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Oz

Kemik dokusunun temel inorganik bileseni olan kalsiyum fosfat
temelli hidroksiapatit (HA) bilesigi, ylksek biyouyumlulugu ve
biyomimetik yapisi sayesinde kemik doku onariminda skafold ve
dolgu malzemesi olarak yaygin bir sekilde kullaniimaktadir.
Ancak
¢Ozunlrliginin disik olmasi dokularin iyilesme siirecini

saf HA’nin vyiiksek stabilitesi nedeniyle viicutta
uzatmaktadir. Bu nedenle, hidroksiapatiti farkli iyonik katkilarla
ya da minerallerle zenginlestirme yoninde gesitli arastirmalar
gerceklestirilmektedir. Bu galismada silisyum bakimindan zengin
bir zeolit tiri olan klinoptilolit (CLP) mineralinin saf HA'ya katki
olarak stokiyometrik HA’nin sol-jel yontemiyle lretimi sirasinda
eklendigi bilesimler arastirilmigtir. %5 oraninda CLP katkih
HA’nin sentezi arastirilarak saf HA ve dogal CLP ile karsilastirmali
olarak karakterize edilmistir. Biyomimetik iyon icerikli HA+%5
CLP bilesikleri biyoapatit yapisina benzer nano-gubuk sekilde
poroz bir morfolojide elde edilmistir. HA’ya CLP katkisi ortalama
partikill boyutunu ve porozite miktarini bir miktar digtirmustar.
Biyolojik testler, tim numunelerin Saos-2 hiicresi ile biyouyumlu
oldugunu ve CLP katkili HA bilesiginin en yilksek biyouyumluluga
sahip oldugu gostermistir. Sol-jel yontemi ile Uretilen nano-
gubuksu sekli, igerigi ve poroz yapisi nedeniyle biyomimetik
HA+%5CLP bilesiminin, ileriki ¢alismalarla desteklenebilecek,
kemik yenilenmesini tesvik edici potansiyel bir kemik dolgu
malzemesi olabilecegi diisiiniimektedir.

Anahtar Kelimeler: Doku Miihendisligi; Hidroksiapatit; Klinoptilolit;
Zeolit.
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Abstract

Hydroxyapatite (HA) which is a calcium phosphate based, main
inorganic component of the bone tissue, is commonly used as
scaffold or filler material in bone repair owing to its high
biocompatibility and biomimetic structure. However, due to
high stability of pure HA, its low resorbability extends the
recovery time of tissues. Therefore, various studies have been
carried out towards enrichment of HA with different ionic or
mineral additives. In this study, clinoptilolite (CLP) mineral
which is a type of zeolite being rich in silicon was added into
stoichiometric HA during its production by sol-gel method. By
investigating the synthesis of CLP (5%) doped HA, it was
characterized comparatively with pure HA and natural CLP. The
HA+5% CLP compound comprising biomimetic ions were
obtained in the shape of nano-rods resembling to bioapatite.
The CLP additive to HA influenced slight decrease of the mean
particle size and porosity. The biological tests have indicated
that all samples were biocompatible with Saos-2 cells and
HA+5% CLP compound had the highest biocompatibility. Being
biomimetic by the content, nano-rod shape and porous
structure, HA+5% CLP compound produced by sol-gel method
might be considered potential candidate as a bone filler material
to induce bone regeneration which could be supported by
further studies.

Keywords: Tissue Engineering; Hydroxyapatite; Clinoptilolite; Zeolite

1. Giris

Kemik dokularin onarimi ve yenilenmesi icin biyouyumlu,
biyomimetik ve biyoaktif Ozellikleri sayesinde dogal
dokular ile etkilesim gostererek osteojenez ve anjiyojenez
proseslerini destekleyici fonksiyonel biyomalzemelerin
gelistiriimesine son yillarda 6nemli derecede ihtiyag
duyulmaktadir.

Kemigin organik fazinin buyik bir kismini kollajen
molekiilleri olustururken inorganik fazini hidroksiapatit

(Cas(P0O4)3(0OH)) minerali olusturmaktadir. Ancak, biyolojik

apatit kristal yapisinda, SiOs*, CO3%, Zn2+, Mg?*, Na*, K%,
F~ ve CI” pek ¢ok eser miktarda iyon katkisi icermektedir
(Kannan vd., 2006). Hidroksiapatit (HA) dogal kemik
yapisina olan benzerligi sayesinde doku mihendisligi
uygulamalarinda yapay kemik greftleri i¢cin en yaygin
kullanilan biyomalzemedir (Granito vd., 2018; Panda vd.,
2021).
kimyasal bag olusturabilen yilizey oOzellikleri sayesinde

