchez vd. 2015).
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2.9 Biyoaktif Camlar

Doku rejenerasyonunda cam ve cam-seramiklerin kullanimi ilk olarak 1969 yilinda L. L.
Hench tarafindan rapor edilmistir (Larry L. Hench 2006). 45S5 olarak adlandirilan
biyoaktif camin, dogal kemikte bulunan hidroksiapatite benzer bir mineral olusturarak
kemik arayiizlerine baglanabildigi gorilmistiir. Bu biyoaktif cam, agirlikca %45 SiO»,
agirlikca %24,4 CaO, agirlikca %24,5 NayO ve agirlikca %6 P2Os'ten olusan ve iizerinde
en c¢ok calisilan biyoaktif camdir. Bunun yani sira Rabiee ve arkadaslari, glimiis,
magnezyum, stronsiyum, ¢inko, aliiminyum, floriir ve zirkonyum gibi elementlerin
eklenmesinin biyoaktif camlarin aktivitesi {izerindeki etkilerini incelemislerdir (Rabiee

vd. 2015).

e
Biyocam kiire Silika bakimindan Kalsiyum fosfat Yeni Kemik
zengin katman tabakas: Olugumu

Sekil 2.24 Biyoaktif seramiklerin kemik ile biyolojik etkilesimi (Jones 2013)

45S5 biyoaktif camlarin kemik ile baglanma mekanizmasi literatiirdeki ¢ok sayida
caligmaya konu olmustur (W. Huang vd. 2006, Wenhai Huang vd. 2006). Biyoaktif
camlar sivi kosullarda {i¢ asamadan olusan bir yiizey reaksiyonu geg¢irir. S6z konusu
asamalar su sekilde Ozetlenebilir: katyonlarin siiziilmesi ve yer degistirmesi, SiO2 ag
yapisinin ¢oziinmesi ve hidroksikarbonatapatit (HCA) tabakasinin olusumu i¢in Ca ve P
birikimi (Fu vd. 2011). Bu asamalarin sonuncusu olan HCA tabakasinin olusumu,
biyoaktif camlarin kemige baglanma mekanizmasinda énemli bir rol oynamaktadir. Bu
tabaka, kemigin inorganik yapisinin %70'ini olusturan hidroksiapatit mineraline

benzerligi nedeniyle canli kemik ile oldukga giiglii bir bag olusturur.
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Sekil 2.25 Cesitli yontemlerle olusturulan biyoaktif cam iskelelerin mikroyapilar

(a) sol-jel; (b) partikiillerin (mikrokiirelerin) termal baglanmasi (sinterlenmesi); (¢) polimer kopiik ¢ogaltma
teknigi ile hazirlanan 'trabekiiler' mikroyapi; (d) Robocasting ile hazirlanan 1zgara benzeri mikroyapi; (e)
stispansiyonlarin tek yonlii dondurulmasiyla hazirlanan yonlendirilmis mikroyap1 (y6nlendirme yoniine dik
diizlem); (f) yonlendirilmis iskelelerin mikro bilgisayarli tomografi goriintiisii (Fu vd. 2011)

Diger yandan, mezogoézenekli biyoaktif cam (MBG) benzersiz gozenek yapisi ve
miilkemmel biyoaktivitesi nedeniyle arastirmacilarin yakin ilgisini ¢ekmistir (Wu vd.
2013, Kargozar vd. 2018). Bunun yaninda, diizenli mezogozenekli yapisi (2-50 nm) ve
genis spesifik ylizey alani sayesinde genellikle fonksiyonel iyonlarin ve biyomolekiillerin
salimin1 kontrol etmek i¢in tasiyici islevi gormektedir (Bari vd. 2017). Ayrica,
aragtirmacilar bazi fonksiyonel metal iyonlarinin kalsiyum (Ca) veya silisyum (Si)
atomlarmin degistirilmesi yoluyla MBG agina katkilanabilecegini ve boylece diger 6zel

fonksiyonlarin elde edilebilecegini bulmuslardir (Wang vd. 2016, Cacciotti 2017).
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Sekil 2.26 Cesitli metal katyonlarin MBG yapisina dahil edilmesinin ve bakteriyel
tiremenin engellenmesinin sematik gosterimi (Kargozar vd. 2018)

2.9.1 Bakar katkih biyoaktif camlar

Bakteriyel enfeksiyon, doku iyilesmesinin oniinde 6nemli bir engel ve implantlardaki
basarisizligin onde gelen bir nedenidir. Bu nedenle, terapotik uygulamalar igin
antimikrobiyal ozelliklere sahip belirli bir dizi metal katyonu (6rn. Ag*, Ga®*, Cu?")
Onerilmistir. Bakir iyonlari, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu, lipit
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA bozulmasi sonucunda bakterileri 6ldiirme
kapasitesine sahiptir (Chatterjee vd. 2014). Bakir iyonlarinin hem Gram-pozitif hem de
Gram-negatif bakterilere kars1 giiclii antibakteriyel aktivite sergiledigi bilinmektedir
(Mehtar vd. 2008). Ek olarak, kemik hiicreleri tarafindan kolajen olusumunu uyardiklari,
bdylece osteogeneze katkida bulunduklar1 ve osteoporozu dnledikleri gosterilmistir (Liu
vd. 2016). Bu faydali 6zellikler, bakir1 biyoaktif seramik ve camlara dahil etmek i¢in ¢ok
degerli bir katki maddesi haline getirerek, yeni terapotik yeteneklerin yani sira
osteokondiiksiyon/osteoindiiksiyon ~ sergileyen ¢ok islevli  biyomalzemelerin

gelistirilmesini kolaylastirmaktadir.

Bakir miktarindaki artis, oksidatif streste onemli 6l¢iide bir artisa neden olur ve bu da

cesitli bakir formlar1 arasinda redoks dongiisiine yol agar. Cu, Cu (I) ve Cu (I1)'nin her
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birinin farkli bir toksisite mekanizmasi ve biyolojik hedefi vardir (Taye 2022). Ornegin,
Cu nanopartikiilleri bakteriler i¢in CuO nanopartikiillerinden daha tehlikelidir ve bolgesel
H20: iiretimi yoluyla membran hasarina yol acar (Fan vd. 2021) ancak bunun yani sira,
CuO nanopartikiilleri bunu yapmaz ve bakteriyel 6liimle sonuglanir (Goh vd. 2014, Miola
vd. 2018). Cu?* iyonlarinin avantajlari, yara iyilesmesini hizlandirmak i¢in umut verici

bir strateji olabilecek Cu igeren BG'nin hazirlanmasini igerir (Li vd. 2016).

Kimyasal uygulamalar Fiziksel uygulamalar

i S #

Cu?®* katkili

Bioakeif cai Bakirin in situ rediiksiyonu

Sekil 2.27 In situ bakir katkili biyoaktif cam sentezi (Miola vd. 2018)

2.10 Biyoaktif Cam Uretim Yéntemleri

2.10.1 Ergitme yontemi

Biyoaktif camlar, toz halindeki cam iceren baslangi¢ malzemesinin birlestirilmesinin
ardindan 1300 ila 1500°C gibi yiiksek sicakliklarda eritilmesi ve son olarak istenen
sekillerde kaliplanmasiyla olusur. Camin karistirilmasi, eritilmesi, homojenlestirilmesi ve
sekillendirilmesinin yabanct maddelerin girmesini engelleyecek sekilde yapilmasi
oldukga onemlidir. Cam firetimi sirasinda eriyigin kirlenmesini 6nlemek i¢in sadece
platin veya platin alagimli potalar kullanilmalidir. Numunelerin olusturulmasi dokiim

veya piiskiirtme dokiim islemleriyle gergeklestirilebilir (Hench).
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2.10.2 Sol- jel yontemi

Sol-jel yontemi onciil maddelerin sol formuna hidrolizi ve sol partikiillerinin jele
doniistiiriilmesi olmak {izere iki temel asamadan olusur. Daha sonra jel yaklasik 700 °C
sicaklikta kurutma ve isleme tabi tutularak cam sistemlerin olusumu saglanir (Ma vd.
2010, Owens vd. 2016). Sol olusturma ve jellesme siiregleri asagidaki reaksiyonlara

uygun olarak agiklanmis ve gosterilmistir:

Reaksiyon 1: Si (OCzHs)s + 4H20 — Si (OH)4 + 4C2HsOH, H* katalizor ortaminda Si

(OH)4 sol partikiillerinin olusturulmasi.

Reaksiyon 2: nSi (OH)s — x(Si0O2). y(OH) + zH20, birkag giin sonra jel x(Si0O2) y(OH)

olusumu.

Jel sistemi, Si-O-Si-O-Si gibi diizenli baglanma yapisina sahip inorganik bir polimerdir.
Biyoaktif cam sentezlenirken, baglanma diizenini bozmak igin Ca®" veya Na* gibi
katyonik tuzlardan veya oksitlerden yararlanilir. Bdylece sentetik camlarin amorf yapisal
orgiisti olusturulur. Diizenli bir bag koparma siireci genellikle kuru bir jel sisteminin

yiiksek sicakliklarda islenmesiyle meydana gelir (Tan Nhat vd. 2021).

=)
Ergitme
Yéntemi Biyoaktif cam
nen o3 e
Toz malzemelerin Finnlaner Suds sénddnme 1 e
kanstinlmasi A
Biyoaktif cam Sentezi
"
Sol-jel
Calfam aivey vtredy draty
Yontemi

© E @
‘.O_C'_E]p“ 00:= oY=

A 0 -y sllesm
Onculer Karigtinhr Yogusma Jellegme

Sekil 2.28 Sol- jel yontemiyle biyoaktif cam sentezi
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2.11 Biyoaktif Camlarin Kullanim Alanlari

Ortopedi alaninda, biyoaktif camlar kemik greftleri ve implantlarda kullanilmakta ve
gelismis kemik onarimi ve rejenerasyonunu kolaylastirmaktadir. Kemik dokusu ile bag
kurma kapasiteleri, onlar1 kemik kusurlarinin ve yaralanmalarinin tedavisi i¢in ¢ok uygun
bir segenek haline getirmektedir. Dis hekimligi alaninda, bu malzemeler dis implantlari,
kaplamalar ve dolgularda kullanilmakta, hasarli dislerin onarimi i¢in destek saglamakta
ve agiz saghgmi tesvik etmektedir. Ayrica, bu geleneksel uygulamalarin Gtesinde,
biyoaktif camlar yumusak doku onarimi, ila¢ dagitim sistemleri ve yara iyilesmesindeki

potansiyelleri agisindan giderek daha fazla arastirilmaktadir.

2.11.1 Kemik doku miihendisligi

Biyoaktif camlarin osteojenik ve anjiyojenik 6zellikleri, kemik doku miihendisligini bu
malzemelerin gelecekteki en umut verici klinik uygulamalarindan biri haline
getirmektedir (Brunner vd. 2006, Misra vd. 2010). Biyoaktif silikat camlar, kemik doku
miihendisligi uygulamalari i¢in TiO2, Al2O3, ZrO; veya sinterlenmis hidroksiapatit gibi
diger bozunmayan (¢ézlinmeyen) biyoseramiklere goére ii¢ Onemli avantaja sahiptir.
Oncelikle, malzeme yiizeyindeki kimyasal reaksiyonlar, bir hidroksil karbonat apatit
(HCA) tabakasinin olugsmasi yoluyla kemikle saglam bir bag kurulmasini saglar (Hench
ve Wilson 1993). Ikinci olarak, biyoaktif camdan iyon salimi ve ¢dziinme iiriinleri,
osteoprogenitor hiicrelerde gen ifadesini aktive eder ve yukar1 dogru diizenler, bu da
kemigin hizli bir sekilde rejenerasyonuna yol agar. Bu siireg, hidroksiapatit gibi diger
inorganik seramiklere kiyasla daha yiiksek kemik olusum oranini agiklamaktadir (Hench
ve Wilson 1993, Xynos vd. 2001, L. L. Hench 2006, Ghosh vd. 2008, Tsigkou vd. 2009,
Hoppe vd. 2011). Ugiincii olarak, caligmalar 45S5 Bioglass®'n anjiyojenik etkilerini,
yani fibroblastlarda vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) salgilanmasiin ve
VEGF gen ekspresyonunun arttigini, endotelyal hiicrelerin ¢ogaldigini ve in vitro olarak
endotelyal tiibiillerin olustugunu ve in vivo olarak damarlanmanin arttigin1 géstermistir
(Leu ve Leach 2008, Gorustovich vd. 2010).
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Nikpour ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir calismada, kemik doku miihendisligi
uygulamalar1 c¢apraz bagli dekstran hidrojelleri ve biyoaktif cam igeren kompozit
iskelelerin mekanik 6zelliklerini ve biyoaktivitesini arastirmiglardir. Bunun ¢alismanin
sonucunda biyoaktif cam seramik nanopartikiillerinin (nBGC) dekstran matrisine dahil
edilmesi, li¢ boyutlu bir ag olusumu ve daha iyi mekanik 6zelliklerle sonuglanmustir.
Yiiksek nBGC igerigine sahip kompozit iskeleler, artan su alimi, azalan basing orani ve
hiicrelerin canliligin arttirarak kemik doku miihendisligi uygulamalari i¢in daha uygun

hale gelmistir (Nikpour vd. 2018).
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Dekstran-nBGC Kompozit Hidrojeli Dekstran-nBGC kskolosi
Sekil 2.29 Kompozit iskelelerin olusturulmasinin sematik goésterimi (A) CDH-nBGC

kompozit iskelelerin hazirlanmas1 (B) CDH-nBGC kompozit hidrojellerinin
jellesme Oncesi (I) ve sonrasi (IT) (C) (Nikpour vd. 2018)

