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OZET

ELEKTROFORETIK BIRIKTIRME METODU iLE YUZEYi MODIFiYE
TITANYUM iMPLANTLARIN HAZIRLANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

KUBRA KICIR
Yuksek Lisans, Nanoteknoloji ve Nanotip
Tez Danigmani, Prof. Dr. Emir Baki DENKBAS

Mart 2013, 87 sayfa

Yuzeyi modifiye edilmis titanyum malzemeler ylksek aktiviteleri ve
biyouyumluluklarindan dolayr medikal alanda buyuk ilgi gormekte ve implant
teknolojisinde siklikla kullaniimaktadir. Bu baglamda yapilan tez calismasinda;
ylzeyi zimparalanarak puruzlendiriimis titanyum plakalar Gzerine, etilen glikol (EG)
+ NH4F elektrolit ¢dzeltisi igerisinde, degisik gerilimlerde (10-20-30 V) anotlama
islemi uygulanmigtir. Bu sayede ylzey Uzerinde nano-boyutta tubuler yapilar
olusturularak ylzey alani genigletiimistir. Modifiye edilen titanyum plakalarin
yuzeyinin morfolojik karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu (SEM),
kimyasal analizi enerji dagihimli X-isini spektroskopisi (EDX) ve islanabilirligi su
temas acisi olgumleri ile degerlendirilmistir. Anotlanan titanyum plakalar osteoblast
hucreleriyle etkilestirilerek hlcre davraniglar incelenmistir. Aljinat biyopolimeri,
elektroforetik biriktirme (EPD) metodu ile yuzeyi modifiye edilen titanyum plakalar
uzerine kaplanmistir. Biriktirme suresi, biriktirme gerilimi ve aljinat konsantrasyonu

degistirilerek, farkli parametrelerin aljinat kaplanmasi Uzerine etkisi incelenmigtir.



Aljinat optimizasyonunun ardindan hidroksiapatitin hiicre davranigi Gzerine etkisini
incelemek amaciyla sol—-jel metodu ile sentezlenen hidroksiapatit sentezlenmistir.
Sentezlenen hidroksiapatitin boyut analizi zeta-sizer, kimyasal analizi ise eneriji
dagihimhi  X—isin1  spektroskopisi (EDX) ile yapilmigtir. YUzeyi zimpara ve
anotlanmis titanyum implantlar Gzerine degisik oranlarda aljinat/hidroksiapatit
kompoziti elektroforetik biriktirilmigtir. Yapilan ¢alismalarda, farkli parametrelerde
biriktirme yapilarak osteoblast hicrelerinin yapisma ve c¢ogalma davranislari
incelenmigtir. Anotlanmis yuUzeyler Uzerine elektroforetik biriktirilen aljinat ve
aljinat/hidroksiapatitin -~ morfolojik  karakterizasyonunda taramali  elektron
mikroskobu SEM, kimyasal analizinde Fourier dontsumlU kizildtesi spektroskopisi
(FTIR) ve islanabilirliginde su temas acisi olciimis ve degerlendiriimigtir. Yuzeyi

modifiye edilen titanyum implantlarin hicre etkilesimleri incelenmistir.

Anahtar Kelimeler :  Titanyum, TiO, nanotupler, Yuzey modifikasyonu,
Anodizasyon,  Elektroforetik  biriktirme  (EPD), Aljinat,  Hidroksiapatit,

Osseointegrasyon



ABSTRACT

PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF SURFACE
MODIFIED TITANIUM IMPLANTS VIA ELECTROPHORETIC
DEPOSITION

KUBRA KICIR
Master of Science, Nanotechnology and Nanomedicine
Supervisor, Prof. Dr. Emir Baki DENKBAS
March 2013, 87 pages

Surface modified titanium materials are frequently used in implant technology and
draw a great attention in medical field due to their high activities and
biocompatibilities. Concordantly in committed thesis study; anodizing process was
carried out over surface rubbed and roughened titanium plates by varied voltages
(10 — 20 — 30 V) in ethylene glycol (EG) + NH4F electrolyte solution. Thus, the
surface area was expanded via constituted nano-sized tubular structure on the
surface. Surface morphologic characterization of modified titanium plates was
evaluated by scanning electrone microscope (SEM), chemical analysis was
evaluated by energy dispersive x- ray spectroscopy (EDX) and wettability was
evaluated by water contact measurement. Cell behavior of anodizied titanium
plates was examined after treatment with osteoblast cells. Alginate biopolymer
was used to coat the surface modified titanium plates via electrophoretic
deposition method. Deposition time, deposition voltage and alginat concentration
were varied to examine the effect of different parameters upon alginate coating.
After the optimization of alginate, hydroxyapatite was synthsized to investigate the

hydroxyapatite on cell behaviour by using sol — gel method.



Different ratios of alginat/hydroxyapatite composites were deposited
electrophoretically over the surface rubbed and anodizied titanium implants.

In the study, adhesion and proliferation of osteoblast cells were investigated
through the deposition carried out in different parameters. Scanning electrone
microscope (SEM) was used to analyze the morphologic characterization of
electrophoretically deposited alginate and alginate/hydroxyapatite over anodizied
surfaces, fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) was used to examine the
chemical analysis and wettability was analysed by water contact measurement.

Cell interaction of surface modified titanium implants were also investigated.

Keywords . Titanium, TiO, nanotubes, Surface Modification, Anodization,
Electrophoretic Deposition (EPD), Alginat, Hydroxyapatite, Osteointegration
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1. GIRIS

GUnumuz dunyasinda uzayan omurle paralel olarak yasa bagl hastaliklarda da
artis baslamigtir. Bu nedenle, insanoglu, yasam kalitesini artirmak, saglikl bir
hayat suUrdiurmek amaciyla mevcut tekniklerin yani sira, implant, protez, uzun
sureli ilag kullanimlari gibi farkl tedavi gekilleri arayis yoluna gitmistir. Bugunku
tahminlere gore, ozellikle 40 yas Uzeri nufusun %90’a yakin bolumd, eklem
rahatsizliklarindan sikayet etmektedir. Bu durum, eklem hastaliklarini iyilestirmek
ya da azaltmak amaciyla yeni tibbi uygulamalari da beraberinde getirmistir. Bu
uygulamalardan en dikkat ¢ekeni, hasarli eklem dokusunun tamaminin ya da bir
kisminin yerine vicut ile uyumlu metal implantlarin yerlestirimesine dayanan
ortopedik implant teknolojisidir. Titanyum ve alagimlari, korozyon direnci, mekanik
mukavemeti, biyouyumlulugu, hafif, yumusak ve dayanikli olmasi sebebiyle

ortopedik implant uygulamalarinda yaygin olarak kullaniimaktadir.

implantin viicuda basariyla yerlestiriimesi kadar, yerlestirildigi ortama uyum
saglamasi ve devaminda saglikli hiicrelerin ¢ogalarak hasarli dokularin iyilesmesi
de 6nemlidir. GUnimulzde, ortopedi alaninda, 6zellikle osseointegrasyon surecini
artirarak, kemik ile implantin daha gugclli, dayanikli ve stabil yapigsmasini
saglayacak biyoaktif malzemelerin gelistiriimesi icin calisilmaktadir. insan viicudu
ile implantin entegrasyonunun belirlenmesinde implant Uretiminde kullanilan metal
kadar bu metalin ylzeyi de kritik rol oynamaktadir. Yuzeyi degistirimemis, saf
titanyumun, biyoaktif 0zelliginin az olmasi ve dolayisiyla kemik-implant
baglanmasini gelistrememesi onemli problemlerdendir. Bu sorunu asmak
amaciyla, ortopedik titanyum bazli implantlarin fonksiyonel ve daha biyouyumlu
hale gelmesi icin gesitli ylizey modifikasyon ydntemleri gelistiriimektedir. Ornegin,
Ti implantlarin oksijenle temasi halinde, ylzeyde olusan ince TiO, tabakasi,
implantin biyolojik uyumlulugunu ortaya koymaktadir. Uygun kaplanmis yuzeyler,
implantin biyolojik kabull ve surekli igleyisi i¢in avantaj olusturmaktadir. Yuzey
uzerinde mumkun oldugu kadar coklu kaplama uygulanmasi, 6zellikle ortopedik
implantlarda hicre yapismasi ve c¢ogalmasi tesvik edilebilir, boylelikle kemik

blylUmesi gelistirilebilmektedir [1].



