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OZET

ORTOPEDIK iMPLANTLARIN NANOTEKNOLOJIK
YAKLASIMLARLA FONKSIYONELLESTIRILMESI

CEM BAYRAM
Doktora, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. EMIR BAKi DENKBAS
Eylul 2013, 105 sayfa

Tez calismasinda ortopedik implant ve fiksatér malzemelerin yapiminda kullanilan
titanyum ve titanyum temelli alagsimlarinin biyouyumluluklarini ve biyoaktifliklerini
arttirmaya yonelik ylizey modifikasyonlari gerceklestirilmistir. Anodik oksidasyon,
apatitik kalsiyum fosfat tuzu c¢okturilmesi ve elektroegirme teknikleri ayri ayri
ve/veya birlikte kullanilarak yiuzeyde nano boyutta yeni kompozisyonlar elde
edilmigtir. Titanyum ylzeylerde i¢ce dogru buylyen nanotibuller bosluklar,
nanokristaller seklinde apatitik kalsiyum fosfat ve de kolajen benzeri ipek fibroin
nanofiberler sirasiyla anodik oksidasyon, simule vicut sivisinda bekletme ve
elektroegirme ile elde edilmistir. Elde edilen ylzeylerin ayrintili olarak
kargilastiriimasi fizikokimyasal olarak taramali elektron mikroskopisi, kizilétesi
spektroskopisi, su temas agisi 1slanabilirlilik 6lgimleri ile biyolojik olarak da in vitro
ortamda insan osteoblast benzeri Saos-2 hucre hatti kullanilarak yapilmigtir.
Biyolojik incelemelerde baslangi¢ hicre yapismasi, proliferasyon, hiicre morfoloijisi,
toplam protein sentezi, alkalen fosfataz aktivitesi ve kalsiyum birikimleri
incelenmistir. YUzey modifikasyonlarinin yani sira implant sonrasi ortaya
cikabilecek bakteriyel enfeksiyonlara karsi lokal ilag salan ylzey gelistiriimesi
hedeflenmistir. implantasyon sonrasi viicuda alinan oral ya da intravenéz
antibiyotiklerin ~ sistemik toksisite ve ilgili bdlgedeki dusuk etkinlik gibi
dezavantajlarini ortadan kaldirmak igin lokal ila¢ salan yuzeyler boy-en orani kontrol
edilebilen nanotubdller bosluklarin ilag rezervuari olarak kullaniimasi ile
geligtirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Titanyum, Ortopedik implant, Anodik Oksidasyon,
Elektroegirme, Lokal ila¢ Salimi, Osseoentegreasyon, ipek Fibroin, Hidroksiapatit.



ABSTRACT

NANOTECHNOLOGIC APPROACHES FOR
FUNCTIONALIZATION OF ORTHOPEDIC IMPLANTS

CEM BAYRAM
Doctorate, Nanotechnology and Nanomedicine Division
Supervisor: Prof. Dr. EMIR BAKi DENKBAS

September 2013, 105 pages

In thesis study, surface modifications were carried out on titanium and titanium
based alloys, which are used in orthopaedic implant and fixators, for the purpose of
enhancing of the biocompatibility and bioactivity. New compositions in nano
dimensions were obtained by performing anodic oxidation, apatitic calcium
phosphate salt precipitation and electrospinning techniques one by one and/or
consecutively. Ingrowing nanotubular spaces, nanocrystalline hydroxyapatite and
collagen like silk fibroin nanofibers were successfully deposited on the titanium
surfaces with anodic oxidation, simulated body fluid immersion and electrospinning,
respectively. Physicochemical characterization of the obtained surfaces were
carried out with scanning electron microscopy, infrared spectroscopy, water contact
angle wettability and the surfaces were also tested with human osteoblast like Saos-
2 cell type for biological aspects in terms of initial cell adhesion, cell proliferation,
cell morphology, total protein synthesis, alkaline phosphatase activity and calcium
deposition. Apart from modifications, the development of local drug releasing
surfaces were planned for the prevention of post implantation bacterial infections.
To eliminate the disadvantages of systemic toxicity or low effectivity on relevant sites
of the oral and intravenous administration, drug releasing surfaces were developed
with the use of nanotubular spaces with controllable aspect ratios, as drug
reservoirs.

Keywords: Titanium, Orthopeadic Implant, Anodic Exidation, Electrospinning,
Local Drug Release, Osseointegretion, Silk Fibroin, Hydroxyapatite.
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1. GIRIS
Dunya genelinde yaslh nufusun, trafik kazalarinin, spor yaralanmalarinin artmasi ile
beraber ortopedik implant ve fiksasyon gereclerine olan ihtiyag da buyumektedir.
implant ve fiksatérler, kemik kiitlesi ve fonksiyonunda ciddi azalma ve sorunlar
meydana geldiginde kullanilan cihazlar olarak tanimlanabilir ve bu materyallerin
hastanin saglikli yagsamsal hareket ve faaliyetlerine donebilmesi igin gabuk ve efektif
olarak iglevlerini yerine getirmesi beklenir. Bu siniftaki malzemelerde coklukla
titanyum, CoCrMo (kobalt, krom, molibden) ve 316L paslanmaz c¢elik
kullaniimaktadir. Mekanik 6zellikleri dogal kemik dokusuna oldukg¢a yakin olan bu
malzemelerin ortalama implant dmra de 10-15 sene olarak 6ngorulmektedir. Bu
ongorulen sure yasl nufus igin uygun olarak nispeten kabul edilebilir olsa da implant

ve fiksasyona ihtiyaci olabilecek geng bireyler icin tatmin edici degildir.

Bir kemik implanti kaybedilen kemik dokusunun yerini almanin yanisira lokal
dokudaki kemik ve vaskuler dokunun rejenerasyonu ve iyilesmesi icin bir platform
teskil etmelidir. Implantin doku ile temas ettigi noktanin, hiicre yapismasini,
cogalmasini, farklilasmasini; diger bir deyisle yeni kemik olusumunu tesvik etmesi
gereklidir. Yeni kemik olusumu ve damarlasmanin hizlanmasi ile kirik-gatlak ya da
kayip olarak adlandirilan kemik ile implant arasinda saglam baglantilarin kurulmasi

saglanabilmektedir.

Bir implantasyonun basarisini ve kemiklesmeyi pek cok faktor etkilese de, yaygin
olarak cerrahi teknik, implant tasarimi, ylzey topografisi, ylzey kimyasi ve
Islanabilirlik 6n plandadir ve bu sayilan 6zelliklerden 6zellikle son ugu gelismis
ortopedik cihaz tasariminda anahtar 6zelliklerdir. Bir kemik implantinda her ne kadar
yigin ve mekanik ozellikler oncelikli olsa da doku ile etkilesimde malzemenin ylzey
Ozellikleri birincil rold oynamaktadir; ¢unkd kendi taniminda da oldugu gibi direkt
sitouyumluluk hlcre-ylzey arasinda gerceklesen bir olaydir. Hucreler implant
malzemesi Uzerindeki topografi ve kimyaya karsi hassas ve de duyarhdirlar.
Topografi hem hucre proliferasyonu hem de farklilasmasi konularinda etkili bir nitelik
olarak 6n plana ¢ikar. Topografinin bir alt basligi olarak pUrizIUlik, implant veriminin
etkili bir sekilde iyilestiriimesi konusunda oldukga yogun bir sekilde ¢alisiimis olup,
kumlama ve asindirma ile elde edilen mikropuriziilige (1 — 100 pm) sahip
yuzeylerin diz ylzeylere nazaran osteoblast fonksiyonlarini arttirdigi bilinmektedir.
Artan fonksiyonlara &6rnek verecek olursak, baslangi¢c hicre yapigsmasi,
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proliferasyon, alkalen fosfataz aktivitesi ve kalsiyum mineral birikimini sayabiliriz. Bu
sayllan teknikler ile elde edilmis ylUzeylere sahip ortopedik Urtnler guinumuzde

ortopedi marketinde yerlerini almiglardir.

Mikropurizlilige sahip ylzeylerin vicuttaki dogal kemik dokusundaki yapilanmaile
birebir ortigemedigi bilinmekte olup bu sebepten dolayr yukarida sayilan
gelismelere ragmen implant verimliligi ve osteoindiksiyon konusunda istenilen
seviyelere gelinememistir. Kemigin temel dogal bilesenleri olan kolajen fibril ve
hidroksiapatit minerali nano boyutta bir yapilanma gdstermektedir. Ekstrasellller
matriksteki protein igeriginin %90’in1 olusturan fibriler kolajen demetlerinin ¢api
yaklasik 300 nanometre ve inorganik kismin buylk ¢ogunlugunu teskil eden
hidroksiapatit kristalinin boyutlari da 4 x 25 x 50 nm olarak él¢iilmistir. implant
materyali yuzeyinde de boyut anlaminda bu seviyede kurulacak bir yapilanmaya

gidilirse kemik ve materyal arasi ortusmenin daha basarili olacagi acgiktir.

Titanyum ve alasimlarindan olusan implant ylzeylerinin modifikasyonlarina
bakildiginda ilk 6nce sadece morfolojik degisikliklerin yapilmis oldugunu goruriz.
Tezde gergeklestirilen islem basamaklarindan ilki olan anodik oksidasyon ile de
yapilan sadece morfolojik bir degisiklik olup yapilan ylzey iglemlerinin “biyomimetik”
olarak adlandirilabilmesi igin dogal ortamda bulunan bilesen ve/veya bigimsel
ortamin simule edilmesi gerekmektedir. Titanyum yizeylere inorganik kalsiyum
fosfat tuzlarinin ¢okturtlmesi, plazma destekli kaplanmasi, sol-jel teknigi ile yapilan
kaplamalar daha sonraki biyomimetik modifikasyonlar olarak gbéze c¢arpar. Anodik
oksidasyonun 2000’li yillarin ikinci yarisindan sonra implant malzeme
modifikasyonlarinda kullanilmaya baslanmasi ile birlikte, nano seviyede implant

yuzey modifikasyonlari hiz kazanmistir.

Biyomimetik ylizey modifikasyonlarinda elektroedirme teknidi ile nanofiber yapilarin
yuzeyde biriktirilmesi yeni bir yaklagimdir. YUzeyin hem nano dlgekte degistiriimesi
hem de biyokimyasal olarak aktiflestiriimesi amaciyla yapilan bu yeni nesil
yaklagsimda ilk calismalar 2011 senesinde ortaya konulmustur. Boylelikle kemik
yapisinda dogal olarak bulunan nanofibriler kolajen yapilarin taklit edilmesi de
mumkuin olabilmektedir. Sunulan tez c¢alismasinda da yine sert doku
uygulamalarinda siklikla kullanilan bir biyopolimer olan ipek fibroin proteini kolajene
alternatif olarak titanyum yiizeylerin modifikasyonunda denenmistir. ipek fibroin
nanofiberlere ek olarak hidroksiapatit katkili ipek nanofiberler de elektroegirme
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teknigi kullanilarak yuzeyde biriktirilmis ve ylzeyin biyomimetik 6zelliginin taklit etme

yetenegi arttirllmaya caligiimigtir.

Yukarida s6zU edilen elektroegirme ile nanofiber biriktiriimesi ve anodizasyon
teknikleri tez kapsaminda hem ayri ayri hem de birlikte gerceklestirilerek osteoblast
fonksiyonlarina olan etkileri kargilastirmali olarak in vitro ortamda ayrintili olarak test

edilmistir.

Tez calismalarinin son bolumunde ise implantasyon sonrasi ortaya gikabilecek
bakteriyel enfeksiyonlara karsi lokal ilag salan ylzey gelistiriimesi hedeflenmistir.
Implantasyon sonrasi viicuda alinan oral ya da intraven6z antibiyotiklerin sistemik
toksisite ve ilgili bolgedeki dusuk etkinlik gibi dezavantajlarini ortadan kaldirmak igin
lokal ilag salim sistemlerinin gereksinimi bilinmektedir. Bolgede kullanilacak
implantin ilag intiva eden bir dis materyal ile kaplanmasi yaklagimi uygulama esasi
ile mimkun olamayacagindan, polimer ya da seramik gibi malzemeler olmaksizin
direkt yluzeye ilag yiklenmesi Uzerinde yogunlasilan bir konudur. Bunun igin anodik
oksidasyon ile yuzeyde boy-en orani yuksek, malzeme igine dogru buyuyen
nanotubdler bosluklarin ilag rezervuari olarak kullaniimasi test edilmistir. Degisik
boy-en oranlarina sahip nanotup bosluklarinin farkli konsantrasyonlarda ilag
yuklenmesi ile zamana bagli olarak verdikleri cevaplar in vitro salim ortaminda test

edilmistir.

Anodik oksidasyon ve nanofiberlerin elektroegrilmesi teknikleriyle ile elde edilen
yeni nesil titanyum yuzeyler tez kapsaminda hazirlanmis, karakterize edilmis,

biyolojik uyum ve osteoblast hucrelerinin fonksiyonlari agisindan test edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Dokusu

Kemik, boyut olarak genis bir dl¢ekteki elemanlarin birbiriyle organize ve uyumiu
bir sekilde yapilandigi, mekanik bir butinlukte kimyasal ve biyolojik fonksiyonlarin

yerine getirildigi 6zel bir dokudur.

Kemigin hiyerarsik mimarisini tanimlama ve farkli tabakalarda bulunan yapilar
arasindaki iligkiyi anlamada Olgegi tanimlamak ¢ok onem tagimaktadir. Kemikte 3

seviyeli bir yapilanmadan s6z edilebilir:

1- Nano yapi: Birkag nanometreden birka¢g ylz nanometreye kadar olan
yapilar (kolajen icermeyen organik protein yapilari, kolajen fibrilleri ve bu
fibrillere gémullu mineral kristalleri)

2- Mikro yapi: Bir mikrondan birka¢ ylUz mikrona kadar olan yapilar (kemik
yaprakgiklari, osteonlar ve havers kanal sistemleri)

3- Makro yapl: sungerimsi ve kortikal kemik yapilari

Bu 3 farkli dlgekte yonlendirilmis yapilar bir araya gelerek heterojen ve anizotropik

kemik dokusunu olustururlar (Sekil 2.1.).

Kolajen
Suingerimsi
kemik
Kemik Kolai Kolajen
Yaprakgiklar jen Fibril
Kortikal Kemik Mikisral
kristalleri
Osteon Havers Kagal
~
u-‘
- i
I nm
MAKROYAPI MIKROYAPI NANOYAPI

Sekil 2.1. Kemigin makro mikro ve nano yapilanmasi



Dogal kemik dokusu organik (gcogunlukla kolajen) ve inorganik bilegenlerden
(mineraller) olusan bir kompozit olarak dusunulebilir. Nano boyutlu olarak en gok
Oone c¢lkan malzeme olan kolajen fiberlere mineral yapilari da girmistir. Kemigin
hiyerarsik mimarisini bu nano boyutlu yapitaslari olusturur. Kemigin detayl bilesimi
turlere, yasa, beslenme aliskanliklarina ve anatomik lokasyona gore degisse de
inorganik faz kemigin kuru agirhiginin yaklasik %70’ini olusturur ve kalan kismi da

organik matrikstir [1].

Organik fazin yaklasik %90’lik kismi Tip 1 kolajen olup, kalan %10’luk kisim ise
kolajen disi protein ve matriks destek elemanlarindan olusmaktadir. Kemikte
bulunan tip 1 kolajen kemik olusumunu gerceklestiren osteoblast hucreleri
tarafindan sentezlenir ve ekstrasellller matrikse (ECM) UglU heliks — prokolajen —
olarak salgilanir ve burada kolajen zincirlerindeki reaktif aldehit gruplarin ¢apraz
baglanmasi sonucu stabilize olur. Vicutta bulunan 12 gesit kolajen de yaklagik
1000 amino asit tarafindan olugan Uglu bir polipeptid zincirinden ibarettir. Tip 1
kolajen 2 adet ayni zincir (a1) ve bir diger 6zgun Uglncu zincir (a2) den olusur ve
139 kDa agiliginda ve yaklasik 300 nm uzunlugunda rijit lineer bir yapi teskil eder
[2]. Kolajen lineer fiberleri aralarinda 40 nm’lik bogluk bulundururlar ve paralel
diziye gbére 67 nm’lik bir periyot ile siralanirlar (Sekil 2.2.). Hidroksiapatit kristallerin
de fiberler arasindaki bu bosluklari doldurdugu organizasyonda kolajen fiberler de

kemigin mimari ve yapisal ¢ergevesini olustururlar.

Kemigin yapisina olduk¢ca az katkida bulunan; ancak minerallerin boyut ve
yonelimlerini duzenlemek, kalsiyum ve fosfat iyonlarini saglamak gibi onemli
biyolojik fonksiyonlari saglayan vyapilara ise buylume faktorleri, sitokinler,
osteopontin ve osteokalsin gibi kemik indUktif proteinleri, proteoglikan ve
proteolipidler gibi ekstraselliler matriks elemanlari 6rnek verilebilir. Yeni kemik
olusumunda kolajen digi proteinler osteoblastlar tarafindan sentezlenir ve kalsiyum,
fosfat gibi mineral olusumunda gorevli iyonlar da fiber bosluklarina yerleserek
hidroksiapatit buyimesini desteklerler. Zemin maddesi olarak polisakkarit ve
mukopolisakkaritler ise fiberler ve hidroksiapatit kristalleri arasindaki bogluklari

doldururlar.



Kolajen fibrili
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300 nm
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Hidroksiapatit kristali

S50 x 25 x3 nm protein Uglﬂ

heliks yapisi
Sekil 2.2. Kemigin nano yapilanmasindaki kolajen — hidroksiapatit dizilisi

Kemigin inorganik yapisini olusturan en énemli bilesen hidroksiapatit kristalidir ve
kimyasal formulasyonu Caio(PO4)s(OH)2 seklindedir. Ince disk seklindeki
hidroksiapatit kristalleri kolajen fibrilleri arasindaki bogluklarda aralikh bir sekilde
yer alarak kristalin olasi agiri buyumesi limitlenir ve kemigin hiyerargik duzenli
yapisi korunur. Tek bir kristal tabakasinin en ve genisligi 50x25 nm olup kalinliklari
2-3 nm dolayindadir [3].

Hidroksiapatit bilesiminde magnezyum, stronsiyum, sodyum ve potasyum gibi
katyonlarin kalsiyum ile karbonatin fosfat gruplari ile ve de klorur, flortr iyonlarinin
da hidroksil gruplari ile yer degistirmeleri gibi kiguk safsizliklar kemik
fonksiyonlarini etkileyebilirler. Ornek olarak magnezyumun mineralize matriks
icerisinde yer almasi sonucu hucresel aktivite artarak hidroksiapatit kristal

buyumesini ve yeni kemik olusumunu indukleyebilir [4].
2.1.1. Mikro ve Makro Yapilanma

Mikrometre O6lgedinde kemik, dokuma ve yaprakgik olmak Uzere iki yapida
bulunmaktadir. Dokuma tipi kemik yapisi, olgunlasmamis ve primitif tirde olup
yeni doganlarda, kirik sonrasi olugsan dokularda ve Paget hastaligina sahip
kisilerde gorulmektedir [5]. Bu kemik tipi yonlenmemig ve kalin kolajen fiberlerince

zengin, izotropik yapidadir. Bunun tam tersi olarak yaprakgik mikro yapisi olgun
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kemige daha c¢ok benzer ve dokuma tipli kemigin yeniden yapilanmasi sonucu
olusur. 3-7 uym kalinhginda ve yuksek derecede yonlendirilmis kolajen fiberlerinin
paralel yapilanmasi sonucu mekanik gucl c¢ok ylksektir. Bu kolajen tabakalarin
yonelimlerini degistirerek yarattiklari spiral bigimindeki yapilar bir araya gelerek es
merkezli bir halka ¢evresinde osteonlari olustururlar ve gerekli kan akisi da havers

kanal sistemi ile saglanir [5].

Kemigin makro yapisinda ise kortikal (kompakt) ve kanseldéz (slngerimsi)
yapilarindan soz edebiliriz. Femur gibi uzun kemiklerin uglarinda kortikal bir dis
kabuk ve icinde kanseloz kemik bulunur [6]. Kafatasi kemikleri gibi duz kemiklerde
ise sandvi¢ benzeri bir yapilanmada kalin kortikal bir dis bolim ve i¢ kesimlerde
ise ince sungerimsi kemik yer alir. Kanseléz kemikte U¢ boyutlu slnger
yapisi %50-%90 poroziteye sahip olup genis gézenekler birka¢ milimetre ¢apina
ulasabilir. Kortikal kemikte ise pordzite orani %30'u gegmez. Kanseldoz kemik
metabolik olarak daha aktif olup, kortikal kemige gore daha ¢ok yenilenir ve bu

nedenle daha “geng” olarak nitelendirilir.
2.1.2. Kemigin Mekanik Ozellikleri

Kortikal kemik dokusu kansel6z kemige nazaran daha yogundur ve bu nedenle de
mekanik olarak daha kuvvetlidir. Bu iki dokunun bagil yogunluk ve bazi mekanik

Ozellikleri Cizelge 2.1.de verilmistir.

Cizelge 2.1. Saglkli insan kemiginin bagil yogunluk ve mekanik 6zellikleri [7].

Kansel6z kemik Kortikal kemik
(Boylamasina) (Enlemesine)
Bagil yogunluk 0.05-0.7 0.7-1.8
Uzama (%) 5.7 1-3
Elastik modul (Gpa) 0.1-05 17-30 7-13
Maks. gekme dayanimi (MPa) 2-20 130 - 150 50 -60

Bu ozellikler cins, yas, beslenme aliskanliklari ve anatomik lokasyona goére
degisebilir. Hastalikli kemik ise genellikle daha disiuk yogunlukga ve daha zayif
mekaniksel dayanima sahip olur.



2.1.3. Kemik Bigimlenmesi ve Kemik Hucreleri

Kemik hasar gordigu zaman rejenere olma o0Ozelligine, yuk binme durumlari
degistigi zaman ise yeniden bigcimlenme 6zelligine sahiptir. Ornek verecek olursak
artan egzersiz ve sportif aktivite sonrasi ylk binen bdlgelerdeki kemik
mineralizasyonu artar ve kemik kirllma ve gatlamalara karsi daha dayanikli hale
gelir. Bu yuzden kemigin yapilanmasinda gorevli hucrelerin koordinasyonun

anlasiimasi énemlidir.

Kemik boyut, sekil, pozisyon ve mekanik ozellikleri yasam suresi boyunca degisen,
farkh fiziksel aktivite ve yuk binimlerine cevap veren bir organdir. Asiri mekanik
kuvvet altinda kemigin yeniden yapilanma sureci aktif hale gecer. Bu surecte
osteoblast (kemik olusumunu baslatan) , osteosit (kemik yapisini olusturan) ve

osteoklast (kemik resorpsiyonunu saglayan) olmak tzere 3 hicre tipi gorev alir.

Osteoklastlar kemik matriksinde bulunan blyume hormonlari, sitokinler ve
proteinler tarafindan aktive edilerek eski kemigin resorpsiyonuna baglar. Daha
sonrasinda ise osteoklast ve/veya osteositlerden salgilanan insilin  benzeri
bayime hormonu | ve Il ile aktif hale gelen osteoblastlar suregte rol almaya baslar
ve kalsiyum igeren mineralleri depolar. Osteositler de bu slrecte insulin benzeri
blylme hormonu |, Il ve doku blyime faktéri B gibi biyomolekilleri saglayarak
osteoblastlarin kalsiyum depolamayan hucrelerden kalsiyum depolayan hucrelere

farkhlasma oranini dizenler [8].
2.1.3.1. Osteoblastlar

Osteoblastlar kemigin periosteal ve endosteal yluzeyinde bulunurlar ve boyutlari da
10 — 50 mikrometre arasinda degisir. Bir implantasyon sonrasinda implant
cihazina yapisan osteoblastlar cogalir ve Tip 1 kolajen, vitronektin ve fibronektin
icin gerekli olan gen ekspresyonlari gerceklesir. Proliferasyon sonrasi
ekstraselliler matriks gelisimi ve olgunlasmasi baglar ve osteoblastlar kalsiyum
depolayan hucrelere dogru farkhlasirlar. Alkalen fosfataz aktivitesi osteopontin,
kolajenaz gibi proteinler icin gerekli olan mRNA ekspresyonlari da birkac kat artar.
Alkalen fosfataz (ALP) vicutta c¢ogunlukla karaciger ve kemikte bulunur ve
defosforilasyon mekanizmasinda rol alarak hizli kemik buylimesi sirasinda
aktiviteleri artis gosterir. Mineralizasyon bagsladiginda ise osteoblastlar kemik

sialoprotein ve kalsiyum baglayici protein olan osteokalsin proteinlerini sentezler.