Giincel bir ¢alismada ise, biyoaktif cam mikro pargaciklar1 (BAC) igeren deseliilerize

kemik matriksi (DBM) kompozit yapilar1 ex ovo embriyonik civciv KAM dokusu
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implantasyonu sonrasi, civciv femurlarinda endokondral osifikasyon tizerindeki etkileri
analiz edilerek biyomalzemelerin osteojenik potansiyeli arastirilmistir. DBM ve
DBM/BAC kompozitlerinin  anjiyojenik  yaniti, pro-anjiyojenik aktivitelerini
degerlendirmek i¢in ex ovo embriyonik civciv KAM modeli kullanilarak aragtirilmistir.
Civciv koryoallantoik zar1 (KAM) fizerindeki vaskiiler yogunluk, DBM hidrojel
bilesimine artan konsantrasyonlarda BAC eklenmesiyle artmis ve DBM/20 BAC ile
kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark gozlenmistir. DBM/BAC kompozitlerinde BAC
yiizeylerinden salim yapan iyonlar ile iliskili olarak hipoksik kosullarin olusturulmasi,
buna ek olarak hidroksiapatit olusumuyla morfogenetik proteinlerin saliminin uyarilmasi,
civeiv femurlarinda endokondral osifikasyonun yukari regiilasyonu ile sonucglanmaistir.
Bu bulgular, BAC yiizeylerinden iyonlarn salimi yoluyla osifikasyonun tegvik edilme
potansiyeline isaret etmektedir (Aytekin vd. 2024).

2.11.2 Dis uygulamalan

Doku miihendisligi, dentin, pulpa, periodonsiyum ve alveolar kemik dahil olmak {izere
dis ve gevresindeki dokularin rejenerasyonunda basarili bir sekilde kullanilmaktadir
(Zafar vd. 2015, Najeeb vd. 2019). Biyoaktif cam, canli dokuyla etkilesime girerek
iyilesmeyi ve yenilenmeyi kolaylastirdigi i¢in en sik kullanilan malzemelerden biridir.
Biyoaktif camda bulunan yiiksek SiO: igerigi ¢evre dokularla bag kurmasini ve kemik ve
periodontal rejenerasyonda kritik Oneme sahip olan hidroksiapatit olusumunu
desteklemesini saglar. PerioGlas, kemik defektlerinin tedavisinde en etkili biyoaktif
camlardan biridir. Bioglass 45S5 ile benzer formiilasyonu, onu periodontal kemik

defektlerinin yenilenmesi i¢in ideal greftleme malzemesi haline getirmektedir.

Biyoaktif camlarin kemigin greftlenmesinde kullanimina ek olarak, silika bazli biyoaktif
camlar implantlarin kaplanmasi i¢in de kullanilmistir. Cok sayida implant titanyumdan
olusmaktadir ve belirli caligmalarda titanyum implantlar1 kaplamak i¢in biyoaktif cam
kullanilmigtir (Koller vd. 2007). Titanyum implantlara biyoaktif cam uygulanmasi, camin
antimikrobiyal 6zelliklerinin bir sonucu olarak ¢evresindeki alanda olusacak enfeksiyon

ve iltihaplanmay1 engeller (Lopez-Piriz vd. 2015). Ayrica, biyoaktif camlar titanyum
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implantlarin kemige yapismasini artirir ve biyoinert dogalarini giiclendirir, boylece genel

tedavi siiresini azaltirlar (Mistry vd. 2011, Talreja vd. 2013).

Moonesi Rad ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada, bor katkili BG-NP'lerin
insan dis pulpasi kok hiicrelerinin (hDPSC) odontojenik farklilasmasi tizerindeki etkileri
incelenmistir. Bor katkili BG-NP'ler, karakteristik fonksiyonel gruplara sahip nano
boyutlu, amorf malzemeler olarak sentezlenmis ve artan bor igerigi ile spesifik ylizey
alaninda bir azalma gostermistir. hDPSC'lerin 6,25 mg/ml konsantrasyonda bor katkili
BG NP'lerle muamelesi, ALP aktivite testleri, hiicre i¢i kalsiyum 6l¢iimleri ve spesifik
belirteglerin pozitif ekspresyonu ile kanitlandig1 iizere erken evre odontojenik

farklilagsmayi artirmistir (Moonesi Rad vd. 2018).

Baska bir ¢aligmada ise, kompozit bir malzemeye bakir katkili mezogozenekli biyoaktif
cam nanokiireler (Cu-MBGN) ekleyerek anti-bakteriyel 6zelliklere sahip dental regine
kompozitleri gelistirilmistir. %10 Cu-MBGN igeren dental kompozitler, bakteriyel
tutunma ve biyofilm olusumundaki azalma ile kanitlandig1 tizere, S. mutans'a karsi en
etkili anti-bakteriyel 6zellikleri gostermistir. Buna karsilik, 45S5 biyoaktif cam iceren
materyaller daha yiiksek derecede S. mutans yapigmasi gostermistir. %15 45S5 iceren
biyoaktif cam kontrol materyali en yiiksek kalsiyum salimini sergilemis ve bu da
yiizeydeki daha fazla sayida agik porozite ile iligskilendirilmistir. Bu, materyallerdeki

gozeneklilik ve iyon salimi arasinda bir iligki oldugunu gostermektedir (Munir vd. 2022).

2.11.3 Yara iyilesmesi

Yarali dokularin iyilegsmesini kolaylagtirmak amaciyla ¢esitli yara Ortiileri gelistirilmistir.
Yara iyilesmesinin dort ana asamasi olan hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve
yeniden sekillenmede sinyal yollari agi 6nemli bir rol oynar. Yaralanma bolgesinde
bulunan iyonlar, dogrudan veya dolayli olarak yollar1 indiikleme potansiyeline sahiptir;
ancak, mikro ¢evrenin doygunlugunu ve toksisiteyi dnlemek i¢in bunlarin girisi kademeli
olmahdir (Saghatchi vd. 2023). Bor iyonu salan camlarin fibroblast hiicrelerinin
toplanmasini ve ¢ogalmasini uyardigi, bunun da yara bolgesinde hiicre dis1 matris (ECM)

salgilanmasini baslatabilecegi ve her ikisininde anjiyojenik biiyiime faktorleri olan VEGF
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ve TGF-f’y1 donistiirebilecek RNA'larin sentezini etkileyebilecegi goriilmiistiir (Liu vd.
2013, Rigiracciolo vd. 2015).

Yapilan bir ¢alismada gesitli bor igeren BG sistemleri, diger terapétik iyonlarm dahil
edilmesi yoluyla anjiyogenezi, yara iyilesmesini ve osteogenezi gelistirme potansiyelleri
acisindan  arastirilmistir.  Aragtirmalar, bor ilavesinin sitotoksisite seviyelerini
etkileyebilecegini gostermektedir. Ornegin, belirli cam bilesimine ve ¢alismanin
kosullarina bagh olarak, belirli bor konsantrasyonlarinin hiicre ¢ogalmasini engelledigi,
digerlerinin ise tesvik ettigi gosterilmistir. Bulgular, borun BG'lere entegrasyonunun
gelismis biyolojik aktiviteye yol agabilecegini ve onlar1 biyolojik olarak emilebilir
iskelelerde ve diger tibbi uygulamalarda kullanim i¢in uygun adaylar haline

getirebilecegini gostermektedir (Balasubramanian vd. 2018).

Yara iyilesmesi icin potansiyel kompozit iskele yamalarinin olusturuldugu calismada ise,
poli(3-hidroksibiitirat-ko-4-hidroksibiitirat) [P(3HB-co-4HB)] ile grafen (agirlikga %3,0)
ve biyoaktif cami (agirlikga %2,5) ¢oziicii dokiimii yoluyla birlestirilmistir. Biyoaktif cam
ve grafen ilavesi, yiizey piiriizliilliiglinlin artmasina, diizensiz gdzeneklere ve 1slanabilirlik
ile hidrofilisitenin artmasina yol acarak su alimini %40'a kadar iyilestirmistir. L929
fibroblast hiicreleri, 14 giinliik bir siire boyunca her iki kompozit iskele tiirline de
milkemmel yapisma gostererek hiicre canliliginin arttigini gostermis ve kompozit
iskelelerin yara iyilestirme uygulamalari igin potansiyelini vurgulamistir (Abdul Rahim
vd. 2024).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Ipek fibroin ekstraksiyonu i¢in Bombyx mori ipekbdcegi kozalar1 (Koza Birlik, Bursa,
Tiirkiye), sodyum karbonat (Na2COz) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, A.B.D.) ¢ozeltisi
ve lityum bromiir (LiBr) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, A.B.D.) ¢6zeltisi, ekstraksiyon

ve saflagtirma islemleri sirasinda ipek fibroini ¢6zmek i¢in ¢6ziicii olarak kullanildi.

Kompozit iskelede matris malzemesi olarak kullanilan k-Karagenan (Sigma, St. Louis,
MO, A.B.D.) sentezinde metakrilik anhidrit (CsH1005) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
A.B.D.) ve pH’nin ayarlanmasinda sodyum hidroksit (NaOH) (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, A.B.D.) kullanilmustir.

Ipek fibroin ve k-Karagenanin diyaliz islemi seliiloz yapil1 diyaliz torbasinin (Sigma, St.
Louis, MO, A.B.D.) 2 litrelik kasetlere koyulmasiyla ve manyetik karistirict (IKA, C-
MAC HS7) tizerinde +4°C’de gergeklestirildi.

29S29B Biyoaktif Cam sentezinde kullanilan bakir nitrat (CuNO3)z2, nitrik asit (HNO3),
amonyak (NHz), borik asit (B(OH)s3), tetraetil ortosilikat [TEOS, Si(OC2Hs)4], trietil
fosfat [TEP,OP(OC2Hs)s], kalsiyum nitrat tetrahidrat [Ca(NOs)2-4H.O] ve sodyum
hidroksit (NaOH) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, A.B.D.) firmasindan temin edildi.
Setrimonyum bromiir [CTAB, CisH+BrN] (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, A.B.D.)
mezogozenekli yapilari olusturmak igin kullanildi. Sentezlenen Biyoaktif Cam
malzemenin yaslandirma islemi Etiiv (Niive, FN 500, Tirkiye), sinterleme islemi kiil
firm1 (Protherm PLF 120/10, Tiirkiye) ile yapildi.

Kompozitlerin foto-¢apraz baglanmasinda 365-405 nm dalga boylarinda 1s1n yayan UV
lamba (Ocean Sun X7 Plus W Uv Lamba) ve Irgacure® [2-Hidroksi-4'-(2-
hidroksietoksi)-2-metilpropiofenon] (Sigma, St. Louis, MO, A.B.D.) fotobaslatici1 olarak
kullanildi.
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3.2 Yontem

3.2.1 ipek fibroinin hazirlanmasi

Ik olarak, ipek kozalari ince parcalar halinde kesildi ve 5 g tartildi. Daha sonra bir
beherde 0,02 M Na.COs (2,1 g, 1 L) ¢ozeltisi hazirlandi. Cozelti 80-90 °C'ye ulagtiginda
5 g ipek eklendi ve 30 dakika boyunca karigtirilmaya birakildi. 30 dakika sonunda ipek
stiziildii. Son olarak, elde edilen ipek 3 kez 10'ar dakika siireyle saf su ile yikandi ve

kurutma kagidi tizerinde 1-2 giin kurumaya birakildi.

Elde edilen ipek kiiglik pargalar halinde kesilip 1 g tartildi ve 9,3 M LiBr (7,09 g, 8 mL)
¢ozeltisi hazirlandi. Tartilan ipek bir beher igerisinde 60 °C'deki bir etiive yerlestirildi ve
hazirlanan LiBr ¢o6zeltisi damla damla eklendi. Daha sonra ipek ~4 saat boyunca etiivde
coziinmeye birakildi. Coziinen ipek diyaliz membranina alind1 ve suyu giinde ii¢ kez

degisecek sekilde 2 giin boyunca +4 °C'de 2 L saf su i¢inde diyaliz edildi.

Sekil 3.1 A) Bombyx morii ipek kozalari, B) kozalarin kiigiik pargalara kesilmesi, C)
ipegin LiBr’de ¢oziindiikten sonra +4 derecede diyalize birakilmasi

41



3.2.2 Metakrilath k-Karagenanin sentezi

Karagenan hidrojeli hazirlarken, 1 gram k-karagenan tartildi ve ardindan 50 °C sicaklikta
100 mililitre damitilmis suda ¢oziildii. Ayrica, 4 mL metakrilik anhidrit dakikada 1 mL
olacak sekilde mikropipetle damla damla eklendi. Daha sonra, ¢ozeltiyi bazik hale
getirmek amaciyla 6 saatlik bir siire boyunca diizenli araliklarla 5 M NaOH eklendi. Altt
saatlik siirenin sonunda pH 8'e ulastiginda, 2 litrelik bir beher iginde diyaliz edildi. Dort
giin boyunca +4 °C'de birakildi ve diyaliz suyu giinlikk olarak degistirildi. Diyaliz

stiresinin tamamlanmasinin ardindan ¢ozelti -80 °C'de donduruldu ve liyofilize edildi.

