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Bu ¢alismada, farkli oranlarda ¢ift katmanli hidroksit bilesikleri (LDH)
iceren bir seri jelatin-metakrilat (JeIMA)/ Ipek fibroin (J/IF LDH)
doku iskeleleri hazirlanmis, LDH nanopartikiillerinin fiziksel, kimyasal,
mekaniksel ve biyolojik 6zellikleri tizerine etkileri ve kemik dokusu
olarak kullanilabilirligi arastirlmistir. Mg/Al LDH nanopartikiilleri
hidrotermal metot ile sentezlenmis, FTIR, XRD, ICP-MS, TEM, partikiil
boyu ve zeta potansiyeli analizleri ile karakterize edilmistir. Mg/Al LDH
nanopartikiillerinin sitotoksisitesi osteoblast hiicre hatti kullanilarak
3,(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromid (MTT) testi ile
belirlenmis ve toksik olmadiklari bulunmustur. J/IF LDH doku iskeleleri
Irgacure2659  (fotobaslatict)  varhiginda UV sigi altinda
mikro-kaliplama teknigi ile hazirlanmistir. Yapist FTIR analizi ile
karakterize edilmistir. Sisme analizi, mekaniksel dayanim testi ve
osteoblast hiicreleri ile hiicre-adezyon testi gerceklestirilmistir. Tiim
sonuclar, Mg/Al LDH nanopartikiil katkili doku iskelelerinin kemik
doku miihendisligi uygulamalart i¢cin yapay kemik liretiminde
kullanilabilecegini géstermistir.

Anahtar kelimeler: Kemik doku miihendisligi, doku iskelesi, ipek
fibroin, LDH nanopartikiilleri, JeIMA.

Abstract

In this study, a series of gelatin-methacrylate (GelMA)/ Silk fibroin
tissue scaffolds with different contents of layered double hydroxides
(LDHs) were prepared (J/IF LDH), the effects of Mg/Al LDH
nanoparticles on physical, chemical, mechanical and biological
properties of scaffolds and their use as bone tissue were investigated.
Mg/Al LDH nanoparticles were synthesized by hydrothermal method
and characterized by FTIR, XRD, ICP-MS, TEM, particle size and zeta
potential analysis. The cytotoxicity of Mg/Al LDH nanoparticles was
assesed by using 3,(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide (MTT) assay with osteoblast cell line. Mg/Al LDH nanoparticles
were found to be non-toxic. ]/ IF LDH tissue scaffolds were prepared by
micro-molding technique under UV light in the presence of
Irgacure2659 (photoinitiator). Their structures were characterized by
FTIR analysis. Swelling analysis, mechanical strength test and cell-
adhesion test were performed with osteoblast cell line. All results
showed that tissue scaffolds with different contents of Mg/Al LDH
nanoparticles have great potential in artificial bone tissue production
for bone tissue engineering applications.

Keywords: Bone tissue engineering, Tissue scaffolds, Silk fibroin,
LDH nanoparticles, GelMA.

1 Giris

Her yil milyonlarca insan, kompleks kiriklar, tiimoérler veya
travmalarin neden oldugu kemik kusurlari ile karsi karsiyadir.
Otogreft transplantasyonu, kemik kusurlari i¢in en etkili tedavi
olarak kabul edilse de yetersiz donor doku ve donér bolge
morbiditesi gibi dezavantajlari nedeniyle klinik uygulamalarini
sinirlandirmaktadir  [1]. Son yillarda, kemik dokusu
mithendisligi yaklasimiyla dogal kemigin yapisini ve kimyasal
bilesimlerini taklit edebilen biyomimetik kemik doku
iskelelerinin gelistirilmesi kapsaminda yogun arastirmalar
yuritilmektedir [1],[2].

Doku miihendisligi yaklasimi ile gelistirilen ideal bir doku
iskelesi; hiicre adezyonunu, gogiinii, ¢ogalmasin ve
farklilasmasin1 desteklemeli, biyouyumlu, goézenekli, gerekli
oranda mekaniksel dayanim ve biyo-bozunma profiline sahip
olmaldir [3]. Kemik doku miihendisliginde, kemik doku
iskelesi tipik olarak yapay bir hiicre dis1 matris, osteoblastlar
veya osteoblast olabilen hiicrelerini ve hiicre baglanmasini,
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farklilasmasin1 ve mineralize kemik olusumunu destekleyen
diizenleyici faktorleri icermelidir [4].

Hiicre-dis1  matris (ECM) esas olarak kollajen ve
proteoglikanlardan olusmakta, bu durum dogal polimerleri
kemik dokusu miihendisligi i¢in ideal biyomalzemeler
yapmaktadir. Jelatin, doku miihendisligi ve rejeneratif tip
uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan, yapisinda hiicre
baglama motifleri (RGD) bulunan, biyouyumlu, biyobozunur ve
kolajenden tiiretilen dogal bir polimerdir [1]. Jelatin
polimerinin metakrilik anhidrit ile modifikasyonundan jelatin-
metakrilat (JeIMA) polimeri elde edilmektedir. JeIMA polimeri,
modifiye edilmis dogal ECM bilesenlerinden olusan
fotopolimerize edilebilir bir yapiya sahip olup ve bu da onu
doku miihendisligi uygulamalari i¢cin potansiyel bir malzeme
haline getirmektedir [5]. Ancak, JeIMA temelli doku iskeleleri
zay1f mekanik o6zelliklere sahiptir ve yliksek ¢oziinlirliigii hizlh
bozunmaya yol agmaktadir [6]. Ayrica, JeIMA hidrojeli ile
herhangi bir biyoaktif madde veya oOn islem (in vitro
mineralizasyon) uygulamadan kemik dokusunun yeniden
olusumunu tesvik etmek zordur. Bu durum JeIMA’'nin kemik