Yapilan tez galigmasinda, titanyum bazli ortopedik implantlarin ytuzey ozellikleri
degistirilerek, kemik—implant araylzeyinde temas alanini artrmak ve
osseointegrasyonu saglamak oncelikli hedef olarak gorulmastir. Bu baglamda,
zimparalanarak yuzeyi asindirilmig Ti plakalar (zerine anotlama iglemi
uygulanmigtir. Sivi bir elektrolit ¢ozeltisi igerisine daldirilan iki elektrot ve
uygulanan gerilimle ¢ozeltideki iyonlarin hareketine dayanan bu yontemde,
titanyum anot ve platin katot kullanilarak, titanyum yutzeyler Gzerinde nanotubuler
yapida gozenekler olugsmasi saglanmistir. Kullanilan ¢dzelti tipi, konsantrasyonu,
pH’1, uygulanan gerilim ve uygulama suresi gibi farkli parametrelerin degistiriimesi

sonucu degisik morfolojie sahip gdzenekler elde etmek mumkunddar.

Kemik, tim omurgalilarin i¢ iskelet sistemini olusturan sert bir dokudur. Gunluk
hayatta meydana gelen disme, ¢arpma, travma ya da tUmor rezeksiyonu sonucu
olusabilecek kemik deformasyonlarinin yeniden insasi ya da tamiri amaciyla
ortopedik veya kraniyofasiyal ameliyatlarla kemik rejenerasyonu yapilabilmektedir.
Kemik defektlerinde otolog kemik greftleme populer yontem olarak kabul edilmekle
birlikte uzun galisma suresi ve dondr bdlgesi morbiditesi gibi olumsuzluklari, yeni
ve daha etkili yontem arayislarina neden olmustur [2]. Osse6z doku
rejenerasyonunu saglamak amaciyla doku muihendisliginde basarili ¢alismalar
yapillmaya baslanmistir. Tasliyici hicre olarak hareket eden yapi iskeleleri, kusurlu
kisimlarda hticre korunmasini saglarken, kemik olusumunu da kolaylastirmaktadir.
Bununla birlikte, polimerik malzemeler ve seramikler de kemik defektlerini
onarmakta biyik énem tagimaktadir [3]. Ozellikle dogal polimerler, Gistiin mekanik
Ozellikleri, biyobozunur olmalari ve kolayca sekil alabilmeleri sayesinde implant
teknolojisinde onemli kullanim alanina sahiptirler. Ayrica biyouyumlu olmalari,
hucrenin dogal ortaminda kullanilabilmesine olanak vermektedir. Dogal polimerler
arasinda, polisakkaritler, sinyal molekulleri sayesinde inorganik bilesenlerle
etkilesebilme yetenegine sahiptirler. Bu sebeple, dogal polisakkarit olan aljinat,
Ozellikle kemik yapisinda bulunan inorganik bolgelerle etkilesime girebilmesi
sebebiyle, implant tasarimlari ve kemik defekt tamirlerinde son yillarda ragbet

gOrmeye baslamistir [4].



Makroskopik olarak incelendiginde kemik, kortikal (siki) ve trabekuler (stngersi)
yapilardan olugsmaktadir. Siki yapili kemik, agirlikga %69 kalsiyum fosfat
mineralleri, %22 organik bilesikler ve %9 oraninda su igermektedir [5]. Biyomedikal
alanda farkli amagclarla kullaniimakta olan kalsiyum fosfat bazli biyoseramikler,
yuksek biyouyumluluklari sayesinde kemik kusurlarini iyilestirmek, implant ile
kemik arayuzeyindeki bosluklari doldurarak hicre yapismasini artirmak amaciyla
ortopedik uygulamalarda énemli kullanim alanina sahip olmustur. Kalsiyum fosfat
biyoseramiklerinden biri olan hidroksiapatit, vicut sivisi igerisinde kararli bir yapi
gOsterir, ¢ok yuksek sicakliklara kadar bozulmadan kalabilir ve rezorbe

davraniglarindan dolayi yuksek biyoaktiviteye sahiptir [6].

implant-kemik araylizey yapismasini maksimum diizeye getirmek, hiicrelerin
cogalip gelismesini saglamak amaciyla, implantolojide biyopolimer ve
biyoseramiklerin  kullanilabilirligini artirmak temel hedefti., Bu amacla
biyomalzemelerin implant ylzeyine elektroforetik biriktiriimesi (EPD) son yillarda
Uzerinde caligilan popduler bir uygulamadir. Bir elektrolit ¢ozeltisi icerisinde ve
belirli bir gerilim altinda titanyum implant ylUzeyine c¢esitli biyomalzemelerin
kaplanmasi bu yontemle saglanabilir. Basit, ucuz ve etkin olmasi, karmasik sekiller
Uzerinde homojen ve kararli kaplama olusturabilmesi, EPD kullanimi i¢in blyuk
avantaj olusturmaktadir [7]. Tez c¢alismasinda ikinci basamak olarak aljinat
biyopolimeri ve hidroksiapatit seramik nanokristalleri kullanilarak titanyum implant
uzerine EPD yontemi ile kaplama olusturularak hicre cevaplari gozlenmistir.
Kullanilan osteoblast hicrelerinin yuzeyi degistiriimis implantlar Gzerine yapisma,

burada yayllma ve ¢ogalma aktiviteleri incelenmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Titanyum

Yaklasik yarim asirdir bilinen sekliyle kullanilmakta olan titanyum, 1791 yilinda
ingiliz kimyager ve mineralog William Gregor tarafindan kesfedilmistir. Titanyumun
yuksek reaktivitesi, saf olarak elde etmeyi zorlastirmistir. Gregor tarafindan
bulunan ve saf olmayan bu oksit bilesik, 1795 yilinda Alman kimyager Martin
Heinrich Klaproth tarafindan Rutil mineralinden titanyum oksit olarak izole edilmig
ve Yunan mitolojisindeki ‘Titan’ dan esinlenerek titanyum olarak adlandiriimistir.
Saf metalik titanyum, ilk olarak Matthew Albert Hunter tarafindan 1910 yilinda
TiCl, ile sodyumun yuksek sicaklikta isitilmasiyla elde edilmistir. Fakat bu
yontemin, yluksek enerji ve pahali kimyasallar gerektirmesi, saf titanyum elde

etmenin maliyetini artirmistir.