Hidroksiapatit, biyoaktif yani canli doku ile

kemik yenilenmesinde 6nemli bir yere sahiptir. Bu sayede

hidroksiapatit, hiicre tutunmasina, osteoiletkenlige,
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osteoblast kemik hiicresinin olusumuna, osteoblastlarin
alkalin fosfat salgilamasina ve bdylece kemiklerin erken
iyilesmesine katki saglamaktadir (Arun Kumar vd., 2015;
Liu vd., 2013). Bu nedenle hidroksiapatit kemik dolgu
malzemeleri (Higashi vd., 1986), implant kaplamalari
(Darr vd., 2004) ve ilag salinimi (Matsumoto vd., 2004) gibi
cesitli biyomalzeme uygulamalarinda kullaniimaktadir.
Ancak, birgok in-vivo deneyde biyoaktifligi kanitlanan
hidroksiapatitin dogal apatite gore biyolojik ¢ozlintrlGgl
disliktlr, bu nedenle yavas osteointegrasyonla birlikte
doku iyilesme slresinin uzun olmasina sebep olmaktadir
(Igbal vd., 2016).

Esas olarak biyolojik apatitin yapisinda yer alan karbonat,
silikat, magnezyum, potasyum gibi iyonlarin varligi onun
kristal yapisi, termal davranisi, biyolojik ¢dzlnUrlGg,
hicrelerle olan etkilesimi ve osteoentegrasyon gibi pek
¢ok fonksiyonuna etki etmektedir (Juhasz ve Best, 2012).
Bu nedenle hidroksiapatitin farkh iyonik katkilar ile sentezi
calismalari gergeklestirilmektedir (Bang vd., 2014; Landi
vd., 2006). HA bilesiklerine katki olarak kullanilan 6nemli
bir iyon, kemik mineral dengesi ve iskelet sagligi agisindan
olduk¢a 6nemli bir element olan silisyumu yapisinda
silikat (Si0zh).
oksijenden sonra en bol bulunan elementlerden birisi olan
dokularda farkh
oranlarda yer almaktadir. Silikat iyonu hidroksiapatit

bulunduran anyonudur Dogada

silisyum, insan vicudunda cesitli

kristal yapisinda PO3;3 iyonu ile yer degistirip tane
boyutunu dusirerek apatitin  ¢ozUnUrlGgiuniG arttirir.
Ayrica, silikat iyonu reaktif bir bolge olusturur ve
hyaluronik asit, heparan siilfat gibi Ekstraselliler matriks
(ECM) bilesenlerini baglayici gorevler tstlenerek kikirdak
ve kemik gibi bag dokularin dayanimini arttirmaktadir
(Pietak vd., 2007). Bunun yani sira, yliksek oranda silisyum
iceren biyocamlarin ve polimer kompozit formlarinin
osteojenez prosesini ve kollajen Uretimini destekledigi
bildirilmektedir (Lu vd., 2003; Pietak vd., 2007).

Zeolitler genel kimyasal formalu
[AlnxSin(4_x)0n8]"x_ olan aliimina silikat mineralleridir.
Zeolitler, genis ylzey alani, molekiler segicilik, iyon
degisimi ve ylksek adsorbsiyon yetenegi gibi 6nemli
(Sahin, 2014).
biyouyumlu olan tirleri biyomedikal uygulamalarda da
kullanilabilmektedir (Kogak vd., 2022; Serati-Nouri vd.,

2020; Zarrintaj vd., 2020). Bunlar arasinda, 6rnegin;

ozelliklere  sahiptirler Zeolitlerin

klinoptilolit kanser tedavisinde destek terapi ajani olarak
(Paveli¢ vd., 2000); faujasit, jelatin matriksli skafoldlarda
yara iyilesmesini tetikleyici mineral bilesenlerinde (Ninan
vd., 2013) ve Na-A tipi zeolitler ise pektin bazli ilag salinim
sistemlerinde modulator olarak kullanildiginda (Kocaaga
vd., 2019) potansiyel tstiin 6zellikler sergilemislerdir.

Klinoptilolit (CLP), zeolit ailesinin bir Gyesi olup temel
molekil formuli (Kz2,Naz,Ca)3AleSiz0072.21H20 seklindedir
(Wang ve Peng, 2010). Klinoptilolit minerali volkanik
patlamalar sonucu, monoklinik kristal yapida dogal cam
formunda olusan silikatca olduk¢a zengin  bir
aliminosilikat mineralidir (~%60-75). Beyazdan kirmizimsi
renge degisebilen goriinimdeki CLP mineralinin Mohs-
sertliginin 3.5-4 ve ézgil agirhiginin 2.1-2.2 g/cm3 oldugu
belirtilmistir (Mansouri vd., 2013; Servatan vd., 2020).
Dogal CLP minerali 1si ve asitlere karsi dayanikli olup genel
olarak 700 °C’nin altindaki sicaklklarda kristal yapisi

kararlidir (Erdogan vd., 2008; Tok, 2009). Klinoptilolitin

gozenekli yaplya sahip olmasi  (%35-40) ve
biyouyumlulugu sayesinde ilag endistrisinde ve
biyomedikal alanlarda  c¢esitli  kullanim  alanlar

bulunmaktadir (Paveli¢ vd., 2000; Servatan vd., 2020).
Klinoptilolit, yiksek biyouyumlulugu, poroz ve iyonik
yapisi sayesinde kanser tedavilerinde adjuvant olarak
(Paveli¢ vd., 2000), antoksidan ve antiinflamasyon ozellikli
uygulamalarda (Servatan vd., 2020), kitosan temelli
kompozit yara 6rtii malzemesi olarak (Barbosa vd., 2016),
ilag salinimi ve biyosensor gibi cesitli uygulamalarda
(Servatan vd., 2020) kullaniimaktadir.

