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OZET

PMMA/NANOHIDROKSIAPATIT NANOKOMPOZITLERININ
SITOTOKSIK ETKILERININ VE HEMOUYUMLULUGUNUN
ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZI
BEGUMHAN YILMAZ
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. SERAP DOGAN)
BALIKESIR, HAZIRAN - 2015

Poli(metil metakrilat) (PMMA) discilikte ve ortopedik uygulamalarda 50
yildan fazla siiredir kullanilan ve son yillarda doku iskelesi olarak tasarlanan
biyouyumlu bir polimerdir. Nanohidroksiapatit ise ¢ok iyi bilinen biyouyumlu
inorganik bir bilesiktir ve kimyasal yapis1 kemik ile ¢ok benzerdir. Bu ¢aligmada,
farki molekiiler agirliktaki PMMA (120000, 350000 ve 996000 g/mol) polimerleri
ile farkli konsantrasyonlarda hidroksiapatit (%1, 2.5 ve 5) nanopartikiilleri
kullanilarak PMMA/Nanohidroksiapatit nanokompozit filmleri sentezlenmistir.
Nanokompozitlerin karakterizasyonu asamasinda XRD, ATR-FTIR ve SEM
analizleri yapilmistir. XRD ve SEM analizlerinde, nanopartikiillerin matriks ile
etkilesim igerisinde oldugu ve homojen bir dagilim sergiledigi belirlenmistir. ATR-
FTIR spektrumlarindaki degisimler nanokompozitlerin polimer ve dolgu
malzemesinden farkli oldugunu gostermistir. Saf polimer ve nanokompozitlerin
biyouyumluluk  ve  hemouyumluluk analizleri  mikroplaka  okuyuculu
spektrofotometre kullanilarak yapilmistir. Insan kani kullamlarak yapilan
hemouyumluluk testinde sentezlenen PMMA/Nanohidroksiapatit
nanokompozitlerinin olduk¢a hemouyumlu ve biyouyumlu oldugu goézlenmistir.
Saf polimer ve nanokompozitlerin insan lenfositleri tizerindeki sitotoksik etkileri
ise asit fosfataz testleri ve tripan mavisi testini gergeklestiren canli hiicre
goriintiileme sistemi (JuLI) ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore bu

calismada kullanilan hi¢gbir nanokompozit sitotoksik etki gdstermemistir.

ANAHTAR KELIMELER: Nanokompozitler, PMMA, nanohidroksiapatit,
sitotoksiste, hemouyumluluk, biyouyumluluk.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CYTOTOXIC EFFECTS AND
HEMOCOMPATIBILITY OF PMMA/NANOHYDROXYAPATITE
NANOCOMPOSITES
MSC THESIS
BEGUMHAN YILMAZ
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. SERAP DOGAN )

BALIKESIR, JUNE 2015

Poly(methyl methacrylate) (PMMA) is a polymer that has been used in
dentistry and orthopedic applications for more than 50 years and it has been
designed as tissue scaffolds recently. On the other hand, nanohydroxyapatite is a
well known biocompatible particle and its chemical nature is similar to the bone. In
this study, PMMA polymers with different molecular weights (120000, 350000 and
996000 g/mol) and nanohydroxyapatite fillers with different concentrations (1, 2.5
and 5%) were used to produce PMMA/Nanohydroxyapatite nanocomposite films.
XRD, ATR-FTIR and SEM analyses were performed in order to characterize the
nanocomposites. XRD and SEM analyses showed that there is an interaction
between the matrix and nanoparticles with a homogeneous dispersion. The changes
in the spectrum of ATR-FTIR prove that the nanocomposites differ from the
polymers and filler materials. Biocompatibility and hemocompatibility tests of
polymers and nanocomposites were performed using  microplate
spectrophotometer. According to the hemocompatibility tests of human blood, it
was investigated that all of the PMMA/Nanohydroxyapatite nanocomposites are
highly hemocompatible and biocompatible. The cytotoxic effects of the polymers
and nanocomposites on human lymphocytes have been determined by acid
phosphatase assay and tryphan blue exclusion method performed by live cell
imaging system (JuLl). Based on the results, none of the nanocomposites used in

this study showed a cytotoxic effect.

KEYWORDS: Nanocomposites, PMMA, nanohydroxyapatite, cytotoxicity,
hemocompatibility, biocompatibility.
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1. GIRIS

Teknolojinin ilerlemesiyle birlikte endiistri, medikal ve ortopedi gibi alanlarda
kullanilmak iizere oldukca fazla malzeme iretilmektedir. Ancak bu malzemelerin
insan saghig acgisindan zararli olmamasi gerekmektedir. Ozellikle ortopedik
uygulamalarda kullanilmak iizere tasarlanan malzemelere olan talep her gecen giin
artmaktadir. Biyomalzemeler tasarlanirken fiziksel, kimyasal ve biyolojik agidan

uyumlu olmasi ve uzun yagam siiresine uygun olmasi gerekmektedir.

1.1  Biyomalzemeler

Biyomalzeme; bir dokunun, organin ya da organizmanin fonksiyonunun analiz
edilmesini, sayica ¢ogalmasini veya kendi yerine kullanilmasini saglamak amaciyla
biyolojik sistemle etkilesim haline getirilen malzemeler olarak tanimlanmaktadir [1].
Giintimiizde birgok biyomalzeme kalp yetmezligi, ateroskleroz sebepli hastaliklar, aort
anevrizmasi, igitme kayiplar1 ve katarakt gibi hastaliklarin tedavisi amaciyla insan
viicuduna yerlestirilmektedir. Ayrica kemik, kas, deri ve gogiis dokularinda travma
sonras1 veya kozmetik amagli doku yenilemesi uygulamalarinda kullanilmaktadirlar.
Biyomalzemeler organ ve dokularin yerine gegmesi amaciyla dizayn edilmis olan ayni
zamanda da dokulara, bagsi, eklemsi ve kemiksi yapilara destek olmasi amaciyla
tiretilen protezler ve implantlarin temel bilesenlerini olusturmaktadirlar [2].
Biyomalzemeler doku miihendisligi ve organ yenilenmesi uygulamalarinda mekanik
ve yapisal destek saglamak amaciyla iskele olarak da kullanilmaktadirlar. Bu
biyomalzemeler hedef dokunun cinsine bagli olarak (6rnegin, kemik, kikirdak veya
yumusak doku) spesifik mekanik oOzellikler ve bozulma hizi gibi ihtiyaglar

saglayabilmek i¢in doku miihendisligi iskelesi olarak iiretilmektedir [3].

Biyomalzemeler metaller ve metal alasimlari, polimerler, seramikler ve

kompozitler olmak iizere 4 farkli sinif altinda toplanirlar.



1.1.1 Metalik Biyomalzemeler

Metaller kolay sterilizasyonlari, miikemmel elektriksel ve termal iletkenlikleri
sebebiyle biyomalzeme olarak kullanilmaktadirlar. Metaller ve metal alasimlari kalga
ve diz implantlar olarak sert dokunun yerini almasi amaciyla, kemik plaka ve vidasi
olarak catlak onariminda, omurga diizeltici cihazlarda ve dis implantlarinda
mitkemmel mekanik o6zelliklerine ve korozyon direncine sahip olmasi sebebiyle
kullanilmaktadirlar. Ayrica, baz1 metal alasimlar stentler, kateter kablolari, ortodontik
ark telleri ve isitme cihazi implantlarinda daha aktif gorevlerde, kablo, bant, vida,
zimba, tirnak ve plaka seklindeki metal implantlar kemik catlaklarinda gegici olarak
kullanilmaktadirlar. Kemigin yerine gegmesi amaciyla tiretilen kalici metal implantlar
da bulunmaktadir. Bu metal ve alasimlardan bazilari aliminyum, indium, kalay,
titanyum, zirkonyum, krom, molibden, tantal, demir-nikel-krom, aliminyum-
vanadyum-titanyum ve titanyum-molibden-palladyum’dur. Bu materyaller kalga
kemigi ve eklem yenileme uygulamalarinda implantlarin viicutta kalici olmasini
saglamak amaciyla gerekmektedir. Kalic1 olarak kullanilan implantlar gegici olarak
kullanilan implantlardan farkli olarak bazi ciddi sorunlara sebep olabilmektedir. Bu
problemlerden bazilari1 implant materyallerinin biyouyumlulugu ile ilgilidir (implantin
uygulandig1 dokuda olusabilecek bir tepki veya implant alanindan uzakta olusabilecek
alerjik bir reaksiyon gibi). Ayrica yiik tasiyan implantlarin viicut sivis1 varliginda
asinmasi, ¢evre dokuda asmmma artiklarinin birikmesi, viicut sivisinin bulundugu
yerlerde korozyon ve slirmenaj (zayiflama) ger¢eklesmesi ve iskelete baglanamama
gibi sorunlar da olusabilmektedir. Gegici tamir amaciyla yerlestirilen ortopedik
implantlar kemikteki hasarli bolge iyilesince c¢ikartilmaktadir. Bu nedenle, gecici
implantlar i¢in biyouyumluluk disinda bahsedilen tiim problemler kisa siirelidir.
Ancak, implantin kendisinden kaynakli veya aginma ya da korozyon kalintis1 sebebiyle
gelisen herhangi bir allerjik reaksiyon gozardi edilmemelidir. Klinik uygulamalarda
kullanilan ve kabul edilebilir derecede biyouyumlu sayilan baslica metaller titanyum

ve alagimlari, vitalyum, aliminyum, kobalt-krom alasimlar1 ve bir¢ok paslanmaz

celiktir [4].



1.1.2 Seramik Biyomalzemeler

Seramik biyomalzemeler, oldukg¢a biyouyumlu, korozyona karsi direngli ve
inerttirler. En ¢ok kullanilan seramik materyaller biyoaktif camlar, cam-seramikler ve
hem seramik hem ¢imento olan kalsiyum fosfatlar olarak siniflandirilmaktadir. Bu
materyaller kemik hasarimi diizeltmek amaciyla dolgu maddesi olarak
kullanilmaktadir. Biyouyumlu o6zellikleri (biyoaktif, biyoinert ve biyobozunur
olmalar1 ) sebebiyle tercih edilen biyomalzemelerdendir. Ancak ¢ok ciddi kirilganlik
ve gii¢siizliik gibi dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Hidroksiapatit (Caio(PO4)s(OH)z),
B-trikalsiyum fosfat (B-TCP, Cas(POas)2), tiirevleri ve kombinasyonlart en ¢ok
kullanilan seramiklerdir. Sentezlenme tekniklerine bagli olarak bu materyaller farkli

fiziksel ve kimyasal 6zellikler gostermektedir [5, 6].

