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OZET

BiYONANOIMPLANTLARIN BiYOUYUMLULUGU

Taner OZCAN
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dal1
(Yiiksek Lisans Tezi/ Tez Danigsmani: Dog. Dr. Serap DOGAN)
Balikesir, 2010

Bu calismada poli(metil metakrilat) (PMMA) ve hidroksiapatit (HA)
kullanilarak polimer-seramik nanokompozit ve/veya kompozitleri ¢ézelti ortaminda
etkilestirme yontemi ile sentezlenmis, karakterize edilmis ve biyouyumluluklar:
aragtirtlmistir. Hazirlanan polimer/seramik nanokompozit ve/veya kompozitlerinin
karakterizasyonu, X-isinlart kirmimi (XRD) ile; seramik ve polimer arasindaki
etkilesimler, Fourier transform infrared attenuated total reflection spektrofotometresi
(FTIR-ATR) 1ile; polimer ve nanokompozit ve/veya kompozitlerinin termal
ozellikleri, termogravimetre (TG) ve diferansiyel termogravimetre (d[TG]) ile
incelenmistir.

XRD sonuglari, FTIR-ATR ve termogravimetrik analizler sirasiyla, HA
seramiginin polimer matriksinde nanoboyutta dagildigini; seramik ve polimer
arasindaki etkilesimin HA’nin —OH grubu ile polimerin karbonil grubu arasinda
meydana geldigini ve polimer matriksine seramik katilimiyla biyomalzemenin termal
kararliliginin arttigin1 géstermektedir.

Sentezlenen nanokompozit ve/veya kompozitlerin biyouyumluluklarinin
kontrolii i¢in kandaki glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon s-
transferaz, glukoz-6 fosfat dehidrogenaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz gibi
antioksidan enzimlerle etkilesimleri arastirilmistir. Ayrica bu biyomalzemeler i¢in
homouyumluluk testi yapilmistir. Aseton ortaminda sentezlenen biyomalzemelerin
daha homouyumlu oldugu belirlenmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: PMMA / HA / nanokompozitler / kompozitler
antioksidan enzimler / biyouyumluluk.

il



ABSTRACT

BIOCOMPATIBILITY OF BIONANOIMPLANTS

Taner OZCAN
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(Master Thesis / Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serap DOGAN)
Balikesir, 2010

In this study, polymer-ceramic nanocomposites and/or composites have been
prepared by solution intercalation method using poly(methyl metacrylat) (PMMA)
and hydroxyapatite (HA); characterizated; and investigated their biocompatibilities.
The characterization of polymer/ceramic nanocomposites or/composites were
investigated by X-ray diffraction (XRD); the interactions between ceramic and
polymer by Fourier transform infrared attenuated total reflection spectroscopy
(FTIR-ATR); and the thermal stability of polymer and nanocomposites and/or
composites by thermogravimetry (TG) and differantial thermogravimetry (d[ TG]).

XRD results, FTIR-ATR and thermogravimetric analysises showed that HA
ceramic was dramatically dispersed at nanoscale in the polymer matrix; the
interaction with ceramic and polymer were occured between —OH groups of HA and
carbonyl gruops of polymer and introduction of ceramic to the polymer matrix
generally resulted in an increase in thermal properties, respectively.

For the control of biocompatibility of prepared nanocomposites and/or
comsposites, it was investigated the interactions such as glutathione peroxidase,
glutathione reductase, glutathione s-transferase, glucose-6 phosphate dehydrogenase,
catalase and superoxide dismutase, which are antioxidant enzymes in blood. Also
homocompatibility test was made for these biomaterials. It was determined that the
nanocomposites or composites prepared in acetone media were Dbetter
homocompatible then these in THF media.

KEY WORDS: PMMA / HA / nanocomposites / composites / antioxidant
enzymes / biocompatibility
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1. GIRIS

1.1 Biyouyumluluk ve Biyomalzemeler

Biyouyumluluk, bir biyomalzemenin en 6nemli 6zelligi olup, viicut ile
uyusabilirlik olarak tanimlanir [1]. Bir malzemenin biyouyumlu olmasi ig¢in
bulundugu canhidaki fizyolojik ortam tarafindan kabul edilmesi gerekir. Bu
yaklasimlara ragmen biyouyumlulugun c¢ok kesin bir tanimi yoktur.  Ciinkii
kullanilan malzemenin viicudun neresinde ve ne amacla kullanilacagi bu tanimi
belirler. Direkt kanla temas edecek malzemeyle, direkt kemikle temas edecek

malzemenin biyouyumluluk tanimlari birbirinden ¢ok farklidir.

Aragtirmacilar,  “biyomalzeme” ve = “biyouyumluluk”  terimlerini,
malzemelerin  biyolojik  performanslarint  belirtmek  icin  kullanmislardir.
Biyomalzemeler, kendilerini ¢evreleyen dokularin normal degisimlerine engel
olmayan ve dokuda istenmeyen tepkiler (iltihaplanma, pihtt olusumu vb.)
olusturmayan malzemelerdir. Bazi arastirmacilar, biyouyumluluk terimini biraz
genisleterek, biyomalzemenin yapisal ve ylizey uyumlulugunu ayr1 ayn
tanimlamiglardir.  Yiizey uyumlulugu, bir biyomalzemenin viicut dokularina
fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak uygun olmasidir. Yapisal uyumluluk ise,

malzemenin viicut dokularinin mekanik davranigina sagladigi optimum uyumdur [2].

Biyomalzemeler, insan viicudundaki canli dokularin islevlerini yerine
getirmek ya da desteklemek amaciyla kullanilan dogal ya da sentetik malzemeler
olup, siirekli olarak veya belli araliklarla viicut akiskanlariyla (6rnegin kan) temas
ederler. Bilimsel anlamda yeni bir alan olmasina karsin, uygulama agisindan
biyomalzeme kullanimi tarihin ¢ok eski zamanlarina kadar uzanmaktadir. Misir
mumyalarinda bulunan yapay goz, burun ve disler bunun en giizel kanitlaridir.
Altinin dis hekimliginde kullanilmasi, 2000 y1l 6ncesine kadar uzanmaktadir. Bronz
ve bakir kemik implantlarinin kullanimi ise milattan 6nceye kadar gitmektedir. 19.

yiizyil ortasindan itibaren yabanci malzemelerin viicut i¢erisinde kullanimina yonelik



ciddi ilerlemeler kaydedilmistir. ~ Ornegin 1880°de fildisi protezler viicuda
yerlestirilmistir.  Ilk metal protez, vanadyum alasimindan 1938’de iiretilmistir.
1960’lara kadar kullanilan bu protezler, metal korozyona ugradiginda ciddi tehlikeler
yaratmistir. 1972°de alumina ve zirkonya isimli iki seramik yapi1 herhangi bir
biyolojik olumsuzluk yaratmaksizin kullanilmaya baslanmis ancak inert yapidaki bu
seramikler dokuya baglanamadiklarindan ¢ok ¢abuk zayiflamiglardir. Aymi yillarda
Hench tarafindan gelistirilen biyoaktif seramikler (6rnegin biyocam ve
hidroksiapatit) ile bu problem ¢dziime ulagmustir.  Ilk basarili sentetik implantlar,
iskeletteki kiriklarin tedavisinde kullanilan kemik plakalaridir. Bunu 1950’lerde kan
damarlarinin degisimi ve yapay kalp vanalarinin gelistirilmesi, 1960’larda da kalca
protezleri izlemistir. Kalp ile ilgili cihazlarda esnek yapili sentetik bir polimer olan
politiretan kullanilirken, kalga protezlerinde paslanmaz ¢elik 6ne ge¢mistir. Bunun
yani sira, ilk olarak 1937°de dis hekimliginde kullanilmaya baslanan poli(metil
metakrilat) (dis akriligi olarak da bilinir) ve yiiksek molekiil agirlikli polietilen de
kalga protezi olarak kullanilmistir. II. Diinya Savasi’ndan sonra, parasiit bezi
(Vinyon N adiyla bilinen poliamid) damar protezlerinde kullanilmistir. 1970’lerde
ilk sentetik, bozunur yapidaki ameliyat ipligi, poli(glikolik asit)’den iiretilmistir.
Kisacasi, son 30 yilda 40’1 askin metal, seramik ve polimer, viicudun 40’dan fazla

degisik parcasinin onarimi ve yenilenmesi i¢in kullanilmistir.

Biyomalzemeler, yalnizca implant olarak degil, ekstrakorporeal cihazlarda
(viicut digina yerlestirilen ama viicutla etkilesim halindeki cihazlar), ¢esitli eczacilik
iriinlerinde ve teshis kitlerinde de yaygin olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde,
yiizlerce firma tarafindan ¢ok sayida biyomalzeme iiretilmektedir. 2700’1 askin
cesitte tibbi cihaz, 2500 kadar farkli teshis {iriinii ve yaklasik 39.000 civarinda
degisik eczacilik iiriinii, bu teknolojinin en biiyiik pazarini olusturmaktadir. Ancak,
halen biyomalzemeden kaynaklanan asilamamis sorunlar da vardir. Bu problemlerin
¢Oziimiinde doku miihendisligi ve gen tedavisi alternatif yaklagimlar sunmaktadir.
Ozellikle nanoteknoloji, bilisim teknolojileri ve fabrikasyon ydntemlerindeki
gelismelere paralel olarak daha miikemmel biyomalzemelerin gelistirilmesi

hedeflenmektedir [3].



1.2 Biyouyumlu Malzemelerin Simiflandirilmasi

Biyouyumlu malzemeler Sekil 1.1°de gosterildigi gibi 4 sinifta incelenebilir.

POLIMERLER

RN

METALLER BIYOMALZEMELER SERAMIKLER

N

KOMPOZITLER

Sekil 1.1 Biyomalzemelerin siniflandirilmasi.

1.2.1 Metalik Biyomalzemeler

Kristal yapilart ve sahip olduklari gii¢lii metalik baglar nedeniyle {istiin
mekanik 6zellikler tasiyan metal ve metal alagimlarinin biyomalzeme alanindaki pay1
cok biiyiiktiir. Bir yandan ortopedik uygulamalarda eklem protezi ve kemik
yenileme malzemesi olarak kullanilirken, diger yandan yiiz ve g¢ene cerrahisinde,
Oornegin dis implant1 gibi, ya da kalp-damar cerrahisinde yapay kalp parcalari,
kateter, vana, kalp kapakg¢ig1 olarak da kullanilmaktadirlar. Metallerin biyomalzeme
pazarindaki en biiylik payini ise teshis ve tedavi amaclh aygitlarin metalik aksamlari
olusturmaktadir. Insanlarda kullamlmak igin gelistirilen ilk metal alasimi olan
vanadyum c¢eligi kirik kemiklerin tedavisinde vida ve plaka olarak kullanilmistir.
Ayrica demir (Fe), krom (Cr), kobalt (Co), nikel (Ni), titanyum (Ti), tantalyum (Ta),
niyobyum (Nb), molibden (Mo) ve tungsten (W)’den imal edilmis olan alasimlarin
viicut icerisinde belli bir siire kullanimi1 uygun goriilmiistiir [4]. Viicut igerisinde
fazla miktarda bulunmasi zararli olan bu metaller, metabolizma faaliyetleri sirasinda
da olusabilirler. Birgok pozitif 6zelligine ragmen, biyouyumluluklarinin diisiik

olmasi, korozyona ugramalari, dokulara gore ¢ok sert olmalari, yiiksek yogunluklar



ve alerjik doku reaksiyonlarina neden olabilecek metal iyonu salimi gibi

dezavantajlar1 vardir.

1.2.2 Seramik Biyomalzemeler

Genellikle oksitler, nitritler, karbiirler olmak {iizere, metal ve ametal
bilesikleridir. Seramikler kil mineralleri, feldspat, kum, kire¢ ve sodadan olusurlar.
Elektrik ve 1s1ya kars1 yalitkandirlar. Yiiksek sicakliklara ve sert ¢evre kosullarina
metaller ve polimerlerden daha dayamikhidirlar. Sert fakat ¢ok kirilgandirlar [5].

Erime noktalar1 ve kimyasal dayanimlar1 yiiksektir.

Biyoseramiklerin doku ile etkilesimlerine bagli olarak, biyoinert, biyoaktif ve
biyobozunur olmak {iizere {i¢ ¢esidi bulunmaktadir. Biyoinert malzemelerin doku ile
etkilesimleri mekanik bag seklindedir. Mekanik bag, biyoinert malzemenin dokuyu
degistirmeden doku ile bir arada bulunmasi anlamina gelmektedir. Biyoaktif
malzemeler kemikle ya da canli organizmanin yumusak dokusu ile kimyasal bag
yaparak etkilesirler. Biyobozunur malzemeler ise biyolojik olarak bozunarak
zamanla doku ile yer degistirirler. Bir biyoseramik malzemenin sahip olmasi

gereken ozellikler sunlardir;

e Toksik olmamalidir,

e Alerjik olmamaldir,

e Kanserojen igermemelidir,

e Alev alabilen bir yapida olmamalidir,
e Biyouyumlu olmalidir,

e Viicutta uzun 6miirlii olmal1 ve biyofonksiyonel olmalidir [6].

Biyoseramikler arasinda siklikla kullanilan malzemeler sunlardir;
e Aliimina,
e Zirkonya,
e Pirolitik karbon,
e Kalsiyum fosfatlar,
1. Tetrakalsiyum fosfat (CasP,0y),
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2. Amorf kalsiyum fosfat,
3. Trikalsiyum fosfat (Ca3(POy),),
4. Hidroksiapatit (Ca;o(PO4)s(OH),),

e (Cam seramikler.

1.2.2.1 Aliimina

Aliimina (aliminyum oksit; Al,Os) ¢ok sert bir malzemedir. Termal ve
kimyasal olarak kararlidir. Saf aliimina, 1900 °C’ye kadar yiiksek derecelerde
sinterlenebilirken alkali (sodyum veya potasyum) oksit gibi katkilar ilave edildikten
sonra daha disiik sicakliklarda sinterlenebilmesi miimkiin olabilmektedir. Bunun
yaninda kimyasal ve fiziksel 6zellikleri bu katki maddelerinin (miktarma da bagh
olarak) ilavesiyle degismektedir. Iri tane yapisina sahip polikristalin alfa-Al,O3’{in
1600-1700 °C sicaklikta sinterlenmesi sonucu elde edilen aliimina, kalca

protezlerinde ve dis implantlarinda yaygin sekilde kullanilmaktadir.

1.2.2.2 Zirkonya (Zirkonyum Oksit; ZrO;)

Saf zirkonya, zirkon olarak bilinen ZrSiO4’lin kimyasal doniisiimiiyle elde
edilir. Zirkonyanin ergime sicakhigi ¢ok yiiksektir (2953 °K). Saf halde, yiiksek
sicakliklarda faz degisikligi esnasinda biiyilk bir hacim degisikligine ugrar.
Zirkonyanin kimyasal ve boyutsal kararliligi, yiiksek dayanimi, elastikligi, mekanik
ozellikleri acgisindan paslanmaz ¢elige yakin bir konumda iken, sertlik ve asinma

dayanimi agisindan daha iyi bir performansa sahiptir.