842


https://orcid.org/ 0000-0002-9626-1605
https://orcid.org/ 0000-0002-6502-528X

Pamukkale Univ Muh Bilim Derg, 27(7), 842-850, 2021
Z.P. Akgiingdr, A. Bal Oztiirk

onarimindaki  uygulamasini  sinirlamaktadir  [1].  Bu
sinirlamalarin iistesinden gelmek igin, ¢esitli inorganik ajanlar
yapiya entegre edilerek, biyo-mineralizasyonu arttirmaya yol
acan kalsiyum iyonlarinin difiizyonunu modiile ederek JeIMA
temelli hidrojellerin biyoaktivitesi iyilestirilmektedir. Bu
kapsamda kalsiyum fosfatlar, aliiminosilikatlar, ¢ift katmanl
hidroksit bilesikleri (LDH) ve biyo-camlar gibi biyoaktif
seramikler tizerinde ¢alismalar yapilmaktadir [6]-[9].

Brusit benzeri malzemeler olarak da bilinen LDH'ler, iki
boyutlu anyonik killer sinifindandir. LDH'ler, genellikle M2+ ve
M3+ katyonlarinin brusit igerisine yerlestirildigi [M2+1.x M3+
(OH)2]** (Am)x/mBAnH20 (burada x=0.2-0.33 M2*/M3* molar
oranl 2-4'tlir) formiilii ile ifade edilirler. Yaklasik 100 nm
boyuta sahip LDH nanopartikiillerinin silika ve altin dahil diger
inorganik nanopartikiillere kiyasla, miikemmel biyouyumluluk,
yliksek ila¢ yiikleme Kkapasitesi, biyoaktivite, hiicresel
sitoplazmada biyobozunurluk ve pH-duyarl 6zelliginin olmasi
nedeniyle olduk¢a avantajli oldugu kanitlanmistir [10]. LDH
nanopartikilleri her ne kadar ilag ve gen salim calismalar i¢in
kullanilsa da farkli galismalar kemik doku miihendisligi i¢in de
umut verici bir materyal oldugunu kanitlamistir. Ornegin;
Romeo ve arkadaslari, LDH partikiilleri ile desteklenmis
polikaprolakton (PCL) elektrospun nano elyaflarinin
basilabilme kabiliyetini arttirdigin1  gostermistir  [11].
Ramanathan ve arkadaslari, elektroegirme yontemiyle LDH
partikiilleri ile desteklenmis poli(3-hidroksibutirik asit)-
poli(N-vinilpirolidon) temelli doku iskelelerini iiretmisler, bu
iskelelerin kemik dokusu miihendisligi icin greft olarak
kullanilabilecegini gostermislerdir [2]. Li ve arkadaslari, asitle
asindirilmis saf titanyum yiizeyler lizerine hidrotermal islem ile
LDH filmi olusturmuslar, hazirladiklar1 LDH filmlerinden tibbi
implant malzemeleri alaninda umut verici sonuglar almiglardir.
Calismada LDH ile kapll implantlar kontrol gruplarn ile
karsilastirilmis, LDH igeren implantlar kontrol grubuna oranla
hiicre yapismasini ve proliferasyonunu daha iyi destekledigi
gorilmiistiir [12]. Ek olarak; Kang ve arkadaslari, ¢calismasinda
LDH  partikiillerinin =~ pre-osteoblast  performanslarini
incelemislerdir. LDH partikiillerinin sitotoksik olmayan
konsantrasyonlarinin, osteoblast farklilasmasinda osteojen
isaretleyici genlerin inhibisyonu ile modiile edilen Cofilin
alimina bagl olarak hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini
tetikleyerek osteoblast adezyonunu modiile ettigini ileri
stirmiislerdir. Calismalarinda, LDH'lerin kemik
biyomiihendisligi i¢in bir iskele olarak kemik bozukluklarina
uygulanacak terap6tik nanomalzemeler olarak arastirilmasi
gerektigini vurgulamislardir [4]. Ancak, bu kapsamda yapilan
calismalar cok azdir [13].

ipek fibroin (IF) esas olarak ipekbdcegi ve 6riimcekler
tarafindan iiretilen lifli bir proteindir. Essiz mekanik 6zellikleri,
ayarlanabilir biyodegradasyon hizi ve mezenkimal kok
hiicrelerin osteojenik farklilasmasini destekleme yetenegi
sayesinde kemik dokusu miihendisligi i¢in uygun bir iskele
malzemesi haline gelmistir [14]. IF temelli doku iskelelerinde
hiicre adezyonu zayif olabilmektedir. Bu nedenle hiicre
adezyonunu destekleyen malzemelerle harmanlayarak
malzemenin 6zellikleri iyilestirilebilmektedir. Ornegin, IF
temelli malzemeler; iyilesmis 6zellikler gostermesi i¢in jelatin,
kitosan ve hiyaliironik asit gibi dogal polimerler ile
harmanlanmistir [15]-[20].

Bu ¢alismada, farkli oranlarda Mg/Al LDH nanopartikiilleri
iceren bir seri JeIMA/ Ipek fibroin temelli doku iskeleleri (J/IF
LDH) hazirlanmis, Mg/Al LDH nanopartikiillerinin fiziksel,
kimyasal mekaniksel ve biyolojik 6zellikleri iizerine etkileri ve

kemik dokusu olarak kullanilabilirligi arastirilmistir.
Mg/Al LDH naopartikiilleri hidrotermal metot ile sentezlenmis,
Fourier transform infrared spektroskopisi (FTIR), X-1sim1
difraksiyonu  (XRD), induktif eslesmis plazma-kiitle
spektrometresi (ICP-MS), gecirimli elektron mikroskobu
(TEM), partikil boyu ve zeta potansiyeli analizleri ile
karakterize edilmistirr Mg/Al LDH nanopartikiillerinin
sitotoksisitesi ~ osteoblast  hiicreleri  tlizerinde 3,(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromid (MTT) testi
ile belirlenmistir. Takiben hidrojel temelli doku iskeleleri
Irgacure2659 (fotobaslatic1) varliginda UV 15181 altinda mikro-
kaliplama teknigi [5] ile hazirlanmis, Mg/Al LDH katkili J/IF
doku iskelelerinin kemik doku miihendisligi uygulamalari i¢in
biiytik bir potansiyele sahip oldugu sonucuna varilmistir.

