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OZET

Kemik dokusunun temel inorganik bileseni olan kalsiyum fosfat temelli hidroksiapatit
(HA) bilesigi, yiiksek biyouyumlulugu ve biyomimetik yapisi sayesinde Kemik Doku
Miihendisligi’nde skafold ve dolgu malzemesi olarak yaygin sekilde kullanilan bir
biyoseramiktir. HA biiylik bir biyoaktif potansiyele sahip olmasina ragmen, sentetik
HA'nin yiiksek kristal stabilitesi onun in-vivo olarak biyoemilebilirligini kisitlamakta ve
bu da dokularin iyilesme siirecini uzatmaktadir. Bu nedenle, hidroksiapatitin kristal
Ozelliklerini ve biyoaktivitesini ayarlamak i¢in farkli iyonik katkilarla ya da minerallerle
zenginlestirme yoOniinde cesitli arastirmalar gergeklestirilmektedir. Son zamanlarda
HA'ya katki maddesi olarak cesitli biyomimetik iyonlar olusturan dogal minerallerden
yararlanilmaktadir. Kemik Doku Miihendisligi’nde sentetik ve dogal zeolitler,
anjiogenezi ve osteogenezi tetikleyen silikat bakimindan zengin bilesimleri, gézenekli
morfolojisi, yiiksek ylizey alan1 ve iyonik degisim kapasitesi nedeniyle siklikla tercih
edilmektedir. Klinoptilolit (CLP), biyouyumlu bir aluminasilikat bazli zeolittir ve
siklikla biyomedikal uygulamalar ic¢in kullanilir. Bu c¢aligmada, %S5, %10 ve %20
oranlarindaki ve CLP katkili HA’in sol-jel metodu ile sentezi yapilarak farkl
sicakliklarda (800°C, 950°C ve 1100°C) sinterlenmistir. Uretilen saf ve CLP katkili HA
numuneleri ¢esitli morfolojik, kimyasal, mekanik ve biyolojik analizler ile karakterize
edilmistir. Sol-jel yontemi, hidroksiapatit sentez yontemlerinden en basarili sonug
alian, islem tekrarlanabilirligi ve kolaylig1 yoniinden ¢ok sik tercih edilen yontemdir.
Sol-jel yontemi reaktiflerin molekiiler diizeyde karismasi, homojen partikiiller elde
edilmesi, diisiik sicaklikta gergeklestirilebilmesi, basing gerektirmemesi ve yiiksek

saflikta {iriin elde edilmesi gibi avantajlara sahiptir. Ayrica bu proseste partikiil boyutu
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ve partikiil sekli gibi 6zellikleri kontrol etmek miimkiindiir. SEM ve S-TEM ile yapilan
morfolojik karakterizasyonlara bakildiginda, nano boyutlu g¢ubuksu biyomimetik
partikiiller elde edilmistir. ince tabakalar halinde bulunan genis CLP partikiilleri iizerine
ince HA partikiilleri yapigmis formda yer almaktadir. CLP katkili HA numuneleri,
950°C ve 1100°C'de cams1 yapida ve birbirine bagli porozif bir mikro yapiya sahiptir.
800°C’de sinterlenen numunelerde %5, %10 ve %20 CLP katkis1 kristalin yapiy1 ¢ok
fazla etkilemedigi ve biitiin numunelerde saf HA fazinin korundugu goriilmistiir. FT-IR
ve XRD analiz sonuglari, katkili numunelerde CLP konsantrasyonu arttik¢a termal
kararliligin azalarak 950°C ve 1100°C'de tri-kalsiyum fosfat bilesiklerinin olustugunu
gostermektedir. Biyouyumluluk ve sitotoksisite testleri, tiim CLP katkilarinin hiicre
canliligini olumlu yonde etkiledigini ve en yiiksek konsantrasyondaki CLP katkisinin en
yuksek hucre canlilik oranmna neden oldugunu gostermektedir. HA ve CLP katkili
HA’nin 6lgiilmiis olan BET sonuglar1 karsilastirildiginda CLP katkisinin, ylizey alanini
ve gozenek boyutunu diisiirdliigli gorilmiistiir. Ek olarak tiim Orneklerin basing
dayanimi trabekiiler kemik ve kortikal kemik basin¢ dayanimi deger araliginda olmasina
ragmen en yiliksek CLP oran1 ve en yiiksek sinterleme sicakliginda maksimum mekanik

dayanima sahip oldugu tespit edilmistir.
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ABSTRACT

Calcium phosphate-based hydroxyapatite (HA) compound, the basic inorganic
component of bone tissue, is a bioceramics widely used as scaffold and filling material
in Bone Tissue Engineering, thanks to its high biocompatibility and biomimetic
structure. Although HA has a great bioactive potential, the high crystal stability of
synthetic HA limits its bioabsorbability in-vivo, which prolongs the healing process of
tissues. Therefore, diverse studies are being carried out to enrich hydroxyapatite with
different ionic additives or minerals to adjust its crystal properties and bioactivity.
Recently, natural minerals composed of various biomimetic ions have been used as
additives to HA. Synthetic and natural zeolites are frequently preferred in Bone Tissue
Engineering due to their silicate-rich compositions that trigger angiogenesis and
osteogenesis, porous morphology, high surface area and ionic exchange capacity.
Clinoptilolite (CLP) is a biocompatible aluminasilicate-based zeolite and is frequently
used for biomedical applications. In this study, 5%, 10% and 20% CLP-doped HA was
synthesized by the sol-gel method and sintered at different temperatures (800°C, 950°C
and 1100°C). The produced pure and CLP doped HA samples have been characterized
by various morphological, chemical, mechanical and biological analyses. The sol gel
method, among the hydroxyapatite synthesis methods provides the most successful
results and is frequently preferred due to its repeatability and ease of monitoring. The
biggest advantages of the synthesis are that the reagents are mixed at the molecular
level, homogeneous particles are obtained, it can be carried out at low temperatures,
does not require pressure, and high purity products are obtained. It is also possible to

control properties such as particle size and particle shape in this process. Considering

Vi



the morphological characterizations made with SEM and S-TEM, nano-sized rod-like
biomimetic particles were obtained. Fine HA particles are adhered onto large CLP
particles as thin layers. CLP-doped HA samples have a glassy and interconnected
porous microstructure at 950°C and 1100°C. In the samples sintered at 800°C, it was
observed that 5%, 10% and 20% CLP additives did not affect the crystalline structure
much and the pure HA phase was preserved in all samples. FT-IR and XRD analyses
results show that thermal stability decreases in doped samples as CLP concentration
increases and tri-calcium phosphate compounds are formed in samples sintered at
950°C and 1100°C. Biocompatibility and cytotoxicity tests show that all CLP additives
positively affect cell viability and the highest concentration of CLP additive causes the
highest rate of cell viability. When the measured BET results of HA and CLP-doped
HA were compared, it was seen that the CLP additive reduced the surface area and pore
size. In addition, although the compressive strength of all samples was within the value
range of trabecular bone and cortical bone compressive strength, it was determined that
they had maximum mechanical strength at the highest CLP ratio sintered at the highest

temperature.

Keywords: Tissue engineering, bone, ceramic materials, hydroxyapatite, clinoptilolite.
Thesis Supervisor : Assist. Prof Dr. Fatma Zehra KOCAK,

Co-supervisor  : Assist.Prof Dr. Nilifer KUCUKDEVECI
Page Number: 61
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0,0021 (**), <0,0001 (¥HF*%)) .o 50
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1. BOLUM
GIRIS

1.1. Amag ve Kapsam

Kemik dokularinda meydana gelen kiigiik ¢apli hasarlarin bir kismi in-vivo olarak
rejenerasyon ile kendiliginden iyilesirken (McMahon ve ark. 2013), buyuk o6lcekli
hasarlarda bu durum pek miimkiin degildir. Kemigin kendini yenileyemedigi
durumlarda ¢ farkli tedavi yontemi uygulanmaktadir. Bu uygulamalar ayni hastada bir
bolgeden digerine doku nakline (otogreft), bir bireyden diger bireye nakil (allogreft)
veya hayvan dokularindan alinarak nakil yapilmasi (xenogreft) seklindedir. Bu tedavi
tekniklerinde dezavantaj olarak enfeksiyon, doku uyusmazligi gibi sorunlarla
karsilasmak olast durumlardir. Allojenik ve alloplastik doku kullanilmasi durumunda ya
kok hiicreler tek tabaka halinde genisletilerek operasyon Oncesinde godzenekli bir
iskeleye (skafold) yiiklenir ya da hiicre iskele i¢inde dogrudan genisleyerek dondr
hastaya implante edilir. Bu yontemler i¢in ABD’de yapilan bir arastirmaya gore 6
milyar kirtktan %35-10'u doku uyumsuzlugu, metabolik bozukluklar, enfeksiyon gibi
nedenlerle tedavinin yetersiz oldugu anlasilmistir. Boyle bir durumla karsilagiimasi
halinde donor bolgelerden alinan iliak krest gibi otolog kemik tedavisi tercih edilir

(Logeart-Avramoglou ve ark. 2005).

Yukaridaki tedavilerde karsilasilan sorunlarin minimuma indirilebilmesi i¢in Doku
Miihendisligi olduk¢a onemlidir. Doku Miihendisligi hem tip hem de miihendislik
alaninda bir yeni bir yaklasimdir. Bu alanin uygulanmasi ve gelismesi ig¢in
biyomalzemelere ihtiyag duyulmaktadir. Biyomalzemelerin kullanim alanina bagl
olarak spesifik 6zellikleri dikkate alinarak segilmelidir (Chifiriuc ve ark. 2016). Kemik
yapisina en ¢ok benzeyen biyomalzeme seramik malzeme grubundan hidroksiapatittir.
Kemik ve dis dolgu malzemesi ve implant malzemesi olarak, proteinlerin, vitaminlerin,
antibiyotik ilaglarin ve hormonlarin insan dokularina kontrollii sekilde verilmesi igin
ilagh salimim sistemlerinde, malzemelere antibakteriyel 0Ozellik kazandirmada,

ortopedide gdzenekli implant sistemlerinde biyoaktif kaplama malzemesi olarak, nano
1



boyutta iretildiginde timoériin biliylimesini  engelleyici ilag tasiyicisi  olarak
kullanilmaktadir (Logeart-Avramoglou ve ark. 2005). Kullanim alaninin gok genis
olmasi nedeniyle bu ¢alismada hidroksiapatitin genel 6zellikleri, yapisi, gesitleri detayli

olarak incelenmistir.

Kemik dokusunun temel inorganik bileseni olan hidroksiapatitin (HA), yiiksek
biyouyumlulugu ve uygun biyomimetik yapisi sayesinde kemik doku onariminda
skafold ve dolgu malzemesi olarak yaygin bir sekilde kullanildig1 bilinmektedir. Ancak
saf HA’in yiiksek stabilitesi nedeniyle viicutta ¢oziiniirliigliniin diisiik olmast dokularin
iyilesme silirecini uzatmaktadir. Bu nedenle, son yillarda hidroksiapatiti farkli
biyomimetik iyon katkilartyla ya da minerallerle zenginlestirme yoniinde g¢esitli
aragtirmalar gergeklestirilmektedir. Biyomimetik iyon veya dogal aliimina silikat gibi
katkilar hidroksiapatitin mekanik dayanimini, kristallesme oranini, ¢éziinme hizini,
dokulara baglanma 6zelligini ve biyoaktivitesini arttirir. Termal 6zelliklerini iyilestirir

ve antibakteriyel 6zellik kazandirir.

Bu calismada, dogal cam bilesiminde yiiksek porozite ve yiliksek ylizey alanina sahip
olan ve en biyouyumlu zeolit minerallerinden oldugu bildirilen klinoptilit (CLP)
mineralinin hidroksiapatit ile kimyasal sentez sirasinda homojen olarak birlestirilerek
nano boyutta {iretimi ve fiziksel, kimyasal ve biyolojik karakterizasyonlar
gerceklestirilmistir. Klinoptilolit mineralinin %S5, %10 ve %20 oranlarinda saf HA’ya
katki olarak stokiyometrik HA’nin sol-jel yontemiyle iiretimi sirasinda eklendigi
bilesimler bilgimiz dahilinde literatlrde ilk kez arastirilmistir. Saf ve gesitli oranlardaki
CLP katkii HA’nin sentezi ve farkli sicakliklarda (800°C, 950°C ve 1100°C)
sinterlenmesi ile Uretilen nano tozlar arastirilarak karsilastirmali olarak karakterize

edilmistir.



2. BOLUM
GENEL BIiLGILER

2.1. Kemigin Yapisi ve Ozellikleri

Kemik, organik kismi cogunlukla kollajenden ve inorganik kismi hidroksiapatitten
olusan nanokompozit bir yapidir (McMahon ve ark. 2013). Vicuda mekanik destek
saglamak, fizyo-kimyasal ve mekanik-kimyasal sinyalleri iletme gorevlerinin olmasi
nedeniyle iskelet yapisi i¢in kemik ¢ok Onemlidir. Biitiin kemik dokularinin gorevi
bolgeye gore farklilik gosterse de viicuttaki en Onemli gorevi mekanik dayanim

saglamaktir (Logeart-Avramoglou ve ark. 2005).

2.1.1. Kemigin fizyolojik ve kimyasal yapisi

Kemik organik fazinin tamamina yakin kismini olusturan ve osteoblastlar tarafindan
sentezlenen tip 1 kollajen dogrusal protein molekiiliidiir. Kollajen lifleri birleserek
kollajen fibrillerini, kollajen fibrilleri birleserek kollajen fiberlerini, kollajen fiberleri
birleserek ise kemik lamellasini olusturur (Sekil 2.1.). Kemigin ¢ok az bir organik
kismmi ise kemik indlkleyici proteinler (osteonektin (ON), osteopontin (OPN),
osteokalsin (OCN)), blytime faktorleri, gibi non-kollajen proteinler olusturmaktadir. Bu

proteinlerin amaci, kemik hiicrelerinin fonksiyonlarini yonetmektir (Cakmak 2015).
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Sekil 2.1. Kemik dokusunun lamella yapis1 ve lamella igerisindeki kollajen molekiilleri,
kollajen fibrilleri ve kollajen fiberlerinin hiyerarsik yapis1t (McMahon ve ark.
2013).

Kemigin inorganik kismini, kKimyasal formull Cas(PO4)3(OH) olan ve yapisinda az bir
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miktarda karbonat, sodyum, magnezyum, potasyum gibi pek ¢ok iyonu da barindiran
hidroksiapatit minerali olusturur. Hidroksiapatitin birim hiicre yapis1 hekzagonaldir ve
hidroksiapatit kristalleri hiicre igerisinde ne kadar diizenli yerlesmis ise kemik

saglamlig1 o kadar fazla demektir (Cakmak 2015).