Zirkonya da, aliimina gibi bulundugu fiziksel ortam iizerinde inert etki
gosterir. Cok daha yiiksek ¢atlama ve biikiilme direncine sahip olan zirkonya, uyluk
kemigi protezlerinde basariyla kullanilmaktadir. Ancak uygulamalarinda ii¢ dnemli
problemle karsilasilmaktadir; fizyolojik sivilar nedeniyle zamanla gerilme direncinin
azalmasi, kaplama Ozelliklerinin zayif olusu ve potansiyel radyoaktif malzemeler
icermesi. Zirkonya igerisinde yarilanma 0mrii ¢ok uzun olan radyoaktif elementler
bulunur (uranyum, toryum, vb. ). Bu elementleri yapidan ayirmak ¢ok zor ve pahali

islemler gerektirir. Radyoaktivite alfa ve gama etkilesimi olarak ortaya ¢ikar ve alfa



parcaciklari, yiiksek iyonlagtirma kapasitesine sahip olduklarindan, yumusak ve sert
doku hiicrelerini tahrip etme olasiligina sahiptir. Radyoaktivite diizeyi diisiik

oldugunda da bu etkinin uzun siireli sonug¢larinin incelenmesi gerekmektedir [7].

1.2.2.3 Pirolitik Karbon

Karbon, kristalin elmas, grafit, kristalin olmayan camsi1 karbon ve
quasikristalin yapiya sahip pirolitik karbon gibi bir¢ok farkli kristal yapida
tiretilebilir. Bunlar arasinda yalnizca pirolitik karbon implant iiretiminde siklikla
kullanilir. Bununla birlikte ylizey kaplamada da kullanilmaktadir. Ayrica yiizey
modifikasyonu amaciyla kaplamalar, elmas kaplama seklinde de yapilmaktadir.
Malzeme yiizeylerinin elmas ile kaplanmasi, medikal cihaz iiretiminde bir doniim

noktas1 olma potansiyeline ragmen, heniiz ticari olarak yaygilagsmamaigstir.

Karbon esasli malzemeler dayanimlar1 agisindan sert doku implant
malzemeleri olarak kullanilabilirler. Canli doku ile kimyasal bag olusturamadiklari

i¢in tamamen inert kabul edilmemektedirler.

Son zamanlarda, karbon elyafiyla giiclendirilmis kompozit karbon
malzemelerin implant yapiminda kullanilmasi diistiniilmektedir. Ancak karbon-
karbon kompozitler, yiiksek derecede anizotropik olup, %35-38 oraninda porozite
icerdiklerinde yogunluklar1 1.4- 1.45 g/cm’ araliginda olmaktadir. Karbon, dokuyla
miikemmel bir uyuma sahiptir. Pirolitik karbon kaplanmis cihazlarin kan duyarlilik
testleri, kalp kanallarinda ve kan damarlarinda genis bir kullanima sahip

olabilecegini gostermistir.

1.2.2.4 Kalsiyum Fosfat Seramikler

Sentetik kalsiyum fosfatlar, kemik icerisinde bulunan mineralle yapi ve
kompozisyon agisindan ¢ok benzerdir. Kalsiyum ve fosfat atomlarinin c¢oklu
oksitleri seklindeki yapilardir. Hidroksiapatit (HA:Ca;o(PO4)s(OH),), trikalsiyum
fosfat (Ca3(PO4),) ve oktakalsiyum fosfat (CaH(PO,4);.20H) bu yapilara 6rnek
verilebilir. Kalsiyum fosfat bazli biyoseramikler tipta ve discilikte 20 yildan beri



kullanilmaktadir. Bu malzemeler, ortopedik kaplamalar ve dis implantlarinda, yiiz
kemiklerinde, kulak kemiklerinde, kalga ve diz protezlerinde “kemik tozu” olarak
kullanilmaktadir. Kalsiyum seramiklerin sinterlenmesi, genellikle 1000-1500 °C’de
gerceklesir ve bunu, istenilen geometride sikistirilmasi izler. Tiim kalsiyum fosfat

seramikleri, degisen hizlarda biyolojik olarak bozunurlar.

1.2.2.4.1 Hidroksiapatit

Biyoseramiklerden biri olan ve klinikte ¢ok kullanilan hidroksiapatit
(HA:Ca;o(PO4)s(OH),), kemik, dis ve dis minesi dokusunun inorganik yapisini
olusturan kalsiyum fosfat esash bir seramik olup, biyouyumlulugu nedeniyle yapay
kemik olarak ¢esitli protezlerin yapiminda, catlak ve kirik kemiklerin onariminda ve
metalik biyomalzemelerin kaplanmasinda kullanilmaktadir. %100 saf, kristalin
hidroksiapatitin diger kalsiyum fosfatl bilesiklere gore en az ¢oziiniirliige sahip, en
fazla kararli yapiya ve en yiliksek dayanima sahip oldugu belirlenmistir. Viicut

i¢indeki kalsiyum fosfatlar igerisinde en karali olanidir [8].

Diger kalsiyum fosfatlarin (6zellikle trikalsiyumfosfat) kaplama malzemesi
olarak kullanildig1 durumlarda hiicre i¢i ve hiicre disi sivisimin asidik etkisiyle
zamanla ¢Oziinebildigi goriilmiistiir.  Implant uygulamalarda, kemik olusturan
hiicreler (osteoblast) hidroksiapatit ylizeyi iizerine yapismakta ve bunu takiben
kollojen ve kemik mineralleri direkt olarak yiizeyde biiylimektedir. Bu malzemenin
dayanimi diisiik oldugundan dolayr yiik tasiyan implant/protez uygulamalarinda
metal implantlarin {izerine kaplama malzemesi olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica
fazla dayanim gerektirmeyen kemik dolgu malzemesi uygulamalarinda da oldukga
yaygin sekilde kullanilmaktadirlar.  Hidroksiapatit biyoseramiklerin bir diger
kullanim alan1 ise okiiler implant uygulamasidir. Biyouygunluk ve toksik olmama
gibi ozellikler, hidroksiapatiti okiiler implant uygulamasi i¢in ideal bir biyomalzeme

yapmaktadir [9].



1.2.2.4.1.1 Hidroksiapatitin Biyouyumlulugu

HA’nin en 6nemli 6zellikleri arasinda mitkemmel biyolojik uyumlulugu 6nde
gelir. HA, sert dokularla direkt kimyasal bag kurar. HA partikiillerinin ya da
gozenekli bloklarin kemige yerlestirilmesinde; yeni doku, 4-8 haftada sekillenir [10].
HA’nin gozenekli yapist; hiicrelerin, gdzeneklerin i¢ine dogru biiylimesinden dolayzi,
dokularin implanta niifuz etmesini saglar. Ayrica HA'nin yapisindaki gézenekler, bir
kanallar sistemi gibi davranip, kemik yapiya kanin ve diger 6nemli viicut sivilarinin
ulagsmasin1 saglar. HA’nin emilimi yilda %5-10 hiziyla gergeklesir. Yapilan
deneylerde HA implantlarin, dncelikle fibrovaskiiler doku ile kaplandig1 ve zamanla
bu dokudaki olgun lamellerin, kemige doniistiigii tespit edilmistir [11]. HA’nin
osteokonduktif 6zellikleri de implantlarin kemige siki yapigsmasina ortam ve olanak
saglar. Ayrica HA’nin lokal biiyiime faktorlerine, 6zellikle kemik proteinlerine karsi
kuvvetli kimyasal baglanma egilimi oldugu saptanmistir [12]. HA’nin non-toksik
Ozelliklere sahip olmasi sayesinde meydana gelebilecek viicut reaksiyonlar1 da

minimumdur [13].

1.2.2.4.1.2 Hidroksiapatitin Metalik Biyomalzemeler Uzerine Kaplanmasi

Kalca eklem protezlerindeki gibi metal implantlar iizerine kaplama, HA’nin
en oOnemli uygulamalarindan biridi. PMMA’nin  kullaniminda  olusan
komplikasyondan kaginmak i¢in bir fiksasyon (sabitleme) araci olarak femur (biiyiik
bacak kemigi) protezlerinde ve kapsiillerinde genis bir sekilde kullanilmaktadir [14].
Bir aragtirmada; 8 yillik takip sonucunda 324 implantta %3’liikk bir femoral gdzden
gecirme rapor edilmistir [15]. Benzer sonuglar Geesink tarafindan rapor edilmistir:
118 kalca protezi 8 yil takip edilmis ve %98’lik bir basar1 elde edilmistir [16]. Bu
calismalarda, implant iizerinde kemik i¢ biiylimesinin arttig1 sonucuna varilmstir.
Kaplamadan iyi bir sonu¢ almak i¢in, kaplama kalinligi, malzemenin kimyasal
kompozisyonu ve metalin yiizey piriizliliigii anahtar faktordir [17, 18]. Metal
yiizeyine HA kaplama uygulamasi; kimyasal baglanma yolu ile kemik/implant
sabitlemesi elde etmek i¢in metalik malzemelerin mekanik Ozellikleri ile HA nin
yilksek biyouygunlugu ve biyoaktifligini birlestirmektir [19]. Metalik

biyomalzemelerin HA ile kaplanmasinda, ince bir HA tabakasi biyoaktivite saglar.



Metallerin biyoaktivitesini artirmak i¢in yapilan bir¢ok caligma, kimyasal ve 1sil
islemle olusmus amorf sodyum titanat tabaka kalinliginin yaklagik 1 pm oldugunu
gostermistir [20, 21, 22, 23]. HA kaplamali metaller iyi sabitleme saglasa da, HA ile
metal arasindaki yapisma dayaniminin diisiikliigii, HA tabakasinin metal yiizeyinden
kaybina neden olabilmektedir. Ayrica, kaplama sirasinda olusacak yiiksek sicaklik
da, gerek kaplama gerekse de kaplanacak malzemede yapisal degisikliklere neden
olmaktadir [24]. Kaplamanin in-vivo stabilitesi, direkt olarak kristalinite ile ilgilidir.
Kristalinite, kaplamadaki kristal HA yiizdesidir [25]. Basarili bir kaplama igin

malzeme ve kaplama yonteminin iyi secilmesi gereklidir.

1.2.2.5 Cam ve Cam Seramikler

Camlar, silika (SiO;) bazli malzemelerdir. Cam seramikler, (Li/Al)
Lityum/Aliiminyum veya (Mg/Al) Magnezyum/Aliiminyum kristalleri igeren
camlardir. Biyocamda ise silika gruplarinin bazilar1 kalsiyum, fosfor veya sodyum
ile yer degistirmistir (Si10,, Na,O, CaO, P,0s). Boylece doku ve implant arasinda
kimyasal baglanma gergeklesir. Biyoaktif camlar ilk kez Hench ve arkadaslar
tarafindan gelistirilmis olup bunlar kemige kimyasal olarak baglanirlar. Bu
uygulamada kullanilan biyocam (45S5-Bioglass®) (kimyasal kompozisyonu; 45%
S10;,, 24.5% CaO, 6% P,0s ve 24.5% Na,O), HA’ya gore kemik olusumunda daha
iyl olmasma ragmen, zayif mekanik Ozelliklerinden dolayr agirlik tasiyan

mekanizmalarda kullanilmaz.

Cam seramikler, her gecen giin akademik caligmalarin yogunlastigi bir
alandir. Giliniimiizde kullanim alanlar1 ve igeriginde bulunan malzemelerin stratejik
oneminden dolayi, cam seramikler cok 6nemli miihendislik uygulamalarinin anahtari
roliindedir. Cam-seramikler, 0zel bilesimlere sahip camlarin kontrollii
kristalizasyonu ile iiretilen cok kristalli malzemelerdir. Kristalizasyon, cam
icerisinde kristal fazlarin ¢ekirdeklenme ve biiylimelerini saglayan uygun ve dikkatli
bir 1s1l islem programi ile saglanir. Bu tiir malzemelerin mikro yapilar1 sinterleme
yolu ile iiretilen seramiklerin mikro yapilarina benzemektedir. Igyapilar1 cam

malzemeden kristallenme sonucu olustugundan cam-seramik olarak isimlendirilir

[7].



1.2.3 Polimerik Biyomalzemeler

Cok sayida ayn1 veya farkli atomik gruplarin kimyasal baglarla az veya ¢ok
diizenli bir bi¢imde baglanarak olusturdugu uzun zincirli veya dallanmis yapida

yiiksek molekiil agirlikli bilesikler, polimerler olarak adlandirilir [26].

Polimerlerin 6zellikleri, yapi taslar1 olan monomerlerden biiyiik farklilik
gosterir. Bu nedenle, uygulama alanina yonelik olarak uygun biyomalzeme secimi,
biyotip miihendisleri tarafindan dikkatlice yapilmalidir. Nisasta, seliilloz, dogal
kaucuk ve DNA (genetik materyal), dogal polimerler grubuna girerler. Giiniimiizde

cok sayida sentetik polimer de bulunur.

Genellikle monomerler, karbon ve hidrojen atomlarindan olusurlar ve bu
durumda polimer yapisi uzun hidrokarbon zincirine sahiptir. Bu tiir monomerlerin
en basiti “etilen” dir (H,C=CH,) ve olusturdugu polimer de “polietilen” olarak
adlandirilir. Cok sayida etilen molekiilii yapilarindaki ¢ift bagin agilmasi sonucu,
kovalent baglarla baglanarak polietilen zincirini olustururlar. Genellikle “polimer”
denildiginde akla gelen, bu hidrokarbon zincirine sahip organik polimerlerdir.
Ancak, hidrojen ve karbon atomlarindan bagka atomlardan meydana gelen polimerler
de vardir. Ornegin, silisyum (Si), azot (N), ya da fosfor (P) atomlarindan olusan
polimer zincirleri de olur ve bu tiir polimerler “inorganik polimerler” olarak
adlandirilir.  Polimer zincirleri, dogrusal yapida, yani diiz bir ¢izgi halinde
olabilecegi gibi, dallanmis yapida da olabilirler. Bu yapilar, polimer ana zincirine
diger zincirlerin yan dal olarak baglanmasiyla olusurlar. Bu yan dallar baska bir ana
zincirle baglandigindaysa, ¢apraz bagli polimerler olusur. Dallanma, polimerlerin
uygun c¢oziictilerdeki ¢oziiniirliigiinii zorlastirir, ¢apraz-bagli yapilarsa ¢oziinmeyip,
sadece yapilarina ¢oziiciiyll alarak siserler. PMMA hidrofobik, dogrusal yapida bir
zincir polimeridir. Oda sicakliginda camsi halde bulunur. Lucite ve Plexiglas ticari
isimleriyle taninir. Isik gecirgenligi, sertligi ve kararliligi nedeniyle goz ici lensler
ve sert kontakt lenslerde kullanimi yaygindir. Yumusak kontakt lenslerse, ayni
ailenin bir bagka polimerinden hazirlanirlar. Capraz baglanma, sulu ortamda
polimerin ¢dziinmesini engeller ve bu durumdaki polimer sismis hidrojel olarak

adlandirlir.
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Tibbi uygulamalarda yiliksek-yogunluklu polietilen (PE) kullanilir. Ciinkii
alcak yogunluklu PE, sterilizasyon sicakligina dayanamaz. PE, tiip formundaki
uygulamalarda ve kateterlerde, ¢ok yiiksek molekiil agirlikli olani ise yapay kalca
protezlerinde kullanilir. Malzemenin sertligi iyidir, yaglara direnclidir ve ucuzdur.
Polipropilen (PP), PE’ye benzer, ancak daha serttir. Kimyasal direnci yiiksek ve
¢ekme dayanimi iyidir. PE’nin yer aldig1 uygulamalarda PP de kullanilabilir.