1.1.2.1 Hidroksiapatit

Genel adi hidroksiapatit (HAp) olan kalsiyum hidroksiapatitin inorganik
kimyadaki tanimi kalsiyum fosfat florid hidroksi klorid [Caio (POa)s (F, OH, Cl)2] dir.
Icerigindeki kalsiyum-fosfor oram sebebiyle hidroksiapatit, kemigin dogal yapisina
cok benzemektedir. Sentetik olarak bulunan hidroksiapatit kemige uygulandiginda
dokuyla oldukg¢a kuvvetli bir sekilde birlesir. Bu davramisi da hidroksiapatitin
osteokondiiktif ozellikte oldugunu gostermektedir. Bu Ozellikleri sebebiyle
hidroksiapatit kemik ¢imentosuna destek olmasi amaciyla ortopedik implantlarda

dolgu maddesi olarak kullanilmaktadir [7, 8].

1.1.3 Polimerik Biyomalzemeler

Polimerler, ¢cok sayida monomerin kovalent baglarla birbirlerine baglanarak

olusturdugu molekiillerdir [9].



Polimerik biyomalzemeler biyouyumlu, esnek ve kolay fabrikasyon gibi
avantajlara sahiptirler. Bu 6zelliklerinden dolay:1 kullanim alanlar1 oldukga fazladir.
Polimerler kardiyovaskiiler cihazlar, yumusak dokunun yerine kullanilan ve
cogalmasini saglayan uygulamalar igin tercih edilen materyallerdendir. ilag¢ salinim
sistemleri, tam1 destek malzemeleri ve tamir edici materyaller olarak da
kullanilmaktadirlar. Giiniimiizdeki kullanim alanlar1 arasinda kalp damarlari, yapay
kalpler, damar pargalari, gogiis protezleri, kontak ve goz ici lensleri, kalp cerrahisinde
kullanilan yapay akciger cihazinin baglantilari, diyaliz ve plazmaferez sistemleri, tibbi
cihaz  kaplamalart  bulunmaktadir. Polimeri olusturan  makromolekiillerin

kompozisyonu, yapisi ve organizasyonu polimerlerin 6zelliklerini belirlemektedir [6].

En ¢ok kullanilan polimerik biyomalzemeler silikon, polimetilmetakrilat,
poliesterler, naylon, polietilen, polipropilen, siyanoakrilatlar ve politetrafloroetilendir
[10].

1.1.3.1 Poli (Metil Metakrilat)

Poli (metil metakrilat), PMMA, akrilik polimer ailesinin bir liyesidir. Yapisal
olarak camdan daha transparan ve daha az kirilgandir. Hafiftir ve sekil almasi kolaydir.
PMMA arabalarda, ugaklarda, mobilya sektoriinde ve kontak lensler, dis ve hastane
inkiibatorleri gibi medikal uygulamalarda kullanilmaktadir. Cerrahi uygulamalarda
PMMA kendiliginden polimerlesebilme 06zelligi olan kemik ¢imentosu olarak
lyilestirme amaciyla ve kemik vidasi, mili gibi ortopedik cihazlarda kullanilmaktadir.
PMMA’nin en bilyiik avantaji hasar bolgesinin geometrisi ne olursa olsun kolayca
uyum saglamasidir. PMMA ’nin dezavantaj1 ise kemige baglandig1 yerde olusan zayif
araylzdiir. Arastirmacilar bu zayif arayiiziin protezlerin implantasyondan sonra hasar
gormesine sebep oldugunu belirtmiglerdir. Bu nedenle biyoaktif faz takviyesi
yapilarak bu dezavantajlar ortadan kaldirilirken PMMA’ya mekanik biitiinliik de
kazandirilmaktadir [11, 12].



CHj,

Sekil 1.1: PMMA'nin molekiiler yapisi.

1.1.4 Kompozit Biyomalzemeler

Kompozit iki veya daha c¢ok maddenin herbirinin en iyi o6zelliginden
faydalanabilmek amaciyla karistirilmasi sonucu elde edilen materyaldir. Kompozit
belirli bir arayiiz ile ayrilmis iki veya daha ¢ok metalden, polimerden veya seramikten
meydana gelebilmektedir. Kompozit materyalleri uzun zamandir {istlin mekanik
ozellikleri sayesinde yenilik¢i teknoloji uygulamalarinda kullanilmaktadir. Kemik,
tendon, deri, ligament, dis ve benzeri yapilar insan viicudunda bulunan dogal
kompozitlerdir. Yapisal bilesenlerinin miktar1, dagilimlari, morfolojileri ve 6zellikleri
doku veya organlarin davranisini belirlemektedir. Dokularin mekanik 6zellikleriyle
biitiinlesmek ve hasarli dokularin fonksiyonlarini geri getirebilmek i¢in dokular taklit
edebilen protezleri liretmek amaciyla bazi sentetik kompozitler kullaniimaktadir.
Kompozitler genellikle metal, seramik ve polimer gibi matriks bilesenlerine gore
siniflandirilmaktadirlar. Bunun yaninda, partikiiller, kisa veya uzun fiberler, mikro
dolgu maddeleri, nano dolgu maddeleri gibi destek maddelerine gore de
siiflandirilabilmektedirler. Kompozitlerin mekanik 6zelliklerini ve biyolojik
fonksiyonlarini gelistirmek, bazi 6zel molekiilleri tagiyabilmesini saglamak amaciyla
doku miihendisligi alaninda birgok arastirmaci cesitli matriks ve destek bilesenlerini
denemislerdir. Biyouyumlu polimerler, doku miihendisliginde seramik dolgu
maddeleriyle olusturulan kompozitlerde en ¢ok kullanilan matriks materyalleridir.
Seramiklerin genellikle sert ve kirilgan materyaller olmasinin yaninda, polimerler
esnektirler ve mekanik kuvvetleri zayiftir. Kompozitler bu iki materyalin 6zelliklerini

medikal uygulamalar igin birlestirmektedir [6].
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1.1.4.1 Nanokompozitler

Nanokompozit, igerigindeki maddelerden herhangi birinin en az bir boyutu
nano diizeyde ( 10° m ) olan kompozit materyaldir [13]. Mikropartikiillerden
nanopartikiillere gecis fiziksel 6zelliklerde onemli degisikliklere sebep olmaktadir
[14]. Nanokompozitlerin kompozitlere gore ¢ok daha iistiin olmalarinin sebebi matriks
ile dolgu malzemelerinin birbirlerine temas ettikleri noktadaki ara yiizey alanlarinin

kompozitlerden ¢ok daha fazla olmasidir [15].

Nanokompozitler geleneksel kompozitlerde bulunmayan o6zelliklerin bir
kombinasyonu olmalar1 ve dizayn olarak essiz olmalar1 sebebiyle 21. yiizyilin
materyali olarak kabul edilmektedirler. Boyutlar1 nanometre seviyesinde oldugu igin
araylizlerinde olusan etkilesimler oldukca gelismistir, bu da materyal 6zellliklerinin
saglanmast i¢in Onemlidir. Nanokompozitlerin gelistirilmis 6zellikleri, kati atik
miktarinin azalmast ve gelismis {iretim kapasitesi gibi (6zellikle paketleme

uygulamalarinda) birgok yarar1 vardir [16].

Nanokompozitler dolgu maddesi ve matriks bilesenlerine gore alti sinifa
ayrilmaktadirlar. Bunlar metal/metal, metal/seramik, seramik/seramik,
inorganik/polimer, polimer/polimer ve polimer/seramik nanokompozitlerdir. Bu
gruplar igerisinde polimerik nanokompozitler ¢ok genis uygulama sahasi bulmaktadir
[17].

1.2 Biyouyumluluk

Biyouyumluluk, belirli bir materyalin gérevini yerine getirirken uygulandigi
yerden uygun bir tepki almasidir. Doku uyumlulugu ve kan uyumlulugu test
materyalinin  biyouyumlulugunu gosterir. Kana uyumlu materyallerin  kanda
pihtilasmaya, hiicre igeriginde tahribe, plazma proteinlerinde ve enzimlerinde
degisime sebep olmamasi beklenmektedir. Dokuya uyumlu biyomalzemelerin ise
bagisiklik sistemi tarafindan istenmeyen bir tepkiye, inflamasyona, mutasyona,

kansere ve toksik reaksiyonlara sebep olmamasi gerekmektedir [18].



Fizikokimyasal ve yapisal oOzellikleri degistirilerek boyutlar1 kiiciiltiilen
nanomateryallerin toksikolojik sonuglar dogurabilecegi bilinmektedir.
Nanomateryallerin biyolojik etkileri ve nanopartikiillerin biyokinetikleri boyutlarina,
kimyasal bilesimlerine, ylizey yapisina, ¢oziintirliiklerine, sekillerine ve bir araya
gelmelerine baglidir. Bu faktorler hiicre kabuliinii, protein baglanmasini, giristen hedef
dokuya kadar tasinimi ve dokuda olusabilecek muhtemel hasari belirlemektedir.
Nanomateryallerin potansiyel giris rotasi sindirim sistemi, deri, akciger ve tani ya da
tedavi amagh sistemik alimdir. Nanomateryellerin sebep oldugu biyolojik etkiler
hiicrelerle, viicut sivilariyla ve proteinlerle olan etkilesimlerine ve viicut igerisinde

dagilabilmelerine baglidir [19].

Biyolojik ortam hi¢bir materyali tamamen kabul etmemektedir. Bu nedenle,
biyolojik performansi optimize edebilmek igin biyomalzeme segerken negatif
biyolojik tepkileri azaltan, ayn1 zamanda da yeterli fonksiyonu yerine getirebilen

implantlar se¢ilmelidir [20].

1.2.1 Hiicre Kiiltiiri ve Sitotoksisite

Hiicre kiiltliri yasanabilir ve uygun yapay bir ortamda c¢ogalmalar icin
hiicrelerin dokudan izole edilmesi olarak tanimlanmaktadir. Hiicreler dokudan direk
izole edilebilmektedir ve enzimatik veya mekanik yollarla ayristirilabilmektedir.
Bunun yaninda, daha 6nceden izole edilmis bir hiicre hattindan veya soyundan elde
edilebilir. Hiicre kiiltiirli, hiicrelerin standart fizyolojisini ve biyokimyasinm
anlayabilmek; ilaglarin ve toksik maddelerin hiicreler {izerindeki etkilerini, mutajenez
ve karsinojenezi anlayabilmek; ilag¢ izleme ve gelistirme caligmalarinda kullanilmak

icin uygun model sistemleri saglamaktadir [21].

Hiicre kiiltiirii, hiicrenin temel fonksiyonlarini (tiim hiicreler i¢in ayni olan
olaylar) veya ozellesmis hiicre fonksiyonlarini esas alarak toksisite tayini igin
kullanilabilmektedir. Test edilen maddenin biyolojik aktivitesinin belirlenmesini
hedefleyen genel toksisite testleri fibroblastlar, HeLa hiicreleri ve karaciger kanseri

hiicreleri gibi bir¢ok hiicre tipi i¢in kullanilabilmektedir [22].