Kemik skafoldlarinda hidroksiapatitin osteointegrasyon

siresini  kisaltmak icin  sinterleme  sicakhiginin
degistirilmesi, gozenekli yapi kazandirma gibi birgok
calisma gerceklestiriimektedir. Diger bir strateji olarak,
yapilan galismalarda hidroksiapatite zeolit eklendiginde,
HA’nin osteoiletkenlik ve kemik yenileme performansinin
arttirildigi bildirilmektedir (Igbal vd., 2016). Sentetik bir
zeolit katkisinin (Zeolit-Y), HA bilesiginin mikrodalga

sentez yontemi ile iretimi sirasinda katki olarak eklendigi

bilesikler  arastirllmis  ve  biyouyumlu  ozellikler
sergilemistir (Igbal vd., 2014). Klinoptilolit katkili
hidroksiapatit bilesikleri hakkinda literatlirde birkag

calismaya rastlanmistir (Kalkandelen, Gunduz, vd., 2017;
Karacayli vd., 2010; Sadeghinia vd., 2020). Karacayli vd.,
(2010),
kalsinasyonu vyoluyla Ureterek dogal CLP minerali ile
karistirarak kati hal reaksiyonu ile 1200 °C ve 1300 °C gibi
yuksek sicakhklarda sinterlenmesi sonucu kati formdaki

calismalarinda HA tozunu sigir kemiginin

kompozitlerin Uretimi ve karakterizasyonunu
HA’'ya CLP

ilavesine ek olarak aliimina eklendigi benzer kati formlar

gerceklestirmistir.  Sigir  kemigi  kaynakh
da kemik yer degisimi skafoldlari olarak kullanim igin
incelenmistir (Kalkandelen, Gunduz, vd., 2017). Belirtilen
calismalarda numuneler toz degil kati formda olup
oldukga yliksek sinterleme sicakliklarina tabi tutulmustur.
Bu calismalarda mekanik ozellikler gliclendirilmistir ve
100-120 MPa civarindaki basma mukavemeti degerine

ulasilmistir. Ancak 1300 °C gibi yuksek sicakliklarda
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sinterleme islemi sonrasi poroz yapinin kaybolarak yerini
kati formlarin aldig gérilmektedir (Kalkandelen, Gunduz,
vd., 2017). Bu durumda bahsedilen skafoldlar kemige
mekanik destek saglasa da kemik ile osteointegrasyonu ve
osteoiletkenlik ozelliklerini kisitlayabilecegi
disunilmektedir. Su durum wvurgulanmalidir ki kemik
yenilenmesini tesvik edici biyomalzemelerin hicrelerin
hareketi, yapismasi ve gogline ve ayrica igerisinden kan
damar aglarinin gegisine imkan veren birbirine igten bagli
makro ve mikro poroziteye sahip olmasi kemik
rejenerasyonu ve ilag salinimi uygulamalari igin oldukca
elzemdir (Jagadale vd., 2016). Literatlrde bildirilen,
kitosan-jelatin-HA-CLP polimer bazl hibrit kompozitlerin
oldukga biyouyumlu ve poroz bir yapiya sahip olduklari
gorilmustir ancak mekanik dayanimlar

duslktir (Sadeghinia vd., 2020).

nispeten

Bu calismada, HA'nin bir yas kimyasal metot olan sol-jel
yontemi ile sentezi sirasinda CLP ilavesi ile Uretilen nano-
tozlarin kemik yenilenmesini tesvik edici dolgu malzemesi
dahilinde ilk  kez
HA’'nin sentetik olarak Uretimi de

olarak  kullanimi  bilgimiz
arastiriimaktadir.
calismanin tekrarlanabilirliginin arttirmasinin yani sira
dogal kemik kaynaklarindaki pirojenlerin
uzaklastirlmasindaki zorluk ve gereken yiksek sicaklik
islemlerinden kaginilmasini saglar. Sol-jel yontemi ile
bilesenlerin molekiiler seviyede etkilesiminin saglanarak
HA'ya ilave edilen CLP mineralinin ek kafes yapisinda yer
alan silikat, sodyum, potasyum, magnezyum gibi
biyomimetik iyonlarin HA’da bulunan kalsiyum ve fosfat
gibi  iyonlar ile sayesinde