1.2.3.1 Hidrojeller

Hidrojeller, suda sisebilen, ¢apraz-baglh polimerik yapilardir. Bir ya da daha
cok sayida monomerin polimerizasyon reaksiyonu ile hazirlanirlar. Ana zincirler
arasinda hidrojen baglar1 veya van der Waals etkilesimleri gibi baglanmalar
mevcuttur. Bu nedenle ¢oziinmezdirler. Hidrojeller, tibbi uygulamalar agisindan
sahip olduklar1 istlin 6zellikler nedeniyle son 30 yildir ilgi odagi durumundadirlar.
T1ibbi uygulamalarda en yaygin olarak kullanilan hidrojel, ¢apraz-bagli PHEMA dir.
Sahip oldugu su igerigi nedeniyle, dogal dokulara biiylik bir benzerlik gosterir.
Normal biyolojik reaksiyonlarda inerttir. Bozunmaya direnclidir, viicut tarafindan
emilmez, 1siyla steril edilebilir, ¢ok degisik sekil ve formlarda hazirlanabilir.
Hidrojellerin ilk uygulamasi, kontakt lensler olarak ortaya c¢ikar.  Mekanik
kararliliklarinin 1y1 olusu, yiiksek oksijen gecirgenligi ve uygun kirinim indisine
sahip oluslari, kontakt lenslerde kullanilmalarinin temel nedenidir. Hidrojellerin
diger uygulamalari; yapay tendon materyalleri, yara-iyilesmesinde biyoyapiskan
madde, yapay bobrek zarlari, yapay deri, estetik cerrahide malzeme olarak
kullanimlar1 seklinde siralanabilir. Son yillardaki en 6nemli uygulamalardan biriyse
eczacilik alaninda, kontrollii ila¢ salan sistemlerdeki kullanimdir. Ornek olarak
insiilin salim1 verilebilir. ~ Insiilin saliminin kontrolu, glikoz seviyesinde artma
oldugunda daha fazla insiilin salabilen akilli hidrojellerin  yardimiyla
basarilabilmektedir. =~ Pek ¢ok glikoz-cevapli hidrojel sistemi, pH’ya-duyarh
polimerlerden hazirlanmaktadir. Hidrojellerin ileri uygulamalarindan biri de yapay
kaslarin gelistirilmesidir. Elektrokimyasal uyarilar1 mekanik ise ¢eviren akilli
hidrojeller, insan kas dokusu islevi gorebilir. Bu 6zellikten yararlanarak yapay kaslar
yapilmaktadir. Biyoteknolojik uygulamalarda da, ozellikle biyoaktif proteinlerin
ayrilmasinda hidrojellerden faydalanilmaktadir [3].
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1.2.3.2 Poli(metil metakrilat)

PMMA, protezlerde sabitleme i¢in en ¢ok kullanilan polimerdir [27, 28]. Bu
polimer termoplastik ve transparant Ozelliklere sahiptir. Ticari olarak Policril,
Plexiglas, Vitroflex, Limacryl, R-Cast, Per-Clax, Perspex, Plazcryl, Acrylex,
Acrylite, Acrylplast, Altuglas, Polycast, Oroglass, Optix ve Lucite isimleriyle
satilmaktadir.  Ayrica yaygin sekilde akrilik cam veya plexiglas isimleriyle

taninmaktadir. Sekil 1.2, PMMA ’nin agik yapisini gostermektedir.

CH,
—[—CHz—C\—];l
=0

O
*,

CH,4

Sekil 1.2 PMMA nin agik yapisi

PMMA, yaygin olarak cam yerine kullanilmaktadir ve polikarbonatla (PC)
yaris halindedir. Ustiin 6zelliklerinden, kolay elde edilmesi ve ucuz maliyetinden

dolay1 tercih edilmektedir fakat basinca kars1 oldukea kirilgandir [29].

PMMA, hidrofobik (su sevmeyen), dogrusal yapida bir zincir polimeridir.
Isik gecirgenligi, sertligi ve kararliligi nedeniyle genellikle gz ici lensler ve sert
kontakt lenslerde kullanilmaktadir. Yumusak kontakt lensler ise 2-hidroksimetil
metakrilat (HEMA) monomerinin az miktarda etilen glikol dimetakrilat ile yapisinda

capraz bag olusturulmasi saglanarak hazirlanir.
1.2.4 Kompozit Biyomalzemeler

Kompozit malzemeler, belirli bir amaca ydnelik olarak, en az iki farkh
maddenin bir araya getirilmesiyle meydana gelen malzeme grubudur. Ug boyutlu
nitelikteki bu bir araya getirmede amag, bilesenlerin higbirinde tek basina mevcut
olmayan bir 6zelligin elde edilmesidir. Diger bir deyisle, amaglanan dogrultuda

bilesenlerinden daha istiin  Ozelliklere sahip bir malzeme {iretilmesi
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hedeflenmektedir. Kompozit malzemelere, “Cok Bilesenli Malzeme”, “Cok Fazl
Malzeme”, “Donatili Malzeme” ve “Pekistirilmis Malzeme” gibi adlar da

verilmektedir [30].

Kompozit malzeme, “matriks” olarak adlandirilan bir malzeme igerisine
cesitli giiclendirici malzemelerin katilmasiyla hazirlanir. Matriks olarak cesitli
polimerler, gii¢lendirici olarak ise cogunlukla cam, karbon ya da polimer lifler, bazen

de mika ve ¢esitli toz seramikler kullanilir [31].

Kompozitler, yiiksek dayanima ve diisiik elastik modiiliine sahip
olduklarindan, ozellikle ortopedik uygulamalar i¢in Ongoriilmektedirler. Ayrica,
kompozit malzemenin bilesimi degistirilerek, implantin viicuttaki kullanim alanlarina
gore mekanik ve fizyolojik sartlara uyum saglamasi da kolaylastirilabilir. Agikca
goriiliiyor ki, kompozit malzemeler, homojen malzemelere oranla, yapisal
uyumlulugun saglanmasi ag¢isindan daha avantajlidirlar. Polimer kompozitlerin
saglayabilecegi diger iistiinliikler, korozyona direng, metal yorgunlugunun ve metal
iyonlarinin saliniminin goériilmemesi ve kirllganhigin azalmasidir. Metal iyonlari
ornegin nikel ve krom salinimi implant1 zayiflatmaktan baska, alerjik reaksiyonlara
da neden olur. Kompozitler, ortopedi ve dis hekimligi uygulamalar1 disinda,

yumusak doku implanti olarak da kullanilirlar [31].

1.2.4.1 Nanokompozitler

Nanoteknolojinin 6zii, molekiiler boyutta c¢alisarak, molekiiler yapisi
yenilenmis biiyiik yapilar elde etmektir. Malzemelerin nanometrik boyuttaki
ozellikleri, aym1 malzemenin makro boyuttaki Ozelliklerine gore degisiklik
gostermektedir. Nanokompozitler, bir matriks igerisinde nanometre biiyiikliigiinde

parcgaciklarin dagilmasi ile olusan malzemelerdir.
Nanokompozitlerin malzemeye getirdigi ustiinliikkler; modiilii arttirmasi,

giiclendirmesi, 1s1 direncini arttirmasi, malzemeye gaz sizmasini engellemesi,

yaniciligini azaltmasi olarak siralanabilir.
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Nanoyapili malzeme, tane/partikiil boyutu 1-100 nm arasinda olan
malzemelerdir. Mikro-yapili malzemelerde atomlarin kiigiik bir yiizdesi yiizeyde ya
da arayiizeyde bulunmaktadir. Nano-malzemelerde ise bu tiir yerlerdeki atomlarin
sayis1 ¢ok daha fazladir. Dolayisi ile nanometre seviyelerindeki malzemelerin
Ozellikleri geleneksel mikroyapili malzemelerle karsilagtirildiginda  degisik

olabilmektedir [32].

1.2.4.1.1 Nanokompozitleri Ustiin Kilan Ozellikler

Nano 6l¢ekli malzemeler daha biiylik boyutlu malzemelere gore daha farkl
ve Ustlin nitelikli mekanik, elektrik, 1si1l, optik ve kimyasal ozelliklere sahip
olduklarindan son yillarin en dikkat ¢ekici ¢alisma alanlarin1 olusturmaktadirlar.

Nanoyapilarin 6zelliklerini soyle siralayabiliriz [33]:

e Hacme gore yiiksek yilizey-hacim oranmna sahiptir (genis Olglide yiizey
atomlarina sahiptir),

e Yapi atomsal diizeye indirgendiginden klasik fizik yerine kuantum etkiler isin
i¢ine girmektedir,

e Kuantum kuyusu gibi davranan nanoyapilarin bant araligi yapist da
degismektedir,

e Kiilge halinde oda sicakliginda tepkimeye girmeyen altin 3-5 nm boyutlarinda
pek ¢ok tepkimeyi tetikleyebilmektedir.

Nanokompozitlerin avantajlari ise agagidaki gibi siralanabilir;

e Metaller ve dolgu kompozitlerden daha parlaktirlar,

e Daha diisiik maliyetle elde edilirler,

e Tasimada biiyiik yakit ve enerji kazanimi saglarlar,

o Yiiksek gerilme modiilii ve boyut stabilitesi gibi mekanik &zellikler
gosterirler,

e Nanokompozit yapida bulunan su ve hidrokarbonlardan dolayl, gaz
gecirgenligi azalir,

e Termal stabiliteyi arttirir ve 1s1l bozulma sicakligini yiikseltirler,
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Yanma dayanimlar1 daha fazladir,

Kimyasal etkenlere dayanikliliklar ytiksektir,

Elektrik iletkenlikleri daha fazladir,

Konvansiyonel dolgulu polimerlerle kiyaslandiginda optik gegirgenlik

ozellikleri daha iyidir.

Bu iyilesmis 6zellikler, kil ve polimer arasindaki nanoyapisal konfigurasyon

ve i¢ ylizey baglanmasindandir [34].

1.2.4.1.2 Nanokompozitlerin Simiflandirilmasi

Nanokompozitler boyutlarina gore siniflandirmak istenilirse, nano ebatta kag

boyutu olduguna bakilir.

Nanokompozit {i¢ boyutta da nanometrik seviyede ise “isodimensional”
nanopartikiiller olarak adlandirilir ve in-situ, sol-gel metodu ile elde edilen
kiibik silis nanopartikiilleri buna 6rnek olarak verilebilir.

Eger nanokompozit 2 boyutta nanometrik ve diger boyutta daha biiyiik boyda
ise nanotiipler veya kil kristalleri (whiskers) olarak adlandirilirlar. Seliilozik
kil kristalleri ve karbon nanotiipler bu tip nanokompozitlere 6rnek olarak
verilebilir ve bunlar malzemelerin giiclendirmesinde nano dolgu maddesi
olarak kullanilirlar.

Ucgiincii ¢esit nanokompozit ise sadece tek boyutta nanometrik seviyededir.
Bu tiir nanokompozitlerde dolgu malzemesi bir defter yaprag: gibi yalnizca
tek bir boyutta nanometrik seviyededir, diger boyutlarda ise yiizlerce ya da

binlerce nanometre boyutundadir [32].

1.3 Enzimler

Laboratuarlarda organik bilesiklerin kimyasal reaksiyonlari, diisiik 1s1 ve

atmosfer basinci altinda ¢ok yavas bir hizda olmaktadir. Bu kimyasal reaksiyonlarin

hizli bir sekilde meydana gelmesi yiliksek bir 1s1 ve atmosfer basinci ile belirgin bir

pH ve bazi kimyasal maddelere yani katalizorlere ihtiya¢ gosterir. Halbuki hayatin
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devamu igin liizumlu olan bu gibi kimyasal reaksiyonlar canli viicudunda 37-38 °C
gibi diisiik bir 1s1 ve atmosfer basinci altinda ve nétral pH smirlar i¢inde hizlica
olmaktadir. Iste canli viicudunda bu kimyasal reaksiyonlarm hizlica olmas1 “enzim”

denilen biyolojik katalizorlerle miimkiin olmaktadir [35].

Enzimler, metabolizma reaksiyonlarinin pek cogunu hizlandiran protein
yapisindaki biyolojik katalizérlerdir. Her katalizér gibi enzimler de bir tepkimenin
aktivasyon enerjisini (E, veya AQG) azaltarak c¢alisir ve bdylece tepkime hizinm
oldukga arttirir. Cogu enzim tepkimesi, ona karsilik gelen ve katalizlenmeyen
tepkimeden milyonlarca kere daha hizlidir. Diger katalizorler gibi enzimler de
katalizledikleri tepkime sonucunda tilkkenmez ve bu tepkimelerin dengesini
degistirmez. Ancak, diger cogu katalizorden farkli olarak enzimler, ¢ok daha

spesifiktir.

1.4 Enzimatik Antioksidanlar

Serbest radikaller (hidroksil radikali, siiperoksit radikalleri vs.) oksidatif
fosforilasyon sonucu meydana gelirler ve oksidatif hasarlara neden olmaktadirlar.
Serbest radikaller yasam i¢in gereklidir. Elektron transferi, enerji liretimi ve pek ¢ok
diger metabolik islevde temel olusturur. Ama zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir
davranig gosterirse hiicrede hasarlara neden olmaktadir. Normal kosullar altinda bu
serbest radikallerin yikimi ve {iretimi hiicre i¢inde diizenlenmektedir [36]. Serbest
radikal yaratan kaynaklar radyasyon, virlisler, gilines isinlarinin bir kismu olan
ultraviyole 1sinlar1, hava kirliligini yaratan fosil kokenli yakitlarin yanma sonundaki
iriinleri, sigara dumani, enfeksiyon, stres, yag metabolizmasi sonunda ¢ikan {riinler
gibi hiicre metabolizmasimin toksik iriinleri, bazi tahrip edici kimyasallar, hasere

kontrol ilaglar1 ve birgok baska etkenlerdir [37].

Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda ciftlenmemis bir veya daha
fazla tek elektron tasiyan molekiillere verilen isimdir. Baska molekiiller ile ¢ok
kolayca elektron aligverisine giren bu molekiillere oksidan molekiiller veya reaktif

oksijen tiirleri (ROT) de denilmektedir [38].
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Reaktif oksijen tiirleri olarak bilinen baglica molekiiller O} (sliperoksit)

radikali, H,O, (hidrojen peroksit) ve HO® (hidroksil) radikalidir [37]. Bu olusan

reaktif oksijen tiirlerini parg¢alayan enzimler viicudumuzda oldukga aktiftir.