In vitro sitotoksite testleri test edilen maddenin kiiltiire edilmis hiicreler igin
toksik olup olmadigini genellikle belirlenen inkiibasyon periyodundan sonra yasayan
hiicre sayisinin belirlenmesi ile 6l¢mektedir. Amaglanan yaklasim, in vivo toksisitenin
belirlenmesinde alternatif olarak kullanilan bir marker1 dlgerek yasayan hiicreyi
negatif kontrole gore kiyaslayan, kullanisli ve az masrafli bir metod olusturmaktir.
Kiiltiirde bulunan yagayan hiicre sayisinin tahmin metotlar1 genellikle bir metabolik
aktivitenin belirtecinin 6l¢iilmesine dayanmaktadir. Canli hiicrelerin bazi1 kimyasallari
kolaylikla 6l¢iilebilen baska formlara doniistiirebilme 6zelliklerine bagl olarak birgok

metod gelistirilmistir [23] .

1.2.1.1 Asit Fosfataz Testi

Asit fosfataz testi p-nitrofenil fosfatin yasayan hiicre igerisindeki asit fosfataz
enzimleri tarafindan p-nitrofenol’e hidrolizini temel almaktadir. Yapilan ¢alismalara
gore tiim hiicre tipleri i¢in p-nitrofenol’tin 405 nm’deki absorbansi yasayan hiicre

sayisi ile dogru orantilidir (10% - 10° hiicre araliginda) [24].

PAMNS
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p-nitrophenyl phosphate (pNPP) on p-nitrophenol

o7 No
p-nitrophenolate

Sekil 1.2: Asit fosfataz enziminin reaksiyon semas1 [25].



1.2.1.2 Tripan Mauvisi Testi ve JuLl

JuLl, standart tripan mavisi testini ve yar1 otomatik odaklanma teknolojisini
hiicre sayimi i¢in kullanabilen bir cihazdir [26]. Tripan mavisi metodu bir siispansiyon
igerisinde bulunan yasayan hiicre sayisini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir. Bu
test Ol hiicrelerin membran yapisinin bozulmasi sonucu boyayi i¢ine almasi, yagayan
hiicrelerin ise i¢ine almamasi prensibine dayanmaktadir. Testin sonucunda canli

hiicreler seffaf gozlenirken, 6li hiicrelerde mavi sitoplazma gézlenmektedir [27].

1.2.2 Hemouyumluluk

Kan, plazma ve hiicreleri igeren kompleks bir dokudur. Kan plazmast % 0.9
sodyum Klorid igeren izotonik bir ¢ozeltidir. Kanda en fazla bulunan hiicreler
eritrositlerdir. Her bir pL’de dort milyon eritrosit hiicresi bulunmaktadir (Toplam
kanin % 40’11 olusturmaktadir). Eritrositler oldukca saglam hiicrelerdir ancak
osmotik basing ve mekanik cihazlara maruz kalmalar1 sonucu hasara ve hemolize

ugrayabilirler [28].

Hemoliz, kirmiz1 kan hiicrelerinin pargalanarak igerdikleri hemoglobinin ve
diger maddelerin plazmaya salinmasidir. Normal sartlarda renksiz olan plazmanin
pembe-kirmizi renk almasi hemolizin gergeklestiginin bir gostergesidir [29].
Hemouyumluluk testinin amaci bir biyomalzemenin kanla temas etmesi sonucunda
kanda hemolizin olusup olusmayacagini belirlemektir. Bu test plazmaya salinan

hemoglobinin spektrofotometrik olarak 6l¢iilmesini esas alir [30].

1.3  Literatiir Ozeti

Poplawski, T. ve arkadaslari PMMA’nin hidrofobik ozelliklerinin ve
fizikokimyasal direncinin arttirilmasi i¢cin modifiye edilmis bir madde olan glisidil
metakrilatlariyla yaptiklar1 ¢alismada, en fazla 5 mM konsantrasyonda olmak iizere

gilisidil metakrilatlarinin lenfosit yasamliliginda konsantrasyona bagli %80 oraninda
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(maximum) azalmaya sebep oldugunu bulmuslardir. Alkalin ve ndtral komet
deneylerinin sonucunda ise lenfositlerde konsantrasyona bagli bir DNA hasari
gozlemlemislerdir [31]. Tihan ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada PMMA/
Hidroksiapatit kompozitleri lizerinde in vitro olarak biiyiittiikleri dis eti hiicrelerinin
fenotipinde herhangi bir degisme olmadigini bulmuslardir. Yaptiklar testlere gore
hidroksiapatit eklemenin (%5) hiicre yasamliliginda artisa sebep oldugunu tespit
etmislerdir. Ancak, hidroksiapatit konsantrasyonunun fazla olmasinin da (%10) hiicre
yasamliliginda azalmaya sebep oldugunu da belirtmislerdir [32]. Magnezyum oksit,
hidroksiapatit, kitosan, baryum siilfat ve silikon gibi degisik dolgu maddelerinin
PMMA’ya eklenmesinin etkilerinin karsilastirildig1 bir baska ¢alismada, PMMA ve
hidroksiapatit birarada kullanildiginda 6rnek {izerinde goriilen hiicre yogunlugunun
tek bagina PMMA igeren Ornege gore onemli derecede fazla oldugu belirlenmistir.
Yani, hidroksiapatit eklendikten sonra, PMMA iizerindeki hiicre yasamliliginda higbir
negatif etki goriilmemistir [33]. PMMA, PMMA/MMA ve
PMMA/MMA/Hidroksiapatit materyalinin sitotoksik etkileri karsilastirildiginda
arastirmacilar tek basgina PMMA’nin en ¢ok sitotoksik etki gosterdigini, en diisiik
sitotoksisitenin  de PMMA/MMA/Hidroksiapatit materyalinde  goriildigiini
bulmuslardir [34]. ltokawa ve arkadaslari, Hidroksiapatit/PMMA kompozitinin
kranioplasti (daha once bir ameliyat veya travma sonrasinda kaybolan kafa kemigi
yerinin tamir edilmesi iglemi) amaciyla uygulanmasimni in vivo olarak kopekler
tizerinde test etmislerdir. Kompozitin implantindan sonra, 6 haftada bag dokunun
belirgin hale geldigini ve 12-24 haftada yeni kemik dokusunun olustugunu
gozlemislerdir. Bir y1l sonunda hidroksiapatit/PMMA eklenen kisimda olusan yeni
kemigin kendi kendine olusan diger kemiklere baglandigi gozlenmistir. Boylece
PMMA eklemenin hidroksiapatitin kemik dokuya baglanabilme Ozelliginden hig
birsey kaybettirmedigi sonucuna varilmistir. Bu da HidroksiapatittPMMA
kompozitinin kranioplasti uygulamasinda kullanilabilecek 1yi bir aday oldugunu
gostermektedir [35]. Rao ve arkadaslarinin c¢alismasinda ise Oncelikle
Hidroksiapatit/PMMA kompozitleri tiretilmistir. Daha sonra, hidroksiapatit P(IMMA -
co-MPS) ile yiizey modifikasyonu uygulanmistir. Boylece PMMA temelli kemik
¢imentolarinin mekanik 6zellikleri biiyiik 6l¢tide gelistirilmistir. Sitotoksisite testleri
sonucunda modifiye hidroksiapatit ile (maximum %20 oraninda olmak iizere) yapilan
kompozitler ile muamele edilen fare embriyo fibroblast hiicrelerinin (BALB 3T3)

canlilik oraninin % 85’ten fazla oldugu gortilmistiir. Ayn1 kompozitlerin 48 saatlik
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inkiibasyonu sonucundaki hiicrelerin canlilik oraninin ise 24 saatlik inkiibasyona
oranla daha fazla olmasi hiicrelerin kompozitler tizerinde ¢ogalabildigini gostermistir.
Arastirmacilar bu sonuglara dayanarak {retilen modifiye-hidroksiapatittPMMA
kompozitlerinin ¢ok diisiik toksisiteye sahip oldugunu ve gelecekte ortopedik
uygulamalarda kullanilabilecegini rapor etmislerdir [36]. Turkez ve arkadaslari, bazi
nanopargcaciklarin sitotoksite, genotoksisite ve oksidatif stres etkilerini arastirmiglardir
ve hidroksiapatit nanoparcaciklarinin artan konsantrasyonlarmin (150, 300, 500 ve
1000 ppm) hiicre yasamliligin1 azalttigini, oksidatif stresi arttirdigini (300, 500 ve
1000 ppm i¢in) ve antioksidan kapasitede azalmaya (150, 300, 500 ve 1000 ppm igin)
sebep oldugunu bulmuslardir. Kompozit iirlinlerinde yayilmis halde bulunan veya
caligma ortaminda bulunabilen nanoparcaciklara siklikla maruz kalmanin
nanoparcaciklarin insan viicuduna niifuz edebilme ve aktif metabolizmasi olan
organlara yerlesme ihtimalinin yiiksek olmasi sebebiyle nanomateryallerin
toksisitelerinin  arastirilmasinin  saglik acisindan ¢ok oOnemli oldugunu da
belirtmislerdir [37]. Chow ve arkadaslari, % 5 — 20 araligindaki oranlarda eklenen
poly(laktik asit) tozu ile birlikte trettikleri PMMA/Hidroksiapatit kompozitlerinin
insan dis eti fibroblast hiicrelerinin yasamliligina etkilerini aragtirmiglardir. Yapilan
alamar mavisi testlerinin sonuglarma gére PMMA/ Hidroksiapatit/' PLA
kompozitlerinin fibroblastlarin ¢ogalmasi i¢in uygun ortam oldugu belirtilmistir.
Aragtirmanin  sonucunda artan PLA konsantrasyonuna bagli olarak kompozitler
tizerinde daha fazla fibroblast hiicrelerinin oldugu goriilmiistiir. Bu sonug,
hidroksiapatit ve PLA dolgu maddelerinin fibroblast hiicrelerinin ¢ogalmasini
destekledigini gostermektedir. Konfokal mikroskop goriintiilerine gore de yasayan/6lii
hiicre oranlarina bakildiginda kompozitler lizerine ekilen hiicrelerin yasama oraninin
yeterli oldugu goriilmiistiir. Arastirmacilar bu caligmalariyla
PMMA/Hidroksiapatit/PLA  kompozitlerinin  biyouyumlu oldugu sonucuna
varmiglardir [38].
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14  Amag ve Kapsam

Biyomalzemeler ile temas eden hiicrelerin tepkileri ¢ok farkli olabilmektedir.
Hiicreler bazen biyomalzemeye karsi inflamator olarak tepki gosterirken bazen de
kendi dokusu gibi yanit verebilmektedir. Hiicreler, doku oliimii (toksik materyaller
sebebiyle), bag doku olusumu (sabit materyaller sebebiyle), arayilizeysel kemik
olusumu (biyoaktif materyaller sebebiyle) ya da ¢evreleyen dokunun biyomalzemenin
yerini almasi (biyobozunur materyaller sebebiyle) seklinde dort muhtemel tepki
gosterebilmektedirler [39]. Ortopedik materyal tabanli olan PMMA yaygin bir sekilde
klinik uygulamalarda kullanilmaktadir. Yalniz bazi biyolojik ve mekaniksel 6zellikleri
nedeniyle uygulamalarda 6nemli sinirlamalar getirebilmektedir. Bu nedenle osteojenik
ve mekanik Ozelliklerinin iistiin olmas1 hidroksiapatit ile giliclendirilmis PMMA
polimerlerinin kullanimimi giindeme getirmistir. PMMA/HAp nanokompozitleri
ortopedik uygulamalarda ve dis¢ilikte siklikla kullanilan biyomalzemelerdendir.
Ozellikle discilikte kullanilan biyomalzemeleri olusturan polimerlerin monomer ve
ko-monomerlerinin agiz bosluguna salinabilecegi ve buradan da kan dolasimina

ulasabilecegi bilinmektedir [31].