Kemik, omurgali canlilarin iskelet sisteminin olugsmasinin en temel bilesenidir ve
kendini yenileyebilir 6zellige sahiptir. Viicut agirliginin yaklasik 5’te birini kemik
olusturur. Kemik bilesenlerinden organik matrisi blylk oranda proteinlerden
olusurken, tuzlardan olusan inorganik yap1 ise organik matris igerisinde
dagilmistir. Insan femur matrisi icerigi; %70 inorganik tuzlar, %20 organik faz ve %10
su seklindedir. Kemigin viicuttaki temel gorevleri; i¢ organlar1 koruma, viicuda hareket
yetenegi kazandirma, kan hiicresi iiretme, kalsiyum ve fosfor gibi mineralleri depolama,
kanin asitlik ve baziklik dengesini korumaktir. Yapisina gore kemik cesitleri iki tanedir.
Bunlar; kortikal (sik1) ve trabekiiler (siingerimsi) kemiklerdir. Kortikal ve trabekdler
kemik yapist Sekil 2.2.°de verilmistir. Toplam kemik agirligmin %80’ini kortikal
kemik, %20’sini ise trabekiiler kemik olusturur (Cakmak 2015).

. Kortikal kemik

Trabekiiler kemik

Sekil 2.2. Kortikal ve trabekiiler kemigin gosterimi (GCakmak 2015).

Kortikal kemik siki bir diizen icerisindedir. Yani ¢ok az bosluklu bir yapiya sahiptir ve
bu 6zelligi nedeniyle trabekiiler kemigin etrafinda kabuk gorevi goriir. Ayrica uzun
kemiklerin saft kisminda bulunur. Trabekiiler kemik ise bosluklu bir yapiya sahiptir ve
bahsi gegen bosluklar kemik iligi ile doludur. Viicutta uzun kemiklerin u¢ kisimlarinda
ve bel omurlarinda goriiliir. Femur, tibia gibi uzun kemiklerin ug¢ kisimlarinda kalan ve
kemigin olusumunda rol oynayan bdlgeye epifiz adi verilir. Epifizin dis1 kortikal
kemikle saril1 olup ig¢i trabekiiler kemikten olusur. Epifiz kisimlarin arasinda kalan ve

kortikal kemikten olusan bolgeye ise diyafiz denir, bu kismin ortasinda ise kemik iligi
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bulunur (Cakmak 2015). Kemik yapisinda igten disa dogru kemik iligi, onu saran
siingerimsi kemik ve en dista eklem kikirdagi bulunmaktadir. Kemigin dis ylizeyinde,
pliriizlii, saglam, ¢ikintili sekilde baglanma noktalar1 vardir. Bu baglar kaslara tutunma
ve eklem olusturma noktasidir (Tufekci 2008). Sekline gore kemik ¢esitleri dort tanedir.
Bunlar; uzun kemik, kisa kemik, yass1 kemik ve diizensiz kemiktir. Kol ve bacak

kemikleri uzun kemik, el ve ayak parmaklar1 kisa kemik, kafatasi ise yassi kemik

srnegidir (Cakmak 2015).

Kemigin diizenli ve lamellar kemik olmak iizere iki ¢esit mikro yapist bulunmaktadir.
Diizenli kemigin yapist mekanik dayanimi arttiran kalin kollajen fiberlerden olusur ve
bu fiberler rastgele dizilmistir. Kisinin yas1 biiylidiikk¢e diizenli kemigin yerini lamellar
kemik alir. Lamellar kemikte bulunan kollajen fiberler birbirine paralel olarak
dizilmistir ve bu kemigin gosterdigi mekanik 6zellikler homojen degildir. Bu durumda
mekanik dayanim maksimumdur. Yani lamellar kemik, diizenli kemige gore daha fazla
minerallesmis matris igerir. Sert kemigin esas yapisini olusturan, merkezi bir kanal
etrafinda kollajen fiberlerin dizilis yoniline bagli olarak i¢ ige halkalar seklinde
diizenlenmis, birbirlerine paralel ince kanallarla baglanmis halkalar sistemine osteon
denir (Sekil 2.3.). Osteonlarin merkezinde, uzun kemik kanal1 olarak da isimlendirilen
‘Havers Kanali’ bulunur. Havers kanalinin c¢evresi lamella ile sarilidir. Lamella
igerisinde lakuna adi verilen kemik hiicreleri bulunur. Kanalikuli ise lakuna ve havers
kanallar1 arasindaki baglantiy1 saglar (Cakmak 2015).

Osteositleri igeren lakunae ; ;
¢ Kortikal kemik osteonu

3" Siingerimsi kemik
trabekiilii

Osteon ~~ % 4 E I = Havers kanali
Periosteum

Volkmann kanali

Sekil 2.3. Trabekiiler kemik ve onu ¢evreleyen kortikal kemik yapisi icerisinde lamella,
kanalikuli, havers kanali ve osteonun yerlesimi (Cakmak 2015).
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2.1.2. Kemigin biyomekanigine etki eden faktorler

Biyomekanik kuvvetler, kemigin sekil veya eksen degistirmesine neden olur (Katsimbri
2017). Herhangi bir yapinin hareket etmesini ya da sekil degistirmesini saglayan kuvvet
ikiye ayrilir, bunlar statik kuvvet ve mekanik kuvvettir. Statik kuvvette cisimlere etki
eden kuvvet toplami1 ve moment toplamu sifirdir. Bu sebeple tekrarlayan ¢aligsmalar igin
statik kuvvet incelenemez. Cisim uzerindeki tekrarlayan kuvvetlerin etkisini incelemek
icin dinamik kuvvet incelenmelidir. Kemigin en onemli gorevi yiik tasimaktir. Yk
tasima kapasitesi; kemigin geometrisine (sekil, boyut vs.), materyal dzelliklerine (doku
Ozellikleri) ve uygulanan yiike (yonii ve biiyiikliigiine) baglidir. Fonksiyonel olarak en
onemli mekanik oOzellikleri: kirilma kuvveti, sertlik ve dayanikliliktir. Kemik
biyomekaniginde asil onemli olan ve incelenen nokta kemigin kirilganlik (fragility)
ozelligidir. Biyomekanik testlerle kemigin nasil kirilabildigi, kirilmanin kolaylasma
nedeni, uygulanmasi gereken tedavi yontemi gibi konulara agiklik getirilir (Kilimci ve

Kara 2017).

2.1.3. Yeni kemik olusumu (Ossifikasyon)

Ossifikasyonun genel karsiligi kemiklesmedir. Normal kemik olusumuna ve hastaliga
bagli olarak istenmeyen kemik olusumuna atfen ayni kelime kullanilir. Kikirdak
dokudaki yapinin minerallesmesi ile birlikte sertlesmesi ve sekillenmesi ile de

gerceklesenilen ossifikasyon iki gesittir.

2.1.3.1. Ossifikasyon cesitleri

Endokondral ve intramembrandz olmak iizere iki g¢esit ossifikasyon vardir.
Intramembrandz ossifikasyon, intramembrandz kemik olusumu icin farklilasan doku
fibr6z membrandir. Bu yontem, viicuttaki yasst ve kisa kemiklerin olusumu igin gok
onemlidir. Madibula, klavikula, kafatasi, kopriiciik kemigi gibi dokular bu sekilde
olusur. Bu yontemin asamalar1 su sekildedir: Mezensimal hiicreler damarin etrafini
cevreler ve bu kiimelenme ile ossifikasyon merkezi olusur. Bu yap1 farklilagarak
osteoblasta dondsiir (Sekil 2.4). Bu durumdayken siingerimsi yapidadir ve lamella
icermez. Osteoblast, osteosit salgilayarak periosteum olugmasini saglar. Bu yapi

sekillenerek kemik olusmasina sebep olur (Insal ve Piskin 2017).



Sekil 2.4. Mezensimal kok hiicreden osteosit olusumu (Insal ve Piskin 2017).

Endokondral kemik olusumu, vakiiler bir yap1 olan hyalin kikirdagin farklilagsarak
kemik haline gelmesi olayidir ve omurgali sistemlerde boyuna kemik blytmesi olarak
da anlandirilmaktadir (Gerber ve ark. 1999). Viicuttaki uzun kemikler bu sekilde
meydana gelmektedir (Sekil 2.5.). Hyalin kikirdak, slingerimsi kemige doniisiirken
olusan bosluklar kan damarlartyla dolar. Bu esnada osteoblast, osteosit salgilar ve
salgilanan osteosit hyalin kikirdaktaki diyafiz etrafinda kemik halkasi olusturur.
Kikirdagin yapist bozulur ve etrafinda yogun ve diizensiz periosteum olusur.
Sekillenerek kemik olusumuna sebep olur. Heteroplastik kemik olusumu ise patolojik
bir olusum tiiriidiir. iskelet sistemi disinda yani baska dokuda olusum gerceklesir (Insal

ve Piskin 2017).

Sekil 2.5. Hyalin kikirdagin farklilasmasiyla endokondral kemik olusumu gdsterimi
(insal ve Piskin 2017).

2.1.3.2. Kemik yapisini olusturan hiicreler

Kemik yapisim1 olusturan hiicreler osteoblast, osteoklast ve osteosit olmak iizere ii¢
tanedir. Osteoblast, mezenkimal kok hiicrelerden (MSC) farklilasarak olusur ve

kemiklerin olusumunda ve yenilenmesinde gorev alir. Asil gorevi, osteoidlerin organik
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ve inorganik fazlarmin dretilmesidir. Kemik matrisinin birikimi ve osteoklast
aktivitesinin duzenlenmesi, tip I kollajen, OPN, OCN, BSP gibi proteinleri ve alkalin
fosfataz (ALP) gibi enzimleri sentezleme gorevleri de vardir. Doku matriksinde
kalsiyum tuzlarmin birikmesiyle ossifikasyonu yonetirler. Ossifikasyon, osteoblastlar
tarafindan salgilanan osteoid doku matriksinde kalsiyum, fosfor ve diger mineral
maddelerin birikmesiyle ger¢ek kemik olusumuna verilen addir. Kalsifikasyon ise
kalsiyum tuzlarinin birikimi olarak tanimlanir. Osteosit, lamellada lakuna adi verilen
kemik hcrelerinin icerisinde bulunur ve insilin benzeri blyltme faktéri ve doku
biiylime faktorii B gibi biiyiime faktorlerini sentezleyerek kemik olusumunda gorev alir.
Olgunlasmamis haldeki kalsiyum sentezleyemeyen osteoblastlarin olgunlagsmis ve
kalsiyum sentezleyebilir hale farklilasmasini saglar ve bu olay neticesinde olusur. Siki
ve slingerimsi olmak iizere iki farkli sekilde bulunabilir. Kemik hiicreleri igerisinde
dinlenme hiicresi olarak da adlandirilabilir. En Onemli gorevi ise kemigin canli
kalmasin1 saglamaktir. Osteokslast, kaynagi hematopoietik kok hiicrelerdir ve farkl
asitleri ve proteolitik enzimleri sentezleyerek kimyasal etkiyle kemik hicrelerinin
yikimi gorevini lstlenir. Hiicre yikimi, olumsuz bir durum gibi algilansa da hiicre ve

doku yenilenmesi igin gerekli ve oldukga 6nemli bir prosestir (Cakmak 2015).

2.1.3.3. Kemigin yeniden olusmasi (Remodeling)

Kemigin sekillenmesi, yasam boyu fizyolojik etkilere ve biyomekanik kuvvetlere karsi
gosterdigi tepkidir. Bu durum modellenme ya da sekillenme olarak adlandirilir.
Erigkinlikten onceki donemde viicuttaki yapim faaliyetlerinin yikim faaliyetlerinden
daha fazla olmasi nedeniyle epifiz plaklarda boyuna biliyiime gergeklesir. Kemik
biiyiimesi eriskinlik déneminde baslayip hayat boyu devam eden bir siiregtir (Insal ve

Piskin 2017).

Kemik, siirekli olarak yeniden sekillenen bir dokudur (Insal ve Piskin 2017). Kemigin
biyomekanik islevlerini siirdiirebilmesi ve sahip oldugu mineral dengesinin korunmasi
icin bu yenilenme sarttir (Kogak 2021). Yeniden sekillenme (remodeling)
osteoblastlarin ve osteoklastlarin viicuda etkisinden ve islevsel olarak birbiriyle uyumlu
caligmasindan kaynaklanir. Yeniden sekillenme sayesinde viicuttaki mikro seviyedeki
kiriklar kendiliginden iyilesir (Insal ve Piskin 2017). Kemik Gretimi birincil ve ikincil

ossifikasyon sonucu olusur. Birincil ossifikasyon, fibril kiimelerinin meydana getirdigi
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kikirdak bolgelerde hizli minerilizasyon nedeniyle kolajenin katmanli ve diizenli bir
yap1 olusturamadig1 ve hidroksiapatit ile baglantisinin zayif oldugu diizensiz bir mikro
yap1 elde edilmesiyle gergeklesir. Diizensiz sekildeki kemiklerin yeniden dizenli hale
gelmesiyle ikincil kemik olusumu gergeklesir (Kogak 2021). Ilk olarak kemik tarafindan
hormon ya da mekanik degisikliklerden kaynaklanan degisimlerin sinyal tespiti yapilir.
Daha sonra osteosit hicreleri geri ¢ekilerek osteoklastlar aktive edilir. Osteoklastlar
polarizasyon ile bliyiik bir osteklast popiilasyonuna doniiserek kemik dokularina
yapisirlar ve bazi enzimler ve hidrojen iyonlar1 salgilayarak kemik minerali ve organik
fazlar1 pargalamak i¢in pH'1 diistiriirler. Emilimin tamamlanmasi i¢in osteoklastlarin yok
olmasi gerekir ve bu siire¢ 2-4 hafta strer. Bu durumda monositler, osteositler ve pre-
osteoblastlar sinyal faktdrlerinin yardimiyla yeni kemik olusumunun temelini olusturur.
Yeniden sekillenme dongiisii birbirini izleyen aktivasyon, rezorpsiyon, tersine gevirme,
olusum ve sonlandirma agsamalarindan olusur (Sekil 2.6.). Yeni kemikler osteoblast
hiicreleri tarafindan iiretilir. Dogal kemik yeniden sekillenmesi konusu, aktif maddeler
kullanarak kemik dokularinin onarimi ve yenilenmesi i¢in doku miihendisligi

stratejilerinin gelistirilmesine de katkida bulunmustur (Katsimbri 2017).
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Sekil 2.6. Kemigin yeniden olusumu dongiisti (Kapinas ve Delany 2011).



2.2. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, insan dokusunun (organ, kemik, kikirdak, yapay doku vs.) yeniden
yapilandirilmasina ve yenilenmesine yonelik gerekli olan strateji ve bilgi birikimini

kullanarak ¢oziim tiretmeye odaklanan bilim dalidir (Chifiriuc ve ark. 2016).