GUnumuzde, aliuminyum, demir ve magnezyumdan sonra yeryuzinde en fazla
rezerve sahip dorduncu element olan titanyum, periyodik cetvelde 4. Periyot, 4B

grubunda yer alan, atom numarasi 22 olan bir gecgis metalidir [8].

Yuksek mukavemeti, mikemmel korozyon direnci ve hafif olmasi sayesinde
titanyum ve alasimlari havacilik sanayisi basta olmak Uzere mimarlik, kimyasal
isleme, tip, enerji Uretimi, denizcilik, spor, edlence ve ulagim alanlarinda da artarak

talep gérmeye baslamistir [9].

2.1.1. Yuzey Ozellikleri

Titanyumun metal 6zelligi, kristal 6rgu icerisindeki atomlarin metalik baglanmasina
dayanmaktadir. BoOylece, orgudeki serbest ve hareketli degerlik elektronlari,
metale elektriksel iletkenlik, kristal orgu igerisindeki atomik kayma ile olusan plastik
deformasyon, azalan yumusaklik, artan sertlik ve mukavemet, kristal 6rgu iginde
saf olmayan atomlarin bir araya gelmesiyle olusan alasimlar gibi farkli metalik

Ozellikler kazandirmaktadir [10].



2.1.1.1.Korozyon Ozellikleri

Titanyum, hava, su ya da oksijen igeren herhangi bir ortamda, alt kismini korumak
amaclyla yuzeyinde ¢ok hizli bir bigimde oksit tabakasi olusturur. Bu o6zellik,
titanyum bazli alasimlara mikemmel korozyon direnci kazandirir [11]. TiO,,
organik ve inorganik birgok ortamda kararli yapiya sahiptir ve bozunmaz. Yalnizca
yogun konsantrasyonlu H,SO, ve HF igerisinde ¢ozunebilir [12]. Bu tabaka
sayesinde, insan vucuduna implante edildikten sonra metalik katyonlarin tekrar
serbest kalmasi engellenir. Ayrica, yuzeyi oksit tabakasi ile kaplanan titanyum, bu
Ozelligi ile eklem bolgelerinde bulunan kayganlastirici hidrofilik proteinler gibi gorev

yapabilir ve kemik surtiinmelerini azaltmaya yardimci olur [13] [14].

Tigy + Ozg) —— TiO2 Hava ile temasi,

Tigy + 2H,O0 — TiOg) + 2H2(g) Su ile temasi [15]

2.1.1.2. Mekanik Ozellikleri

Hille [16], vicut ortamindaki asindirici kuvvetlere karsi yeterli direng gostermesi,
ana dokuda tolere edilebilir bir reaksiyon indiklemesi ve gerekli mukavemete,
yumusakliga ve dayanim sinirina sahip olmasi nedeniyle titanyumun, bir implant

malzemesi olarak kullanilabilecegini 6ngérmustur [17].

‘Ticari saf olarak adlandirilan titanyum, az miktarda da olsa oksijen, karbon, azot
ve demir icermektedir. Farkhh elementlerin varhgi, titanyumun mekanik
ozelliklerinde de farkliiga neden olmaktadir. Ozellikle icerdigi oksijen ve demir
orani arttikca, saf titanyumun akma ve cekme mukavemeti de artmaktadir.
Mekanik 6zelliklerde meydana gelen bu degisiklikler, malzemenin sertlik, korozyon
direnci, 1s1 dayanimi gibi ozelliklerinde dedisiklige neden olmaktadir. Boylelikle,
elde edilen titanyumun kalitesi de degismektedir. Farkli mukavemet ozellikleri
gerektiren calismalar igin, istenilen kalitede cpTi kullanimi bu gsekilde mumkin

olmaktadir.



Cizelge 2.1. Saf Titanyum metalinin mekanik 6zellikleri [18]

Doénlistim
Sicakliklari Katki Elementleri
ASTM Akma Cekme (°C) (% agirlikga)
STANDARDI | Mukavemeti | Mukavemeti
(MPa) (MPa) Alfa | Beta | N H Fe (@] Pd

Grade 1 170 240 888 | 880 | 0.03|0.10|0.015|0.20(0.18| O
Grade 2 280 340 913 | 890 | 0.03|0.10|0.015|/0.30(025| O
Grade 3 380 450 920 | 900 | 0.03|0.10|0.015|/0.30(035| O
Grade 4 480 550 950 | 905 | 0.030.10| 0.015| 050|040 | O
Grade 7 280 340 913 | 890 | 0.03 | 0.10| 0.015|0.30 | 0.25|0.2

2.1.1.3. Biyolojik Ozellikleri

Yapilan biyolojik testlerde stelit ve gelik ile karsilastirildiginda titanyumun daha
dusuk bir toksisiteye sahip oldugu gorlimustir. Bu da, implant teknolojisinde

titanyum kullaniminin bir avantajini ortaya koymaktadir [19].

Biyolojik sivilar, hiicre ve dokular ile etkilesimleri agisindan yuksek hidrofiliklige
sahip yuzeyler, hidrofobik ylzeylere goére daha fazla tercih edilmektedir. Titanyum
implantlarin ylzey kimyasal bilegsiminin degistiriimesi, ayni zamanda yuzeyin
hidrofilikligini  de
kolaylastirmaktadir [20]. Ayrica, ylzeyi modifiye edilmemis titanyum, implant

Bu tur

etkileyerek, biyolojik ortamlara uyum saglamasini

yetersizligine neden olabilecek bakteri enfeksiyonlarina duyarhdir.
enfeksiyonlar yiuksek morbidite ve tedavi maliyetleri ile yikici komplikasyonlara
neden olabilirler [21]. Ylzeye bakteri yapigsmasini azaltarak ya da bakterileri
oldurerek implantin bakteri enfeksiyonunu en aza indirmek amaciyla malzemenin

yuzey kimyasi degistirilerek biyolojik uyumlulugu artirilabilmektedir [22] [23].



2.1.2. Biyomedikal Uygulamalari
2.1.2.1. Sert doku Uygulamalar

Sert dokular, kaza, ¢carpma ve yaslanmaya bagli olarak zarar goérebilmektedir.
Zarar goren dokularin yapay malzemelerle yer degistiriimesi, yaygin olarak
kullanilan bir cerrahi iglemdir [24]. Titanyum (Ti) biyouyumlu bir malzeme olmasi
ve gelismis mekanik 6zellikleri nedeniyle dental ve ortopedik implantlarda yaygin

olarak kullaniimakta olan bir metaldir [25].

2.1.2.1.1. Ortopedik implantlar

implant teknolojisi, biyolojik yapilarin bir kisminin ya da tamaminin goérevini
ustlenmek ya da bu yapilara destek olmak amaciyla kullaniimakta ve gun gectikge
gelismekte olan bir alandir. GUnUmlizde implantlar, kalp pillerinden
kardiyovaskuler stentlere, yapay sinir protezlerinden ila¢g dagilim sistemlerine, dis

ve ortopedik uygulamalara kadar vicudun birgok bdlgesinde kullaniimaktadir.

1950’lerde yaygin olarak kullanilan subperiosteal implantlarin yerini, 1960’larin
sonlarina dogru endosteal implantlar almaya basladi. Klinik olarak basari elde
edilebilmesi icin, yerlestirilen malzemenin, ¢evre dokular ile kararli bir araylzey
olugturmasi onemlidir. Ayrica bu malzeme, dogal dokunun mekanik 6zellikleriyle
de uyumlu olacak sekilde secilmelidir. Yerlestirildigi bolgede agir yuklenmeye
neden olabilecek malzemelerin secimi implantasyon igin uygun degildir. Brattle,
(1960) implant dretimi icin kullanilabilecek mekanik 6zellige sahip ve en inert
malzemenin titanyum oldugunu belirtmigtir. Saf titanyum, saglam, hafif, yumusak

olmasi sebebiyle ortopedik implantlarda kullanimini cazip hale getirmigtir.