Bu calismada farkli molekiiler agirliktaki PMMA polimerleriyle farkl
oranlardaki hidroksiapaptit nanopargaciklari kullanilarak sentezlenen
nanokompozitlerin saglikli insanlarin lenfosit hiicrelerinde herhangi bir sitotoksik
etkisinin olup olmadig: farkli testler kullanilarak aragtirilmigtir. Ayni1 zamanda bu

nanokompozitlerin kanda hemolize sebep olup olmadig: da belirlenmistir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Poli (metil metakrilat) Ma:120000 g/mol
Poli (metil metakrilat) Ma:350000 g/mol
Poli (metil metakrilat) Ma:996000 g/mol
Nano hidroksiapatit

RPMI 1640 Besiyeri

Fetal Bovin Serum

Penisilin / Streptomisin
Phytohemoglutinin

Ficoll-Paque PLUS

Tripan Mavisi

Etil Alkol

Asit Fosfataz Deney Kiti

NaOH

NaCl
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2.1.2 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Sogutmali santrifiij
Analitik terazi:

pH metre

Magnetik karistiric

Saf su cihazi
Biyogiivenlik kabini

CO2’ li inkiibator

Etuv

Su banyosu

Canl1 hiicre goriintiileyicisi
(JuLl)

Faz kontrast mikroskobu
Mikropipet seti
Mikroplaka okuyuculu
spektrofotometre

Cift vidali mikro ekstruder
X-ray diffraktometre cihazi
Spektrofotometre
Buzdolabi (+4° C)
Buzdolabi (-20° C)
Otoklav

: Hettich Rotina 380R
: Denver Instrument

: Hanna Instruments

: Heidolph

: Human Power |

: Labconco

: Nuaire

: Memmert

: EIma Sonic

: Nano Entek

: Olympus
: Eppendorf

: Thermo Scientific

: DSM Explore

: Analytical Phililps X Pert-Pro
: PerkinElmer Spektrum 100

: Regal

- Altus

: Hirayama



2.2 Metot

2.2.1 Nanokompozitlerin Sentezi

Nanokompozitlerin sentezi ¢ift vidali DSM explore mikro ekstruder eritme
yontemi ile gerceklestirilmistir. Kiitlece %1 hazirlamak i¢in 0.04 g, %2.5 i¢in 0.1 g
ve %5 i¢in 0.2 g nano dolgu maddesi alinarak 4 g’lik PMMA/Nanohidroksiapatit
karigimlart hazirlanmistir. Kullanilan PMMA’larin molekiiler agirliklar1 120000
g/mol, 350000 g/mol ve 996000 g/mol’diir. Besleme yapmadan 6nce dolgu maddesi
ve polimer bir siire karistirilmistir. Daha sonra 50 rpm’de besleme yapilmistir. Sicaklik
210°C’ye ayarlanmig ve 80 rpm’de karistirma gerceklestirilmistir. Karigtirma

stiresinin sonunda, nanokompozitler film seklinde elde edilmistir.

2.2.2 Nanokompozitlerin Karakterizasyonu

2.2.2.1 XRD Analizleri

XRD analizleri, Analytical Phililps X Pert-Pro X-ray diffraktometre cihazi ile
oda sicakliginda yapilmistir. Cihazda monokromatoér olarak dalga boyu A=1,54 nm
olan bakir elektrot kullanilmigtir. Analizler 2 °/dk tarama hiziyla 30 mA, 40 kV’de ve

5-50° arasinda gerceklestirilmistir.

2.2.2.2 FTIR-ATR Analizi

FTIR-ATR analizleri, Perkin ElImer Spektrum 100 spektrofotometresi ile 4000-
650 cm™ dalga boyu araliginda gegirgenlik modunda yapilmistir.
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2.2.2.3 SEM Analizi

Nanokompozitlerin morfolojisi Zeiss EVO LS 10 taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile analiz edilmistir. SEM analizleri i¢in 6rnekler, karbon bant
lizerine yapistirilmis nanokompozit malzemelerin 15 mA akim altinda 15 sn siiresince

tutularak, Au-Pd kaplanmasi ile hazirlanmstir.

2.2.3 Hiicre Kiiltiirii Islemleri

2.2.3.1 Malzemelerin Sterilizasyonu

Tiim deneyler i¢cin kullanilan pipet uglar ve santrifiij tiipleri, 121 °C' de 20
dakika (1.02 atm basingta ) otoklavda steril edilmistir. Hiicre kiiltiirii laboratuvari ve
biyogiivenlik kabini kullanilmadigr zamanlarda UV lamba ile sterilize edilmistir.
Calismaya baslamadan en az yarim saat Once biyogiivenlik kabini calistirilarak
calisma ortaminin sterilizasyonu saglanmistir. Caligmaya baslamadan once ve ¢alisma
bittikten sonra kabin yiizeyi ¢amasir suyu ve % 70’ lik etil alkol ile temizlenmistir.
Disardan kabine alinan her tiirlii materyal steril olarak ve % 70’ lik etil alkol ile

temizlenerek kullanilmistir.

2.2.3.2 Kullamlan Besiyerinin Hazirlanmasi

500 mL RPMI-1640 besiyeri cozeltisine ( L-glutamine katkill) biiyiime
faktorleri iceren FBS (50mL) eklenmistir. Bakteriyel kontaminasyondan korunmak
amaciyla da 5 mL Penisilin/Streptomisin eklenmistir. Perifer kanda bulunan lenfositler
hiicre dongiisiiniin Go fazinda bulunurlar ve boliinmezler [40]. Bu nedenle disaridan
mitojenik bir ajan olan phytohemaglutinin  kiiltiir besiyerine eklenerek hiicre
cogalmasi tesvik edilmistir. Bunun i¢in 10 mg phytohemaglutinin 10 mL steril ultra
saf su ilave edilerek ¢oziilmiistiir ve bu ¢ozeltiden 5 mL alinip besiyerine eklenmistir.

Hazirlanan besiyeri +4 °C’ de saklanmustir.
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2.2.3.3 Kandan Lenfosit Hiicrelerinin izolasyonu

Sagliklt ve goniillii bireylerden alinan tam kan EDTA’ 11 tiiplere eklenmistir.
Ficoll-Paque PLUS sisesi kullanmadan 6nce birkag kez alt iist ederek ¢alkalanmustir.
7 mL Ficoll-Paque tizerine 3 mL EDTA’l1 tam kan karismalarina izin vermeyecek
sekilde eklenmistir. 1500 rpm’de 30 dk oda sicakliginda santrifiij gerceklestirilmistir.
Santrifiij sonucunda Sekil 1’deki gibi dort katman olusmustur. En iistte plazma
katman1 bulundugu icin o katman pipetlenerek atilmistir. Ustten ikinci katmanda
bulunan lenfosit katmani ise pipetle alinip temiz bir tiipe aktarilmistir. Temiz tiipe
alian lenfositler 10 mL besiyeri ile yikanmistir ve 1500 rpm’de 10 dk oda sicakliginda
santrifiij edilmistir. Supernatant kismi atilmigtir. Pellet ise hazirlanan besiyerinde

¢Oziilmiistiir ve gerekli sayida hiicre thoma lami kullanilarak sayilmistir.

Flarma, Trombositler

Lenfositler
Ficoll-Pagque Eeaktfi

Graniilositler, Entrositler

Sekil 2.1: Santrifiij sonras1 goriilen katmanlar.

Hiicre saymmu i¢in hiicre siispansiyonundan 10 pL alinarak bir eppendorf tiip
icerisine alinmistir. Uzerine esit miktarda % 0.4 tripan mavisi konarak iyice karismasi
saglanmistir. Thoma lamu distile su ve % 70’lik etil alkol ile iyice temizlenmistir. Bu
karisimdan 10 pL alinarak thoma lamina koyulmustur ve mikroskopta bu lam {izerinde
dort alanda hiicre sayimi1 yapilmistir. Bulunan say1 sulandirma katsayisi ile ¢arpilarak,

1 mL besiyerinde ne kadar hiicre oldugu hesaplanmustir.
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Hesaplama su sekilde yapilmistir :

Thoma sayim sonucu

1 x2x10%

Toplam canli hiicre sayis1 / mL =

2.2.4 Sitotoksisite Testleri

2.2.4.1 Asit Fosfataz Testi

Asit fosfataz testi Yang ve arkadaslarinin metodu (1997) modifiye edilerek
yapilmistir. % 70’lik etil alkol ile temizlenmis kompozitler ( 0.5 cm?) petri kaplari
icerisinde bir gece UV 1s1k altinda bekletilerek sterilize edilmistir. Taze olarak izole
edilen lenfositler her bir kompozit iizerine 1 x 10* hiicre/mL olacak sekilde thoma lami
ile sayilarak eklenmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan lenfosit ¢ozeltisine higbir
kompozit eklenmemistir. Tiim 6rnekler ve kontrol gruplar1 37 °C* de % 5’ lik CO2
ortaminda 4 giin inkiibe edilmistir. 24., 48., 72. ve 96. saatlerin sonunda hiicrelerden
50 pL alinarak 96 kuyucuklu plakanin kuyucuklarina eklenmistir. Substrat olarak 50
uL p-nitrofenil fosfat ( 0.005 M) her bir kuyucuga eklenmistir. 37 °C” de % 5’lik CO»
ortaminda gergeklesen 2 saatlik inkiibasyondan sonra, 200 pL durdurma ¢ézeltisi ( 0.5
M NaOH ) reaksiyonu durdurarak olusan renk degisimini spektrofotometrik dl¢iim
alirken sabit tutmasi amaciyla her kuyucuga eklenmistir ve p-nitrofenil fosfatin p-
nitrofenole enzimatik doniisiimii mikroplaka okuyuculu spektrofotmetre ile 405 nm’de

belirlenmistir [41].