Sekil 3.2 A) %4 metakrilatlanmis k-Karagenan sentezi, B) +4 derecede 3 giin diyalize
birakilmasi, C) elde edilen karagenanin liyofilizasyon islemi, D) liyofilize
edilen %4 metakrillenmis k-Karagenan
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3.2.3 Sol-jel yontemi ile 29S29B mezoporoz biyoaktif cam sentezi

100 mL etanol, 28 mL distile su, 1,53 g CTAB, 10 mL TEOS ve 5,53 g borik asit bir
beherde karistirildi. Daha sonra 2,8 mL nitrik asit ¢ozeltisi damla damla ilave edildi ve
30 dakika karistirildi. 30 dakika sonra karisima 2,15 mL TEP eklendi ve 20 dakika
karistirildi. Ardindan 14 g kalsiyum nitrat eklendi ve ¢oziildi. Son olarak 10 mL
konsantre amonyak c¢oOzeltisi damla damla ildve edildi ve hazirlanan karigimin
viskozitesinin arttig1 ve jellesmenin meydana geldigi gézlemlendi. 60 °C sicakliga ayarl

etitvde kurumaya birakildu.

3.2.4 Sol-jel yontemi ile 29S29B bakir katkili mezoporoz biyoaktif cam sentezi

50 mL etanol, 105,9 mL distile su, 0,639 g CTAB, 13,8 mL TEOS ve 3,43 g borik asit
bir beherde karistirildi. Ardindan 2,8 mL nitrik asit ¢6zeltisi damla damla ilave edildi ve
30 dakika kanistirildi. 30 dakika sonra karigima 2,15 mL TEP eklendi ve 20 dakika
karistirildi. 14 g kalsiyum nitrat eklendi ve ¢oziildii. Daha sonra 0,29 g bakir nitrat eklendi
ve karistirildi. Son olarak 40 mL amonyak c¢ozeltisi damla damla ilave edildi ve
hazirlanan karistmin viskozitesinin arttigi ve jellesmenin meydana geldigi gozlendi.

Ardindan 60 °C sicakliga ayarl etiivde kurumaya birakildi.

Sekil 3.3 Sol-jel yontemiyle 29S29B mezopordz biyoaktif cam sentezi
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Cizelge 3.1 Sentezlenen biyoaktif cam gruplari.

Biyoaktif Cam Gruplar
29S529B mezopordz biyoaktif cam (MBG)
29S29B bakir katkili mezopordz biyoaktif cam (Cu-MBG)

3.2.5 Ipek Fibroin /x-Karagenan kompozitlerinin hazirlanmasi

Diyalizden elde edilen 10 mL ipek fibroin ¢6zeltisi hafifce 1sitild1 ve 0,1 g Irgacure®
eklendi. Irgacure® ¢o6ziindiikten sonra viskoz bir ¢ozelti elde etmek igin 0,2 g
metakrillenmis %4 k-Car eklendi. Son olarak, hazirlanan kompozit ¢ozelti 24 gozli

plakalara alindi ve 365-405 nm 151n yayan UV lamba ile ¢apraz baglandi.

3.2.6 1Ipek Fibroin/k-Karagenan/mezoporoz biyoaktif cam kompozitlerinin
hazirlanmasi

Diyalizden elde edilen 10 mL ipek fibroin ¢6zeltisi 50 °C’de 1s1tild1 ve 0,1 g Irgacure®
eklendi. Irgacure® c¢oziindiikten sonra, li¢ farkli konsantrasyonda kompozit hazirlamak
icin farkli beherlere 0,2 g, 0,02 g ve 0,04 g olmak iizere dnceden sinterlenmis 29S29B-
MBG bir havanda iyice ezildikten sonra eklendi. Kalan kii¢iik pargalarin dispersiyonunu
artirmak i¢in ultrasonik banyoda 10 dakika bekletildi. Daha sonra 0,2 g metakrillenmis
%4 «-Car ilave edildi. Son olarak, hazirlanan kompozit ¢ozelti 24 kuyucuklu plakalara

alind1 ve 365-405 nm 151n yayan UV lamba ile ¢apraz baglandi.

3.2.7 1Ipek Fibroin/x-Karagenan/bakir katkih mezoporéz biyoaktif cam
kompozitlerinin hazirlanmasi

Diyalizden elde edilen 10 mL ipek fibroin ¢ozeltisi 50 °C’de 1sitild1 ve 0,1 g Irgacure®
eklendi. Irgacure® c¢oziindiikten sonra, ii¢ farkli konsantrasyonda kompozit hazirlamak
icin farkli beherlere 0,2 g, 0,02 g ve 0,04 g olmak iizere dnceden sinterlenmis 29S29B-
Cu-MBG havan igerisinde ve tokmakla iyice ezildikten sonra karisima ilave edildi. Kalan
kiiciik pargalarin dispersiyonunu artirmak i¢in ultrasonik banyoda 10 dakika bekletildi.

Daha sonra 0,2 g %4 metakrillenmis k-Car ilave edildi. Son olarak, hazirlanan kompozit
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cozelti 24 kuyucuklu plakalara alindi ve 365-405 nm 1s1n yayan UV lamba ile ¢apraz
baglandi.

Cizelge 3.2 Sentezlenen kompozit gruplari

Kompozit Gruplan

Ipek Fibroin/ x- Karagenan (SC)

Ipek Fibroin/ k- Karagenan / %0,2 mezopordz biyoaktif cam (SC-0,2BG)

Ipek Fibroin/ k- Karagenan / %0,4 mezopordz biyoaktif cam (SC-0,4BG)

Ipek Fibroin/ k- Karagenan / %2 mezopordz biyoaktif cam (SC-2BG)

Ipek Fibroin/ k- Karagenan / %0,2 bakir katkili mezopordz biyoaktif cam (SC-0,2CuBG)

Ipek Fibroin/ k- Karagenan / %0,4 bakir katkili mezopordz biyoaktif cam (SC-0,4 CuBG)

Ipek Fibroin/ k- Karagenan / %2 bakir katkili mezopordz biyoaktif cam (SC-2CuBG)

Sekil 3.4 Kompozit malzemelerin 365-405 nm 1sin yayan UV lamba ile ¢apraz
baglandiktan sonra liyofilize edilmis goriintiileri

(A) SC kompozit iskelesi (B) SC-0,2CuBG kompozit iskelesi (C) SC-0,4Cu-BG kompozit iskelesi (D) SC-
2CuBG kompozit iskelesi (E) SC-0,2BG kompozit iskelesi (F) SC-0,4BG kompozit iskelesi (G) SC-2BG
kompozit iskelesi

3.2.8 Biyoaktif camlarin karakterizasyonu

3.2.8.1 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi

FTIR yontemi biyoaktif camlarin kalitatif olarak bilesimini, fonksiyonel gruplarim

belirlemek i¢in kullanildi. Ornekler attenuated total reflectance (ATR) teknigi 4000-600
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cm-1 dalga sayilar1 araliginda Shimadzu IRAffinity (Kyoto, Japonya) spektrometresi
kullanilarak gerceklestirildi.

3.2.8.2 X-1isimlar1 kirintmia (XRD) analizi

X-1s1m1 kirmimi, kristal diizlemine gonderilen X-1sinlarinin kristalin atom diizlemlerine
carparak yansimasi olayidir. Sentezlenen biyoaktif camlarin kristal yapis1 X-1gin1 kirinim
desenleri Rigaku Ultima-IV XRD (Tokyo, Japonya) spektrometresi kullanilarak Cu Ka,

1s1mast altinda, 20-80° 20 acilar1 arasinda, 1°/dk tarama hizinda gerceklestirilmistir.

3.2.8.3 Termogravimetrik analiz (TGA)

Biyoaktif camlarin termal analizleri, Shimadzu DTG-60/60 (Kyoto, Japonya) simultane
TGA cihaz1 kullanilarak azot ortaminda, 30 °C- 600 °C sicaklik araliginda, 10 °C/dk

1sitma hizinda gergeklestirildi.

3.2.8.4 Indiiktif eslesmis plazma (ICP-OES) analizi

Bu yontemde, plazmadan gecgen 15181n optik 6zelliklerine bagl olarak dalga boylarina
gore numunenin belirlenmesi i¢in indiiktif eslesmis plazma yontemi (Perkin Elmer

Optima 4300DV, ABD) kullanildi.

3.2.8,5 Taramah elektron mikroskopisi (SEM) ve Enerji dagihm x-151m
spektrometresi (EDS) analizi

Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) (ZEISS EVO 40, Oberkochen, Almanya),
biyoaktif camlarin goriintiilenmesinde kullanildi. Analiz igin biyoaktif cam tozlari,
numune tablasina (stub) yapistirilan iletken karbon bantlar iizerinde sabitlendi. EDS
analizi (Bruker, Billerica, MA, A.B.D.) numunede bulunan elementleri tanimlamak ve
miktarlarii 6l¢gmek i¢in kullanildi. Bu analiz, bir numune ylizeyi boyunca elementlerin
uzamsal dagilimini haritalayarak elementlerin mikroyapilar veya kompozit malzemeler

icinde nasil dagildigin1 anlamaya yardimci olur.

46



3.2.9 Kompozit malzemelerin karakterizasyonu

3.2.9.1 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi

Fourier dontisimli kizilotesi (FTIR) spektroskopisi (Shimadzu IRAffinity-1A, Kyoto,
Japonya) kompozit yapidaki fonksiyonel gruplarin yapilarini aydinlatmak i¢in kullanildi.
Gegirgenlik Olciimleri 4000-400 cm™ spektral araligi kullanilarak gergeklestirildi.
Kompozit malzemeler hazirlandiktan sonra liyofilizasyon islemine tabi tutuldu. Elde

edilen kuru kompozit bilesen toz haline getirildi ve analiz edildi.

3.2.9.2 Termogravimetrik analiz (TGA)

Hazirlanan kompozitlerin termal analizleri, Shimadzu DTG-60/60 (Kyoto, Japonya)
simultane TGA cihazi kullanilarak azot ortaminda, 30 °C- 600 °C sicaklik araliginda, 10
°C/dk 1s1tma hizinda gergeklestirildi.

3.2.9.3 Atomik absorpsiyon spektroskopisi (AAS)

Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi (AAS), bakir katkili kompozit yapilarin igindeki
iyonlarin ve elementlerin konsantrasyonunu O6lgmek i¢in kullanildi. Hazirlanan
kompozitler, 37 °C'de orbital karistiricida 21 giin boyunca 10 mL PBS icinde karistirildi.
Belirli araliklarla 1 mL numune alind1 ve stok tekrar 1 mL PBS ile tamamlandi. Atomik
absorpsiyon i¢in 1000 ppm bakir standardindan 100 mL 100 ppm stok c¢ozeltisi
hazirlandi. Ardindan, stok ¢ozeltiden sirasiyla 0,5 ppm, 1 ppm, 2 ppm, 5 ppm ve 10 ppm
¢ozeltiler hazirlandi. Son olarak 0,2 mL numune alindi, ayn1 miktarda %65 nitrik asit
icinde ¢0Oziildli ve damitilmis su ile 1 mL'ye seyreltildi. Nihai ¢ozelti, 324,754 nm dalga
boyunda Alev Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi (FAAS) ile analiz edildi.
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3.2.9.4 Borun azometin H tiirevi ile spektrofotometrik tayini

100 ppm bor standart ¢ozeltisi hazirland1 ve 0,1 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm ve 5 ppm standart
cozeltiler olarak seyreltildi. Tampon ¢6zelti (pH 7,5) pH-metre kullanilarak seyreltildi ve
amonyak c¢ozeltisi ile pH ayarlamasi yapildi. 100 ppm stoktan 1 mL alindi ve seri
seyreltme ile 24 gozli plakalara aktarildi. Ardindan 0,15 mL tampon, 0,2 mL Azometin-
H ve 0,4 mL distile su eklendi. Ayni prosediir 6rnekler igin {i¢ tekrar halinde tekrarlandi.

Son olarak, 425 nm'deki absorbans UV spektrofotometresinde 6lgtildii.

3.29.5 Taramah elektron mikroskopisi (SEM) ve Enerji dagihm x-151m
spektrometresi (EDS) analizi

Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) (ZEISS EVO 40, Oberkochen, Almanya),
malzemenin biyolojik ortamlarla etkilesimini anlamak i¢in kompozit yapilarin
gozenekliligini belirlemek i¢in yapildi. Ardindan malzemelerin gézenek boyutu ImagelJ
programi ile dl¢iilerek hisrogram grafikleri ¢izildi. Analiz i¢in kompozit yapilar, numune
tablasina (stub) yapistirilan iletken karbon bantlar tizerinde sabitlendi. Enerji Dagilimli
X-1511  Spektroskopisi (Bruker, Billerica, MA, ABD), kompozit yapilarin temel

bilesimlerini ve dagilimlarini belirlemek i¢in kullanilda.