2.1.3.2. Osteositler

Osteositler mineralize kemik matriksine gomulmis ve yeni kemik olusumuna
osteoblastlar kadar olmasa da bir miktar katkida bulunan olgunlasmis
osteoblastlardir. Osteoblastlara gore en 6nemli farkhliklari kemikte bulunduklari
lokasyonun farkli olusudur. Kemik yaprakgiklari ve osteon lumenlerinin merkezleri
arasinda yogun olarak bulunurlar. Kanalikil adi verilen ve bitisik osteositler ile
etkilesimde bulunmak Uzere yapilanan dallanmis bosluklara sahiptirler. Bu ug¢
boyutlu yapilanmaya sahip olduklari igin fizyolojik kuvvet ve geriimelere karsi
cevap olarak kemigin osteoblastik ve osteoklastik surecini baglatarak yeni kemik

olusumu veya eski kemigin resorpsiyonunu saglarlar.
2.1.3.3. Osteoklastlar

Osteoklastlar kemik iligindeki pluripotent htcrelerden farklilasarak Howship
araliklari adi verilen bosluklarda bulunurlar. Kemik resorpsiyonunda gorev alan
osteoklastlar 100 um civarindaki boyutlari ve 100 e varan ¢oklu gekirdek sayilari
sayesinde diger kemik hucrelerinden kolaylikla ayirt edilebilir. Bozunacak kemik
bdlgesine sizan osteoklastlar oncelikle kivrimli bir membran yapisi olusturarak
yuzey alanlarini arttirirlar ve sonrasinda tartarat direncli asit fosfatazlari Ureterek
karbonik anhidraz sistemi Uzerinden hidrojen iyonlarini serbest birakir ve lokal
bolgede pH distsinu saglarlar. Disen pH ile beraber HA kristalleri ile kemik
matriksinin organik bilesenlerinin ¢ozunurligu artar ve sonrasinda da asidik

proteolitik sindirim ile ortadan kaldirilir.
2.2. Kemik implantlan ve Kullanimlarinda Karsilasilan Sorunlar

Catlak, kirik ve diger kemik defektlerinde otogreft, allogreft, ksenogreft ve metalik
implantlar kullaniimistir; ancak bu malzemeleri mukemmel olmaktan uzak kilan ve

her biri icin degisen cesitli spesifik problem ve kisitlamalar bulunmaktadir.
2.2.1. Otogreftler

Otogreft uygulamalari, ayni bireyin iskelet sistemindeki bir par¢canin c¢ikarilarak
hasarli bodlgeye transfer edildigi uygulamalardir. Genellikle kalga krestindeki
kansel6z dokudan alinan uygulamalar yogun olmakla beraber bazi uygulamalarda
kompakt kemik de tercih edilebilir. Kemik iyilesmesi ve rejenerasyonu igin gerekli

olan osteojenik hucrelerin ve temel osteoinduktif faktorlerin eldesini sagladig igin



otogreft uygulamalari tarihsel olarak altin standart kabul edilmistir; ancak donor

bolgesindeki olusan morbidite uygulamayi ciddi bicimde limitler.
2.2.2. Allogreft ve Ksenogreftler

Ayni tirden doku transplantasyonu sonucu gergeklesen allogreft ve farkl tlrlerden
gerceklesen doku transplantasyonu uygulamasi olan ksenogreftler sonucunda
farkh problem ve limitasyonlar gorulmektedir. Bunlarin baslicalar hastalik yayiima

riski ve siklikla gorilen immun sistem cevabidir [9,10].
2.2.3. Metaller ve Metal Alagimlari

Otogreft, allogreft ve ksenogreftlerin yukarida sayilan dezavantajlari yuzinden
metal ve metal alasimlarn gibi sentetik malzemelerin sayisiz ortopedi
uygulamasinda kullanimi uzun zamandir tercih edilen bir segenek olmustur. Metal
ve metal alasimlari da gergcek kemik dokusu gibi fizyolojik, dinamik ve mekanik

Ozelliklere sahip olmadiklari icin saglikh bir kemik gibi davranamazlar.

Gunumuzde ortopedik implantlarda kullanilan metalik malzemelerin bazi fiziksel ve
mekanik ozellikleri Cizelge 2.2.de 6zetlenmistir. Agikga goértlmektedir ki metalik
malzemeler kemikten c¢ok daha yuksek yogunluga ve mekanik dayanima

sahiptirler.

Cizelge 2.2. Bazi metalik alasimlarin fiziksel ve mekanik ozellikleri [7].

Paslanmaz Celik (316L) CoCrMo(F75) Ti6Al4V
Yogunluk (g/cm3) 8 8.3 4.42
Uzama (%) 40 8 10
Elastik modul (Gpa) 193 220 100
Maks. gekme dayanimi (MPa) 485 655 860
Sinme dayanimi (MPa) 172 450 795

Metalik implant ve kemik dokusu arasindaki mekanik 6zelliklerin uyusmamasindan
dolay! “kuvvet perdelemesi” olarak adlandirilan problemler ortaya ¢ikmaktadir [11].
implant materyalinin iyilesme siirecinde kemidi mekanik yik biniminden uzak
tutmasi sonucunda implanti gevreleyen kemikte olusan resorpsiyon ve bunu
izleyen suregte “implant gevsemesi” adi verilen durum gergeklesebilir. Bu durum

sonucunda ek cerrahi mudahale ile implantin yerinden ¢ikariimasi gerekebilir ve
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nekrotik kemik dokusu olusumu gozlenebilir. Kuvvet perdelemesi sonucu ek olarak
yetersiz osseoentegrasyon, yani malzemeye guglu olarak yapismayan kemik
dokusu da implant gevsemesine yol acabilir. Yukarida sayilan dezavantajlar

sonucu revizyon cerrahisi olarak isimlendirilen ek operasyonlar gergeklesir.
2.3. Daha iyi implantlar igin Nano Malzemeler

Implant biyomalzemesinin dizayn ve sentezindeki en énemli nokta dogal kemigin
Ozelliklerini simule edilebilmesi olup gecmiste kullanilan sentetik konvansiyonel
malzemelerden tamamen memnuniyet veren bir sonug¢ alinamamistir. Ornek
verecek olursak; gunumuzde kullanilan ortopedik implantlarin (kalga, diz, dirsek
vb.) ortalama émru 10-15 senedir [12,13]. Bu tip konvansiyonel malzemeler (ya da
bu malzemelerin boyutlari mikron O&lclsinde olan bilesenleri) uzun bir sire
kullanimda esas olan kemik rejenerasyonu igin gerekli olan hucresel cevabi
baglatacak 6zellige sahip degillerdir. Buna karsin kemik yapisindaki bilesenleri
(proteinler, hidroksiapatit vb.) boyutsal olarak taklit edebilen nanofaz malzemelerin

kullanimi daha iyi ortopedik implantlar i¢in alternatif bir yaklasim olabilir.

Birlesik Devletlerdeki Ulusal Nanoteknoloji Girisimi (NNI) nanoteknolojiyi
“‘malzemeyi atomik, molekuler ve supramolekuler seviyede hedefli ve kontrolll bir
sekilde manipule ederek yapilan goruntileme, dlgme, arastirma ve uretme” olarak
tanimlar. Bu olcekte calisilan érneklerin en az bir boyutunun kabaca 1 — 100 nm
arasinda olmasi kabul edilmektedir [14]. Bu boyutta malzemeler yigin
Ozelliklerinden farkh fiziksel, kimyasal ya da biyolojik cevaplar verebilmektedir.
Buyuklukleri sayesinde nano olgekteki malzemelerin yigin yapilarinda gdosterdikleri
fiziksel/kimyasal Ozellikleri degiserek, gelismis elektriksel ya da optiksel aktiflik,
artmis yapisal batlnlik gibi farkh cevaplar verebilir, bununla beraber artan ylzey

alaniyla da daha reaktif bir karakter kazanabilirler [15].

Nanofaz malzemelerin ortopedik implant gelisimi icin neden alternatif bir yol
oldugunun 6nemini vurgulamak icin asagida oncelikle neden daha iyi implantlara
gereksinim duyuldugu aciklanmaya calisiimistir. ilerleyen bagliklarda nano
yapilanmanin hicre fonksiyonlarini manipile etmesindeki 6énemli roli ve daha
sonrasinda ise nanofaz malzemelerin ortopedide kargilasilan gugcluklerin

asllmasinda efektif olarak nasil kullanilabilecegi agiklanmaya c¢aligiimigtir.
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2.3.1. Ortopedik Uygulamalarda implant iyilestiriimesinin Onemi

Ortopedide implant malzemelerine gereken ihtiyag yaslanan nufus ile birlikte
yildan yila artmaktadir. Dlnyadaki 65 yas ustl ndfusun 2000 ile 2100 vyillar
arasindaki donemde iki kat artacadi 6n gorilmektedir. Suphesiz ki bu artis yasa
bagli olarak gelisen ve bireyin iskelet yapisini gugsuzlestiren osteoporoz
rahatsiziginin da artisiyla da beraberinde getirecektir. Ongoriilen istatistiklerle
goére, Birlesik Devletlerde 2002’de 10,1 milyon osteoporoz hastasi varken,
2020’de bu rakamin 14 milyon olmasi beklenmektedir [12]. Osteoporoz rahatsizligi
irksal ve etnik kokenlere bagh olmadigi icin diger dunya ulkelerinde de benzer

senaryolarin yasanacagi kesindir.

Osteoporoz, kemik  yogunlugunun ve  gucunun  azaldigi, kemikte
makrogeometri/mikroskopik yapilanma ile mineralizasyon 6zelliklerinin degistigi bir
hastalik olup, dokuda kirik ya da c¢atlak olmaksizin kendisini belli etmeyen bir
rahatsizliktir. Catlaklar ve beraberinde gelisen agri, hareketlerde kisitlama, sekil
bozukluklari ve bazen erken o6lime yol acabilir. Gelismis ve gelismekte olan
ulkelerin saglik politikalarinda yaslanmakta olan nifusun yasam kalitesini arttirmak

oncelikli alanlardandir.

Ortopedik implantlara olan ihtiya¢ sadece yasliliga bagh olarak artmamaktadir.
insan hayatindaki modernlesmenin sonucu olarak artan trafik kazalari, spor
yaralanmalari, durug-oturus bozukluklarinin tetikledigi rahatsizliklar ile de ortaya
pek cok iskelet sistemi rahatsizidi ortaya ¢ikmaktadir. Rahatsizliklar sonucunda
kemik yogunlugunda ve kutlesinde yasanan azalma ile beraber fiksasyon aletleri
dedigimiz metalik (titanyum, tantalum, CoCrMo) ortopedik implantlar ile bélgedeki
iskelet yapisi desteklenir. Daha Once de deginildigi gibi bu tipteki metalik
implantlarin ortalama 10-15 yil olan omdurleri yasi geckin hastalar igin kismen

uygun olsa da daha geng hastalar igin bu sure yeterince uzun degildir.

Bir kemik implanti sadece uygulama bolgesindeki dokunun yerine ge¢mekle
kalmamali, canli doku ile bir sistem olusturarak vaskuler doku rejenerasyonuna ve
iyilesmeye katkida bulunmalidir. Ylzey yeni kemik olusumunu, damarlanma ve
yumusak doku gelisimini desteklemeli ve var olan kemik ile implant materyali
arasinda bir kopru vazifesi gorerek aradaki etkilesimi ve fiksasyonu

guglendirmelidir. Daha ideali, pasif bir evrede bulunmak yerine doku ile etkileserek
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osteojenik hucrelerin toplanmasi ve bunlarin farklilagarak proliferasyonunu

saglamahdir.

Asagida ortopedik implant basarisizliklarinda siklikla kargilagilan durumlardan en

yaygin gorulenleri yer almaktadir:

e Temas halinde bulunan kemik ile bag kurup butinlesecek implantin
yuzeyinde yetersiz kemik hucresi ¢cogalimi,

e Implantin gikintili kisimlarinda asinma ile meydana gelen kalintilarin
birikmesiyle ¢cevre dokularda meydana gelen kemik hicresi olumleri,

e Implant ve gevre doku arasindaki yik ve gerilim dengesizliginden 6tiir(

meydana gelen implant gevsemesi ve gatlak olusumlari

Bu olumsuzluklarin ortadan kaldiriimasi igin kemik implantlarinin hizl bir bigcimde
kemik rejenerasyonunu induklemesi ve eksik dokunun olusmasi ya da komsu
kemige hizlica entegre olmasi gerekmektedir. Bu yuzden implant ylzeyi 6zellikle
kemik olusumunu saglayan osteoblast hlcrelerinin kolonizasyonu ve yeni kemik
sentezi igin elverigli olmalidir. Basarili implantlarda, implant-kemik arasindaki

bosluklari rejenere kemik hizli bir bicimde doldurur ve entegrasyon saglanir.

Kemik ile bltinlesme (osseoentegrasyon) sureci her zaman bu dogrultuda
gerceklesmeyebilir. implant malzemesi bazen osteoblastlar yerine fibroblastlar
tarafindan tercih edilerek ylzeyde istenmeyen yumusak bag dokusunun
olugsmasina neden olurlar. Fibréz yumusak doku da sert kemiksi dokunun tam tersi
olarak ortopedik implant ylzeyinde dizgun olmayan bir fiksasyona yol agar ve
gevseyen implant sonrasi operasyon basarisizlikla sonuclanir [16]. Ayrica fibroz
dokunun asiri derecede olusmasi osteoblast/osteoklast aktivitelerini de etkileyerek
dolayh yoldan yeni kemik olusumunu engeller. Erken ve hizli bir osseoentegrasyon
saglayacak malzemenin 6nemi burada bir kez daha 6ne g¢ikmaktadir. Cabuk bir
kemik dokusunun olugsumu ile implant-kemik arasindaki birlesim saglanabilir ve

istenmeyen yumusak doku olusumunun onune gegilebilir.

Yukarida s6z edildigi gibi, osteoblast hicrelerinden ilk hiicre yapismasi, gogalmasi,
kalsiyum depolamayan hulcrelerden kalsiyum depolayan hucrelere farklilagmasi
gibi pozitif cevaplari alabilme yetenegdine sahip, hulcresel proseslere duyarl
implant malzemesi elde etmek temel hedeftir. Bunlara ek olarak, implanti
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cevreleyen kemigin saglikh bir sekilde fonksiyonlarina devam etmesi igin hem
osteoblast hem de osteoklast tipi hlcre aktivitelerinin koordine bir sekilde devam
etmesi gereklidir. Bu dnemli spesifik hiicresel olaylar ylzinden ortopedi alaninda
implant dizayn ve sentezi “deneme-yanilma” yaklasimindan, hicreleri taniyan ve
istenilen cevabi alma kapasiteleri maksimum seviyelere sahip biyomalzeme

yuzeylerinin elde edilmesine dogru kaymistir.
2.4. implant Yiizeylerinin Hiicreler ile Etkilesimleri

Osteoblast veya farkli hiicrelerin implant ylzeyine yapismasindan énce kemik iligi,
kan gibi vicut sivilarindaki proteinler ile etkilesir. Bu sebeptendir ki, proteinler
implant ylzeyine ilk olarak adsorbe olur ve sonrasindaki hicre yapigmalarini da
bdylelikle kontrol ederler [17]. Kan plazmasi gibi vicut sivilarindaki fibronektin ve
vitronektin gibi spesifik proteinler istenen hucrelerin implant ylzeyine yapisma,
farkllasma ve geligsimine aracilik ederler [18,19]. Bazi c¢aligmalarda yuzeyin
serbest enerjisi, kimyasal kompozisyonu ve muhtelif baska 6zelliklerinin adsorbe
edilecek protein tipini etkileyecegine ydnelik bulgular elde edilmistir. Ornek
verilecek olursa fibronektinin tercihen kalsiyum fosfat kapl biyoaktif cama,
kaplanmamig biyoaktif cam yuzeyinden daha fazla tutundugu goérulmastar [20]. Ek
olarak osteoblastlarin da tercihen adsorbe olmug proteinlerin arjinin-glisin-aspartik
asit (RGD) spesifik amino asit sekanslarina ve heparin sulfat baglanma bdlgelerine
yapistiklari da bilinmektedir [21]. Buna gore ylizeye tutunan proteinlerdeki spesifik
bolgelerin hicre membranlarindaki integrin reseptorleri ile etkilesmelerinin hicre
yapismasina kritik bir etkisi oldugu bilinmektedir. Bu yuzden kemik olusumunun
etkinligi implantin fiziksel o6zellikleri ve kimyasal kompozisyonu gibi ylzey
karakteristiklerine dogrudan baghdir. Bu karakteristikler istenen (osteoblast) ve
istenmeyen (fibroblast) hucrelerinin yapismasina da aracilik ederler. Protein
etkilesimini ve sonrasinda gerceklesecek hiucre yapismasini kontrol etmek akilli
implant dizaynina yon verirken implantin ylzey kimyasi ve topografisini

degistirmek ilk basamak olarak gorulebilir.
2.4.1. implant Kimyasi

Yeni nesil implant malzemelerinin geligtiriimesinde ve iyilestiriimesinde kullanilan
malzemeler arasinda metaller (CoCrMo alasimi, titanyum ve alasimlari),

seramikler (alumina, titanya, zirkonya, hidroksiapatit), polimerler (politretan,
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polietilen, polilaktik-ko-glikolik asit [PLGA]) ve simule vucut sivisinda kalsiyum ve
fosfat ile mineralize edilmig kolajen gibi biyolojik kokenli malzemeler bulunmaktadir.
Bu sayllan malzemelerden optimal 0zelliklerde bir implant dizayni hentz
gerceklesememistir. Ornek verecek olursak; ortopedide kullanilan metallerden
yuzeyleri islem gormemis olanlari, 6zellikle titanyum, ylzeyinde yumusak fibroz
doku gelisimine sebebiyet vererek daha az kemik dokusu uretiimesine ve zayif

osseoentegrasyona yol agmaktadir [22].

Diger taraftan kiguk boyuttaki kemik hasarlarinda kullaniimak Uzere direkt ya da
bayluk kapsamli sorunlarda kullanilacak olan metalik malzemeler tUzerine kaplama
seklinde tatbik edilen seramiklerin kemik protez uygulamalarinda daha basarili
performans sergiledikleri gézlemlenmistir. Basta kalsiyum fosfat tuzlari olmak
uzere kullanillan pek ¢ok seramigin osseoentegrasyon surecinde goérev alan
proteinleri (or. fibronektin ve vitronektin) segici olarak adsorplayarak baslangi¢

hicre tutunmasini segici olarak arttirdigina dair bulgular literatirde mevcuttur [22].

Polimerler ile yapilan calismalarda da umut verici sonuglar alinmistir. Ornek olarak
Ca?* ile muamele edilmis ve vitronektin tutturulmus polistirenin osteoblast
fonksiyonlarini arttirarak kontrol gruplarina gore daha biyoaktif bir karakterde

oldugu gorulmustar [23].

Orneklerden de anlagilacagi gibi biyomalzemedeki farkli kimyasal kompozisyonlar
ile osteoblast fonksiyonlari manipule edilebilmektedir. GunimUze kadar da ylzey
kimyasinin degistiriimesi, ortopedik implantlarin performanslarinin gelistiriimesi
¢alismalarinda birincil inceleme konusu olarak ¢alisiimistir. Ancak yine de yapilan
bu caligmalar sonucunda genel gecger bir sonu¢ alinamamis ve yapilan yuzey
degisimleri kemik rejenerasyonu konusunda bir altin standart olarak kabul

edilmemisgtir.
2.4.2. Topografi

Arastiricilarin implant performansini arttirma amaciyla denedikleri yontemlerden
biri de ylzey purazluluguyle oynamaktir. Titanyum implantlarin asindirma,
kumlama ya da mikrometre boyutundaki parcgalarla kaplanmasi ile yuzeylerinde
meydana getirilen mikron Olgekli (<10 um) purtzuligun yapisma, proliferasyon,
alkaline fosfataz uretimi ve kalsiyum igeren mineral depolanmasi gibi osteoblast

fonksiyonlarini arttirdigi rapor edilmistir [24,25]. Yukarida sayillan ylzey
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modifikasyon iglemlerinden pek c¢ogu gunuimuizde ortopedik implant marketine
girmistir. Mikropuruzlulige ek olarak mikroporéz yuzeye sahip titanyum
osteoinduktif bir etki gdsterirken mikroporéz bir yapilanma gd&stermeyen
titanyumun kemik olusumunu indiklemedigi géralmustar [26]. Titanyumun tanecik
ve parcacik buyuklugu ile ilgili yapilan baska calismalarda da bagil olarak daha
diz vyuzeylere gobre puruzli yuzeylerde osteoblast fonksiyonlarin arttig
gozlemlenmistir. Bir onceki konu bagliginda deginildigi uzere yuzey kimyasinin ya
da implant malzemesinin olarak degistirimesi genel gecger olarak
degerlendiriimezken, yuzey topografisinde yapilan puruzlGlugu arttirici yondeki

modifikasyonlarin implant verimini arttirdigi herkes tarafindan kabul gérmektedir.

Yuzeydeki purUzlilik yine de osteoblastlarin vicut igerisindeki alisik olduklari
purdzluluk derecesiyle uyugsmamaktadir. Kemik dokusunun kendisi nano boyutta
yapilanmis bilesenlerden olustugu igin yuzeylerin mikron purizlGlikten ziyade
nanometre purazlalige sahip olmasi igin gerekli formulasyonlar Uzerinde
calisiilmasi yani baska bir deyigle ylzey bilesenlerinin en az bir boyutunun 100 ve
alti nanometreye sahip elemanlardan olugsmasi herhangi bir malzemeden olusan

implantlarin efektifligini arttiracaktir.
2.5. Yeni Bir Yaklagim: Nanofaz Yuzeyler

Kemik dokusunun nano boyuttaki organizasyonuna daha onceki bagliklarda da
deginildigi Uzere inorganik (kemik mineralleri) ve organik (kolajen fibriller)
bilesenleri dogal nanomalzemelerdir ve osteoblast hlcrelerinin etkilesmeye aligik
olduklari boyutlar nano Olgektedir. Daha efektif ortopedik malzemeler igin
kullanilan yaklasimlardan birisi de dogal kemik dokusunun kompozisyon ve

mikroyapisini taklit eden sistemler gelistirmektir.

Biyolojik Olgcegin bu boyutta olmasindan ilham alinarak nanofaz malzemelerin
implant dizayninda kullanilmasi son yillarda artan bir ivmeyle yayginlasmigtir.
Nanopduruzlulige sahip herhangi bir ylzey materyalinin kemik protezlerinde
gosterdigi etkinin iyilesmesi de aynen mikropuruzlulikte oldugu gibi genel gecer
bir olaydir ve alinan cevap mikro skalaya gore daha iyidir. Osseoentegrasyonun
konvansiyonel ve mikro purtzlilige nazaran nanopuruzlilige sahip yuzeylerde
daha hizli gergeklestigi konusunda pek cok calisma yapilmistir. Ornek verecek

olursak boyutlari 4 — 50 nm arasinda olan alumina nanofiberlerin bir araya
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getiriimesi ile elde edilen plakalarda kultire edilen osteoblastlarin konvansiyonel
tanecik boyutuna sahip alumina plakalarda kultire edilen osteoblastlara gore ilk
yapisma, alkalin fosfataz aktivitesi ve kalsiyum depolama fonksiyonlarinin daha
gelismis oldugu bildirilmistir [27]. Bu c¢alismada bir diger ilging bulgu olarak da
kullanilan malzemenin geometrik formunun da osteoblast fonksiyonlarina yaptigi
etkidir. Nanofibrillerden olusan plakadaki osteoblastlarin, 23 nm c¢apa sahip
alumina nanokureler kullanilarak yapilan plakalardan olugan bagka bir ¢alisma
grubundaki osteoblastlara gore fonksiyonlarinin daha da arttigi gézlemlenmistir.
Alumina nanofiberlerin yapisal olarak nanohidroksiapatit — kolajen nanofiberlere
daha ¢ok benzediginden 6turld kemik protezlerinde taklit edilmesine daha basarih

olabilecegi hipotezine variimistir.

Nanofiber yapilarin kemik rejenerasyonundaki dnemine baska calismalarda da
deginilmistir. Titanyum Uzerine spiral sarmal yapisinda bulunan organik nanotip
yapilari kaplanan orneklerin kaplanmayan titanyum o6rneklere oranla osteoblast
adezyonunu arttirdigi rapor edilmistir [28]. Spiral sarmal yapidaki nanottpler kemik
komponentlerinin boyutlarini taklit eden organik yapidaki yeni nesil malzemelerdir.
Bu baglamda, geleneksel olarak kullanilan titanyum metalinin ylzeyine so6z
konusu spiral malzeme ve benzerlerinin kaplanmasi ile biyoaktif bir karakter

kazandirilabilir.

Kalsiyum igceren mineral depolamasini arttiran nanoyapilar ile yapilan ¢calismalara
nanofaz metaller, karbon nanofiberler/nanotipler, seramik ve polimerlerin
nanokompozitler 6rnek olarak verilebilir [29-31]. Osteoblast fonksiyonlarini arttirici
yondeki bu c¢alismalarin hepsinde de gorulen iyilesme kullanilan malzemeye

bagimli olmaksizin yuzeyde yaratilan puruzluligun sonucudur.
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Sekil 2.3. Spiral sarmal nanotupler. Yapinin kesit (sol) ve boydan (sag)
gérinumleri (a) ; yapinin titanyum yutzeye kaplama sonrasinda alinan atomik
kuvvet mikroskobu goruntileri (b) [28].
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Nanofaz titanyum Konvansiyonel titanyum

Nanofaz Ti6Al4V Konvansiyonel Ti6Al4V

Sekil 2.4. Konvansiyonel ve nanofaz titanyum yuzeylerin karsilagtiriimasi. Beyaz
cubuklar konvansiyonel malzemelerde 10, nanofaz malzemelerde ise 1
mikrometre boyutundadir. Kemik hucresi fonksiyonlarinin nanofaz malzemelerde
s0z konusu kimyaya sahip malzemelerin konvansiyonel orneklerine oranla arttigi
bildirilmistir [29].