2.2.1. Doku miihendisliginin tanim1 ve uygulama alanlari

Hastalik, yaralanma ve travma gibi durumlar, insan viicudundaki dokularin hasar
gormesine ve dejenerasyonuna yol acabilir. Bu durum onarim, degistirme veya
yenilenmesini kolaylagtiracak tedavileri gerektirir. Tedavi, ayn1 hastada bir bolgeden
digerine doku nakline (otogreft), bir bireyden diger bireye nakil (allogreft) veya hayvan
dokusundan nakil (xenogreft) seklinde yapilir. Bu tedavi tekniklerinde enfeksiyon, doku
uyusmazligi gibi sorunlarla karsilagilabilir. Bu sorunlardan bazilari soyledir:
Otogreftlerin elde edilmesi pahalidir, agrilidir, anatomik sinirlamalar igerir. Benzer
sekilde, allogreftler ve transplantlar, hastalar i¢in yeterli dokuya erisim sorunlar1 ve
hastanin bagisiklik sistemi tarafindan reddedilme riskleri ve dondrden enfeksiyon veya
hastalik bulastirma olasilig1 nedeniyle ciddi kisitlamalara sahiptir (Logeart-Avramoglou
ve ark 2005; O’Brien 2011). Doku miihendisligindeki amag, uzun zamandir kabul
gdérmiis olan organ nakli ile tedavi yerine viicuda olasi yan etkilerinin daha az oldugu
biyouyumlu olan, hasarli dokular yerine veya destekleyici alternatif biyomalzemeler
tasarlayarak gelistirmektir. Doku miihendisligi lizerine ¢caligmalar yapmak ve bu konuda
verim alabilmek i¢in hiicreler, biiyiime faktorleri ve hiicresel ¢ogalmayi, farklilasmay1
ve yeni dokunun entegrasyonunu uyaran diger biyoaktif molekiiller icin iskele ve/veya
dagitim sistemleri olarak biyomalzemelerin kullanilmasi gerekir (Chifiriuc ve ark

2016).

2.2.2. Osteoinduksiyon, osteokondiksiyon, osteointegrasyon

Osteoindiiksiyon: Olgunlasmamis hiicrelerin toplanarak preostablastlara doniismesine
verilen addir. Osteoindiiksiyon, kemik iyilesmesi esnasinda diizenli olarak goriiliir
(Albrektsson ve Johansson 2001). Osteoindiiktif malzemeler, yeni kemik olusumunu
destekleyen maddelerdir (Kogak 2021).
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Osteokondiiksiyon: Kemigin herhangi bir yilizeyde biiyiimesi olarak tanimlanir ve
gozeneklere veya Kkanallara dogru kemik biiylimesine izin veren yiizeylere
osteokondiiktif yiizey denir. Osteokondiiksiyon, kemik implantlarinda siklikla goriliir.
Burada kullanilacak olan malzemenin biyouyumlulugu yiiksek olmalidir. Ayrica kemik
biiyiimesinin faklilagmis hiicrelerin etkisine bagli olmasi nedeniyle osteoindiiksiyon

asamasi osteokondiiksiyon asamasini da etkiler (Albrektsson ve Johansson 2001).

Osteointegrasyon: Canli kemik doku ile malzeme yiizeyi arasindaki direkt baglantidir.
Yani arada fibroz doku bulunmamaktadir. Bu asamadaki en Onemli parametre,

implantin yiizey 6zellikleridir (Kogak 2021).

2.3. Biyomalzemeler

Detayli bilgi boliim 2.3.1°de verilmistir.

2.3.1. Biyomalzemelerin tanimi

Biyomalzemeler, hasarli doku veya organlarin tedavisinde kullanilan ya da onlarin
yerine gecebilen (implant), viicut sivilariyla siirekli veya aralikli olarak temas halinde
olan malzemelerdir. Biyomalzeme alan1 malzeme, biyoloji ve miihendislik bilimi
kavram ve teknikleri ile viicuttaki dogal yapilar1 ve fonksiyonlar1 dogru bir sekilde
modellemek i¢in biyoaktif ve biyomimitik malzemelerin sentezi ve tasarimi lizerine
caligmalar1 kapsamaktadir. Biyomalzemelerin diger bir tanimi ise hasarli veya hastalikli
dokunun yerini alarak ve yeniden biliylimesini kolaylastirmayr amaclayan
biyomateryallerdir (Liu ve ark. 2022). Ornek verilecek olursa dental uygulama igin
kullanilan bir biyomalzemenin uygulamadaki esas gorevi, daha fazla kok gelisimini
tesvik etmek ve hem kok kalimligini hem de uzunlugunu arttirmak igin kalsifiye
dokunun birikmesiyle siirekli olarak yeni dentin doku olusumuna sebep olmaktir. Bu
sayede dis, kirllmaya karsi gliglenmis ve stabilitesi artmis olacaktir (Raddall ve ark
2019).

2.3.2. Biyomalzemelerin 6zellikleri

Biyomalzemenin kullanim alaninin ¢ok fazla olmasi sebebiyle kullanilan malzemenin
cesidi de bir o kadar fazladir. Segilen malzeme, doku tipine uygun olmalidir. Ornegin

kal¢a ya da diz implant1 olarak kullanilacak malzemenin dayanimi yiiksek, kirilganligi
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az olmalidir. Fakat biyomalzeme olarak tanimladigimiz her malzemenin sahip olmasi
gereken, doku tiirlinden bagimsiz bazi 6zellikleri vardir ve bu 6zelliklere sahip olmak

zorundalardir. Bu genel 6zellikler su sekildedir:

Biyouyumluluk: Herhangi bir malzemenin viicut ile temasiyla birlikte viicuttaki
kimyasal yapiy1 bozmamasi ve ondan etkilenmemesi, fiziksel ve biyolojik olarak uyum
saglayarak iltihaplanma gibi istenmeyen tepkimelere neden olmamasi ve olusan bir
tepkiye karst uygun cevap verebilmesi i¢in bir malzemenin sahip olmasi gereken en

onemli 6zelliktir (O’Brien 2011; Giiven 2014).

Biyolojik olarak pargalanabilirlik: Viicut icerisine yerlestirilen implantlarin kendi hiicre
dist matrislerini olusturarak implantin viicut tarafindan gegici olarak kabul edilmesi i¢in
malzemede olmasi gereken, her malzeme icin spesifik bir 6zelliktir (O’Brien 2011,

Edgar ve ark 2016).

Korozyon Direnci: Vicutta bulunan sulu ortam, anyonik ve katyonik iyonlar,
proteinlerce zengin ortam kosullar1 gibi malzemenin asinmasini kolaylastiran nedenlere
kars1 gosterdigi direnctir. Biyomalzeme simiflar1 arasinda korozyon direnci en diisiik
olan malzeme metallerdir ve bu direnci arttirmak icin malzeme oksit tabakasiyla

kaplanir (Akca 2016).

Mekanik Ozellikler: Kullanilacak olan malzemenin, implante edilecegi doku ile
arasindaki uyusmazlik nedeniyle olusabilecek herhangi bir kalici ya da gecici hasari

onlemek i¢in mekanik 6zelliklerinin benzer olmasidir (O’Brien 2011; Ak¢a 2016).

Uygun Tasarim: Biyomalzemenin, uygulanacagi dokuya 6zgii olarak uyun geometrik
sekil ve yapida tasarlanmasidir. Aksi taktirde kalici veya gegici hasara neden olabilir
(Demirkol 2013).

2.3.3. Biyomalzemelerin kullanim alanlari

Biyomalzemeler temelde yumusak doku ve sert doku yerine gececek malzemeler olarak
iki farkli uygulama alanina sahiptir ve iskelet sisteminden kalp damar sistemine,
organlardan kontak lenslere kadar bircok alanda kendilerini gosterirler. In-vivo
implantlar, dis dolgu malzemeleri, kalp kapakciklari, yapay organlar, isitme cihazlar

gibi teshis ve tedavide kullanilan biitiin cihazlarin temelinde biyomalzemeler vardir.
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Kullanim alan1 ve malzeme ¢esidi ¢ok fazla oldugu icin buradaki en 6nemli husus
kullanilacak olan malzemenin kullanim amacina ve yerine gore en uygun sekilde

secilmesidir (Ozkan ve ark 2016 ).

2.3.4. Biyomalzemelerin siniflandirilmasi

Kemik Doku Miihendisligi’nde kullanilan biyomalzemeler: metaller, seramikler,

polimerler ve bunlarin kompozitlerini kapsamaktadir (Kogak 2021).

2.3.4.1. Metalik biyomalzemeler

Metaller, en yaygin kullanilan ve asil gorevi yiik tasimak olan implantlarda kullanilan
malzemedir. Viicutta, kalca, diz, omuz, ayak bilegi vb. i¢in kirik sabitleme plakalar1 ve
tim eklem protezleri (yapay eklemler) gibi yerlerde kullanilir. Buna ek olarak metal
implantlar maksillofasiyal cerrahide, kardiyovaskiiler cerrahide ve dis materyali olarak
kullanilma gibi bircok alanda kendisini gostermektedir. Ciinkii metal malzemelerin
termal ve elektriksel iletkenligi, mekanik 6zellikleri miikemmele yakindir. Bu olumlu
ozelliklerine karsilik korozyon direncinin diisiik olmasi, kemik yapisina gore sertliginin
fazla olmasi gibi olumsuz 6zellikleri de vardir. Metalik malzemelerin olumsuz 6zelligi
biyoinert olmasidir ki bu 06zelligi nedeniyle doku ile malzeme arasinda baglanti
kurulamaz. Malzeme sadece kemik ylzeyindeki piruzli dokuya tutunabilir. Bu durum
da uzun periyotta ¢esitli komplikasyonlarin olusmasina neden olabilir. Tibbi cihaz
uygulamalar1 i¢in bir¢ok metal ve alasim kullanilmasina ragmen, en yaygin olarak
kullanilan malzemeler paslanmaz celikler, ticari olarak saf titanyum ve titanyum
alasimlari, altin, dental amalgam ve kobalt bazli alasimlardir (Davis 2003; Pasinli 2004;
Demirkol 2013).

2.3.4.2. Polimerik biyomalzemeler

Biyopolimerler, yasayan organizmalar tarafindan olusturulan, dogal biyobozunabilir
malzemelerdir. Biyokiitleden ve dogal modifiye organizmalardan (mikrobiyal
poliesterler, biyomonomer poliesterler, bakteriyal seliiloz gibi) sentezlenirler. Canlilarin
sentezleyebilecegi bir¢ok tipte polimer vardir ki kimyasal yapilarina gore polimerler;
polyesterler, proteinler, karbonhidratlar, yag ve yag asitleri, polifenoller ve 06zel
polimerler olmak tizere alti gruba ayrilir (Cankaya ve S6kmen 2017). Biyomedikal

alanda kullanilan polimerler Polietilen (PE), politretan (PU), politetrafloroetilen
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(PTFE), poliasetal (PA), polimetilmetakrilat (PMMA), polietilenteraftalat (PET), silikon
kaucuk (SR), polisiilfon (PS), polilaktik asit (PLA) ve poliglikolik asit (PGA)’tir.
Mekanik dayaniminin zayif olmasi gibi dezavantajlari olsa da ¢ok ¢esitli bilesenlerde ve

sekillerde hazirlanabilmeleri nedeniyle siklikla tercih edilirler (Pasinli 2004).

2.3.4.3. Seramik biyomalzemeler

Seramikler biyomalzeme siiflarindan biridir ve biyomalzemelerin genel 6zelliklerine
(biyouyumluluk, biyoinertlik vs) sahiptir. Vicutta hem implant malzemesi olarak hem
de kemik yerine gegebilen biyomalzeme olarak kullanilabiliyor olmasi1 biyoseramiklerin

uygulama alanlarini genisletmektedir (Demirkol 2013).

Seramiklerin biyomalzeme olarak kullanilmasinin temel nedeni Ca, K, Na gibi iyonlar1
icermesidir. Biyoseramikler; biyoaktif, biyoinert ve biyobozunur olmak iizere ii¢ sinifta
incelenirler (Hench 1991). Biyoinert malzemelere allimina ve zirkonya 6rnek verilebilir.
Bu malzemelerde doku ve implant arasindaki etiklesim yok denecek kadar azdir ve bu
Ozellik seramiklerin viicut igerisinde kullanim i¢in tercih edilmesinde Onemli bir
ozelliktir. Biyoaktif malzemeler ise kendisini ¢evreleyen doku ile dogrudan baglanti
kurarak dokunun biyomalzeme igerisinde biiyiimesini saglar. Bu durum
osteointegrasyon olarak tanimlanir ve biyoaktif seramiklerin tercih edilmesinin en
o6nemli nedeni bu 6zelliktir. Biyoaktif malzemelere érnek olarak hidroksiapatit, biyocam
ve cam seramikler verilebilir. Biyobozunur seramikler biyolojik olarak bozunarak doku
ile yer degistirir. Ornek verilecek olursa, kemikte kirik olustugunda kullanilan implant
ile doku arasinda biyoaktif ylizey olusur ve bu ylizey zamanla degiserek implantin
cOzlnmesine ve implantin yerine dokunun ge¢mesine olanak saglar. Burada dikkat
edilmesi gereken husus, ara ylizey kararligi ve dayaniminin korunmasidir. Diger bir
husus ise emilim hiz1 ile yeniden olusma hizinin birbiriyle uyumlu olmasidir.

Biyobozunur malzemeye 6rnek olarak tri-kalsiyum fosfat verilebilir (Demirkol 2013).

Seramiklerin en sik kullanim alani, igerigindeki porselen malzemelerin dogal dis
yapisina ¢ok benzer olmasi nedeniyle dental uygulamalardir (Kirkik ve ark 2019).
Bunun yaninda seramikler metal biyomalzemeler gibi kal¢ca diz ve eklem implanti
olarak da kullanilabilmektedir. (Kogak 2021).
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Allimina, yaygin olarak kullanilan seramik bir biyomalzemedir. Kirllma toklugunun
orta diizeyde olmasi, biyouyumlulugunun yiiksek olmasi, korozyon direncinin yiiksek
olmasi, kimyasal ve termal kararliligi, elektriksel yalitim ozellikleri nedeniyle kalca
protezi ve dis implantlarinda siklikla tercih edilmektedir (Auerkari 1996; De Aza ve ark.
2002). Alfa- Al,05 in, 1600-1700°C sicaklikta sinterlenmesiyle sentezlenir (Pasinli
2004).

Zirkonya, mekanik ozellikleri metallere ¢ok benzeyen bir seramik biyomalzemedir.
Buna bagli olarak kalca protezlerinde kullanim igin tercih edilmektedir. Yapilan in-vivo
calismalarda zirkonyanin kemik ve kas dokusuna herhangi bir zarar vermedigi ve

biyouyumlu 6zellige sahip oldugu anlasiimistir (Manicone ve ark. 2007).

Trikalsiyum fosfat, diisiik mekanik o6zelliklere sahip bir seramik malzemedir. Bu
dezavantaji nedeniyle yiik tasimasi gereken implantlar i¢in kullanilamaz. Coziinme hizli
ise ¢ok yiiksektir ve bu avantaji nedeniyle de kemik ile yer degistirebilen biyoemilebilir
implant olarak siklikla tercih edilen bir malzemedir. Trikalsiyum fostatin
biyomalzemelerde kullanilan fazlar1 a- ve B- TCP fazlaridir ve B- TCP faz1 1120-
1290°C araliklarinda a- TCP fazina doniismektedir. Ca/P’1n trikalsiyum fosfat i¢in orani
1.5’tir. TCP ortopedik ve dental tedavilerde ve ilag salinimi uygulamalarinda tercih

edilmektedir (Detsch ve ark. 2008; Akca 2016).