Ti-6Al-4V Stem

Dense Bone

Human Femur
(Hemisection)

Sekil 2.1. Titanyum metali ile Uretilmis ortopedik implantin sematik gorintisu

Gecmiste ozellikle Ti — 6Al — 4V gibi alasimlar implant teknolojisinde kullanilirken,
Vanadyumun toksik etkisi olabilecegi dusuncesi, daha yeni ve biyouyumlu alagim
implantlar Uretmeyi mecburi hale getirmistir. Nb, Ta, Zr, ve Mo gibi farkli
elementlerle alagimlanmig titanyum ile daha az toksisiteye sahip implantlar elde
edilmistir. Bunlardan en yaygin kullanilani Ti — 6Al — 7Nb ve Ti — 5Al — 2.5Fe
alagimlardir [8]. Branemark ve Schroeder ticari saf titanyum implantlar kullanarak
hayvanlar Gzerinde yaptiklari arastirmalarda direkt kemik ile temas eden implant
demirlemesi elde edilebilecedini gdézlemlemislerdir. Bu direkt kemik—implant
araylzl ‘osseointegrasyon’ olarak adlandinimistir [26]. Osseointegrasyonu
saglamak ve slUrdurmek olasihigi Gzerine ¢ok farkli gorusler yayinlanmistir. Collins
(1954), histolojik olarak etkisiz olmasina ragmen, implante edilmis nesnenin higbir
zaman kemik icine dahil edilemeyecegdini belirtmistir. Southam ve ark. (1970),
herhangi bir metalik cihaz kemige implante edildiginde, cihaz etrafinda devamli bir
fibréz doku tabakasinin gelisecegini ve kemikte yerlestirildigi zaman oldugu kadar
guvenli olmayacagini belirtmiglerdir. Bazi arastirmacilar ise, implant ile kemigin
direkt temasinin implante edilecek malzemenin metal yerine seramik olmasiyla
saglanabilecedi goérisund savunmustur [27] [28] [29]. Jacobs’a gore,
osseointegrasyon yalnizca seramik implantlar ya da kaplanmis metal implantlarla

mimkunddr.



Titanyum yuUzeyi, yuksek vakum ya da benzeri kosullar altinda, birden oksit
tabakasi kapli hale gelir. Titanyum implanttaki metal olan ya da olmayan bilegikler,
cevre dokulara direk maruz kalirlar. TiO, TiO,, TiO3 ve TizO4 kombinasyonlari
yaklasik 100 A kalinhginda kararli oksit tabakalari olusturarak, kemik ve metal
arasindaki direk temas onlenir. Bu da implant olarak titanyumun aslinda metal
degil, bir seramik olarak kabul edilebilecegini gosterir. Implant yiizeyinde
olugturulan oksit tabakasinin korozyon riskini ve implanti gevreleyen hicrelerdeki

toksik reaksiyonlari azalttigi gozlenmistir. [17].

Cizelge 2.2. implant doku araylzey iliskisini etkileyen faktérler [30]

Doku Tarafi implant Tarafi
Doku Tipi implant Bilegimi

Doku Yasi Faz Sayisi

Doku Saghgi Faz Sinirlar

Doku i¢i Kan Sirkiilasyonu Yuzey Morfolojisi
Araylzey Hareketliligi Yuzey Gozenekliligi
Araylzey Kan Sirkllasyonu Kimyasal Reaksiyon
Boyutlar Arasi Uygunluk Boyutlar Arasi Uygunluk
Mekanik Yukleme Mekanik Yukleme

2.1.2.2. Kalp ve Damar Uygulamalari

Kardiyovaskuler uygulamalar igin, guglu, inert ve manyetik olmayan malzeme
secimi 6nemlidir [24]. Ustln fizikokimyasal dzellikleri, titanyumu implante edilebilen
ya da ekstrakorporal kanla temas eden cihazlarin Gretiminde cazip hale getirmigtir.
Kendi kendine genigleyebilen Nitinol stentler, implante edilebilir titanyum
cihazlardan biridir. Titanyum ve nikel kombinasyonu olmasi, stente slperelastiklik
ve vucut sicakhgindaki sikismalara karsi direng gosteren termal bigcim bellegi gibi

ozellikler kazandirir [31].



2.1.2.3. Diger Uygulamalar

Doku muhendisligi, ila¢ salim sistemleri ve yapay organlar gibi birgok alanda,
Ozellikle TiO, olmak Uzere titanyum bilesikleri ve alasimlari kullaniimaktadir. TiO,
nanotup filmleri, kemik ve kdk hucreleri igin yapisma ve gelisme aktivitelerinin
artmasina, bakteri adezyonunun onlenmesine ve kanamayi kontrol altina almak

amaciyla kan pihtilasmasini saglamaya yardimci olmaktadir [32].

2.2. Yuzey Modifikasyonu

Titanyum, kemige baglanabilme Ozelligine sahip olmasina ragmen, yuzeyi
modifiye edilmemis Ti metali, biyolojik olarak pasif olmasi sebebiyle
osseointegrasyonu ve kemik iyilesmesini gergeklestirmek igin yetersizdir. Bu tur
zorluklarin Ustesinden gelmek igin ylzeyin gesitli ydontemlerle modifiye edilmesi ya
da kaplanmasi gerekmektedir [33]. Ylzey pUruzluligu, osseointegrasyonun hizini
ve kalitesini artiran bir etki saglamaktadir [14]. Ayrica titanyumun ylzey kimyasal
bilesimi de implant osseointegrasyonunu etkileyen bir parametredir. Titanyum
yuzeyindeki flor iyonlarinin in vivo ortamda osteoblast proliferasyonunu ve

fonksiyonunu artirdigi [34], yeni kemik olusumunu tesvik ettigi rapor edilmistir [35].

Mikro ve Uzeri yuzeylerle karsilastirildiginda, nano boyutlu yuzeylerin hicre
davranisglari igin daha uygun oldugu yapilan ¢galismalarda ortaya konmusgtur. Nano-
yuzeyler, hicrelerin bulundugu ve etkilesim iginde oldugu dogal ekstraseliler
matrikse benzer yapi gosterir. Bu sebeple, hcreler, kiglk topografik nesneleri
algilayabilir ya da onlarla tepkime verebilir. Bagka bir deyisle, bu benzerlik hucre
fonksiyonlarini dizenleyebilir. Bir malzemenin ylzey topografyasinin nano-boyutta
tasarlanmasi, o yuzeye proteinin tutunmasini kolaylastirarak hidcre buyumesine
etki edebilir. Nano-boyutta modifiye edilmis implantlarin vicuda takilmasi
ardindan proteinlerin yuzeye yapismasi baslar ve protein varligini tespit eden
hiicreler ylizeye yapismaya ve orada biiyiimeye baslar [36]. implant yiizeyinin
topografyasi ve purtzltligu, olusan oksit tabakasinin kalinhdi, mikroyapisi,
bilesimi, safsizlik dereceleri, kullanilan yizey modifikasyon turine bagli olarak
cesitlilik gosterir [37]. Cesitli gdzenekli ylzeylere sahip ortopedik implantlar

1960’larin sonlarina dogru yaygin olarak incelenmistir [38].
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Yillardir sdregelen c¢alismalar ve morfometrik analizler sonucunda implant
yluzeyinin artan puarazltaligunun, kemik ile implant arasindaki temas alanini
artirdigi gozlemlenmigtir [39] [40]. Purlzsuz malzemelerle karsilastinildiginda,
kumlanmig yuzeylerde daha genis yluzey alaninin olugmasinin, bag dokusu hucre
baglanmasina katki sagladigi gorulmastir [41]. Bunun Gzerine ¢ok duzgin
yuzeyler yerine daha puruzlu yuzey turleriyle implant tretimi Gzerinde calisiimaya
baglanmigtir [26]. YlUzey puUrozlaligt kemik ile implantin temas alanini
genigleterek, protein adsorpsiyonunu, osteoblastik hucrelerin yapismasini,
baslangigtaki kan pihtisini tutma glcund artirarak osseointegrasyonu artiran bir
etki saglamaktadir [14] [42] [43].