2.5.1. Nanofaz Yuzeyler ve Protein Etkilegimleri

Daha once de sozu edildigi gibi yeni kemik olusumunda optimal seviyede yuzey
Ozelliklerinin  dizayni gerekmektedir. Nanofaz malzemelerin de ortopedik
implantlarda kullaniminin ne sekilde olacadi ve ne konuda yararlar getirecegi
onemlidir. Oncelikle yiizeyin baslangigtaki proteinler ile etkilesmesinin dneminden
oturu, degisen yuzey Ozellikleri ile beraber hucresel aktivitenin de etkilenecegi

aciktir. Bu baglamda nanofaz malzemelerin konvansiyonel malzemelere gore
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proteinlerle segici olarak daha efektif bir gsekilde etkilesecegi ve bunun da

osteoblast fonksiyonlara yansiyacagi dusundlmustar.

Son calismalar da nanofaz malzemeler ile etkilesen fibronektin ve vitronektin gibi
osteoblast aktivitelerini ydnlendiren spesifik proteinlerin yizey tutunmalar ve
konformasyonlarinin (biyoaktifliklerinin) daha iyi oldugunu gostermektedir [32].
Ayni polimerik malzemeden (poli-L-laktik asit) elde edilen yapilardan nanofibroz
doku iskelelerinin, yekpare bir membrana karsin fibronektin ve vitronektinin de
aralarinda bulundugu proteinleri daha fazla adsorpladidi bildirilmistir [33]. Burada
artan ylzey alani ve madde tasinimi ile protein adsorpsiyonunda bir artis
gozlemlenmistir. Ayni zamanda nanofaz malzemelerdeki degisen yuzey enerjisi de

proteinler ile etkilesimi arttirmaktadir.

Bunlara ek olarak protein biyoaktifliginin nanofaz malzemeler (zerinde
konvansiyonel malzemelere goére daha fazla olduguna yonelik bulgular da
mevcuttur [19,34]. Ozellikle hiicre yapismalarini yonlendiren ve yapisma peptitleri
olarak bilinen RGD sekansinin vitronektin proteininin nanofaz seramikler ile
etkilestigi durumlarda daha fazla acgikta kaldigi rapor edilmistir. Bunun sebebinin
nanofazdaki malzemenin protein ile boyutsal olarak daha kolay etkilesebildigi ve
de yine boyutun bir etkisi olarak yuzeyin daha fazla islanabilmesinin bir sonucu

oldugu dusunulmektedir.
2.5.2. Nanofaz Yuzeyler ve Islanabilirlik

Malzemelerin tanecik boyutlari nanometre boyutlarina dustigu zaman pek g¢ok
yuzey 6zelligi de beraberinde degisim gostermektedir. Wen ve Yan’in yaptiklari bir
calismada tanecik boyutlari 2 mikrometre — 2 nanometre aralijinda degisen
seramik malzemelerin tanecikler arasi hat kalinliklari ile bu aralarin hacme oranlari
Olcllmus ve sonuglar Cizelge 2.3’te 6zetlenmistir [35].

Cizelge 2.3. Konvansiyonel ve nanofaz seramik malzemelerin tanecik araliklarinin kalinhk
ve hacim yuzdeleri [35].

Konvansiyonel Nanofaz
Tanecik boyutu (nm) 2000 20 10 4 2
Aralik kalinh@i (nm) 0.6 0.6 0.6 06 0.6
Aralik/Hacim orani (%) 0.09 9.0 18.0 426 80.5
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Tablodan da anlagilacagi gibi malzemenin tanecik yapisi nanoboyuta indiginde ve
boyutlar kuculdugunde taneciklerin aralik/hacim orani giderek artmaktadir. Ek
olarak, nanofaz malzemelerin ylzey alanlari artmakta ve elektron dagihimlari da
degismektedir [36]. Proteinlerin de yUkli nanopargaciklar oldugunu disunursek,
yuzeyde meydana gelen boyutsal degisimlerin ylzey enerjisini degistirecedi ve
hicre yapigmasini yonlendiren proteinlerin ylzey ile etkilesimini etkileyeceqgi

sonucuna varabiliriz.

Aluminanin tanecik boyutu azaldikga islanabilirligin de arttigi bilinmektedir.
Bununla paralel olarak osteoblast yapismasini tesvik eden bir protein olan
vitronektinin de nanofaz seramiklere tutunmasinin artan islanabilirlikle cogaldigi
not edilmistir [37].

Benzer olarak nanofaz seramikler kullanilarak elde edilen polimer seramik
kompozit yapilarinda, nanofaz seramik kullaniimayanlara goére kemik hucresi
fonksiyonlarinin arttig1 bildirilmistir. Nanoboyutlu titanya pargaciklarinin PLGA
polimeri ile karigtiriimasi ile elde edilen kompozit yapilarinin konvansiyonel titanya
kullanilarak elde edilen ayni kompozit yapilara gore daha hidrofilik oldugu ve hicre
yapismasini daha c¢ok tetikledigi rapor edilmigtir [38]. Malzemelerdeki daha
Islanabilir bir yizey olusturma ¢abalari metal yuzeyler Gzerinde de etkili sonuglar
vermigtir. Titanyum, Ti6Al4V alasimi ve CoCrMo metalik ylzeyler tzerinde yapilan
bir calismada da osteoblast farklilagsmasinin bir parametresi olan kalsiyum
depolamanin her malzemenin nanofaz yapida olani ile arttigi bulunmus ve ayni
zamanda kalsiyum depolamanin da artan islanabilirlik ile dogru orantili olarak artis
goOsterdigi, dolayisiyla osteoblastlarin farklilasmasina etki ettigi sonucuna

varilmigtir [29].
2.6. Titanyum

Titanyum metali hava ya da oksijen iceren bir ortamda bulundugunda Ustinde
kendiliginden olugan ince bir oksit tabakasi tarafindan korunmaktadir. Bu oksit
tabakasi yaklasik 2 — 5 nm kalinliginda olup titanyum ve titanyum alagimlarinin
¢cok bilinen korozyon direnci ozelliginden sorumludur [39]. Daha 6nce de so6zu
edildigi Uzere ortopedik ve dental implant uygulamalarinda biyouyumlulugu ve

mekanik Ozelliklerinden dolayi siklikla tercih edilen bir malzeme olmakla beraber
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yuzeydeki dogal oksit tabakasi kemik dokusu ile direkt bir baglanma olusturacak

kadar aktif degildir ve implantasyon basarisizlikla sonuglanabilir.

Titanyum ylzeyin implant uygulamalari icin iyilestiriimesi (topografik, kimyasal,
yluzey enerjisi) konusunda mekanik ydntemler (6r.. kumlama), kimyasal
muameleler (6r.: asit asindirma) ve kaplamalar (6r.: plazma sprey) gibi farkh
yaklagsimlar denenmigtir [40-43]. Bu konvansiyonel yaklagsimlar sonucunda
optimum mikrodlgekli ylUzey purtzlulugunun vyaratilmasi, daha uygun ylzey
kimyasinin olusturulmasi ve kemik hicreleri tarafindan daha c¢ok tercih edilen
morfolojinin eldesi gibi ¢iktilar ile hucrelerle daha iyi bag kurabilen implantlara
ulasilabilmistir. Ancak sayilan yontemlerden higbirinde yuzey topografisinin tam
anlamiyla kontrol edilebildigi séylenemez. Daha da fazlasi yéntemler sonucunda
potansiyel olarak ylzeyde kalintilarin olabilecegi ihtimali de vardir. Bu ylzden

alternatif yizey modifikasyon tekniklerine ihtiyag vardir.

Modifikasyonlara ek olarak simule vicut sivisi ya da plazma spreyi yontemi ile
kemik ile baglanmayi guclendirecek hidroksiapatit ya da diger kalsiyum fosfat
tuzlarinin yuzeye kaplanmasi metotlari da siklikla tecriube edilen yaklagimlardandir
[44-47]. Ancak kaplanan inorganik malzemelerin de ylzeye zayif bir adezyon
gOsterebilmesi nedeniyle de kaplama etkinligi uzun doénemde basarisizlik

gOsterebilir.

Anodizasyon ya da anodik oksidasyon olarak bilinen ve bir elektrokimyasal yontem
olan teknikle metalin korunmasi amagli ylzeyde koruyucu oksit tabakalar
olusturulabilmektedir. Bu yontem ile 6zellikle son on yilda ortopedik implantlar

uzerinde gelisimlere acik yeni yuzeyler elde edilmektedir.
2.6.1. Titanyumun Anodik Oksidasyonu

Tipik bir anodik oksidasyon prosedurinde alkalin temizleme, asit aktivasyonu ve
elektrolit ile anodizasyon bulunmaktadir. Temizleme sonrasinda ylzeyde
bulunabilecek organik safsizliklar giderildikten sonra asit agindirma ile aktivasyon
basamagina gecilir. Bu basamakta nitrik asit ve hidroflorik asit karisimi kullanilarak
yuzeyde bulunan dogal oksit tabakasinin giderilmesi saglanir. Anodizasyon iglemi
ise titanyum metalinin anot, karsit platin elektrotunun katot olarak kullanildigi bir
elektrokimyasal hicrede gergeklesir. Anot ve katot arasinda sabit bir potansiyel

gerilim uygulandigi zaman oksidasyon ve indirgeme reaksiyonlari sonucu anot
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yuzeyinde bir oksit tabakasinin olusmasi gozlenir. Anot yuzeyinde gerceklesen
elektrokimyasal reaksiyonlar Sekil 2.5.te verilmigtir.

Elektrolit

Ti > TiZ"+2e

itanyum dioksit tabakasi
2H,0 < 202 +4H* 1 >< il s

2H,0 €>O0,+ 4H* +4e- I e b

Ti?*+20% €>TiO, + 2e (her ikiarayiizde)

Sekil 2.5. Anot ylzeyinde gerceklesen elektrokimyasal reaksiyonlar

2.6.1.1. Anodizasyon Parametrelerinin Etkisi

Anodizasyon sonucu elde edilen oksit tabakasinin nanometre purazlalik, morfoloji
ve kimyasal bilesim gibi ozellikleri islem esnasinda uygulanan potansiyel, akim
yogunlugu, elektrolit kompozisyonu, pH ve sicaklik gibi parametreler ile genis bir
skalada degiskenlik gosterebilir. Hidroflorik asit, fosforik asit, sulfurik asit, noétral tuz
cOzeltileri ve alkalin solusyonlar titanyum anodizasyonunda siklikla kullanilan
elektrolitlerdir. Elektrokimyasal oksit tabakasinin gelisimi konusundaki detayl bir
¢alisma Sul ve arkadaslari tarafindan galigiimigtir [48]. Genel olarak kullanilan tim
elektrolitler arasinda sulfurik asit ¢ozeltisi ile yapilan proseslerde anodik
oksidasyon kalinhginin en fazla oldugu goézlemlenmistir ve asidik elektrolitlerin
alkalin elektrolitler ile karsilastirildiginda oksit tabakasi olusturma kapasitelerinin
daha fazla oldugu bilinmektedir. Fosforik asit ve sulfurik asit temelli elektrolitler
yuksek voltajlarda kullanildiginda onlarca mikron kalinhdinda ve mikrometre
purdzluluk seviyesinde tabakalar elde edilmektedir. Buna karsin gectigimiz son on
senede florlr iyonu igeren ¢oOzeltiler ile yapilan galismalarda ise biyolojik olarak
uyumlu nanotubduler yapilarin elde edildigi rapor edilen ¢alismalar oldukg¢a ¢oktur
[49-52].

Anodizasyon prosesi sabit voltaj (potansiyostatik) ya da sabit akim (galvanostatik)
olarak gercgeklestirilebilmektedir. Proses esnasinda eger uygulanan voltaj degeri
oksitin dielektrik ¢okim degerini asarsa, oksit tabakasi daha fazla blyime ve
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akimin akisina kargi koyamaz ve tabakadan ark seklinde bosalimlar bag gosterir.
Bu yonteme Mikro Ark Oksidasyonu adi verirlir. Fosforik asit ve Sulfurik asit icin bu
¢Okim degerleri sirasiyla 80 ve 100 V olarak hesaplanmistir [53]. Cokim
limitinden asagi degerlerde anodik oksit tabakasi ince ve genellikle por6z olmayan

yapidadir.

Proses parametrelerinde oksit olusumuna etki eden bir diger parametre de
sicakliktir. islemde sabit sicaklik homojen bir yiizey eldesi icin sabit olarak tercih
edilir. Artan sicaklik kimyasal olarak oksit tabakasinin ¢ézinmesini hizlandirdigi
icin porQziteyi arttirsa da tabakanin tamamen yuzeyden ayrilmamasi igin duguk

tutulmasi gerekmektedir.
2.6.1.2. Mikro Puriizli Yizey Olusumu

Titanyum metalinin anodizasyon ile modifikasyonu 1930’lu vyillarin basinda
kesfedilmis ve ortopedik implantlarin osseoentegrasyonunu arttirmak igin de
1960’larda calisiimaya baslamistir. Mikro Ark Oksidasyonu teknigi kullanilarak
yapilan bu ¢alismalar mikro por6z bir yuzey eldesi ile sonuglanmistir. Bu teknikte
anot yuzeyinde olusan yeni oksit tabakasi akima karsi bir dielektrik bariyer olarak
yer alir ve dielektrik ¢cokim noktasina kadar buyumeye yani kalinlagsmaya devam
eder. Genel olarak anodizasyon tabakasi catlaklar, defektler yuzinden tek boylu
birikmeyen oksit tabakasi homojen degildir. Uygulanan potansiyel arttirildik¢ca zayif
noktalarda meydana gelen dielektrik ¢okUmleri neticesinde ark bosalimlar
meydana gelir. Bu lokal zayif noktalarda sicaklik birkag bin Kelvin dereceye
ulasabilir ve ylzeyde ayni zamanda lokal erimeler de bas goésterebilir. Bu termal
etkiden dolayi ylzeydeki zayif noktalarin artmasiyla daha kiguk lokal boélgelerde
yukaridaki mekanizma yinelenir. Mikro pordz ylzeyin olusma mekanizmasi Sekil

2.6'da aciklanmistir.

Temel olarak anodik filmin buyumesi i¢cinde bulundugu elektrolitin etkisine gore
degisen bir oksit filminin olusumu ve oksit ¢dztinmesi arasindaki bir denge sonucu
gerceklesmektedir. Elektrolitin etkisi, konsantrasyon, uygulanan voltaj, akim
yogunlugu ve pH gibi diger sistem parametreleri ile farklilik gosterir.
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Sekil 2.6. Cokum potansiyelinin Gzerinde pordz titanyum oksit olusumunun
sematik diyagrami: (A) Maksimum kalinliga kadar oksit buyimesi, (B) Oksit
bosalimi ile por olusumu, (C) Por uglarinin oksit buyumesi ile pasivizasyonu, (D)
Pasivize olmus uglardan oksit bogsalimi, (E) Por uglarinin tekrar pasivizasyonu [53].

2.6.1.3. Nano Puruzli Yuzey Olusumu

Mikro poroz titanyum yuzeylerin fabrikasyonu ve Uretimi iyi bilinen prosesler
olmakla birlikte anodizasyon ile yapilan ¢alismalar 6zellikle biyomalzeme olarak
kullanilan titanyumun biyouyumunun arttirimasi ve hicrealti boyutta mimetik bir
yuzey elde edilmesi i¢cin nanometre seviyelerinde calismalara agirlik verilmigtir.
Nanopordz yuzeylerin 10 — 40 V araliginda anodizasyon sonrasinda titanyum
uzerinde elde edildigi gozlemlenmistir. Bu calismalarda elektrolit olarak flortr
iceren c¢ozeltilerin kullanildigi ve caligilan voltajin da dielektrik ¢cokim degerinin
altinda oldugu rapor edilmistir. Bu sinirlayici parametreler ile yapilan ornek
arastirmalarda 60 — 4400 nm arasinda kalinhda sahip ve ¢aplari da 20 — 500 nm

arasinda degigen tup formunda oksit tabakalari elde edilmistir (Cizelge 2.4.).

Cizelge 2.4. Farkh kalinlik ve boyutlara sahip nanotubuler titanya tabakalarina érnek
calismalar

Elektrolit Bilegeni Voltaj (V) Zaman (saat) Kalinlik(nm) Por ¢api (nm) Referans
CHsCOOH ve 10 4 60 500 [53]
0.5M HF

0.5-1.5% HF 10-40 <1 250 25-65 [49]
0.5 % HF 10-23 <1 300 22-76 [50]
KF ve NaF 25 20 4400 115 [54]
1M H2SO04 ve 30 24 540 140 [51]
0.15% HF

CHsCOOH ve 20 1 200 30 [62]
0.5% NH4F

1M (NH1)2S0q, 20 40 4070 50 [55]

1MH3POa4 ve 0.5%HF
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Nanoporoz titanya yapilarin dusuk voltajlarda eldesindeki florar iyonunun
gereksinimi ilk defa 1999 senesinde Zwilling ve arkadaglari tarafindan rapor
edilmistir [56]. Ancak titanyumun seyreltik hidroflorik asit ¢ozeltisinde (agirlikga 0.5
—1.5%) 10 — 40 V araliginda anodizasyonu sonucu olusan nanottbuler yapilar ilk
kez 2001 senesinde Gong ve arkadasglari tarafindan bildirilmigtir [49] (Sekil 2.7. a
ve b). Calismada ayni zamanda olusan nanotlp yapilarinin ¢aplarinin uygulanan
voltaj ile; tabaka kalinliklarinin yani nanotliip uzunlugunun ise anodizasyon suresi
ile arttigr goérulmuastir. Beranek ve arkadaslari da HF/H2SOa4 elektrolit sistemi
kullanarak 24 saatlik anodizasyon sonrasinda 140 nm c¢apina sahip ve 540 nm
kalinhkta nanotip tabakalari elde etmiglerdir [51]. Bununla beraber benzer
yuzeylerin eldeleri ayni zamanda organik elektrolitter ile de mumkundur.
Tsuchiya’nin ¢calismasinda asetik asit ve amonyum florlriin susuz karigsimlarindan
olusan elektrolit ile elde edilen nanotubuler yapilar sentezlenmigtir [52] (Sekil 2.7. ¢
ve d). Bu ornek verilen calismalarda oksit tabakasinin kalinhgi birka¢ yiz
nanometreyi gegmemektedir. Literaturde bulunan ve c¢esitli elektrolitler ile
gerceklestirilen farkli calismalarda ise kalinliklari birkagc mikrometreye kadar
ulasabilen titanya oksit tabakalari rapor edilmistir. Cai ve arkadaslarinin pH degeri
45 olan KF ve NaF sulu c¢ozeltilerini kullanarak yaptiklari anodizasyon
uygulamalarinda titanyum oksit tabakasinin 4 mikrometre kalinligi astigi
g6zlemlenmistir [54](Sekil 2.8). Yine ayni grubun yaptigi bir bagska ¢alismada ise
titanya ylzey kalinhginin DMSO/etanol/HF elektroliti  kullanildiginda 2.3

mikrometreye ulastigi rapor edilmigtir [57].

Kimyasal ¢6zinme, alan-destekli ¢dzlinme ve oksidasyon florlr elektrotiu
anodizasyondaki 3 temel reaksiyondur. Bunlarin arasinda alan-destekli ¢éziinme
titanya nanotlp yapilarinin olusumunda en agir basan mekanizma olarak kabul
gormektedir. Mor ve arkadaslarinin galismasinda titanya nanotlplerin olusum
mekanizmasini nokta defekti modeli ile agiklamislardir. Baslangi¢ porlarinin
olusumu zayif noktalarda meydana gelen lokalize c¢ézinmeler ile oldugu ve
anodize olmayan metalik kisimlarin da porlar arasinda yer aldiklarini belirtmislerdir
[50]. Sonrasinda ise bu gbzenekler arasindaki bolgelerde alan-destekli
oksidasyon/¢cézinme ile kuglk bogsluklar olusmaktadir (Sekil 2.9.). Bu bosluklarin
gelisimi gozenekler ile dengeye geldiginde nanotip yuzey formlari son sekillerini
almaktadir.
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Sekil 2.7. Nanotubuler tianya yapilarina literatirden ornekler. Seyreltik HF
elektrolit kullanilarak 20 V voltajda elde edilen titanya ylzeylerin yandan ve ustten
gérunumleri (a ve b) ; Amonyum florur/asetik asit kullanilarak 20 V voltajda elde
edilen titanya ylzeylerin yandan ve Ustten gértinimleri (c ve d) [49;52].

Sekil 2.8. DMSO/etanol/HF elektrolitinde 20 V ve 70 saat boyunca anodizasyon
sonucu elde edilen yuzeyler. (a) yukaridan ve (b) yandan gérunttleri (Ruan et al.,
2005).
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Sekil 2.9. Nanopordz yuzeyin florur iceren elektrolitler icinde ve sabit voltajda
olusma mekanizmasi. (a) oksit olusumu, (b) konkav bdélgelerde gukur benzeri
olusumlar, (c) alan- destekli ¢6zinme ile gdzenek olusum blylimesi ve gbzenekler
arasl kalan kuguk bosluklar, (d) gézenek ve kiiguk bosluk blylimesinin dengeye
ulasmasiyla ortaya ¢ikan nanotlp yuzeyler
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metal

2.6.2. Anodize Titanyum Oksit Yiizeylerin Yapilari ve Ozellikleri

Mikro ark oksidasyonu ile elde edilen titanya tabakalar oldukga purizll, gézenekli
bir dokuya sahip ve yer yer mikrometre seviyesinde catlaklara sahip formdadir [58]
(Sekil 2.10.). Gozenek boyutlari proses parametrelerince degiskenlik gosterebilir.
Birka¢ ylz nanometreden birka¢ mikron ¢apina degisen gozenekler ile birlikte
tekduze bir yapilanma g6zukmez. Bununla beraber tum gozenek ve bogluklar
birbiri ile baglanti halinde bulunmaktadir. Gézenek sekilleri cogunlukla yuvarlak
olmakla beraber duzgin degildir. Gézenek capi ve film pUrazliliginin akim
yogunlugu, uygulanan potansiyel ve elektrolit konsantrasyonu arttikca daha da

artma egiliminde oldugu rapor edilmistir [59,60] ve oksit filminin kalinhigi da onlarca

mikrometreyi bulabilir.

Sekil 2.10. Mikro ark oksidasyon yonteminde uygulanan voltajin artmasiyla elde
edilen ylUzeylerin degisimi. 1M H2S0O4 elektrolit iginde ticari titanyum filminin (A) 90
V, (B) 155 V ve (C) 180 V potansiyel uygulandigi zaman artan purGzlulik ve
blylyen porlar. Beyaz gubuk 2 mikrometreyi gostermektedir [60].
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Nanotubuler titanyum oksit ylzeylerde ise uygulanan voltaj artsa da oldukca
duzenli bir yapilanma s6z konusudur (Sekil 2.11.). Goézenek capinin degisimi
birkag on nanometreden 100 — 200 nanometre arasinda sinirlanmistir ve
uygulanan voltaj ile dogru orantili olarak artis gosterir [61]. YUzeydeki nanotubuler
yapilarin kalinligi birka¢ ylz nanometre olsa da pH ve elektrolit bilesimi kontrol
edilerek bu uzunluk birkag mikrometreye kadar cikarilabilir. Tum yapilanma
tekdlize olarak kabul edilse de substrat ylzeyinde herhangi bir ylizeysel defekt ile

nanotlp yapilarinda bagil degisimler goérulebilir.

Sekil 2.11. Nanotubuler titanya tabakanin flor igeren elektrolit ile anodizasyonunda
uygulanan voltajin artmasiyla elde edilen yuzeylerin degisimi. 1M H3POa elektrolite
agirhikca %0.3 HF eklenmesiyle elde edilen elektrolit icinde ticari titanyum filminin
@1V,(b)3V,(c)5V, )10V, (e) 15V ve (f) 20 V potansiyel uygulandigi
zaman artan nanotup ¢aplari. Beyaz gubuk 200 nanometreyi gostermektedir [61].