etkilesimi yapinin

biyocézinlrliginin arttirilmasi  6ngérilmektedir. Bu
sayede vyiksek silikat icerikli nano-kompozit tozlarin
kemigin biyominerallesme kapasitesi, osteoiletkenlik ve
anjiyonez gibi biyolojik fonksiyonlarin giglendirilerek
nihai kemik vyenilenme potansiyelinin arttiriimasi
amaglanmaktadir. Bu galisma kapsaminda sol-jel temelli
CLP-doplu HA

kullanilmistir. Bunun nedeni, ¢ok yiksek sicakliklarda

nano-tozlari sinterlenmeksizin
sinterleme islemi sonrasi HA katilasarak mukavemeti
artarken hicrelerin tutunmasi ve gogiine izin vermeyen
olusmaktadir ve

gozenek icermeyen kati bir yapi

dolayisiyla  malzemenin  biyouyumu  diismektedir.
Literatlrdeki in-vivo hayvan deneylerinde 1200 °C gibi
yliksek sicakliklarda sinterlenmis HA  ¢ogunlukla
¢6ziinmeden dokuda birikme yaparken, sinterlenmemis
ya da 900 °C’nin altinda sinterlenen HA’nin biyolojik
olarak ¢oziinerek doku ile yer degistirdigi ve onemli
derecede bir farkla yeni kemik olusumunu arttirdigi
bildirilmektedir (Dau vd., 2020; De Carvalho vd., 2019). Bu
calismada, HA’nin sol-jel kimyasal reaksiyonu ile sentezi

sirasinda CLP minerali, kalsiyum oOncili ¢ozeltisinin %5’i

oraninda HA’nin stokiyometrik orani degistirilmeksizin
ilave olarak katkilandirilmigtir. Biyomimetik bilesim ve
morfolojiye sahip, poroz yapili nano-boyutlu CLP-doplu
HA partikilleri elde edilmistir. Sentezlenen saf HA
%5 CLP katkih CLP toz
numunelerine  ait olarak

numunesi, HA ve dogal

analizler  karsilastirmal
gerceklestirilmistir. Orneklerin yapisi, morfolojisi ve
element bilesimi X-lsini Kirinimi (XRD), Fourier Dénlstimli
(ATR),

Elektron

Kizilotesi  (FT-IR)-Azaltilmis  Toplam Yansima
(BET),

Mikroskobu (SEM) analizleri ile karakterize edilmistir.

Brunauer-Emmett-Teller Taramali

Numunelerin biyouyumluluk ozellikleri in-vitro

sitotoksisite testleri ile kemik tlrevli osteosarcoma
hiicreleri (Saos-2) kullanilarak WST-8 teknigi ile g farkli

zaman diliminde test edilmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1 Saf ve klinoptilolit katkili hidroksiapatit nano-
partikiillerin sol-jel yéntemi ile sentezi

Saf HA tozlari, bir yas kimyasal sentez metodu olan sol-jel
yontemi kullanilarak 6nceden bildirilen calismalarimiza
benzer sekilde sentezlenmistir (Kocak vd., 2022b, 2022a).
Stokiyometrik oranda HA sentezi i¢in, 0,5 M kalsiyum
nitrat tetra-hidrat ve 0,3 M di-amonyum hidrojen fosfat
(Merck, Almanya) onci c¢ozeltileri sirasiyla saf etanol
(%99.9; Fluka, Almanya) ve ultra saf su igerisinde
¢cOzilerek esit hacimde hazirlanmistir. Dogal klinoptilolit
numunesi Rota Madencilik ‘ten (Manisa, Tlrkiye) temin
edilmistir. %5 CLP katkil HA bilesigi, CLP tozunun kalsiyum
oncl ¢ozeltisi icerisinde sispansiyonu olusturularak
hazirlanmistir. Sentez islemi manyetik karistiricili ceketli
bir balon isitici igine yerlestirilmis tGg¢ boyunlu bir cam
reaktorde gerceklestirilmistir. Reaksiyon sicakhgi 70 °C'ye
ayarlanarak kalsiyum 6ncisi Uzerine fosfat 6nci ¢ozeltisi
damla damla ilave edilerek surekli karistirma saglanmistir.
Reaksiyon sirasinda diizenli araliklarla amonyum hidroksit
sollisyonu (%25; ISOLAB, Almanya) ilavesi ile pH degeri 10
olarak ayarlanmistir. 4 saatlik toplam reaksiyonun
ardindan HA kristallerinin olusturdugu beyaz sollisyon
filtre edilerek elde edilen partikillerin tekrarli yikama
sonrasl pH degeri notralize edilmistir. Yas HA kristalleri
100 °C'de 24 saat kurutularak toz HA numuneleri elde
edilmistir ve bu ¢alisma dahilinde numuneler herhangi bir

sinterleme islemi uygulanmaksizin kullaniimistir.

2.2 Karakterizasyon ¢calismalari

Uretilen saf HA, %5 CLP katkili HA (HA + %5 CLP) ve dogal
CLP minerallerinin morfolojik, kimyasal, termal ve
biyolojik 6zellikleri karsilastirmali olarak analiz edilmistir.