Antioksidanlar, enzimatik ve non-enzimatik olmak {izere iki grup altinda
toplanirlar. Enzimatik antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon s-transferaz
(GST) ve glukoz-6 fosfat dehidrogenaz (G6PD); non-enzimatik antioksidanlar ise
vitamin E (tokoferoller), vitamin C (askorbik asit), vitamin A (B- karoten), selenyum,
transferin, laktoferin, tirik asit, glukoz, askorbat, albumin, bilirubin ve
seruloplazmindir. Antioksidanlar siklikla intraselliiler bazen de ekstraselliiler

olabilirler [39, 40, 41].

1.4.1 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px, EC 1.11.1.19), hidrojen peroksit ve biiyiik
molekiilli lipid hidroperoksitlerinin  (ROOH) indirgenmesinden sorumludur.
Sitozolde yerlesmis, 4 selenyum atomu igeren tetramerik yapida bir enzimdir.
Glutatyon mekanizmas1 ¢ok Onemli antioksidan savunma sistemlerinden biridir.
GSH-Px karacigerde en yiiksek; kalp, akciger ve beyinde orta; kasta ise diisiik
diizeyde aktivite gosterir. Glutatyon peroksidaz asir1 diizeylerde H,O, varliginda,

rediikte glutatyonun (GSH) okside glutatyona (GSSG) doniisiimiinii katalize eder.

H,0, + 2GSH —> GSSG + 2H,0 (1.1)
ROOH + 2GSH —» GSSG + ROH + H,0 (1.2)

GSH-Px’in iki substratt vardir. Substratlardan biri olan peroksit alkole
indirgenirken, diger substrat olan glutatyon (GSH) yiikseltgenir. Olusan
yiikseltgenmis glutatyon (GSSG), glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi bir

baska reaksiyon ile tekrar indirgenmis glutatyona dontisiir [42, 43].

GSSG + NADPH+H" — 2GSH + NADP”* (1.3)
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1.4.2 Glutatyon Rediiktaz (GR)

Dimer yapili bir enzim olan GR, hiicrede indirgenmis bir durumda glutatyon
havuzu olusturmak icin, okside glutatyonu rediikte glutatyona NADPH’a bagiml

olarak katalizleyen bir flavoproteindir.

GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP (1.4)

Bu enzimin varliginda, H,O,’nin arttig1 durumlarda, glutatyon havuzu
indirgenme olayinda c¢ok etkili olmaktadir. H,0;’i suya indirgemek icin de
NADPH’1 kullanir [44, 45]. Bircok peroksitin detoksifiye edilmesinde indirgeyici
giic kaynagi saglayan NADPH, pentoz fosfat yolundan ve diger sitoplazmik
kaynaklardan elde edilmektedir [44]. Rediikte glutatyon molekiilii, antioksidan
enzimler i¢in elektron ve hidrojen kaynagi olarak kofaktor gorevini tamamladiktan

sonra okside glutatyon (GSSG) formuna dontisiir [45].

Glutatyon rediiktazin kalitimi, otozomal dominanttir ve 8. kromozom
tizerindedir. Glutatyon peroksidaz ile benzer doku dagilimi gosterir. Glutatyon
rediiktaz, flavin adenin diniikleotit (FAD) icerir;, NADPH’tan bir elektronun
GSSG’nin disiilfid baglarina aktarilmasini katalizler. Bu nedenle NADPH serbest

radikal hasarina kars1 gereklidir ve ana kaynagi pentoz fosfat yoludur [46].

1.4.3 Glutatyon S-Transferaz (GST)

GST (EC. 2.5.1.18)’ler iki protein alt biriminden olusan bir enzim grubudur.
GST’ler genel olarak ii¢ sitozolik ve bir de mikrozomal olmak iizere dort ana gruba
ayrilirlar. Boceklerde, bakterilerde ve bir¢ok bitkide tanimlanmiglardir. GST ler alfa,
pi, mu, sigma ve teta olmak iizere bes sinif altinda incelenen dimerik enzimlerdir.
Organizmaya giren ksenobiyotiklerin  biyotransformasyonunda 6nemli rol
oynamaktadirlar. Basta arasidonik asit ve linoleat hidroperoksitleri olmak tizere lipid
hidroperoksitlere (ROOH) kars1 GST’ler Se-bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi
gosterirler [47].
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ROOH + 2 GSH — GSSG +ROH +H,0 (1.5)

1.4.4 Glukoz-6 Fosfat Dehidrogenaz (G6PD)

G6PD monomeri, yaklastk 515 aminoasitten olusur, molekiil agirlig
mikrobiyal tiirlerde 50-60 kDa, memeli tiirlerinde ise 58-67 kDa arasinda degisiklik
gostermektedir. Enzim genellikle aktif olarak dimerik yapi1 gosterir. Enzimin
dimerik ya da tetramerik formunu sicaklik, enzim, NADP", NADPH konsantrasyonu

gibi cesitli faktorler etkilemektedir [48].

Glukoz-6 fosfat dehidrogenaz (G6PD) (D-glukoz-6 fosfat; NADP"
oksidorediiktaz, E.C. 1.1.1.49) pentoz fosfat metabolik yolunun ilk ve kontrol
enzimidir [49]. Pentoz fosfat yolu oksidatif ve nonoksidatif olmak iizere iki kisma
ayrilir. Hiicrede RNA, DNA ve niikleotid sentezi i¢in gerekli riboz-5-fosfat ve
rediiktif biyosentezlerde indirgeyici giic olan NADPH’lar1 sentezlemek gibi baslica
iki fonksiyonu vardir [50]. Ayrica, aromatik aminoasit ve vitamin sentezinde gerekli
eritroz-4-fosfat, bakteri hiicre duvarinin bir bileseni sedoheptuloz-7-fosfat gibi

fosforile karbonhidratlar sentezlenmektedir [51].

Eritrositlerde pentoz fosfat yolu, okside glutatyonun indirgenmesi icin gerekli
NADPH’y1 saglar. Rediikte glutatyon (GSH) ve GSH bagimli enzimler hiicreyi i¢ ve
dis kaynakli toksik bilesiklerden ve reaktif oksijen tiirlerinden (ROT) korur [52].
Fagositlerde oksijen tiiketimi ve H,O, olusumu fazla oldugundan pentoz fosfat

yolunun aktivitesi de yiiksektir [53].

Bircok mikroorganizma, bitki ve hayvan hiicrelerinde bulunan enzim,

asagidaki tepkimeyi katalizler [54].

Glukoz - 6 - fosfat + NAD(P)" — 6 - fosfoglukono - § - lakton + NAD(P)H + H"

(1.6)
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1.4.5 Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT, EC 1.11.1.6), bilinen en eski enzimlerdendir. 1901 yilinda
Loew tarafindan bu ad verilmistir. Katalazlar, hidrojen peroksiti, su ve molekiiler

oksijene parcalar.

2H,0, - 2H,0+0, (1.7)

Aerobik hiicrelerin ¢ogunda katalaz enzimi bulunur. Hiicre alt fraksiyonlar
diizeyinde katalaz, peroksizomlarda %80 oraninda, sitozolde ise yaklasik %20
oraninda bulunur. Molekiil agirligr 240000 olup dort alt birimi vardir. Her bir alt
birim, aktif merkezine bagli bir hem grubu igerir. Molekiiliin alt birimlerine
ayrilmas1 enzim aktivitesinin kaybina neden olur. Kono ve Fridovich siiperoksit
radikallerinin katalazi inhibe ettigini bildirmislerdir [55]. H,O;’nin katalazi inhibe
ettigl uzun zamandan beri bilinmektedir. NADPH, katalazin H,O, tarafindan
inaktivasyonunu engeller. Indirgenmis glutatyon (GSH), katalazi doza bagiml

inhibe eder [56].

1.4.6 Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD (EC 1.15.1.1) oksidatif enerji iiretimi sirasinda olusan endojen veya
eksojen kaynakli siiperoksit radikallerinin (O3), hidrojen peroksit (H,O,) ve

molekiiler oksijene (O,) dismutasyonunu hizlandirmaktadir [57].

20:+2H° — H,0,+ 0, (1.8)

Cesitli hastaliklardaki siiperoksit dismutaz aktiviteleri, klinik agidan oldukca
ilgi cekmektedir. Hiicrelerde SOD enziminin iki ana formu bulunmaktadir. Ilk
formu, sitoplazmada bulunup Cu ve Zn ihtiva etmektedir (Cu, ZnSOD).
Mitokondirde baskin olan diger formu ise Mn igermektedir (MnSOD). Down

sendromlu hastalarda veya iiremi hastalig1 olanlarda, Cu,ZnSOD’un eritrositlerdeki
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spesifik aktivitesi artmistir. Bobrek yetmezligi veya karaciger hastaligi bulunanlarda

ise serumdaki aktivitesi artmistir [58, 59, 60, 61].

SOD’un fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
serbest radikalinin (O3 ) lipid peroksidasyonu gibi zararli etkilerine kars1 korumaktir.

SOD, fagosite edilmis bakterilerin intraselliiler 6ldiiriilmesinde de rol oynar. SOD
aktivitesi, yiiksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO, artisiyla
artar. SOD’un ekstraselliiler aktivitesi ¢ok diisiiktiir [62].

1.5 Literatiir Ozeti

Ishizawa ve arkadaglari, titanyum-HA kompozitini sentezlemisler ve
kompozitteki HA kristalinin tavsanin kalga kemigine implantasyonundan 8 hafta
sonra, bozunma olmadan kaldigin1 belirlemiglerdir.  Bu bulgu ile ince HA
tabakasinin canli dokuda ¢ok yavas bozundugunu ileri stirmiislerdir [63]. Kokubo
yaptig1 arastirmada polimetil metakrilat (PMMA) ve polieter siilfon (PESF)
girdilerini  kullanarak, sirasiyla PMMA-Apatit ve PESF-Apatit biyoseramik
kompozitlerini sentezlemistir [64]. Gomez-Vega ve arkadaslari, Ti6Al4V-cam
girdisinin yapay viicut sivisina daldirilmas: ile Ti6Al4V-cam-HA kompozitini
sentezlemiglerdir.  Bu kompoziti viicut ile metalin uyumunu arttirmak igin
kullanmiglardir. Cam-HA kaplama, metali viicut sivilari ile korozyona ugramaktan
korumus ve biyoaktif oldugu i¢in kemige yapismay1 arttirmistir. HA ile kaplanmig
titanyum implant1 iyi bir kemik ylizeyi olusturarak saf titanyuma gore hizli bir
iyilesme siireci gdstermistir [65]. Wang ve arkadaslari, kitin liflerini yapay viicut
stvisina  daldirarak, kitin-HA  biyoseramik kompozitini sentezlemisler ve
kompozitteki HA dagiliminin  homojen oldugunu belirlenmiglerdir  [66].
Balasundaram ve Webster, nanofazli materyallerin neden geleneksel materyallerden
daha kullanigli oldugunu cesitli referanslar gostererek gozler Oniine sermeye
calismiglardir [67]. Walschus ve arkadaslari, farelere kalsiyum fosfat kapli titanyum
plakalar1 implante ettikten sonra doku tepkilerini dl¢miislerdir. Olgiimler sonucunda
HA kapl titanyum plakalarina kars1 dokularin daha az monosit ve maktofaj iirettigi
sonucuna ulagmilardir [68]. Guo ve arkadaslari, kalsiyum fosfat ¢imentosundan,

kalsiyumu normalden eksik olan (normalde Ca/P:1.67 iken, sentezlenende Ca/P:1.50)
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hidroksiapatit yapi iskeleti sentezlemislerdir. Bu hidroksiapatitin gézenekli yapisinin
normalinden daha fazla oldugunu ve biyouyumlulugunun ve kemik yapimini
desteklemesinin de 1iyi oldugu sonucuna varmiglardir [69]. Kazemzadeh ve
arkadaslari, kemik doku miihendisligi i¢in gbzenekli hidroksiapatit-jelatin
kompozitini sentezlemislerdir. Deneylerini fare L929 fibroblast hiicreleri tizerinde
yapmislar ve kompozit ile ¢evrili dokularin oldugu kisimlarda hiicrelerin daha iyi
cogaldigin1 goézlemlemislerdir.  Yapilan testler sonucunda sentezlenen yap1
iskelesinin biyouyumlu oldugu sonucuna vardilar [70]. Shin ve arkadaslari, yapay
g0z ¢ukuru icin kullanilacak olan nanokompozitlerin biyouyumlulugunu /n vivo
deneylerle incelediler, en biyouyumlu olanin poly g—caprolactone polimerini i¢eren
nanokompozitin oldugunu goézlemlemislerdir [71]. Wahl ve Czernuszka, sert doku
tamiri i¢in sentezlenen kollajen-hidroksiapatit kompozitleri iizerine bir arastirma
yapmislar, bunun i¢in de 13 tane ¢alismayi incelemisler ve yorumlamiglardir [72].
Jansen ve arkadaslari, sert ve yumusak doku implantlarinin biyouyumlulugunun
belirlenmesi i¢in kullanilabilecek yeni ve basit histolojik belirleme ydntemlerini
aciklamiglardir, calismalarinda bu yontemlerden iki tanesi verilmistir [73]. Safak ve
Ozeri, kemikgik yapilanmasinda kullanilan biyouyumlu materyalleri arastirmislardir.
Sonug olarak yapilan ¢aligmalarda heniiz hangi yap1 malzemesinin daha iyi olduguna
yonelik ortak bir karara ulagilamadigi sonucuna varilmistir [74]. Serbet¢i ve
arkadaslari, hidroksiapatit iceren kemik ¢imentosunun gelistirilerek bu ¢imentonun
biyouyumluluk ozelliklerini aragtirmiglardir. %7 oraninda HA igeren kemik
¢imentosunun, ticari kemik ¢imentosundan biyolojik anlamda daha uyumlu oldugu
sonucuna varmiglardir [75]. Dimitrevska ve arkadaslari, hidroksiapatitin
biyoaktivitesine ve polietilenterafitalatin mitkemmel mekaniksel ve biyouyumluluk
performansina bagli olarak nanosaflikta hidroksiapatit ve polietilenterafitalattan
hazirlanmis kompozit mikrofiberleri, biyolojik kemik yapisini olusturmak igin
sentezlemislerdir [76]. Balcik ve arkadaslari, kemige baglanma kapasitesi yliksek
olan trikalsiyum fosfat (TCP) ile HA kompozitinin segmenter kemik kayiplarinin
iyilesmesi sirasindaki biyouyumlulugunu arastirmislardir. 2 aym sonunda kemik
kiriklarinin  oldugu bdélgede kemik dokusu oldugu sonucuna varmislardir [77].
Malafaya ve Reis, hidroksiapatitin in vitro sitotoksisitesini ve biyoaktivitesini
calismuislardir. Sonug olarak iki tabakali yap1 iskelesinin, biyomateryallare alternatif

olacagi sonucuna varmiglardir [78]. Deb ve arkadaslari, demir kapli hidroksiapatitin
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sentezi ve karakterizasyonunu ¢alismislardir. Sentezlenen demir kaph
hidroksiapatiti, Kasaulli farelerine implante edip biyouyumluluguna bakmaislar, bu
biyomateryalin manyetik 6zelliklerinin ve biyouyumlulugunun hipertermia tedavisi
icin uygun olabilecegi sonucuna varmiglardir [79]. Balamurugan ve arkadaslari,
biomedikal uygulamalar icin PMMA/HA kompozitlerini sentezleyip spektral

karakterizasyonunu yapmislardir [80].