2.6.3. Anotlanmig Titanyumun Biyolojik Ozellikleri

implant uygulamalarinda sitouyumluluk, anotlanmis yiizeylerin mekanik ézellikleri
kadar énemli bir parametredir. Anodizasyon sonrasi titanyum nanotubuler ylzeyler
ile hucrelerin etkilestirildigi pek ¢ok c¢alisma literatirde mevcuttur. Kemigin dogal
cevresini taklit eden nano yapilanmanin morfolojik ve boyut olarak kemik hicresi
fonksiyonlarinin gelismesinde bir avantaj saglayip saglamadigi bu calismalarda
incelenmigtir. Oh ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada MC3T3-E1 osteoblast oncll
hacreleri ile yaptiklar calismada degisen topografi ve yuzey karakteri ile baslangi¢

hicre yapigsmasinda ilk 48 saatte %300 degerinde artis gozlemiglerdir [62].
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Kurulan hipotez ve destekleyici elektron mikroskop goéruntulerine gore, hucre
filopedilerinin nanotlp yapilarinin igine dogru penetrasyonu sonucu daha
kenetlenmis bir yapi ortaya ¢ikmis ve yine nano yapilanma ile artan ylzey alani da
bu olayl desteklemistir (Sekil 2.12.). Benzer sekilde Gong ve arkadaslarinin
yaptiklari ¢alismada da osteoblast adezyonunun 4 saat sonrasinda anotlanmig
titanyum ylzeylerde daha fazla oldugu ve artisin ylzeylerde vyaratilan
nanopurizlalik ile paralellik go6sterdigi rapor edilmistir [49]. Osteoblast
hicrelerinin 20 V potansiyel gerilimde 20 dakika boyunca anotlanarak elde edilen
nanotubuler yuzeylerde daha ¢ok yayildiklari gozlemlenirken, diz yuzeylerde daha
yuvarlak sekilde kalmigtir. 4 haftalik kultir sonrasinda da kalsiyum birikmesi yine

nanotlbuler yizeyde daha fazla olmustur.

Sekil 2.12. Etkilestirildikten 2 saat sonra nanotlp yapilari ve osteoblast
filopedilerinin titanya yuzeydeki kenetlenme yapisi [62].

Fibronektin ve vitronektin proteinleri osteoblast yapismasinda goérev alan en
onemli iki proteindir ve nanotubller yuzeylere adezyonlari osteoblast
yapismalarini da arttirir [63]. Anotlanmis titanyum yuzeylerde hem fibronektinin
hem de vitronektinin adsorpsiyonu anotlanmamis titanyum yuzeylere
sirasiyla %15 ve %18 oraninda daha fazla gergeklestigi rapor edilmistir. Proteinin
artan nanopUrizlilik ve yuzey alaniyla artis goOstermesi, baslangi¢ hicre

yapismasinin artmasinin baslica nedenlerindendir [58].
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Boyutlari dogal kemik bilesenleri ile 6rtisen bir ylzeye sahip anotlanmis titanyum
yuzeyinde (40 — 60 nm boyutlarindaki hidroksiapatit kristalleri) kultire edilen
osteoblastlarin ilk yapisma, alkalen fosfataz aktivitesi, kollajen sentezi ve kalsiyum
depolama gibi hicresel fonksiyonlarinin anotlanmamis titanyuma nazaran daha
fazla oldugu bilinmektedir [64,65]

2.7. Ekstraselliiler Matriks

insan vicudundaki dokular temel olarak iki bilesenden olusmaktadir. Bu
bilesenlerden ilki tum metabolik olaylari dizenleyerek hayati idame ettiren hicreler
olup diger bilesen ise hucrelerin iginde bulundugu biyomakromolekullerdir. Hlcre
disinda bulunan bu biyomakromolekil ag érgusune ekstraselliler matriks (ECM)
ismi verilmistir ve ECM yapilari her doku tipine 6zgl olup kompozisyonlari farkhlik
gOstermektedir. Farkli dokulardaki ECM bilesenleri ve esas gorevleri Cizelge

2.5.'te dzetlenmistir.

ECM bilesenleri doku hacminin buyuk bir kismini olusturmakla beraber baslica 50
ila 500 nm capa sahip fiberlerden olusarak dokunun geometrik seklini de
olustururlar [66]. Dinamik, U¢ boyutlu polisakkarit ve dogal biyopolimerlerden
olusan ECM bilesenleri, destekledikleri hlcreler tarafindan devamli sentezlenir,
dizenlenir ve modifiye olurlar. Hicre-ECM etkilesimi, dokulardaki organizasyonun
olusumu, hucrelerin dokuya 6zgu morfoloji ve fenotip kazanmasini ve bunun
korunmasini saglar. Hucre yapismasi, gocgu, gelismesi, farklilasmasi ve apoptoz
olaylarinin hepsi hicre ve ECM arasindaki sinyal aktarimlari tarafindan kontrol
edilir. Tum bunlara ek olarak buyume faktorleri ve biyosinyal molekulleri de ECM
icinde saklanabilir ve prematire bozulmalardan korunabilir ya da ECM Uzerinde

hicre reseptorleri icin birer “baglayici bolge” olarak bulunabilir [67,68].
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Cizelge 2.5. ECM'deki temel bilegsenler, bulunduklari yerler ve gorevleri

Bilesen Bulundugu yer Fonksiyon

Kolajen Cesitli dokular Doku mimarisinin anahtar
bilesenlerinden, gekme-gerilme
dayanimi saglar, hicre-matriks ve
matriks-matriks etkilesimlerini saglar.

Elastin Yuksek elastik dokular | Doku mimarisinin anahtar
(akciger, kan damari, | bilesenlerinden, elastisite saglar
deri)

Proteoglikanlar | Cesitli dokular Hucre-matriks ve matriks-matriks

etkilegsimlerini saglar, hucre
¢ogalmasi ve gocunde rol alir.

Hyaluronan Cesitli dokular Hucre-matriks ve matriks-matriks
etkilesimlerini saglar, hucre
¢ogalmasi ve gogunde rol alir.

Laminin Bazal membranlar Membran temel bileseni, hicre
gocunde rol alir.

Fibronektin Cesitli dokular Hucre-matriks ve matriks-matriks
etkilesimlerini saglar, hiucre
¢ogalmasi ve gogunde rol alir.

Fibrinojen Kan, yara iyilesme Hucre ¢ogalma ve gogunde rol alir,
bolgeleri hemostazda goérev yapar.
Cesitli adezyon | Cesitli dokular Matirkste hucre yapigsmasini ve
molekulleri membranlar arasi haberlesmeyi
yonetirler.

2.7.1. ECM Benzeri Yuzey Modifikasyonlari

Ekstraselliler matriks benzeri ylzey modifikasyonlari, malzeme biyouyumunu
arttinci yénde umut vaat eden modifikasyon yontemlerindendir. Temelinde
biyopasif bir malzeme olan titanyum Uzerinde osseoentegrasyonu hizlandirici
yonde yaplilan iyilestirmelerin bir tira de farkli malzemeler ile ekstraselller matriks
benzeri bir organizasyonu yapisal ya da boyutsal bir sekilde taklit etmektir. Yakin
zamanda ortopedik ve dental uygulamalarda kullanmak Uzere biyoaktif
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molekullerin  titanyum ylUzeylere immobilizasyon c¢alismalari  buyuk ilgi
uyandirmigtir ve immobilizasyon yaklasimlari olarak da pasif adsorpsiyon, silikat
ile baglama, kendiliginden duzenlenen tek tabakalar ve ardigik tabaka kaplamalar
denenmigtir [69-71]. Titanyum yuzey Uzerinde metalin kendi yigin yapilarini
degistirmeden yapilan biyobozunur polimerik ince film kaplamalarin
biyouyumlulugu arttirdigi ve efektif bir modifikasyon oldugu pek ¢ok calismada
rapor edilmistir [72,73].

ideal bir kemik implanti ¢evre dokular ile aktif olarak etkilesimde olup olabildigince
fazla kemik hucresi ile etkilesmeli ve osteojenik kok hucrelerin farklilagsmasini
tetiklemelidir. Bu fenomen yeni nesil biyomedikal malzeme arastirmalarinin
temelidir [72]. Bu baglamda metal ylzeyinin ECM'yi taklit edebilecek kaplamalarin
gelistirimesi oncelikli bir yiizey modifikasyon arastirma konusudur. implantasyon
sonras! implant yluzeyinde hdcreler arasi iletisim, biyosinyal transferi ve nutrient
iletimi icin hazir olan bir ag yapisinin mumkun olmasi ile implant ylizeyi mekanik

yigin 6zelliklerini kaybetmeyerek ekstra fonksiyonlar kazanabilir [74].

Bu fonksiyonu metal ylzeyine kazandirabilmek icin ECM analoglari olarak
biyopolimerler kullanilabilir. Elektroforetik biriktirme, elektroegirme, matriks destekl
lazer buharlastirma gibi metalin yigin yapisina zarar vermeyen teknikler
kullanilarak, kitosan, PLGA, heparin, ipek fibroin gibi biyomakromolekiller yizey
fonksiyonalizasyonlarinda kullaniimistir [74-76]. Ravichandran ve arkadaslarinin
yaptiklari g¢alismada elektroegrilmis PLGA ve PLGA/kollajen nanofiberlerle
kaplanmig yuzeylerde, kontrol titanyum yuzeylere gore baslangi¢ hicre tutunma
sayllarinda ve proliferasyon oranlarinda artis gézlenmistir. Her iki nanofiber tipine
de hidroksiapatit ¢oktlrlilmesi sonrasinda ise insan mezenkimal kok hucrelerin
ALP aktivitelerinde kontrol ve hidroksiapatit katkilanmamig fiber ylzeylere goére
anlamli artislar rapor edilmistir ve hicrelerin ECM benzeri nanofiber ag yapisina

entegre olduklari gozlenmistir [74](Sekil 2.13.).
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Sekil 2.13. ECM benzeri nanofiber ag yapilarinda mezenkimal kdk hicre
morfolojileri (A)islem gdérmemis titanyum, (B) Titanyum - PLGA nanofiber, (C)
Titanyum - PLGA-kolajen nanofiber, (D) Titanyum - PLGA-HA nanofiber, (E)

Titanyum - PLGA-kolajen-HA nanofiber yapilari[74].

2.8. Ipek Fibroin ve Sert Doku Uygulamalarinda Kullanimi

ipek ylksek kristaliniteye sahip, elastik, guicli, dayanikli ve gekme-sikistirmada
direngli bir biyopolimerdir. ipegi olusturan bilesenlerden fibroin ylzyillardir tekstil
endustrisinde gerilim dayanimi nedeniyle kullaniimakta olup son yillarda ise
yuksek biyouyumlulugu sayesinde biyomalzeme ve doku muhendisligi
uygulamalarinda tercih edilen bir malzeme olmustur. Dogal ipekte iki bilesen olup
bir fiber yapisinda fibroin zinciri ve bunu kaplayan serisin tabakasi bulunmaktadir.
Serisin, fibroinin aksine immun cevabi uyaran, yapiskan sakiz benzeri bir
proteindir ve seyreltik tuz ¢oézeltisinde i1sitma ile kolaylikla fibroinden ayristirililarak

su fazina alinabilir.

ipek fibroin sirasiyla 350 kDa ve 25 kDa agirliklarinda, birbirine disllfit bagi ile
baglanmis agir ve hafif zincirlerden olusan bir protein yapisindadir. Fibroinin
dayaniklihgi, yavas degradasyon orani, iyi su buhari ve gaz gegirgenligi, minimum
enflamasyon uyarmasi ve pek c¢ok sekil ve geometride malzemeler
olusturulabilmesi biyomalzeme c¢alismalarinda onu tercih edilen bir malzeme

yapmaktadir. Termal olarak da vicut iginde oldukga stabildir ve bu stabilitesini
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250°C’ye kadar korur. Elektroegirme, membran dokme ya da film seklinde
hazirlanan formlari vaskuler, kemik ve ligament doku muahendisliginde sayisiz
uygulamalara sahiptir. ipek fibroin ve hidroksiapatit kompozit yapisinin ti¢ boyutlu
yapilar ve kaplamalar seklinde sert doku muhendisligi alaninda pek ¢ok ¢alismada

uyumu ve kullanilabilirligi kanitlanmistir.

Cai ve arkadaglarinin yaptiklari bir calismada ylUzeylerinde ipek fibroin/kitosan
ardisik tabakali ince film kaplamalar olan titanyum ylzeylerdeki osteoblast
tutunmasi, cogalmasi ve alkalen fosfataz aktivitelerinin kaplama olmayan
titanyuma gobre daha fazla oldugu bildirilmigtir [72]. Elektroedirme yontemi
kullanilarak kemik morfojenetik protein — 2 (BMP-2) ya da nano hidroksiapatit
katkilanmis ipek fibroin nanofiberlerin in vitro kemik olusumu ve koék hicre

farkhlasmasini hizlandirdi§i da bilinen bir etkidir [77].
2.9. implant Enfeksiyonlari

Titanyum temelli implantlarin kullaniimasinda kimi zaman karsilasilan bakteriyel
enfeksiyon (osteomyelit), lokal enflamasyon, kemik harabiyeti gibi cesitli
komplikasyonlar ortaya cikabilir [78,79]. implantasyon basarisizligina yol acan bu
tip komplikasyonlar arasinda periimplantit enfeksiyonlari en sik karsilasilan
durumlardan bir tanesidir [80,81]. implant operasyonu sonrasinda genel
enfeksiyon gorilme orani %0,5 - %5 arasinda degisirken, revizyon cerrahisi
sonrasinda da %14 oraninda yeniden enfeksiyon riski ortaya ¢ikmaktadir [82,83].
Enfeksiyonlar sonrasinda tahmini hastabagi maliyetin 50,000 Amerikan Dolar
oldugu ongorulurken, enfeksiyona bagl 6lum orani da yaklasik % 2.5 olarak rapor
edilmistir [84-86].

Protez enfeksiyonlari titpik olarak biyofilm olusturmus mikroorganizmalar
tarafindan ortaya cikmaktadir [87,88]. Enfeksiyon yaratan en yaygin patojenler
Gram pozitif Staphylococcus aureus ve Staphylococcus epidermis olarak
bilinmektedir ve bu sorunlarin Ustesinden gelirken uygulanacak yontemlerin
basinda yuksek doz antibiyotik tedavisi gelmektedir [84,89]. Kati sterilizasyon ve
aseptik kosullara ragmen cerrahi mudahele esnasinda veya daha sonrasinda
(hematojen yol) implant ylizeyinde bakteriler kolonize olabilirler [90,91] ve biyofilm
olusturan  bakterilerin  bagisiklik  sistemi  hucreleri ve  antibiyotiklerin

penetrasyonuna 10 ila 1000 kat daha direngli oldugu bilinmektedir [92,93].
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2.9.1. Antibakteriyel Madde Yiiklii Titanyum implantlar

Geleneksel yontemler ile ilag tedavisi uygulandigi zaman yasanacak sistemik
zararlardan kaginmak igin ve de oral ya da intravendz vyollar ile alinan ilag
miktarinin lokal enfeksiyon bolgesinde istenilen dozda etkinlik gosteremediginden
dolay!r implant merkezli bir ilag salim stratejilerine yogunlasiimigtir. Konu ile ilgili
olarak en sik kullanilan yontemlerden biri malzeme Uzerini ilag salan bir polimer
kullanarak kaplamaktir. Bu yaklasima o6rnek olarak restenoza karsi ilag salan
kardiyovaskuler stentler gosterilebilir. Enflamasyon bdlgesinde goérilen yavas ve
kontrolli salim yukarida yasanabilecek dezavantajlari ortadan kaldirabilir ve
haftalar sirecek salim profillerine ulagilabilir; ancak polimer degradasyonu ve
hatta ylzeyden yirtilmasi ile bu kez enflamatuar cevap, fagosit aktivasyonu gibi
durumlar ortaya ¢ikarabilir. Ote yandan ortopedik implantlarda yiizeyin polimer bir

tabaka ile kaplanmasi uygulama agisindan sikintilara yol agabilir.

Polimer kullaniimadan elde edilebilen ilag yuklu titanyum yuzeylere olan ilgi
dzellikle son 5 senedeki calismalarda artmistir. ilaglarin anodizasyon sonrasinda
elde edilen nanotibiler bosluklara yuklenmesi ile birka¢ saat ile birka¢ hafta
arasinda degisen surelerde elde edilen salim profilleri elde edilmigtir [94-97]. Salim
sureleri olarak yasanan bu gesitlilige etki eden parametreler arasinda yuklenen
biyomolekulin hidrodinamik g¢api, nanotup uzunlugu, nanotup capi ve yukleme
prosedurlerinin farkhliklari bulunmaktadir. Popat ve arkadaslarinin yaptiklar
calismada basit bir pipetleme ile gentamisin antibiyotigi ile doldurulmus
nanotubdller tabaka Uzerinde S. epidermis bakteri tarinin kolonilesmesinde
kontrol grubuna nazaran %40 oraninda bir azalma elde edilmistir [94]. YUkleme
prosedurlerinde nanotubuler yuzeylerin polimerik veya seramik tabakalar ile
kaplanmasi sonucu ilag salim sureleri birka¢ hafta mertebesine ulasabilmektedir
[95-98]. YUzeye ek bir kaplama yapilmadan gerceklestirilen yUkleme iglemleri
sonucunda ise metal ylzeyinden salimin tamamlanmasinin birka¢ gun iginde son
buldugu rapor edilmistir [97,98]. Salim suresinin uzatiimasi i¢in yapilacak polimerik
veya seramik kaplamalarin biyouyumluluklari ve in vitro stabiliteleri yapilan
¢calismalarda tatmin edici sonuglar verse de mikrometre kalinliklarina sahip bu
tabakalarin implantasyon esnasinda ya da dinamik ortamda malzeme yuzeyinden

delaminasyonu ve/veya parcalanmasi olasiligi da bulunmaktadir.
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2.9.2. Boy-En Orani Yuksek Nanotiipler

Herhangi bir bariyer tabaka kullaniimadan gergeklestirilen ilag yukleme
calismalarinda salim silresine etki eden en Onemli parametrenin nanotlbuler
yapinin uzunlugu, yiklenebilecek ila¢ miktarina etki eden en énemli parametrenin
ise nanotlp c¢ap! (uzunluk sabit tutuldugunda) oldugu Peng ve arkadaslari
tarafindan yapilan 6ncul galismada ortaya konmustur [94].

Bariyer kaplamasiz calismalarda nanotlp boy-en oraninin etkisinin 6neminin
ortaya konmasi ile bu 6zelligin kontrol edilebilir bir hale gelmesi ilag salim
calismalari i¢in oncelikli bir hale gelmistir. Anodizasyon isleminde yuksek en-boy
oranina ulagsmak ya da baska bir deyigsle nanotlip boyutunun uzatilmasi gézenegin
dip kisminda lokalize bir asidifikasyon yaratip, gézenek duvar ve cevresinde ise
pH degderini daha yuksek tutarak F- iyonlari yardimiyla TiO2 ¢dzlinmesinin kontrolll
bir sekilde surdurtlmesi ile mumkundur [99]. HF kullanilan elektrolitlerde gézenek
olusumunun saglanabildigi; ancak bu tabakanin ¢6zinme hizinin kontrol
edilememesiyle beraber kalinhginin sadece 100-200 nm civarinda kaldigi onceki
calismalarda gosterilmistir [49,51]. Polar organik elektrolitlerin ve tampon ¢ozelti
sistemlerinin kullanimi ile gbzenek diplerinde dusik, gézenek agizlarinda ise daha
yuksek pH degerlerine ulasiimasi ile uzunluklari mikrometre boyutlarinda
nanotuplerin eldesi saglanabilir [99,100] (Sekil 2.14.).
h:“;b’:0\ ;.\V"‘:.-z‘. T ,*‘ -

»

Sekil 2.14. YUksek boy-en oranina sahip nanotup yapilar [99].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Tez galigmalarinda kullanilan 0,127 mm kalinhda sahip titanyum metal folyolar (%
99,7 saflikta) Alfa Aesar ve Strem Chemicals, ABD firmalarindan temin edilmigtir.
Elektrolit ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda kullanilan hidrojen flortr (HF), nitrik asit
(HNOs3), Etilen Glikol ve amonyum florur (NH4F), Merck, Almanya’dan satin alinmis
ve ileri bir saflagtirmaya tabi tutulmamistir. Model antibiyotik olarak yapilara
yuklenen vankomisin.HCI AppliChem Lifescience, Almanya’dan, ipek fibroin
eldesinde kullanilan ipek kozalari Stef Francis, Devonshire, Birlesik Krallik’tan,
diyaliz kasetleri Thermo Scientific, Birlesik Krallik’'tan, lityum bromdr, PBS tabletler

Sigma-Aldrich, ABD’den satin alinmistir.
3.1. Genel Deneysel Calismalar ve Karakterizasyonlar
3.1.1. Titanyum Orneklerin Hazirlanmasi

Titanyum plakalar 1x2 cm boyutlarinda kesilerek 6ncelikle organik safsizliklardan
temizlemek igin sivi deterjan iceren suda 5 dakika, daha sonrasinda da %70 lik
etil alkol ¢ozeltisi icinde sonikasyon ile 10 dakika boyunca temizlenmistir. Titanyum
folyolarin Ustinde bulunan koruyucu ve inaktif amorf oksit tabakasinin ortadan
kaldiriimasi igin metaller geker ocak altinda asindirma solisyonu (2% (v/v) HF ;
3% (v/v) HNOs3) icinde 5 dakika bekletilmistir. Elde edilen metaller deiyonize su ile

yikanarak ettiivde 70°C’de kurumaya birakiimiglardir.
3.1.2. Anodizasyon Duzenegi ve Anodizasyon Prosesi

Anotlama duzenegi; 0-100 V potansiyel fark araliginda ¢alisabilen bir dogru akim
gl¢ kaynagi, kaynagin pozitif ucuna bagh titanyum (anot), negatif ucuna bagli
platin (katot), elektrolit ¢dzeltisi, manyetik karistirici ve baglanti elemanlarindan
olusmaktadir. Dlizenekte anot ve katot plakalar arasi 4 cm olarak sabit tutulmustur.
Tez galismalarinda 0,2 M hidrojen florir ¢ozeltisi (elektrolit 1) ve 0,1M NHa4F iceren
etilen glikol (elektrolit 2) olmak tGzere 2 farkh elektrolit kullamimigtir. Elektrolit 1 ve
elektrolit 2 ile yapilan denemelerde voltaj ve sure degisimleri disinda butin
parametreler sabit tutulmustur ve kullanilan parametreler her alt baslikta
belirtiimistir. Anodizasyon islemleri 10 — 35 V araliginda dnceden belirlenmis sabit
potansiyel farklarinda gerceklesmis olup anodizasyon stresi de 20 — 80 dakika
araliginda degisimler gostermistir. Proses sonrasinda titanyum metalleri deiyonize
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su ile yikanarak daha sonraki agsamalarda kullaniimadan once ettivde 70°C’de 30

dakika boyunca kurumaya birakiimistir.

@ —> DC kaynagi
X

——> Teflon Beher

Titanyum anot < . —> Platin ag katot

iy
TR RN

——+— Elektrolit

> Kanistirici

Sekil 3.1. Deneylerde kullanilan anodizasyon dizenegi

3.1.3. Morfolojik Karakterizasyonlar

Tez calismalarinda titanyum metallerin tim morfolojik karakterizasyonlari taramali
elektron mikroskopisi (SEM) teknigi ile gergeklestiriimistir (Quanta 200 FEG, FEI
Instruments, ABD). Analiz edilecek orneklerden sadece titanyum ve anotlanmig
titanyum oOrnekleri s6z konusu oldugunda yapilarin iletken olmasindan dolayi
goruntuleme oncesi herhangi bir kaplamaya ihtiya¢g duyulmaz iken, uzeri kalsiyum
fosfat kaplh, ipek fibroin nanofiber kaph ve hicre kultiri yapilmis o6rneklerin
goérintileme 6ncesinde 5 nm kalinhiginda altin ya da krom ince film kaplamasi

yapimigtir.
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3.1.4. Kimyasal Karakterizasyonlar

Yuzeylerin kimyasal karakterizasyonlari Azaltiimig Toplam Reflektans — Fourier
Transform Infrared (ATR-FTIR) Spektroskopisi (NicoletiS5, Thermo Scientific, ABD)
ve Enerji Ayristirici X-Isinlari (EDX) Spektroskopisi (Quanta 200 FEG, FEI

Instruments, ABD) ile gergeklestirilmistir.
3.1.5. Islanabilirlik Testleri

Su ile 1slanabilirligi test edilecek titanyum metallerinin analizleri bir gényemetre
cihazi (DSA100 Contact Angle Analyzer, Kriss, Almanya) ile gergeklestirilmistir.
Her 6rnek grubu igin 8 adet rastgele nokta segilmis ve 10 pl suyun ylzey ile
etkilestikten hemen sonrasinda temas agcilari “duragan damla 6lgim” metodu ile

hesaplanmigtir.
3.1.6. Hucre Kiiltiiri Galigsmalarinda Kullanilan Hiicreler

Tez calismalarinda elde edilen tim Ornek ve ylzey tiplerinin in vitro biyolojik
uyumlari ve osteoblast hlcrelerinin fonksiyonlarina etkisini incelemek amaciyla
yapilan calismalarda Saos-2 osteoblast benzeri osteosarkoma hiicre hatti hiicre
hatti kullanilmigtir. Saos-2 Turkiye Cumhuriyeti, Gida, Tarim ve Hayvancilik
Bakanhgi, Sap Enstitusi Muadurligd’nden temin edilmistir. Saos-2 hucreleri
malzemeler ile etkilestiriimeden 6nce %10 Fetal Sigir Serumu (FBS) ile
desteklenmis Dulbecco’s Modified Eagle Medium besiyerinde c¢ogaltimis ve
ortama %1 oraninda L-Glutamin ile birka¢ damla penisilin/streptomisin gozeltileri
eklenmigtir. Proliferasyon, %5 CO: atmosfere sahip ve 37°C’de sabit sicakliga
ayarlanmig inkUibatorde gergeklesmis olup, hucre kultur ortamlari gunluk bakteriyel
ve mantar kontaminasyonu ile pH incelemesine tabi tutulmustur ve besi yerleri iki
gunde bir yenilenmistir. Hlcreler kultlr kaplarini tam olarak doldurduklari zaman
tripsin enzimi ile kdltir kabi tabanindan kaldirilmig, besi ortami ile seyreltilen

hlcreler 1’e 4 oraninda pasajlanarak gogaltilmistir.
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3.2. Kalsiyum Fosfat Cokturulmus Yiizeylerin Hazirlanmasi,
Karakterizasyonu ve in vitro Biyolojik Testleri

3.2.1.Kaplama Oncesi Anodizasyon islemi

Uretici firmadan temin edilen titanyum folyolar Kisim 3.1.1.’de anlatildi§i sekilde
temizlenmis ve ylzeyi apatitik kalsiyum fosfat ile kaplanacak &rneklerin
anodizasyon c¢ozeltisi elektrolit 1 (0,2 M HF) olarak belirlenmistir. Anodizasyon
islemi de 20 V potansiyel gerilimde ve 20 dakikalik bir sirede uygulanmistir.
Anodizasyon islemi sonrasinda titanyum &rnekler (AnTi) deiyonize su ile

yikanarak ettiivde 70°C’de 30 dakika boyunca kurumaya birakiimistir.