2.2.4.2 JuLl - Hiicre Yasamhhg Testi

Hiicre yagamlilig1 testi tripan mavisi metodunu temel alan bir cihaz olan “JuLlI-
Hiicre Goriintiileyicisi” ile gerceklestirilmistir. Bu test i¢in 24., 48., 72. ve 96. saatlerin
sonunda kompozit ile inkiibe edilmis lenfosit siispansiyonlarindan ve kontrol

grubundan 10’ar pL almarak bir eppendorf tiip igerisine eklenmistir. Uzerlerine esit
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miktarda % 0.4 lik tripan mavisi konarak iyice karigmasi saglanmistir. Daha sonra
cihazin kendisine ait olan 6zel hiicre sayma aparatina hazirlanan karisim eklenmis ve
cithazin hiicre sayma modu ayarlanmistir. Boylece her bir 6rnegin % canlilik oran1 ve

hiicrelerin goriintiileri elde edilmistir.

2.2.5 Hemouyumluluk Testi

Hemouyumluluk testi Motlag ve arkadaslarinin yontemi (2006) modifiye

edilerek yapilmistir [42]. Nanokompozit ornekleri 0.5 cm?

olacak sekilde
kullanilmistir. 400 plL antikogiilantli kan 20 mL %0.9’luk NaCl ¢ozeltisinde
seyreltilmistir. 2 mL’lik eppendorf tiipleri igerisine % 70’lik etil alkol ile steril edilmis
nanokompozit 6rnekleri konulmus ve tizerlerine 1 mL seyreltilmis kandan eklenmistir.
Pozitif kontrol olmasi i¢cin 200 pL antikogiilantli kan 10 mL steril ultra saf su igerisinde
seyreltilmistir ve bunun igerisinden 1 mL alinarak pozitif kontrol olarak belirlenen bos
bir tiipe eklenmistir. Negatif kontrol olarak belirlenen tiipe ise tuz ¢dzeltisinde
seyreltilmig kandan 1 mL eklenmistir ve i¢erisine higbir nanokompozit konulmamistir.
Tiim tiipler 2 saat boyunca 37 °C’ de inkiibe edilmistir. Siire sonunda inkiibatorden
aliman 6rnekler 1000g’de 10 dk santrifiij edilmistir. Supernatant kismi alinarak 96

kuyucuklu plakanin herbir kuyucuguna 200 uL olarak eklenmistir. Mikroplaka

okuyuculu spektrofotometrede 545 nm’de absorbans 6l¢iimii yapilmustir.

% Hemoliz oran1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir;

[ Absorbans — Absorbans

Test polimeri Negatif Kontrol ]

[ Absorbans

% Hemoliz= x 100

Pozitif Kontrol ]
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2.2.6 Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen sonuglarin istatistiksel analizi i¢in IBM S.P.S.S statistic
19 programi kullanilmistir. Kontrol ve deney gruplari arasindaki degisikliklerin analizi
one way Anova testi kullanilarak gerceklestirilmistir. One way Anova testlerinden
Duncan ve Fisher’s Least Significant Difference (LSD) testleri varyans analizi igin
kullanilmistir. Elde edilen sonuglar 0.05 anlam seviyesi g6z oOniine alinarak

degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1  Nanokompozitlerin Karakterizasyon Sonuclari

Farkli molekiiler agirliklara sahip PMMA polimerleri ve farklhi
konsantrasyonlarda ~ nanohidroksiapatit ~ dolgu =~ maddeleri  kullanilarak
PMMA/Nanohidroksiapatit nanokompozitleri sentezlenmis ve bu nanokompozitler
XRD, FTIR-ATR ve SEM analizleri ger¢eklestirilerek karakterize edilmistir. Bu

boliimde karakterizasyon analizlerinden elde edilen sonuglar bulunmaktadir.

3.1.1 XRD Analiz Sonuclari

Nanohidroksiapatite ait XRD deseni ve bu desenden elde edilen veriler Sekil
3.1 ve Tablo 3.1°de verilmistir. PMMA/Nanohidroksiapatit nanokompozitlerinin ve
kullanilan saf PMMA polimerlerinin XRD desenleri de Sekil 3.2, 3.3 ve 3.4’te
verilmigtir. Sekil 3.1 ve Tablo 3.1°den goriildiigii gibi nanohidroksiapatit 26=31.58°
ve 20=32.54de karakteristik piklere sahiptir. Nanokompozit olusumlarma ait
XRD desenleri tartigilirken bu karakteristik pikler géz oniine alinacaktir. Dolgu
maddesi polimer ile etkilestirildiginde, dolgu maddesi matriks igerisinde tamamen
disperse olmussa XRD desenlerinde dolgu maddesine ait karakteristik piklerin

goriilmemesi beklenir.
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Sekil 3.1: Nanohidroksiapatitin XRD deseni.
Tablo 3.1: Nanohidroksiapatitin XRD deseninden elde edilen veriler.
Poz. [°2Th.] d-uzak11g1[A] Rel. Int. [%]
25.5998 3.47691 2.60
30.9111 2.89053 2.81
31.5860 2.83029 4.68
32.5412 2.74936 7.78
39.4239 2.28378 1.40
46.3691 1.95659 3.46
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Sekil 3.2: Molekiiler agirligi 120000 g/mol olan PMMA ile hazirlanmis nanokompozitlerin XRD

deseni.
700 ——nHAP ——PMMA350000
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Sekil 3.3: Molekiiler agirligi 350000 g/mol olan PMMA ile hazirlanmis nanokompozitlerin XRD
deseni.
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Sekil 3.4: Molekiiler agirligi 996000 g/mol olan PMMA ile hazirlanmis nanokompozitlerin XRD

deseni.

3.1.2 FTIR-ATR Analiz Sonuclari

Nanokompozitlerin FTIR-ATR analizleri degerlendirilirken polimer matriksin

spektrumu baz alimir. Nanokompozitlerin FTIR-ATR spektrumlari polimerin

spektrumuna benzemelidir ancak cesitli kaymalar da gozlenmelidir. Sekil 3.5°te

nanohidroksiapatitin FTIR-ATR analizi sonucu elde edilen spektrumu verilmistir.
Ayrica, Sekil 3.6’da ve 3.7°de molekiiler agirligi 120000 g/mol olan PMMAya ait,
Sekil 3.8’de ve 3.9°da molekiiler agirligi 350000 g/mol olan PMMA’ya ait, Sekil
3.10°da ve 3.11°de ise molekiiler agirlignt 996000 g/mol olan PMMA’ya ait

spektrumlar ve farkli molekiiler agirliklarina sahip bu PMMA’lar ile sentezlenen

nanokompozitlerin spektrumlar1 verilmistir. Tiim spektrumlar {izerinde 6rneklere ait

karakteristik pikler belirtilmistir.
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Sekil 3.5: Nanohidroksiapatitin FTIR-ATR spektrumu.
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Sekil 3.6: PMMA (Ma = 120000 g/mol)’nin FTIR-ATR spektrumu.
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Sekil 3.7: PMMA (Ma= 120000 g/mol) / Hidroksiapatit nanokompozitlerinin FTIR-ATR spektrumu.

100.0 7

95 1
) 3345
90 3675

85

80 1 0879 749
7517
%T
70 1

65

60 2973

55 1

50 1 1066 1050

45.0 T T T T \
4000.0 3000 2000 1500 1000 650.0
Dalga Sayis1 (cm™®)

Sekil 3.8: PMMA (Ma= 350000 g/mol)’nin FTIR-ATR spektrumu.
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Sekil 3.9: PMMA (Ma = 350000 g/mol) / Hidroksiapatit nanokompozitlerinin FTIR-ATR spektrumu.
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Sekil 3.10: PMMA (Ma = 996000 g/mol)’nin FTIR-ATR spektrumu.

27



PMMA(Ma= 996000 g/mol)

] \/ N
1722 1449 892
1250

PMMA/nHAp %1

T

PMMA/nHAD(%2.5)

S nanls

PMMA/NHAD(%5)

4000.0 3000 2000

1500
Dalga Sayis1 (cm™)

Sekil 3.11: PMMA (Ma = 996000 g/mol) / Hidroksiapatit nanokompozitlerinin FTIR-ATR

spektrumu.

3.1.3 SEM Analiz Sonuclari

Sekil 3.12°de nanohidroksiapatite ait, Sekil 3.13-3.21°de ise sentezlenen

nanokompozitlere ait SEM goriintiileri verilmektedir.
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¥
Signal A = SE1
Mag= 5.95KX

1 pm

EHT =10.00 kV Signal A = SE1
WD =14.0 mm Mag= 5.95KX

Sekil 3.13: PMMA (Ma : 120000 g/mol)/nHAp (%1) nanokompozitinin SEM goriintiisii.
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EHT=10.00kV  Signal A= SE1 1 um
WD=135mm Mag= 595KX H

1 um

EHT = 10.00 kV Signal A = SE1
WD =145 mm Mag= 595KX

Sekil 3.15: PMMA (Ma : 120000 g/mol)/nHAp (%5) nanokompozitinin SEM goriintiisii.
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EHT =10.00 kV Signal A = SE1
WD =16.0 mm Mag= 5.95KX

EHT =10.00 kV Signal A = SE1
WD =14.0 mm Mag= 595KX

Sekil 3.17: PMMA (Ma : 350000 g/mol)/nHAp (%2.5) nanokompozitinin SEM goriintiisii.

31



EHT = 10.00 kV Signal A = SE1
WD=165mm  Mag= 5.95KX

. : ke
EHT =10.00 kV Signal A = SE1
2 WD=175mm  Mag= 569KX

Sekil 3.19: PMMA (Ma : 996000 g/mol)/nHAp (%1) nanokompozitinin SEM goriintiisii.
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1 um
EHT = 10.00 kV Signal A = SE1

WD =14.0 mm Mag= 595KX

EHT =10.00 kV Signal A = SE1
WD =16.5 mm Mag= 5.95KX

Sekil 3.21: PMMA (Ma : 996000 g/mol)/nHAp (%5) nanokompozitinin SEM goriintiisii.
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3.2 Sitotoksisite Test Sonuglar:

Bu calismada sentezlenen PMMA/Nanohidroksiapatit nanokompozitlerinin
hiicrelerde toksik etki yaratip yaratmadigi asit fosfataz testi ve JULI cihazi ile yapilan

analizler ile arastirilmistir.

3.2.1 Asit Fosfataz Testi Sonuclari

Sentezlenen nanokompozitler ile inkiibe edilen lenfosit hiicrelerinin belirlenen
inkiibasyon periyotlarindan sonra gerceklestirilen asit fosfataz testinin sonucunda 405

nm’de verdikleri absorbans degerleri belirlenmistir.