1.6 Calismanin Amaci

Gorevi i¢ organlar darbelere karsi korumak, ayakta kalmayi saglayarak
viicuda seklini vermek olan iskelette olusan hasarlar, viicudun islevlerini kotii yonde
etkiler. Viicudun kendisini onarim giicii yetersiz kaldiginda, implant malzeme olarak
isimlendirilen ve sert dokularin yerine ge¢en malzemelerin kullanilmasi giindeme
gelir. Bu amagla viicudun hasarli, hastalikli ve kullanilamaz durumdaki kisimlar
i¢in Ozellikle tasarlanmis biyomalzemelere ihtiya¢ duyulmaktadir. Dogal veya metal,
seramik, polimer veya kompozit esasli olabilen bu malzemeler ortalama otuz yillik
bir gecmise sahiptir.  Seramik esasli biyomalzemeler biyolojik olarak aktif
olduklarindan en yaygin olarak tercih edilen malzemelerdir. Kemik, hidroksiapatit
icerisinden kollojen fiberlerin gectigi dogal bir kompozit malzemedir. Kemik
dokusunun agirlikca 9%70’ini  olusturan inorganik kalsiyum fosfat esash
hidroksiapatit, tip ve discilikte kullanilan bir biyoseramik malzeme olup,
biyouyumlulugu nedeniyle yapay kemik olarak ¢esitli protezlerin yapiminda, catlak
ve kirik kemiklerin onarmminda ve metalik biyomalzemelerin kaplanmasinda
kullanilmaktadir. Ancak, sertligi, kirllganligi ve zayif mekaniksel 6zelliklerinden
dolay1 implant malzemelerinde tek basina kullanimi oldukca smirlidir. Biyolojik
olarak viicutla uyumlu biyopolimerler kullanilarak hazirlanan nanokompozitler
yardimiyla hidroksiapatitin mekanik ozellikleri gelistirilebilir. Calismanin amaci,
kemige baglanma kapasitesi yiiksek olan biyoaktif ancak diisitk mekanik 6zelliklere
sahip olan hidroksiapatitin biyouyumlu PMMA polimeri ile biyoimplantlarin
sentezlemek, sentezlenen biyoimplantlar1 karakterize etmek ve karakterize edilen
biyoimplantlarin homouyumluluk ve antioksidan stres enzimleri ile etkilesimlerini
incelemektir. Bu ¢alisma ile hiicreleri olusturan proteinlerin boyutlarina inilerek

kemik ve kan ile daha iyi uyum sergileyecegi limit edilen biyoimplantlar
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sentezlenerek bilim ve saglik endiistrisinin kullanimina sunulacaktir. Literatiirde
yapilan caligmalarda kullanilan hidroksiapatitin tane boyutu genelde mikron

seviyesindedir.
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2. MATERYAL VE METOT
2.1 Materyal

Bu calismada kullanilan kan numuneleri saglikli bireylerden sitratl tliplere
her deney Oncesi taze olarak alindi. Calismada kullanilan kimyasal maddeler Merck
ve Sigma’dan satin alindi. Enzim aktiviteleri Perkin Elmer Lambda 25 UV-Visible
spektrofotometre kullanilarak belirlendi. Biyomalzeme sentezinde ise ultrasonik

banyo, manyetik karistiric1 ve ¢alkalamali inkiibator kullanildi.

2.1.1 Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

p—

Hidroksiapatit (Cajg (PO4)s(OH),)
Poli(metil metakrilat) (PMMA)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4)
Hidrojen peroksit (H,O,)
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Ksantin oksidaz
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xS kv

2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenil]-5-feniltetrazolyum kloriir (INT)
. Okside glutatyon (GSSG)
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. Nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (NADPH)
. Nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (NADP")
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20. Tetrahidrofuran (THF)

2.1.2 Cahismada Kullanmilan Cihazlar

1. Lamda 25 UV-Visible Spektrofotometre  : Perkin Emler

2. pH-metre : Orian 920A

3. Otomatik pipetler : Brand

4. Hassas terazi : Denver

5. Etiv : Memmert

6. Sogutmali santrifiij : Sigma 3K 30

7. Manyetik karistiric : Heildolp

8. Ultrasonik banyo : ElImaSonic

9. Vakumlu Etiiv : Selecta

10. XRD : Analytical Philips
11. DTA/TG : Perkin Elmer

12. TEM : Biotwin G* 120 KV
13. FTIR-ATR : Perkin Elmer Spektrum 100

2.2. Calismada Kullamilan Cozeltiler ve Hazirlamislar

1. 0.05 M fosfat tamponu (pH:7.0): 3.549 g potasyum dihidrojen fosfat
(KH,PO,) alinarak bir miktar saf suda ¢oziindiikten sonra pH 7’ye ayarlanir
ve toplam hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlanir.

2. 0.019 M H;0;: 0.1 mL hidrojen peroksit (H,O,) alinir, bir miktar saf suda
¢oziindiikten sonra toplam hacim 50 mL’ye tamamlanir.

3. 10" M ksantin stok ¢ozeltisi: 0.0015 g ksantin bir miktar saf suda
¢oziindiikten sonra toplam hacim 100 mL’ye tamamlanir.

4. Ksantin oksidaz: 10 mg ksantin oksidaz almip 10 mL fosfat tamponunda
¢ozlinmesi saglanir.

5. 10" M INT: 0.0025 g INT alnur, bir miktar saf suda ¢dziindiikten sonra

toplam hacim 50 mL’ye tamamlanir.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

1 M Tris-EDTA/S mM EDTA (pH:8): 6.05 g Tris ve 0.073 g EDTA bir
miktar saf suda ¢oziindiikten sonra pH 8’e ayarlanir ve daha sonra toplam
hacim 50 mL’ye tamamlanir.

0.033 M okside glutatyon (GSSG): 0.2 g GSSG alinir, bir miktar saf suda
¢oziindiikten sonra toplam hacim 10 mL’ye tamamlanir.

2 mM NADPH (nikotinamid adenin diniikleotidfosfat, indirgenmis hal):
0.0167 g NADPH alinir, bir miktar saf suda ¢6zilindiikten sonra toplam hacim
10 mL’ye tamamlanir.

2 mM NADP" (nikotinamid adenin diniikleotidfosfat, yiikseltgenmis hal):
0.0513 g NADP" alinir, bir miktar saf suda ¢oziindiikten sonra toplam hacim
10 mL’ye tamamlanir.

6 mM G6P (glukoz-6 fosfat): 0.0917 g G6P alinir, bir miktar saf suda
¢oziindiikten sonra toplam hacim 50 mL’ye tamamlanir.

0.1 M MgCl, (magnezyum kloriir): 1.016 g MgCl, alinir ve bir miktar saf
suda c¢oziindiikten sonra toplam hacim 50 mL’ ye tamamlanir.

0.1 M rediikte glutatyon (GSH): 0.310 mL GSH alinir, bir miktar saf suda
¢oziindiikten sonra toplam hacim 10 mL’ye tamamlanir.

0.01 M glutatyon rediiktaz: 0.1 g glutatyon rediiktaz alinir, bir miktar Tris-
EDTA igerisinde ¢oziindiikten sonra toplam hacim 10 mL’ye tamamlanir.

7 mM t-biitil hidroperoksit: 0.437 mL t-biitil hidroperoksit alinir ve 500 mL
olana kadar tizeri saf su ile tamamlanur.

30 mM CDNB: 0.06 g CDNB (1-kloro-2,4-dinitrobenzen) tartildiktan sonra

10 mL saf etanolde ¢oziinmesi saglanir.

2.3 Hemolizat Hazirlanisi

Eritrosit antioksidan enzim aktivite dl¢limleri icin saglikli geng bireylerden

steril sitrath tiiplere vendz kan alinmistir. Kanlar eppendorf tiiplere aktarildiktan
sonra, ilk islem olarak +4 °C’de 15 dk 2500 rpm’de santrifiij edilmistir. Ust kisimda
kalan plazma kismu dikkatli bir sekilde atildiktan sonra, kalan kisim 0.16 M’lik KCl
ile +4 °C’de 5 dk 2500 rpm’de 3 kez yikandiktan sonra soguk saf su ile 1/5 oraninda
seyreltilerek +4 °C’de 10000 rpm’de 30 dk boyunca santrifiij edilerek eritrositlerin

parcalanmasi saglanmistir [81].
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Elde edilen 6rnek iki kisma ayrilmistir. Ilk kisim enzim aktivitelerinde
kontrol amagh kullanilmistir. Ikinci kisim igerisine yaklasik 5x5 mm (yaklasik
0.0022g) ebatlarinda kesilmis nanokompozit ve/veya kompozit ornekleri ilave
edilmis ve 1 saat beklenmistir. Daha sonra 30 dakika 10000 rpm’de bu karigim
nanokompoziti ¢oktliirmek icin santrifiij edildikten sonra enzim aktivitesi tayini

yapilarak kontrol deneyleri ile karsilastirilmistir.

2.4 Nanokompozit Sentezi

Nanokompozit hazirlamada ¢oziicli se¢cimi énemlidir. Bu caligmada her bir
sistem (polimer + seramik + ¢0ziicli) i¢in dolgu maddesinin tamamen disperse
oldugu ve polimer matriksinin de tamamen ¢oziindiigli uygun bir ¢dziicii se¢ilmistir.
Seramik ve polimer, uygun ¢oziicii igerisinde ayr1 ayri reaksiyon kaplarina konularak
2 saat oda sicakliginda magnetik karistiricida karigtirildi.  Seramik-¢oziicii
siispansiyonu 20 dakika ultrasonik banyoda tutuldu. Polimer ¢ozeltisi ve seramik
siispansiyonlar1 birlestirildi ve 24 saat boyunca magnetik karistiricida karistirildi.

Ornekler petri kaplarma alinarak 40-50 °C arasinda etiivde ¢oziiciileri uzaklastirildi.

2.5 Nanokompozitlerin Karakterizasyonu

2.5.1 X-151m Kirinim Difraksiyonu (XRD)

Orneklerin analizi, oda sicakhiginda Analytical Philips X’Pert-Pro X-ray
diffraktometre cihazi ile yapilmigtir. Monokromator olarak dalga boyu A=1,54 nm
olan bakir katot kullanilmistir.

2.5.2 FTIR-ATR Analizi

Orneklerin FTIR-ATR’leri, Perkin Elmer Spektrum 100 model Fourier

transform infrared spektroskopisi kullanilarak alinmastir.
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2.5.3 Termogravimetrik Analiz (TG/DTA)

Coziicii olarak aseton ve THF kullanilarak sentezlenmis PMMA-HA
nanokompozitlerinin 1sisal bozunmalar1 ve kiitle kayiplari, 25-600 °C araliginda
Perkin Elmer Diamod TG/DTA termal analiz cihazi ile Nj(g) atmosferinde

incelenmistir.

2.6 Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Belirlenmesi

2.6.1 Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Olciimii

GSH-Px ile t-biitil hidroperoksit varliginda GSH’nin GSSG’ye oksidasyonu
gerceklesir. Yontem, bu oksidasyon sonucu olusan GSSG’nin glutatyon rediiktaz
(GR) enzimi ile tekrar GSH’ye indirgenmesi tepkimesinde NADP’ye oksitlenen
NADPH’nin 340 nm dalga boyundaki absorbans degeri farkinin zamana karsi
okunmasi prensibine dayanir. Glutatyon peroksidaz aktivitesi, Cizelge 2.1°de verilen

igerik kullanilarak olgiilmistiir.
Kore ve kiivete Cizelge 2.1°deki kimyasallar eklendikten sonra 37 °C’de 10
dakika inkiibasyona birakilmistir. Ardindan numune kiivetine t-biitil hidroperoksit

ilave edilmis ve kore karsi aktivite olgiilmiistiir [82, 83].

Cizelge 2.1 Glutatyon peroksidaz aktivite Ol¢iimii i¢in kullanilan maddelerin

hacimleri

Kiivet icerigi Numune (pl) Kor (ul)
Distile su 1980 2010
Tris- EDTA 300 300
Glutatyon rediiktaz 300 300
NADPH 300 300
GSH 60 60

t- biitil hidroperoksit 30 30
Hemolizat 30 -
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2.6.2 Glutatyon Rediiktaz Enzim Aktivitesinin Olciimii

Glutatyon rediiktaz, GSSG’nin NADPH tarafindan GSH’a indirgenmesini
katalize eder. Enzim aktivitesi, tepkime sirasinda ylikseltgenen NADPH’nin 37
%C’de 340 nm dalga boyunda absorbans farki olgiilerek belirlenir. Glutatyon
rediiktaz aktivitesi, Cizelge 2.2°de verilen icerik kullanilarak ol¢iilmiistiir [82, 83]

Cizelge 2.2 Glutatyon rediiktaz aktivite 6l¢iimii i¢in kullanilan maddelerin hacimleri

Kiivet Icerigi Numune (pl) Kor (ul)
Distile su 2370 2400
Tris- EDTA 150 150
NADPH 150 150
GSSG 300 300
Hemolizat 30 -

2.6.3 Glutatyon S-Transferaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Glutatyon s-transferaz, 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) ile glutatyonun —
SH grubu arasindaki tepkimeyi katalizler. Enzim aktivitesi 37 °C’de 340 nm dalga
boyunda GSH ve CDNB kullanilarak dakikada olusan S-2,4-dinitrofenilglutatyonun
1 mikromolunu katalizleyen enzim miktarinin ol¢iilmesiyle belirlenir. Glutatyon s-

transferaz aktivitesi, Cizelge 2.3’de verilen igerik kullanilarak 6lciilmiistiir. [83, 84]

Cizelge 2.3 Glutatyon s-transferaz aktivite Ol¢iimi i¢in kullanilan maddelerin

hacimleri
Kiivet Icerigi Numune (pl) Kor (ul)
Fosfat tamponu 2650 2800
CDNB 60 60
GSH 150 150
Hemolizat 150 -
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2.6.4 Glukoz-6 Fosfat Dehidrogenaz Enzim Aktivitesinin Olciimii

G6PD aktivitesi Beutler tarafindan tarif edildigi gibi 340 nm’de absorbsiyon
degisikligi dlgiilerek belirlendi [82].