3.2.2. Apatitik Kalsiyum Fosfatin Anodize Titanyum Ylizeylere Cokturiulmesi

Etdvde kurutulan 6rnekler 500°C firinda 2 saat boyunca tum oksit yapisinin rutil
fazdan anataz fazina gegmesi icin sinterlenmistir. Bu 1sil igslem yardimi ile apatit
kristalleri ile anataz faz arasinda daha iyi bir 6rgi uyumu oldugu bilinmektedir
[101]. Oda sicakhginda soguma islemi sonrasinda metaller 1x1 cm boyutlarinda
kesilmis ve 10 X simule vicut sivisinda (SBF) farkli zaman araliklarinda (1,2,3,5
ve 8 saat) bekletiimis ve sirasiyla AnTiSBF1h, AnTiSBF2h, AnTiSBF3h,
AnTiSBF5h ve AnTiSBF8h drnek gruplari elde edilmistir. 10x SBF stok ¢ozeltisi;
1000mM NacCl, 5 mM KCI, 25 mM CaClz, 5 mM MgCl2 ve 10 mM NazHPO4s’ten
olusmaktadir [102]. Stok ¢odzeltiye 10 mM NaHCOs eklenmesiyle pH seviyesi 6.5
seviyesine yukselir ve apatitik kalsiyum fosfat ¢okme iglemi baslatiir. Cokme
proseduru oda sicakliginda gergeklesmis olup ek bir 1sitma ya da karistirma
uygulanmamistir. Belirlenen zaman araliklarinda ortamdan alinan ornekler
deiyonize su ile yikanarak vakum etuvunde kurutulmus ve ileri karakterizasyon ve

hdcre kultira calismalari icin saklanmistir.

3.2.3. Kalsiyum Fosfat Coktiriulmis Anodize Titanyum Yuzeylerin Hiicreler
ile Etkilestirmesi

1x1 cm boyutlarindaki titanyum 6rnek gruplari (AnTi, AnTiSBF1h, AnTiSBF2h,
AnTiSBF3h, AnTiSBF5h ve AnTiSBF8h) ile islem gormemis Ti kontrol grubu
hicrelerle etkilestiriimeden once sterilizasyonu saglamak amaciyla 24 kuyucuklu
doku kultur kaplarinda %70’lik etil alkol icinde 30 dakika boyunca bekletilmis ve

sonrasinda laminar akis kabininde ultraviyole radyasyona maruz birakilmistir.
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Steril edilen ornekler, 0.45 pm’lik polikarbonat membrandan suzulmus PBS ve

sonrasinda da hucre besi yeri ile yikanarak hucre ekimine hazir hale getirlimigtir.

Titanyumlara ekilecek hucreler tripsin ile hicre kultur kabi yuzeylerinden
kaldiriimis ve Kisim 3.1.6.’da belirtilen besiyeri ile sispanse edilmigtir. Sispanse
edilen hiicreler sayim laminda sayiimis ve 1x10° hiicre/ml konsantrasyonu
saglamak icin besiyeri ile seyreltilmistir. 24 kuyucuklu doku kultar kaplarina
yerlestirilen titanyum orneklere 50 ul hdcre sUspansiyonu pipetlenmis ve daha
sonra kuyucuklara 1’er ml besiyeri eklenmigtir. Hlcre kultir ortamlari gunlik
bakteriyel ve mantar kontaminasyonu ile pH incelemesine tabi tutulmustur ve besi
yerleri iki giinde bir yenilenmigtir.

3.2.4. Kalsiyum Fosfat Cokturulmius Anodize Titanyum Yuzeylerde Kultur
Edilen Hucre Proliferasyon Testleri ve Morfolojik Incelemeleri

Hucre proliferasyon testleri 3., 5., ve 7. gunlerde MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-diphenyltetrazoluim bromide; Thiazolyl blue) testi ile gerceklestiriimigstir.
Planlanan glnlerde test edilecek drneklerdeki hicre besiyeri atilip yerine 300 pl
taze besiyeri ve 30 pl de MTT reaktifi (1mg MTT/ml PBS) eklenmis ve tekrar
37°C’de 4 saat boyunca inklibasyona birakilmistir. Bu sire esnasinda MTT boyasi
canli hicreler tarafindan metabolize olur ve mitokondrilerinde mor renkli formazan
kristallerini olusturur. 4 saat sonunda besiyerleri atilir ve formazan kristallerini
¢6zmek igin 100 pl 0.04M izopropanol — HCI ¢ozeltisi (0.04 M HCI iceren mutlak
izopropanol) eklenmistir. 30 dakika boyunca karanlik ortamda tutulan formazan
cOzeltileri 96 kuyucuklu kaplara aktarilarak ELISA okuyucuda (Biochrom ASYS,
Birlesik Krallik) 570 nm dalga boyunda analiz edilmistir. Hucre proliferasyonlari

570 nm’de okunan absorbans degerleri ile dogru orantilidir.

Ornek gruplari Ustiinde kiltir edilen hicrelerin morfolojilerinin karsilagtirmali
degerlendiriimesi i¢in 3. gun sonunda o6rnekler PBS ile yikanmig ve sonrasinda %4
paraformaldehit ¢ozeltisi ile +4°C’de 30 dakika etkilestiriimis ve hucrelerin
fiksasyonu saglanmistir.  Hucrelerin  taramali  elektron  mikroskopu ile

gorintilenmesi Kisim 3.1.3.’te anlatildigi bigimde gergeklestirilmistir.
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3.2.5. Kalsiyum Fosfat Gokturilmis Anodize Titanyum Yiizeylerde Kiltur
Edilen Hucrelerin Alkalen Fosfataz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Alkalen fosfataz (ALP) aktiviteleri hiicre proliferasyonlarinin da dlguldigu gunler
olan 3., 5., ve 7. gunlerde analiz edilmistir. Calismada ALP aktivitesinin
degerlendirimesi pH 10.2'de p-nitrofenil fosfatin p-nitrofenole déndsmesi
prensibine dayanir. Analiz edilecek ornekler kultur ortamindan alindiktan sonra
PBS ile yikanmig ve sonrasinda da 250 pl hicre liziz ortami (0.5% v/v Triton X-100,
50 mM Tris (pH 7.6) ve 1 mM MgCl2) eklenen 6rnekler dondurulup, isitilarak
parcalanmistir. Isitma isleminden sonra hucre lizatlari 5000 rom hizda 10 dakika
boyunca santriflj edilmis ve stpernatandan alinan 50 pl 6rnek 37°C’de 50 ul ALP
reaktifi (Sigma, ABD) ile etkilestiriimistir. ALP aktivitesi 10 dakika boyunca her
dakikada bir Olcum alinarak 410 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
dlgulmustir. Ornekler Ustiinde kiiltiire edilen osteoblastlar tarafindan sentezlenen
ALP, precinorm’un (Roche Diagnostics, Almanya) bilinen konsantrasyonlara sahip
absorbanslari ile kargilastirilip hesaplanmistir. Elde edilen degerler toplam hucre
ici protein miktarina normalize edildiginden ALP aktivitesi mU/mg protein/dk olarak

verilmigtir.

3.2.6. Kalsiyum Fosfat Cokturiilmus Yuzeylerde Kultur Edilen Hucrelerin
Toplam Hiicre I¢i Protein Miktarinin Olglilmesi

Kisim 3.2.5.’te anlatildi§i bicimde elde edilen hicre lizatlarinin toplam protein
miktarlari Lowry metoduna gore dl¢culmustir ve elde edilen absorbanslar standart
BSA proteini degerlerine karsilik hesaplanmistir. Olgiimlerde hiicre lizatinin
santrifijlenmesi ile elde edilen slipernatandan alinan 1.2 ml hacmindeki 6érnek 6 ml
Alkalin bakir reaktifine (0.1 M NaOH iginde agirlikca %1 CuSOa4, %2 Sodyum
tartarat ve %2 Na2COsz'un ¢ozulmesiyle hazirlanir) eklenir ve 10 dakikalik bir
bekleme sonunda 0.3 ml Folin-Ciocalteu reaktifi bu karigima eklenir. 30 dakikalik
karanlikta bekleme sonunda Ornekler 750 nm dalga boyunda uV

spektrofotometrede analiz edilmistir.
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3.3. Ipek Fibroin Ve Nano Hidroksiapatit Katkili ipek Nanofiber Kapl
Yiizeylerin Hazirlanmasi, Karakterizasyonu ve in vitro Biyolojik Testleri

3.3.1. Elektroegirme Oncesi Anodizasyon islemi

Uretici firmadan temin edilen titanyum folyolar Kisim 3.1.1.’de anlatildi§i sekilde
temizlenmis ve ylzeyi elektroegirme islemi ile nanofiber fibriller kaplanacak
orneklerin anodizasyon ¢ozeltisi elektrolit 1 (0.2 M HF) olarak belirlenmigtir.
Anodizasyon iglemi de 20 V potansiyel gerilimde ve 20 dakikalik bir surede
uygulanmigtir. Anodizasyon iglemi sonrasinda titanyum ornekler deiyonize su ile

yikanarak ettivde 70°C’de 30 dakika boyunca kurumaya birakiimistir.
3.3.2. ipek Fibroinin ipek Bocegi Kozalarindan Eldesi

ipek bocegi kozalari (Stef Francis Ltd, Devon, Devonshire, Birlesik Krallik) 0.02M
Na2COs sulu ¢ozeltisinde 30 dakika boyunca kaynatilarak sakizimsi serisin
yapisindan arindiriimigtir. Kurutulan ipek fibroin (SF) 9.3 M LiBr tuz ¢ozeltisinde 4
saat boyunca 60°C’'de ¢6zunmus ve agirhk¢a % 20lik bir ¢ozelti elde edilmigtir.
Elde edilen konsantre ¢ozelti, tuzdan arindiriimak Uzere diyaliz kasetlerinde (Slide-
A-Lyzer Dialysis Cassettes, 3.5K MWCO, Pierce, Thermo Scientific, ABD)
deiyonize suya karsilik 3 gun boyunca diyaliz edilmistir ve deiyonize su her gun
yenilenmistir. 3. gln sonunda elde edilen SF ¢ozeltisinin agirlikga konsantrasyonu
% 8 dolayindadir. SF ¢0zeltisi sonrasinda dondurup kurutma iglemine tabi

tutularak rejenere ipek fibroin fibrilleri elde edilmistir (Sekil 3.2.)

Kaynatma Cozme — Deiyonizesuya = [Lour;g:;uap
L |0.02M Na,CO; Kurutma 9.3 M LiBr kargi diyaliz
— | — —_— | | — | e RejenereSF
M sakizdan 60°C 70°C 72 saat
. anndirma . _ | =T— | coomm—
Ipek Fibroin %20 (w/v) ~ %38 (w/v)

(SF) SF ¢ozeltisi sulu SF ¢ozeltisi

Sekil 3.2. Rejenere ipek fibroinin ipek kozalarindan eldesi
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3.3.3. ipek Fibroin Nanofiberlerin Titanyum Metal Yiizeylere Elektroegrilmesi
3.3.3.1. Elektroegirme Diizenegi

Elektroegirme dizenegi, bir yliksek gerilim glic¢ kaynagdi (Glassman Europe,
Tadley, Birlegik Krallik) , egirme ¢oOzeltisini paslanmaz celik igneye ileten siringa
pompasi (Harvard Apparatus, Edenbridge, Birlesik Krallik) ve cesitli baglanti
hortumlari ile titanyum plakalarin bulundugu bir platformdan olusmaktadir.

Duzenegin sematik gosterimi Sekil 3.3.’te verilmistir.

— Egirme ¢ozeltisi «

*Celikiéne

Yiiksek voltaj
kaynag

Sekil 3.3. Elektroegirme dizenegi

3.3.3.2. Elektroegirme Parametreleri ve Optimizasyon

ipek fibroinden elektroegirme yontemiyle elde edilen ylizeyde olusturulan
nanofiberlerin optimizasyon c¢alismalarinda sistem parametresi olarak ¢ozelti
konsantrasyonlari (rejenere ipek fibroin fibrillerinin formik asit igcinde agirlikga %5 -
%25 araliginda ¢oézilmesiyle) denenmis ve bu c¢ozeltilerin viskozitesi, elektriksel
iletkenligi ve yuzey gerilimi Olgllerek konsantrasyon optimizasyonu
gergeklestirilmistir. Viskozite Olgimlerinde DV-III Ultra Rheometer (Brookfield,
ABD), yuzey gerilimi 6lgimlerinde Kriss Tensiometer K9 (Kriiss GmbH, Hamburg,
Almanya) ve elektriksel iletkenlik hesaplamalarinda ise HACH SensION 156 dip —
Probe (Camlab Ltd., Cambridge, Birlesik Krallik) cihazlari kullaniimistir. Sistem
parametrelerinin degerlendiriimesi sonucu elde edilen optimizasyondan sonra

yuzey modifikasyonlarinda agirlikga % 25’lik ipek fibroin ¢ozeltisi kullaniimistir.
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Yuzey modifikasyon isleminin optimizasyonunda ise proses parametresi olarak
uygulanan elektrik alan kuvvetinin giddeti (0.7 kV/cm - 1.0 kV/cm) ve
elektroegirme surelerinin (2 — 10 dk) elektroegrilmis fibroin nanofiber kalinligina ve
yluzey birim alandaki fiber yogunluguna etkisi incelenmistir. Testler oda
sicakhiginda ve igne — titanyum 6rnek arasi 20 cm uzaklikta, dakikada 3 pl ¢ozelti

beslemesiyle gerceklestirilmigtir.

3.3.3.3. Titanyum ve Anodize Titanyum Yuzeylerin Elektroegrilmis Fibroin
Nanofiberler ile Modifikasyonu

Optimizasyon sonrasi agirlikca %25 ipek fibroin konsantrasyonu, 0.9 kV/cm
elektrik alan kuvveti ve 5 dakikalik egirme suresi iglem parametreleri olarak
secilmis ve titanyum ylzeylerin yUzey modifikasyonlari da bu parametreler ile
gerceklestirilmistir. Ipek fibroin nanofiberler ile yiizey modifikasyonu yapilan
anotlanmamig titanyum vyizeyler “TiSF” ; anotlanmis titanyum ylzeyler ise

“‘AnTiSF” olarak kisaltma seklinde kullanilacaktir.

3.3.4. Nano hidroksiapatit pargaciklarinin ipek fibroin nanofiberlere
katkilanmasi

3.3.4.1. Nano hidroksiapatit — ipek fibroin elektroegirme ¢ozeltilerinin
optimizasyonu

Elektroegirme c¢Ozeltisi nano hidroksiapatit (nHA) parcaciklarinin (<200 nm,
Sigma-Aldrich, ABD) agirlikca % 25’lik ipek fibroin ¢dzeltisi igcinde agirlikga %10,
%15 ve %20 oranlarinda ve egirme isleminin hemen éncesinde dagitiimasiyla elde
edilmistir. Kullanilan nHA konsantrasyonun nanofiber capina ve yuzeye hicre
tutunmasina etkisini incelemek Uzere bir dnceki basamakta optimize edilen oranlar
olan 0.9 kV/cm elektrik alan kuvveti ve 5 dakikallk egirme suresi islem
parametreleri olarak secilmistir. Egirme islemi sonucunda elde edilen yuzeyler
%10, %15 ve %20 nHA iceren ipek fibroin nanofiber kapli titanyumlar igin sirasiyla
nHA10 , nHA15 ve nHA20 olarak kisaltiimigtir.

nHA katkili fiberlerin ¢ap Olgimleri elektron mikroskopu goruntileme sirasinda

gerceklestirilmistir.
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3.3.4.2. Titanyum ve Anodize Titanyum Ylizeylerin Elektroegrilmis Nano
Hidroksiapatit Katkili Fibroin Nanofiberler ile Modifikasyonu

Nano hidroksiapatitin ipek fibroin c¢ozeltisine katkilanmasinin optimizasyonu
sonucunda egirme ¢Ozeltisi olarak agirlikca %25 ipek fibroin ve bu ¢ozelti iginde
agirhikca % 20 oraninda nHA kullaniimig, 0.9 kV/cm elektrik alan kuvveti ve 5
dakikalik egirme suresi iglem parametreleri olarak secilmis ve titanyum yuzeylerin
yluzey modifikasyonlari da bu parametreler ile gerceklestiriimistir. nHA katkili ipek
fibroin nanofiberler ile yluzey modifikasyonu yapilan anotlanmamig titanyum
yuzeyler “TiISFnHA” ; anotlanmig titanyum yuzeyler ise “AnTiSFNnHA” olarak

kisaltma seklinde kullanilacaktir.

3.3.5. Yizeyleri ipek fibroin ve nHA katkilanmis ipek fibroin nanofiberler ile
modifiye edilmig titanyum ve anodize titanyum orneklerin in vitro hucre
kiltir testleri

3.3.5.1. Ipek Fibroin Elektroegrilmis ve nHA katkih ipek Fibroin
Elektroegrilmis Yiizeylerin Hiicre Hatti ile Etkilestirilmesi

1x1 cm boyutlarindaki érnekler (Ti kontrol, AnTi, TiSF, AnTiSF, TiSFnHA ve
ANnTiSFnHA) ornekler hicre ile etkilestirimeden 6nce sterilizasyonu saglamak
amaciyla 24 kuyucuklu doku kultir kaplarinda %70’lik etil alkol icinde 30 dakika
boyunca bekletiimis ve sonrasinda laminar akig kabininde ultraviyole radyasyona
maruz birakilmistir. Steril edilen drnekler, 0.45 ym’lik polikarbonat membrandan
suzulmig PBS ve sonrasinda da hlcre besi yeri ile yikanarak hicre ekimine hazir

hale getirlimistir.

Titanyumlara ekilecek hucreler tripsin ile hucre kultir kabi yuzeylerinden
kaldiriimis ve Kisim 3.1.6’da belirtilen besiyeri ile slispanse edilmistir. Stispanse
edilen hicreler sayim laminda sayillmis ve 1x10° hicre/ml konsantrasyonu
saglamak icin besiyeri ile seyreltiimistir. 24 kuyucuklu doku kultir kaplarina
yerlestirilen ornek gruplarina 50 pl hiicre suspansiyonu pipetlenmis ve daha sonra
kuyucuklara 1’er ml besiyeri eklenmigtir. Hlcre kultir ortamlar gunlik bakteriyel
ve mantar kontaminasyonu ile pH incelemesine tabi tutulmustur ve besi yerleri iki

gunde bir yenilenmisgtir.
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3.3.5.2. ipek Fibroin Elektroegrilmis ve nHA Katkih ipek Fibroin
Elektroegrilmis Yiizeylerde Kiltir Edilen Hucrelerin Proliferasyon Testleri ve
Morfolojik Incelemeleri

Ornek gruplan (Ti kontrol, AnTi, TiSF, AnTiSF, TiSFnHA ve AnTiSFnHA)
Ustiinde ¢ogalan hucrelerin proliferasyon testleri 3., 8., ve 13. gunlerde MTT (3-
[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoluim bromide; Thiazolyl blue) testi ile
gergeklestiriimistir. Planlanan glnlerde test edilecek orneklerdeki hicre besiyeri
atilip yerine 300 pl taze besiyeri ve 30 yl de MTT reaktifi (1Tmg MTT/ml PBS)
eklenmis ve tekrar 37°C’de 4 saat boyunca inklbasyona birakilmistir. MTT
formazan kristallerini ¢gdzmek i¢in ortama 100 ul 0.04M izopropanol — HCI ¢dzeltisi
(0.04 M HCI igeren mutlak izopropanol) eklenmis ve karanlik bir ortamda oda
sicakliginda bekletilmigtir. 30 dakika sonunda tamamlanan ¢6zinme sonrasi
formazan c¢ozeltileri 96 kuyucuklu kaplara aktarilarak ELISA okuyucuda (Biochrom
ASYS, Birlesik Krallik) 570 nm dalga boyunda analiz edilmistir.

Ornek gruplan Ustiinde kultiir edilen hicrelerin morfolojilerinin karsilastirmali
degerlendiriimesi i¢in 8. glin sonunda 6rnekler PBS ile yikanmig ve sonrasinda %4
paraformaldehit  ¢ozeltisi ile +4°C’de 30 dakika etkilestiriimis ve hucrelerin
fiksasyonu saglanmigtir. Hucrelerin  taramali  elektron  mikroskopu ile

gorintilenmesi Kisim 3.1.3’te anlatildigi bigimde gergeklestirilmistir.

3.3.5.3. ipek Fibroin Elektroegrilmis ve nHA Katkii ipek Fibroin
Elektroegrilmis Yiizeylerde Kiltiir Edilen Hicrelerin Alkalen Fosfataz
Aktivitesinin Degerlendirilmesi

ALP aktiviteleri test edilecek ornekler hicre kiltirinin 8. Glnlnde SensolLyte
pNPP Alkaline Phosphatase Assay Kit (AnaSpec, ABD) metoduyla analiz edilmistir.
Prosedir gereg@i analiz edilecek ornekler Kisim 3.2.5.'te anlatildigi sekilde lisiz
cOzeltisi ile etkilestiriimis ve hucrelerin pargalanmasi saglanmigtir. Santrifdj edilen
hdcre lizatindan alinan 50 pl stpernatan 6rnedi 37°C’de 50 ul pNPP reaktifi ile 96
kuyucuklu kaplarda etkilegtirilmistir. Etkilegtirilen ornekler 10 dakika boyunca
dakikada bir ELISA okutucu kullanilarak 405 nm dalga boyutunda analiz edilmigtir.
Standart alkaline fosfataz enzimi ile yapilan kalibrasyon egrisinden elde edilen
dogru denklemi yardimiyla, o&rneklerdeki aktif ALP igerigi ng/ml olarak
hesaplanmigtir.
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3.3.5.4. lIpek Fibroin Elektroegrilmis ve nHA Katkii Ipek Fibroin
Elektroegrilmis Yuzeylerde Kultur Edilen Hucrelerin Toplam Hiicre Igi Protein
Miktarinin Olglilmesi

Kisim 3.2.5.te anlatildigi bigimde elde edilen hucre lizatlarinin toplam protein
miktarlari Lowry metoduna gore dlgulmustir ve elde edilen absorbanslar standart
BSA proteini degerlerine karsilik hesaplanmistir. Olgimlerde hiicre lizatinin
santrifijlenmesi ile elde edilen sipernatandan alinan 1.2 ml hacmindeki 6érnek 6 ml
Alkalin bakir reaktifine (0.1 M NaOH icinde agirlikga %1 CuSOa4, %2 Sodyum
tartarat ve %2 Na2COz’un ¢ozulmesiyle hazirlanir) eklenir ve 10 dakikalik bir
bekleme sonunda 0.3 ml Folin-Ciocalteu reaktifi bu karisima eklenir. 30 dakikalik
bekleme sonunda ornekler 750 nm dalga boyunda uV spektrofotometrede analiz
edilmigtir.