SEM morfoloji analizleri igin éncesi numunelerin ylzeyi
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kaplama (Au-Pd: 80:20) islemine tabi tutulmustur. SEM
gorintileri ZEISS marka Gemini 500 modeli cihazda, 3kV
voltajda elde edilmistir. BET ylzey alani analizinde
numunelerin icerisindeki gazlarin uzaklastiriimasi igin 200
°C’'de
dengelenmis adsorpsiyon teknigi kullanilarak adsorplayici

Oon-isitma  islemi  uygulanmistir.  Analizler
inert N2 gazi atmosferinde Micromeritics-Gemini VII

marka BET cihazinda gergeklestirilmistir.

Toz numunelerin genel kimyasal fonksiyonel grup
analizleri FT-IR cihazinin (Perkin Elmer Spektrum 100) ATR
kullanilarak  500-4000 cm™ dalga boyunda
gerceklestirilmistir. Kristalin fazlar ve kristalinite gibi

teknigi

ozelliklerini tespit etmek igin XRD analizleri Rigaku
Miniflex 600 cihazinda Cu-Ko. 15181 kullamilarak 10°/dk
hizinda gergeklestirilmistir. Toz numunelere ait X-isini
kirinim desenleri 5° ile 90° 2® deger araliginda 0.02*'lik
adim genisliklerinde elde edilmistir. Analiz sonuglari ICDD
referanslar ile

kristalografi veri tabaninda bulunan

karsilastirilarak mevcut fazlar ve bilesikler belirlenmistir.

Biyouyumluluk analizleri icin numunelerin kemik tarevli
(Saos-2) kullanilarak WST-8
teknigi ile sitotoksisite testleri 3 farkli zaman diliminde

osteosarcoma hiicreleri

(24, 48 ve 72 saat) uygulanmistir. Saos-2 hiicre hatt
(ATCC kokenli, pasaj no:12), %10 Fetal Bovine Serum (FBS)
(Pan Biotech P30-1301) iceren Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) ile 75-T flask

cogaltilmistir. Trypan mavisi

besiyeri icerisinde
(Gibco)

cihazinda

Hicre sayimi,

uygulanan hicreler igin Logos Luna |l

gerceklestirilmistir. Hucreler 96-kuyucuklu plakalara,
kuyucuk basina 10* hiicre gelecek sekilde ekilerek {izerine
%10 FBS’'li DMEM besiyeri ilave edilmistir. Biyolojik
analizler dncesi 6rnek toz numuneler otoklavda 15 dakika
sterilize edildikten sonra 1 mL DMEM besiyeri ile
karistirilarak stok sollsyonlar hazirlanmis ve 1 saat
boyunca sonikator yardimiyla homojenize edilmistir. 0,1
mg/mL deney sollisyonlari 96’lik plakalardaki kuyucular
icerisine eklenmistir. Sadece hiicre ve besiyeri bulunan
kuyucuk negatif kontrol ve ilave 2 pL H20zigeren kuyucuk
pozitif kontrol, sadece besiyeri iceren kuyucuk ise blank
olarak adlandirilmistir. Her grup igin 3 tekrarl kuyucuklar

hazirlanmistir.

Hicreler (zerine test numuneleri uygulandiktan sonra
hiicreler 22 saat inkiibatorde birakilmistir. 22 saat
sonunda kuyucuk hacminin %10’u kadar WST-8 sollisyonu
eklenerek plakalar 2 saat boyunca isik gecgirmeyecek
sekilde folyo ile kaplanarak inkibatorde bekletilmistir.
Daha sonra hiicre kiltir kabinda 450 nm dalga boyunda
absorbans olgiimleri gergeklestirilmistir. Hiicrelerin ylizde
canlilik oranlari Denklem 1’de verilen standart formdl ile

hesaplanmistir. Ayni islemler 48 saat ve 72 saat sonrasi
canlilik testleri i¢in de tekrar edilmistir.

(Deney kuyucugu—Blank)

% Canhlk Orani = -
(Negatif Kontrol—Blank)

* 100 (1)

3. Bulgular ve Tartigsma

3.1. FT-IR kimyasal analizleri

Sentezlenen kurutulmus saf HA ve %5 CLP katkih HA
(HA+%5CLP) ile dogal CLP numunelerine ait ATR-IR
kimyasal analizlerine ait ATR spektrumlari Sekil 1’de
verilmistir. Sonuglara gére, HA numunesinde 3572 cm*
dalga boyunda yer alan pik hidroksil (O-H) gruplarina ait
asimetrik uzama vibrasyon tirlne atfedilmistir. 1021 cm"
! dalga boyunda gériilen en siddetli pik ve solunda yer
alan kiiciik pik (1089 cm™de) degerlerinin karakteristik
P0O;% (vs) grubuna ait oldugu belirtilir (Rehman ve
Bonfield, 1997). Raman spektroskopisinde daha ¢ok aktif
olan PO;3 (v1) grubu ise 962 cm™ dalga boyunda kiigiik
bir pik olarak yer almaktadir (Khan vd., 2013). PO;3 (va)
fonksiyonel gruplari ise artan siddet ile sirasiyla 630 cm™,
600 cm™ ve 560 cm™ dalga boylarinda gériilmektedir
(Kocak vd., 2022b; Rehman ve Bonfield, 1997).
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1 =
. 1.8 3
g 1,64 ’
3
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2 124 1
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Dalga Boyu-cm™