2 Materyal metot
2.1 Kimyasallar

Sodyum karbonat (NazC03), lityum bromiir (LiBr), magnezyum
nitrat hekzahidrat (Mg(NOs)2¢6H20), aliiminyum nitrat
nonahidrat (Al(NOs)3¢9H20), jelatin ve metakrilik anhidrid,
2-Hidroksi-4'-(2-hidroksietoksi)-2-metilpropiofenon (Irgacure
2959), dimetilsiilfoksit (DMSO) 3,(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolyum bromid (MTT), penisilin-streptomisin
Sigma-Aldrich'ten satin alinmistir. Dusiik glikoz miktarina
sahip Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (L-DMEM) ve Fetal
Sigir  Serumu (FBS) Gibco’dan, Rhodamine-Phalloidin
(Alexa-Fluor 594) ve 4',6-Diamidino-2-Phenylindole (DAPI)
Invitrogen’den temin edilmistir.

2.2 JelMA sentezi

10 gr jelatin 100 mL pH 7.4 fosfat tampon ¢6zeltisinde (PBS)
50 °C’de tamamen c¢oziinene kadar karistirlmistir. Uzerine
8 mL metakrilik anhidrit ilave edilmis 50 °C’de 2 sa. boyunca
belirli bir hizda karistirllmistir. Elde edilen reaksiyon
karisimina 100 mL PBS ¢ozeltisi ilave edilerek iki kat
seyreltilmis, karistirma islemine 10 dk. daha devam edilmistir.
Takiben elde edilen reaksiyon karisimi diyaliz membranina
(MWO 12000-14000 Da) alinarak 40 °C’de distile suya karsi
7 glin diyaliz edilmistir. Diyaliz isleminden sonra 200 mL distile
su ilave edilmis, sonrasinda siizge¢ kagidi ile siliziilmiistiir.
Liyofilize edilerek kurutulmustur [21].

2.3 ipek fibroin izolasyonu

ipek kozalarindan ipek fibroin izolasyonu, literatiirde
belirtildigi sekilde standart izolasyon protokoliine gore
yapimustir [22]. ilk olarak ipek kozalar1 makasla kiigiik
parcgalara kesilerek 5 g tartilmistir. 200 mL 0.02M sodyum
karbonat (NazCO03) ¢ozeltisi igerisinde 30 dk. kaynatilmis ve
sonrasinda distile su ile durulanarak kurumaya birakilmistir.
Kuru fiberlerden 1 gtartilip tizerine 4 mL 12M lityum bromiir
(LiBr) ¢ozeltisi eklenmis 4 sa. 65 °C’de inkiibe edilmistir. Elde
edilen ¢ozelti siringa yardimiyla diyaliz membranina (MWO
12000-14000 Da) alnip distile suya karst 3 giin diyaliz
edilmistir. 4 °C'de 9000 rpm hizla 20 dk. santrifiijlenmis ve elde
edilen ipek fibroin ¢ozeltisi (agirhk¢a =%7) 4 °Cde
saklanmistir.

2.4 LDH nanopartikiillerinin sentezi

LDH bilesikleri “birlikte ¢oktiirme yontemi” ile Mg(NO3)2¢6H20
ve Al(NO3)3¢9H:0 tuzlari kullanilarak sentezlenmistir [23]. {1k
olarak 16.025 g (62.5 mmol) Mg(NOs)2e6H20 ve 11.723 g
(31.25 mmol) AI(NO3)3¢9H20 250 mL deiyonize suda
¢oziildiikten sonra belirli bir sabit hiz ile karistirllmakta olan
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10 g NaOH ve 3.312 g NazCOs iceren 250 mL sulu ¢ézeltiye
damla damla ilave edilmistir. 1 sa. karistirildiktan sonra elde
edilen ¢ozelti siizlilmiis ve distile su ile pH notiir olana kadar
yikanmistir. Nano-boyutlu Mg/Al LDH partikiilleri hidrotermal
metot ile hazirlanmistir [24],[25]. Elde edilen ¢amur
kivamindaki tiriinden 600 mg tartilmis 60 mL distile suda
dispersiye edilmis ve 100 °C'de bir otoklav igerisinde 16 sa.
inkiibe edilmistir. Takiben liyofilize edilerek kurutulmustur.

2.5 Karakterizasyon

Sentezlenen JelMA polimerinin yapisi FTIR ve Proton Niikleer
Manyetik Rezonans Spektroskopisi (1H NMR) analizleri ile
dogrulanmistir. 1H NMR analizleri Varian UNITY INOVA cihazi
ile (D20, 500 MHz, §, ppm) alinmistir. Sentezlenen LDH
nanopartikiilleri; FTIR, XRD, ICP-MS, partikill boyu, zeta
potansiyeli ve TEM analizleri ile karakterize edilmistir. LDH
nanopartikiillerinin  XRD analizleri CuKa (A-1.5418 A)
radyasyonu kullanilarak 45 mA, 40 kV ve Ni-filtresinde
PANanalytical X'Pert Pro MPD Model XRD cihazi ile yapilmistir.
LDH nanopartikiillerinin partikiill boyu ve zeta potansiyeli
analizleri Nanosizer cihazi ile (NanoZS Malvern Instrument,
UK) 25 °C’de yapilmistir. Her formiilasyon i¢in ardarda ti¢
Olciim yapilmistir. LDH nanopartikiillerinin TEM analizleri
JEOL JEM 1220 cihazi ile gerceklestirilmistir.