3.4 Boy-En Orani Yiksek Titanya Nanotiiplerin Hazirlanmasi,
Karakterizasyonu ve Antibiyotik Yiukleme-Salim Caligsmalan

3.4.1. Boy-En Orani Yiksek Titanya Nanotiip Ylizeylerin Hazirlanmasi

Uretici firmadan temin edilen titanyum folyolar Kisim 3.1.1.’de anlatildi§i sekilde
temizlenmis ve anodizasyon islemine hazir hale getirilmigtir. Boy-en orani yluksek
titanya nanotuplerin hazirlanmasi icin  0,1M NHa4F iceren etilen glikol (elektrolit 2)
¢Ozeltisi kullanilmigtir. Farklh ¢gap ve uzunluklara sahip nanotubuler yapilarin eldesi
icin 20 dakikalik anodizasyon stresi sabit tutularak 15 V, 25 V ve 35 V potansiyel
gerilim ve 25 V potansiyel gerilim sabit tutularak 20 dk, 40 dk ve 80 dk strelerde
anodizasyon iglemi uygulanmistir. Anodizasyon iglemi sonrasinda titanyum
ornekler deiyonize su ile yikanarak etivde 70°C’de 30 dakika boyunca kurumaya

birakilimigtir.
3.4.2. llag Yiikleme-Salim islemleri

6mm x 6mm boyutlarinda kesilen o6rnekler 50 mg/ml, konsantrasyondaki
vankomisin ¢ozeltisi icinde 30 dakika bekletiimistir. YlUzeye adsorbe olmus
antibiyotikten kurtulmak igin fosfat tamponuna daldinlip emici kagit ile kurulanan
ornekler 37°C’de 1 gece kurutulmustur. Kapali tiplerde 500 ul PBS (pH= 7.2) icine
yerlestiriimis ve ilag salimi Nanodrop cihazi (Thermo Scientific, ABD) ile 280 nm

dalga boyunda élgiimler alinarak izlenmistir. ilag yiikleme miktari ve salim profiline
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etki eden parametreler olarak nanotlp c¢ap genisligi (anodizasyon voltaji) ve

nanotlip uzunlugu (anodizasyon suresi) segilmistir.

ilag salimi igslemlerinde nanotiip ¢ap ve boyutuna ek olarak vakumun da etkisi
incelenmigtir.  Vakum uygulanan metal o6rnek ylzeylerindeki nanotlbduler
bosluklarda bulunan havanin da ortamdan uzaklastiriimasi saglanmistir. Vakumda
20 dakika boyunca tutulan titanyum oOrnekler $Sekil 3.4.’te tasarlanan deney
duzeneginde ila¢ ¢ozeltisi ile etkilestiriimigtir ve yine fosfat tamponu ile yilkama-
kurutma islemlerinin ardindan vyukarida anlatildigi sekilde salm profilleri
incelenmigtir. Tasarlanan deney dizeneginde plastik tlplerin igcinde tutulan 6x6
mm titanyum plakalar bir pompaya baglanarak 30 dakika boyunca vakuma tabi
tutulmustur. Vakum ortaminda tutulan anodize tuplere ila¢g solUsyonunun

yuklenmesi bir siringa yardimiyla plastik tupun delinmesi ve vakum ortamina ilag

solUsyonunun enjeksiyonu sonucu gerceklesmistir.

Sekil 3.4. Titanyum 6rneklere vakum ortaminda ilag¢ yukleme dizenegi. Plastik
tiplerde 30 dakika vakumda bekletilen drnekler (A) daha sonrasinda tlp duvarinin
delinmesi suretiyle ortama enjekte edilen ilag ¢ozeltisi ile etkilestirilmistir (B).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Tez c¢aligmalann kapsaminda titanyum metal yuzey Uzerinde uygulanan
anodizasyon, kalsiyum fosfat ¢oktlrilmesi ve elektroegirme iglemleri ile farkh
yuzeyler elde edilmis, bu yuzeylerin morfolojik ve kimyasal karakterizasyonlari
yapilmis ve in vitro biyolojik performanslari herhangi bir ylizey modifikasyonuna
ugramamis titanyum yuzeyler ile karsilastiriimistir. Calismalar lineer bir planda
gerceklesmediginden ve her modifikasyon teknigi her ©6rnek grubuna

uygulanmadigi i¢in bulgular ve tartisma kismi 3 farkl alt bashda bolinmastr.

4.1. Anodizasyon ve Kalsiyum Fosfat Coktiirtilmesi ile Hazirlanan Yuzeyler

4.1.1. Elektrolit 1 ile Anodizasyon iglemi Yapilan Yiizeylerin Morfolojik
Karakterizasyonu

Anodizasyon isleminden sonra titanyum yuzeyler, anodizasyon oncesine gore ise
tamamen degismistir. Ticari olarak elde edilen titanyumda rasgele genis tepeler ve
cukurlardan olusan bir purtzlGlik gorulurken anodize titanyumda 50 nm’lik gap ve
10 nm duvar kalinhdindan olusan nanotubuler yapilarin meydana getirdigi bir

ylzey goézlemlenmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. Anotlanmamig (A) ve 0.2 M HF elektroliti kullanilarak 20 V potansiyel
gerilimde anotlanmis titanyum (B) yUzeylerin morfolojileri. Beyaz cubuk 500 nmyi
gOstermektedir.

Elektrolit 1 (0.2 M HF) ile anodizasyon iglemi yapilan titanyum 6rneklerin morfolojik
karakterizasyonlari taramali elektron mikroskop cihazindan elde edilen goruntuler
ile yapiimistir. Elde edilen goruntulerde uygulanan potansiyel gerilim degerleri 15

o

V’dan 35 V’a dogru arttiginda yuzey morfolojisinin degistigi gézlemlenmistir. Buna
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gore 15 V potansiyel gerilim uygulanan orneklerde gap genislikleri 40 — 70 nm
arasinda degisen (ortalama 5117 nm) nanotubuler bir yapilanma gorulirken, voltaj
degeri 20 V’a cikarildiginda ise ¢ap genigligi %11 artmis ve ortalama 57+8 nm
olarak hesaplanmigtir. Uygulanan voltaj arttinldiginda ise yuzeydeki duzenli
yapinin bozulma gosterdigi, oncelikle gdozenek c¢aplarinin artmaya basladigi ve
sonrasinda da diuzenli yapinin tamamen kayboldugu, tuplerin birbiri ile birlestigi,

purizli bir morfoloji gézlemlenmisgtir.

Anodizasyon esnasinda nano gozenek yapilarin olusmasi titanyum iyonlarinin
titanyum oksit — elektrolit araylzine dodru gocl sirasinda geride biraktigi
bosluklar sonucu olusmaktadir. Yukselen anodizasyon voltaji ile titanyum
iyonlarinin mobilizasyonunun hizlanmasi sonucu gozenekler arasi boslugun da
arttigr  ve  oksit yapilarindaki nanogbzeneklerin  g¢aplarinin  bayudugu
g6zlemlenmistir[49]. Anodizasyon voltajinin elektrolit konsantrasyonu sabit
tutularak arttinimasiyla flordr iyonlarinin titanyum ¢éztiinmesi ile olusan bosluklarin
icine dogru penetrasyonu hizlanir[103]. Deneylerde de nanotubuler yapilar
birbirinden ayiran duvarlarda ¢6zunmenin hizlandigi ve duvarlarin inceldigi
gorulmustur. Bu yUksek voltajlarda duzenli tekli tup duvarlarinin bozunarak
birbirine baglanmasi ile olusan purtzlt yapilarin sebebidir. 25 V ve yukari
anodizasyon potansiyellerinde alan destekli ¢dzinme hizi oksit birikme hizindan
fazla oldugu icin elde edilen morfoloji dizensiz bir yapilanmada gdézlemlenmigtir.
Anodizasyon voltajinin titanyum dioksit ylzeylere sekilsel etkisi Sekil 4.2.'de

verilmistir.
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Sekil 4.2. Elektrolit 1 ile gergeklestirilen anodizasyon isleminde farkli potansiyel
gerilimleri uygulanmig titanyum yuzeylerin morfolojileri. Beyaz ¢ubuk 500 nmyi
gOstermektedir.
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4.1.2. Kalsiyum Fosfat Cokturiilmus Yuzeylerin Morfolojik Karakterizasyonu

Tez calismalarinda elektrolit 1 kullanilarak 20 V luk potansiyel gerilimde 20 dakika
boyunca anodizasyon islemine tabi tutulan oOrnekler, 10X SBF c¢ozeltisinde
bekletilerek ylzeylerinde apatitik kalsiyum fosfat biriktirilmistir. Farkli zamanlarda
apatitik kalsiyum fosfat biriktirilmis yuzeyler SEM ile morfolojik olarak karakterize
edilmigtir. 10X SBF'de 1, 2, 3, 5 ve 8 saat boyunca bekletilen yluzeylerdeki
kalsiyum fosfat birikmesinin artan bekleme zamani ile arttigi gézlemlenmistir (Sekil
4.3.). Kalsiyum fosfatin 1 saat sonunda ylzeyde c¢ok az miktarda birikmeye
bagsladidi, ikinci saatin sonunda ise kalsiyum fosfatin 1-2 ym ¢apinda gigcek yapragi
seklinde bir kimelenme ile ylzeyde yer aldigi, bu kompozisyonun 3. saatte
yuzeyde artan bir yogunlukta devam ettigi gozlemlenmektedir. 3. saat sonunda
ylzey tamamen titanya nanotip ve kalsiyum fosfat kiimelenmelerinden olusan
hibrit bir morfoloji géstermektedir. 10X SBF ¢o6zeltisinde bekleme slresi daha da
arttiginda gozlemlenen degdisim 5. ve 8. saatlerde ¢ok agiktir. Ylizey tamamen
kalsiyum fosfattan olugmaktadir ve titanya nanotip yuzeyi kalsiyum fosfat

bileseninin altinda yer almaktadir.
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Sekil 4.3. Kalsiyum fosfat ¢okturulen yizeylerin SEM gorantileri. (A) 1 saat ;
(B) 2 saat ; (C) 3 saat ; (D) 5 saat (E) 8 saat
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4.1.3. Titanyum Yuizeylerin EDX Spektrum Analizi

Anodize titanyum (AnTi) ve sonrasinda SBF ¢ozeltisinde bekletiimis anodize
titanyumlarin (AnTiSBF) EDX spektrumlari asagidaki sekilde yuzeylerin temsili
resimleri ile birlikte gosterilmistir. Anotlanmis titanyum érnekte mevcut olmayan Ca
ve P elementlerine ait pikler SBF icinde bekletiimis orneklerin spektrumlarinda

sirasiyla 3,7-4 ve 2 keV dolaylarinda gorulmektedir.

Spectrum 1
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Sekil 4.4. AnTi ve AnTiSBF ylzeylerin EDX spektrumlari
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4.1.4. Titanyum Yiizeylerin Kizil Otesi Spektrum Analizi

Ti, AnTi, AnTiSBF(3h) ve AnTi SBF(5h) 6rnek gruplarinin FTIR spektrumlari Sekil
4.5.’te gosterilmektedir. Ti, AnTi, AnTiSBF(3h) érneklerinde gézlemlenen 670 cm!
deki Ti-O-Ti bag gerilim frekansindaki pik (1) SBF iginde bekletme slresi 3 saate
ciktiginda azalmis ve 5 saat SBF icinde bekletilmis érnekte ise kaybolmustur. Ti-
O-Ti bag gerilim pikinin kaybolmus olmasi yuzeyde birka¢ mikrometre kalinhdinda
bir kaplama oldugunu gostermektedir ki kizilétesi i1sinlar kaplama altindaki
titanyum ile etkilesememislerdir. PO4* iyonuna 6zgi olan 1020 cmdeki P-O
geriime (2) ve 560, 600 cm™* P-O egilme frekanslarina ait pikler (3) titanyum ve
anodize titanyum vyuzeylerde gorilmezken SBF bekleme suresi 3 saat olan
ornekte belirgindir. Ayrica 3300 cm-1deki genis (4) ve 1650 cm-1'deki kuguk (5)
pikler de sirasi ile absorblanmis ve yapisal su piklerini (apatit formulasyonundaki
hidroksil grubu) isaret etmektedir. SBF’de 5 saat bekletilen érnek ylzeyinde de P-
O pikleri daha da belirginlesirken, titanyum dioksit piki goérilmemektedir.
AnTiSBF(3h) o6rneginde ise yuzey titanyum dioksit ve apatitik kalsiyum fosfatin

olusturdugu melez bir karaktere sahiptir.
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Sekil 4.5. Ti, AnTi, AnTiSBF(3h) ve AnTiSBF(5h) ylzeylerin FTIR spektrumlari
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4.1.5. Titanyum Yiizeylerin Islanabilirlik Olgiimleri

Titanyum metali herhangi bir iglem gormeden Once 78,1+3,9°lik bir su temas
agisina sahiptir (Sekil 4.6.). Anodizasyon prosedurinden sonra su temas agisinin
oldukga dustigu (42.1£3.4°) ve yuzeyin hidrofilik bir karakter kazandigi
gorilmektedir. 10X SBF ¢ozeltisi icinde 1 saatlik kalsiyum fosfat ¢oktlirme iglemi
tamamlandiginda ylzey morfolojisinde meydana gelen degisiklikle beraber yuzey
hidrofilik olarak kalsa da temas acisi %12 artarak 47,5+7,3° degerine ulagsmistir.
Bu drnekte (AnTiSBF(1h)), kalsiyum fosfat yapisi nanotibduler yapi Ustlinde yeni
olusmaya baglamis ve tam bir birikme meydana gelmemistir. 10X SBF ¢dzeltisinde
bekleme suresi uzadikga yapidaki kalsiyum fosfat birikiminin artisiyla beraber
Islanabilirlik de artmistir. 10X SBF ¢ozeltisinde 2 ve 3 saat bekletiimis drneklerde
(AnTiSBF(2h) ve AnTiSBF(3h)) temas acilari sirasiyla 41,9+7,3° ve 32,2+6,5°
olarak ol¢ulmustir. Kalsiyum fosfatin asiri kaplandigi érnekler olan 5 saat ve 8
saatlik bekletime suresine sahip anodize titanyumlarda (AnTiSBF(2h) ve
AnTiSBF(3h)) ise temas acilari 10°°den kiuguk olarak dl¢cuimusg ve yuzey tamamen
Islanabilir niteliktedir (Sekil 4.7.).

Ti 78,1 £3,9°

Sekil 4.6. islem gérmemis titanyum yiizeyin su temas agis|
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AnTi 42,1 £ 3,4° AnTiSBF(1h) 47,5 +7,3°

AnTiSBF(2h) 41,9 + 7,8° AnTiSBF(3h) 32,2 + 6,5°

AnTiSBF(5h) <10° AnTiSBF(8h) <10°

Sekil 4.7. Anotlanmis (a) ve anotlanip farkli saatlerde (b, 1 saat ; c, 2 saat ; d, 3
saat ; e, 5 saat ; f, 8 saat) SBF icinde apatitik kalsiyum fosfat ¢okturilmas
yuzeylerin su temas agcilari ve kuguk resimlerde SEM goruntuleri.
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4.1.6. Titanyum yuzeylerin in vitro hucre kiltir ¢caligsmalari

Farkli sUrelerde 10X SBF c¢ozeltisi iginde birakilarak ylzeylerinde dereceli bir
sekilde kalsiyum fosfat kaplanan orneklerin in vitro biyouyumluluk testlerinde
Saos-2 hucre hatti kullanilmis ve MTT formazan kristallerinin 570 nm gorunur
bdlgedeki goreceli absorbanslari degerlendirilmigtir. Sekil 4.8., 3, 5 ve 7 gln
boyunca Ti, AnTi, AnTiSBF(1h), AnTiSBF(2h), AnTiSBF(3h), AnTiSBF(5h),
AnTiSBF(8h) ornek gruplarn ile etkilestiriimis Saos-2 hucrelerinin  formazan
absorbanslarini gostermektedir (ortalama deger + standart sapma, n=8). Canli
hicre sayisi inkibasyon suresi arttik¢a tum gruplarda artis goéstermistir (p < 0.05).
Tam test gunlerinde en fazla canli hicre sayisi AnTiSBF(3h) grubuna ait olup
deger AnTi ve Ti gruplari ile kargilastinldiginda, fark 3 inkibasyon ginunde de

istatistiksel olarak anlamlidir (p < 0.05).
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Sekil 4.8. Ti, AnTi, AnTiSBF(1h), AnTiSBF(2h), AnTiSBF(3h), AnTiSBF(5h),
AnTiSBF(8h) drnek gruplarinda kulture edilen hicrelerin 3. 5. ve 7. gunlerdeki
bagil hiicre canlilik degerleri
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Benzer sekilde ALP aktiviteleri de inkubasyon suresi arttikga tum gruplarda artis
gostermigtir. ALP aktivitelerinin 3., 5. ve 7. gunlerdeki dlgumleri (ortalama deger *
standart sapma , n=8) Sekil 4.9'da grafik haline getirilmistir. Tum test gunlerinde
en fazla ALP aktivitesi AnTiSBF(3h) grubuna ait olup deger AnTi ve Ti gruplari ile
karsilastirildiginda, fark 3 inklibasyon glininde de istatistiksel olarak anlamhidir (p
< 0.05).
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Sekil 4.9. Ti, AnTi, AnTiSBF(1h), AnTiSBF(2h), AnTiSBF(3h), AnTiSBF(5h),
AnTiSBF(8h) 6rnek gruplarinda kultire edilen hicrelerin 3. 5. ve 7. gunlerdeki ALP
aktivite degerleri

Yuzey topografisindeki degisiklikler, hiicresel cevaba etki eden bir unsur olan
yuzeyin 1slanabilirligini de degistirmektedir[104,105]. Calismalarda olgulen ylzey
temas acilari incelendiginde anodizasyon ve kalsiyum fosfat c¢oktluriimesi
sonrasinda su temas acilarinin dustugu gozlemlenmektedir. Yuzeydeki kalsiyum
fosfat birikmesi arttikga da islanabilirligin artisi hicre tutunmasi ile paralellik
gOstermektedir. Bu paralellik 10XSBF sivisinda 3 saat bekletiime suresine kadar
devam etmekte olup bu sureyi asan o6rnek gruplarinda daha dugsuk hicre
tutunmasi ve proliferasyonu goézlenmistir. AnTiSBF(5h) ve AnTiSBF(8h) Ornek

gruplari daha az slre kalsiyum fosfat ¢oktirilen gruplara ¢ok daha fazla hidrofilik
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bir karaktere sahip olsa da tum test gunleri boyunca daha az canli hucre
barindirmiglardir. Bu iki ornek grubunda hucreler, SEM fotograflari ve kizilotesi
spektrum verilerinden anlasilacagl Uzere sadece apatitik kalsiyum fosfat ile
etkilesmislerdir.  Hucre kultlr testlerinde en iyi cevabi veren AnTiSBF(3h)
grubunun sahip oldugu ve anodize titanyum dioksit nanotlp ve apatitik kalsiyum
fosfattan olusan hibrit ylzeyin karakterizasyonu da hem morfolojik hem de

spektroskopik olarak yapiimigtir.

Bir biyomalzeme yuzeyine hucre yapismasinin hemen oncesinde birbirleri ile iligkili
bazi olaylar gergeklesmektedir [106]. Serumdaki su molekulleri ylzey ile aninda
etkileserek biyolojik reaksiyonlar igin bir katman hazirlarlar. Bu etken hicre kultar
calismalarinda islanabilir bir yizeyin baglica gereksinimidir. Bu hizla geligsen olayin
hemen ertesinde yizeyin fizikokimyasal, biyokimyasal ve topografik 6zellikleriyle
ilintili olan protein adsorpsiyonu gerceklesir. Farkl implant ylUzeylerine hucresel
tutunmay! inceleyen calismalarda iki ya da daha fazla ylzey parametresinin
degerlendirmeye alinmasi sonucu hangisinin daha baskin oldugunun kestirilmesi
zorlagmaktadir. Genel olarak hidrofobik karaktere sahip yuzeylerin daha fazla
protein adsorpsiyonuna ve dolayisiyla da daha fazla hicresel ¢ekime sahip
olacagi dusunulmektedir. Bununla beraber, implant yizeyinin hiicre adesif 6zelligi,
protein yayillmasi (unfolding) denen bir olay ile azalabilir. Protein yayilmasinda
proteinin hidrofobik uglari (htcreler ile etkilesecek olan) da yuzey ile etkilegirler ve
dolayisiyla sulu ortamda hicreler ile etkilesecek aktif kisimlar azalmis olur
[107,108].

Ote yandan hiicrealti ve nano boyutlardaki kavitelerin de yapisma verimliligini
arttirdigi rapor edilmigtir [64,65,109]. Nanotip benzeri bir yapilanma ile metal
yuzeyin alani arttirilarak proteinler ile etkilesecek daha fazla reaktif bolgeye sahip
olunur. Titanyumun direkt baglanti kurma kabiliyetinin anodik oksidasyon sonucu
yuzeyde olugan titanya tabaka ile daha da arttigina dair bulgular da yaygindir
[110,111]. Das ve arkadaslarinin osteoblast dncul hicreleri farkl elektrolitlerde
anodize edilmis titanyumlar ile etkilestirerek yaptigi bir calismada, 11 gunlik
inkiibasyon sonrasi tum anodize yuzeylerdeki hucre sayisi ve ALP aktivitelerinin Ti
kontrol grubuna goére daha fazla oldugu belirtiimistir [112]. Benzer sekilde tez

¢calismalarinda da nanotubdler titanya ylzeye sahip drneklerde hicre sayisi ve

62



ALP aktiviteleri anodizasyon yapilmamis Ornek grubuna gore daha yuksek

bulunmustur.

Bununla beraber hidrate olmus Ca?* ve PO* iyon saliminin da hiicresel aktivite
cevabini arttirdigi aciktir [113]. Kemigin dogal ve temel bir inorganik bileseni olan
hidroksiapatitin kaplama olarak  kullanildigi titanyum malzemelerin
biyouyumlulugunun arttigi bilinmektedir [114]. Tez ¢alismalarinda da goéruldagu
uzere alinan sonuglar literatur ile paralellik gostermekte ve kalsiyum fosfat
kaplamasi ile beraber hicresel proliferasyon ve ALP aktivitesindeki degisim
sadece anodize edilmis Orneklere nazaran artis gostermektedir. MTT ve ALP
sonuglarindan yola c¢ikilarak yapilan degerlendirmede 3 saatlik kalsiyum fosfat

¢oktlirme suresi optimum deger olarak bulunmustur.

AnTiSBF(3h) grubunda kulture edilen hucreler iyi yayllmig ve birden ¢ok uzamig
filopedyaya sahip morfolojiye sahipken, modifikasyona ugramayan yuzeylerdeki
(Ti) hicreler daha yuvarlak hatlara sahip ve yayllmamis bir bicimde gortlmektedir.
(Sekil 4.10.). AnTi SBF(3h) grubundaki bir alana ylksek buyutme yapilarak elde
edilen bir SEM goéruntusunde; hucrenin hibrit yizey ile entegrasyonu, kalsiyum
fosfatin ylUzeyde kumelenmesi ve hicre digi matriks (ECM) olugsumlari
g6zlenmektedir (Sekil 4.11.).

WD | det| cur

Y 'curr mag | mode WD | HFW tilt | ) - sl | 8/6/2010 HV mag
5.00kV|1.6nA[1600x| SE |52mm]|160um |0 758 [2:27:14 PM| 5.00 kV [1 345 x| 5.2 mm |ETD [0.11 nA

Sekil 4.10. Modifikasyona ugramamis (A) ve anotlanip SBF’de 3 saat apatitik
kalsiyum fosfat ¢oktiralmus (B) yuzeylerde kultlr edilen hicrelerin gérintileri
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Kalsiyum fosfat
graniller

it

HV curr mag |mode| WD HFW | tilt | =——20 pm mag |mode| WD HFW | tilt
5.00kV/1.6nA|4000x| SE |55 mm|64.0um|0 UNAM 5.00kV|1.6nA|16000x| SE |55mm|16.0 um|0 UNAM

Sekil 4.11. AnTi SBF(3h) grubundaki bir alana ait yiksek buytutme SEM gorintusu

Tez calismalarinin bu bélimunde, hizli kalsiyum fosfat ¢oktlrlilmesi ve ¢oktlirme
zamaniyla dedisen ylzey karakterinin osteoblast benzeri hlicre fonksiyonlarina
etkileri arastinimistir. Sonug olarak hem titanya nanotip hem de kalsiyum fosfat
iceren hibrit ylzeylerde osteoblast ¢cogalmasi ve ALP aktivitesinin en fazla oldugu
gorulmustir (p < 0.05) Yani anodize yuzeydeki kalsiyum fosfat oraninin kontrolu ile

yukarida sayilan her iki pozitif etkiyi de yakalamak mimkuindur.
4.2. Elektroegrilmis ipek Fibroin Nanofiberler ile Hazirlanan Yiizeyler
4.2.1. ipek Fibroinin Elektroegrilmesi

4.2.1.1. Elektroegirme Sistem Parametrelerinin Degerlendirilmesi ve
Optimizasyonu

Elektroegirme islemlerinde kullanilan ipek fibroin ¢ozeltisinin saglikli bir sekilde
proses edilebilmesi igin ilk olarak ¢ozelti parametrelerinin uygunlugu test edilmistir.
Cozelti sisteminin elektroegirmeye uygunlugunu viskozitesi, elektriksel iletkenligi
ve yuzey gerilimi belirler. Kulanilan polimer tim orneklerde ipek fibroin oldugu igin
molekuler agirlik, molekuler agirlik dagihmi ve polimer zincir 6zellikleri sistem
parametrelerinde degerlendirmeye tabi tutulmamigtir. Viskozite olgumlerinde ipek
fibroinin formik asit iginde kutle/hacim oraninca (w/v) %5’lik ¢dzeltisinin %25’e
kadar arttinlmasi sonucu viskozitenin eksponansiyel olarak artis gosterdigi
gozlemlenmis  (R?=0,9931) ve kesintisiz nanofiberler %15 (w/v) lik

konsantrasyondan yukaridaki derisimlerde elde edilmistir.
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ipek fibroinin artan konsantrasyonu ile yiizey geriliminin lineer olarak arttig
bulunmustur (R?=0,9949). Elektrohidrodinamik proseslerde stabil bir jet konisi
olusturmak igin tercihen dusik ylzey gerilim degerleri gerekmektedir. Oda
kosullarinda 36 mN m degerinde olan formik asitin ylizey gerilimi ipek fibroin
eklenmesi ile %17 - %27 dolayinda artsa da (%15 — 25 w/v konsantrasyon
araliginda) elde edilen en yiiksek deger olan 46 mN m, elektroegirme igin uygun
olmayan suyun oda kosullarindaki ylizey gerilim degeri olan 72 mN m™ den

oldukga dusuktur.