Sekil 1. Saf HA, %5 CLP katkih HA (HA+%5 CLP) ve CLP
numunelerine ait ATR analiz spektrumlari

Klinoptilolit numunesine ait spektrumda 3000-3700 cm™

dalga boyu araliginda bulunan genis alana ait bélgenin
izole silanol gruplarina ait Si—(OH) gruplari uzama
titresimlerinden kaynaklandigi bildiriimektedir. 3621 cm-
Ydeki en belirgin pik ise Si—O(H)—Al fonksiyonel grubuna
atfedilmistir (Garcia-Basabe vd., 2010). 1627 cm™ dalga
boylarinda molekiillerinin

gorilen pikin ise su

absorpsiyonundan kaynakhh H—O—-H baglarinin egilme
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vibrasyon hareketleri nedeniyle oldugu dustnalir (Igbal
vd., 2014; Puszka vd., 2023). Siddeti en ylksek olan 1020
cm® dalga boyunda aciga cikan pikin ise TO4 (T: Si ve Al)
tetrahedra molekillerine ait T-O-T asimetrik uzama
titresim  hareketleri sonucu olustugu soylenebilir
(Mansouri vd., 2013; Shumskaya vd., 1999) ve bu pikin
mineralin de-aliiminasyon oraniyla orantili olarak 1090
cm’! degerlerine kadar kayabildigi belirtilmistir (Garcia-
Basabe vd., 2010). 600-700 cm™ dalga boyu araliginda yer
alan piklerden 787 cm?® ve 600 cm? ‘deki pikler
tetrahedralarin sirasiyla O-T-O simetrik uzama ve gift
halka titresim hareketlerine atfedilmistir (Garcia-Basabe
vd., 2010; Rodriguez-Fuentes vd., 1998).

3.2. XRD analizleri

X-15in1 - difraksiyon teknigi ile CLP, HA+%5CLP ve HA
numunelerinin kristal yapilari incelenmis ve X-isini kirinim
desenleri Sekil 2’de karsilastirmali olarak verilmistir. Saf
HA’ya ait 26 degerleri, ICDD kristolografi veri tabaninda
bulunan 01-072-1243 numarali HA referans PDF karti ile
ortismustir. En siddetli HA piki 26 = 31.82° iken diger
siddetli HA pikleri sirasiyla 32.95°, 32.19°, 25.88°, 34.11°,
22.89° ve 34.11° degerlerinde yer almaktadir. Klinoptilolit
mineraline ait pik siddetlerinin ¢ok daha yiksek oldugu
gorilmektedir. Bu durum saf CLP’nin daha yuksek
kristalineteye sahip olduguna isaret etmektedir. 26 =
9.98°, 11.35 °, 17.47°, 22.49°, 22.60° ve 30.18°
bolgelerinde siddetli pikler gorilmektedir. Bu pikler ICDD
veri tabanindaki referans numarasi 00-039-1383’e gore
klinoptilolite ait pikleridir (Dosa vd., 2022; Galletti vd.,
2021). %5 CLP katkisi
kristalinitede bir miktar artisa neden oldugu X-isini kirinim

Hidroksiapatite yapildiginda
deseninden anlagilmaktadir.

3.3. BET yiizey analizleri

BET analizi
gozeneklerin ve spesifik ylzey alaninin karakterize etmek

biyokompozit igerisindeki nano-6lgekte
icin kullanilmigtir. Analiz sonuglarina gore, HA ve HA+%5
CLP numunelerine ait BET spesifisik ylizey alanlari sirasiyla
47.68 ve 21.9 m?/g olarak olcilmustir. Ayrica, BJH
(Barrett-Joyner-Halenda) yontemiyle belirlenen HA ve %5
CLP katkili HA numunelerine ait gézenek gaplari sirasiyla
30.58 ve 4.7 nm olarak belirlenmistir. %5 CLP katkili
HA'nin saf HA’ya gore BET spesifik ylizey alaninin ve
gbzenek boyutunun distigli  anlasiimaktadir. Bu
durumun temel sebebinin, HA (retiminde kullanilan
kalsiyum ve fosfat 6ncli miktarlarinin duslrilmeksizin
stokiyometrik oranin korunmasi ve buna ilaveten CLP’nin,
kalsiyum 6ncilsiinlin %5’i oraninda ilave olarak eklenmis

olmasidir. Bu durumda, CLP katkili numunede artan

madde miktari ile, beklenecegi gibi gozenekler bir miktar
kapanmistir. Ayrica HA partikillerinin iyonik olarak CLP
nano-plakalar Uzerine yapismasi sonucu yizey alani
miktarinin diistigl dusinilmektedir.
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Sekil 2. Saf HA, %5 CLP katkih HA (HA+%5 CLP) ve CLP
numunelerinin X-isint kirinim desenleri