Kemik—baglanma kapasitesini artirmak, implantasyon sirasinda olusabilecek

bakteri enfeksiyonlarini dnlemek ya da bakterilerin dlumunu tesvik etmek amaciyla

implant yuzeyi gesitli ydntemlerle modifiye edilebilmektedir [44].

Cizelge 2.3. implant Yiizey Modifikasyon Yéntemleri

e Asitle Muamele
e Sol-jel
Kimyasal Yontemler e CVD

¢ Anodizasyon

e EPD

e Talagl isleme

e Kumlama
Mekanik Yontemler e Zimparalama

e Polisaj

e Plazma Puskurtme

Fiziksel Yontemler e iyon Plantasyonu
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2.2.1. Kimyasal Yontemler
2.2.1.1. Asitle Muamele

Titanyum implantlar, ylzeyi purizlendirmek amaciyla HCI, H,SO4, HNO3; ve HF
gibi cesitli kuvvetli asitlerle asindirilabilirler. Guo ve ark. [45], HF ile muamele
ettikleri kumlanmig cpTi implantlarda nanoboyutta 6zellikler gosteren ylzeyler elde
etmislerdir. Hucre kultird galismalarinda ise asitle muamele edilen yuzeylerin
yapisik hucre osseoinduktifi ve kemige 6zgu mRNA ekpresyonunu artirdigi
gorulmustar. Asitle muamele isleminde, elektrolit ¢ozeltisindeki F~ iyonlari, oksit
tabakasi Uzerindeki titanyum ile tepkimeye girerek, ¢ozunebilir bir kompleks

olusturmustur.

2Ti(k) + 12HF ——» 2[TiF6]3-(aq) + 3H2(g) + 6H+(aq) [12]

Yapilan cgalismalarda, kumlanmig TiO, ylzeylerin F iyonu ile etkilesimi, yluzey
uzerinde énemli bir degisiklik olusturmasa da insan mezenkimal kok hicrelerinde
baglanmis osteoblastik farklilasmasini sagladigi ve implant—kemik etkilesimini
artirdigi gézlenmistir. Flor iyonlarinin kemik olusumu ve hicresel faaliyetlere etkisi
tam olarak ¢o6zilememis olmasina ragmen, bu iyonlarin osteoblastik hucrelere
direkt etkisi ya da protein adsorpsiyonu Uzerine flor iyonlarinin dolayli etkisi ve
sonraki hicre adezyonu ya da titanyum ylzey Uuzerine dolayli olarak flor
tutunmasi, lokal kalsiyum konsantrasyonu ve hicre davranislarini etkileyen

kalsiyum fosfat birikimini sagliyor olabilecedi disuniimektedir [34].

2.2.1.2. Sol-jel

Substrat Uzerine TiO, filmlerinin hazirlanmasinda sol-jel, 06zel aparatlar
gerektirmeyen, kolay ve ucuz bir yontemdir. Homojen bir ¢ozelti ile, duzgun ¢ok
bilesenli filmler kolaylikla olusturulabilir, filmlerin faz yapisi kumanda edilebilir ve
bdylece TiO, (anataz) elde edilebilir. Jelin genis alan 6zellikli gdézenekli yapisi ile

elde edilen film karakterize edilebilir.
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Sol—jel yontemiyle yuksek fotokatalitik aktiviteye sahip TiO; filmler elde edilmistir.
Son zamanlarda, yuksek katalitik aktiviteli TiO, ince film elde etmek igin
peroksotitanik asit ¢ozeltisinin hidrotermal muamele ile hazirlanmig TiO, ¢ozeltileri,

bir alkoksit—turevi TiO; jel, sulfurtk asit, kullaniimaktadir [46].

2.2.1.3. Kimyasal Buhar Biriktirme (CVD)

Karmasik yapili yuzeyler Uzerine homojen nanokristal kaplamalar elde etmek igin
kullanilan bir yontemdir. Oksijenli ortamda, titanyum tetraklortr (TiCls) ve cesitli
gazlar kullanilarak TiO; biriktirilmesi temeline dayanir. Fakat, depozisyonda olusan
klor kirlilikleri, klor ve oksijenin farkli iyon yaricaplarina bagh olarak istenmeyen
kafes genislemesi, kimyasal ve mekanik O6zelliklerinin dusuk olmasina neden
olmaktadir. Duguk sicakliklarda, metal alkoksitler gibi daha énceden metal-oksijen
bagi yapmisg bilegiklerin kullanilmasi, Kirliliklerin azalmasini ve daha verimli

kaplama yapilmasini saglayabilmektedir [47].

2.2.1.4. Anodizasyon

Fonksiyonel ince filmlerin elektrokimyasal fabrikasyonu, ¢evreye zararsiz kosullar
altinda yurutulen, duguk enerjili bir sure¢ olmasindan dolayr yumusak cozeltili
elektrokimyasal sure¢ olarak da tanimlanabilmektedir. Yumusak c¢ozeltili bu
islemlerle epitaksiyel, super-orgu, kuantum-noktaciklari ve nano-gozenekli gibi

ince filmler elde etmek mumkundur [48].

Anotlama islemi, titanyum ylzeyler tzerine nanogdzenekli TiO,, filmleri olusturmak
amaciyla kullanilan bir yontemdir. Boylelikle kontrol edilebilen gbzenek boyutlarina
sahip, homojen, dusik maliyetli ve genis alanda uygulanabilen filmler
olusturulabilir. Bu filmler, kendi kendini temizleme, kontrol edilebilir islanabilirlik,
yuksek biyouyumluluk gibi 6zelliklerinden dolayl farkli uygulamalarda tercih
edilebilmektedir [49]. Nanogbzenekli titanyum oksit ince filmler, genis yuzey alani
olusturmalari ve yuksek reaktivitelerinden dolayi katalizor ve gaz algilama sensoru
olarak kullanilabilmektedir [50].
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Biyomedikal alanda ise TiO, nanotuplerin, ila¢ salim sistemlerinde, kemik ve kok
hldcre yapisma ve gelismesini saglamada kullaniimaya baslandigi gorulmektedir
[51]. Nanotupler, Ti yuzey alanini genisleterek daha reaktif bolgeler olusturmakta
ve bdylece osteoblast yapigsmayi saglayacak ilk protein etkilesimini artirmaktadir
[11].