Elektroegirme islemi igin gerekli olan c¢dzelti 6zelliklerinden sonuncusu ise
elektriksel iletkenlik olup, ¢ozlicli formik asitin elektriksel iletkenligi 0,8 mS m-
olarak hesaplanmigtir. Cozunen ipek fibroin ile ¢ozelti sisteminin elektriksel
iletkenligi artmis ve uygulanan potansiyel ile elektroegirme islemine daha uygun

hale gelmistir.

Sistem parametrelerinin optimizasyonunda elde edilen degerler cizelge 4.1’de

Ozetlenmigtir.

Cizelge 4.1. Elektroegirme igleminde kullanilan ipek fibroin ¢ozelti sistem
parametreleri

Viskozite Yuzey gerilimi Elektriksel iletkenlik
(mPas) (MmN m?) (mSm%)

Formik asit <15 36 0,8
%5 SF 25 37 2,3
%10 SF 46 39 3

%15 SF 68 42 4,1
%18 SF 100 43 53
%20 SF 112 44 8,6
%22 SF 128 45 11,5
%25 SF 190 46 12,1
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4.2.1.2. Elektroegirme Proses Parametrelerinin Degerlendirilmesi ve
Optimizasyonu

Proses parametrelerinin optimizasyon surecinde kolajen benzeri SF nanofiberlerin
eldesi icin denenen derigsimlerden %10 SF (w/v) ve yukari degerlerde stabil ve
surekli fiberler olustugu goézlemlenmigtir ve artan SF derisimi ile de fiber ¢aplarinin
arttiklari  gorulmagtar;  ancak  elektroegirmede  bagil  olarak  dusuk
konsantrasyonlarda karsilasilan boncuklanma (beading) olusumunun artan
konsantrasyon ile beraber azaldigi, %25 derisimde ise kayboldugu anlasiimistir.
Elektroegirme proses parametrelerinin degerlendiriimesine boncuklanmanin
g6zlemlenmedigdi en dusuk konsantrasyon olan %25 SF ile devam edilmigstir. %10 -
%25 arasi SF Kkonsantrasyonlardaki nanofiber morfolojileri Sekil 4.12.de
gosterilmigtir. %10 - %18 SF derigimlerinde fiber ¢aplarinin yer yer 100 nm altina
dustugu fakat egrilmis ipegin c¢odunlukla birka¢g ylUz nanometrelik boncuk

olusumlari ile dolu oldugu gozlemlemlenmigtir.
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Sekil 4.12. %10 (A), %18 (B) ve %25 (C) konsantrasyonlardaki SF ¢ozeltilerinin
elektroegrilmesi ile elde edilen nanofiber morfolojileri. Beyaz gubuk 500 nm’yi
gOstermektedir.

Proses parametrelerinin degerlendirmesinde ikinci olarak elektrik alan kuvvetinin
ortalama fiber c¢apina etkisi incelenmistir. 20 cm mesafeden yapilan egrilme
isleminde ¢ozelti ile toplayici arasina 14 — 20 kV potansiyel farki uygulanmis ve
elektrik alan kuvvetinin nanofiberlerin ¢aplarina etkisi Sekil 4.13.’te gosterilmistir.
Artan elektrik alan ile beraber capta disus gortulmektedir ve elde edilen grafik
literatirde de rapor edildigi gibi 6nce artan elektrik alan kuvveti ile azalmis

sonrasinda ise sabit kalarak grafik dizlige ulagsmistir. Elektrik alan kuvveti 0.7
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kV/cm iken ortalama 790+271 nm olan fiber ¢capi, 0.8 kV/cm alan kuvvetinde
427+70; 0.9 kV/cm degerinde ise 220+63 kadar dugsmustur. Elektrik alan kuvveti
1.0 kV/cm degerine cikarildiginda ise nanofiber ¢api 213140 degerine gelmistir.
SF nanofiber ve nanohidroksiapatit katkili SF nanofiberlerin elektroedirme
proseslerine, standart sapmanin azaldigi ve ortalama fiber gapinin platoya ulastigi

deger olan 0.9 kV/cm elektrik alan kuvveti degeri ile devam edilmisgtir.

1200 -

1000 -

800 -

0.7 kV/cm

600 -

400 -
0.8 kV/cm

Ortalama fiber ¢api1 (nm)

200 -

0.9 kV/cm
1.0 kV/cm

0 - Elektrik alan kuvveti

Sekil 4.13. Elektrik alan siddetinin ortalama SF fiber capina etkisi

Egdirme slresinin yuzeyde elde edilen nanofiber-titanyum hibrit kompozisyona
etkisi test edilen bir diger proses parametresi olmustur. Yuzeyin fiberlerce zengin
bir hale gelmesinin incelenmesinde 0,9 kV/cm elektrik alan kuvveti ve %25 lik SF
konsantrasyonu sabit tutulup 2, 5 ve 10 dakikalik elektroegirme sureleri degisken
parametre olarak kullaniimistir. Buna gére surenin artisi ile ylizeyde birim alandaki
(100 um?) fiber sayisinin artiginin dogrusallik gosterdigi (R>=0,9931) bulunmustur.
Birim alandaki fiber sayilari 2, 5 ve 10 dakikalik elektroegirme iglemleri sonucunda
sirasl ile 8, 19 ve 35 fiber/100 ym? olarak hesaplanmistir (Sekil 4.14.) ve in vitro
deneylerde kullanilacak malzeme hazirlanmasinda yuzeydeki hibrit yapiyr en

belirgin sekilde yansitan 5 dakikalik egirme zamani kullanilmistir.
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53400 10.0kV 14.3mm x5.00k SE

Sekil 4.14. 2, 5 ve 10 dakikalik elektroegirme islemleri sonucunda elde edilen
yuzey goruntuleri
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4.2.2. Nano Hidroksiapatit Katkili ipek Nanofiberler Kullanilarak Elde Edilen
Yiizeylerin Optimizasyonu ve Karakterizasyonu

Parcacik boyutu 200 nm alti olan hidroksiapatit katkili ipek nanofiberlerin
karakterizasyonunda bir dnceki basamakta optimize edilen 0.9 kV/cm elektrik alan
kuvveti ; %25 SF konsantrasyonu ve 5 dakikalik edirme siresi sabit tutulmus ve
elektroegirme isleminin hemen o6ncesinde egirme ¢odzeltisine agirlik / hacimce
%10 , %15 ve %20 lik oranlarda eklenen nano hidroksiapatit pargaciklarin fiber

kalinlik oranina etkileri incelenmistir.
4.2.2.1. nanoHA:SF Oraninin Fiber Capina Etkisi

%25 SF ¢ozeltisinin elektroegrilmesiyle elde edilen nanofiberlerin 220£63 nm olan
ortalama c¢api! %10 nHA eklendikten sonra %55 artarak 342+39 nmye ¢ikmigtir.
NHA'nin %15e arttinimasi ile yine %5 bir artis goézlemlenmis ve ortalama c¢ap
360+45 olarak hesaplanmistir. %20 nHA katkili ¢dzeltinin elektroegrilmesi sonucu
elde edilen nanofiberlerin ¢capinda bir artis gézlemlenmemis ve ortalama kalinlk
359164 olarak bulunmustur. (Sekil 4.15.)

450 7 nanoHA:SF oraninin fiber capina etkisi 359
400 - 342
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Ortalama ¢ap (nm)

100 -
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Sekil 4.15. nanoHA:SF oraninin nanofiber ¢apina etkisi
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Optimize edilen egirme parametreleri sonucunda in vitro biyolojik uyumlari test

edilecek ornek gruplari asagidaki gibi secilmigtir.

Ti kontrol (Herhangi bir ylzey islemi gérmemis titanyum)
AnTi (a)

TiSF (b)

ANTISF (a,b)

TiSFnHA (c)

ANnTiISFnHA (a,c)

(a) 0.2 M HF elektroliti ile 20 dakika boyunca 20 V anodizasyon iglemi gérmus

(b) %25 SF c¢ozeltisinin 0.9 kV/cm elektrik alan kuvveti altinda 5 dakika
elektroegriimesine maruz birakiimig

(c) Adirlikga %20 nanoHA katkili %25lik SF ¢ozeltisinin 0.9 kV/cm elektrik alan

kuvveti altinda 5 dakika elektroegrilmesine maruz birakiimig
4.2.3. ipek Fibroin ve Nanohidroksiapatit Katkili ipek Fibroin Nanofiber
Elektroegrilmis Titanyum Yiizeylerin Morfolojik Karakterizasyonlari

Elektroegrilmis ipek nanofiber ve nano hidroksiapatit katkili ipek nanofiber ile
modifiye edilmis titanyum ve anodize titanyum yulzeylerin  morfolojik
karakterizasyonlari SEM ile gerceklestiriimigtir. 6 farkli érnek grubunun disuk

(Sekil 4.16.) ve yuksek (Sekil 4.17.) buyutmelerdeki goruntuleri asagida verilmistir.
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Sekil 4.16. Ti(A), AnTi(B), TiSF(C), AnTiSF(D), TiSFnHA(E) ve AnTiSFnHA(F)
ornek gruplarinin dusitk bayutmede elde edilen SEM goruntileri. Beyaz gubuk 5
mikrometreyi gostermektedir.
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Sekil 4.17. Ti(A), AnTi(B), TiSF(C), AnTiSF(D), TiSFnHA(E) ve AnTiSFnHA(F)
ornek gruplarinin yuksek buyltmede elde edilen SEM goruntuleri. Beyaz gubuk 1
mikrometreyi gostermektedir.
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Dusuk buyutmeli goruntuler incelendigi zaman elektroegirme sonrasinda hem
anodize (D ve F) hem de anodize olmayan (C ve E) ylzeylerde nanofiber yapilarin
biriktigi; ancak bu birikmenin optimize edilen sure sonucu metali tamamen
kaplayan bir sekilde gerceklesmedigi ve/veya fiberlerin kalin bir membran
olusturarak yuzeyden soyulabilecegi bir olusum icine girmedigi gozlemlenmektedir.
Elektroegirme iglemi yapilan yuzeyler titanyum metali ve ipek nanofiberlerin ortak

bir sekilde bulunduklari melez bir morfolojik karaktere sahiptir.

Yuksek blUyutmeli gérintiulerde fiber boyutlari daha net olarak segilirken TiSFnHA
(E) ve ANnTiSFnHA (F) yuzeylerde ipek nanofiberlerin yapilarinda bulunan
nanohidroksiapatit katkilari (<200nm pargacik boyutu) da gorulebilmektedir.
Hazirlanan TiSFnHA ve AnTiSFnHA yuzeylerde nano hidroksiapatit katkilamanin
elektroegirme sonrasi yuzeye ¢oktirme ya da puskurtme yerine egirme ¢ozeltisine
katkilanma islemi su avantajlari beraberinde getirmistir. ilk olarak metalik yiizeyde
elde edilmesi planlanan ikili modifikasyonun tek bir basamaga dusurtlmesi zaman
agisindan daha ekonomik bir yontem olup ekstra bir ¢oktirme/biriktirme
prosediriine gerek kalmamistir. ikincil ve daha énemli olan avantaj ise kemik
yapisindaki kolajen nanofiber — hidroksiapatit nanokristallerinin daha gercgekgi bir
sekilde taklit etmesidir. Genel Bilgiler boéliminde de anlatildigi Uzere kemik
dokusundaki ekstrasellliler matriks yapisinda kolajen nanofiberlerin olusturdugu
iskele yapisi, matriksin buyuk bir ¢ogunlugunu olusturan nano hidroksiapatit
kristalleri igin bir destek gorevi gormekte ve nano kristaller fiberlerin Gzerinde /
kesisim noktalarindaki ara bosluklarda yerlerini almaktadirlar. Hucre disi matriksin
bu oOzelliginin taklit edilebilmesi ve hidroksiapatit mineralinin ¢okturilmesi ile
yuzeyde istenmeyen birikimlere neden olmamasi sebebiyle deney dizayni bu

yonde sekillenmistir.

4.2.4. ipek Fibroin ve Nanohidroksiapatit Katkili ipek Fibroin Nanofiber
Elektroegrilmis Titanyum Yuzeylerin in vitro Hucre Kultur Testleri

Saos-2 hdcre hattinin deney gruplarindaki gogalmalart MTT testi ile incelenmistir
ve incelemenin ilk ginu olan 3. gln sonuglarina bakildiginda tim modifikasyona
sahip yuzeylerdeki canli hicre sayisinin, isleme tabi tutulmamig titanyum kontrole
gore daha fazla oldugu ve ESANTi , ESTinHA ile ESAnTinHA 6rnek gruplarinda
bu farkin istatistiki olarak anlamli oldugu bulunmustur (p<0.05). 8. giin sonuglarina

bakildiginda ise ESTi ve ESAnTinHA 6rnek gruplarindaki hicre proliferasyon artis
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oraninin (sirasiyla %49 ve %45) istatistik olarak Ti kontrol grubuna gore daha
anlamli olarak fazla oldugu (p<0.05), AnTi, ESAnTi ve ESTinHA 0&rnek
gruplarindaki artislarda ise (sirasiyla %33, %31 ve %34) istatistiksel olarak anlaml
bir fark olmadigi goézlenmigtir. MTT testlerinin son gini olan 13. gin sonuglari
kargilastirildiginda ise elektroegirme ile ipek fibroin nanofiberler igceren tum
yuzeylerdeki (ESTi, ESAnTi, ESTinHA, ESAnTinHA) canhl hicre sayisi istatistiki
olarak Ti kontrol grubuna goére daha fazla bulunmustur. Elektroegirme igslemi
yapilan gruplar kendi aralarinda degerlendirildiginde ise anodize titanyuma
nanohidroksiapatit katkili ipek fibroin elektroegriimis yuzeylerdeki (ESAnTinHA)
hicre sayisi en fazladir ve bu deger nanohidroksiapatit katkilanmamig ipek
fibroinin elektroegrildigi her iki titanyum ylzeye sahip gruba (ESTi ve ESANTI) gore
istatiksel olarak anlamli fark icermektedir (p<0.05)(sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Ti, AnTi, ESTi, ESANnTI, ESTinHA ve ESANTInHA drnek gruplarindaki
hicrelerin bagil canlilik oranlari. Kiglk harfler istatistiksel farki gostermektedir. a)
3. gunde Ti kontrol grubuna goére anlamli fark (p<0.05) ; b) 8. gunde Ti kontrol
grubuna goére anlamh fark (p<0.05) ; ¢) 13. gunde Ti kontrol grubuna gore anlamh
fark (p<0.05) ; d) 13. gunde ESTi kontrol grubuna gére anlamli fark (p<0.05) ; e)
13. glinde EsAnTi kontrol grubuna gére anlamli fark (p<0.05).
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Toplam protein miktarlari incelendigi zaman 3. gun itibariyle ESAnTi, ESTinHA ve
ESANTIinHA 6rnek gruplarindaki toplam protein miktarinin Ti kontrole gére anlamh
sekilde daha fazla oldugu ve bu durumun 8. glin iginde de gecerli oldugu
gorulmektedir (p<0.05). Toplam protein miktarlarindaki artis ESAnTi, ESTinHA ve
ESANTIinHA gruplarinda 8. gunde AnTi 6rnek grubuna gore de istatistiksel olarak
anlamli bulunmusgtur. Anodize titanyum yuzeylere nanohidroksiapatit katkili ipek
fibroin elektroegriimis yuzeylerdeki (ESANTIinHA) toplam protein miktari da yine
sadece ipek fibroin elektrospinlenmis yuzeylerdeki (ESTi ve ESANTI) toplam
protein miktarlarina gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde 8. gunde fazladir.
Toplam protein miktarinin 13. gun analizindeki sonuglara bakildiginda ise
nanohidroksiapatit katkilamanin etkisi agikgca goértlmekte olup ESTinHA 6rnek
grubunda Ti kontrol, AnTi, ESTi ve ESANTi ; ESAnTinHA grubunda ise tim diger

gruplara gore istatiksel olarak fazla oldugu bulunmustur (sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Ti, AnTi, ESTi, ESAnTi, ESTinHA ve ESANTiInHA &6rnek gruplarindaki
hicrelerin total hiicre ici protein konsantrasyonlari. Kiguk harfler istatistiksel farki
gostermektedir. a) 3. guinde Ti kontrol grubuna gére anlamli fark (p<0.05) ; b) 8. giinde Ti
kontrol grubuna gére anlamli fark (p<0.05) ; c¢) 8. gtinde AnTi kontrol grubuna gére anlaml
fark (p<0.05) ; d) 8. glinde ESTi kontrol grubuna gére anlaml fark (p<0.05) ; e) 8. glinde
EsAnTi kontrol grubuna gére anlamli fark (p<0.05) ; f) 13. glinde Ti kontrol grubuna gore
anlamli fark (p<0.05) ; g) 13. ginde AnTi kontrol grubuna goére anlamli fark (p<0.05) ; h)
13. gunde ESTi kontrol grubuna goére anlamh fark (p<0.05) ; i) 13. giinde ESANTi kontrol
grubuna gére anlamli fark (p<0.05) ; j) 13. guinde ESTinHA kontrol grubuna gére anlamli
fark (p<0.05).
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Osteoblast hlicre fonksiyonlarinin dnemli bir parametresi olan ALP aktiviteleri de 3,
8 ve 13. gunlerde analiz edilmigtir. Hucre kaltirinin ilk analiz gunu olan 3. Gunde
ALP aktivitesi ESANTi 6rnek grubunda Ti kontrol grubuna gore istatistiki olarak
daha fazla bulunmustur. 8. ginde ise ESANTi, ESTinHA ve ESAnTinHA
gruplarinda Ti kontrol grubuna ; ESAnTinHA grubunda da AnTi ve ESTi grubuna
gore pozitif yonde bir anlamli farkhlik gorulmektedir. ALP aktivitelerinin olguldugu
son gun olan 13. gunde ise yine benzer bir egilim gorilmekte olup 8. glndeki
anlamli farkhliklar bu gun icin de gecerlidir. Ayni zamanda ESAnTinHA grubundaki
artis 13. gunde ESTinHA grubuna gore de istatistiksel olarak fazla bulunmustur
(sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Ti, AnTi, ESTi, ESANnTI, ESTinHA ve ESANTInHA &érnek gruplarindaki
hicrelerin Alkalen Fosfataz aktiviteleri. Kliguk harfler istatistiksel farki
gOstermektedir. a) 3. ginde Ti kontrol grubuna gére anlamli fark (p<0.05) ; b) 8.
gunde Ti kontrol grubuna gore anlamli fark (p<0.05) ; c) 8. ginde AnTi kontrol
grubuna goére anlamli fark (p<0.05) ; d) 8. giinde ESTi kontrol grubuna gére
anlamli fark (p<0.05) ; e) 13. gunde Ti kontrol grubuna gére anlamli fark (p<0.05) ;
f) 13. ginde AnTi kontrol grubuna gére anlamh fark (p<0.05) ; g) 13. giinde ESTi
kontrol grubuna goére anlamli fark (p<0.05).

77



Hucre proliferasyonlarindaki artis oranlarina bakildiginda analiz gunlerindeki
istatistiksel olarak anlamli farklar gogunlukla Ti kontrol grubuna karsi elde
edilmistir. Anodizasyon sonrasi artan yuzey alani ile birlikte nanotibuler kavitelere
daha fazla adsorplanabilecek yapisma proteinlerinin hicreler tarafindan daha
kolay algilanabilecegi ve yapismanin hizlanacagi daha onceki galismalarda da
rapor edilmistir [64,65,109]. Nanometrik boyuttaki ylzey bilesenlerine sahip olan
materyallerin UstunlUklerinin topografik yapidan mi yoksa sagladiklari ylUksek
yluzey enerjisi, 1slanabilirlik gibi fizikokimyasal 6zelliklerden dolayr mi
kaynaklandigina dair tartigmalara kesin bir cevap bulunamamaktadir. Tezin bu
kismindaki ¢caligmalarda da yuzeyde uygulanan islemler islanabilirligi degistirirken
ayni zamanda ylzey purtzIliliga ve kimyasal bilesim de degismektedir. Bu
yuzden islanabilirligin hlcre c¢ogalmasi ve fonksiyonlarina etkisi arasinda bir

korelasyon belirlenememistir.

Tian ve arkadasglarinin yayinladiklari yeni bir ¢calismada ise anodizasyon ile iglenen
yuzeylerde, hucre ayaklarinin gézenek yapilarina dogru nufuz ederek fiziksel bir
kenetlenme yapabildigi hipotezini savunmuslardir. Yizeyde elde edilen nanoportz
karakterin, kemik matriksindeki trabekuler benzeri olduguna vurgu yapilarak artan
hicre tutunmasi ve osteoblast fonksiyonlarina biyobenzer gevrenin etki ettigini
bildirmislerdir [115]. Yapilan c¢alismada yuzey biyouyumlulugunu arttirmasi
yonunde yapilan diger iglemlerden ipek fibroin nanofiberlerin elektroegrilmesi de
hiicre tutunma ve yapismasina etki ettigi acikca goriilmektedir. ipek fibroinin
kullaniimasinda baslica neden malzemenin biyomalzeme ve biyomedikal
uygulamalarda uyumu, toksik olmayan bozunmasi ve mekanik dayanimi gibi
Ozellikleriyle kendini ispatlamis olmasidir [116,117]. Nanofiberlerin yluzeyde
arttirdigi alan ve protein-protein etkilesimleri sonucunda hlicre yapismasi da
elektroegriimemis ylzeylere gore daha fazla elde edilmistir. Fibroinde bulunan
karboksil ve karbonil fonksiyonel gruplarin hem proteinler ile etkilesecek hem de
vucut sivisindaki iyonlar igin mineralizasyonun gergeklesecegdi cekirdek bolgeleri
teskil etmektedir. Nano hidroksiapatit katkilanmasi ile beraber metal yuzeylerindeki
hiicre yapisma ve cogalmasinin da arttigi goriilmektedir. ilk olarak, hidroksiapatitin
yuzey islanabilirlie yaptigi pozitif etki vicut sivisi ile etkilesebilirligini iyilestiren bir
unsurdur [75]. Nanotopografiye sahip yuzeylerin hlcre yapismasi, ¢ogalmasi,

farkhlasmasi ve ekstraselliler matriks sentezinde 6nemli rol oynadigi da daha
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onceki literatir calismalarinda ortaya konmustur [118,119]. Bu calismada da
hizlandirilmig  osseoentegrasyonun temeli olan ilk hicre yapismasinin
nanohidroksiapatit katkili nanofiber yapilar ile gelistirildigi goértulmektedir.
Hidroksiapatit katkili elektroegrilmis ytzeylerdeki canli hlicre sayilar diger 6rnek
gruplarina gore daha fazla olup hucre canlihdina fibroin-nHA bilesiminin sinerjik bir
katkisi oldugu soylenebilir. Bu sinerjik etkinin anodizasyon ile elde edilen
nanotlbuller tabakalar Gzerinde daha da fazla oldugu proliferasyon testlerinde

gorulmektedir.

Hucre tutunma, yayilma ve c¢ogalmasi biyomalzeme ile etkilesimde ilk fazda
gergeklesen cevaplardir ve sonrasinda da mineralizasyon ve farklilagsmaya etki
eder. Alkalen fosfataz membrana bagl bulunan bir enzim olup osteoblastik
farkhlasma igin bir belirte¢ olarak kabul edilir [111] ve sadece mineralize olmus
ekstrasellller matrikslerdeki hlicreler tarafindan Uretilir. Sekil 4.20’den anlasilacagi
gibi ALP aktivitesi hucre kulturunun ilk analiz gunu olan 3. gunde tUm Ornek
gruplarinda birbirine yakin bir deger olup anlamli bir fark sadece ESAnTi grubu ve
Ti kontrol arasinda goérulmektedir (p<0.05). Aktivitelerdeki 8. gunden itibaren
gruplar arasi anlamli farkhliklar olusmaya baslamis ve nanohidroksiapatit katkili
fibroin nanofiberlerin bulundugu yizeylerdeki aktivite Ti kontrol grubuna gore fazla
bulunmustur. ESTinHA ve ESAnTinHA gruplarindaki 3 -8. gunler arasindaki artis
sirasiyla %32 ve %37 oranlarinda gergeklesirken, Ti ve AnTi gruplarindaki %13 ve
%14 dolayindaki ALP aktivite artiglari go6zlenmistir. Hicre ¢ogdalmasina
bakildiginda Ti kontrol ve AnTi gruplarinda 3 — 8. glnler arasinda %35 dolayinda
bir artis s6z konusudur; ancak bu oran ALP aktivitesine yansimamistir. Bunun
sonucunda bu yuzeylerdeki hicrelerin osteojenik farklilasmaya 8. gin sonunda
girmedigi séylenebilir. ESTinHA ve ESAnTinHA gruplarindaki ALP aktivitesinin 8 -
13. glnler arasindaki artigini inceledigimiz zaman sirasiyla %52 ve %53
oranlarinda bir artis gbzlemlenmektedir. Ayni zaman araliginda s6z konusu
gruplarda bulunan hucre sayisindaki artisin yine sirasiyla %37 ve %38 oldugunu
g6z 6nlnde bulundurursak osteoblastik hicre farklilagsmasinin bir parametresi olan
ALP aktivitesinin hicre proliferasyonundan daha fazla bir oranda arttigini
gérebiliriz. Elde edilen bu bulgu Lian ve Stein’in yaptiklari bir galismada ortaya

koyduklari hipotezle o6rtismektedir. Hipotezde daha dusuk bir ¢ogalma profili
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ortaya koyan orneklerdeki hicrelerin daha 6zellesmis bir fenotipe sahip olduklari

savunulmaktadir [120].