2.6 DoKku iskelelerinin hazirlanmasi

Hidrojel temelli doku iskeleleri mikrokaliplama teknigi ile
hazirlanmistir [5]. Farklhh miktarlarda tartilan Mg/Al LDH
nanopartikiilleri (Tablo 1) fotobaslatic1 ¢o6zeltisi igerisinde
(Irgacure 2959: 2.5 mg/mL) homojenize edilmistir. Belirli
miktardaki JelMA bu karisima ilave edilmis 80 °C su
banyosunda 1 sa. karistirilmistir. Soguyan karisimin {izerine
belirli bir hacimdeki ipek fibroin ¢ozeltisi ilave edilerek elde
edilen ¢ozelti belirli bir siire daha karistirilmistir. Mikropipet
yardimiyla 100 pl polimer ¢ézeltisi alinarak 1 mm aralayiciyla
ayrilmis iki cam slayt arasina pipetlenmistir. Daha sonra
polimer karisimi 2.5 mW/cm? giicte 40 sn. boyunca UV 15181na
(Omnicure S2000) maruz birakilarak doku iskeleleri
hazirlanmigtir.

Tablo 1. ]/IF LDH Doku iskelelerinin bilesimi ve

isimlendirilmesi.
Table 1. Composition and codes of J/IF LDH tissue scaffolds.

Doku JeIMA IF Mg/Al LDH Irgacure295
iskeleleri (mg/mL) (agirhkeca%) (mg/mL) 9 (mg/mL)
J/IF LDHO 75 3.5 0 2.5
J/IF LDH1 75 3.5 1 2.5
J/IF LDH2 75 3.5 2 2.5
J/IF LDH3 75 3.5 3 2.5
J/IF LDH5 75 3.5 5 2.5
J/IF LDH7 75 3.5 7 2.5

2.7 Sisme testi

Doku iskelelerinin sisme davranislar1 37 °C’de PBS ortaminda
gerceklestirilmistir. Kuru tartimlar1 alinan o&rnekler PBS
ortamina daldirilmis, 48 sa. sonunda ortamdan uzaklastirilarak
fazla suyu alinip tekrar tartilmis ve sisme oranlari
hesaplanmistir [26]. Tiim denemelerde ti¢ tekrarh ¢aligilmistir.

2.8 Mekaniksel dayanim testi

Hazirlanan doku iskeleleri distile su ortaminda sisirildikten
sonra silindirik ebatlarda olmasi icin 5 mm ¢apli biopsy punch
ile delinmistir [27]. Sonrasinda 6rnekler cihazin (TA.XTPlus
Tekstiir Analiz Cihaz1) iki sikistirma plakasi arasina
yerlestirilerek 1 mm/dk'lik bir yer degistirme hizinda
sikistirilmistir.  Elastik modiili dogrusal boélgedeki %5-10

gerinime karsilik gelen egimden hesaplanmistir [28]. Tim
analizlerde {i¢ tekrarh calisiimistir.

2.9 Hiicre kiiltiiri

Calisma kapsaminda osteoblast hiicre hatti kullanilmistir.
Calismada kullanilan osteoblast hiicrelerinin pasaj numaralari
6'dir. Osteoblast hiicrelerinin kiiltiirii; L-DMEM, %10 Fetal Sigir
Serumu (FBS) ve %1 Penisilin-Streptomisin igerisinde
gerceklestirilmistir. Hiicreler 37 2Cde %5 CO2'li ortamda
75 cm?‘lik kiiltiir kabinda inkiibe edilmistir. Hiicre kiiltiir
besiyeri her 2 giinde bir degistirilmis, hiicreler %80 yogunluga
ulastiginda %0.05 Tripsin/0.02 EDTA soliisyonu ile kiiltiir
kabindan ayrilmistir. Takiben, hiicre medyumu ile siispanse
edilerek 1500 rpm de 5 dk. santrifiij edilmistir. Medyum, pipet
yardimiyla atildiktan sonra hiicreler medyum ile tekrar
stispanse edilerek thoma lami ile hiicre sayimi yapilmistir.

2.10 Sitotoksisite testi

Mg/Al LDH nanopartikiillerinin sitoksisitesini belirlemek
amaciyla MTT testi kullanilmistir [29]. MTT testi, yasayan hiicre
sayisinin tespiti icin yaygin olarak kullanmilan, enzim
aktivitesine dayali kolorimetrik bir yodntemdir. Test
kapsaminda hiicreler 1x104 hiicre/kuyucuk olacak sekilde
48-kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilmistir. Hiicrelerin yapismasi
ve yayllmasi i¢in kiltiir kaplar1 37 °C’de %5 CO2’li ortamda
24 sa. boyunca inkiibe edilmistir. Steril LDH nanopartikiilleri
hiicre medyumu ile farkli konsantrasyonlarda seyreltilmistir
(05,1, 2, 3,5, 7, 10 ve 15 mg/mL). 48-kuyucuklu kiltiir
kaplarindaki hiicre medyumlar1 uzaklastirilmis, farkh
konsantrasyonlarda nanopartikiil iceren hiicre medyumlar:
ilave edilerek 37 °C'de, %5 CO:’li ortamda 24 sa. inkiibe
edilmistir. Takiben kuyucuklardaki nanopartikiil iceren hiicre
medyumu uzaklastirilmis, her kuyucuga MTT soliisyonu ilave
edilmistir ve 4 sa. boyunca 37 °C'de inkiibe edilmistir.
inkiibasyon sonrasi  kuyucuklardaki MTT  soliisyonu
uzaklastirilmis, DMSO ilave edilmis ve 10 dk. daha inkiibe
edilmistir. Ardindan plakalar 570 nm’de mikroplaka
okuyucuda (SpektrostarNano) okunmustur.