3.2.1.1 Nanohidroksiapatit Konsantrasyonuna Gore Asit Fosfataz Testi

Sonuglari

Farkli konsantrasyonlardaki nanohidroksiapatit dolgu maddelerinin asit

fosfataz testi sonucuna olan etkileri Sekil 3.22de verilmistir.
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Sekil 3.22: PMMA / HAp nanokompozitlerinin absorbans grafikleri.

3.2.1.2 PMMA’larin Molekiiler Agirhiklarina Gore Asit Fosfataz Test

Sonuclarn

Farkli molekiiler agirliktaki PMMA polimerlerinin asit fosftaz testi sonuglarina

gore karsilastirilmalar: her inkiibasyon periyodu i¢in Sekil 3.23-3.26°da verilmistir.
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Sekil 3.23: Nanokompozitlerin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen absorbanslarin

kullanilan PMMA ’larin molekiiler agirliklarina gore karsilastiriimasi.
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Sekil 3.24: Nanokompozitlerin 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen absorbanslarin

kullanilan PMMA ’larin molekiiler agirliklarina gére karsilagtiriimasi.
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Sekil 3.25: Nanokompozitlerin 72 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen absorbanslarin

kullanilan PMMA ’larin molekiiler agirliklarina gére karsilastirilmast.

0.0350

0.0300

0.0250

© ©
o o
= [}
ul o
o S

0.0100

Absorbans (405 nm)

0.0050

0.0000

nHAp yok %1 nHAp %2.5 nHAp %5 nHAp

= PMMA 120000 = PMMA 350000 = PMMA 996000

Sekil 3.26: Nanokompozitlerin 96 saatlik inkiibasyonu sonucunda elde edilen absorbanslarin

kullanilan PMMA ’larin molekiiler agirliklarina gére karsilagtiriimasi.
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3.2.2 JuLl Sonuglari

Sentezlenen nanokompozitler ile inkiibe edilen lenfosit hiicrelerinin JuLIl

cihazi ile yapilan analizleri sonucunda elde edilen % canlilik oranlari belirlenmistir.

3.2.2.1 Nanohidroksiapatit Konsantrasyonuna Gére JuLI Sonuclar:

Farkli konsantrasyonlardaki nanohidroksiapatit dolgu maddelerinin % canlilik

oranlarina etkileri Sekil 3.27’de verilmistir.
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Sekil 3.27: PMMA / HAp nanokompozitlerinin JuLI cihaziyla elde edilen % canlilik oranlari.
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3.2.2.2 PMMA’larin Molekiiler Agirhiklarina Gore JuLI Sonug¢lari

Farkli molekiiler agirliktaki PMMA polimerlerinin % canlilik oranlaria olan
etkilerinin karsilastirilmast her inkiibasyon periyodu i¢in Sekil 3.37 — 3.40°da

verilmistir.
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Sekil 3.28: Nanokompozitlerin 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda JuLlI cihaziyla elde edilen %
canlilik oranlarinin kullanilan PMMA’larin molekiiler agirliklarina gére karsilastirilmasi.
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Sekil 3.29: Nanokompozitlerin 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda JuLI cihaziyla elde edilen %
canlilik oranlarinin kullanilan PMMA’larin molekiiler agirliklarina gére karsilastirilmasi.
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Sekil 3.30: Nanokompozitlerin 72 saatlik inkiibasyonu sonucunda JuLI cihaziyla elde edilen %
canlilik oranlarinin kullanilan PMMA’larin molekiiler agirliklaria gore karsilastiriimasi.
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Sekil 3.31: Nanokompozitlerin 96 saatlik inkiibasyonu sonucunda JuLl cihaziyla elde edilen %
canlilik oranlarimin kullanilan PMMA ’larin molekiiler agirliklarina gore karsilastiriimast.

3.3  Hemouyumluluk Testi Sonug¢lari

Nannokompozitler ile yapilan hemouyumluluk testi sonucunda hesaplanan %
Hemoliz degerleri Tablo 3.2°de, hemouyumluluk testi sonug¢larinin deney sonrasi

gortintiileri ise Sekil 3.44, 3.45 ve 3.46’da verilmistir.
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Tablo 3.2: Orneklerin hesaplanan % hemoliz degerleri.

% 0 HAp %1 HAp %2.5 HAp %5 HAp

PMMA
(Ma : 350000 0.0684 0.2381 0.0896
g/mol

Sekil 3.32: MA pmma = 120000 g/mol olan nanokompozitlerle inkiibe edilmis 6rneklerin
hemouyumluluk testi sonucunda elde edilen santrifiij sonras1 goriintiisi.
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Sekil 3.33: MA pmma = 350000 g/mol olan nanokompozitlerle inkiibe edilmis 6rneklerin
hemouyumluluk testi sonucunda elde edilen santrifiij sonras1 goriintiisii.

Sekil 3.34: MA puma = 996000 g/mol olan nanokompozitlerle inkiibe edilmis 6rneklerin
hemouyumluluk testi sonucunda elde edilen santrifiij sonrasi goriintiisii.
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4. SONUC VE TARTISMA

4.1  Nanokompozitlerin Karakterizasyon Sonuclari

4.1.1 XRD Analiz Sonuclar

XRD spektroskopisi kristal yapili materyallerin atomik boyuttaki tigiinciil
yapisini tamamen aydinlatmak i¢in kullanilan esas yontemdir. X-ray kirnimi bir
hizadaki X-Ray 1sinlarinin 6rnek tizerindeki kristal diizlemlere yansimasi olayidir.
Tipik olarak X-Ray’lerin genis agili elastik yayilimini esas alan XRD teknigi,

kristalin boyutunu, seklini ve yapisini karakterize etmek i¢in kullanilan bir tekniktir
[43].

Sekil 3.1’de nano hidroksiapatite ait XRD deseni ve Tablo 3.1’de bu desenden
elde edilen veriler gosterilmektedir. Veriler ve grafik incelendiginde kristalin
yapidaki nano hidroksiapatitin 26= 30.91°, 26= 31.59°, 26= 32.54°, 26= 39.42° ve
20= 46.37° derecelerinde Kkarakteristik pikleri goriilmektedir [44]. Farkli
konsantrasyonlarda  dolgu malzemesi olarak kullanilan  hidroksiapatit
nanopartikiillerinin matriks ile etkilesimi ve matriks igerisindeki dispersiyonu bu
karakteristik pikler incelenerek degerlendirilmektedir. Sekil 3.2, 3.3 ve 3.4°de ise
farklt molekiiler agirliktaki PMMA polimerleri ile farkli konsantrasyonlarda nano
hidroksiapatitlerden  sentezlenen nanokompozitlere ait XRD  desenleri
gosterilmistir. Saf polimerlerin karakteristik piklerinin olmadig: ve elde edilen
desene bagli olarak amorf yapida polimerler olduklari tespit edilmistir [45]. Tim
nanokompozitlerin XRD desenleri incelendiginde ise herhangi bir kristalin faz
gozlenmemistir ve matriks benzeri desenler elde edilmistir. Saf PMMA
polimerlerinin  XRD desenlerinin  nHAp eklendikten sonra farklilastig:
gbzlenmistir. Nanokompozitlerin XRD desenlerinde hidroksiapatit
nanopartikiillerine ait herhangi bir karakteristik pik gézlenmemistir. Bu durum,
sentezlenen nanokompozitlerin PMMA ve hidroksiapatit nanopartikiillerinden
farkli yapilar oldugunu gostermektedir. Bu farkli malzemeler, nHAp’in PMMA

matriksinin aralarina girerek farkli konformasyonlar olusturdugunu gostermektedir.
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Turhan, Y. de aralanmis yapidaki nanokompozitlerin XRD deseninde yeni bazal

yansimalarin ve dolayisiyla piklerin olustugunu belirtmistir [18].

4.1.2 FTIR-ATR Analiz Sonuclari

FTIR-ATR analizi, IR spektroskopisi sistemini kullanmaktadir. IR
spektroskopisinin, maddenin infrared iginlarin1 absorblamasini esas aldigi ve elde
eldilen spektrumdaki karakteristik dalgalarin, yogunluk ve bant genisliklerinin
molekiillerdeki  fonksiyonel gruplarin  ve farkli yapilarin  belirlenmesinde
kullanilabilecegi bilinmektedir [46]. FTIR-ATR 6lciimleri 4000-650 cm™ araliginda
cekilmistir. Sekil 3.5’te hidroksiapatit nano yapilarina ait spektrum verilmistir.
Nanohidroksiapatitin fonsiyonel gruplarmi gosteren FTIR-ATR karakteristik dalga
sayilar sirastyla; 3572 cm™ OH" grubuna, 1455 ve1415 cm CO3? grubuna 1084,
1020, 961, 874 ve 822 cm™* pikleri PO4* grubuna aittir [47].

PMMA polimerlerine ve tiim nanokompozitlere ait FTIR-ATR spektrumlari
Sekil 3.6-3.11°de goriilmektedir. Saf polimerlerde goriilen spektrum bandlarina ait
fonksiyonel gruplar Tablo 4.1°de goriilmektedir. Sekil 3.6, 3.8 ve 3.10 PMMA
polimerlerinin FTIR spektrumlarimi gostermektedir. C-O-C gerilme titresimine ait
oldugu diisiiniilen 1150 cm™’den 1250 cm™’e kadar bariz bir absorbsiyon bandi
goriilmektedir. 1386 cm® ve 750 cm™deki iki bant da a-metil gruplarmin
titresimlerine aittir. 1064 cm™, 841 cm™ ve 986 cm™’deki bantlar da PMMA ’nin
karakteriksik absorpsiyon titresimleridir. 1722 cm™’deki bant akrilat karboksil
grubunun varligimi gostermektedir. 1435 cm™’deki bandin sebebi ise -CH3 grubundaki
C-H baglarinin egilme titresimidir. 2990 cm™ ve 2950 cm™’deki bantlar sirasiyla —
CHs ve —CH2> gruplarindaki C-H baglarinin gerilme titresimlerine aittir. Ayrica, 3437
cm™ ve 1641 cm™ de iki tane zayif absorbsiyon band: vardir ve bunlar fiziksel olarak
adsorplanmig nemde bulunan —OH grubunun gerilme ve egilme titresimlerine aittir.
FTIR-ATR analizi sonucu elde edilen piklerin PMMA 'nin karakteristik pikleri oldugu

Duan, G. ve arkadaslari tarafindan da dogrulanmistir [48].
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Tablo 4.1: PMMA'nin FTIR-ATR karakteristik pikleri.