3.4. SEM morfoloji analizleri
Klinoptilolit, HA ve %5 CLP katkili HA numunelerine ait

Sekil
blyitmede elde

SEM morfoloji goruntleri 3’'te verilmektedir.
100,000
goruntusiinde ince plaka seklinde katmanli bir morfolojik
yaplya

literatiirde verilen dogal CLP’ye ait morfolojik gorintiler

Klinoptiloit'in edilen

sahip oldugu anlasiimaktadir. Bu sonuglar,
ile benzerlik gostermektedir (Schiavo vd., 2023; Zhan vd.,
2013). Siraslyla, Sekil 3.b. ve Sekil 3.c.’de verilen saf HA ve
%5 CLP katkili HA numunelerine ait gorlntller benzer,
dagilimi ¢ok homojen olmamakla birlikte, Image-J
programiyardimiyla belirlenen partikil boyut dlgciimlerine
gore CLP, saf HA ve %5 CLP katkili HA tozlarinin ortalama
tane boyutu 146,42 nm, 58,36 nm ve 51,36 nm olarak
hesaplanmistir. CLP katkisi yapilarak trretilen HA tozunun
boyutunun saf HA'ya kiyasla az miktarda dusttga
anlasilmaktadir. Singh ve arkadaslari (2021), silikat bazli
biyomalzemelerin partikil boyutunu azaltici etkiye neden
oldugunu belirtmistir. Literatirle uyumlu nispeten daha
kiglk, cubuk seklindeki HA partikiillerinin genis CLP nano-
plakalari lzerine yapisarak dagildigi bu nedenle HA'nin
mevcut gbézenek boyutunun azaldigi distnilmektedir.
Benzer durum, hidrotermal sentez yoluyla Uretilen A-tipi
zeolit-HA bilesikleri igin gozlenmistir (Watanabe vd.,
2006).

Igbal ve arkadaslarinin mikrodalga destekli ¢oktiirme
yontemiyle sentezledigi %5 zeolit katkili- HA kompozitin
ortalama tane boyutu 75-79 nm olarak belirlenmistir
(Igbal vd., 2014). Diger bir calismada ise %5 ZSM katkili-
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HA kompozit icin ortalama tane boyutunun yaklasik 90
nm oldugu belirtilmistir (Igbal vd., 2016). Bu ¢alismada
elde ettigimiz sonuglara gore %5 klinoptilolit katkill HA’nin

ortalama tane boyutu literatiirdeki yapilan benzer
¢alismalardaki sentezlenen kompozitlerin tane
boyutlarina goére nispeten daha dlstik oldugu

anlasilmaktadir. Ayrica saf HA ve %5 CLP katkili HA toz
morfolojilerine baktigimizda yapilarinda kiigik mesafeye
sahip sekilsiz yapida bircok gbzeneklerin (porozitenin)

varligi  goriilmektedir. Hucrelerin  yapismasini  ve
¢ogalmasini kolaylastirdigi icin ilag tasiyici biyomadikal
uygulamalarda ve kemik dokusu mihendisliginde HA’da
gbzenekli yapinin olusumu 6nemlidir (Jagadale vd., 2016).
%5 CLP katkili HA tozlarinda CLP mineralinin HA yapisina
ek olarak katkilanmis olmasi sonucu porozite miktarinda
bir miktar azalma goézlenmektedir. Bu durum BET analiz

sonuglariyla da desteklenmistir.

3.5. Biyouyumluluk analizleri
Ug farkh zaman diliminde (24, 48 ve 72 saat)
gerceklestirilen sitotoksisite testlerine ait sonuglar Sekil
4’'te verilmistir. Sonuglara gore sadece hiicre igeren
negatif kontrole kiyasla hiicre ekili olan tim numunelerin
tiim test periyotlarinda canlilik orani yiizdeleri istatistiki
olarak da 6nemli derecede yiiksek bulunmustur. 24 saat
sonrasi canllk testlerine gére HA+%5 CLP numunesinin
saf HA numunesine gore biyouyumlulugunun 6nemli
derecede daha yuksek oldugu belirlenmistir (p<0,0001).
HA+%5 CLP ile CLP numuneleri canhlik oranlari arasinda
istatistiki CLP
numunesine ait biyouyumlulugun saf HA’ya gore daha

olarak o6nemli bir fark bulunmazken,
yuksek oldugu gorilmustir. 48 saatlik testte HA’nin

biyouyumlulugu 24 saate kiyasla artmistir. Hicre
kiiltirinde 72 saatlik testlerde 48 saate kiyasla hiicre
canhhk ytzdesi HA numunesinde artarken deger olarak
daha yiksek canliiga sahip olan CLP ve HA+%5 CLP

numunelerinde hafif bir duraklama ve azalis gozlenmistir.