B i

N

1

Sekil 2.2. Anotlama islemi ile titanyum dioksit nanotUplerinin olusum mekanizmasi

Tahmini TiO, olusum mekanizmasi su sekildedir:
1) Gevsek bir katman olusumu,
2) Yogun tabakalasma sureci,
3) Mikro-gatlaklarin ortaya ¢ikisi,
4) Mikro-gatlaklarin gelisimi,
5) Korozyon c¢ukurlarinin olusumu,
6) Korozyon cukurlarinin gelismesi,
7) Gozenek iclerinin bozulmasi,
8) Gozenek iclerinde olusan kimyasal ¢ozulme,
9) Gozenek iclerinin yeniden bozulmasi,

10) Dlzgun siralanmis nanotlp dizilerinin olusmasi [52].
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Anodizasyon iglemi sirasinda titanyum anot yuzeyinde meydana gelen tepkimeler:

e Ti— TiO; arayiizeyinde : T y Ti? +2e

e TiO; — Elektrolit araylzeyinde 2H,0 ——» 20% +4H"

2H,O ——— » O, +4H" +4e

e ki araylizey arasinda ; Ti?* + 20 ———» TiO, + 2e™ [53]

Titanyumun anodizasyonu, asidik sulu ¢ozeltilerde, yuzey Uzerine TiO, biriktirme
esasina dayanan bir tekniktir [48]. Titanyum oksit filmler HF [50], etilen glikol [51],
(NH4)2SO4 + NH4F [49] gibi farkl elektrolit ¢ozeltilerinde anotlama islemiyle elde
edilebilmektedir. Paulose ve ark. [51], etilen glikol ¢ozeltisi icerisinde son derece
hizli ve altigen biciminde tiipler olustugunu gérmuslerdir. ileriki calismalarinda ise,
etilen glikol + NH4F ¢oOzeltisinde, ¢ok daha uzun (360 um) tiplere sahip gdézenekli
titanyum ylzeyler olusturmuslardir. Tip uzunlugu arttikga olusan ylzey alani,

Ozellikle biyomedikal uygulamalar igin avantaj olusturmaktadir.

Nanotubduler yapilarin olusumu sirasinda, titanyum dioksitin bir kismi ¢ézulUr fakat
anodizasyonu etkileyecek herhangi bir yan reaksiyon géstermez. Bu durumda bulk
¢ozeltisi igerisindeki TiO, nanotuplerinin kimyasal ¢ézulmesi ihmal edilebilir. Fakat,
bu elektrolit ¢ozeltisi tekrar kullanildiginda, ya da uzun sureli anotlama islemi
yapildiginda ¢ozelti igerisindeki H" ve F~ iyonlarinin tikenmesi nedeniyle nanotiip
yerine, birka¢ yuz nm kalinhiginda ve homojen bir oksit tabakasi olugturur. NH4F
ilavesi ile bariyer tabakasi sinirlandirilarak asitlenme bolgeleri tekrar olusturulur ve
nanotlp dizilerinin sentezi baslar. Kalin Ti film tabakalarindan uzun nanotipler
elde etmek icin, elektrolit ¢ozeltisindeki NH4F ve H,O konsantrasyonunu artirmak
gerekmektedir [51]. Gbzenekli tabakanin kalinhidi, gbézenegdin tabanindaki TiO2’nin
elektrokimyasal olusumu ile, bu TiO2'lerin F~ iyonlari igeren ¢ozelti igerisindeki
¢6zllmesinin dengesine baglidir. TiO2'nin kimyasal ¢6zilme hizi, ¢ozelti pH’ina
baglidir [49].
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2.2.1.5. Elektroforetik Biriktirme (EPD)

100 yih agkin sdredir kullanilmakta olan elektro-kaplama teknolojisi, ylUksek
cozunurluge sahip elektrolit ve metal tuzlar iceren, yuksek iletme yetenegine
sahip sulu ¢ozeltilerin kullanimi esasina dayanmaktadir. Bu teknikte, sulu ¢ozeltiler

kullanma sebepleri su sekilde siralanabilir;

e Genis potansiyel pencereler sunmasi,

e Metal tuzlarinin yuksek ¢ozunarlaga,

e Su ve metal/su kimyasindan kaginma,

e Susuz ¢ozuculerle kiyaslandiginda yuksek iletkenlik 6zelligi,
e Verimli, kolay ve tekrar kullanilabilir olmasi,

e Cevreye zarar vermemesi.

Ayrica iyonik sivilar, dusuk buhar basinglari nedeniyle farkli sicaklik araliklarindaki

calismalarda da rahatlikla kullanilabilirler [54].

Elektroforetik biriktirme (EPD), elektroforez ve depozisyon olmak Uzere iki farkh
surecin kombinasyonudur. Elektroforez, bir sispansiyondaki yUklli pargaciklarin
elektriksel alan altindaki hareketlerini igerir. Hint bilim adami G.M. Bose tarafindan
sivi sifon deneyi sirasinda kesfedilmis (1740), Rus Reuss (1807) su igerisindeki
kati pargaciklari elektrik akimiyla indukleyerek hareket ettirmigtir. Diger igleme
teknikleriyle kolayca ulasilamayacak derecede sitokiyometrik ylksek saflikta
malzeme birikmesine olanak sagdlamasi ve metal fiber ag yapilari gibi karmasik
yapilar Uzerine kaplama yapilabilmesi sebebiyle biyomedikal uygulamalar igin
elektroforez 6nemli bir avantaj olusturmaktadir [55]. Depozisyon ise kuglk
parcaciklarin koagulasyonu sonucu yogdun kutleler olusturmasidir. EPD’nin ilk kez
(1937), platin katot Uzerine ThO, ve tungsten biriktirmek amaciyla kullanildigi
dusundlmektedir [56].

Etkin, homojen ve konformal bir kaplama olusabilmesi icin net ylk tasiyan, kararli

kolloidal sispansiyona sahip olmak gerekmektedir [7].
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Elektroforetik biriktirme (EPD), kararli bir slspansiyondan gelen yuUkli
parcaciklarin, zit yukli bir substrat yuzeyinde dogru akim altinda depolanmasini
iceren kolloidal olusum teknigi olarak tanimlanabilir. EPD ydntemi ile, toz halindeki
malzemenin karmagsik yapil elektrotlar Gzerine homojen birikmesi saglanabilir.
Yigin seramiklerin olusmasi durumunda, biriktirme yapilmis elektrotun depozitten
ayrilmasi gerekir. EPD’nin ticari uygulanabilirligi, substratin depozitten etkin
sekilde ayrilmasina baghdir. Bu ayrilma iglemi basit geometriler icin dikkatli ve
kontrolli kurutma ile gergeklestirilebilirken, daha karmasik yapilarda sinterleme

islemine bagvurulmaktadir [57].

) Anotlanmis Yiizey
Anotlanmig Ti Yiizey Uzerine Eletroforetik
Biriktirme

Yywyyvyy

islenmenmis Yiizey  Bariyer Tabakast

Metal (Titanyum) Yiizey

Sekil 2.3. islenmemis saf titanyum yiizeylerin anodik oksidasyonu (izerine

elektroforetik biriktirme iglemi [58]

Elektroforetik biriktirmeyi diger yontemlerden ayiran Ozelliklerin basinda, oda
sicakliginda uygulanabilmesi ve elektrokimyasal potansiyeli ve elektrolit derigimi
degistirilerek yluzey morfolojisini kontrol etmenin mimkin olmasidir [59]. Ayrica
basit, ekonomik ve hizli bir yéntem olmasi; film kalinhd@inin ve birikme hizinin

kontrol edilebilirligi, yluzey kaplama iglemi i¢in EPD’yi cazip hale getirmistir [60].
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Sekil 2.4. Farkli Gretim yontemleri ile elde edilen kaplamalarin tipik kalinliklarinin

karsilastiriimasi

Sekil 2.4’te, ortopedik uygulamalar igin kullanilan titanyum implant ylzeylerinin
farkl metotlarla kaplanmasi karsilastirildiginda, EPD ydntemiyle ¢ok genis bir

alanda uygun kalinliga sahip kaplama elde edilebilecegi agikga gortulmektedir [61].