Enzim aktivitesinin tayini i¢in reaksiyon sonunda olusan NADPH g6z 6niine
almir. 2 mM NADP- indirgendiginde, spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda
meydana gelen NADPH’daki absorbsiyon artisi ol¢tilmiistiir [85]. G6P ve hemolizat
hari¢ Cizelge 2.4’deki kimyasallar kiivete konduktan sonra, 37 °C’de 10 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra numune ve koére 300 uL G6P ilave edilmis
kore karsi okutulduktan sonra numune kiivetine, 150 pL hemolizat eklenip, 340

nm’de 2 dakika siireyle absorbans kaydedilmistir [83, 85]

Cizelge 2.4 Glukoz-6 fosfat dehidrogenaz aktivite 6l¢limii i¢in kullanilan maddelerin

hacimleri

Kiivet icerigi Numune (pl) Kor (ul)
Distile su 1650 1800
Tris- EDTA 300 300
MgCl, 300 300
NADP" 300 300
G6P 300 300
Hemolizat 150 -

2.6.5 Katalaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Katalaz, H,O,’nin su ve molekiiler oksijene yikimii katalizler. H,O;’nin
15181 absorbe etmesinden yararlanilarak 240 nm’de enzimin yikim hizi
spektrofotometrik olarak Olgiilir. Katalaz aktivitesi Cizelge 2.5°de verilen igerik

kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
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Cizelge 2.5 Katalaz aktivite 6l¢limii i¢in kullanilan maddelerin hacimleri

Kiivet Icerigi Numune (pl) Kor (ul)
Fosfat tamponu 2400 2500
H,0, 500 500
Hemolizat 100 —

2.6.6 Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

Stiperoksit dismutaz enzimi, oksidatif enerji tiretimi sirasinda olusan toksik
stiperoksit radikallerinin, hidrojen peroksit (H»O,) ve molekiiler oksijene O,
dismutasyonunu hizlandirir.  Yontemde ksantin ve ksantin oksidaz (XOD)
kullanilarak 2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenil]-5-feniltetrazolyum kloriir (INT) ile
tepkimeye giren ve kirmizi renkli formazon boyasi olusturan stiperoksit radikalleri

iiretilmektedir.
Stiperoksit dismutaz enzimi, Sun ve arkadaslarinin [86] modifiye ettigi
metotla tayin edildi. Olgiimler 505 nm dalga boyunda, 5 dakika boyunca Cizelge

2.6’da verilen igerik kullanilarak gerceklestirilmistir

Cizelge 2.6 Siiperoksit dismutaz aktivite Ol¢iimi i¢in kullanilan maddelerin

hacimleri
Kiivet icerigi Numune (pl) Kor (ul)
Fosfat tamponu 1525 1650
Ksantin oksidaz 250 250
Ksantin 500 500
INT 600 600
Hemolizat 125 -—--
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2.7 Homouyumluk Testi

Polimer ve biyomalzemenin homouyumluluk testi spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Insan kani1 (2 mL), koagiilasyondan sakinmak icin sitratli tiipler
icerisine almmustir.  Antikogiile edilmis kan 1/5 oraninda tuzlu ¢ozelti ile
seyreltilmistir. Pozitif kontrol icin seyreltilmis kanin 0.2 mL’si, 0.01 M HCI’nin 0.5
mL’sine ilave edildikten sonra ve 10 mL’ye seyreltilerek 37 °C’de 1 saat inkiibe
edilmistir. Benzer olarak negatif kontrol i¢in seyreltilmis kanin 0.2 mL’si, normal
tuz ¢ozeltisinin ilavesi ile 10 mL’ye seyreltilmis ve 37 C’de 1 saat inkiibe edilmistir.
Santrifiij tiiptindeki seyreltilmis kanin 0.2 mL’sinden ve tuzlu c¢ozeltinin 9.8
mL’sinden meydana gelen karisim, denge sicakligina ulasmak icin 30 dakika 37
%C’de inkiibe edilmistir. Sivri ugsuz 5x5 mm (0,0022g) boyutlarina sahip drnekler
kan-tuz karisimini igeren santriflij tliplerine alinmis ve 37 %C’de 1 saat inkiibe
edilmigtir.  Inkiibasyondan sonra tiim 6rnek cozeltiler 6000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmis ve siipernatant sivist dikkatli bir sekilde giderildikten sonra
spektrofotometrik analiz i¢in kiivete konulmustur. Inkiibe edilmis 6rnek ¢ozeltilerin
optik yogunluklar1 545 nm’de UV-Visible spektrofotometre kullanilarak

Olciilmiistiir.

._lODtest - ODnegatif Jq

x100 (2.1)
|.ODpozitif - ODnegatif J

%Hemoliz =

Burada ODy, Ornek ¢ozeltinin optik yogunlugu; ODposisir, pozitif kontroliin
optik yogunlugu; ODyegaiir, negatif kontroliin optik yogunlugudur. Hemoliz yiizdesi
%10’dan daha az ise sentezlenen nanokompozit biyouyumlu; % 5’den az ise oldukca

homouyumlu oldugu kabul edilecektir [87].
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3. BULGULAR

Kompozit ve nanokompozit Ornekleri, biyobozunur bir seramik olan
hidroksiapatit ve PMMA polimeri kullanilarak sentezlenmis, sentezlenen
nanokompozit ve kompozit malzemeler XRD, FTIR-ATR, DTA/TG ve TEM
cihazlar1 kullanilarak karakterize edilmis ve in vitro biyouyumluluklar

arastirllmistir. Asagida bu analizlerden elde edilen deneysel veriler verilmektedir.

3.1 Biyomalzemelerin Karakterizasyonu

3.1.1 Biyomalzemelerin XRD Analizi

XRD analizleri, polimer matrislerinin yapisint ve kristalizasyon derecesini
belirleyebilmek icin kullanilmaktadir [88]. Hidroksiapatitin 26=5-50" araliginda X-
1sin1 kirmmint deseni, Sekil 3.1°de ve bu desenden elde edilen veriler de Cizelge
3.1’de verilmektedir. Hidroksiapatite ait karakteristik XRD pikinin Sekil 3.1’°deki
XRD deseninden sirastyla 20=31,4220°, 32,5853" ve 33,8242 ve dgon= 2,85 A, 2.75
A ve 2.65 A oldugu gozlenmistir. Nanokompozitlere ait XRD desenlerinde

nanokompozit olusumu i¢in bu pikler degerlendirilecektir.

Ayrica PMMA molekiiliiniin XRD deseni de Sekil 3.2°de verilerek, XRD
deseninden elde edilen veriler de Cizelge 3.2°de gosterilmistir.  Sekil 3.2,

PMMA 'nin yar1 kristalin bir yapida oldugunu gostermektedir [88].
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Sekil 3.1 Hidroksiapatitin XRD deseni

Cizelge 3.1 Hidroksiapatitin XRD deseninden elde edilen veriler

Poz. [°2Th.] Yiikseklik [cts] FWHM [°2Th.] d-uzakl@[A] Rel. Int. [%]

5,4257 242,16 0,8640 16,27489 100,00
22,4191 9,69 0,0720 3,96249 4,00
25,8686 6,44 0,0480 3,44139 2,66
28,3481 9,49 0,0720 3,14577 3,92
31,4220 22,64 0,1440 2,84469 9,35
32,5853 8,67 0,3840 2,74574 3,58
33,8242 1,06 0,5760 2,64795 0,44
46,3313 7,34 0,1680 1,95810 3,03
46,4785 7,33 0,0960 1,95224 3,03
49,1022 5,56 0,2880 1,85389 2,30
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Sekil 3.2 PMMA nin XRD deseni.

Cizelge 3.2 PMMA’nin XRD deseninden elde edilen veriler

Poz. [°2Th.] Yiikseklik [cts] FWHM [°2Th.] d-uzakhg [A] Rel. Int. [%]

5,6203 160,08 0,2400 15,71189 100,00
26,5582 10,53 0,0720 3,35358 6,58
26,7092 15,94 0,0720 3,33496 9,96
37,1545 9,14 0,1200 2,41789 5,71
37,5322 6,29 0,0960 2,39442 3,93
43,2875 4,48 0,1440 2,08847 2,80
43,4730 6,39 0,1200 2,07999 3,99
44,6503 6,41 0,5760 2,02784 4,00
45,3128 5,10 0,1440 1,99972 3,19
49,1421 5,97 0,1440 1,85248 3,73
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Farklt ¢Ozlici ortamlarinda sentezlenen PMMA/HA nanokompozit
orneklerine ait XRD desenleri Sekil 3.3’de verilmistir. XRD desenleri
incelendiginde sentezlenen nanokompozitler arasinda o©nemli bir farklilik

gorilmemistir.

PMMA aseton kloroform-aseton THF-aseton THF —— THF-kloroform

400

350

300 -

250 -

200 -

Bagil Siddet

150 -

100 -

50

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
2° Theta

Sekil 3.3 Farkli ¢oOziici ortamlarinda sentezlenen PMMA/HA (%2.5)
nanokompozitlerinin XRD desenleri.

THF c¢oziicisi icerisinde farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
nanokompozit ve/veya kompozit drneklerine ait XRD desenleri Sekil 3.4a ve b’de
verilmigtir. Ortama katilan HA miktan artttkca XRD desenlerinde HA pikleri

goriilmektedir. %1 ve %2.5’luk 6rneklerde ise bu piklere rastlanmamastir.
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Sekil 3.4a THF ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
nanokompozitlerinin XRD desenleri

—— PVMA — PMMA/HA (%10) — PMMA/HA (%20)
— PMMA/HA (%30) — PMMA/HA (%40) ——— PMMA/HA (%50)
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2° Theta

Sekil 3.4b THF ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
kompozitlerinin XRD desenleri
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Aseton ¢oziiciisii igerisinde farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
nanokompozit ve/veya kompozit drneklerine ait XRD desenleri Sekil 3.5a ve b’de
verilmigtir. XRD desenleri incelendiginde iceriginde %5 ve lizeri miktarda HA
bulunan PMMA/HA nanokompozit ve/veya kompozit malzemelerinde HA piklerine

rastlanmstir.

—— PMMA ——PMMA/HA (%1)
——PMMA/HA (%2.5) ——PMMA/HA (%5)

700 -
600 -
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400 -

Bagil Siddet

300

200 -
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0 T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

2 Theta

Sekil 3.5a Aseton ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
nanokompozitlerinin XRD desenleri
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Sekil 3.5b Aseton ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
kompozitlerinin XRD desenleri

3.1.2 Biyomalzemelerin FTIR-ATR Analizi
Hidroksiapatitin FTIR-ATR spektrumu, Sekil 3.6’da; ve PMMA’ya ait FTIR-

ATR spektrumu ise Sekil 3.7°de verilmistir. Bu spektrumlar iizerinde HA ve

PMMA ’ya ait karakteristik FTIR-ATR pikleri belirtilmistir.
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Sekil 3.6 Hidroksiapatite ait FTIR-ATR spektrumu
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Sekil 3.7 PMMA ’ya ait FTIR-ATR spektrumu
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Sekil 3.8 Farkli ¢oziici ortamlarinda sentezlenen PMMA/HA (%2.5)
nanokompozitlerinin FTIR-ATR spektrumlari

THF ve aseton c¢oziiclisli igerisinde farkli HA miktarlarinda sentezlenen
PMMA/HA nanokompozit ve/veya kompozit érneklerine ait FTIR-ATR spektrumlari
strastyla Sekil 3.9a ve b, ve 3.10a ve b’de verilmistir. Spektrumlar incelendiginde,
nanokompozit ve/veya kompozit drneklerinin piklerinde HA’nm 961 cm™’deki PO,”

grubu pikine rastlanmistir.
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Sekil 3.9a THF ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
nanokompozitlerinin FTIR-ATR spektrumlari
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Sekil 3.9b THF ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
kompozitlerinin FTIR-ATR spektrumlari
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Sekil 3.10a Aseton ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
nanokompozitlerinin FTIR-ATR spektrumlari
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Sekil 3.10b Aseton ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
kompozitlerinin FTIR-ATR spektrumlari
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3.1.3 Biyomalzemelerin TG/DTA Analizi

Termal Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla PMMA, HA ve PMMA/HA
nanokompozit ve kompozitlerinin termal gravimetrik analizleri yapilmistir. Bu
analizlere ait TG ve d[TG] termogramlari, Sekil 3.11-3.16’da; bu termogramlardan
elde edilen veriler de Cizelge 3.3’te verilmektedir. Cizelgedeki Ty degerleri %x
kadarlik kiitle kaybinin oldugu sicaklik degerlerini géstermektedir.
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25 100 200 00 400 SO0 00
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Sekil 3.11a PMMAya ait TG termogrami
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Sekil 3.11b PMMA ’ya ait d[TG] termogram1
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Sekil 3.12a Farkli c¢oziicii ortamlarinda sentezlenen PMMA/HA (%2.5)
nanokompozitlerinin TG termogramlarinin karsilagtiriimasi
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Sekil 3.12b Farkli ¢oziicii ortamlarinda sentezlenen PMMA/HA (%?2.5)
nanokompozitlerinin d[ TG] termogramlarinin karsilastirilmasi
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Sekil 3.13a THF ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
nanokompozitlerinin TG termogramlarinin karsilagtiriimasi
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Sekil 3.13b THF ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
nanokompozitlerinin d[ TG] termogramlarinin karsilastiriimasi
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Sekil 3.14a THF ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
kompozitlerinin TG termogramlarinin karsilastirilmast
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Sekil 3.14b THF ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
kompozitlerinin d[ TG] termogramlarinin karsilastiriimasi
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Sekil 3.15a Aseton ortaminda farklt HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
nanokompozitlerinin TG termogramlarinin karsilagtirtlmasi
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Sekil 3.15b Asecton ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
nanokompozitlerinin d[ TG] termogramlarinin karsilastiriimasi
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Sekil 3.16a Aseton ortaminda farklt HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
kompozitlerinin TG termogramlarinin karsilastiriimasi
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Sekil 3.16b Aseton ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
kompozitlerinin d[TG] termogramlarinin karsilastirilmast
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3.2 Biyomalzemelerin Enzimlerle Etkilesimleri

Sentezlenen biyomalzemelerin antioksidan enzim aktiviteleri iizerine etkileri
arastirtlmis ve elde edilen deneysel bulgular asagida verilmistir. Nanokompozit
ve/veya kompozitlerin glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon s-
transferaz, glukoz-6 fosfat dehidrogenaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz enzimleri

tizerine etkileri spektrofotometrik olarak kaydedilmistir.

3.2.1 Biyomalzemelerin Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesine Etkileri
Coziicii olarak tetrahidrofuran (THF) ve aseton kullanilarak sentezlenen

biyomalzemelerin  glutatyon peroksidaz enzim aktivitesi iizerine etkileri

spektrofotometrik olarak incelenmis ve elde edilen deneysel veriler sirasiyla Sekil

3.17a ve b’de grafik edilmistir. PMMA/HA nanokompozit ve/veya kompozitlerinin

glutatyon peroksidaz enzim aktivitesine 6dnemli bir etki yapmadigi ancak diizenli

olmayan hafif degisimlerin meydana geldigi Sekil 3.17a ve b’den goriilmektedir.