Cam ve cam seramigin kullanildig1 implantlarda doku ile implant arasinda kuvvetli bir
bag olusmaktadir. Buna bagl olarak kemik biiyiimesini tesvik eden iyi biyoaktiviteye
ve hiicre tutunmasina sahiptir. Omurga ve kemik dolgusu olarak kullanilabilirler (Hench

1991).

Magnezyum; kemik, protein, asit yapiminda, B vitamini aktivasyonunda, kaslarin
gevseme hareketinde, kanin pihtilasmasinda, adenozin trifosfat iiretiminde, insiilin
salgilanmasinda rol oynamasi nedeniyle insan viicudu i¢in ¢ok 6nemli bir elementtir.
Magnezyumun % 60’1 kemiklerde, geri kalan kismi ise doku ve organlar1 olusturan
hiicrelerin i¢inde bulunmaktadir. Kemik i¢in rolii ise, kemigin kirilganligini belirliyor
olmasidir. Magnezyum oraninin diismesi kemigin kirilgan hale gelmekte oldugunu

gosterir (Akca 2016).
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Hidroksiapatit (HA), biyomedikal uygulamalarda en yaygm kullanilan biyoseramik

tiiridiir. Boliim 2.4°te ayrintili olarak anlatilmistir.

2.4. Hidroksiapatit

Olgunlagsmis herhangi bir kemik agirliginin yaklasik %35'1 organik, geri kalam ise
inorganik kalsiyum fosfat sistemi, yani hidroksipatittir (Roohani, Cheong and Wang,
2021). Hidroksiapatit, kimyasal formilu Cai0(PO4)s(OH). veya Cas(PO4)3(OH) olan ve
kalsiyum fosfat temelli, yapay kemik greftleri igin en yaygin kullanilan biyoseramiktir.
Bagka bir deyisle apatitler olarak bilinen fosfat minerallerinin hidroksillenmis temsilcisi
olarak da tanimlanabilir. Kimyasal bilesimi dogal kemik yapisina ¢ok benzer olmasi
nedeniyle biyomedikal alanda ¢ok sik kullanilan bir malzemedir (Sopyan ve ark. 2007;
Granito ve ark. 2018; Panda ve ark. 2021).

2.4.1. Hidroksiapatit’in genel 6zellikleri

Hidroksiapatit bir ¢esit kalsiyum fosfat tiiriidiir ve biyouyumluluk, biyoaktivite ve
osteoiletkenlik gibi Gstlin biyolojik 6zelliklere sahiptir (Faksawat ve ark. 2021). Sahip
oldugu Ca ve P elementleri kemigin yapisinda da bulundugu i¢in dokunun malzemeye
verecegi tepki yok denecek kadar azdir ki bu da malzemenin biyouyumlulugunun ¢ok
yiikksek oldugunu gosterir (Evis 2011). Hidroksiapatitin kemik dokusu yerine
kullanilabilmesi i¢in sahip olmasi gereken baska Ozellikler de vardir. Bunlar;
biyobozunurluk, biyoabsorbe edilebilirlik ve biyoaktivite, uygun gdzenekli yapi, sahip
oldugu ve ozelliklerini iyilestiren biyomimetik bilesenlerdir. En &nemli o6zelligi
osteoilektenlik, yani kemik olusumuna izin verme 6zelligidir. Bu 6zellik HA’nin kemik
yerine kullanilmasindaki en biiyiik etkendir. Fakat dogal kemigin yapisinda bulunan
apatitin HA’dan bazi farklari mevcuttur ki bu farklardan birisi yapisinda ¢ok sayida
(Na‘t, Mg*2, F~, Cl7,vs.) eser miktarda iyon ile birlikte maksimum oranda agirlikca
yaklagik %4-8 karbonat iyonu icermesidir (Bang ve ark. 2014). Biyomalzeme olarak
hidroksiapatitin olumlu yénlerinin yaninda bazi dezavantajlari da mevcuttur. Ornegin
kirilma dayaniminin zay1f, toklugunun diisiik olmasi gibi 6zellikler hidroksiapatitin bazi
dokularda tercih edilmemesine yok acabilmekte ya da saf olarak kullanilmasim

engellemektedir (Faksawat ve ark. 2021).
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2.4.2. Hidroksiapatit’in kullanim alanlari

Hidroksiapatitin viicuttaki rolii kemigin mineral dengesini (Cakmak 2015) ve kemik
blylUmesini (De Lange ve ark. 1990) saglamaktir. Buna bagli olarak kemik ve dis dolgu
malzemesi, implant malzemesi, ilag, protein, gen ylikleme ve dagitim malzemesi olarak
biyomedikal alanda yaygin sekilde kullanilmaktadir (Zhou ve Lee 2011; Mantsopoulos
ve ark. 2021). Proteinlerin, vitaminlerin, antibiyotik ila¢larin ve hormonlarin insan
dokularina kontrollii sekilde verilmesi ig¢in ilaghh salinim sistemlerinde kullanilabilir.
Endustride katalizor olarak kullanilabildigi gibi igme sularinin ya da atik sularin
arittitlmasinda da kullanilmaktadir. Ayrica toprak bakterilerine zarar vermedigi
kesinlesmis olup boylece tarimda giibre olarak kullaniminin da 6nii agilmistir (Panda ve
ark. 2021). Bir bagka onemli kullanim alan1 olarak HA’ya Ag eklemek, malzemelere
antibakteriyel 6zellik kazandirmak igin tercih edilen bir yontemdir (Evis 2011). Uygun
porozif yapisi nedeniyle ortopedide gbzenekli implant sistemlerinde biyoaktif kaplama
malzemesi olarak kullanilmaktadir (Sopyan ve ark. 2007). Nano boyutta iiretildiginde
timoriin biiytimesini engelleyici ilag tasiyicist olarak kullanilmaktadir. Ek olarak

goriintiileme ve teshis i¢in de kullanima aday durumdadir (Du ve ark. 2021).

2.4.3. Hidroksiapatit’in yapisi

Hidroksiapatit, kimyasal ve biyolojik olarak insan kemik yapisina ¢ok benzer
ozelliktedir ve hekzagonal veya monoklinik kafes yapisina sahiptir, Ca:P orani ise
1.67°dir (Cakmak 2015). Hekzagonal yapidaki kafes parametreleri; a=b=9.432 A,
c=6.881 A ve y=120°, monoklinik yapidaki kafes parametreleri; a= 9.421 A, b=2a, c=
6.881 A ve y=120 seklindedir. Sahip oldugu hidroksil iyonlarinin konumlar1 farkl
oldugu i¢in bu iki kristal fazda kafes parametreleri farklilik gosterebilmektedir (Kogak
2021).
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Hidroksiapatit’in kristal yapisi (Sekil 2.7.) ve kimyasal yapisi (Sekil 2.8.) asagidaki
gibidir.
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Sekil 2.7. Hidroksiapatit kristal yapist (Elgit 2016).

Sekil 2.8. Hidroksiapatitin kimyasal yapisi (Panda ve ark. 2021).

Apatitler, fosforun hidroksil (OH™), klortr (C17) veya florur (F™) iyonlarini igeren ve
molekiiler agirligit 1004.6 g/mol olan malzemelerdir. Kristal kafes yapisi icerisinde
kovalent (P-O ve O—H) baglar ve iyonik (Ca—Q) baglar vardir ve saf halde hidrofilik
Ozellik gosterirler (Panda ve ark. 2021).

2.4.4. Hidroksiapatit’in biyomimetik iyon yer degistirmeleri

Hidroksiapatit kemik doku miihendisliginde ve onun disinda bir¢ok alanda c¢ok sik
kullanilan ~ biyoseramik malzemedir. Sentetik olarak Gretilen  stokiyometrik
hidroksiapatitin yiiksek stabilitesi nedeniyle viicutta ¢éziinme hiz1 disiiktiir, bu da doku

iyilesme surecini uzatmaktadir. Bu nedenle, biyolojik apatit yapisina benzer
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biyomimetik iyon katkilar1 eklenerek HA ’nin biyo¢dziinme davranisi ayarlanarak kemik
yenilenmesini tesvik edici mineral 6zellikleri guclendirilebilmektedir. Bu eklenen
iyonlar (karbonat, silisyum, sodyum, potasyum, magnezyum, giimiis, ¢inko, stronsiyum,
flor vb.) hidroksiapatitin 6zelliklerini iyilestirir ve uygulama alaninin genislemesini

saglar (Panda ve ark. 2021).
Hidroksiapatite eklenen bazi 6nemli biyomimetik iyonlar asagida ele alinmistir.

2.4.4.1. Karbonat

Karbonatin HA’ya eklenmesinin temel nedeni HA’nin biyolojik aktivitesini
iyilestirmektir. Bunun nedeni, karbonat eklenmesiyle degisen en belirgin 6zelliklerin
malzeme ¢Oziiniirliigiinde artis, kristalliginde azalma ve kimyasal reaktivitede artis
olmasidir (Lee ve ark. 2008). Diger bir eklenme nedeni ise karbonatin ¢oziiniirliigiiniin
yiiksek olmasi ve osteoklastlar tarafindan hizli emilerek yeni kemik olusumunu
destelemeleridir. Ayrica kemik olusumu i¢in gerekli olan kalsiyum ve fosfat iyonlarinin
konsantrasyonunu arttirir.  Eklendikleri ¢6zeltinin pH’1n1 arttirirlar ve bu da apatitin
¢ekirdeklenmesini kolaylastirir (Bang ve ark. 2014). HA’da iyilestirdigi en onemli
Ozelliklerden bir digeri de osteoblastik hiicre yapigsmasini, biiylimesini ve

farklilagsmasini desteklemesidir (Granito ve ark. 2018).

2.4.4.2. Silikat

Kemik dokulari igin gerekli olan silisyum, Ca ve P malzemelerinin biyolojik aktivitesini
dogrudan etkiler. Normal kemik osteoblastlarin hiicre kiiltiirlerinin ortosilisik asit ile
desteklenmesinin ardindan, alkalin fosfataz ve osteokalsin aktivitelerinde artis
gozlemlenmektedir. Buna bagl olarak da kollajen sentezi de artarak kemik biiytimesi
hizlanmaktadir. Ayrica malzemenin yiizeyinde silisyumun varligi, osteojenezi de
artirabilmektedir. Si(OH)s4 formundaki silisyum implanttan hiicre dis1  ortama
salindiginda biyolojik aktivite artarak doku yenilenmesi hizlanmis ve kemik yeniden
sekillenme siireci olumlu yonde etkilenmis olmaktadir. Silikat iyonu, eklendigi
malzemede fosfat grubu ile yer degistirerek tane boyutunun kii¢iilmesine, buna baglh

olarak ¢oziliniirliiglin artmasina neden olur (Pietak ve ark. 2007).
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2.4.4.3. Magnezyum

Magnezyum elementi dogal kemik ve kikirdak dokuda ylksek konsantrasyonda bulunur
ve kemik olgunlagmaya devam ettigi siirece kaybolmaya baglar. Magnezyum miktarinin
azalmas1 demek kemik biliylimesinin durmasi, viicuttaki dengeli yapim yikim
aktivitesinin oraninin bozulmast ve kemigin kirilgan bir yapiya doniismesi demektir.
HA’ya magnezyum iyonu eklenmesi halinde, malzemenin g¢ekirdeklenme hizini
artirmakta ve kristallesme siiresini dogrudan etkilemektedir. Osteoblastik ve
osteoklastik aktivitelerin dengelenmesi, tane boyutunun kiigiilerek ¢oziiniirliigiin

artmasi da bu sekilde saglanmis olur (Landi ve ark. 2006; Evis 2011).

2.4.4.4. Florur

Hidroksiapat’e flor iyonu eklendiginde malzemenin mikro sertligi artmakta ve buna
bagli olarak korozyon direnci de artmaktadir (Evis 2011). Malzemeye floririn
eklenmesi, hidroksiapatit bazli malzemelerin remineralizasyon performansini
tyilestirmektedir. Bu 06zellik hidroksiapatite floriir eklenerek kullanilmasindaki en

biylk etkendir (Du ve ark. 2021).

2.4.5. Hidroksiapatit sentez yontemleri

Bir¢ok HA sentez yontemlerinden en yaygin olarak kullanilanlar, kimyasal ¢oktiirme,

sol-jel yontemi ve hidrotermal yontemdir (Panda ve ark. 2021).

2.4.5.1. Hidrotermal yontem

Hidrotermal sentez yontemi, kalsiyum ve fosfat igeren sulu ortamda sicaklik ve basing
parametrelerine bagli gerceklesen bir yontemdir. Prosesin tamamlanmasi yaklasik 24
saat sirmektedir ve 60-150°C sicaklikta, otoklav veya basingli kap gibi yiiksek sicaklik
ve basinca sahip bir ortamda gergeklesir. Basing ve sicaklik reaktiviteyi arttirarak
yogusmanin etkisi ile kimyasal baglari gucli ve yuksek kristalli bir HA Gretimini
saglayan bir kristal olusturur. Bu yontemin dezavantaji daha ¢ok kiguk boyutlu
partikiiller i¢in tercih ediliyor olmasidir. Bu dezavantajlar iizerine ¢aligmalar devam

etmektedir (Pu’ad ve ark. 2020; Kogak 2021).
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2.4.5.2. Kimyasal ¢coktiirme yontemi

Kimyasal ¢coktiirme yontemi, hidroksiapatit sentez yontemleri arasinda islem basitligi ve
maliyet agisindan en uygun yontemdir. Sentez sonucu yan iirlin olarak su olusur ve bu
olusan iiriin zararsizdir. Islem 100 °C’nin altinda gerceklesiyor olmas1 yontemin kolay
oldugunu géstermektedir. Oncelikle alkali ve asit ¢ozeltiler hazirlanarak isleme baslanr.
Ardindan sirasiyla ¢oktiirme, yaslandirma ve filtrasyon, kurutma ve 1s1l islem adimlari
gerceklestirilir. Buradaki 6nemli olan husus, yontemin tekrarlanabilirligidir. Bu amacla
reaksiyon sicakligi (100°C’nin altinda), asit ekleme hizi, 1s1l islem sicakligi gibi

parametreler dikkate alinmalidir (Pu’ad ve ark. 2020).