2.2.1.5.1. Elektroforetik Biriktirmeyi Etkileyen Parametreler

Elektrokimyasal biriktirme (elektrodeposizyon) teknigi ile elde edilen ince filmin
kalitesini etkileyen bazi parametreler vardir. Bu parametreler degistirilerek istenen
Ozelliklere sahip ince film Gretmek mumkindur. Elektrokimyasal birikmeyi etkileyen

parametreler agagidaki gibi siralanabilir:

i- Depozisyon potansiyel
Depozisyon slresince uygulanan potansiyel, olusturulan ince filmin kalitesi ve
parlakhgr Gzerinde 6nemli rol oynamaktadir. Zhitomirsky |. ve ark [55], yaptiklari

calismalarda, cesitli gerilimlerde olusturulan filmlerin pargacik boyutlarinin farkhlik

gOsterdigini gozlemlemiglerdir.
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li- Cozelti pH'1

Cozelti icerisindeki H iyonlarinin konsantrasyonu, elektrolitin pH’ini etkileyen diger

bir faktérdur. H iyonlari ile pH arasindaki baginti:

pH = - |Ogloa|-|+

seklinde gosterilebilir.

H iyonlarinin artmasi pH’1 dusurdrken, azalmasi ise pH’in artmasina neden olur.

Bu sekilde pH degisimi ince filmin kalitesini de etkiler.

iii- Akim yogunlugu
Akim yogunlugu, elektrot ylzeyinin birim alani basina gecen akim olarak
tanimlanir. Akim yogunlugunun disuk ya da yuksek olmasi filmin kristal yapisini
ve yuzey morfolojisini etkiler. Dislik akim yogunlugu, kaliteli ince film tabakalari
biriktirmek icin avantaj olusturmaktadir [62].

iv- Elektrolit sicakligi

Elektroforetik birikme suresince istenmeyen faz degisimlerini engellemek amaciyla

daha dusUk sicakliklarda ¢alisiimasi uygundur [63].
V- Cozelti icine katilan kimyasal maddeler
Cozeltinin  kimyasal kararliigini artirmak, istenen seviyede elektroforetik

hareketliligi saglamak, ince film tabakasi olusturmak ya da olusan filmin kalitesini

artirmak amaciyla elektrolit gozeltisi igerisine katki maddeleri eklenebilmektedir.
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2.2.2.  Mekanik Yontemler
2.2.2.1. Talash igleme

Talaslama, metallerde istenen sekil ve oOlgide yuzeyler elde etmek amaciyla,
yuzey uzerinden talas kaldirarak asindirma islemidir. Asindiricinin cinsi, tane
bayuklugu, birlesimindeki malzemeler, tasin sertligi gibi farkli parametreler tas
secimi icin dnemlidir. Yumusak malzemelerle ¢alisilirken daha sert ve ince taneli
taslar; sert malzemelerde ise daha buyuk taneli taslar secilmektedir. Ylzeyden
fazla talas kaldirmak igin iri taneli ve yumusak taslar secilmelidir. Ti alasimlari, Ni
alagimlari ve yuksek mukavemetli geliklerin ylzeyleri bu sekilde purtzlendirilerek,

farkli amaclar i¢in kullaniimaktadir [64].

2.2.2.2. Kumlama

Titanyum yuzeyini purizlendirmek igin kullanilan diger bir yontem ise ylzeyi sert
seramik parcaciklar ile kumlamadir. Seramik pargaciklar, bir nozul igerisinden
basingli hava ile ylksek hizla firlatilirlar. Seramik parcacik boyutuna baglh olarak
farkl ylzey puaruzlitliginde titanyum implantlar elde edilebilir [20]. Kumlama,
purdzlaligu artirmakla beraber, ylzey Uzerindeki kirlilikleri de ortadan kaldirarak
metalin biyoaktivitesini artirir [42]. Kumlama maddeleri kimyasal olarak kararli ve
biyouyumlu olmali, implantin osseointegrasyonuna engel olmamalidir. Aliminyum
oksit, titanyum oksit, kalsiyum fosfat gibi ¢esitli seramik parcaciklar kumlama igin

kullanilabilir.

2.2.2.3. Zimparalama

Zimparalama, bircok malzeme i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontem olsa da
titanyum igin bu durum biraz daha farkhdir. Titanyum c¢ok sert olmamakla birlikte
saglam bir metaldir. Isi iletkenligi azdir ve kimyasal olarak oldukca reaktiftir [65].
Bu ylzden zimparalama isleminde énemli o6lcliide verim almak zordur. Diger
yandan, titanyumun sertligi oksijen konsantrasyonuyla orantili olarak artmaktadir.
SiC ile zimparalanmig titanyumda yuzey Uzerinde oksit tabakasi olusmus ve buna
bagli olarak sertlikte de artis gozlenmistir. Ayrica bu oksit tabakasi sayesinde

metalin korozyon 6zelligi ve biyouyumlulugu artmaktadir [66].

20



2.2.2.4. Polisgj

Mekanik polisaj, metaller Uzerinde c¢ok duz ve puruzsuz yuzeyler elde etmek
amaciyla kullanilan, wuzun sureli bir yontemdir. Metal ylzeyinde gozle
gorulmeyecek duzeyde tumsek ve cgukurlar vardir. Bu ydntemle tumseklikler
kazinarak cukur kisimlar icine doldurularak ylzeyde duzgunlestirme saglanir.
Fakat, mekanik polisaj yapilmis ylzeylerde deformasyon meydana gelmektedir
[67].

2.2.3. Fiziksel Yontemler
2.2.3.1. Plazma Piiskiirtme

Gozenekli bir yuzey olusturmak igin implantin plazma sprey ile kaplanmasi ilk
1970 yilinda Hahn ve Palich tarafindan rapor edilmigtir. Yapilan ¢alismalarda,
plazma puskurtilmus titanyum implantlarin, purizsiz titanyum implantlara goére
daha yuksek kaldirma torkuna ve yuksek kemik-implant etkilesim oranina sahip
oldugu goézlenmistir [39]. Plazma puskirtme, implant ylzeyini biyoseramik
kaplamak amaciyla yaygin olarak kullanilan ticari bir yontemdir. Son yillarda ise
titanyum implantlari HAp ile kaplamak amaciyla kullanilmaya baslanmistir. Fakat,
kaplama sonrasi olusan mikro-gatlaklar, kaplamanin substrat yulzeyine zayif
yapisabilirligi, yluksek sicakliklarda faz degisimine ugramasi, zamanla yapilan
calismalarda bir dezavantaj olarak gorulmustir [63]. Ayrica Ozellikle karmasik
sekilli yuzeylere homojen HAp kaplanmasi konusunda yetersiz oldugu
dusundlmektedir [59]. Bu yontemde goérus hatti boyunca kaplama yapildigi igin,
gbzenekli metal malzemelerin gozenek iclerinde tam bir kaplama
yapllamamaktadir [68]. Buser ve ark. ylzeyi plazma puskirtme mekanik
yontemlerle modifiye edilmis titanyumla vyaptiklari c¢alismada, HAp kapli
implantlarin  kemik-implant arayuzey etkilesim oraninin ¢ok yuksek oldugunu
g6zlemlemistir. lyilesmenin 6 haftalik siiresi icinde HAp kaplamanin kemik
cogalmasi Uzerinde uyarici bir etkiye sahip oldugu gorulmustur. Fakat, kullanilan
HAp kaplamanin amorf yapida kalmasi nedeniyle biyolojik olarak kararsiz yapida