Dalga Sayis1 (cm™?) Fonksiyonel Grup

3675 —2990 CH gerilme pikleri

1722 CO cift bagl gerilme pikleri

1393 - 1450 CHsve CH: deformasyon pikleri
1269 — 1040 C-O-C tek bagh gerilme pikleri

892 - 960 C-O-C tek bagl deformasyon pikleri

Sekil 3.7,3.9 ve 3.11°de gosterildigi gibi saf PMMA polimerleri ile sentezlenen
nanokompozitlerin FTIR-ATR spektrumlar1 karsilastirmali olarak verilmistir.
Nanokompozitlerin spektrumlar1 incelendiginde artan dolgu maddesi miktarina bagl
olarak pik siddetlerinde degisim ve yeni piklerin olusumu gozlenmistir. Sekil 3.7°de
nanokompozitlerde 2902 c¢m™! dalga sayisinda yeni bir pik gdzlemlenmistir. ~CH
grubuna ait oldugu diisiiniilen bu titresiminin nanohidroksiapatit ve PMMA ile
etkilesim sonucu olustugu diisiiniilmektedir. PMMA’ya (Ma: 120000 g/mol) ait 1386,
1064 ve 912 cm™’deki piklerinin nanokompozit spektrumlarinda sirastyla 1393, 1058
ve 910 cm™’e kaydig1 ve saf PMMAya ait 2842 cm™’deki pikin yok oldugu tespit
edilmistir. Spektrumdaki degisiklikler matriks ile dolgu maddesi arasinda etkilesim
oldugu anlamina gelmektedir. Sekil 3.9 incelendiginde, saf PMMA’ya (Ma: 350000
g/mol) ait 3345, 1140, 1050 ve 808 cm'*deki piklerin nanokompozit spektrumlarinda
sirastyla 3329, 1137, 1047 ve 805 cm™! dalga sayisia kaydigi tespit edilmistir. Yine,
Sekil 3.11°deki 960000 g/mol molekiil agirliga sahip saf PMMA filmi incelendiginde
ise 1722 cm! dalga sayisindaki pikin siddeti artmistir ve 1451 — 810 cm™' dalga sayisi
araliginda yer alan tiim pik siddetlerinde degisimler meydana gelmistir. Bu
degisimlerin saf PMMA'’ya ait —CHj3, -CHz ve C-O-C tek ve c¢ift bagl gruplar ile
dolgu maddesindeki PO4* grubu arasindaki etkilesimden kaynaklandig

diistiniilmektedir.

4.1.3 SEM Analiz Sonuclari

Taramali elektron mikroskopu SEM, c¢esitli biiylitmelerde ve yiliksek
¢Oziiniirliiklerde goriintii alma teknigidir. Bu teknik ile diisiik biiylitme degerlerinden
yiiksek biiyiitme degerlerine kadar morfolojik, yapisal ve elementel (EDX) bilgiler
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elde edilebilmektedir. Bu calismada 10 kV potansiyel altinda, cesitli biiyiitme

degerlerinde nanohidroksiapatitin ve nanokompozitlerin morfolojileri aragtirilmistir.

Sekil 3.12, yaklasik 6000 biiyiitme oranlarinda elde edilen nHAp 6rneklerine
ait SEM fotografin1 gostermektedir. Bu fotograflar nHAp kiiresel yapisini ve her bir

NHAPp kiiresinin nano 6l¢ekli oldugunu dogrulamaktadir.

SEM fotograflari, polimer matriksi i¢inde dolgu maddelerinin dispersiyonu
hakkinda kesin sonuglar verir. PMMA (Ma: 120000 g/mol)/nHAp (%1, %2.5, %5)
nanokompozitlerine ait SEM fotograflari, Sekil 3.13-3.15’de verilmektedir. Sekil
3.16, 3.17 ve 3.18 ise PMMA (Ma: 350000 g/mol)/nHAp (%1, %2.5, %b5)
nanokompozitlerine aittir. Ayrica Sekil 3.18-3.21°de 996000 g/mol molekiil agirligina
sahip PMMA polimeri ile hazirlanan nanokompozitlere ait SEM goriintiilerini
gostermektedir. Yaklagik 6000 biiyiitmedeki bu fotograflardan gorildigi gibi nHAp,
PMMA matriksinde homojen bir sekilde dagilmaktadir. Bu fotograflardaki aydinlik
beyaz kiireler nHAp’1, koyu katli bolgeler polimeri gostermektedir.

SEM fotograflarindaki aydinlik kiirelerin biiyiimesi st {liste gelen NnHAp
yiginlarindan dolayidir. Daha kiigiik kiireler dolgu maddesinin daha kiiciik boyutta
dagildigini ifade eder. Sonug¢ olarak cesitli molekiil agirlikli PMMA ve nHAp ile
hazirlanan nanokompozitlerin SEM fotograflarindan dolgu maddesinin polimer

matriks i¢erisinde homojen bir sekilde ve nano boyutta dagildig: goriilmektedir.

4.2 Sitotoksisite Test Sonuclar1

Bu caligmada, sentezlenen nanokompozitler saglikli, goniillii bireylerin
kanindan taze olarak izole edilen lenfosit hiicreleriyle, belirlenen siirelerde inkiibe
edilmis ve hiicrelerin yasamliliginda herhangi bir degisimin olup olmadig:

arastirilmastir.

Sekil 3.22’de sentezlenen nanokompozitlerin inkiibasyon periyotlar
sonrasinda gergeklestirilen asit fosfataz testi sonucunda verdikleri absorbanslar
goriilmektedir. Absorbans degerleri tiim 6rnekler igin birbirine ¢ok yakindir ancak saf
PMMA ile etkilesen orneklerin negatif kontrole gore daha az absorbans verdigi

goriilmektedir. Bunun yaninda, tim nanokompozitlerin 24, 48 ve 96 saatlik
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inkiibasyonu sonunda nHAp eklenmis 6rneklerin absorbans degerinde hidroksiapatitin
konsantrasyonuyla dogru orantili bir artig goriilmektedir. %5 nHAp eklenmesi
sonucunda negatif kontrolle elde edilen absorbans degeri tekrar elde edilmistir. 72
saatlik inkiibasyon sonrasinda da nHAp eklenmis 6rnekler saf PMMA ’ya oranla daha
yiikksek absorbans vermiglerdir. Ancak, 72. saat sonunda % 2.5 nHAp eklenmis
orneklerin % 5 nHAp eklenmis olan 6rneklere gore daha yiiksek absorbans verdigi
goriilmektedir. Ancak bu sonuglar istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). Tiim
orneklerin asit fosfataz testi sonucu verdikleri absorbanslar, nHAp eklenen
nanokompozitlerde hiicre yasamliliginin arttigin1 gostermektedir. % 5 nHAp
eklemenin absorbansi negatif kontrolle ayni seviyeye c¢ikarmis olmast da
hidroksiapatitin PMMA’nin az da olsa sebep oldugu toksisiteyi ortadan kaldirdiginm
ortaya koymaktadir. Molekiiler agirliklarin farkina gore bir karsilastirma yapildiginda
ise molekiiler agirligi 120000 g/mol olan PMMA ’nin kullanildig1 nanokompozitlerde
tim nHAp konsantrasyonlari i¢in 24, 48 ve 96. saatlerin sonunda en yiiksek absorbans
goriilmektedir (Sekil 3.23 - 3.26).

Negatif kontrol gruplarinda ve tiim 6rneklerde asit fosfataz testlerinde 72. ve
96. saatlere bakildiginda absorbansin gitgide azaldig1 goriilmektedir. JuLl ile yapilan
% canlilik oranlar1 i¢in de benzer sonuglar gézlenmistir. Bunun nedeni ise, primer
lenfosit hiicrelerinin kiiltiir ortamindaki yasamliliginin kisith olmasidir [49]. Sekil
3.27’de sentezlenen nanokompozitlerin inkiibasyon periyotlar1 sonrasinda JuLI cihazi
ile yapilan analiz sonuglart verilmistir. Bu sonuglara gore % 1, % 2,5 ve % 5
nanohidroksiapatit oranlarinin hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir artiga
sebep oldugu ve nHAp’m hiicre canliligin1 tek basina PMMA’ya oranla arttirdigi
acikca goriilmektedir (p<0.05). Literatiirde de PMMA’nin kemik ¢imentosunda
getirdigi dezavantajlarin hidroksiapatit eklenmesiyle giderilebilecegi belirtilmektedir
[50]. Molekiiler agirliklarin farkina goére bir karsilastirma yapildiginda tiim
inkiibasyon periyotlari i¢in orneklerde en c¢ok hiicre canliliginin molekiiler agirlig:
120000 g/mol olan PMMA’nin kullanildigi nanokompozitlerde devam ettigi tespit
edilmistir (Sekil 3.28 — 3.31). Bu ¢alismada elde edilen sonuglar literatiirdeki
sonuglarla uygunluk géstermektedir. Ornegin, Tihan T. G. ve arkadaslar1 MTT testi ile
dis eti hiicrelerinde yaptiklar1 c¢alismalarda hidroksiapatit eklemenin hiicre
yasamliligini arttirict etkisi oldugunu bulmuslardir. Arastirmacilar, sat PMMA igeren

orneklerde canlilik oranin1 % 81.42 olarak bulurken, % 5°lik hidroksiapatit eklenmis
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PMMA kompozitleri ile inkiibe ettikleri dis eti hiicrelerinde canlilik oranini1 % 90.48
olarak tespit etmislerdir. % 10 hidroksiapatit eklenmis kompozitlerde ise canlilik
oraninin % 74.88’e diistiigli gozlenmistir . Bu sonucu seramik materyal iceriginin
artmasiyla hidrofilik 6zelligin artmasi ve buna bagli olarak hiicre biiyiimesi ve
proliferasyonu i¢in gerekli olan ortamin elverissiz hale gelmesi ile agiklamiglardir
[32]. Zhang J. ve arkadaslar1 da uyguladiklar1 MTT testi sonucunda, %30’luk ve
%40’lik hidroksiapatit eklenen PMMA/Hidroksiapatit nanokompozitlerinin hiicre
yasamliligint  arttirdigin1 ~ belirlemislerdir.  Arastirmacilar, PMMA’ya nano
hidroksiapatitin eklenmesiyle sitouyumlulugunun arttigini rapor etmislerdir [50].
Moursi ve arkadaglar1 ise osteoblastlar ile yaptiklar1 ¢alismada alamar mavisi testi
sonucunda PMMA/Hidroksiapatit kompozitinin osteoblast hiicrelerinin cogalmasinin
tek basina PMMA ’ya oranla daha fazla oldugunu bulmuslardir ve kompozite eklenen
hidroksiapatitin bu ¢ogalmayi tesvik ettigi sonucuna ulasmislardir [51]. Khandeker ve
arkadaslar1 magnesyum oksit, hidroksiapatit, kitosan, baryum siilfat ve silika gibi
dolgu maddelerinin PMMA’nin mekanik, termal ve hiicre fonksiyonlarindaki
performansina olan etkilerini arastirmislardir. Osteoblastlarla yaptiklar ¢alismada
hidroksiapatitin ve diger tim dolgu maddelerinin eklenmesi sonucu hiicre
yogunlugunun arttigini bulmuslardir [33]. Dalby M.J. ve arkadaslar1 % 0, 4.6 ve 8.8’lik
hidroksiapatit eklenen PMMA disklerinin osteoblastlarin ¢cogalmasi ve farklilasmasini
[3H]-thymidine testi ve alkalin fosfataz aktivitelerine goére arastirmiglardir.
Arastirmacilar, saf PMMA ile 6rnekleri karsilastirdiklarinda hidroksiapatit eklemenin
total DNA miktarinda artisa sebep oldugunu bulmuslardir. Ancak % 4.6 ve % 8.8’lik
ornekler arasinda onemli bir fark elde etmemislerdir. Aragtirmacilar alkalin fosfataz
aktivitesinde de hidroksiapatit eklendikten sonra saf PMMA’ya oranla bir artis
oldugunu fakat % 4.6 ve % 8.8’lik orneklerde bu artisin istatistiksel olarak anlamli

olmadigini belirtmislerdir [52].