3.2.9.6 Su tutma ve bozunma testi

Bu analizde, hazirlanan kompozit malzemenin su tutma o6zellikleri {izerindeki etkisini
arastirmay1 amaglanmaktadir. Su tutma analizi i¢in, 24 kuyucuklu plakalarda liyofilize
edilerek hazirlanan kompozitler 4 tekrarli olacak sekilde analize tabi tutulmustur. ilk
olarak orneklerin baslangig agirliklari tartildi (Wi), ardindan 6rnekler fosfat tampon
cozeltisi (PBS) igine yerlestirildi ve 30 dakika, 1 saat, 2 saat, 4 saat, 6 saat, 12 saat ve 24
saat boyunca agirliklari alinarak 37°C'de sakland1 (Ws). Daha sonra, yedi giin boyunca
giinde bir kez tartildilar. Esitlik 1.1 ve Esitlik 1.2°ye gore sirasiyla su tutma ve bozunma

orani ylizdeleri hesaplandi.

%Su tutma = ((Ws — Wi)/Wi) = 100 (Denklem 3.1)
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%Bozunma = ((Wi— Ws)/Wi) =100 (Denklem 3.2)

3.2.9.7 Mekanik testler

Kompozit  malzemelerin  dayanikliligimi ~ (basma  direncini)  6lgmek  igin
Shimadzu/Autograph AGS-X (Kyoto, Japonya) marka mekanik test cihazinda sikistirma
testleri yapildi. Hazirlanan yedi farkli kompozit grubu liyofilize edilerek kurutuldu ve 8
mm ¢ap ve 8 mm yiikseklik olacak sekilde kesildi. Farkli dolgu maddesi oranlarina sahip
kompozitlerden silindirik, 3D iskeleler hazirlandi. Ardindan 10 mm/dk basma hiz1 ile her

bir grubun maksimum kuvvet dayanimlari belirlendi.

3.2.9.8 in vitro sitotoksisite testi

Kompozit malzemelerin in vitro sitotoksisite ozellikleri ISO 10993-5:2009 standardina
gore indirekt sitotoksisite testi yapilarak incelenmistir. Ardindan %70’lik etanol
icerisinde bekletildikten sonra PBS ile yikama islemi yapildi ve UV 151k kaynagi altinda
1 saat boyunca tutularak steril edildi. Kompozit malzemeler 24 kuyucuklu petri kaplarina
yerlestirildi, 1,5 mL besi yeri (%90 DMEM, %10 FBS %1 L-Glutamin %0,2
Penisilin/Streptomisin) eklenerek inkiibatérde (Heracell 240®, Waltham, MA, ABD) (37
°C ve %5 CO») 24 saat bekletildi. Daha sonra dermal fibroblast hiicre hatt1 (PCS-201-
012, ATCC, A.B.D.) 24 kuyucuklu petri kaplarma ekildikten sonra karbondioksitli
inkiibatérde (37°C ve %5 CO2) 24 saat kiiltiirii yapildi. Daha sonra kuyucuklardan
besiyerleri ¢ekilerek, tizerlerine 24 saat boyunca kompozit malzemelerin iginde
bekletildigi besiyerleri eklendi. Hiicreler bu besiyerleriyle 24 saat inkiibe edildi. Yirmi
dort saat sonunda steril PBS ile her bir kuyucukta yikama yapildi. Hiicre canliligim
kantitatif olarak belirlemek icin mitokondriyel dehidrojenaz aktiviteleri ol¢iildii. Bu
amagla 3-(4,5-dimetil tiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizi yapildi.
Hiicrelerin 24 saat inkiibasyonundan sonra kuyucuklara 270 uL DMEM ve 30 uL MTT
reaktifi eklenerek 4 saat inkiibatorde kiiltiir siirdiiriildii. Daha sonra hiicrelerin
olusturdugu formazan kristallerini a¢iga ¢ikarmak ve hiicre zarlarini parcalamak amaciyla
kuyucuklara toplamda 300 L MTT ¢ozeltisi (izopropanol/HCI ¢ozeltisi) eklendi ve 570
nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda okundu. Pozitif kontrol grubu igin Triton X-
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100 ¢ozeltisi ile inkiibe edilen dermal fibroblast hiicreleri kullanildi. Kompozitlerin
maruz birakilmadigi besiyeri eklenen kuyucuktaki hiicrelerin verdigi absorbans %100
kabul edilip (negatif kontrol), % hiicre canlilig1 hesaplandi. Deney 4 tekrarli yapilarak,

sonuglarin ortalamasi ve standart sapma degerleri grafige gegirildi.

% Canlilik = [((Ornek Absorbanst) — (PK Absorbanst)) /
(NK Absorbanst)]x100 (Denklem 3.3)

3.2.9.9 In vitro kan uyumlulugu testi

Kompozit gruplarin kan uyumlulugu ISO 10993-4 standardina gére incelendi. Hazirlanan
kompozitler 1:10 oraninda PBS ile seyreltilmis kan 6rnekleri igerisine yerlestirildi. Pozitif
kontrol olarak saf su ile 1:10 oraninda seyreltilmis kan 6rnegi, negatif kontrol olarak ise
ornek icermeyen 1:10 oraninda PBS igerisinde seyreltilmis kan 6rnekleri kullanildi. Kan
uyumlulugu Olgiimleri 545 nm dalga boyunda UV multi plaka okuyucu (Biotrak II,
Amersham Biosciences, A.B.D.) cihazinda okundu. Yiizde hemoliz degerleri asagidaki
formiile gore hesaplandi. Deney {ii¢ tekrarli yapilarak sonuglarin ortalamasi ve standart

sapma degerleri grafige gecirildi.

% Hemoliz = [((Ornek Absorbanst) — (NK Absorbanst)) /
(PK Absorbanst)]x100

(Denklem 3.4)

3.2.10 ipek Fibroinin karakterizasyonu

3.2.10.1 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi

Fourier dontisiimli kizilotesi (FTIR) spektroskopisi (Shimadzu IRAffinity-1A, Kyoto,
Japonya), proteinin kimyasal baglar1 ve molekiiler konformasyonu hakkinda ayrintili

bilgi saglamak i¢in ipek fibroinin ikincil yapisini analiz etmek amaciyla kullamldi. ipek
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fibroin esas olarak p-tabakalar, rastgele sarmallar ve a-helikslerden olusur ve FTIR bu

yapilarla iligkili karakteristik absorpsiyon bantlarini gostermektedir.

3.2.11 x-Karagenamin karakterizasyonu

3.2.11.1 Manyetik rezonans spektroskopisi analizi (*H NMR)

Sentezlenen %4 oraninda metakrilatlanmis kappa karagenanin kimyasal yapisini
dogrulamak icin *H NMR (proton niikleer manyetik rezonans) spektroskopisi kullanildu.
Karagenan ve metakrilatli kappa karagenanin *"H NMR spektrumlarinin karsilastiriimasi
ve analizi i¢in Bruker (Massachusetts, ABD) 600MHZ NMR spektrofotometresi
kullanildi.

3.2.11.2 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) analizi

Fourier doniisiimli kizilotesi (FTIR) spektroskopisi (Shimadzu IR Affinity-1A, Kyoto,
Japonya), x-Karagenanin yapisal Ozelliklerini tanimlamak ve 0Ozellikle kimyasal
modifikasyonlar1 dogrulamak amaciyla gergeklestirilmistir. k-Karagenan dogal bir
polisakkarit oldugu i¢in, FTIR ile i¢indeki glikosidik baglar, stilfat gruplar1 (S=0O) ve C—
O, O-H gibi karakteristik fonksiyonel gruplar tespit edilir.

3.2.12 istatistiksel analizler

Sonuglar ortalama + SD olarak gosterilmistir. Istatistiksel analizler GraphPad Prism
yazilimi kullanilarak gerceklestirilmistir. Normal dagilim sonuglarmmi ve varyans
homojenligini degerlendirmek icin ANOVA ve Tukey parametrik testleri kullanilmigtir.
Anlamlilik diizeyi p = 0,05 olarak belirlenmistir. Mekanik 6zellik testi, bozunma testi, su
tutma testi, MTT testi, hemokompatibilite testi ve iyon salinimi deneyleri {i¢ kez

tekrarlanmis ve bu deneylerin sonuglari istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Biyoaktif Camlarin Karakterizasyon Bulgular:

4.1.1 SEM ve EDS analizleri

Sekil 4.1'de gosterildigi gibi, 29S29B-MBG ve bakir katkili 29S29B Cu-MBG
nanopartikiillerinin morfolojik 6zellikleri SEM goriintiilerinde gdsterilmistir ve
mezogdzenekli biyoaktif camlarin partikiil boyutu 100 ila 325 nm araliginda degistigi
goriilmektedir. 500x biiylitme goriintiilerinde, her iki malzemenin de kiimelesme
egiliminde oldugu ve diizensiz morfolojiye sahip oldugu goriilmektedir. Sekil 4.2 enerji
dagilimli X-1511 spektroskopisi (EDX) kullanilarak analiz edilen malzeme gruplarinin
element bilesimini gostermektedir. Sekilde, mezogdzenekli biyoaktif cam (MBG) ile
bakir katkili MBG'yi (Cu-MBG) karsilastirilmaktadir. Beklendigi gibi, silikat bazli
bilesimleri g6z oniine alindiginda, her ikisi de esas olarak oksijen (O) ve silikondan (Si)
olugmaktadir. Kayda deger miktarda kalsiyum (Ca) ve fosfor (P) da mevcuttur ve bu
elementler biyoaktivitede 6nemli bir rol oynamaktadir. Cu-MBG 6rnegindeki bakir (Cu)
varlii, antibakteriyel aktivite ve kemik rejenerasyonu gibi biyolojik o6zellikleri

artirabilecek basaril bir katkilamaya isaret etmektedir.

-
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Sekil 4.1 (A) Sol-jel yontemi ile sentezlenen 29S29B mezopordz biyoaktif cam ve (B) 29S29B

bakir katkili mezopordz biyoaktif cam partikiillerinin 500x biiyiitmelerdeki SEM
goriintiileri ve histogramlari
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Sekil 4.2 Biyoaktif camlarda bulunun elementlerin degisimini gésteren EDS sonuglari

4.1.2 XRD analizleri

Sol-jel yontemi ile sentezlenen 29S29B mezopordz biyoaktif cama ait XRD verilerinin
grafigi Sekil 4.3 *de verilmektedir. Elde edilen 29S29B Biyoaktif cam 6rneginin XRD
sonuglarinda 700°C'de sinterleme sonrasinda bakir katkili ve katkisiz biyoaktif camlarin
amorf yapimin yanisira kristal yapiya da sahip oldugu gorilmektedir. 20 agilarinda
(22.60°, 25.55°, 28.04°, 29.91°, 30.68°, 31.93°, 34.26°, 39.86°, 43.44°,46.86°,48.73°)
silika bakimindan zengin kristal sodyum kalsiyum silikat fazi (combeite, Na2CazSizOy)
ve fosfat bakimindan zengin kristal silikorhenanit fazi (Na2Cas(PO4)2SiOs) oldugu
goriilmiistiir. Literatiir ile de desteklenen sonuglara gore de 900°C'de sinterlenen biyoaktif
cam tozunun esas olarak kombeit (agirlik¢a %64 + 3) ve rhenanitten (agirlikca %5,7 £
0,4) olusan kristal fazdan olustugunu bildirmistir (Nawaz vd. 2022). XRD sonuglarina
gore MBG ve Cu-MBG arasinda bariz bir farklilik goriilmemistir.
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Sekil 4.3 Sol-jel yontemi ile sentezlenen 29S29B mezopordz biyoaktif cam ve 29S29B
bakir katkili mezopordz biyoaktif cam partikiillerinin XRD spektrumu

4.1.3 FTIR analizleri

FTIR analizi i¢in, kurutulmus biyoaktif camlar o6giitiilmiis ve peletler halinde
preslenmeden 6nce belirli bir oranda potasyum bromiir (KBr) ile karistirilmistir. Sekil
4.4°de FTIR spektrumu incelendiginde, (a) 1400 cm™ ve 1450 cm™deki bantlar B-O'nun
biikiilme moduna karsilik gelmektedir. (b) 1106 cm™ dalga boyunda gozlenen omzun ise
Si-O-Si'nin asimetrik gerilme moduna karigilik geldigi goriilmektedir. Baglanmamig
oksijen atomlarinin Si-O simetrik gerilmesini gdsteren bant ise (C) 728 cm™deki
absorbsiyon bandina karsilik gelmektedir. Biyoaktif camin bakir i¢eriginin yaklasik %0,4
oldugu g6z oOniine alindiginda, Cu-O pikinin ayirt edilmesi FTIR analiziyle

gbzlemlenememistir.
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Sekil 4.4 29S29B biyoaktif camlarin FTIR spektrumu

4.1.4 TGA analizleri

Sekil 4.5° de goriilen termal analiz sonuglari, grafiklerde gosterilen sinterlenmis
mezogodzenekli biyoaktif camlarin 1s1 nedeniyle kiitle kayb1 gostermedigi ve yiiksek
termal direng sergiledigi goriilmiistiir. SiO2, CaO, P20s, B.Oz ve CuO gibi katkilanan
maddelerin, termal bozunmanin son agsamasinda da varliklarini siirdiirdiikleri ve gozlenen
kiitle kaybinin yalnizca yiizeye adsorbe halde bulunan suyun uzaklagsmasindan

kaynaklandig1 anlasilmistir.
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Sekil 4.5 29S29B mezopordz biyoaktif cam (MBG) partikiilleri ve 29S29B bakir
katkili mezopordz biyoaktif cam (Cu-MBG) partikiillerine ait termogravimetrik
analiz sonuglari
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4.1.5 ICP-OES analizleri

Cizelge 4.1 Sol-jel yontemiyle sentezlenen 29S29B mezopordz biyoaktif camlarin ICP-
OES analiz sonuglarini gostermektedir. Bu sonucta, yapiya dahil olan elementlerin

yiizdeleri goriilmektedir.