2.4.5.3. Sol-jel yontemi

Sol jel yontemi, hidroksiapatit sentez yoOntemlerinden en bagarili sonug¢ alinan
yontemdir. Islem tekrarlanabilirligi ve kolayligi yoniinden c¢ok sik tercih edilir.
Reaktifler, molekiiler diizeyde karismis olmasi ve homojen partikiller elde edilmesi
sentezin en buyik avantajlaridir. Bu proseste partikiil boyutu ve partikiil sekli gibi
Ozellikleri kontrol etmek mumkiindir. Disiik sicaklikta gerceklestirilebilmesi ve basing
gerektirmemesi yani sira sol-jel yontemi yliksek saflikta iirlin eldesini saglar. Reaksiyon
sicakligi kimyasal ¢oktiirme yonteminde oldugu gibi 100 °C’nin altindadir. Sol-jel
yOnteminin tek dezavantaji ise sentez siiresinin uzun olmasidir. Ayrica, sol-jel yontemi
ile iretilen hidroksiapatitin biyolojik apatit yapisina benzer Ozellikler sergiledigi

bildirilmektedir (Kogak 2021).

2.5. Zeolitler ve Klinoptilolit

Porozif yapiya sahip olan zeolitler dogada dogal ya da yapay sekilde bulunabilen
alumina silikat bilesikleridir. Isitildiklarinda yapilarindaki su kopiiriir ve buna bagh
olarak kopiiren tas anlamina gelen zeolit adin1 alirlar. Tiirkiye’de de zeolit rezervleri
mevcuttur. Kolay elde edilebilen, kabul edilmis 82 farkli tiiriiniin olmasi ve islevsel bir
malzeme olmasi nedeniyle akademik ve endiistriyel ¢alismalarda siklikla tercih

edilmektedir (Armbruster ve Gunter 2001; Tok 2009).
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2.5.1. Zeolitlerin genel 6zellikleri

Rezervinin ¢ok olmasi, zeolitleri ucuz hammaddeye doniistiirmektedir fakat bazi
sektorlerdeki kullanim alanlar1 daha yeni kesfedilmeye baslayip yakin zamanda ivme
kazanmustir. Rezervinin fazlaligina ek olarak sahip oldugu homojen porozif yapisi, iyon
degisimi, adsorpsiyon yapabilme yetenegi, katalizor olarak kullanilabilme gibi
ozellikler sayesinde endiistriyel ve akademik alanda kendine yer agmaktadir. Bilenen en
temel kullanim alanlari; tarim ve hayvancilik faaliyetleri, c¢evresel kirlilik kontrold,
biyomedikal ve doku miihendisligi, enerji, insaat, teknoloji gibi alanlardir (Gilen ve
ark. 2012; Kogak ve ark. 2022).

Doku miihendisligi ve tip alaninda kullanimina Ornek olarak kemik hiicrelerinin
yenilenmesi, farklilasmasi gibi ¢alismalarda kullanilmaktadir. Hiicre yenilenmesine olan
olumlu katkisi, zeolitin yara iyilestiri olarak da kullanilmasina olanak saglamaktadir.
Porozif yapis1 sayesinde kontrollii ila¢ salinim sistemlerinde tercih edilmektedir. Ayrica
kemik doku miihendisliginde metalik implantlarin kaplanarak metalik malzemeyi daha
biyouyumlu hale getirmekte ve korozyonu minimum seviyeye indirmektedir (Bacakova
ve ark. 2016).

Zeolit molekild, kimyasal formilu [AlnxSin(4_x)0n8]"x_ seklinde ti¢ boyutlu kafes

yapisina ve 3-7 A’ boyutta gdzenege sahip sulu aliiminasilikattir. Yiizey alanmin genis
olmasi, farkli boyuttaki molekiillere karsi segici geciricilik saglamasi, iyon degisimi
yetenegi gibi karakteristik 6zelliklere sahip olmasi hammadde olarak kullanilmasi i¢in
malzemeye avantaj kazandirmaktadir (Kianfar 2020; Kocgak ve ark. 2022). Zeolitlerin
yapisinda bulunan su, diisiik sicaklik ve basingta olusabilmesine olanak saglar. Boylece
adsorban 6zellik kazanmak icin gerekli olan gozenekli bir yap1 ve daha diisiik yogunluk
ozelligi ortaya cikar. (Armbruster ve Gunter 2001). Zeolitler arasindan klinoptilolit gibi
biyouyumlu tiirleri ¢esitli biyomedikal uygulamalarda kullanim alani bulmaktadir.
(Nouri ve ark. 2020).

2.5.2. Zeolitlerin hidroksiapatit ile birlikte kullanimi

Hidroksiapatitin ¢6ziinme hizi ve biyoaktivitesi biyolojik apatite gére daha diigiik
olmasma baglh olarak osteointegrasyon siliresi uzundur. Hidroksiapatitin
osteointegrasyon siresini kisaltmak igin sinterleme sicakligmin degistirilmesi,
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gozenekli yap1 kazandirma gibi yontemler iizerine calismalar yapilmistir. Yapilan
caligmalarda hidroksiapatite silika bazli malzemeler (6rnegin zeolit) eklendiginde
osteoiletkenliginin ve osteokondiiktiivitenin iyilestigi gozlemlenmistir. Silika bazli
malzemelerin en Onemli ©6zelligi viicut sivisina daldirildiginda apatit tabakasi
tiretmesidir ve bu oOzellik sayesinde implant ile kemik arasindaki etkilesim artar.
Boylece kemik dokusu onarim hizi ve Kkalitesi artmis olur. Ayrica biyouyumlu
zeolitlerin Kemik Doku Miihendisligi ile ila¢ salinimi gibi biyomedikal alanlarda
kullanim potansiyeli artmaktadir (Igbal ve ark. 2016).

2.5.3. Klinoptilolit

Biyolojik ¢alismalarda siklikla tercih edilen, silisyum bakimindan olduk¢a zengin dogal
bir zeolittir. Siklikla tercih edilmesinin en 6nemli nedeni ise biyolojik dokularla olan
yuksek uyumu ve toksikolojik ¢aligmalarda toksik olmadiginin tespit edilmis olmasidir.
Diger nedenlerinden biri de poroz ve hekzagonal yapisinin medikal uygulamalara
oldukga elverisli olmasidir. Ayrica Tiirkiye saf zeolit rezervi agisindan zengin bir

ulkedir (Kalkandelen ve ark. 2017).

2.5.3.1. Klinoptilolit’in kristal yapisi ve ozellikleri

Kimyasal formull (Na, K, Ca),Al,Si3(0,,24H,0 olan 4-4-1 grubuna dahil dogal zeolit
mineralidir. Yapisinda en fazla Na, daha az miktarlarda ise K, Ca, Mg katyonlari
bulunur. Silika bakimindan ¢ok zengin olmasi nedeniyle 1stya karsi dayanikliligi
yiiksektir, kristal yapist 700 °C’ye kadar stabilitesini koruyabilir ve aside karsi
dayaniklilig1 yiiksek bir zeolittir. Kliptilolitin en 6nemli dort 6zelligi; yliksek iyon
degistirme kapasitesi, adsorptiflik, molekiiler elek olarak kullanilabilme ve
katalizorliiktiir. S1/Al oram 4,0 ile 5,3 arasinda degismekte olup bu orana bagl olarak
iyon degistirme kapasitesi ve adsorptiflik 6zellikleri de degismektedir. Ayrica %34
orasinda gozeneklilik 6zelligine sahiptir ve bu &zellik klinoptilolite blylk bir avantaj
kazandirmaktadir (Tok 2009; Ambrozova ve ark. 2017; Paveli¢ ve ark. 2018; Polat ve
ark. 2004 ).
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2.5.3.2. Klinoptilolit’in Kullamm Alanlari

Klinoptilolitin yiiksek iyon degistirme kapasitesi sayesinde sivi atik igerisindeki
kirleticilerin giderilmesinde antibakteriyel olarak, radyoaktif atiklardan Cs ve Sr’nin
uzaklastirilmasinda, igme suyunda koti kokuya neden olan amonyumun
uzaklastirilmasinda; adsorptif 06zelligi sayesinde dogal gazlarin saflastirilmasinda;
mikroelek ve katalizor Ozelligi sayesinde ise ksilenin izomerizasyonu, metanoliin
dehidrasyonu gibi alanlarda kullanilabilmektedir. Yani ¢evre sagligi, teknoloji, tarim,
tip gibi bir¢ok alanda arastirma ve uygulama konusu olarak yer almaktadir. Dogal bir
zeolit olan klinoptilolit, endiistriyel kullanim alaninin yaninda tibbi uygulamalarda
(antiviral, antitiimoral, antidiyarel calismalar) da kendine biiylik bir yer a¢migtir

(Joughehdoust ve Manafi 2008; Kalkandelen ve ark. 2017).

2.5.3.3. Klinoptilolit’in biyomedikal alanda ve doku miihendisliginde
kullanimi
Yapilan calismalara gore, diyabetik hastaliklarda, bagirsak rahatsizliklarinda, bagisiklik

sisteminin diizenlenmesinde tedavi yontemi olarak kullanilabilmektedir (Paveli¢ ve ark.
2001). Son yillarda yapilan ¢aligmalara gore klinoptilolitin in-vivo kullanim alaninda da

yayginlastig1 goriilmektedir (Paveli¢ ve ark. 2018).

Klinoptilolit, bir¢ok alanda tercih edilmekte olup, bu g¢alismanin temelini olusturan
biyomedikal ve Doku Miihendisligi uygulamalarinda da siklikla kullanilmaktadir.
Yapilan ¢alismalara goére klinoptilolitin, iyon degisimi, adsorpsiyon ve kataliz gibi
spesifik Ozellikleri sayesinde ilag¢ endiistrisi ve tiptaki kullanimi son yillarda hizla
artmaktadir. Bu artisin sebebi biyolojik ve kimyasal stabilitesinin yiiksek olmasi ve
kiiciik molekiilleri geri doniisiimlii olarak baglayabilme 6zelliginin olmasidir. Ayrica

gozenekli bir yapiya ve immiinomodiilator aktiviteye sahiptir (Bogdanov ve ark. 2009).

Ulkemizde ve diinyada yapilmis olan klinoptilolitin biyomedikal uygulamalarina érnek
verilecek olursa; Klinoplitolit dolgulu PVA membrani ile yapilan bir c¢aligmada,
kullanilan dolgu malzemesinin membranin fiziksel, kimyasal ve termal o6zelliklerini
iyilestirdigi tespit edilmistir (Tirnake¢1 ve ark. 2020). Diger bir ¢alismada, antimikrobiyal
ozelligi kullanilarak yara iyilestirici malzeme olarak kullanilabilirligini arastirmak
tizerine olup klinoptilolitin osteointegrasyonu arttirdigi ve hiicre yenilenmesini

hizlandirarak yaranin iyilesmesini hizlandirdig1 goézlemlenmistir. Ayrica antikanser ve
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bagisiklik sistemini giiglendirici olarak da kullanildigi ¢alismalar mevcuttur (Kuruca ve
ark. 2020). Ek olarak klinoptilolit, viral partikillerin inaktivasyonunda oral olarak
herhangi bir toksik etki olusturmadan kullanilabilmektedir ve buna bagl olarak da
enteroviriis ve adenovirlisler gibi sindirim kanalin1 etkileyen viriisler agisindan
onemlidir. Yani bagisiklik sisteminin diizenlenmesine olumlu katkisinin oldugu yapilan
calismalarla desteklenmistir. Iyi bir as1 adjuvanti olarak kullanilabilmesi de klinoptiloliti
onemli bir malzeme haline getirmektedir (Karaoglan 2017). Bacakova ve arkadaslarinin
yapmis oldugu ¢alismada ise biyosensor materyali olarak kullaniliyor olmasi tizerinedir.
Biyosensor olarak kullaniminin ek olarak kanser ve timor gibi hastaliklarin teshisinde
kolaylik saglamakta olduguna deginilmistir (Bacakova ve ark. 2016). Igbal ve
arkadaslarinin 2016 yilinda kitosan filmlerine zeolit katkisinin etkisini incelemek
amactyla yapmis oldugu c¢alismada klinoptilolit igeren filmlerin su buhar
gecirgenliginin daha diisik oldugunu ve bu sayede termal direncin arttigini
gozlemlemistir. Bu iyilestirdigi 6zellik yanik ve yaralarin iyilesmesini hizlandirmak i¢in
oOrtli malzemesi olarak kullanimina olanak saglamaktadir (Igbal ve ark. 2016; Kocgak ve
ark. 2022).

Klinoptilolitin kemik doku miihendislindeki bilinen bir kullanim alan1 kemik iskelesi
olarak  kullanimidir. Kemik iskelesine hidroksiapatit eklendiginde hiicrenin
biyoyararlanimi1 artar. Bu demektir ki, biyoaktif seramik olan hidroksiapatit toksik
olmamas1 ve biyoyararlanimi arttirmasi gibi sebeplerle biyouyumlulugu da arttirmis
olur. Fakat kirilgan olmasi, mekanik Ozelliklerinin zayif olmasi gibi dezavantajlar
hidroksiapatitin ~ klinik ~ uygulamalarda  kullanimin1  kisitlayan  6zelliklerdir.
Hidroksiapatitin mekanik o6zelliklerini iyilestirmek i¢in Kullanilan gesitli katkilardan
birisi de silika igeren nanopargaciklardir. Alimina silikat mineralleri olan zeolitler
ithtiya¢ duyuldugu {izere, silika bakimindan zengin, siingerimsi gozeneklere sahip ve
biyouyumlulugu yiiksek dogal nanoparcaciklardir. Ayrica klinoptilolitin hiicre i¢ine su
alimini kisitlayarak hiicreyi hidrolizden korudugu, kompozit yap1 iskelesinin bozunma
oranini azalttig1 ve hiicre biiyiimesini hizlandirdig1 gézlemlenmistir (Sadeghinia ve ark.
2020).

25



Metalik elementlerden giimiis ve ¢inko elementlerinin antibakteriyel 6zelliklere sahip
oldugu bilinmektedir. Bu metallerle zeolit arasinda katyon degisimi meydana geldiginde

zeolite antibakteriyel 6zellik kazandirilabilmektedir (Top ve UIK{ 2004).

Dogal bir zeolit olan klinoptilolitin, antibakteriyel 6zelligine dair ¢alismalar mevcuttur.
Yapilan galismalarda Escherichia Coli (gram negatif) ve Staphylococcus Aureus (gram
pozitif) bakterileri izerindeki yok edici etkileri incelenmis olup olumlu sonuglar elde
edilmistir. Ozellikle katyon degisimli klinoptilolit, genel amacli dezenfektan olarak
kullanilabilmektedir. Bu 06zelligi sayesinde tip alaninda kaplama malzemesi olarak
kullanim1 tercih edilebilmektedir. Antibakteriyel 6zellik, bu malzeme ic¢in kaplama
disinda da birgok kullanim alanini da beraberinde getirmistir. Ornegin akne tedavisinde

kullanilabilmesi bunlardan bir tanesidir (Colella 2011).

Kemik skafold uygulamalar1 igin klinoptilolite dogal sigir kemiginden iiretilen
hidroksiapatit katkisi ile aliimina ( Al,03) katkisi eklenerek dogrudan karistirma,
presleme ve sinterleme yoluyla iiretilen kompakt yapilarin mekanik 6zelliklerin

arttirlldig bildirilmektedir (Kalkandelen ve ark. 2017).