8-13. Gunlerde hucre tutunmasinin %45 ve %34 olarak arttig1 Ti kontrol ve AnTi
ornek gruplarindaki ALP aktivitesi artisi sirasiyla %37 ve %47 olarak bulunmustur.
Buna goére Ti kontroldeki hucrelerin yuksek proliferasyon gostermesine karsin
osteoblastik farkllasma parametrelerinden ALP aktivitesine diger Ornek
gruplarinda oldugu kadar sahip degildirler. Anodizasyon sonrasinda ise %47lik
ALP aktivitesi artisi hicre proliferasyonuna gore daha yuksek olarak bulunmustur
ancak bu artis istatiksel olarak anlamli degildir. Anodizasyon sonrasi nanotubuler
yapilar Gzerinde kuiltire edilen osteoblastlarin ALP aktivitelerindeki artiglar
literatlrdeki benzer calismalarda rapor edilmis ancak bu artisin istatistiksel olarak
anlamh [62,111] ya da anlamsiz [65,121] olduduna dair karsilikh bulgular

bulunmaktadir.

Ortamda nHA katkilamasini dikkate almaksizin sadece fibroin nanofiberlerin hicre
proliferasyon ve ALP aktivitelerine yaptiklari etki incelendiginde hem anodize hem
de anodize olmamis yluzeylere yapilan elektroegirme isleminin baglangi¢c hucre
tutunmasina etki ettigi ve bu etkinin ESAnTi grubunda Ti kontrole gbre anlaml
oldugu gorulmustar. Kaltirin 8 ve 13. glnlerinde yapilan MTT testlerinde ESTi
grubundaki hicre ¢ogalmasi ESANnTi grubuna nazaran daha anlamli olsa da bu
artislar istatistiksel olarak anlaml dedgildir. Buna karsilik ayni gruplarin ALP
aktiviteleri incelendigi zaman ortaya ¢ikan tabloda zit bir durum ortaya ¢gikmaktadir.
ESANTi érnek grubunda kiiltire edilen hlcrelerin proliferasyonu daha disuk olarak
gerceklesse de ALP aktiviteleri ESTi grubuna goére daha yuksek bulunmustur.
Istatistiksel olarak anlamli olmayan bu fark yine AnTi — ESANnTi grubu kiyaslamasi
ile ayni tabloyu gizmektedir. Istatistiksel olarak 3 analiz giiniinde de anlamli fark
ESANTi — Ti kontrol gruplari arasinda olup hem nanotibller hem de nanofiber
ortak yluzey yapilanmasinin osteojenik farklilagsma Uzerine ortak bir sinerjik etkide

bulundugu sdylenebilir.

implant yiizeyinde hiicre kolonizasyonunun yaninda titanyum yiizeyin hiicrelerin
olgun osteoblastlara donlismesini ve hicredisi matriks sentezini de provoke
etmesi 6nem teskil eder. Bu sebepten dolayi yuzeydeki gerek anodizasyon sonucu

ortaya c¢ikan nanotlpler, gerekse elektroegrilmis nanofiberlerin yarattigi purtzli
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yapilarin hucre Ozellesmesini ve ostegenezi provoke ederek daha elverigli bir

ortam yarattiklari sonucuna varabiliriz.

4.2.5. Nanohidroksiapatit Katkili ipek Fibroin Nanofiber Elektroegrilmig
Titanyum Yuzeylerdeki Hiicrelerin Morfolojik Incelemesi

Nanohidroksiapatit katkili ipek fibroin elektroegrilmis ytzeylerde kultlre edilen
osteoblastlarin 8. kuiltir gununde elde edilen dusuk ve yuksek buyutmedeki
elektron mikroskop goruntuleri sekil 4.21.de verilmigtir. Gorantulerde de goruldugu
Uzere hicreler ylzeyde iyi yayllma gostermis ve c¢oklu filopedyalara sahiptir.
Hucreler ve elektroegrilmis nanofiberler ile bir butlinlesme gdstermis olup yluksek
bayutmede elde edilen goéruntllerde hucreler arasi matriks benzeri olusumlar
gozlemlenmektedir. 8 gunun ardindan elektroegriimis nanofiberler yapida
varliklarini  ve butlnlUklerini korumakta olup ylzeyde nanotlp-nanofiber

kompozisyonun devam ettigi agikga gortulmektedir.

Sekil 4.21. ESANTi ve ESANTInNHA 6rnek gruplarinda hicrelerin disuk ve yluksek
blyltmedeki gorintuleri. ESANTi dusuk bayitme (A) ; ESAnTinHA disuk buyldtme
(B) ; ESANTI yuksek buyutme (C) ; ESAnTinHA ylksek buyutme (D).
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4.3. Boy-En Orani Yiiksek Nanotiipler ile Lokal ilag Salimi
4.3.1. Boy-En Orani Yiiksek Nanotiiplerin Morfolojik Karakterizasyonu

Elektrolit 2 kullanilarak elde edilen nanotlp tabakalarinin karakterizasyonu SEM
ile morfolojik ve boyutsal olarak gerceklestiriimistir. Caligmalarda anodizasyon
voltajinin nanotlp ¢apina ve anodizasyon suresinin de nanottp uzunluguna etkileri
incelenmigtir. Buna goére; 20 dakikalik anodizasyon suresi sabit tutularak 15, 25 ve
35 V potansiyel gerilimler kullanilarak elde edilen tiplerin ¢aplarinda artan gerilim
ile beraber bir buyime gozlemlenmis olup elde edilen ortalama caplar sirasiyla
22.2, 28.7 ve 41.5 nm olarak bulunmustur (Sekil 4.22.).

@ =22,2 nm

Sekil 4.22. Elektrolit 2 kullanilarak 15 V (A), 25 V (B) ve 35 V (C) potansiyel
gerilimlerde 20 dakika boyunca anodik oksidasyona maruz birakilan titanyum
yuzeyler ve ortalama tlp ¢ap degerleri

ikinci olarak anodizasyon siiresinin nanotiip boyuna uzunlugu incelenmis olup, 25
V potansiyel gerilim sabit tutularak érneklere 20, 40 ve 80 dakikalik anodizasyon
suireleri uygulanmistir. islemler sonucunda 20 dakikallk anodizasyon sonucu
birka¢ yuz nanometre; 40 dakikalik anodizasyon sonucun 1-2 mikrometre arasi ve
80 dakikallk anodizasyon sonucunda ise 2 mikrometreden daha uzun boyutlara

sahip nanotupler elde edilmistir (Sekil 4.23.).
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Sekil 4.23. Elektrolit 2 kullanilarak 20 dk (A), 40 dk (B) ve 80 dk (C) surelerde 25 V
potansiyel gerilim uygulanarak anodik oksidasyona maruz birakilan titanyum
yuzeyler ve yaklasik tup uzunluk degerleri

Sekil 4.24. Elektrolit 2 kullanilarak 80 dk sure ve 25 V potansiyel gerilim
uygulanarak anodik oksidasyona maruz birakilan titanyum yuzeylerde elde edilen
yuzeylerin yukaridan (A) ve yandan (B) goruntuleri.
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4.3.2. Anodizasyon Geriliminin (Nanotiip Gapinin) ilag Salim Profiline ve
Yukleme Miktarina Etkisi

Anodizasyon suresinin 20 dakika olarak sabit tutulmasi ile farkli potansiyel
gerilimlerde (15, 25 ve 35 V) anotlanan yuzeylere ila¢ yukleme iglemlerinden sonra
elde edilen salim profilleri gekil 4.25.’te grafik haline getirilmigtir. Elde edilen
verilere gore artan nanotlp ¢apinin ila¢c salim suresine pozitif yada negatif yonde
bir etkisi bulunmadigi gorulmus ve yuklenen ilacin ilk 24 saatte ortama salindigi

bulunmustur.
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Sekil 4.25. Elektrolit 2 kullanilarak 20 dk sabit strede 15, 25 ve 35 V potansiyel
gerilim uygulanan ylUzeylerden ortama salinan ilag profili

Nanotup yuzeylere yuklenen ilag miktarlarina bakildiginda ise artan anodizasyon
voltajinin — diger bir deyigle artan ¢ap genigliginin — yuklenen ilag miktarini
dogrudan etkiledigini gorebiliriz. Deneyler sonucunda 15, 25 ve 35 V potansiyel
gerilimde anodize edilmis nanotubuler titanya tabakalara yuklenen vankomisin
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miktar! sirasiyla 43.1£1.9, 52.1+7.8 ve 52.4+3.6 ug olarak hesaplanmistir. ilag
salim profili sirasinda ortama salinmis toplam vankomisin miktari yg/ml cinsinden

sekil 4.26'da grafik haline getirilmistir.
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Sekil 4.26. Elektrolit 2 kullanilarak 20 dk sabit stirede 15, 25 ve 35 V potansiyel
gerilim uygulanan ylzeylerden ortama salinan toplam ilag miktari

4.3.3. Anodizasyon Siiresinin (Nanotiip Uzunlugunun) ilag Salim Profiline
Etkisi ve Yukleme Miktarina Etkisi

Anodizasyon voltajinin 25 V dakika olarak sabit tutulmasi ile farkh surelerde
anotlanan yuzeylere ilag yukleme igslemlerinden sonra elde edilen salim profilleri
sekil 4.27°'de grafik haline getirilmistir. Elde edilen verilere gore artan nanotlp
uzunlugunun ilag salim suresini de arttirdigina dair bulgular elde edilmistir. Buna
gore 20 dakikalik anodizasyon suresinde elde edilen titanya tabakalardan ilacin ilk
24 saatte ortama salindigi gorulurken, 40 dakikalik anodizasyon sonrasinda bu
surenin 48 saate ¢iktigi gézlenmistir. Strenin 80 dakikaya ¢ikarilmasi sonucunda

ise ilag saliminin 72-96. saatler arasinda tamamlandigi gorulmektedir.
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Sekil 4.27. Elektrolit 2 kullanilarak 25 V sabit potansiyel gerilimde 20, 40 ve 80 dk
sure ile anotlanan yuzeylerden ortama salinan ilag profili

Nanotup yuzeylere yuklenen ilag miktarlarina bakildiginda ise artan anodizasyon
suresinin — diger bir deyigle artan tip uzunlugunun — yuklenen ila¢g miktarini da
dogrudan etkiledigini gorebiliriz. Deneyler sonucunda 25 V sabit potansiyelde 20,
40 ve 80 dakikalik surelerde anodize edilmis nanotubuler titanya tabakalara
yuklenen vankomisin miktari sirasiyla 52.1+7.8, 62.7+5.5 ve 80.2+2.9 ug olarak
hesaplanmistir. ilagc salim profili sirasinda ortama salinmis toplam vankomisin

miktari ug/ml cinsinden sekil 4.28’de grafik haline getirilmistir.
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Sekil 4.28. Elektrolit 2 kullanilarak 25 V sabit potansiyel gerilimde 20, 40 ve 80 dk
sure ile anotlanan yuzeylerden ortama salinan toplam ilag miktari

4.3.4. Vakum Ortaminda Yiiklemenin ila¢ Salim Profiline ve Yiikleme
Miktarina Etkisi

Kisim 3.4.2’de anlatildi§i Uzere ylkleme calismalarinin nanottbdller ylzeylere
vakum altinda yUklenmesinin ila¢ salim ve yukleme miktarlarina etkisi incelenmistir.
Calismada 25 V potansiyel gerilim sabit tutularak 20, 40 ve 80 dakikalik surelerde
anotlanmig orneklere vakum ortaminda vankomisin yuklemesi yapilmis ve
sonuglar ayni ornek gruplarinin vakum uygulanmadan ila¢ yuklenmig turleri ile

kargilagtiriimistir.

Vakum etkisiyle yapilan ylkleme deneylerinde elde edilen salim profilleri sekil
4.29’da grafik haline getirilmigtir. Elde edilen grafikte yine artan nanotip
uzunlugunun ilag salim suresini arttirdigi goérilmektedir ve buna ek olarak vakum
ortaminda gercgeklestirilen ylkleme igleminin salim profilini uzattigina yoénelik
bulgular da elde edilmistir. Buna gore 20 dakikalik anodizasyon suresinde elde
edilen titanya tabakalardan ilacin 24 — 48. saatler arasinda ortama salindigi
goralurken, 40 dakikalik anodizasyon sonrasinda bu sirenin 96 saate kadar ¢iktigi
g6zlenmigtir. Surenin 80 dakikaya c¢ikariimasi sonucunda ise ila¢ salimi 168.

saatte tamamlanmisgtir.
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Sekil 4.29. Elektrolit 2 kullanilarak 25 V sabit potansiyel gerilimde 20, 40 ve 80 dk
sure ile anotlanan yuzeylere vakum ortamindaki yuklemeden sonra ortama salinan
ilag profili

Vakum ortaminda yapilan yuklemenin titanya ylzeylere yuklenen toplam ilag
miktarina da etki ettigi sekil 4.30."da gorulmektedir. Bir onceki deneyde vakum
etkisi olmaksizin yapilan yukleme c¢aligsmalarinda 20, 40 ve 80 dakikalik surelerde
anotlanan ylzeylere yuklenmis vankomisin miktarlar sirasiyla 52.1£7.8 , 62.7+5.5
ve 80.2+2.9 ug olarak gergeklesirken vakum etkisiyle ayni érnek gruplarina ait
yuklenmig toplam vankomisin miktarlari 61.8+1.8 , 98.3t7.1 ve 142.916.2 ug
olarak ol¢ilmustir. Vakum etkisi sonucunda yuklenen vankomisin miktarlarinda
siraslyla, %18.2, %56.7 ve %78.2’lik artislar kaydedilmigtir.
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Sekil 4.30. Elektrolit 2 kullanilarak 25 V sabit potansiyel gerilimde 20, 40 ve 80 dk
sure ile anotlanan yuzeylere vakum ortamindaki yuklemeden sonra ortama salinan
toplam ilag miktari

Basit daldirma ya da pipetleme yontemleri ile titanya nanotlplere yuklenen etken
maddelerin ylzeyden salim slrelerinin hidrodinamik cap ve hidrofobisitiye bagh
olarak 1-5 gun arasinda surdugune dair bulgular literatlrde rapor edilmigstir [94, 98].
Seramik ya da polimer bariyer kaplamalar ile salim suresinin haftalar mertebesine
tasinmasi mumkun olmakla beraber [95, 98] nanotlp boyutuna gore oldukga kalin
olan bu kaplama materyalinin delaminasyonu sonucu implant basarisizhigi da
gérulebilir. Malzeme yuzeyindeki nanotlp tabakasinin daha kalin olmasi salimin
suresini uzatmak icin tercih edilen yontemlerden biridir [96]. Bariyer kaplama
yapilimaksizin salim suresini uzatmaya yonelik olan yaklagimlardan biri de vakum
ortaminda yapilan yuklemedir. Vakum vyardimiyla nanotubuler bosluklardan
uzaklastirilan havanin yerini yuklenecek madde alir ve basit pipetleme ve daldirma

metodlarindan daha verimli bir sekilde yukleme gerceklesir [97].

Calismada titanya nanotup boyutunun uzatiimasina ragmen yuklenen ilacin 4. gun
icinde ortama salindigi gorulmustur; ancak vakum ortaminda yapilan yukleme ile

80 dakikalik sirede anotlanan drneklerden vankomisin salimi 7 gun surmustur.
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5. SONUGLAR VE ONERILER

Sunulan tez calismalari kapsaminda ortopedik implant ve fiksasyon cihazlarinda
kullanilan bir malzeme olan titanyum metali ylzeyinde nano boyutlarda yapilan
modifikasyonlarin implant-hlcre etkilesimlerine ve osteojenik farklilagsmaya etkilerini
incelemek amacglanmistir. Ylzeydeki nano boyuttaki morfolojik ve fizikokimyasal
degisiklikler anodizasyon, kalsiyum fosfat ¢oktlirme, elektroegirme yontemleri ile
gerceklestiriimis ve incelenecek bagliklar osteoblast benzeri insan osteosarkoma

hicre hatti kullanilarak in vitro kosullarda test edilmistir.

Tezde incelenen baska bir baslik olan ve herhangi bir kaplama ya da ikinci bir
malzeme kullaniimaksizin “dogrudan implant ylzeyinden etken madde salimi”
¢alismalarinda da vankomisin model ilag olarak kullaniimigtir. Vankomisinin, boy-en
orani kontrol edilebilen nanotibuler tabaka ylzeylerinden salimi da in vitro ortamda

analiz edilmigtir.
Buna gore;

e Elektrolit 1 (0.2 M HF) kullanilarak yapilan anodik oksidasyon isleminde 15
ve 20 V anodizasyon potansiyelinde 40-70 nm arasinda degisen ve ige dogru
blayuyen tekli tip yapilari ylzeyde gézlemlenirken; potansiyelin 25 V Ustlne
ciktiginda alan destekli oksit ¢6zinme hizinin olusma hizindan daha fazla
olmasiyla birlikte tip duvarlarinin yer yer ¢ozunerek birbiri ile kaynastigi
duzensiz bir yapi elde edilmigtir.

o 10XSBF ¢ozeltisi kullanilarak ylzeylerine apatitik kalsiyum fosfat ¢oktirilen
yuzeylerin morfolojilerinin ilk 1 saat sonunda tup agizlarindaki birikmeler ile
hafifce degismeye basladigl, 2-3 saat sonunda kalsiyum fosfat ve nano
tuplerin beraber olusturdugu melez bir yapilanma gosterdigi, 5 saat sonunda
ise nanotlp formlarinin kapanarak tamamen kalsiyum fosfattan olusan bir
yuzey meydana geldigi gdzlemlenmistir.

o 10XSBF c¢ozeltisi ile apatitik kalsiyum fosfatin c¢oktirildigu ylzeylerin
spektroskopik karakterizasyonu sonucunda da 3 saatlik ¢okturme islemi
sonucu elde edilen yuzeyin kimyasal olarak da titanyum-kalsiyum fosfat

karigimi oldugu analiz edilmistir.
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Islanabilirlik Olgimlerinde anodizasyon sonrasi bir artisin  goézlendidi,
kalsiyum fosfat ¢coktlrdlmesinin ardindan islanabilirligin artmaya basladigi ve
yuzey tamamen kalsiyum fosfat kaplandiginda ise tamamen islanabilir bir hal
aldigi gorulmustar.

in vitro hicre kuiltar testlerinde anodizasyon sonrasinda proliferasyonun
arttigi, kalsiyum fosfat birikmesi ve artan islanabilirlik degeri ile de bu degerin
paralellik gosterdigi; ancak yuzeyin tamamen kalsiyum fosfattan olustugu
ornek gruplarinda ise nanotlp-kalsiyum fosfat karisimi ylzeylere goére bir
dusus oldugu gorulmustar.

Kulture edilen hucrelerin ALP aktivitelerine bakildiginda hicre proliferasyon
sonuglari ile paralel bir egilim gérimekte olup, bu dusus yuzeyin 8 saat
kalsiyum fosfat ¢éktlirme islemine tabi tutuldugu 6rnek grubunda anlamii
oldugu gorualmustar.

Hicre morfolojileri nanotlip - kalsiyum fosfat bilesimli ylzeylerde
modifikasyona ugratilmamis titanyum ylzeylere nazaran daha iyi yayilmis ve
filopedyalara sahip oldugu gorulmustar. Hicreler arasi ekstraselliler matriks
olugsumlari gozlemlenmigtir.

lpek fibroinin titanyum ylizeylere elektroegrilmesinin  optimizasyonu
calismalarinda %25lik konsantrasyon, 0,9 kV/cm elektrik alan kuvveti ve 5
dakikalik elektroegirme suresi proses parametreleri olarak kabul edilmis ve
boylelikle 220+63 nm kalinlkta ve 19 fiber/100 um? yogunlukta nanofiberler
elde edilmistir.

Nano hidroksiapatit katkili ipek fibroin nanofiberlerin egrilmesinde agirlikca
%20lik nHA kullaniimis ve fiber kalinhgi 359+64 olarak hesaplanmistir.

ipek fibroin ve nano hidroksiapatit katkili ipek fibroin katkili yiizeylerin
morfolojik degerlendirmesinde kullanilan SEM gdrintilerinde nanotlip —
nanofiber ortak ylzey karakterinin saglandigi goérilmids ve nano
hidroksiapatititin nanofiberler Gzerindeki varligi tespit edilmistir.

Nano hidroksiapatitin ipek fibroin ¢odzeltisine katkilanarak elektroegrilmesi
sonucu, kemigin dogal bileseni olan hidroksiapatit-kolajen nanofiber benzeri
bir yapilanmanin tek basamakta gergeklestirildigi bir yuzey modifikasyonu

saglanmistir.
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MTT testi ile incelenen hicre proliferasyon c¢alismalarinda ylzey
modifikasyonlarinin  kontrol grubuna gore proliferasyonu tim analiz
gunlerinde arttirdig1 gozlenmisgtir.

Elektroegrilme bolimunde test edilen ornek gruplarindaki hucre ¢ogalma,
protein sentezleme ve ALP enzim aktivitelerinin ylzey degistirme islemlerine
maruz birakilan orneklerde kontrol grubuna goére daha fazla oldugu
gordimustar.

Anodik oksidasyonu izleyen ipek fibroinin elektroegriimesi c¢aligmalari
sonras! implant malzemesi yuzeyinde kemik matrikse biyobenzer bir yapi
elde edilmeye calisiimis ve hicre tutunma, ¢ogalma ve osteoblastik
aktivitenin kontrol grubuna goére anlamli bir sekilde arttigi gdézlemlenmistir.
Ornekler arasinda ipek fibroin elektroegrilmis gruplardaki hiicre yapismasi
artisi artan ylzey alan ve protein-protein etkilesimlerinde kaynakli oldugu
sonucuna varilabilir.

ALP aktivitesindeki anlamli farklar nano hidroksiapatit katkih ipek
nanofiberlerin elektroedrildigi ylzeylerde diger gruplara nazaran daha
fazladir. Ayrica bu érnek gruplarindaki hiicre proliferasyon artis oraninin ALP
aktivitesi artis oranindan dusuk olmasi, hiucre fenotipinin 6zellesmeye ve
osteojenik farklilagsmanin bagladiginin bir isareti olarak gortulmektedir.
Anodik oksidasyon isleminin ALP aktivitesine ya da farkl bir deyisle hucre
farkhlasmasina etkisi pozitif yonde olsa da istatistiki olrak anlamh
bulunmamistir.

ipek fibroin ve nano hidroksiapatitin ortak elektroegrildigi gruplardaki artisin
yuzey karakterine protein-biyoseramik kompozitinin kattigi sinerjik bir etkinin
neden oldugu soylenebilir.

Hucrelerin morfolojilerine bakildiginda 8 ginin ardindan kultar ortaminda iyi
yayllmis, nanotlp ve nanofiberler ile kaynasmis bir gorinti elde edilmistir. in
vitro hucre kultird esnasinda nanofiber yapilari kultar ortaminda bozulmadan
kalmistir; ancak yuzeydeki bu yapilanmanin stabilitesinin saglikl bir sekilde
degerlendirilebilmesi igin in vivo hayvan testleri gergeklestirilmelidir.
Elektrolit 2 kullanilarak gercgeklestirilen anodik oksidasyon ¢aligmalari
sonucunda yuzeydeki nanotlp tabakalarinin kontrolli bir sekilde boy-en

oraninin ayarlanabildigi bulunmustur.
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Nanotlp ¢apinin artan potansiyel gerilim ile, nanotlip uzunlugunun ise artan
anodizasyon suresi ile arttigi gorulmustur.

Anodizasyon voltajinin yani nanotup genisliginin vankomisin salim suresine
negatif ya da pozitif bir etki yapmadigi; ancak birim alan basina yiklenen
vankomisin miktarini arttirdigi bulunmustur.

Anodizasyon suresinin yani nanotup uzunlugunun ise hem birim alan bagina
yuklenen vankomisin miktarina hem de salim sidresinin uzamasina pozitif
yonde bir etkide bulundugu gorulmusgtar.

Vakum ortaminda gergeklesen vankomisin yuklemesinin ardindan nanotup
yapilarin igine yuklenen miktarinin arttigi ve vakum etkisi ile de daha
derinlere ylUklenen vankomisinin salim ortamina daha ge¢ c¢iktig

gordimustar.
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