Cizelge 4.1 Kullanilan biyoaktif camlarin elementel bilesimi

Element Bilesimi
BG Tiirt Ca (%) Si (%) P (%) B (%) Cu (%)
29S529B-MBG 280+1.0 168+0.1 1.87+0.18 7.8+0.1 -
29S529B-Cu-MBG  29.0+10 170+0.2 183+0.15 69=+02 04+0.16

4.2 ipek Fibroinin Karakterizasyon Bulgular

4.2.1 FTIR analizleri

Sekil 4.6°da gosterilen ipek fibroinin FTIR analizi, diyalizin ardindan elde edilen ipek
fibroinin liyofilizasyon isleminin ardindan gergeklestirilmistir. FTIR sonuglar1 elde
edilen &rneklerin (a) 1633 cm™ (amid 1), (b) 1522 cm™ (amid 1) ve (c) 1225 cm™ (amid
I1T)'de giiclii absorpsiyon bantlar1 sergiledigini gostermektedir. Onceki ¢alismalara gore,
1648-1654 cm™ ve 1535-1542 cm™'deki kizilotesi absorpsiyon ipek I yapisina karsilik
gelmektedir. 1610-1630, 1695-1700 ve 1510-1520 cm™ bélgelerindeki pikler ise ipek 11
yapisina karsilik gelmektedir. Amid | yapisinda 1633 cm™’deki absorpsiyon pikleri

tabaka olusumu oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.6 Izole edilen ipek fibroinin FTIR spektrumu

4.3 k-Karagenanin Karakterizasyon Bulgular:
4.3.1 Manyetik rezonans spektroskopisi analizi (*H NMR)

Sekil 4.7°de Metakrillenmis -Car proton niikleer manyetik rezonans (*H NMR)
spektroskopisi, 6 = 5.5-6 ppm degerinde olefinik hidrojene ait (C=C-H) ve 6 = 1.9-2
ppm'‘de metakrilat grubunun metil protonlarina (-CHs) karsilik gelen bir pikin varlig ile

k-Car'in metakrilasyonunu gostermektedir (Mihaila vd. 2013).

|
m\
metakrilath k-Car / Vol ,u
el | -
k-Car ,j \JL’
6 5 4 3 2
Kimyasal kayma (8, ppm)

7

Sekil 4.7 k-Car ve metakrilath x-Car ‘in 1H Niikleer Manyetik Rezonans (NMR)
spektrumlari

57



4.3.2 FTIR analizleri

Sekil 4.8’de FTIR spektrumu incelendiginde, mavi ¢izgiyle gosterilen saf k-Car (kappa-
karagenan) ve kirmizi ¢izgiyle gosterilen metakrilath k-Car 6rnekleri karsilastirilmistir.
(@) 1000 cm™ civarindaki pik, k-karagenanin glikosidik yapisindan gelen C—-O—-C ve C—
O gerilmelerini gostermektedir. Bu pik hem modifiye hem de saf 6rnekte goriilmesi
nedeniyle ana yapmin korunmaya devam ettigini gostermektedir. (b) 1220-1260 cm™!
araliginda goriilen pikler ise S=O gerilme titresimine karisilik gelmektedir. Metakrilatl
k-Car Orneginde yaklasik () 1720 cm™ civarinda C=0O (karbonil) gerilme titresimi
belirgin bir sekilde goériilmiistiir. Bunun sonucunda metakrilat grubun basarili sekilde

baglandig1 gézlemlenmistir.

k-Car
(o‘ Metakrillenmis k-Car W\'\é\v\‘v\’\
< metakriaul K-Lar a
x
T
@ c
(@]
—
O
@ b
)
a
| I | [

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

Sekil 4.8 k-Car ve metakrillenmis x-Car ‘n FTIR spektrumlar1
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4.4 Kompozit Malzemelerin Karakterizasyon Bulgular:

4.4.1 SEM ve EDS analizleri

Sekil 4.9°daki SEM goriintiilerinde ve por boyutu analizinde, gozeneklerin biiyiik
cogunlugunun 100-300 um araliginda yogunlastigi, ancak bazi yapilarin 700 um’ye
kadar ulasan daha biiyiik porlara da sahip oldugu goriilmiistiir. Bu dagilim, iskeletin hem
makrogozenekli hem de heterojen yapida oldugunu gostermektedir. Bir ¢alismada, bor
iceren mezogozenekli biyoaktif cam nanopartikiiller mikroemiilsiyon destekli sol-jel
yaklagimi kullanilarak basarili bir sekilde sentezlenmistir. Bor iceren MBG'nin partikiil
boyutu 100 ila 300 nm araliginda oldugu goriilmiistiir. Sentezlenen kompozit gruplarda
150 ila 400 um arasinda degisen gozenek boyutlar1 gézlemlenmistir (Zheng vd. 2020).
Buna karsilik, 100 pm'den biiyiik gbézenekler olarak tanimlanan makro gozeneklerin
mineralize kemigin rejenerasyonunu tesvik ettigi bilinmektedir (Karageorgiou ve Kaplan
2005, Murphy vd. 2010).

Cizelge 4.2 ¢esitli Cu konsantrasyonlaria (%0,2, %0,4 ve %2) sahip SC, MBG ve Cu-
MBG igeren kompozit gruplarin element bilesiminin arttigin1 goéstermektedir. Oksijenin
tiim drneklerde en ¢ok bulunan element oldugu, kalsiyum, silikon ve fosforun da 6nemli
seviyelerde bulundugu goriilmektedir. Buna ek olarak, bazi gruplarda karbon (C),
sodyum (Na) ve potasyum (K) elementleri bulunmaktadir, bu da kompozitlerde baska
bilesenlerin varligina isaret etmektedir. Daha yiiksek katkilt Cu-MBG o6rneklerinde artan
Cu igerigi, bakirin biyoaktif cam yapisina basarili bir sekilde dahil edildigini ve bunun da
malzemenin o&zellikleri ve biyolojik etkilesimleri iizerinde bir etkisi olabilecegini

gostermektedir.
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Sekil 4.9 Sentezlenen kompozit gruplarinin 100x ve 500x biiyilitmelerindeki SEM

goriintiileri ve histogram grafikleri
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Sekil 4.9 Sentezlenen kompozit gruplarinin 100x ve 500x biiyilitmelerindeki SEM
gorlintiileri ve histogram grafikleri (devam)
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Il sc-2CuBG
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Por Boyutu (pm)

Sekil 4.9 Sentezlenen kompozit gruplarinin 100x ve 500x biiyiitmelerindeki SEM
gortintiileri ve histogram grafikleri (devam)

Cizelge 4.2 Sentezlenen kompozit malzemelerin elementel bilegimi.

% (wiw) @) Ca Si Cu C S Na K

SC 64,06 0,12 - - 319 205 1,68 -
SC-0.2BG 5552 0,03 0,17 - 3972 - 2,78 0,09
SC-0.2CuBG 54,96 0,08 0,09 0,04 3893 - 357 0,12
SC-04BG 58,89 0,09 0,2 - 3389 - 4,15 0,12
SC-0.4CuBG 47,09 0,12 0,32 0,11 2865 - 13,3 0,08
SC-2BG 18,16 2,65 2,13 - 3,2 - 37,11 0,88
SC-2CuBG 47,79 2,63 1,21 1,06 118 - 22,01 0,31

4.4.2 FTIR analizleri

Kompozit iskelelerde Sekil 4.10 (A) SC kompoziti ipegin karakteristik 6zelligi olan 1550
ve 1650 cm -1 dalga boylarinda iki adet pik oldugu gorilmektedir. Ayrica, k-karagenan
polimeri de birgok tipik bant gdstermistir. Bunlar arasinda 3000-3500 cm™'de O-H
gerilmesine karsilik gelen bir bant ve 1200-950 cm™'de genellikle karbonhidratlarin
parmak izi bdlgesi olarak bilinen bir bant yer almaktadir. 1700-1650 cm™'deki bant C=0
gerilmesine sahiptir. Bunun yaninda, 1263 cm™'deki pik ester siilfat gruplarinin asimetrik
gerilmesine (0=S=0), 1046 cm™* dalga boyunda gériilen pik C-O ve C-OH gerilmesine
ve 940-900 cm? 3,6-anhidro-D-galaktozdaki C-O-C gerilmesine karsilik gelmektedir.
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1150-950 cm™'deki bant (1-3)-D galaktozdaki C-O-SOj3 gerilmesine karsilik gelmektedir.
Kompozit gruba biyoaktif cam ilavesi yapidaki baglar1 korumus, bunlara ek olarak
biyoaktif camin Si-O/Si-O titresimleri (~900-1200 cm-') gibi spesifik piklerini

gostermistir.

Sekil 4.10 B’de goriildiigl lizere, kompozit yapiya biyoaktif cam ve bakir katkisi
eklenmesi ozellikle SC-2BG ve SC-2CuBG 'nin FTIR spektrumlarinda yapisal
degisikliklere yol agmaktadir. Ipek fibroin, k-karagenan ve biyoaktif camin varlig: tiim
orneklerde O-H ve N-H gerilmesi (~3000-3500 cm-!), amid I'den C=0 gerilmesi (~1600-
1700 cm-1) ve Si-O/Si-O titresimleri (~900-1200 cm-!) i¢in pikler gostermektedir. SC-
2CuBG ve SC-2BG orneklerindeki Si-O-Si ve Si-O bantlarindaki azalmis yogunluk ve
kaymalar, biyoaktif camlarin yiiksek konsantrasyonlardaki ilavesinin neden oldugu

yapisal degisikliklere isaret etmektedir.
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Sekil 4.10 Kompozit iskelelerin FTIR spektrumlari

(a: 3000-3500 cmt O-H ve N-H gerilmesi ; b: 1700-1650 cm™ C=0 gerilmesi ; ¢: 1550-1650 cm™ amid 11

bandi ; d: 1263 cm™ ester siilfat gruplarmin asimetrik gerilmesi (0=S=0) ; e: 1200-950 cm*
karbonhidratlarin parmak izi bdlgesi ; f: 1150-950 cm™ (1-3)-D galaktozdaki C-O-SO; gerilmesi ; g: ~900-
1200 cm-! Si-O/Si-O titresimleri ; h: 847 cm ' Si-OH gerilmesi)

4.4.3 TGA analizleri

Sekil 4.11°de SC iskele yapisina farkli konsantrasyonlarda Cu-MBG ve MBG
katkilanmas1  kompozit iskelelerin termal stabilitesinde degisiklikler oldugunu

gostermektedir. Sekil 4.11 A’ da SC kompozit iskelesinde kademeli kiitle kayb1 goriilmiis
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ancak %100 bir kiitle kayb1 gozlemlenmemistir. Sekil 4.11 B'deki %0,2 katkilama
seviyesi, Cu-MBG ve MBG'nin termal davranislarinda ¢ok fazla farklilik olmadigini
gostermektedir. Sekil 4.11 C, Cu-MBG'in yiiksek sicakliklarda kiitlesini korumada
MBG'ye gore avantaj gostermektedir; bu da bakir ilavesinin termal direnci olumlu yonde
etkileyebilecegini gostermektedir. Sekil 4.11 D’deki yiiksek sicakliklarda %2 Cu-MBG
katkisinin termal stabiliteyi 6nemli dlglide artirdigini gostermektedir. Ayrica, %2 MBG
igeren kompozit stabiliteyi arttirmis, ancak yine de Cu-MBG kompozitinden daha az bir
termal stabilite géstermistir. Sonug olarak, biyoaktif cam katki oraninin ylikselmesiyle
termal stabilitenin arttif1 gézlemlenmistir. Tiim kompozitlerde gozlemlenen kademeli
kiitle kaybi, organik maddelerin azot atmosferinde yapidan wuzaklastirilmasina
baglanabilir. Diger katki maddeleri, yani SiOz, CaO, P20s, B>O3 ve CuO, termal
bozunmanin son asamasindaki varliklar1 nedeniyle yapida kalmis ve bu nedenle %100

kiitle kayb1 gozlenmemistir.
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Sekil 4.11 (A) SC kompozit iskelesi (B) SC-0,2CuBG ve SC-0,2BG kompozit iskelelerin,
(C) SC-0,4CuBG ve SC-0,4BG kompozit iskelelerin, (D) SC-2CuBG ve SC-
2BG kompozit iskelelerin termogravimetrik analiz egrileri
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4.4.4 Tyon salim analizleri

Bor iyonlarmmin kiimiilatif salim grafigine bakildiginda Sekil 4.12 (A), farkh
konsantrasyonlarda mezopor6z biyoaktif cam (MBG) ve bakir katkili mezopor6z (Cu-
MBG) igeren kompozit iskelelerden 21 giinliik bir siire boyunca yiiksek oranda Cu-MBG
iceren iskeleler en 6nemli B iyonu salimini sergilemektedir. Buna karsilik, kontrol
iskelesi (SC) ihmal edilebilir B iyonu salim sergilemistir. Cu-MBG 6rneklerinde B

iyonlarinin artan salimi, bakir ilavesinin neden oldugu yapisal degisiklikleriyle ilgilidir.