Hidroksiapatit kemik iskelesine klinoptilolit eklenmesiyle basing dayanimi ve yiizey
sertligi gibi 6zelliklerin iyilestigi, porozif yapinin korundugu, hiicre ¢ogalmasinda artig
oldugu gozlemlenmis olup Kemik Doku Miihendisligi’'nde kullanilmak i¢in uygun bir
kompozit yap1 olusturuldugu yapilan analiz sonuglarina bakilarak uygun goriilmiistiir ve

ilerdeki ¢alismalara da 151k olacagi diisiintilmektedir (Alshemary ve ark. 2019).
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3. BOLUM
MATERYAL ve YONTEMLER

3.1. Malzemeler

Deneylerde kullanilmak tizere kalsiyum nitrat ve diamonyum hidrojen fosfat (Merck,
Almanya); %99.9 safliktaki etanol (Fluka, Almanya); amonyak (Isolab, Almanya)
kimyasallar1 tedarik edilmistir. Dogal klinoptilolit numunesi Rota Madencilik Firmasi
(Manisa, Tiirkiye) tarafindan hediye edilmistir. Tiim deneysel ¢aligmalarda Nevsehir
Hac1 Bektas Veli Universitesi Bilim-Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi

(NEVU-BTUAM) tarafindan saglanan ultra saf su kullanilmustur.

3.2.  Sol-jel Yontemi ile Saf Hidroksiapatit Uretimi

Saf hidroksiapatit tozu Uretimi igin Kocak tarafindan uygulanmis olan protokol
modifiye edilerek gergeklestirilmistir (Kogak 2021). Sol-jel reaksiyonu, 70 °C’ye
ayarlanmig ve reaksiyon boyunca da bu sicaklikta tutulacak olan bir diizenek
hazirlanarak gerceklestirilmistir. Bu diizenek Sekil 3.1°de goriildiigi gibi ceketli 1sitmali
karistiric1 igerisine yerlestirilmis iic boyunlu bir cam balon igerisinde ve ¢ozeltinin

buharlagsmasini engelleyecek sekilde kondansator destegiyle diizenlenmistir.

Ca ve PO, Oncusi olarak sirasiyla Ca(NO3),.4H,0 (Kalsiyum Nitrat tetra-hidrat) ve
(NH4),.HPO, (Diamonyum Hidrojen Fosfat) bilesikleri kullamilmistir. Cozeltinin
pH’mi1 ayarlamak icin ise amonyak kullanilmistir. Tepkime ¢ozeltileri 0.5 M Ca ve 0.3
M PO, iyonlarinin sitokiyometrik oraninda ve esit hacimde ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Cozlinme gergeklestikten sonra her iki ¢ozeltinin de pH’1 kontrollii sekilde amonyak
eklenerek 10.5 olacak sekilde ayarlanmistir. Ardindan kanistirici aktif haldeyken
Ca(NO3),.4H,0 cozeltisine (NH,),.HPO, ¢ozeltisi damla damla olacak sekilde
aktarilarak reaksiyon baslatilir. Reaksiyon sirasinda 4 saat boyunca her saatte 6lglim
yapilarak pH’1n 10.0 olmast i¢in amonyak eklemesi yapilarak tepkime siiresi boyunca
pH’1n sabit kalmasi saglanir. 4 saatin sonunda ¢ozelti 15 dk bekletilip ardindan 5-13 pm
filtre kagidi ile siiziiliir. Ardindan 100 °C firinda 24 saat kurutma ve havanda 6giitme

sonrasit kurutulmus toz numuneler elde edilmistir. Ayrica numunelere kuru hava
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ortaminda 3 saat boyunca yiiksek sicaklik firmninda farkli sicakliklarda (800 °C, 950 °C

ve 1100 °C) sinterleme islemleri uygulanmustir.

Sekil 3.1. Reaksiyon Diizenegi: Ug boyunlu cam reaksiyon haznesi karistirmali ve
sicaklik kontrollii ceketli reaktor igerisine yerlestirilerek c¢ozuculerin
buharlasmas1 engellenecek sekilde iistten kondansator ile baglanmistir. Yan
tarafindan daldirilan sicaklik probu sayesinde sicaklik siirekli olarak kontrol
altinda tutulmustur.

3.3.  Sol-jel yontemi ile klinoptilolit katkili hidroksiapatit iiretimi

Saf hidroksiapatit iiretiminde kullanilan sentez yonteminin ve diizeneginin aynisi
kullanilarak sentez yapilmistir. Klinoptilolit miktarinin etkilerini incelemek i¢in bu
asamada kalsiyum nitrat bilesigine farkli oranlarda klinoptilolit eklemesi yapilmigstir.
Deney i¢in %5, %10 ve %20 katki konsantrasyonlart secilmistir. Sekil 3.2° de sentez
asamalarindaki hidroksiapatit formlar1 gosterilmistir. Stokiyometrik orandaki ¢ozeltiler
esit hacimde hazirlanmistir. %35 klinoptilolit katkisi icin Ca Onclislinlin %5°1 kadar
klinoptilolit eklenmistir. %10 ve %20 katkili konsantrasyonlar i¢in de ayni islem

tekrarlanmistir.

Saf ve CLP katkili HA numuneleri 800 °C, 950 °C ve 1100 °C’de sinterlenmistir.
Numune isimleri sembolleriyle birlikte tablo 3.1.”de verilmistir.
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Tablo 3.1. Deney numuneleri ve uygulanan islemler tablosu

Numune Adi Uygulanan islem
1D Saf HA (24 saat 100 °C’de kurutulmus)
1S 800 Saf HA (800 °C’de sinterlenmis)
1S 950 Saf HA (950 °C’de sinterlenmis)
1S 1100 Saf HA (1100 °C’de sinterlenmis)
2D %5 CLP + HA (24 saat 100 °C’de sinterlenmis)
2S 800 %35 CLP katkil1 HA (800 °C’de sinterlenmis)
2S 950 %35 CLP katkil1 HA (950 °C’de sinterlenmis)
2S 1100 %35 CLP katkili HA (1100 °C’de sinterlenmis)
3D %10 CLP + HA (24 saat 100 °C’de sinterlenmis)
3S 800 %10 CLP katkili HA (800 °C’de sinterlenmis)
35950 %10 CLP katkili HA (950 °C’de sinterlenmis)
3S 1100 %10 CLP katkili HA (1100 °C’de sinterlenmis)
4D %20 CLP + HA (24 saat 100 °C’de sinterlenmis)
4S 800 %20 CLP katkili HA (800 °C’de sinterlenmis)
4S 950 %20 CLP katkili HA (950 °C’de sinterlenmis)
4S 1100 %20 CLP katkili HA (1100 °C’de sinterlenmis)

Sekil 3.2. Sentez Asamalari: a. Klinoptilolit katkili hidroksiapatit filtrasyon sonrasi
kremsi formdadir; b. Klinoptilolit katkili hidroksiapatit kurutma sonrasi kati
formdadir; c¢. Klinoptilolit katkili hidroksiapatit 6glitme sonrasi toz
formdadir.
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3.4. Karakterizasyon Calismalari

Bu boélimde hazirlanan saf ve katkili, ayrica farkli sicakliklarda sinterlenmis
hidroksiapatit tozlarmmin kimyasal, morfolojik ve termal oOzelliklerinin analiz
edilmesinde kullanilan yontemler anlatilmaktadir. Kullanilan analiz teknikleri ve bu
analizlerin gergeklestigi yerler su sekildedir; XRD (X-Ism1 Kirinimi) ve TGA/DTA
(Termogravimetrik Analiz/ Diferansiyel Termal Analiz) Nevsehir Haci Bektas Veli
Universitesi BTUAM ve F-TIR(Fourier Doniisiimlii Kiz1lotesi) Spektroskopi analizleri
Nevsehir Hacit Bektas Veli Universitesi Kimya Béliimii; BET (Brunauer-Emmett-
Teller), SEM (Taramali Elektron Mikroskobu), EDX (Enerji Dagilimi X-Isin1 Analizi),
XRF (X-Isin1 Floresans) ve S-TEM (Taramali-Gegirimli Elektron Mikroskobu)
analizleri Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde
(TAUM); Mekanik basma testi NEVU Mimarlik-Miihendislik Fakiiltesi Laboratuvari;
Biyouyumluluk testleri ise Eskisehir Osman Gazi Universitesi Arastirma Laboratuvari

birimlerinde gergeklestirilmistir.
3.4.1. XRD analizi

X-Isimn1 Kirmmmi (XRD) analizleri Rigaku marka Miniflex 600 model X-Isim
Difraktometresi araciligiyla gerceklestirilmistir. Toz hale getirilmis olan numune i¢in
analiz sartlar1 belirlenerek bagslanir. Analizler Cu-K 1s1g1 kullanilarak 10°/dk hizinda,
0.02°’lik adim genisgliginde gergeklestirilmistir ve 5°-90° tarama araliginda ve 2-teta
degerleri arasindaki degerler sec¢ilmistir. Daha sonra 6zel numune tutuculara konularak
XRD cihazlarinin 6zel 6rnek localarina yerlestirilir ve analiz edilir. Toz 6rneklerin ya da
ince filmlerin X-1g1m1 kirinim deseni elde edildikten sonra yapilan kalitatif analizlerde,
ICDD kartlarinda bulunan diger maddeler ile karsilastirma yapilarak fazlar
belirlenmektedir. XRD model grafikleri GraphPad Prism (Strum 7.0, San Diego, CA,
ABD) yaziliminda ¢izilmistir.

3.4.2. TG/DTA analizi

Es zamanli TG7DTA analizleri Shimadzu marka TG DTA 60 model cihaz ile
gerceklestirilmistir. Inert atmosfer gazi olarak azot (N,) varhiginda oda sicakligindan

1000 °C’ye kadar 10 °C/dk 1sitma hiz1 ve 150 mL/dk akis hizinda gerceklestirilmistir.
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TG/DTA model grafikleri GraphPad Prism (Surim 7.0, San Diego, CA, ABD)

yaziliminda ¢izilmistir.

3.4.3. BET analizi

BET analizleri Micromeritics marka Gemini VI Surface Area and Porosity model cihaz
ile gergeklestirilmistir. Analizde 0,1-0,3 g numune tartilarak igerisindeki gazlarin
uzaklastirilmasini saglamak amaciyla Oncelikle 180 °C sicaklikta 24 saat on 1sitma
islemi uygulanmistir. Ardindan adsorpsiyon-desorpsiyon egrileri elde edilerek

hesaplamalar sonucu toplam ylizey alani ve por boyutu bilgileri elde edilmistir.

3.4.4. SEM, S-TEM ve EDX analizleri

SEM, S-TEM ve EDX analizleri Zeiss marka Gemini 500 model cihaz yardimiyla
gerceklestirilmistir.

SEM analizleri 6ncesi numunelerin yiizeyi 45 A kalinhiginda olacak sekilde Au:Pd
(80:20 kaplama yapilmistir. Goriintiiler 3 KV voltajda ve 1.000, 5.000, 10.000, 50.000
ve 100.000 biiylitme oranlarinda elde edilmistir.

S-TEM analizleri igin toz numuneler saf etanol igerisinde sonikator ile dagitilarak
homojen olmas1 saglanmigtir. Bu homojen siispansiyondan birka¢ damla alinarak Cu-
grid lizerine damlatilip 24 saat boyunca oda sicakliginda kurutulduktan sonra 25 kV

voltajda 50.000, 100.000 ve 150.000 biiyiitme oranlarinda elde edilmistir.

EDX analizinde ise alan haritalama teknigi ile element dagilim haritalar1 ve grafikleri

elde edilmistir.

3.45. XRF analizi

Numunelere ergitme/ presleme 6n islem uygulamasimin ardindan analizleri Panalytical

marka Axios Advanced model cihaz ile gerceklestirilmistir.

3.4.6. FT-IR analizi

Pelkin Elmer marka Spektrum 100 model cihaz ile analizler gergeklestirilmistir. ATR
teknigi kullanilarak 500-4000 cm™! dalga boyu araliginda 4 tarama sonras1 spekrtumlar

elde edilmistir.
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3.4.7. Mekanik basma testi

Uretilen toz numuneler 10 mm’lik ¢ap ve yiiksekliklerde preslenerek (1 dk bekleme
siiresi ile 50 MPa basingta) farkli sicakliklarda sinterleme sonrasi mekanik analizleri
Raagen ETM-10-S cihaziyla 1 mm/dk hizinda basma mukavemetleri Olcilerek

gerceklestirilmistir.
3.4.8. Biyouyumluluk ve sitotoksisite testi

Biyouyumluluk analizleri WST-8 teknigi ile numunelerin kemik tiirevli osteosarcoma
hlcreleri (Saos-2) kullanilarak 24, 48 ve 72 saat olmak lizere 3 farkli zaman diliminde
gerceklestirilmistir. Saos-2 hiicre hattinin (ATCC kokenli, pasaj no:12) cogaltilabilmesi
icin %10 FBS (Pan Biotech P30-1301) igeren DMEM besiyeri kullanilmigtir ve bu
cogalma islemi 75-T Flask igerisinde gercgeklestirilmistir. Trypan mavisi (Gibco,
1525061) uygulanan hiicreler i¢in Logos Luna II cihazi kullanilarak hiicre sayimi
yapilmistir. 96 kuyucuklu plakalara, kuyucuk basina 10* hiicre gelecek sekilde hiicre
ekilerek ardindan %10 FBS’li DMEM besiyeri eklenmistir.

20 mg olarak tartilan toz numuneler otoklavda 15 dakika boyunca sterilize edilerek 1
mL DMEM besiyeri ile karigtirilip 1 saat siireyle sonikator ile homojenize edilmistir.
Negatif kontrol, pozitif kontrol ve blank olarak hazirlanan soliisyonlar kuyucuklara 3
tekrarli olacak sekilde yerlestirilmistir. Negatif kontrol; hiicre ve besiyerinden
hazirlanan, pozitif kontrol; bunlara ilave 2 pl H,0, eklenmis hali ve blank ise sadece

besiyerinden olusan kuyucuktur.

Test numunelerinin hiicreler iizerine uygulanmasinin ardindan 22 saat boyunca inkiibe
edilir. Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasimin ardindan kuyucuk hacminin %10 kadar
WST-8 soliisyonu eklenerek plakalar 2 saat boyunca 151k gecirmeyecek sekilde folyo ile
kaplanarak inkiibatérde bekletilmistir. Daha sonra 450 nm dalga boyunda soliisyonlarin
absorbans Olgiimleri gerceklestirilmistir. Ayni islemler 48 saat ve 72 saat sonrasi

canlilik testleri i¢in de tekrar edilmistir.
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4. BOLUM
BULGULAR

4.1. Sol-jel yontemi ile Saf ve Klinoptilolit Katkih Hidroksiapatit Uretimi

Detayl1 tiretim adimlar1 Boliim 3.2 ve 3.3.’te verilmistir. Saf HA, %5, %10 ve %20 CLP
katkili HA sentezlenerek numuneler Tablo 3.1° e goére adlandirilmistir. Numuneler
analiz edilerek CLP katkisinin HA’nin kimyasal, morfolojik, termal, mekanik ve

sitotoksisite 6zelliklerine etkileri incelenmistir.