0,025 -

0,02

0,015 - ]

Absorbans

0,01 4

0,005 -

Kontrol 1 2,5 5 10 20 30 40 50

Biyomalzemedeki kiitlece yiizde HA miktar:

Sekil 3.17a THF ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
biyomalzemelerinin glutatyon peroksidaz enzimi iizerine etkileri
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Sekil 3.17b Aseton ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
biyomalzemelerinin glutatyon peroksidaz enzimi iizerine etkileri

3.2.2 Biyomalzemelerin Glutatyon Rediiktaz Enzim Aktivitesine Etkileri

Coziicii olarak tetrahidrofuran (THF) ve aseton kullanilarak sentezlenen
biyomalzemelerin  glutatyon rediiktaz enzim  aktivitesi lzerine etkileri
spektrofotometrik olarak incelenmis ve elde edilen deneysel veriler sirasiyla Sekil
3.18a ve b’de grafik edilmistir. Sekiller incelendiginde biyomalzemelerdeki HA
miktarina bagli olarak enzim aktivitesindeki degisimlerin diizenlilik arz etmedigi
goriilmektedir.  THF ortaminda sentezlenen nanokompozitlerin ve kontroliin
absorbans degerlerinde 6nemli bir degisim s6z konusu degil iken aseton ortaminda
sentezlenen nanokompozit ve/veya kompozitlerin igerisindeki artan HA miktar ile

enzimin absorbans degerinde genel olarak bir artis s6z konusudur.
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Sekil 3.18a THF ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
biyomalzemelerinin glutatyon rediiktaz enzimi tizerine etkileri
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Biyomalzemedeki kiitlece yiizde HA miktar:

Sekil 3.18b Ascton ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
biyomalzemelerinin glutatyon rediiktaz enzimi {lizerine etkileri
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3.2.3 Biyomalzemelerin Glutatyon S-Transferaz Enzim Aktivitesine Etkileri

Coziicii olarak tetrahidrofuran (THF) ve aseton kullanilarak sentezlenen
biyomalzemelerin  glutatyon s-transferaz enzim aktivitesi iizerine etkileri
spektrofotometrik olarak incelenmis ve elde edilen deneysel veriler sirasiyla Sekil
3.19a ve b’de grafik edilmistir. Sekiller incelendiginde biyomalzemelerdeki HA
miktarina bagli enzim aktivitesindeki degisimlerin, aseton kullanilarak sentezlenmis

olanlarda birbirine daha yakin oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.19a THF ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
biyomalzemelerinin glutatyon s-transferaz enzimi lizerine etkileri

56



0,25 -

0.2 -
L 015 -
=
[}
-]
i
S
=)
< 01

0,05 -

0 T T T T T
Kontol 1 25 5 10 20 30 40 50

BiyomalzemedeKki kiitlece yiizde HA miktar1

Sekil 3.19b Aseton ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
biyomalzemelerinin glutatyon s-transferaz enzimi lizerine etkileri

3.2.4 Biyomalzemelerin Glukoz-6 fosfat Dehidrogenaz Enzim Aktivitesine

Etkileri

Coziicii olarak tetrahidrofuran (THF) ve aseton kullanilarak sentezlenen
biyomalzemelerin glukoz-6 fosfat dehidrogenaz enzim aktivitesi iizerine etkileri
spektrofotometrik olarak incelenmis ve elde edilen deneysel veriler sirasiyla Sekil
3.20a ve b’de grafik edilmistir. Sekiller incelendiginde biyomalzemelerdeki HA
miktarina bagli enzim aktivitesindeki degisimlerin, THF ve aseton kullanilarak
sentezlenmis farkli biyomalzemelerle test edilen enzim aktivitesi lizerine etkileri

birbirine yakindir..
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Sekil 3.20a THF ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
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Sekil 3.20b Aseton ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
biyomalzemelerinin glukoz-6 fosfat dehidrogenaz enzimi {izerine etkileri
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3.2.5 Biyomalzemelerin Katalaz Enzim Aktivitesine Etkileri

Coziicii olarak tetrahidrofuran (THF) ve aseton kullanilarak sentezlenen
biyomalzemelerin katalaz enzim aktivitesi lizerine etkileri spektrofotometrik olarak
incelenmis ve elde edilen deneysel veriler sirasiyla Sekil 3.21a ve b’de grafik
edilmistir. Sekiller incelendiginde biyomalzemelerdeki HA miktarina bagli enzim

aktivitesindeki degisimlerin, THF kullanilarak sentezlenenlerde birbirine daha yakin

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.21a THF ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
biyomalzemelerinin katalaz enzimi iizerine etkileri
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Sekil 3.21b Aseton ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
biyomalzemelerinin katalaz enzimi iizerine etkileri

3.2.6 Biyomalzemelerin Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesine Etkileri

Coziicii olarak tetrahidrofuran (THF) ve aseton kullanilarak sentezlenen
biyomalzemelerin katalaz enzim aktivitesi lizerine etkileri spektrofotometrik olarak
incelenmis ve elde edilen deneysel veriler sirasiyla Sekil 3.22a ve b’de grafik
edilmistir. Sekiller incelendiginde biyomalzemelerdeki HA miktarina bagli enzim

aktivitesindeki farklarin, aseton kullanilarak sentezlenenlerde daha fazla oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 3.22b Aseton ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
biyomalzemelerinin siiperoksit dismutaz enzimi iizerine etkileri
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3.3 Homouyumluluk Testi

Sekil 3.23a’da THF kullanilip sentezlenen PMMA/HA nanokompozit ve/veya
kompozitlerinin kan1 hemoliz etme yiizdesine ait grafik ve Sekil 3.23b’de aseton
kullanilarak sentezlenen PMMA/HA nanokompozit ve/veya kompozitlerinin kani
hemoliz etme yiizdesine ait grafik verilmektedir. Igerisinde %10 oranina kadar HA
bulunan PMMA/HA nanokompozit ve/veya kompozitlerinin %10 oranindan fazla

olanlara gore daha homouyumlu oldugu goriilmektedir.
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Biyomalzemedeki kiitlece yiizde HA miktar:

Sekil 3.23a THF ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
biyomalzemelerinin homouyumluluk testi sonuglari
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Sekil 3.23b THF ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
biyomalzemelerinin homouyumluluk testi sonuglari
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4. SONUC VE TARTISMA

Bu bdliimde sentezlenen biyomalzemelerin karakterizasyon sonuclari; bu
malzemelerin glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, glutatyon-s-transferaz,
glukoz-6 fosfat dehidrogenaz, katalaz ve siiperoksit dismutaz antioksidan
enzimleriyle etkilesimleri; ve biyomalzemelerin kandaki hemoliz yiizdelerinin

belirlenmesi i¢in homouyumluluk testlerine ait sonuclar tartigilmaktadir.

4.1 Biyomalzemelerin Karakterizasyonu

Biyomalzemelerin karakterizasyonu XRD, FTIR-ATR ve TG/DTA
cthazlarindan elde edilen desenler, spektrumlar ve termogramlar araciligiyla

gergeklestirilmistir.

4.1.1 Biyomalzemelerin XRD Analizi Sonug¢lar:

Sekil 3.1, hidroksiapatite ait XRD desenini; ve bu desenden elde edilen
veriler de Cizelge 3.1°de gosterilmektedir. Bu desenden hidroksiapatitin 26=31.42,
32.58 ve 33.82%lerinde karakteristik pikleri goriilmektedir. Polimer matrisinde
hidroksiapatitin dispersiyonu bu pikler incelenerek degerlendirilmektedir. Sekil
3.2’de PMMA’ya ait XRD deseni verilmektedir. Bu XRD deseninde PMMA ’nin
20=14.83° ve 26.71° derecelerinde karakteristik pikleri yer almaktadir. Yine bu
desen PMMA’nin yar1 kristalin bir yapiya sahip oldugunu da gostermektedir [89].
Sekil 3.3, farkli ¢oziici ortamlarinda sentezlenen PMMA/HA (%2.5)
nanokompozitlerine ait XRD desenini gostermektedir. Farkli ¢oziiciilerle hazirlanan
bu nanokompozitlere ait XRD desenleri hidroksiapatitin PMMA matrisinde
dagildigint ve c¢oziicii farkinin XRD desenlerinde bir farklilik olusturmadigini
gostermektedir. Bu nedenle nanokompozit sentezinde ¢dziicii, ¢Oziiniirlik
parametreleri goz Oniinde bulundurulduktan sonra XRD desenlerinde farklilik

olmamasi nedeniyle TG analizlerinden termal kararliklar1 degerlendirilerek
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belirlenmistir.  Ayrica polimer matriksine hidroksiapatitin ilavesiyle PMMA nin
yari-kristalin yapist amorf bir yapiya doniismustiir [90]. Sekil 3.4a, THF ortaminda
farklt hidroksiapatit miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA nanokompozitlerinin
XRD desenlerini gostermektedir. Bu desenler incelendiginde nanokompozitlerdeki
artan hidroksiapatit miktariyla HA nin karakteristik pikleri goriilmeye baglamistir.
Bu sonu¢ PMMA matriksi icinde HA’nin bir miktarinin dagildigini bir miktarinin da
dagilmadan kaldigimi gostermektedir. Sekil 3.4b, THF ortaminda farkh
hidroksiapatit miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA kompozitlerinin XRD
desenlerini gostermektedir. Bu desenlerde hidroksiapatitin karakteristik pikleri
goriilmektedir. Ayrica bu kompozitlerde hidroksiapatit miktar1 arttikca kristallik
yiizdesinin azaldig1 goriilmektedir. Sekil 3.5a, aseton ortaminda farkli hidroksiapatit
miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA nanokompozitlerinin XRD desenlerini
gostermektedir. Desenden goriildigl gibi %1 ve %?2.5’luk 6rnekte HA, PMMA
matriksinde 1yi bir sekilde disperse olurken %35’°lik 6rnekte HA’nin bir miktari
dagilmadan kalmistir. Sekil 3.5b, aseton ortaminda farkli hidroksiapatit
miktarlarinda  sentezlenen PMMA/HA  kompozitlerinin  XRD  desenlerini
gostermektedir. Ilave edilen HA miktarinin fazla olmasi nedeniyle bu desenlerde
HA’ya ait karakteristik pikler yer almaktadir. Bu da HA’nin polimer matrisi
icerisinde 1iyi bir sekilde disperse olmadigini ve aglomeratlar olusturdugunu

gostermektedir.
4.1.2 Biyomalzemelerin FTIR-ATR Analizi Sonuclar

Sekil 3.6’da  verilen hidroksiapatite ait FTIR-ATR spektrumlari
incelendiginde 3573 cm™’deki pikin hidroksil (OH") grubuna; 1455 ve 1413 cm’
Plerdeki piklerin CO3; grubuna; ve, 1048, 961 ve 874 cm ™ lerdeki piklerin ise PO4'3
gruplarina ait olduklar1 sdylenebilir [67].

Sekil 1.2°de agik formiilii verilen PMMA’nin Sekil 3.7°deki FTIR-ATR
spektrumlari incelendiginde 2950 cm™ deki pikin alifatik — CH , grubundan; 1722

cm™*deki pikin karbonil grubundan (C =0); ve 1239 ve 987 cm™’deki piklerin de
ester baglarindan dolayr meydana geldikleri ifade edilmektedir. PMMA’ya ait
karakteristik pikler Cizelge 4.1’de 6zetlenmektedir [91].
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Cizelge 4.1 PMMA ’ya ait karakteristik pikler

Fonksiyonel gruplar Pikler (cm™)
C-H, C-(CHj3) 2950

>C=0 1722
-CH3,-CH,,0-CH»- 2990,1434
C(C=0)-0 1239,1387
C-O0 1142

Nanokompozitlere ait FTIR-ATR spektrumlari, PMMA polimer matriksi ile
dolgu maddesi arasindaki etkilesmeler, olusan yeni pikler ve PMMA polimerine ait
piklerin daha diisiik ya da daha yiliksek dalga sayilarina kaymasi hakkinda onemli
bilgiler verir. Sekil 3.9a ve 3.10a, sirasiyla THF ve aseton ortaminda farkli
hidroksiapatit miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA nanokompozitlerinin; ve Sekil
3.9b ve 3.10b sirasiyla THF ve aseton ortamindaki farkli hidroksiapatit miktarlarinda
sentezlenen PMMA/HA kompozitlerinin FTIR-ATR spektrumlarin1 gostermektedir.
Bu spektrumlar incelendiginde hidroksiapatitin  Sekil 3.6’daki FTIR-ATR
spektrumlarinda 3573 cm™’de bulunan hidroksil pikine rastlanmamistir. Ciinkii
hidroksiapatitte bulunan hidroksil gruplari, organik polimerlerle etkilesebilmektedir
[67]. PMMA polimerine ait 2995, 2950, 1722 ve 1434 cm™’deki pikler, Sekil 3.9a
ve 3.10a’daki FTIR-ATR spektrumlarindan goriildiigii gibi nanokompozit
durumunda daha yiiksek ya da diisiik dalga boylarina kaymistir. Bu sonug¢ bize
polimer matrisi ile hidroksiapatitin etkilestigini ve etkilesmenin genelde HA nin—OH
gruplartyla PMMA ’nin karbonil gruplari arasinda meydana geldigini gostermektedir.
Sekil 3.9b ve 3.10b’deki kompozitlere ait FTIR-ATR spektrumlarinda ise PMMA’ya
ait karakteristik piklerin nanokompozitlerdeki gibi ¢ok fazla bir kayma gostermedigi

bulunmustur.

4.1.3 Biyomalzemelerin TG/DTA Analizi Sonuglari

Sekil 3.11a ve b’de TG ve d[TG] termogramlar1 verilen PMMA polimeri 2

basamakta bozunmaktadir. =~ Maksimum kiitle kayiplarinin meydana geldigi
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sicakliklar 292 ve 385.5 °C’dir. Literatiirde yapilan calismalarda PMMA’nin
bozunmasi i¢in ii¢ radikal olusma siirecinin bulundugu belirtilmektedir. Bu ii¢ siire¢

asagida maddeler halinde 6zetlenmektedir.

1. 155-220 °C arasindaki zayif sonlanmalar (bas-bas sonlanmalarinin bozulmasi
ya da ¢oziicii ve/veya MMA monomeri kalintisi) ile radikal olusumu,

2. 230-300 °C arasinda goriilen Kkararsiz zincir uglar1 (terminal baglar,
doymamislik ya da baslatici yapisi) ile radikal olusumu

3. 330 °C iizerinde gergeklesen polimer ana zincirinde yani tekrarlanan birimde

C-C baglarmin rastgele zincir par¢alanmalari ile radikal olugumu.

Radikal olusumu ile birlikte gerceklesen depolimerizasyon PMMA’nin ana
bozunma siirecidir. Yan grup eliminasyonlar1 meydana gelmekte ve polienler
olugmaktadir [92, 93]. Bu calismada kullanilan PMMA satin alindig1 igin iginde
monomer ya da ¢oziicii kalintis1 bulunmasi s6z konusu degildir. Sekil 3.14a ve b’de
TG ve d[TG] termogramlarindan goriildiigii gibi 155-220 °C sicaklik araliginda kiitle
kayb1 yoktur ve dolayistyla 1.siiregteki radikal olusumu ger¢eklesmemistir. 2. ve 3.

stire¢ gercekleserek PMMA bozunmustur.