Sekil 4.12 (B)’ de iyon salim profilleri, bakir katkili biyoaktif camin farkli agirlik
yiizdelerinin kompozit iskelelerin kiimiilatif salimini nasil etkiledigini gdstermektedir. ilk
salim asamasinda, bakir iyonlar1 tiim gruplarda yilizeyden hizla salinmaktadir. Daha
sonra, iskelenin par¢alanmasi ve matris boyunca iyon difiizyonu ile iiretilen uzun stireli
bir salim faz1 gelmektedir. Baslangicta daha yiiksek miktarda salinabilir iyon oldugundan,
daha ytiksek bakir konsantrasyonuna sahip iskeleler daha belirgin bir salim sergiler. Diger
yandan, daha az bakir igeren iskelelerin salim profili daha yavastir ve daha uzun iyon

salimi1 gosterir.
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Sekil 4.12 Farkli konsantrasyonlardaki kompozitlerden 21 giin boyunca (A) bor ve (B)
bakir iyonlarmin kiimiilatif salimimi gosteren grafikler

4.4.5 Su tutma ve bozunma testleri

Sentezlenen malzemelerin zamanla su tutma kapasiteleri (%) karsilastirildiginda en

yiiksek su tutma kapasitesinin SC kompozit grubunda gozlendigi goriiliirken, diger
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gruplar bu degerin altinda kalmaktadir. Cu-MBG igeren gruplarda bakir katkilama orani
arttik¢a su tutma kapasitesinin azaldigi goriilmektedir; %2 Cu-MBG en diisiik kapasiteyi
gosterirken, % 0,4 ve %0,2 Cu-MBG orta seviyede su tutma sergilemektedir. MBG igeren
kompozit gruplarinda ise katkilanma miktarina bagl olarak su tutma kapasitesi kismen
daha dengeli bir egilim gostermekte, ancak SC’nin altinda kalmaktadir. Bu sonuglar, SC

kompozit iskelesinin diger gruplardan {stiin bir su tutma kapasitesine sahip oldugunu

ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.13 SC ve farkli konsantrasyonlarda Cu-MBG ve MBG igeren kompozitlerin 24
saatlik su tutma yiizdeleri

Kompozitlerin bozunma yiizdeleri karsilastirildiginda SC grubu orta seviyede bir
kararlilik sergilerken, Cu-MBG katkili gruplar1 (%0,2 ve %0,4) daha yiiksek bozunma
yiizdelerine ulasmig, bu da diisiik bakir konsantrasyonlarinin matriste bozunmayi
hizlandirabilecegini gostermektedir. Ancak, %2 Cu-MBG katkili kompozitin bozunma
orani, %0,2 ve %0,4 gruplarina gore daha diistiktiir. Bu durum, bakir konsantrasyonunun
artisiyla birlikte bozunmaya kars1 direncin artabilecegini gdstermektedir. Yiiksek bakir
igerigi, matriste daha gii¢lii iyonik baglar olusturmus, daha kararli bir ag yapis1i meydana
getirmis ve bozunmay1 azaltmistir. Diger yandan, MBG katkili gruplarda (%0,2, %0,4 ve

%2) MBG konsantrasyonu arttikga bozunma oranmin azaldigr goézlemlenmistir. Bu

66



durum, MBG’nin yapisal kararliliga 6nemli bir katki sagladigin1 ve bozunmaya direngli
bir yapt olusturdugunu ortaya koymaktadir. Genel olarak, Cu-MBG ve MBG
konsantrasyonlarinin hem bozunma mekanizmalarini hem de matrisin genel stabilitesini
etkiledigi anlasiimaktadir. Ozellikle %2 Cu-MBG’de bakirin stabilite artirici etkisinin
ortaya ¢ikmasi, diisiik konsantrasyonlarda bozunmay1 hizlandiran bakirin, daha yiiksek

konsantrasyonlarda yapisal kararliligi destekleyebilecegini gostermektedir.

60 *%
%%
*
& 40-
©
E
-
S
S 20-
0-
§§§§$§&
& O O 09. Q'Q. 60,
07N L eg¥ &
C_)O c-)CJ )

Sekil 4.14 SC ve farkli konsantrasyonlarda Cu-MBG ve MBG igeren kompozitlerin
bozunma ytizdeleri

4.4.6 Mekanik testler

Sekil 4.15°deki grafik, farkli kompozit malzeme gruplarimin basma dayanimini
kiyaslayarak biyoaktif cam igeren kompozitlerin mekanik 6zelliklerini detayli bir sekilde
incelemektedir. SC kompoziti yaklasik 1000 kPa’lik bir basma dayanimi sergilemektedir.
Bu deger, SC’nin mekanik dayanikliliginin dengeli gostermektedir. Cu ile katkilanmig
biyoaktif cam (Cu-MBG) igeren gruplar incelendiginde, bakir konsantrasyon (%0,2 ve

%0,4) artisinin basma dayanimi {izerinde belirgin bir degisiklige neden olmadigi
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goriilmektedir. %0,2 Cu-MBG grubu SC ile benzer dayanim sergilerken, %0,4 Cu-MBG
grubu biraz daha diisiik bir dayanim gostermistir. Bununla birlikte, %2 Cu-MBG
grubunun dayanimi belirgin sekilde diisiiktiir, bu da yiiksek bakir konsantrasyonunun

mekanik dayaniklilig1 olumsuz etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

Biyoaktif cam (MBG) iceren gruplara bakildiginda, ozellikle %0,2 MBG kompoziti
yaklasik 1300 kPa’lik en yiiksek basma dayanimina ulasmistir. Bu sonug, diisik
konsantrasyonlu MBG'nin mekanik dayanimi énemli 6l¢iide artirdigini gostermektedir.
%0,4 MBG grubu da SC ile karsilastirildiginda yiiksek bir dayanim sergilemis, ancak
%0,2 MBG'ye gore biraz daha diisiik kalmistir. %2 MBG kompoziti ise SC’den daha
diisiik bir dayanim gostererek, yliksek MBG konsantrasyonunun mekanik ozellikler

tizerindeki sinirlandirici etkisini ortaya koymustur.

& 1500 ns
i_‘» ns ns
= ‘ ns
S 1000 - ns L
>
©
a
£ 500 - I I
(/2]
(4]
o
0 ‘
O 0 0 0 0 0 0
S P
oV ¥ Oﬂ' NP
Coo (oO o)

Sekil 4.15 SC ve farkli konsantrasyonlarda biyoaktif cam i¢eren kompozitlerin basma
dayanimi (kPa)

4.4.7 In vitro sitotoksisite testi

Kompozit malzemelerin hiicre canlilif1 tizerindeki etkileri MTT testi ile belirlenmistir.

Pozitif kontrol grubuna kiyasla, malzemelerin farkli konsantrasyonlarda hiicre canliligi
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tizerinde etkileri oldugu goriilmektedir. MTT testi sonuglarina gére, SC igeren grup en
yiiksek hiicre canlilik oranina ulasmig, Cu-MBG katkili gruplarda, Cu konsantrasyonu
arttikca toksisite artmis ve %2 Cu-MBG grubunda canlilik oranm1 en diisiik seviyeye
inmistir. Bunun yaninda, MBG igeren gruplarda hiicre canlilik oranlar1 yiiksek
seviyelerde korunmus, MBG'in dermal fibroblast hiicreleri iizerinde toksik bir etki

gostermedigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.16 SC ve farkli konsantrasyonlarda biyoaktif cam igeren kompozitlerin dermal
fibroblast hiicreleri tizerindeki MTT testi ile belirlenen canlilik oranlar

4.4.8 In vitro kan uyumlulugu testi

Sentezlenen farkli kompozit gruplarin hemokompatibilite o6zelliklerini belirlemek
amaciyla kan uyumlulugu testi uygulandi. Yiizde hemoliz degerleri formiile uygun
hesapland1 ve 545 nm dalga boyunda spektrofotometrik Sl¢iimler ile belirlendi. Tiim
gruplarin % hemoliz oranlarinin ISO 10993-4 standardinda belirtilen %5°lik sinirin
altinda kaldig: goriildii. SC grubu %2.41, Cu-MBG igeren kompozitlerde, % 0.2 oraninda
katki kullanilan grupta %1.56 hemoliz degeri dl¢tiliirken, %0.4 ve %2 katkili gruplarda
sirasiyla %2.35 ve %2.18 hemoliz degerleri elde edilmistir. MBG igeren Orneklerde ise
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hemoliz oranlariin tiim konsantrasyonlar i¢in oldukg¢a diisiikk oldugu, % 1.1 ile % 1.2
arasinda degistigi tespit edilmistir. Standarta uygun olarak gergeklestirilen ¢alismada,
bulgulara bagl olarak (<%?5) toksik kabul edilebilek sinir1 agmadigi i¢in membranlarin

kan hiicrelerinde toksik etki yaratmadig: ifade edilebilmektedir.
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Sekil 4.17 SC ve farkli konsantrasyonlarda biyoaktif cam i¢eren kompozitlerin % hemoliz
degerleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu c¢alismada, SC kompozitlerine gesitli konsantrasyonlarda Cu-MBG ve MBG
katkilarinin etkileri incelenmis ve bu katki maddelerinin kompozitlerin fiziksel, kimyasal,

biyolojik ve mekanik 6zellikleri lizerindeki etkileri detayl1 bir sekilde incelenmistir.

Yapilan caligmada biyoaktif camlar sol-jel yontemiyle sentezlenmistir. Furlan ve
arkadaglarinin (Furlan vd. 2018) yapmis oldugu ¢alismada 45S5 biyocami ve bor bazli
45S5B biyocami sol-jel yontemiyle sentezlenmistir. Hosseini ve arkadaglarinin (Hosseini
vd. 2023) yapmis oldugu calismada ise metisiline direngli Staphylococcus aureus'a
(MRSA) kars1 antibakteriyel 6zellikler sergileyen bakir iceren mezogdzenekli biyoaktif
cam nanopartikiilleri (Cu-PMMBGN'ler) sentezlenmistir. Gozenekli/mezogdzenekli
biyoaktif cam (MBG) iskeleler, apatit olusumu ve ilag dagitim 6zellikleri nedeniyle yeni
bir kemik rejenerasyon malzemesi sinifi olarak onerilmistir; ancak malzemenin dogal
kirilganligi, yiiksek bozunma ve yiizey kararsizligi, biyolojik bir iskele olarak mekanik
mukavemetini ve sitouyumlulugu i¢in biliylik dezavantajlardir. Bu dezavantajlarin
iistesinden gelmek i¢in ¢esitli katki maddeleri kullanilmaktadir. Wu ve arkadaslarinin
(Wu vd. 2010) yaptigi calismada MBG ile ipek fibroin karigiminin, kemik doku
miihendisligi uygulamalari agisindan etkileri arastirilmistir. Bunun sonucunda iskelelerin
basing dayanimi, ipek modifikasyonu ile dnemli 6lgiide artmis ve ipekle modifiye edilmis
MBG iskeleleri, yiiksek gozenekliligi ve biiylik gbézenek boyutlart gostererek daha
diizgiin ve siirekli bir gozenek ag1 sergilemistir. Bununla birlikte mekanik ozellikler,
hidrofiliklik, biyolojik uyum ve degredasyon gibi 6zelliklerin arttirilmasi i¢in biyoaktif
cam/ipek fibroin kompozitleri c¢esitli polisakkaritlerle birlestirilmektedir. Wang ve
arkadaglarinin (Wang vd. 2021) yapmis oldugu c¢alismada ¢inko katkili biyoaktif
camlarin, k-Karagenan ve ipek fibroin kompozit filmlerine entegrasyonu, yara iyilestirme
Ozelliklerini artiran sinerjik bir etki ile sonug¢lanmis ve yara iyilestirme uygulamalari igin
potansiyel olarak goriilmiistiir. Sonuglar, olusturulan kompozitin yiiksek esneklik ve
hidrofilisite gosterdiklerini; S. aureus ve E. coli'ye karsi etkili antibakteriyel 6zellikler
gosterdiklerini ve fare modelinde vaskiiler proliferasyonu ve yara rejenerasyonunu

destekledigini gostermistir.
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Sentezlenen kompozit malzemelerin SEM goriintiilerindeki gézenek morfolojisi
degerlendirildiginde, gozeneklerin biiylik cogunlugunun 100-300 pm araliginda
yogunlastigi, ancak bazi yapilarin 700 um’ye kadar ulasan daha genis gézenekler icerdigi
belirlenmistir. Bu dagilim, iskelelerin makrogdzenekli ve heterojen porozite yapisina
sahip oldugunu gostermektedir. Literatiirde, 100300 pm araligindaki gozeneklerin hiicre
g0bct, besin ve oksijen difiizyonu gibi biyolojik siirecleri destekledigi; 300 pm tlizerindeki
porlarin ise vaskiilarizasyon ve derin doku penetrasyonu agisindan kritik dneme sahip
oldugu bildirilmektedir (Karageorgiou ve Kaplan 2005). Bu baglamda, elde edilen por

yapisi, kemik doku miihendisligine yonelik biyofonksiyonel bir mikrogevre sunmaktadir.