2.11 Hiicre adezyonu testi

Hiicre adezyon testi 48-kuyucuklu kiltir kaplarinda
gerceklestirilmistir. Doku iskelelerinin lizerine ekilen
hiicrelerin  morfolojisini  gorsellestirmek icin  hiicreler
Rhodamine-Phalloidin  (Alexa-Fluor 594) ve DAPI ile
boyanmustir [7]. Oncelikle doku iskeleleri steril sartlarda
48-kuyucuklu kiltiir kaplarinda hazirlanmigtir.  1x104
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 48-kuyucuklu kiiltiir kaplarinda
bulunan doku iskelelerinin tizerine ekilmistir. Belirli siireler
sonrasinda (1. 3. ve 5. gilinlerde) hiicreler %4’liik
paraformaldehit ile fikse edilmis, PBS ile yikandiktan sonra
%0.05 TritonX-100 ile belirli bir siire muamele edilmis ve
takiben %5’lik tavsan serumu ile bloke edilmistir. Karanlikta
sirastyla Rhodamine-Phalloidin (1 sa.) ve DAPI ile boyanarak
(30 dk.) PBS ile yikandiktan sonra floresan mikroskobu
(Zeiss AxioScope Z1) ile hiicreler goriintiilenmistir.

3 Tartisma ve sonuclar

3.1 Yapisal karakterizasyon

JeIMA, jelatinin  islevsellestirilmesiyle  olusturulan bir
proteindir. Proteinler, birbirine amid baglar1 ile baglanan
amino asitlerden olusur. Polipeptitler ve proteinler, amid [, [l ve
benzeri olarak bilinen tekrar eden birimlere sahiptir. JeIMA'nin
amid bantlari, peptid baginin farkh titresimsel durumlarin
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gostermektedir. Jelatinin metakrilik anhidrit ile modifikasyon
reaksiyonu sonucu elde edilen JeIMA polimerine ait FTIR
spektrumu Sekil 1(A)'da verilmistir. Jelatin ve JelMA'nin
1625 cm-! (amid I), 1522 cm-1 (amid II), ve 1440 cm-! (amid
[II)'de goriilen pikleri sirasiyla -C=0 bagimin gerilme titresimi,
N-H baginin egilme titresimi ve C-N ve N-H baglarinin diizlem-
ici  egilme  titresiminden  kaynaklanmaktadir  [30].
Metakrilasyon sonrasi JelMA polimerinde bu amid piklerinin
konumlar1 degismemis olup sadece 1625 cm'de (amid I)
bulunan pikin yogunlugu bir dereceye kadar artmistir [31].
Yapilan literatiir arastirmasina gore, GelMA polimerinde yapiya
katilan metakrilat gruplarinin C=C gerilme titresimleri de ayni
bolgede titresim vermektedir. Bu durum GelMA polimerinde
1625 cmtde bulunan pikin siddetinde artisa neden olmustur
[31],[32]. Ayrica, JeIMA polimerinde, 2915 cm-1'de ortaya ¢ikan
pik C-H gerilmesinden kaynaklanmaktadir. Ek olarak, Jelatin ve
JeIMA'nin FTIR spektrumunda 3260 cm-de goriilen biiyiik
yayvan pik O-H gerilme titresimlerine aittir [33]. Tiim sonuglar
metakrilasyon  reaksiyonun gergeklestigini ve JelMA
polimerinin basari ile sentezlendigini goéstermektedir.

Jelatinin metakrilik anhidrit ile modifikasyon reaksiyonu
sonucu elde edilen JeIMA polimerine ait 1H NMR sonuglari
Sekil 1(B)’de verilmistir. 5.4 ppm ve 5.7 ppm'de gozlemlenen
pikler jelatine konjlige edilmis metakrilat gruplarinin alkenil
ciftli bagin gostermektedir [33]. Dogal jelatin iizerinde ise cift
bag olmadigini dogrulayan 5.4 ppm ve 5.7 ppm degerlerinde
herhangi bir pik yoktur. Sonuglar, FTIR sonuglar1 ile uyum
gostermekte olup JelMA polimerinin basarili bir sekilde
sentezledigini dogrulamaktadir.
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Sekil 1. Jelatin ve JeIMA polimerlerinin FTIR (A) ve 1H NMR
sonuglari (B).

Figure 1. FTIR (A): and 'H NMR (B): Spectra of gelatin and
JelMA polymers.

JeIMA polimerinin metakrilasyon derecesi, modifiye edilmemis
jelatinin lizerindeki amin gruplarinin sayisina béliinen jelatine
bagh metakrilatl gruplarin sayisi olarak tanimlanmaktadir. 1H
NMR analizi ile JeIMA numunesindeki serbest amin grubunun
metakrilasyon derecesi (MD) belirlenmistir. JelMA'nin
metakrilasyon derecesi literatliirde agiklandigr sekilde
hesaplanmistir [34].