4.2. Karakterizasyon Yontemleri

Kimyasal analizler, morofolojik analizler, termal analiz, mekanik ve biyouyumluluk

testleri yapilmistir.

4.2.1. Kimyasal analizler

Bu ¢alisma kapsaminda hazirlanan numuneler i¢in FT-IR, XRD, XRF, EDX analizleri

yapilarak sonuglar incelenmistir.

4.2.1.1. FT-IR analizi

Sentezlenen kurutulmus saf HA ve dogal CLP numunelerine ait ATR-IR kimyasal
analizlerine ait ATR spektrumlar1 Sekil 4.1°de verilmistir.

Sonuglara gére, HA numunesinde 3572 cm™ dalga boyunda yer alan pik hidroksil (O-H)
gruplarina ait simetrik olmayan uzama vibrasyon tiiriine atfedilmistir. 1021 cm™ dalga
boyunda ve solunda yer alan pikin (1089 cm™’de) karakteristik PO;3 (v3) grubuna ait
oldugu belirtilir. Raman spektroskopisinde daha c¢ok aktif olan PO;3 (v1) grubu ise 962
cm? dalga boyundaki pik olarak yer almaktadir. PO;3 (v4) fonksiyonel gruplar ise
azalan siddet ile sirasiyla 560 cm™, 600 cm? ve 630 cm? dalga boylarinda
gorulmektedir (Rehman ve Bonfield 1997).
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Sekil 4.1. Saf HA ve CLP numunelerine ait ATR analiz spektrumlari

Klinoptilolit numunesine ait spektrumda 3000-3700 cm™ dalga boyu araliginda bulunan
bolge Si—(OH) gruplari uzama titresimlerinden kaynaklandigi bildirilmektedir. 3621 cm”
1*deki en belirgin pikin ise Si-O(H)-Al grubuna ait oldugu bilinmektedir. 1627 cm™
dalga boylarinda goriilen pikin ise su molekiillerinin absorpsiyonundan kaynakli H-O—
H baglarinin biikiilme hareketleri nedeniyle oldugu diisiiniiliir. Siddeti en yiiksek olan
1020 cm? dalga boyunda aciga cikan pikin ise TO4 (T: Si ve Al) tetrahedra
molekdllerine ait T-O-T asimetrik uzama vibrasyon hareketleri sonucu olustugu
soylenebilir. 600-700 cm™ dalga boyu araliginda yer alan piklerden 787 cm™ ve 600 cm
! <deki pikler tetrahedralarin sirastyla O-T—O simetrik uzama ve ¢ift halka titresim
hareketlerine atfedilmistir (Rodriguez-Fuentes ve ark. 1998; Shumskaya ve ark. 1999;
Garcia-Basabe ve ark. 2010; Mansouri ve ark. 2013; Igbal ve ark. 2014; Puszka ve ark.
2023).
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Sekil 4.2°de 1D (saf HA), 2D (%5 CLP + HA), 3D (%10 CLP + HA), 4D (%20 CLP +
HA) numunelerine ait ATR grafigi verilmistir. Sonuglara gore saf hidroksiapatit daha
kristalin yapida olmasina ragmen %S5, %10 ve %20 CLP katkis1 kristalin yapiy1r ¢ok

fazla etkilememistir. Biitiin numunelerde HA fazi korunmustur.

247 — 1D
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201 — 4D
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1.6
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1.2
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0.4-
0.21
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Dalga Boyu (cm-1)

ATR-Siddet

Sekil 4.2. 1D (saf HA), 2D (%5 CLP + HA), 3D (%10 CLP + HA), 4D (%20 CLP +
HA) numunelerine ait ATR analiz spektrumlari

Sekil 4.3.’te esit CLP konsantrasyonlarinin farkli sicakliklarda sinterlenme grafigi
gortlmektedir. Sonuglara gore biitin CLP konsantrasyonlari i¢in 800 °C ve 950 °C
sicaklik degerlerinde daha kristalin bir yap1 elde edildigi goriilmektedir. 1100 °C'de
sinterlenmis numunenin spektrumundaki pik yogunluklarinin 6nemli 6l¢iide azalmasi,
daha amorf bir yapmin olustugunu gdosterir ki biitlin numuneler i¢in bu durum soz

konusudur.
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlardaki CLP katkili HA’min farkli sicakliklarda
sinterlenmesi grafigi a. Saf HA’ nin 800, 950 ve 1100 °C’de sinterlenmesi,
b. %5 CLP + HA’nin 800, 950 ve 1100 °C’de sinterlenmesi, ¢. %10 CLP +
HA’nin 800, 950 ve 1100 °C’de sinterlenmesi, d. %20 CLP + HA’nin 800,
950 ve 1100 °C’de sinterlenmesi

Sekil 4.4.te farkli konsantrasyonlardaki CLP katkili HA’nin 1100 °C’de siterlenmesi
grafigi verilmistir. Sonuglara gore saf HA numunesi 1100 °C'de (1S-1100) tek fazda
kalmaya devam etmistir. Minimum miktardaki CLP (%5) katkili HA (2S-1100), en
yuksek pik siddetine sahip olmasi sebebiyle daha fazla kristal yap1 sergiledigi ortaya
cikmaktadir. CLP konsantrasyonu arttikga 1087 cm™! civarindaki pikler v3
titresimlerini yavas yavas ortadan kaldirmaktadir. 2S-1100 numunesindeki 961
cm~1'deki pik, hidroksiapatitin karakteristik PO;3 vl gerilme hareketlerine ait olup
daha yiikksek CLP konsantrasyonlarina sahip numunelerin (3S-1100 ve 4S1100)

spektrumlarinda bu pik goriilmemektedir. Bunun yerine, 971 cm-1 ve 947 cm-1'de
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bulunan B-TCP faz piklerinin ikamelerinden olusmaktadir (Rehman ve Bonfield 1997;
Berzina-Cimdina ve Borodajenko 2012; Kocak 2021).
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Sekil 4.4. Saf HA, %5 CLP + HA, %10 CLP + HA ve %20 CLP + HA numunelerinin
1100 °C’de siterlenmesi grafigi

4.2.1.2. XRD analizi

X-1s51m1 difraksiyon teknigi ile CLP, HA+%5CLP ve HA numunelerinin kristal yapilari
incelenmis ve X-1s51m1 kirimim desenleri Sekil 4.5.°te verilmistir. Saf HA’e ait 20
degerleri, ICDD kristolografi veri tabaninda bulunan 01-072-1243 numarali PDF kart
ile ortiismektedir. Grafige gore en siddetli HA piki 20 = 31.82° iken ona yakin olan
diger siddetli HA pikleri sirasiyla 32.95°, 32.19°, 25.88°, 34.11°, 22.89° ve 34.11°
degerlerindedir. XRD grafiginde en yiiksek 2@ pik siddeti CLP mineraline aittir. Bu da
gosteriyor ki en yiiksek kristalin yap1 saf CLP’ye aittir. 20 = 9.98° 11.35°, 17.47°,
22.49°, 22.60° ve 30.18° bolgelerinde siddetli pikler ICDD veri tabanindaki referans
numarast 00-039-1383’e gore klinoptilolit piklerine aittir. X-15inimi1 kirmim grafigine
bakildiginda %5 CLP katkili hidroksiapatit numunesinin saf HA’e gore daha kristalin
yapida oldugu anlasilmaktadir (Galletti ve ark. 2021; Dosa ve ark. 2022).
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Sekil 4.5. Saf HA, saf CLP ve %5 CLP + HA XRD grafigi

Sekil 4.6’da saf HA ve %5 CLP (2D), %10 CLP (3D) ve %20 CLP (4D) katkili HA’nin
XRD grafigi goriilmektedir. Grafige bakildiginda saf HA’ya CLP eklendiginde kristalin
yapin arttig1 ve CLP konsantrasyonu ile kristalin yapinin dogru orantili oldugu tespit

edilmistir.
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Sekil 4.6. Saf HA ve %5 CLP(2D), %10 CLP(3D) ve %20 CLP(4D) katkili HA nin
XRD grafigi

Sekil 4.7°de HA + %10 CLP numunesinin farkli sicakliklarda (800 °C, 950 °C ve 1100
°C) sinterlenmesi XRD grafigi goriilmektedir. HA'nin XRD desenleri, kristalligin
sicaklikla artmasi nedeniyle tiim sinterleme sicakliklarinda saf HA fazinda stabil oldugu
goriilmektedir. Fakat %10 ve tizeri CLP konsantrasyonlarinda HA'nin stabilitesi azalmig
ve 950 °C ve 1100 °C sicakliklarinla o ve B-TCP HA olusumu meydana gelmistir. 800
°C'de sinterlenmis olan %10 CLP katkili numunenin (3S-800) XRD spektrumu, saf HA
faz1 ile eslesen XRD desenine sahiptir. Fakat 3S-950 6rneginde 800-1100 arasinda
olustugu bildirilen B-TCP faziyla eslesen 16.9°, 29.6°, 31.2° ve 34.4° civarinda 20
degerlerinde ek pikler olusmustur. 1100 °C'de sinterleme islemi sonrasinda, kristalin
yap1 yerine daha amorf bir yap1 meydana gelmistir (Galletti ve ark. 2021; Dosa ve ark.
2022).
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Sekil 4.7. HA + %10 CLP numunesinin farkli sicakliklarda (800 °C, 950 °C ve 1100
°C) sinterlenmesi ile elde edilen numunelere ait XRD grafiklerinin
karsilastirilmasi

4.2.1.3. XRF analizi

Dogal CLP mineralinin XRF analizleri element oksit yiizdeleri agisindan incelenmistir
(Tablo 4.1). Elde edilen sonuglara gére, CLP'nin yapisinda yaklasik %69 oraninda SiO,
ve %12 oraninda Al,05; ve geri kalan kisminda ise Ca, K, Mg ve Fe gibi element

oksitlerini igcerdigi goriilmektedir.

Tablo 4.1. Dogal CLP numunesine (Rota Madencilik, Gordes, Manisa) ait XRF analiz
sonuglari

SiO2 Al0z K20 CaO MgO Na20 Fe203 BaO SrO SOz P20s Mns3Os TiO2 Diger LOI

68.72 11.86 2.24 343 1.09 041 145 0.08 0.06 0.05 0.05 0.04 0.02 0.03 10.47
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4.2.1.4. EDX analizi

Sekil 4.8” de CLP numunesinin EDX analiz sonuglar1 gorulmektedir. Buna gore
CLP’nin yapisinda %20,6 Si, %4,9 Al (Si/Al oran1 4,2), yaklasik %1 Na ve Ca ve Mg
ve K (<%1) oldugu tespit edilmistir.

28.0K

o)
25.2K]
224K Weight % Atomic % Net Int.
19.6K| (o] 57.5 70.54 5889.66
. Na 135 1.15 147.71
Mg 1.18 0.95 233.47
0K Al 6.76 4.92 1661.82
11.2K] Si 29.43 20.57 7882.75
ek K 1.64 0.83 308.36
Ca 2.14 1.05 352.25
5.6K
ca
2.8K
0.0 39 52 65 7.8 X 104 117 130

Sekil 4.8. CLP numunesinin EDX analizi
Sekil 4.9°da 800 °C'de (3S-800) sinterlenmis %10 CLP katkilit HA numunesinin EDX

analizi ve element haritalamas: gosterilmektedir. CLP ¢6zlinmedigi i¢in CLP'yi
olusturan elementler HA nin yapisinda belirli bolgelerde kiime halinde birikmistir. EDX
element analizine goére Ca/P orami da 1,57 olarak belirlenmistir. Bu durumun,
hidroksiapatitin stabilitesinin azaltilmasina ve biyoemilebilirliginin arttirilmasina
katkida bulundugu distniilmektedir (Mansouri ve ark. 2013; Zhan ve ark. 2013;
Schiavo ve ark. 2023).

28.0K|
o)
25.2K]|
22.4K]|
Element Weight % Atomic % Net Int.

19.6K
16.8K (o] 33.25 52.99 956.32
14.0K] Al 0.56 0.53 110.36
11.2K] Si 3.51 3.18 835.28

8.4K P 18.28 15.05 3618.35

5.6K] Ca 44.4 28.24 6236.08

Ca
2.8K K
i l E Ca
0.0%] 26 39 52 65 78 EX 10.4 11.7 13.0

Sekil 4.9. 800 °C'de (3S-800) sinterlenmis %10 CLP katkili HA numunesinin EDX
analizi
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4.2.2. Morfolojik ve yapisal analizler

Bu calisma kapsaminda hazirlanan numuneler i¢in BET, SEM, S-TEM analizleri

yapilarak sonuglar incelenmistir.

4.2.2.1. BET analizi

Yapilan analizlerden ¢ikan sonuglara gore, HA ve HA + %5 CLP numunelerine ait BET
yiizey alanlar1 sirastyla 47.68 ve 21.9 m?/g olarak ol¢iilmiistiir. Ek olarak, BJH (Barrett-
Joyner-Halenda) yontemiyle ayni numunelerin goézenek ¢aplarinin sirastyla 30.58 ve 4.7
nm olarak ol¢ilildiigii gozlenmistir. Bu yontemle belirlenen adsorpsiyon ve desorpsiyon
gbzenek boyutlarinda da goriilmektedir. Olgiilen biitiin numunelerin gdzenek boyutu 4-
31 nm araligindadir. HA ve %5 CLP katkilh HA’in OGlgiilmiis olan BET sonuglari
karsilagtirildiginda CLP katkisinin, yilizey alanini ve godzenek boyutunu diistirdiigii
Tablo 4.2°de goriilmektedir. Ayrica HA ve CLP katkili HA i¢in bir diger karsilastirma
soncu da katkili olan numunede CLP kristallerinin var olan gozeneklerinin bir miktar

kapandig1 lizerinedir (Watanabe ve ark. 2006; Mansouri ve ark. 2013).