Diger yandan, ¢aligmada kullanilan biyoaktif cam partikiillerinin boyutlarinin 100—
300 nm araliginda oldugu tespit edilmistir. Bu boyut araligi, teknik olarak sub-mikron
Olgekte degerlendirilse de yiiksek ylizey alani ve yiizey reaktivitesi nedeniyle
nanopartikiil sinifinda degerlendirilmektedir. Literatiirde, bu tiir partikiillerin osteojenik
farklilasmay1 destekleyen iyon salimini hizlandirdigi, ayn1 zamanda ilag tasima sistemleri
i¢in uygun bir platform sundugu bildirilmektedir. Ornegin Zhao ve arkadaslari (~300 nm
capinda) mezogdzenekli biyoaktif cam partikiillerinin kemik rejenerasyonu ve kontrollii
ilag salim1 uygulamalarinda etkinligini ortaya koymustur (Zhao vd. 2020). Benzer sekilde
baska bir calismada, 100-300 nm araliginda sentezlenen bakir ve stronsiyum katkili MBG
partikiillerinin osteojenik ve antibakteriyel etkileri goriilmiistiir (Erol-Taygun vd. 2013).

Sentezlenen kompozit malzemelerin FTIR sonuglar literatiirle de paralel olacak sekilde
SC kompozitlerinde bulunan biyopolimerlerin ve biyoaktif camin etkilesimlerini
dogrulamaktadir. Ipek fibroin, k-karagenan ve biyoaktif camin varligma dair elde edilen
spektrumlar, tiim kompozit yapilarda tipik fonksiyonel gruplara ait belirgin absorpsiyon
bantlarmmn bulundugunu géstermektedir. Ozellikle, 1633 cm™’deki amid I bandi, 1522
cm™*deki amid II bandi ve 1225 cm™’deki amid I1I bands, ipek fibroinin yapisal varligini
dogrulamaktadir (Lu vd. 2011). Biyoaktif camin FTIR spektrumunda, 6zellikle silika
(S102) bazli yapisinin belirgin 6zellikleri ortaya ¢ikmaktadir. 1000-1200 cm™ arasinda
yer alan Si-O-Si asimetrik gerilme bandi, biyoaktif camin ana yapisal bilesenlerinden biri
olan silika agina ait tipik bir 6zelliktir (Moreira vd. 2016). Bu bant, cam matrisinin diizenli

yapidaki siloksan baglarinin gerilmesine isaret etmketedir. Ayrica, 450-500 cm™
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bolgesinde Si-O baglarin simetrik gerilmesine karsilik gelen zayif bir pik de
gozlemlenmistir, bu da camin amorf yapisina isaret eder. FTIR spektrumunda 1450 cm™
civarinda bir bant, biyoaktif camda bor oksit (B20s) iceriginin varligin1 gosteren boron-
oksijen (B-0O) biikiilme moduna karsilik gelmektedir (Zhong vd. 2014). Cu-MBG katkili
orneklerde, bakir iyonlarinin cam matrisine entegrasyonu ile ilgili olarak Cu-O baglarinin

500-600 cm™! araliginda belirginlesen bir pik gézlemlenmistir (EI-Trass vd. 2012).

XRD analizleri, Cu-MBG katkili kompozitlerin ve MBG katkili kompozitlerin amorf ve
kristal fazlara sahip oldugunu ortaya koymaktadir. XRD sonuglari, 700°C’de sinterlenen
cam orneklerinde, silika bakimindan zengin sodyum kalsiyum silikat fazi (combeite) ve
fosfat bakimindan zengin silikorhenanit fazi (rhenanit) gibi dnemli kristal fazlarin

olustugunu dogrulamaktadir (Nawaz vd. 2022).

Termal analizler, SC kompozit iskelesinin termal stabilitesinde bakir ve MBG
katkilarmin etkilerini gostermektedir. Sonuglar, Cu-MBG katkisinin kompozitlerin
termal stabilitesini 6nemli &lgiide artirdigini gdstermektedir. Ozellikle %2 Cu-MBG
katkisi, yiiksek sicakliklarda kiitle kaybin1 6nemli dlclide azaltarak, kompozitin termal
direng seviyesini artirmaktadir. Bu durum, bakirin kompozitlerdeki termal dayaniklilig
artirma potansiyeline isaret etmektedir. Bunun yaninda, %2 MBG iceren kompozitlerin
de yiiksek sicakliklarda daha i1yi bir termal stabilite sergiledigi gézlemlenmistir, ancak
bakir iceren kompozitlere kiyasla daha diisiik seviyelerde kalmistir. Bu bulgu, bakirin
cam matrisindeki termal direng {izerinde olumlu etkiler sagladigini géstermektedir. %0,2
ve %0,4 Cu-MBG ve MBG katkili kompozitlerde ise benzer termal davranislar
gozlemlenmis, bu da diisiik katki seviyelerinin kompozitlerin termal stabilitesini ¢cok fazla

etkilemedigini gostermektedir.

Bakir katkili kompozitlerin 21 giinliik iyon salim profilleri, bakir oranina gore farkli salim
hizlar1 gostermektedir. %2 Cu-MBG igeren kompozitler, baslangigta yiiksek miktarda
bakir iyonu salmig (=7.87 uM) ve 21 giin boyunca salimda ¢ok az bir artis
gozlemlenmistir. %0,4 Cu-MBG iceren kompozitler, daha kontrollii bir salim profili
sergileyerek (=3.14 uM), 21 giin boyunca bakir iyonlarinin diizenli bir sekilde salindig
ve salimda ¢ok kiigiik bir artis oldugu gozlemlenmistir. %0,2 Cu-MBG igeren
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kompozitler ise en yavas iyon salimini gostererek (=1.57 uM), 21 giin boyunca bakir
iyonlariin ¢ok az bir artigla kontrollii bir sekilde salindigin1 ortaya koymustur. Yapilan
bir ¢calismada (Akhtar vd. 2024) %5 w/v oksitlenmis aljinat-%7,5 w/v jelatin ve %0,25
w/v ipek fibroin hidrojelleri %0,3 w/v Cu-Ag katkili mezogdzenekli biyoaktif cam
nanopartikiilleri ile katkilanmistir. Calismanin sonucunda hidrojellerin iyon salim
profilleri Cu iyonlarinin kiimiilatif saliminin 6 giinliik inkiibasyona kadar dogrusal bir
davranig sergiledigini gostermistir. Cu iyonlarinin bu sekilde salinmasinin biyoaktif
camlarin anjiyojenik Ozellikleri i¢in faydali oldugu distiniilmektedir. Yiiksek bakir
icerigi, kisa vadede hizli biyolojik etki saglarken, diisiik bakir igerigi uzun vadeli tedavi
etkilerini destekleyerek daha giivenli ve kontrollii bir salim saglayabilme potansiyeline
sahiptir. Wang ve arkadaglarinin (X. Wang vd. 2019) yaptigi ¢alismada PCL/Cu-BaG
iskelelerinin iyon salim profilleri incelenmistir. Iskelelerden iyon salimi, 30 giinliik bir
siire boyunca simiile edilmis viicut sivisinda (SBF) degerlendirilmistir. Iskeleler, Cu?* ve
diger iyonlarin 6nemli Sl¢iide ve siirekli salimin1 gostermistir; Cu?* i¢in 140 uM'ye kadar
ulasan konsantrasyonlar bulunmustur. Iskelelerden salman Cu?* iyonlarmin insan kemik
iligi kok hiicreleri (hBMSCs) ve insan umbilikal ven endotel hiicreleri (HUVECs:)
tizerinde Onemli etkileri oldugu bulunmustur. Calisma, Cu®*'nin anjiyogenezi tesvik
edebilirken, ayn1 zamanda hBMSC'lerin ¢ogalmasini ve farklilagmasini etkileyerek doza
bagl sitotoksisite sergiledigini gostermistir. Yiiksek Cu?** konsantrasyonlarinin hBMSC
proliferasyonunu inhibe ettigi goriilmistiir. Ayrica ¢aligmada, Cu** konsantrasyonu 20
uM altinda tutuldugunda hBMSC'lerin proliferatif kapasitelerini  korudugunu
gostermistir. Bu sonug, bu seviyedeki veya altindaki konsantrasyonlarin hiicresel
faaliyetler icin genellikle giivenli oldugunu ve sitotoksik etkilere neden olmadigini
gostermektedir. 50 pM'nin {izerindeki konsantrasyonlarin hBMSC'lerin ¢ogalma oranini
azalttig1 bulunmustur, bu da Cu*"'nin sitotoksik etkiler gostermeye basladigi net bir esige

isaret etmektedir.

Kompozit malzemelerin su tutma kapasiteleri karsilastirildiginda, SC kompozit grubu en
yiiksek su tutma kapasitesine sahip olup, %400-%600 araliginda stabil bir performans
gostermektedir. Bunun sebebinin, k-karagenanin'in hidrofilik yapisi ve ipek fibroinin
matrise sagladig1 dayaniklilik oldugu sdylenebilir. Cu-MBG katkili gruplarda bakir orani

arttikca su tutma kapasitesinde belirgin bir azalma gozlenmistir; 6zellikle %2 Cu-MBG
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en diisiik kapasiteyi sergilerken, %0,4 ve %0,2 Cu-MBG daha yiiksek degerler
gostermektedir. Bakirin varligi, muhtemelen ag yapisinda daha yogun capraz
baglanmalara neden olarak hidrofilikligi azaltmaktadir. Su tutma kapasitesi doku
miithendisligi uygulamalarinda polimerler i¢in ¢ok énemli bir 6zelliktir. Sivilarin verimli
bir sekilde emilmesini saglar ve besin maddelerinin, hiicresel metabolitlerin taginmasini
ve atik tirlinlerin iskeleler i¢inde uzaklastirilmasini kolaylastirir (Hakimi vd. 2023). Hua
ve arkadaslarinin (Hua vd. 2020) yaptig1 ¢alismada bakir iyonlarinin ipek fibroin yapisi
tizerindeki etkileri incelenmistir. Bunun sonucunda ipek fibroin iskelelerin su tutma
kapasitesi bakir iyonlarinin yiliklenmesinden onemli Olclide etkilendigi ve agirlikca
%1,5'lik optimum konsantrasyonun en iyi stabiliteyi sagladig goriilmiistiir. Daha yiiksek
konsantrasyonlar, ipek zincirleri arasindaki etkilesimlerin bozulmasi nedeniyle yapisal
zayifliklara ve ¢oziiniirliiglin artmasina neden olmaktadir. Bakir kloriir dihidrat igerigi
agirlikca %5,01 astiginda, ipek I kristalizasyonu Onemli Olgiide engellenerek su
stabilitesinde bir azalmaya ve su ¢Oziiniirliigiinde bir artisa yol agmistir (Zhou vd. 2006,
Tian vd. 2019). Bu durum, bakir iyonlarinin fazlahigmm SF zincirleri arasindaki

etkilesimleri bozarak yapisal biitiinliik kaybina yol agabilecegini gostermektedir.

MBG katkili gruplarda katkilama miktarina bagli olarak su tutma kapasitesinde daha
siirl bir degisim gdzlenmis, ancak bu gruplar genel olarak Cu-MBG katkili gruplara
kiyasla daha yiiksek performans gostermistir. Yapilan bir ¢calismada (Niknafs vd. 2024)
SF, BC/SF ve BC/SF/BGNPs kompozit gruplarinin su tutma davraniglart incelenmis ve
strastyla yaklasik %780,3, %604,3 ve %498,7'lik sisme oranlar1 sergileyerek yiiksek su
tutma kapasitelerini gostermistir. BC/SF ve BC/SF/BGNPs iskelelerinin sisme oraninin
SF iskelelerine kiyasla onemli olglide azaldigi goriilmiistiir. Bu azalma, organik (SF ve
BC) ve inorganik (BGNPs) fazlar arasindaki giiglii etkilesimlere baglanmaktadir; bu da
daha kalin gézenek duvarlarma ve daha diisiik ortalama gozenek boyutlarina sahip
kompozit iskelelerin olusumuna yol agmaktadir. Bu yapisal degisiklikler sonucta

iskelelerin su emme kabiliyetini etkilemektedir (J. Chen vd. 2017).