MD derecesinin dlglilmesi icin, spektrumlar jelatin
konsantrasyonlarini  temsil eden fenilalanin sinyaline

(7.0-7.5 ppm) gore normalize edilir. JeIMA'nin spektrumunda,
jelatininkine kiyasla 5.4 ppm ve 5.7 ppm degerlerinde ortaya
yeni pikler ¢ikmistir. Bu pikler metakrilik metakriloil
fonksiyonlarinin akrilik protonlarini gostermektedir [35].
Yapilan hesaplamalar sonrasinda JelMA polimerinin %
Metakrilasyon derecesi %94 bulunmustur. Boylelikle daha
stabil ve mekaniksel dayanimi daha yiiksek doku iskeleleri
hazirlanabilecektir. Sekil 2(A)’'da Mg/Al LDH partikiillerinin
FTIR spektrumu gorilmektedir. M-O ve 0-M-O (M= Mg, Al)
titresim bantlar1 400-800 cm-! arasinda goriinmektedir [36].
1357 cm-1'de goriilen keskin absorpsiyon bandi ara katmanda
yeterli miktarda nitrat iyonunun varhigim gostermektedir.
3900 cm? ile 2700 cm! arasinda goriilen genis absorpsiyon
bandi (maksimumu 3400 cm-1) tabakalar arasinda bulunan su
ve hidroksil gruplarinin -OH gerilme titresimlerine aittir
[37],[38]. 1620 cmYde bulunan bandi suyun egilme
deformasyonuna (bending deformation) aittir [39],[40]. Mg/Al
LDH partikiillerinin elde edilen XRD paterni, Sekil 2(B)'de
gorilmektedir. 11.51°, 23.13°, 34.560° (28)'de {li¢ adet pikin
varlig,, LDH partikillerinin ara tabaka araliklarinin d003
diizleminde (7.682 A), d006 diizleminde (3.842 A) ve d009
diizleminde (2.593 A) oldugunu gostermistir. Sonuglar, LDH
nanopartikiillerinin tabakali ve kristalin yapiya sahip oldugunu
ve literatiir ile uyumlu olarak basarili bir sekilde
sentezlendigini gostermistir [41]-[43].
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Sekil 2. Mg/AI LDH nanopartikiillerinin FTIR (A) ve XRD (B)
sonuglari.

Figure 2. FTIR (A) and XRD (B) results of Mg/AI LDH
nanoparticles.

Mg/Al LDH'larin Mg2+/Al3* orani, Mg?+ konsantrasyonunun
ICP-MS ile belirlenen sekilde Al3* konsantrasyonuna béliinmesi
ile  hesaplanmistir [44]. LDH partikillerinin analiz
sonuglarindan beklenen teorik degerlere yakin oldugu
gorilmiistiir (Tablo 2).

Tablo 2. Sentezlenen LDH bilesiginin ICP-MS sonucu.

Table 2. ICP-MS result of the synthesized LDH compound.

Mg2+ AL Mg2+/A]3+ Mgz*/AI3*
LDH . R (mol (mol
(%kiitlece)  (Yokiitlece) orani)* orani)**
Mg/Al 2:1 20.85 10.43 2.22 2

*: ICP-MS sonuglarina gore hesaplandi. **: Teorik oran.

Sekil 3'te Mg/Al LDH partikiillerinin partikiil boyu ve zeta
potansiyeli sonuglar1 goriilmektedir. Sekil 3(A)’da gorildigi
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tizere elde edilen LDH partikiilleri nano boyutludur. Partikiil
boyutunun 66.85+27.67 nm ve PDI degerinin 0.240 oldugu
bulunmustur. Sekil 3(B)’'de Mg/Al LDH napartikiillerinin zeta
potansiyel sonuglar1 goriilmekte olup partikiillerin pozitif
yukli olduklar1 goriilmektedir. Zeta potansiyeli degeri
25.6+5.19 mV olarak ol¢iilmiigtiir. Sekil 3(C)’de Mg/Al LDH
partikillerinin TEM  gorintiileri gorilmektedir. TEM
goriintiilerinden LDH nanopartikiillerinin kiiresel morfolojiye
sahip oldugu sonucu g¢ikmaktadir. Sonuglar literatiir ile
uyumludur [45],[46].
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Sekil 3. Sentezlenen Mg/Al LDH partikiillerinin boyut analiz
sonuglari (A), zeta potansiyeli sonuglari (B) ve TEM
gorintiileri (C).

Figure 3. Particle size (A): Zeta potential. (B): and TEM images.
(C): of the synthesized Mg/Al LDH particles.

3.2 Doku iskelelerinin karakterizasyonu

Bir dizi farkli oranlarda Mg/AI LDH igeriklerine sahip bir seri
J/IF temelli doku iskeleleri hazirlanmistir. Hidrojel temelli ] /IF
LDH doku iskelelerinin UV 1sig1-altinda ¢apraz baglandigini
gostermek icin FTIR-ATR spektroskopisi ile karakterize
edilmistir. JelMA polimeri ve gelistirilen ]J/IF LDH doku
iskelelerine ait FTIR spektrumu Sekil 4’te verilmistir. Tim
iiriinlerde, tipik amid [ ve Il bantlari, 1615 cm-! ve 1509 cm-1'de
(sirasiyla C=0 gerilmesi ve N-H biikiilmesinden dolay1)
mevcuttur. Capraz-baglanmamis JelMA polimerinde C-H
gerilme titresimlerinden kaynaklanan 2915 cm-'de goriilen
pikin siddeti azalmistir, bu da foto-polimerizasyonun basarisini
ve bunun sonucunda ¢apraz bagl hidrojel yapisinin olustugunu
gostermektedir [33],[47].

Doku iskelelerinin sisme davranislari, kemik dokusunun
yenilenmesi sirasinda besin maddelerinin ve atik iiriinlerin

diftizyonu ile birlikte viicut sivisinin emilimiyle ilgili oldugu i¢in
onem tasimaktadir [26]. Sekil 5(A)'da gorildigi iizere
gelistirilen hidrojel doku iskelelerinin tamami ytiksek oranda
birbirine bagl gézenekli yapilar1 nedeniyle ¢ok miktarda su
emerek sisebilmektedir. Bununla birlikte, LDH icermeyen J/IF
hidrojelinin sisme oraninin LDH iceren J/IF hidrojellerine gore
ylikselmis olup anlaml bir farklanma (p<0.05) goriilmemistir.
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Sekil 4. ] /IF LDH doku iskelelerinin FTIR sonuglari.
Figure 4. FTIR results of ]/IF LDH tissue scaffolds.