4.3 Hemouyumluluk Test Sonuclari

Tablo 3.2°de tiim 6rneklerin hemoliz testi sonucunda 545 nm’de elde edilen
absorbanslar1 sonucu hesaplanan % hemoliz degerleri verilmistir. Shanthini G. ve

arkadaslari materyallerin sebep olduklar1 hemoliz oranlarini % 5’ten kiiciik ise oldukca
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hemouyumlu, % 10’a kadar hemouyumlu ve % 20’den fazla ise hemouyumlu
olmayanlar olarak siniflandirmislardir [53]. Tablo 3.2’deki degerlere bakildiginda tiim
molekiiler agirliklar1 i¢in PMMA/Hidroksiapatit nanokompozitlerinin % hemoliz
degerleri % 0.5’ten kiiciiktiir. Buna bagli olarak bu calismada sentezlenen tiim
nanokompozitler olduk¢a hemouyumlu materyaller sinifina dahil edilebilirler. Bu
sonuclar daha Onceki calismalarla uyum i¢indedir. Cilinkii, PMMA’nin oldukga
biyouyumlu ve hemouyumlu oldugu ve bu 6zellikleri sebebiyle kan pompalar1 ve
diyaliz makinalarinda kullanildig1 bilinmektedir [54]. Eklenen nHAp’in hemouyumlu
olmasi da beklenen bir sonugtur. Radha ve arkadaslar1 da yaptiklari ¢alismada farkli
konsantrasyonlardaki nHAp’in ve nHAp/aliminyum kompozitlerinin hemolize sebep
olup olmadigint arastirmislardir. Arastirmacilar tek basina nHAp’in farkh
konsantrasyonlarinda 6nemli bir hemolitik etki gozlemlenmedigini, ancak aliminyum

eklenen 6rneklerde hafif de olsa lizizin goriildiigiini belirtmislerdir [55].
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5. SONUC VE ONERILER

Bu arastirma ile,

1. XRD desenleri ve SEM goriintiileri, nHAp nanopartikiillerinin PMMA
polimeri igerisinde disperse oldugunu ve nanokompozit olusumunun
meydana geldigini gostermektedir.

2. FTIR-ATR cihazindan elde edilen nanokompozitlere ait spektrumlar,
PMMA’nin IR spektrumu ile kiyaslandiginda matriks ile dolgu
maddesi arasinda bir etkilesim oldugunu, yeni piklerin olusup bazi
piklerde de kaymalar gézlemlendigini ortaya koymustur.

3. Eklenen  nanohidroksiapatitin  tim PMMA/Nanohidroksiapatit
nanokompozitlerinin biyouyumlulugunu tek basina PMMA’ya oranla
arttirdigr  bulunurken, kiitlece %35 nanohidroksiapatit eklenmis
nanokompozitlerde % canlilik oraninin daha yiiksek oldugu
belirlenmistir.

4. Molekiiler agirhigt 120000 g/mol olan PMMA’nin  kullanildig:
PMMA/Nanohidroksiapatit nanokompozitlerinde en yiiksek % canlilik
orani goriilmiistiir.

5. Polimerlerin molekiil agirliklarinin hemouyumlulugu etkilemedigi ve
sentezlenen tim PMMA/Nanohidroksiapatit nanokompozitlerinin

olduk¢a hemouyumlu oldugu bulunmustur.

In vitro olarak gergeklestirdigimiz bu calismada farkli molekiiler agirliktaki
PMMA’larin  kullanildigi ~ PMMA/Nanohidroksiapatit ~ nanokompozitlerinin
biyouyumlu oldugu ve kiiltiir ortamindaki hiicrelerde higbir toksik etkisinin

bulunmadig1 sonucuna ulasilmistir.
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Sekil A.1: 24 saat sonunda higbir nanokompozit ile inkiibe edilmemis hiicrelerin % canlilik analiz

sonucu (Negatif Kontrol).
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Sekil A.2: 24 saat sonunda tek basina PMMA ( MA = 120000 g/mol) ile inkiibe edilmis hiicrelerin %

canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.3: 24 saat sonunda PMMA ( MA = 120000 g/mol)/ HAp ( %1) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.4: 24 saat sonunda PMMA ( MA = 120000 g/mol)/ HAp ( % 2,5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.5: 24 saat sonunda PMMA ( MA = 120000 g/mol)/ HAp ( %5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.6: 24 saat sonunda tek basina PMMA ( MA = 350000 g/mol) ile inkiibe edilmis hiicrelerin %

canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.7: 24 saat sonunda PMMA ( MA = 350000 g/mol)/ HAp ( %1) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.8: 24 saat sonunda PMMA ( MA = 350000 g/mol)/ HAp ( %2,5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.9: 24 saat sonunda PMMA ( MA = 350000 g/mol)/ HAp ( %5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.10: 24 saat sonunda tek basina PMMA (MA = 996000 g/mol) ile inkiibe edilmis hiicrelerin

% canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.11: 24 saat sonunda PMMA (MA = 996000 g/mol)/ HAp (%]1) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.12: 24 saat sonunda PMMA (MA = 996000 g/mol)/ HAp (%2,5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.13: 24 saat sonunda PMMA (MA = 996000 g/mol)/ HAp (%5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.14: 48 saat sonunda hi¢bir nanokompozit ile inkiibe edilmemis hiicrelerin % canlilik analiz

sonucu (Negatif Kontrol).
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Sekil A.15: 48 saat sonunda tek basina PMMA ( MA = 120000 g/mol) ile inkiibe edilmis hiicrelerin

% canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.16: 48 saat sonunda PMMA (MA=120000 g/mol)/ HAp (%1) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.

Number of cells

‘1
13 15 17

Cell size (um)

Concentration Cell number

Sekil A.17: 48 saat sonunda PMMA (MA=120000 g/mol)/ HAp (%2,5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.18: 48 saat sonunda PMMA (MA=120000 g/mol)/ HAp (%5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.

Number of cells

8 9

10 n

Cell size (um)

Concentration

Sekil A.19: 48 saat sonunda tek basina PMMA ( MA = 350000 g/mol) ile inkiibe edilmis hiicrelerin

% canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.20: 48 saat sonunda PMMA (MA=350000 g/mol)/ HAp (%1) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.21: 48 saat sonunda PMMA (MA=350000 g/mol)/ HAp (%2,5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.22: 48 saat sonunda PMMA (MA=350000 g/mol)/ HAp (%5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.23: 48 saat sonunda tek basina PMMA ( MA = 996000 g/mol) ile inkiibe edilmis hiicrelerin

% canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.24: 48 saat sonunda PMMA (MA=996000 g/mol)/ HAp (%1) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.25: 48 saat sonunda PMMA (MA=996000 g/mol)/ HAp (%2,5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.26: 48 saat sonunda PMMA (MA=996000 g/mol)/ HAp (%5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.27: 72 saat sonunda hi¢bir nanokompozit ile inkiibe edilmemis hiicrelerin % canlilik analiz

sonucu (Negatif Kontrol).
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Sekil A.28: 72 saat sonunda tek basina PMMA ( MA = 120000 g/mol) ile inkiibe edilmis hiicrelerin

% canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.29: 72 saat sonunda PMMA (MA=120000 g/mol)/ HAp (%1) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.

72



Number of cells

5 8 1 14 17

Cell size (um)

@

Concentration cells Cell number

Sekil A.30: 72 saat sonunda PMMA (MA=120000 g/mol)/ HAp (%2,5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.31: 72 saat sonunda PMMA (MA=120000 g/mol)/ HAp (%5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.32: 72 saat sonunda tek basina PMMA ( MA = 350000 g/mol) ile inkiibe edilmis hiicrelerin

% canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.33: 72 saat sonunda PMMA (MA=350000 g/mol)/ HAp (%1) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.34: 72 saat sonunda PMMA (MA=350000 g/mol)/ HAp (%2,5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.35: 72 saat sonunda PMMA (MA=350000 g/mol)/ HAp (%5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.36: 72 saat sonunda tek basina PMMA ( MA = 996000 g/mol) ile inkiibe edilmis hiicrelerin

% canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.37: 72 saat sonunda PMMA (MA=996000 g/mol)/ HAp (%1) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.38: 72 saat sonunda PMMA (MA=996000 g/mol)/ HAp (%2,5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.39: 72 saat sonunda PMMA (MA=996000 g/mol)/ HAp (%5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.40: 96 saat sonunda hi¢bir nanokompozit ile inkiibe edilmemis hiicrelerin % canlilik analiz

sonucu (Negatif Kontrol).
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Sekil A.41: 96 saat sonunda tek basina PMMA ( MA = 120000 g/mol) ile inkiibe edilmis hiicrelerin

% canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.42: 96 saat sonunda PMMA (MA=120000 g/mol)/ HAp (%1) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.43: 96 saat sonunda PMMA (MA=120000 g/mol)/ HAp (%2,5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.44: 96 saat sonunda PMMA (MA=120000 g/mol)/ HAp (%5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.

Number of cells

1

11
1 12 13

1
8

9 10 1
Cell size (um)

Sekil A.45: 96 saat sonunda tek basina PMMA ( MA = 350000 g/mol) ile inkiibe edilmis hiicrelerin

% canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.46: 96 saat sonunda PMMA (MA=350000 g/mol)/ HAp (%1) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.47: 96 saat sonunda PMMA (MA=350000 g/mol)/ HAp (%2,5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.48: 96 saat sonunda PMMA (MA=350000 g/mol)/ HAp (%5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.49: 96 saat sonunda tek basina PMMA ( MA = 996000 g/mol) ile inkiibe edilmis hiicrelerin

% canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.50: 96 saat sonunda PMMA (MA=996000 g/mol)/ HAp (%1) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.51: 96 saat sonunda PMMA (MA=996000 g/mol)/ HAp (%2,5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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Sekil A.52: 96 saat sonunda PMMA (MA=996000 g/mol)/ HAp (%5) nanokompoziti ile inkiibe

edilmis hiicrelerin % canlilik analiz sonucu.
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