Sekil 3.12a ve b, farkli ¢6ziicii ortamlarinda sentezlenen PMMA/HA (%?2.5)
nanokompozit orneklerine ait TG ve d[TG] egrilerini gostermektedir. Bu egrilerde
PMMA’dan farkli olarak nanokompozitlerin i¢inde ¢oziicii hapsolmasindan dolay1
yaklagik 100-200 °C sicaklik araliginda ek bir kiitle kaybi meydana gelmektedir.
Cizelge 3.3’ten de goriildigi gibi diger ¢oziciilerle kiyaslandiginda en iyi termal
kararliligt THF ve aseton ortaminda sentezlenen nanokompozitler gostermektedir.
Ayrica asetonun buharlagma sicakligi diisiik oldugundan ¢oziicli matriksi i¢cinde daha
az bulunmaktadir. Sekil 3.13a ve b, THF ortaminda farkli HA miktarlarinda
sentezlenen PMMA/HA nanokompozitlerinin TG ve d[TG] termogramlarini
gostermektedir. Bu termogramlar incelendigi Ty sicakliklarinda bir iyilesme
goriilmezken Ty, sicakliklarinda 6zellikle PMMA/HA (%2.5) nanokompoziti i¢in
bir artis s6zkonusudur. Ayrica rezidii miktar1 da artmistir. Sekil 3.14a ve b, THF
ortaminda farklit HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA kompozitlerinin TG ve

d[TG] termogramlarin1 gostermektedir. Bu termogramlar ve bu termogramlardan
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elde edilen verilerin gosterildigi Cizelge 3.3 incelendiginde, ¢esitli sicakliklarda ek
kiitle kayiplarinin meydana geldigi, genel olarak Ty sicakliklarinda bir artigin
meydana geldigi, rezidii miktarlarinin arttig1 ve Ty sicakliginda 23 °C’lik, Tmaxe
sicakliginda 12 °C’lik bir artisin meydana geldigi bulunmustur. Zhao ve arkadaslari
polimerizasyon yontemini kullanarak poliiiretan/hidroksiapatit nanokompozitlerini
sentezlemislerdir. Sentezlenen bu nanokompozitlere ait termogravimetrik analizler
saf poliiliretana kiyasla nanokompozitlerin daha yiiksek termal kararliliga sahip
oldugunu gostermistir.  Zhao ve arkadaslar1 termal kararliliktaki bu artisi
poliiiretandaki ¢capraz bag olusumuna ve poliiiretandaki amit gruplar1 (-NH-CO-0O-)
ile hidroksiapatitteki hidroksil gruplar1 arasinda olusan hidrojen baglaria
atfetmislerdir [94]. Bu calismada FTIR-ATR analizlerinden elde edilen veriler ile
uyumlu olarak termal kararhiliktaki artisin1  hidroksiapatitteki —OH gruplariyla
PMMA’daki karbonil gruplar1 arasinda meydana gelen hidrojen baglarindan dolay1
oldugu sOylenebilir. Sekil 3.15a ve b, aseton ortaminda farkli HA miktarlarinda
sentezlenen PMMA/HA nanokompozitlerinin TG ve d[TG] termogramlarini
gostermektedir.  Bu termogramlar incelendiginde aseton ortaminda PMMA
matriksine hidroksiapatit eklenmesi termal kararlilikta anlamli bir artisa neden
olmamistir. Yalnizca ilk bozunmaya ait Tp,x sicakli@int degistirmistir. Sekil 3.16a
ve b, aseton ortaminda farkli HA miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA
kompozitlerinin TG ve d[TG] termogramlarini gostermektedir. 400 °C’den sonra
kompozitler saf polimerden daha kararli davranmaktadirlar. PMMA polimerine
hidroksiapatit ilavesiyle PMMA’nin bozunma mekanizmas:1 da degismektedir.
Diistik sicakliklarda ¢oziiciiden kaynaklanan ek kiitle kayiplart s6z konusudur.
Ayrica nanokompozit olusumuna gore kompozitler daha yiiksek oranda
hidroksiapatit icerdiklerinden dolay1 rezidii miktarlar1 da oldukga fazladir. Hatta bazi
ornekler i¢in kalan madde miktar1 %20-%30 araliginda oldugundan Tg sicakligi bile
bulunmamaktadir. Ayrica THF ve aseton sistemleri kiyaslandiginda; hidroksiapatitin
PMMA matrisinde THF ortaminda daha iyi disperse oldugu ve THF ortaminda

hazirlanan nanokompozitlerin termal olarak daha kararli olduklar1 sdylenebilir.
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4.2 Biyomalzemelerin Enzimlerle Etkilesimleri

Sekil 3.17a ve b, sirasiyla THF ve aseton ortamlarinda farkli HA
miktarlarinda sentezlenen PMMA/HA nanokompozitlerinin ve/veya kompozitlerinin
glutatyon peroksidaz enzimi iizerine etkilerini gostermektedir. Sekil 3.17a’da THF
ortaminda sentezlenen biyomalzemelerde HA miktarinin artmasiyla absorbansta
diizenli bir artis veya azalis goriilmemistir.  Kontrol Ornegine gore enzimin
aktivitesinde %1, 10, 20 ve 30’luk Orneklerde azalma, %2.5, 5, 40 ve 50’lik
orneklerde ise artis goriilmiistiir. En fazla azalma %30’luk 6rnekte (azalma %37.5),
en fazla artis ise %40°lik 6rnekte (artis %43.75) meydana gelmistir. Bu da enzimin
aktivitesindeki degisimin PMMA/HA nanokompozit ve/veya kompozitlerinin
igerisindeki HA miktarina pek de bagli olmadigimi gostermektedir. Sekil 3.17b’ye
bakildiginda ise aseton kullanilarak sentezlenmis tiim biyomalzemeler glutatyon
peroksidaz enziminin aktivitesini diislirmiistiir. Enzimin absorbansini en fazla
%40’lik O6rnek (azalma %40) disiirmiistiir. Diger Orneklerin aktiviteyi etkileme
oranlar1 birbirine yakindir. Bu sonuglara gore; aseton kullanilarak sentezlenen
PMMA/HA nanokompozit ve/veya kompozitlerinin glutatyon peroksidaz enziminin
aktivitesini inhibe ettigi sdylenebilir. Bu inhibisyonun bir nedeni de nanokompozit

icerisinde hapsedilmis olarak bulunan aseton ¢oziiclisii olabilir.

Sekil 3.18a ve b, sirasiyla THF ve aseton ortaminda farklt HA miktarlarinda
sentezlenen PMMA/HA nanokompozitlerinin ve/veya kompozitlerinin glutatyon
rediiktaz enzimi lizerine etkilerini gostermektedir. THF ortaminda sentezlenen
kompozitlerin igerisinde %10 ve %30 oranlarinda HA bulunan 6rneklerin glutatyon
rediiktaz enziminin aktivitesini arttirdigr (sirastyla %4.35 ve %8.7 oraninda artis)
diger orneklerin ise bu enzimin aktivitesini azalttigi goériilmektedir. Ancak genel
anlamda incelendiginde ise glutatyon rediiktaz enzim iizerine nanokompozit ve/veya
kompozitlerin énemli bir etkisinin olmadigi sdylenebilir. Sekil 3.18b’de verilen
absorbans degerlerine bakildiginda ise aseton ortaminda sentezlenen PMMA/HA
nanokompozitlerinin ve/veya kompozitlerinin glutatyon rediiktaz enzim aktivitesini
arttirdigr goriilmektedir. Enzim aktivitesi lizerinde en fazla artisa %30 (artis %244)
ve %40 (%244)’luk kompozitler sebep olmustur.  Bu sonu¢ PMMA/HA

nanokompozit ve/veya kompozitlerinin glutatyon rediiktaz enzimi i¢in bir aktivator
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olarak hareket ettigini gdstermektedir. Enzim degerindeki artisin bir baska degeri ise
nanokompozit icerisinde hapsedilmis olarak bulunan asetonun aktivatdr olarak

hareket etmesi olabilir.

Sekil 3.19a ve b, sirasiyla THF ve aseton ortaminda farklt HA miktarlarinda
sentezlenen PMMA/HA nanokompozitlerinin ve/veya kompozitlerinin glutatyon s-
transferaz enzimi iizerine etkilerini gostermektedir. Genel olarak hem THF hem de
aseton kullanilarak sentezlenen biyomalzemeler glutatyon s-transferaz enziminin

aktivitesini arttirmistir. Ancak bu artisin ¢ok yiiksek olmadigi sdylenebilir.

Sekil 3.20a ve b, sirasiyla THF ve aseton ortaminda farklt HA miktarlarinda
sentezlenen PMMA/HA biyomalzemelerinin glukoz-6 fosfat dehidrogenaz enzimi
tizerine etkilerini gostermektedir.  Aseton ya da THF ortaminda sentezlenen
nanokompozit ve/veya kompozitlerin enzim aktivitesi degisimindeki rolleri birbirine
yakindir. Fakat THF’li biyomalzemelerin enzim aktivitesi lizerine etkisi kontrol
grubu ile karsilastirildiginda hepsi enzim aktivitesini diisiiriirken, asetonlu
biyomalzemelerde ise tam tersi bir durum s6z konusudur. Aseton ortaminda
sentezlenen biyomalzemelerin absorbansinin karsilastirilacagi kontrol Orneginin
absorbans degeri THF’li olandan daha diisiik ¢ikmistir. Bu farkin da kanin farkh

kisilerden alinmasindan kaynaklanabilecegi sdylenebilir.

Sekil 3.21a ve b sirastyla THF ve aseton ortamlarda sentezlenen PMMA/HA
biyomalzemelerinin katalaz enzimi {zerindeki etkilerini gostermektedir. Hem
THF’li hem de asetonlu ortamda sentezlenen nanokompozit ve/veya kompozitlerin
katalaz enziminin absorbans degerini hafif bir sekilde diistirdigii goriilmiistiir. En
fazla diisme THF’li ortamda sentezlenen ve %40 oraninda HA bulunan PMMA/HA
kompozitinde, en az disme de %l oraninda HA bulunan PMMA/HA
nanokompozitinde goriilmistiir. Yine sekiller incelendiginde enzimin absorbans
degerindeki diismenin HA miktari ile orantili olmadig1 goriilmektedir. Bu da enzim
aktivitesindeki diismenin baska nedenlerden dolay1r 6rnegin biyomalzeme igerisinde
hapsedilmis olarak kalan ¢6ziicii molekiillerinden dolayr da olabilecegini akla

getirmektedir.  Yukaridaki sonuglardan katalaz enzimi iizerinde THF’li ortamda
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sentezlenen biyomalzemelerin asetonlu ortamda sentezlenen biyomalzemelerden

daha etkin ve daha fazla inhibe ettigi sonucu ¢ikarilabilir.

Sekil 3.22a ve b’de THF ve aseton ortamlarinda sentezlenen PMMA/HA
biyomalzemelerinin siiperoksit dismutaz enzimi {lizerindeki etkileri gosterilmektedir.
Hem THF hem de aseton ortaminda sentezlenen nanokompozit ve/veya
kompozitlerden bazilar1 enzim aktivitesini arttirmis bazilar1 da diisiirmiistiir. Enzim
aktivitesini en fazla disliren Ornekler aseton kullanilarak sentezlenen %1 ve
%2.5’luk PMMA/HA nanokompozitleridir. THF ortaminda sentezlenenlerde ise en
fazla diisiis %2.5’luk PMMA/HA nanokompozitinde elde edilmistir. Diger taraftan
Sekil 3.22a ve b’de sentezlenen bazi biyonanomalzemelerin siiperoksit dismutaz
enzimi iizerinde aktivatdr rolii iistlendikleri goriilmektedir. Ornegin, THF ortaminda
sentezlenen ve igerisinde %20, 30 ve 40 oraninda HA bulunduran biyomalzemeler
enzimin absorbans degerini arttirmistir. Aseton ortaminda sentezlenen ve igerisinde
%S5 ve %20 oraninda HA bulunan biyomalzemeler de SOD aktivitesini olumlu yonde
etkilemistir.  Bu sonuclar siliperoksit dismutaz enzim aktivitesini etkilemede
nanokompozit ve/veya kompozit malzemedeki HA miktarinin ¢ok énemli olmadigini

gostermektedir.

Cizelge 4.2, farkli ortamlarda sentezlenen biyonanomalzemelerin antioksidan
enzim aktiviteleri izerine olumlu veya olumsuz etkilerini gostermektedir. Cizelgeden
goriildiigli gibi biyomalzemelerin enzim aktivitelerine etkileri i¢in her zaman gecerli

olan bir kural vermek dogru degildir.

4.3 Homouyumluluk Testi

Daha once materyal metot kisminda belirtildigi gibi hemoliz yiizdesi
%10’dan daha az ise sentezlenen nanokompozitlerin biyouyumlu; hemoliz yiizdesi
%35’den az ise olduk¢a homouyumlu olarak kabul edilecegi belirtilmisti. Sekil 3.23a
ve b incelendiginde hem THF ve hem de aseton ortaminda sentezlenen
nanokompozitlerin hemoliz yiizdelerinin %5’den daha az oldugu goériilmektedir. Bu
da bu nanokompozitlerin olduk¢a homouyumlu oldugu anlamina gelmektedir. Yine

Sekil 3.23a ve b’deki sonuglar kiyaslandiginda asetonlu ortamda sentezlenen
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biyomalzemelerin, THF’li ortamda sentezlenen biyomalzemelerden daha

homouyumlu oldugu sdylenebilir.

4.4 Sonuclar

PMMA ve hidroksiapatit kullanilarak ¢ozelti ortaminda etkilestirme yontemine goére
sentezlenmis biyomalzemeler XRD, FTIR-ATR ve DTA/TG cihazlariyla karakterize
edildikten sonra in vitro biyouyumluluklar1 ve bazi antioksidan enzimler {izerine

etkileri arastirilmis ve asagidaki sonuglar elde edilmistir:

1. XRD analizlerinden %]10’un altindaki HA konsantrasyonlarinda sentezlenen
PMMA/HA biyomalzemelerinde HA’nin PMMA matriksinde homojen
olarak dagildigi,

2. FTIR-ATR analizleri hidroksiapatitteki —OH gruplartyla PMMA’daki
karbonil gruplari arasinda etkilesimlerin meydana geldigi,

3. Termal kararliliktaki artisin FTIR-ATR analizlerinden elde edilen veriler ile
uyumlu oldugu,

4. THF ortaminda hazirlanan  biyomalzemelerin  aseton  ortaminda
sentezlenenlerden termal olarak daha kararli olduklari,

5. Hemoliz ylizdesinin %5’den daha kiicik oldugu ve sentezlenen
biyomalzemelerin olduk¢a homouyumlu olduklari,

6. Sentezlenen biyomalzemelerin antioksidan enzimler iizerinde 6nemli bir

olumsuz etkiye sahip olmadiklar1 bulundu.
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