Hidrojellerin mekanik o6zellikleri, polimer aglarinin c¢apraz
baglanma yogunlugundan etkilenir. Mekanik 0dzellikler,
hiicrelerin yayilma davranisini o6nemli Olgiide etkiler.
Hidrojellerin sertligi, gozenek boyutlariyla ters orantilidir. Bu
nedenle, biyomalzemenin goézenek boyutu c¢ok kiicilikse
hiicreler ti¢ boyutlu (3B) yapi1 icerisinde yayilamazlar [27]. LDH
nanopartikiil miktarinin doku iskelelerinin mekanik 6zellikleri
uzerindeki etkilerini degerlendirmek igin sikistirma testi
uygulanmistir. Malzemenin sertligi polimer konsantrasyonu ve
cogunlukla icerisindeki nanopartikiil miktar: arttik¢a artar, bu
da mekanik 6zelliklerde bir artisa neden olur. Gelistirilen yap1
iskelelerinin gerilim-gerinim egrileri (Sekil 5B), mekanik
o6zelliklerinin LDH nanopartikiillerinin ilavesiyle belirli dl¢iide
farklilk gosterebildigini gostermistir. Gelistirilen doku
iskelelerinin elastik modiilleri gerilim-gerinim egrilerinin
%0-10 gerilme araliginda dogrusal boélgenin egimi alinarak
hesaplanmistir. Elastik modiil sonuglar1 Sekil 5(C)’'de
gorilmektedir. Sonuglardan da gorildiigii tizere yapiya LDH
nanopartikiillerinin katilmasi ile elastik modiil degerlerinde
artis gozlenmistir. J/IF LDHO doku iskelelerinin elastik modiili
62.88+5.5 kPA bulunmustur. J/IF LDH1, J/IF LDH2 ve ]/IF
LDH3 kodlu doku iskelelerinde bu deger sirasiyla 64.9+0.96
kPa, 69.47+3.13 kPa ve 77.2+6.06 kPA seviyelerine yiikselmis
olup J/IF LDHS5 ve J/IF LDH7 doku iskelelerinde ise 66.56+2.03
kPa ve 63.30+0.64 kPa seviyelerinde kalmistir. LDH iceren
doku iskelelerinin elastik modiillerinin LDH igermeyen
iskelelerine gore artis gosterdigi (maksimum artis J/IF LDH3)
sonucuna varilmistir. Hidrojel doku iskelelerinin sikistirma
modiilleri Sekil 5(D)'de gorildigi tzere, igerigindeki LDH
nanopartikiillerinin  miktarina baghdir. Ornegin, LDH
icermeyen ]/IF LDHO doku iskeleleri ]J/IF LDH1, J/IF LDH2 ve
J/IF LDH3 doku iskeleleri ile karistirildiginda, sikistirma
modiillerinin es zamanli olarak sirasiyla 877+183 kPa’dan
1016+57 kPa, 1031+84 kPa ve 1146+145 kPa'a yiikselmistir.
J/1IF LDH5 ve ]J/IF LDH7 doku iskelelerinde ise diisiis gozlenmis
olup sirasiyla 952494 kPa ve 948+32 kPa bulunmustur. Bu
sonuglar literatiir ile karsilastirildiginda; Xiao ve arkadaglarinin
gelistirdikleri JelMA/ipek fibroin hidrojellerinde en yiiksek
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600 kPa seviyelerine ulasilmistir [48]. Zheng ve arkadaslarinin
kemik rejenerasyonunda kullanilmak iizere gelistirdikleri
JeIMA temelli biyoaktif-cam katkili doku iskelelerinde en
yliksek 240 kPa seviyelerine ulagilmistir [49]. Li ve arkadaslar:
ise gelistirdikleri hidroksiapatit nanopartikil katkilh JelMA
temelli doku iskelelerinde maksimum 625 kPA degerinde
sikistirma modiiliine erigmislerdir [50]. Sonuglar, bu ¢alismada
gelistirilen J/IF LDH doku iskelelerinin literatiirden
iistiinliigiinii ortaya koymaktadir.

Kopma anindaki uzama degerlerinde ise LDH igeren doku
iskelelerinde yiikseldigi ancak aralarinda anlaml bir fark
olmadig1 goriilmiistiir Sekil 5(E). Doku iskelelerinde (artan LDH
miktarina gore) kopma anindaki uzama degerleri sirasiyla
%71.05£3.64, %74.38%£2.00, %76.62+6.04, %78.3£5.10,
%78.4+6.97 ve %74.36+2.74 oldugu bulunmustur.
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Sekil 5. J/IF LDH doku iskelelerinin fiziksel ve mekaniksel
ozellikleri: sisme oranlari (A): Gerilme-genirim egrileri.
(B): Elastik modiilleri. (C): Sikistirma modiilleri. (D): ve kopma
aninda uzama degerleri (E).

Figure 5. Physical and mechanical properties of |/IF LDH
scaffolds: swelling ratios (A): stress-strain curves (B): Elastic
modules (C): Compression modules (D): and elongation values at
break (E).

3.3 LDH partikiillerinin sitotoksisite testi sonuglari

MTT sonuglarina gore (Sekil 6), 24. sa. sonunda 0.5-10 mg/mL
arasindaki dozlarin osteoblast hiicrelerine karsi in vitro toksik
etki gostermedigi saptanmistir. Sonuglar literatir ile
karsilastirildiginda, Wu ve arkadaslar1 ¢alismalarinda Mg/Al
(mol oram 3:1) LDH nanopartikiillerinin (*100nm) embriyonik
kok hiicrelerin (mESC) yasayabilirligi tizerindeki etkisini MTT
analizi ile degerlendirmisler ve herhangi bir toksik etki
(2-40 pg/mL) gozlemlememislerdir [13]. Bir bagka ¢alismada,
Mg/Al (mol orani 3:1) LDH nanopartikiilleri (*100nm) ile
preosteoblast hiicreleri iizerinde ¢alisilmis ve 0.02 mg/mL
konsantrasyona kadar toksik olmadigi sonucuna varilmistir [4].
Calisma kapsaminda elde edilen sonuglar ve literatiir sonuglari
LDH nanopartikiillerinin doku miihendisligi uygulamalarinda
giivenli bir sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.