Sekil 3. a) Dogal CLP, b) Saf HA ve c¢) %5 CLP katkili HA tozlarinin morfolojisi

M HA ™ HA+%5CLP mm CLP = Negatif

* %k k
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Sekil 4. Saf HA, CLP ve %5 CLP katkih HA numunelerine ait %
Hicre Canlilik Oranlari ve standart sapma miktarlarini gosteren
grafik. istatistiki analiz GraphPad Prism programinda 2-Way
ANOVA yontemiyle TUKEY testi kullanilarak gergeklestirilmistir.
(a:0,005 ve 0,1234 (ns), 0,0332 (*), 0,0021 (**), <0,0001 (****)).
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Igbal ve arkadaslari tarafindan mikrodalga destekli
¢oktirme metodu ile sentezlenen farkli oranlarda zeolit
ilaveli bioaktif ZSM-5-HA kompozit'inin biyolojik 6zellikleri
incelenmistir ve Ug glinlik MTT test periyodu sonuglarina
gore %5 zeolit katkil HA’nin yuzde canlilik orani yaklasik
%155 bulunmustur (Igbal vd., 2016). Literatiirde bildirilen
baska bir ¢calismada, B-TCP-ZSM-5-Jelatin kompozitinin
24 ve 48 saatlik zaman dilimlerindeki MTT test sonuglarina
gore hicre canhliginin degismeden yaklasik %80 olarak
kaldigi belirlenmistir (Yazdanian vd., 2020). Kalkandelen
ve arkadaslari inek kemiginden kalsinasyonla Uretilen
hidroksiapatitin kullanildig (BHA)-CLP-Al>03
kompozitlerini kati hal reaksiyonuyla 1300 °C tzerindeki
sicakliklarda sinterleme yoluyla elde etmistir. %5CLP-
%5A1203-BHA  kompozitinin = 3 glnlik MTT test
periyodundan elde edilen canlilik orani yaklasik %135
olarak belirlenmistir (Kalkandelen, Suleymanoglu, vd.,
2017). Bu calismada ise 72 saatlik sitotoksitite deneyi
sonucunda %5 CLP katkih HA nano-tozlarin canhhk
oraninin yaklasik %165 oldugu gorilmustir. Sentezlenen
%5 CLP katkil HA kompozitin biyouyumlulugunun
literatlirdeki sonuclara nispeten daha yiksek oldugu
anlasiimaktadir.

4. Sonug

Bu calismada, dogal CLP mineral katkili HA bilesiklerinin

sol-jel metoduyla kimyasal olarak sentezlendigi,
biyomimetik mineral igerikli nano-kompozit seramikler
incelenmistir.  Sol-jel yontemi ile molekiiler dizeyde
etkilesen HA bilesigi ve CLP mineralinin dis iskelesinde yer
alan iyonlarin potansiyel yer degisimi sayesinde nihai
HA’ya

amaglanmistir.

kemik yenilenmesi icin saf gore

biyocozinlrlaginin arttiriimasi
Mikroyapisal analiz sonuglarina gore, sol-jel ydntemi
kullanilarak Gretilen biyomimetik sekildeki nano ¢ubuklar
gorinimindeki HA partikilleri elde edilmistir ve CLP
partikilleri ise nano-plakalar seklinde, ince ve genis
yapidadir. Sentezlenen CLP-doplu HA nano-kompozit
seramiklerde ylizey alani ve gézenek miktari saf HA’ya
gore bir miktar dismustir. Bunun sebebinin ise HA
CLP’nin
stokiyometrik HA’ya ilave katki olarak eklenmesi sonucu

kristallerinin CLP ylizeyine yapismasi ve
oldugu degerlendirilmistir. Yapilan kemik hiicresi tirevli
Saos-2 hiicre hatti ile gercgeklestirilen hicre canlilik
testlerinde, %5 CLP katkili HA numunesinin, saf HA’ya
kiyasla daha yuksek canlilik oranina (%165) sahip oldugu
gorilmistir. Ayrica, tiim numunelerin sadece hiicrelerin
bulundugu kontrole kiyasla tim zaman dilimlerinde
%100’Un Uzerinde hiicre canliik oranina sahip oldugu
gorilmektedir. CLP katkisi ile biyouyumlulugu artirilan HA
temelli nano-kompozit tozlarin, biyomimetik mikroyapi ve
kompozisyonu sayesinde kemik dolgu malzemesi olarak
kullanildiginda zengin silikat icerigi ile potansiyel pro-

anjiyojenik ozellikler gosterecegi ve iyon yer-degisimi ile
biyogoézUnirligin arttirlmasi sayesinde in-vivo kemik

yenilenmesini  tesvik etmede  Ustiin  potansiyel
sergileyecegi 6ngorilmektedir.
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