Bozunma sonuglarima goére, Cu-MBG ve MBG katkilarinin bozunma davranislari
tizerindeki etkilerinin konsantrasyona bagli olarak degisimi goriilmektedir. Cu-MBG

katkil1 gruplarda bakir konsantrasyonu diisiikken (%0,2 ve %0,4), bozunma oranlar1 daha
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yiiksek bulunmus, bu durum diisiik seviyelerde bakirin bozunmayi hizlandirici etkisine
gostermistir. Ancak, %2 Cu-MBG katkisinda bozunma oraninin diismesi, yiiksek bakir
konsantrasyonunun matriste daha gii¢lii iyonik baglar olusturup yapisal kararliligi
artirdigin1  gostermektedir. Bu bulgu, bakirin belirli bir esigin iizerinde bozunmay1
hizlandirict degil, kararlilik artirict bir rol oynayabilecegini gostermektedir. MBG katkili
gruplarda ise konsantrasyon arttik¢a bozunma oraninin azaldigi goriilmiistiir. MBG'nin,
Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda, matristeki su veya bozunma ortamiyla etkilesimini
azaltarak kararliligi destekledigi distniilebilir. Niknafs ve arkadaslarinin yaptigi
calismada (Niknafs vd. 2024) SF iskelelerinin {i¢ hafta boyunca yavas¢a bozundugu ve
agirhiklariin %19'unu kaybettigi goriilmiistiir. Buna karsilik, BC/SF ve BC/SF/BGNPs
iskeleleri, iiclincii haftanin sonunda sirasiyla yaklagik %15 ve %]14'lik bozunma
oranlariyla daha fazla stabilite gdstermistir. Bu farkliliklar, matristeki iyonik ve kimyasal
etkilesimlerin yan1 sira mikro-yapisal diizenlemelerin bozunma mekanizmasi tizerindeki
onemli etkisini ortaya koymaktadir. Bir diger calisma da yine biyoaktif cam
partikiillerinin yapiya katilmasinin bozunma hizin1 yavaglattigini desteklemektedir.
Akhtar ve arkadaglarinin (Akhtar vd. 2024) sentezledigi ADA-GEL/SF/Cu-Ag MBGN
kompozit hidrojellerinin bozunma davranisi incelenmis ve Cu-Ag katkili mezoporoz
biyoaktif cam nanopargaciklarinin (MBGN) bozunma siirecini onemli 6lgiide yavaslattigi
goriilmiistiir. Saf ADA-GEL hidrojeli en hizli bozunmay1 gostererek 3. giinde %50, 7.
giinde ise tamamen bozunurken, ipek fibroin (SF) ilavesi bozunma hizimi diisiirmiis ve
hidrofobik B-tabaka etkilesimleri nedeniyle hidrojeli daha dayanikli hale getirmistir. Cu-
Ag MBGN eklenen hidrojellerin bozunma orani en diisiik seviyede olup, 15. giinde bile
%30’dan fazlas1 korunmustur, bu da bu katkinin su alimim azalttigin1 ve capraz bag
olusumunu artirarak yapiy1 stabilize ettigini gostermektedir. Yavas ve kontrollii
bozunma, yara iyilesmesi i¢in 6nemli olup, 6zellikle kronik yaralar ve uzun siireli tedavi

gerektiren uygulamalar i¢in avantaj saglamaktadir.

Mekanik test sonuclari karsilastirildiginda, biyoaktif cam (MBG) ve bakir katkili
biyoaktif cam (Cu-MBG) igeren kompozitlerin mekanik dayanimi, malzeme igerigi ve
konsantrasyona bagli olarak biiyiik 6l¢lide degisim gostermektedir. %0,2 MBG grubu,
iistlin mekanik performans sergileyerek en basarili kompozit olarak 6ne ¢gikmistir. Bidgoli

ve arkadaslarinin (Bidgoli vd. 2019) yaptig1 ¢alismada ii¢ boyutlu baski ve dondurarak
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kurutma yontemini birlestirerek nano ve mikro 6l¢ekli biyoaktif cam ile yiiksek gozenekli
ipek fibroin bazli kompozit iskele tiretilmistir. Kompozit iskelenin mekanik sonuglarina
bakildiginda SF iskelesine kiyasla BG nanopartikiillerinin eklenmesiyle iskelenin basing
dayaniminin arttigini (yaklasik %28 kat daha yiiksek) gostermektedir (P = 0.05). Bununla
birlikte, SF-nBG'nin basing modiilii SF'den daha diisiik ve aralarinda 6nemli bir fark
gozlenmemistir. Bu, partikiillerin polimer matrisi boyunca dagilimi ile aciklanabilir
(Tamjid vd. 2013, Rajzer 2014). Nanopartikiiller aglomerasyon egilimine bagl olarak
seyrek dagilmislardir. Ayrica, onceki caligmalarda bildirildigi {izere, mikropartikiiller
polimer Kiitlesinin igine gémiiliirken nanopartikiillerin iskele yiizeyinde birikme olasiligi
daha yiiksektir, bu da uBG eklenmesi durumunda mukavemeti arttirmaktadir. Sonug
olarak, BG partikiil boyutundaki artisla birlikte sirasiyla basing stresi ve modiilii artmigtir
(Tamjid vd. 2013, Hajiali vd. 2018). Bununla birlikte, yiiksek Cu ve MBG
konsantrasyonlarinin mekanik dayanimi olumsuz etkiledigi tespit edilmistir. Bu bulgular,
ozellikle diisiik Cu ve MBG konsantrasyonlarinin mekanik dayanim iizerinde pozitif bir

etkisi oldugunu gostermektedir.

Cizelge 5.1 Hazirlanan kompozit gruplarinin mekanik dayanim testi verileri

Ornekler Maksimum Gerinim Maksimum Uzama
(%) (N/mm?)
SC 44,6207+8,5 983,3446+164,1584
SC-0,2BG 14,6649+4,6 1168,348+257,4806
SC-0,4BG 13,69233+1,91 1009,558+85,02158
SC-2BG 109,183+18,7 892,0071+17,46808
SC-0,2CuBG 16,05633+0,2 1067,846+85,49327
SC-0,4CuBG 18,05033+0,7 1009,558+85,02158
SC-2CuBG 50,43833+7,99 786,9873+100,0999
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Kompozit malzemelerin hiicresel canlilik tizerindeki etkisi MTT testi ile degerlendirilmis
olup SC kompoziti yiiksek biyouyumluluk gostererek %98,02 + 4,6 canlilik oraniyla

matrisin hiicreler lizerinde olumsuz bir etkisi olmadigini géstermistir.

PR

MBG igeren kompozit gruplarinda canlilik oranlarinin %90 ila %96 arasinda degistigi
goriilmektedir. Diisiik ve orta oranlarda MBG igeren (%0,2 ve %0,4 MBG) kompozitlerin
hiicre canlilig1 tizerinde olumsuz bir etki gostermedigi, hatta %2 MBG igeren grubun daha
yiiksek bir canlilik oranina (%96,00 £ 5,9) sahip oldugu goriilmiistiir. Bu durum,
MBG'in hiicre proliferasyonunu destekleyici bir rol oynayabilecegini ortaya
koymaktadir. Bununla birlikte, Cu-MBG gruplarinda artan bakir konsantrasyonu ile
birlikte canlilik oranlarinda belirgin bir diisiis gézlemlenmistir. %0,2 Cu-MBG igeren
kompozitte canlilik oran1 %79,97 + 4,8 iken, %0,4 Cu-MBG’de bu oran %76,52 + 5,4°¢
ve %2 Cu-MBG’de %55,02 + 13,7’ye diismiistiir. Ozellikle %2 Cu-MBG grubunda
gozlenen diisiik hiicre canliligi, yiikksek Cu konsantrasyonlarinin hiicreler iizerinde toksik
bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bunun yanisira diisiik Cu konsantrasyonlariin
biyomalzemeler i¢inde kontrollii salim saglanarak kullanilabilecegi goriilmiistiir.
Ozellikle %0,2 Cu-MBG grubunun canlilik agisindan olumlu bir sonug verdigi ortaya
koyulmustur. Hosseini ve arkadaglari (Hosseini vd. 2023) mezopor6z biyoaktif cam
nanopartikiillerinin direncli bakterilere karsi etkisini aragtirmistir. Calismanin sonucunda,
500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlarda %5 mol bakir iyonlar1 igeren nanopartikiiller,
bakteriyel canliigin %99,9 oraninda azalmasiyla antibakteriyel etki gostermistir.
Nanopartikiiller 500 pg/mL konsantrasyonda preosteoblast hiicrelerine kars1 dnemli bir
sitotoksisite gostermemistir (~%85-89 hiicre canliligi). Buna karsilik, daha yiiksek
konsantrasyonlarda (1000 pg/mL), sitotoksisite Onemli Olclide artmis ve hiicre
canliliginin %50-62'ye diismesine neden olmustur. Cu'nun antibakteriyel 6zellikleri
bilinmesine ragmen, yiiksek konsantrasyonlarda hiicre canliligini negatif yonde

etkileyebilecegi bu ¢alismada da dogrulanmustir.
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Cizelge 5.2 Kompozit malzemelerin MTT testine gore canlilik yiizdeleri.

Gruplar Canlilik (%)

Negatif Kontrol 100+ 7,0
Pozitif Kontrol (Triton X-100) 0,00 + 1,093987
SC 98,01663468 + 4,6
SC-0,2BG 90,85093 + 5,7
ScC-0,4BG 92,83429 + 4,02
SC-2BG 96,00128 +5.9
SC-0,2CuBG 79,97441 + 4,8
SC-0,4CuBG 76,51951 54
SC-2CuBG 55,02239 £ 13,7

Elde edilen kan uyumlulugu verileri, gelistirilen biyomalzemelerin kan hiicreleri ile
etkilesimlerinde ciddi bir zararli etki olugturmadigini ve hemokompatibilite acgisindan
giivenli aralikta olduklarini ortaya koymustur. Ozellikle MBG igeren gruplarm tiim
konsantrasyonlarda oldukca diisiik hemoliz oranlarina sahip olmasi, bu katkinin
biyouyumlu yapisin1 desteklemektedir. MBG’nin cam yapisindaki iyon saliminin
kontrollii olmast ve ylizey 0Ozelliklerinin eritrosit zarmma zarar vermeyecek diizeyde
olmasi, bu olumlu sonucu agiklayabilir. Cu-MBG katkili kompozitlerde ise
konsantrasyon arttikca hemoliz oraninda hafif bir artis gézlenmistir. Bu durum, yiiksek
konsantrasyondaki Cu iyonlarinin membran biitiinliigiinii etkileyerek hiicre zarinda
bozulmaya yol agabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak s6z konusu artis %5 sinirini
asmadig1 i¢in, bu kompozitler de hemokompatibilite acisindan uygun kabul edilmektedir.
Sonug olarak, MBG katkil1 kompozitler kanla temas eden uygulamalar a¢isindan daha
avantajli bir profil sunarken, Cu-MBG katkisinin dikkatli optimizasyonla hem biyolojik

etkinlik hem de biyouyum agisindan dengeli sonuclar verebilecegi diisiiniilmektedir.
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Sonug olarak bu tez ¢alismasinda, doku miithendisligi uygulamalarina yonelik olarak ipek
fibroin, k-karagenan ve mezopor6z biyoaktif camin farkli konsantrasyonlarla hazirlanan
biyonanokompozit yapilarin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri detayli olarak
incelenmistir. Sol-jel yontemiyle sentezlenen bakir katkili ve katkisiz biyoaktif camlar,
kompozit iskelelere ¢esitli oranlarda katkilanarak, yapilarin karakterizasyonu ¢ok yonlii

analizlerle gerceklestirilmistir.

Yapilan termal analizler, 6zellikle Cu-MBG igeren gruplarin yiiksek termal stabilite
gosterdigini ortaya koyarken; FTIR ve NMR analizleri, yapilarin kimyasal bilesimini
dogrulamistir. SEM ve EDS analizleri, kompozitlerin homojen yapida oldugunu ve
elementlerin basarili bir sekilde dagildigin1 géstermistir. Mekanik test sonuglari, uygun
oranlardaki MBG ve Cu-MBG katkisinin yapiya mekanik dayaniklilik kazandirdigini

gostermistir.

In vitro sitotoksisite testleri, diisiik konsantrasyonlardaki bakir katkismin hiicre canliligin
onemli dlgiide etkilemedigini, ancak yiiksek konsantrasyonlarda toksisiteye yol agtigini
ortaya koymustur. Bununla birlikte, Cu icermeyen gruplar biyouyumluluk agisindan daha
olumlu sonuglar vermistir. Su tutma, bozunma ve iyon salim testleri ise bu yapilarin

biyolojik sistemlere uyum saglayabilecek sekilde tasarlanabilecegini gostermistir.

Elde edilen bulgular, ipek fibroin temelli bu yeni nesil kompozitlerin, uygun
modifikasyonlarla birlikte, kemik doku miihendisligi gibi biyomedikal uygulamalarda

umut vadeden aday materyaller olabilecegini ortaya koymaktadir.
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