Tablo 4.2. HA(1D) ve HA + %5 CLP (2D) numunelerine ait BET sonuglar1 tablosu

Parametre Sonuglar
1D 2D
P/Po = 0,35 (m?/g) 'te tek nokta yiizey alan1 47.47 22.36
BET Yiizey Alani 47.68 21.91
BJH Adsorpsiyon ortalama gozenek genisligi (A) 305.89 47.01
BJH Adsorpsiyon ortalama gozenek genisligi (A) 301.55 48.98

4.2.2.2. SEM ve S-TEM analizi

HA ve HA + %5 CLP, HA + %10 CLP ve HA + %20 CLP SEM numunelerine ait SEM
analizi goriintiileri Sekil 4.10°da verilmektedir. Sekilde (b) goriildiigii gibi saf HA ve
HA + %5 CLP katkii HA numuneleri benzer, ¢ubuksu ve porozif toz yapidadir.
Partikiil boyut dagilimi ¢cok homojen degildir. Fakat Image-J programi yardimiyla
belirlenen partikul boyut élglimlerine gore saf HA ve HA + %35 CLP tozlarinin ortalama
tane boyutu 58,36 nm ve 51,36 nm olarak hesaplanmistir. CLP katkist yapilarak tiretilen

HA tozunun boyutunun azaldigi anlasilmaktadir. Fakat bu azalma 6nemli dlglide bir
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azalma degildir. Singh ve arkadaslarinin calismasina gore silikat bazli biyomalzemelerin
eklendigi malzemenin partikiil boyutunu azaltici etkiye neden oldugu belirlenmistir.
Ayrica saf HA ve HA + %5, %10 ve %20 CLP numunelerinin yapisina baktigimizda
iceriginde kiiciik mesafeye sahip belirli bir sekle benzemeyen yapida bircok
gozeneklerin var oldugu gorilmektedir. HA’nin gozenekli yapisi biyomedikal
miihendisligi uygulamalarinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Ciinkii bu porozif yapi
hiicrelerin tutunmasini ve ¢cogalmasini kolaylastirmaktadir. BET analiz sonuglarinda da
goriildiigi tizere %5 CLP katkist HA nin porozite miktarinda bir miktar azalmaya neden
olmustur. CLP eklendiginde pargaciklar arasindaki bos alan miktar1 azalmigtir (Singh ve
ark. 2021).

Sekil 4.10. SEM analiz gorintisi a. HA SEM analiz sonucu, b. HA + %5 CLP SEM
analiz sonucu c. HA + %10 CLP SEM analiz sonucu, d. HA + %20 CLP
SEM analiz sonucu (Tim goriintiilerde 6lgek gubuklarinin uzunluklari 100
nm'dir.)
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100 °C'de kurutulan ve 800 °C, 950 °C ve 1100 °C'de sinterlenen 1 (saf HA) ve 3
(HA+%10CLP) numunelerin SEM goriintiileri Sekil 4.11°de verilmistir. 100 °C'de
kurutulan 3D ile 1D tozlar karsilastirildiginda (Sekil 4.11.a ve 4.11.b), pargacik
boyutlarinin benzer oldugu ve 3D numunesinin 1D’ye gore daha fazla topaklanmis
parcaciklara sahip oldugu goriilmektedir. Saf HA tozlarinin 800 °C ve 950 °C'de
sinterlenmesi sonucu tane boyutlar1 artmasina ragmen saf HA tozlar1 hala baslangi¢ toz
yapisint korumus ve camsit faz olusumu goézlenmemistir. 950 °C'de sinterleme
sonrasinda 3S numune tozlarimin tane boyutu artmis ve camsi faz olusumu

gbzlemlenmeye baslamistir.

1100 °C'de sinterleme sonrasinda, 3S numunesinin camsi faz taneleri birlesmistir ve bu
da biiyiik tanelerin olusmasina neden olmustur. Bununla birlikte gbzenekli ve birbirine
bagli morfoloji hala korunmustur. Aksine, saf HA tozunun 1100 °C'de
sinterlenmesinden sonra gozeneksiz, yiiksek yogunluklu kompakt bir yap1 olusmustur,
cams! faz igermemektedir. Sonuclar, CLP'nin birbirine bagl gozenekli morfolojiyi 1100
°C gibi yiiksek sicakliklara kadar korumada olumlu etkisinin oldugunu gdstermektedir

((Igbal ve ark. 2014).
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Sekil 4.11. Farkli sicakliklarda sinterlenmis, saf HA(sag taraf) ve %10 CLP katkili
HA(sol taraf) pargaciklarinin SEM mikrograflari: a-b. 100 °C-24 saat, c-d.
800 °C-3 saat, e-f. 950 °C-3 saat, c-d. 1100 °C-3 saat. Olgek cubuklarinin
uzunluklari fve h (300 nm) disindaki tiim goriintiilerde 100 nm'dir.

1D (saf HA), 2D (HA+%5 CLP), 3D (HA+%10 CLP) ve 4D (HA+%20 CLP)
numunelerin morfolojilerini gosteren S-TEM goriintiileri Sekil 4.12'de verilmistir. Saf

HA tozlarinin S-TEM goriintiisiinde ¢cogunlukla ¢ubuk benzeri gekillere sahip kiimeler

oldugu goriilmektedir (Sekil 4.12.a).
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Sekil 4.12. S-TEM analiz gorintust a. HA(1D) S-TEM analiz sonucu, b. HA + %5
CLP(2D) S-TEM analiz sonucu c¢. HA + %10 CLP(3D) S-TEM analiz
sonucu, d. HA + %20 CLP(4D) S-TEM analiz sonucu (TUm gorintilerde
Olcek gubuklariin uzunluklar: 100 nm'dir.)

4.2.3. Termal analizler

Bu calisma kapsaminda hazirlanan numuneler i¢in TG ve DTA analizleri yapilarak

sonuglar incelenmistir.

4.2.3.1. TG/DTA analizleri

Bu c¢alisma kapsaminda hazirlanan numuneler i¢cin TG ve DTA analizleri yapilarak

sonuglar incelenmistir.

Kitle ve sicaklik degisimi baz alinarak yapilan HA, HA +%5 CLP ve CLP

numunelerine ait TGA egrileri Sekil 4.13’te verilmistir. CLP numunesine ait TGA

egrisine bakildiginda 200°C’ ye kadar %12 civarinda gerceklesen agirlik kaybinin

fiziksel absorblanmis suyun uzaklasmasindan, 200-646°C sicakliklari arasinda meydana

gelen %6 kadar agirlik kaybinin ise molekiil suyunun uzaklasmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir (Erdogan ve ark. 2008). Zeolit yapisindaki su ‘zeolitik su’ olarak
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adlandirilmistir ve klinoptilolit igin zeolitik suyun yaklasik olarak 600°C’ye kadar
uzaklastirildigi bildirilmektedir (Petkova ve ark. 2011). Zeolitik suyun yapidan
uzaklagmasinin ardindan toplam agirhik kaybi %18 olarak belirlenmistir. TGA
analizinde CLP’de meydana gelen toplam agirlik kayb1 ise %20.03’diir. HA’da ise 80°C
sicakligina kadar %3 civarinda bir agirlik kaybr meydana gelmistir. Fakat 80-350°C
arasinda gerceklesen az miktardaki agirlik artisinin gaz akisindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. 350-842°C sicaklik araliginda %4,6’lik agirlik kaybi meydana
gelirken 842-915°C arasinda %1,6’°lik hizli bir agirlik kayb1 meydana gelmistir. Sicaklik
degisimine bagli olarak toplam agirlik kayb1 %9,14 olarak belirlenmistir.

%5 CLP katkili HA toz numunesinin TGA egrisinde 133°C’ye kadarki %1,2 agirlik
diistisiiniin ylizey suyunun uzaklasmasindan, 133-343°C arasindaki %2,2’lik agirlik
diisiisiiniin ise molekiil suyunun uzaklagsmasindan kaynaklandigi diistintilmektedir.
Grafigin geri kalaninda sicakliga bagl agirlik kayb1 yok denecek kadar azdir. Toplam
agirlik kaybi ise %5,03 olarak belirlenmistir. Bu sonuglara bakildiginda %5 CLP katkili
HA’nin saf HA’ya kiyasla termal kararliliginin daha yiiksek oldugu anlagilmaktadir.

100
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Sekil 4.13. Saf HA, HA+%5CLP ve CLP numunelerinin TGA/DTA egrileri.
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4.2.4. Mekanik basma testi

Numuneler i¢in mekanik analizler basma testi ile yapilmistir. Farkli sicakliklarda
sinterlenen farkli konsantrasyonlardaki numuneler ig¢in gerilme-gerinim egrileri Sekil
4.14'te verilmistir. A grafigine bakildiginda sinterleme sicakligi ile saf HA numunesinin
basing dayaniminin dogru orantili oldugu goriilmektedir. Bu numune 1100 °C'de
sinterleme sonrasinda 0,74 mm sekil degistirmede 55 MPa civarina ulasmistir. B
grafigine bakildiginda 2S(HA + %5 CLP) i¢in en yiiksek basing dayaniminin 800 °C'de
sinterlenen numunede oldugu goriilmustiir. Ek olarak 800 °C'de sinterlenen numuneler
arasinda en yiiksek basing mukavemeti 2S-800'e, 950 °C'de sinterlenen numuneler
arasinda en yiiksek basing mukavemeti saf HA’e, 1100 °C'de sinterlenen numuneler
arasinda en yiiksek basing mukavemeti ise 4S-1100 numunesine aittir. C (HA + %10
CLP) ve D (ve HA + %20 CLP) grafigi i¢in en yliksek basing dayaniminin oldugu
sinterleme sicakligi 1100°C'dir. HA + % 20 CLP miktarina sahip 4S numunesi 950
°C'de en diisiik basing dayanimina sahipken, 1100°C'de sinterlendiginde 0,6 mm
gerinimde maksimum deger olan 52,6 MPa'ya ulagsmistir. Genel olarak tiim 6rneklerin
basing dayanimi trabekiiler kemik (0,1-16 MPa) ile kortikal kemik (130-200 MPa)

arasinda basing dayanimi deger araligindadir.
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Sekil 4.14. Mekanik basma test grafigi a. Saf HA farkli sinterleme sicakliklarina ait
basma testi grafigi, b. 2S (HA+ %5 CLP) farkli sinterleme sicakliklarin ait
basma testi grafigi, c¢. 3S (HA+ %10 CLP) farkli sinterleme sicakliklarin ait
basma testi grafigi, d. 4S (HA+ %20 CLP) farkli sinterleme sicakliklarin ait
basma testi grafigi

4.2.5. Biyouyumluluk ve sitotoksisite testi

24, 48 ve 72 saat olmak iizere ii¢ farkli zaman diliminde gerceklestirilmis olan
sitotoksisite testlerine ait sonuglar Sekil 4.15’te verilmistir. Elde edilen sonuglara
bakildiginda negatif kontrole kiyasla hiicre ekili olan tiim numunelerin gerceklestirilmis
olan biitlin zaman dilimlerinde yilizde canlilik oranlarimin oldukga yiiksek oldugu
goriilmektedir. 24 saat sonrasindaki test sonuglarina géore HA + %5 CLP (2D)
numunesinin saf HA (1D) numunesine gore biyouyumlulugunun daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir (p<0,0001). HA + %5 CLP ile CLP numuneleri canlilik oranlar1 arasinda
belirgin fark bulunmamaktadir. Fakat CLP numunesinin biyouyumlulugu HA’ya gore
daha yiiksek cikmistir. Tiim numuneler arasinda en yiliksek CLP miktarina sahip 4D
numunenin tiim zaman araliklarinda en biyouyumlu oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.15. Saf HA (1D), saf CLP (5D) ve HA+%5 CLP (2D), HA+%10 CLP (3D) ve
HA+%20 CLP (4D) numunelerine ait % Hiicre Canlilik Oranlar1 ve standart
sapma miktarlarin1 gosteren grafik. Istatistiki analiz GraphPad Prism
programinda 2-Way ANOVA yontemiyle TUKEY testi kullanilarak
gerceklestirilmistir. (a:0,005 ve 0,1234(ns), 0,0332 (*), 0,0021 (**),
<0,0001 (****))

HA icin 48 saat olarak uygulanan test ile HA’in biyouyumlulugu 24 saat olarak
uygulanan test karsilastirildiginda siirenin artmasiyla biyouyumlulugun da arttig
goriilmiistiir. Hiicre kiiltiirinde 72 saatlik testlerde 48 saate kiyasla hiicre canlilik
yilizdesi HA numunesinde artarken deger olarak daha yiiksek canliliga sahip olan CLP
ve HA + %5 CLP (2D) numunelerinde hafif bir duraklama ve azalis gozlenmistir. Bu
diisiistin, 72 saatlik kiiltiir sliresinin uzunlugundan kaynakli besin yetersizliginden

kaynaklandig: diistiniillmektedir.
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5.BOLUM
TARTISMA, SONUC ve ONERILER

SEM ve S-TEM ile yapilan morfolojik karakterizasyonlara bakildiginda, nano boyutlu
cubuksu biyomimetik partikiiller elde edilmistir. Ince tabakalar halinde bulunan genis
CLP partikiilleri iizerine ince HA partikiilleri yapismis formda yer almaktadir. CLP
katkili HA numuneleri, 950°C ve 1100°C'de cams1 yapida ve birbirine bagh porozif bir
mikro yapiya sahiptir. XRD sonuglarina gore CLP katkili numuneler i¢in 800 °C ve 950
°C sicaklik degerlerinde daha kristalin bir yapida iken 1100 °C'de sinterlenmis
numunenin daha amorf bir yapiya sahip oldugu goriilmistiir. HA daha kristalin yapida
olmasia ragmen %S5, %10 ve %20 CLP katkis1 kristalin yapiy1 ¢ok fazla etkilemedigi
ve birbirine bagli gézenekli morfolojilerinin korundugu gorilmiistiir. Bununla birlikte,
FT-IR ve XRD analiz sonuglari, CLP katkili numunelerde 950 °C'de B-TCP fazinin
olusumuna ve 1100 °C'de a-TCP faz doniisiimiine yol agan termal kararliligin azaldigini
gostermektedir. Biyouyumluluk ve sitotoksisite testleri, tim CLP katkilarinin hiicre
canliligin1 olumlu yonde etkiledigini ve en yiiksek orandaki CLP katkisinin en yiiksek
hicre canlilik oranina yol agtigin1 gdstermektedir. Genel olarak, bu sonuglar, ¢esitli
iyonlar1 barindiran CLP mineralinin, HA ve CLP arasindaki iyonik etkilesimler yoluyla
apatitin kristal yapisin1 etkiledigini gostermektedir. Saf HA ve CLP katkili HA’nin
Olciilmiis olan BET sonuglart karsilastirildiginda CLP katkisinin, ylizey alanini ve
gbzenek boyutunu diislirdligli goriilmiistiir. EDX element analizine goére Ca/P orani da
1,57 olarak belirlenmistir. Bu durumun, hidroksiapatitin stabilitesinin azaltilmasina ve
biyoemilebilirliginin arttirilmasina katkida bulunacagi diisiiniilmektedir Buna bagl
olarak biyorezorpsiyon, hiicresel etkilesimler ve osteointegrasyon siireglerinin
indiiklenecegi disiiniilmektedir. Genel olarak tiim Orneklerin basing dayanimi
trabekiiler kemik ve kortikal kemi basing dayanimi deger araliginda olmasina ragmen en
yiiksek CLP oran1 ve en yiiksek sinterleme sicakliginda maximum mekanik dayanima
sahip oldugu tespit edilmistir. Sonu¢ olarak CLP katkili HA nanoseramiklerinin, yik
tasimayan kemiklerin rejenerasyonunu desteklemede yilksek potansiyel sunacagi
diistiniilerek  gelecekte yapilacak in-vivo klinik calismalarla  desteklenmesi

amaclanmaktadir.
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