3.4 Doku iskelelerinin hiicre adezyonu testi sonuglari

Bir biyomateryalin doku miihendisligi alaninda doku iskelesi
olarak kullanilabilirliginin ve performansinin saptanmasi i¢in
hiicre adezyonu davranislarinin arastirilmasi gerekmektedir

[48]. Bu ¢alismada, J/IF LDH doku iskelelerinin osteoblast
hiicre adezyonu Kkabiliyetlerinin belirlemesi kapsaminda
Rhodamine-Phalloidin/DAPI boyamalar1 gergeklestirilerek,
kemik doku mihendisligi alaninda  kullanilabilirligi
degerlendirilmistir. Sekil 7 osteoblast hiicrelerinin doku
iskelelerinin tizerine ekilmesinden sonraki 1., 3. ve 5. glindeki
gorintillerini  gostermektedir.  Goriintiler tim  doku
iskelelerinin biyouyumlu oldugunu ve osteoblast hiicrelerinin
ylzeylerine kolayca baglanabilecegini ve kemik doku
mithendisligi uygulamalarinda kullanilabilirligini
gostermektedir.
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Sekil 6. Mg/Al LDH nanopartikiillerinin MTT sonuglar.
Figure 6. MTT results of Mg/Al LDH nanoparticles.

J/IF LDHO J/IF LDH1 J/IF LDH3 J/IF LDHS J/IF LDH7

Sekil 7. J/IF LDH doku iskelelerinin hiicre adezyonu sonuglari.
Figure 7. Cell adhesion results of J/IF LDH tissue scaffolds.

4 Sonuglar

Kemik doku miihendisliginde yapay kemik olarak kullanilmak
uizere farkli oranlarda Mg/Al LDH nanopartikiil iceren bir seri
J/IF LDH doku iskeleleri hazirlanmigtir. LDH
nanopartikiillerinin doku iskelelerinin fiziksel, kimyasal,
mekaniksel ve biyolojik 06zellikleri ilizerine etkileri
arastirllmistir. Sentezlenen Mg/Al LDH nanopartikiillerinin
boyutlar1 66.85+27.67 nm zeta potansiyelleri 25.6+5.19 mV
olarak Olctilmiistir. TEM goriintiileri sonuglari,
nanopartikiillerin kiiresel morfolojiye sahip olduklarim
gostermistir. ] /IF LDH doku iskelelerinin FTIR sonuglari, capraz
bagh yapinin olustugunu, foto-polimerizasyonun basari ile
gerceklestigini dogrulamistir. J/IF LDHO hidrojelinin sisme
oraninin LDH iceren ]J/IF LDH hidrojellerine gore ylikselmis
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olup anlaml bir farklanma (p<0.05) goriilmemistir. LDH iceren
doku iskelelerinin elastik modiillerinin LDH igcermeyen
iskelelerine gore artis gosterdigi (maksimum artis J/IF LDH3)
sonucuna vartdmistir. Mekaniksel dayanim sonuglar
(maksimum 77.2+6.06 KkPA elastik modil, 1146+145 kPa
sikistirma modiili) literatiirdeki benzer yapilardan ¢ok daha
yltksektir. Mg/AI LDH nanopartikiillerinin in vitro sitotoksisite
calismalari, 0.5-10 mg/mL arasindaki dozlarin osteoblast
hiicrelerine karsi toksik etki gostermedigini saptamistir.
Gelistirilen tiim J/IF LDH doku iskeleleri osteoblast hiicre-
adezyonunu desteklemistir.

Sonuglar, Mg/Al LDH nanopartikiil katkili doku iskelelerinin
kemik doku miihendisligi uygulamalar1 icin yapay kemik
tiretiminde kullanilabilecegini gostermistir.

5 Conclusions

A series of J/IF LDH tissue scaffolds containing different
amounts of Mg/Al LDH nanoparticles have been prepared for
use as artificial bone in bone tissue engineering. The effects of
LDH nanoparticles on physical, chemical, mechanical and
biological properties of tissue scaffolds were investigated.
Particles sizes and zeta potentials of the synthesized Mg/Al
LDH nanoparticles were measured 66.85+27.67 and
25.6x5.19 mV, respectively. TEM images showed that
nanoparticles have spherical morphology. FTIR results of J/IF
LDH tissue scaffolds confirmed that a cross-linked hydrogel
structure was formed and photo-polymerization was
successful. The swelling ratio of J/IF LDHO hydrogel increased
compared to J/IF LDH hydrogels containing LDH, and no
significant difference (p<0.05) was observed. It was concluded
that the elastic modules of tissue scaffolds containing LDH
nanoparticles showed an increase (maximum increase
J/IF LDH3) compared to scaffolds without LDH nanoparticles.
The mechanical strength results (maximum 77.2+6.06 kPA
elastic module, 1146+145 kPa compression module) are much
higher than similar structures in the literature. In vitro
cytotoxicity studies of Mg/Al LDH nanoparticles found that
doses ranging from 0.5-10 mg/mL were not toxic on the
osteoblast cell line. J/IF LDH tissue scaffolds supported
osteoblast cell-adhesion.

Results showed that tissue scaffolds containing Mg/Al LDH
nanoparticles can be used in the production of artificial bone
for bone tissue engineering applications.
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