oldugu ve surekli olarak yikim belirtisi gosterdigi saptanmistir [38].
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2.2.3.2. iyon Plantasyonu

lyon asilama olarak da bilinen yéntem, azot ve oksijen gibi yiiksek eneriili iyonlarin
titanyum ylzeyine implante edilmesi ile yuzey Ozelliklerinin degistiriimesine
dayanir. Bu yontemde, ¢ok dusuk yogunlukta iyonlar ile yuksek sertlikte kaplama
elde edilebilir. Fakat, diger metotlarla kargilastirildiginda, maksimum indentasyon

derinliginin ¢ok az oldugu goérulmektedir [69].

2.3. Biyouyumluluk

Biyouyumluluk temelde, bir malzemenin ya da kullanilacak herhangi bir cihazin
vucutla kimyasal, fiziksel ya da biyolojik olarak etkilesimi halinde zararli olup
olmamasiyla alakahdir. insan viicudu igin kullanilacak uygulamalarda aranan
temel biyouyumluluk gereksinimleri, toksik, antijenik, mutojenik ve kanserojen
olmayan malzemeler kullanimina dayanan cihazlar tretebilmektir. Ozellikle yeni bir
malzeme ya da kombinasyon olusturularak Uretilecek biyomedikal cihazlarda ilk ve
en o6nemli adim biyouyumluluk testidir. Cihazin iglevselligini artirmasi ya da
sinirlandirmasi ve uzun sure sorunsuz kullanilabilmesi bakimindan, biyolojik

cevaplar medikal cihaz tasarimi igin 6nemli parametrelerdir [1].

Titanyumun biyouyumlulugu daha ¢ok yuzeyine olusturdugu oksit tabakasina
baghdir. Birkag dakika icerisinde, oksijen ile temas eden titanyum yiizeyinde 100 A
kalinhginda oksit tabakasi olusabilmektedir. Bu tabaka, organizmanin sivi
hicumuna kargi direng olusturmaktadir. Ayni zamanda, TiO, tabakasina
proteoglikan ve glikozaminoglikan gibi doku Urdnlerinin yapismasi ve bu ylzeyin
kollajen tabakasiyla kaplanmasi osseointegrasyonun baslamasini saglamaktadir
[70].

Anodizasyon basta olmak Uzere farkli yontemlerle Ti Uzerinde oksit tabakasi
olusturmak mumkanddr. Li ve ark [71], anotlama islemi ile ylzeyi oksitlenmis
titanyum implant Gzerine hidroksiapatit kaplamislardir. TiO, gbzenekli tabakasi
sayesinde puruzlenen ylzeyde Ca ve P tutunmasinin kolaylastigini ve bu sayede
osteoblast hlcre yanitlarinda ve osseointegrasyonda artis meydana geldigini

gormuslerdir [71] .
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2.4. Biyomalzemeler

Biyomalzeme bilimi, ¢cok eski ¢aglardan buglne uzanan, farkl alanlarla sentezi
sayesinde gunden gune gelisen bir bilim dalidir. Tarihe bakildiginda, Misir
mumyalarinda gorulen yapay goz, burun ve digler; milattan dnceki donemlerden
kalma kemik implantlari biyomalzeme biliminin aslinda ¢ok eski tarihlere
dayandiginin  bir goOstergesidir. GUnumuzde, biyomalzemeler, 06zellikle
nanoteknolojik gelismelerle birlikte biyosensoér, biyogip, biyo-ayirma islemleri,
enzim, doku, hucre gibi biyoaktif maddelerin immobilizasyonu, atik su aritimi gibi
farkli alanlarda kullaniimaya baglamistir. Fakat bu farkh uygulama alanlarinin
arasinda daha ¢ok tibbi uygulamalar on plana ¢ikmaktadir [72]. Genel bir tanim
olarak, biyomalzemeler, vicudun herhangi bir doku, organ ya da fonksiyonunu
degerlendirmek, tedavi etmek, ¢ogaltmak ya da degistirmek amaciyla kullanilan
biyolojik olarak uyumlu malzemelerdir [73]. Biyomalzemeler daha c¢ok insan
vicudunun surekli degisen ortamlara sahip bolgelerinde kullanilirlar. Vicutta en
¢ok kullanilan yerlerin basinda kemik ve kalga eklemleri gelmektedir. Bu bolgeler
gunluk aktiviteler sonucunda farkh gerilme, baski ve agirliklara maruz kalir.
Kullanilacak biyomalzemenin tim bu kosullara uyumlu ve dayanikli olmasi g6z
onlnde bulundurulacak temel konudur. Biyomalzemeler, 0&zelliklerine gore,

metaller, polimerler, seramikler gibi farkli gruplara ayrilabilmektedir.

Cizelge 2.4. iskelet sistemi implant cihazlarinda kullanilan dogal ve sentetik

malzemeler [30]

Uygulama Alani Kullanilan Malzeme Tiirt

Ti/ Ti-V-Al alagimlar,

e Eklemler Paslanmaz gelik, Kobalt-
krom alasimlar

e Kirik kemik uglarini tespitte kullanilan metal Poli (metilmetakrilat) PMMA,

levhalar Hidroksiapatit (HAp)
¢ Kemik dolgu maddesi

o Kemikte olusan bozukluklarin tamiri

e Yapay tendon ve baglar Teflon, Poli (etilen teraftalat)

e Dis implantlari Ti, Alumina, CaP
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2.4.1. Biyopolimerler

Gecmiste, vucuda implante edilen metalik cihazlarin hicreler tarafindan kabul
edilmemesi ya da farkli enfeksiyon durumlarindan dolay: ikinci cerrahi islemler
gerektiren, kimi zaman ise uzuv kayiplarina neden olan ciddi rahatsizliklar
olusturmustur. Bu da hasta icin ekonomik yUklenme getirirken, ayni zamanda
iyilesme surecini de artiran bir dezavantaj olmustur. Ozellikle ikinci bir cerrahi
islemi engellemek ve iyilesme slresini hizlandirmak igin, daha dugsuk maliyetli ve
biyobozunur polimerler tercih edilmistir. Burada dnemli olan parametrelerden biri,

polimerin bozunma suresinin ¢gok uzun olmamasina dikkat edilmelidir [73].

Biyopolimerler, dogal olarak elde edilen, biyouyumlu malzemelerdir. Genellikle,
dolgu maddesi olarak sert doku defektlerini kapatmakta kullanilirlar. Kusurlu
bdlgedeki fonksiyonlarini tamamladiktan sonra ise biyolojik olarak bozunarak
vucuttan aynlirlar ve dokular igin zararli olabilecek kalinti birakmazlar [74].
Osseointegrasyon surecinde, hucre baglanmasi, ¢ogalmasi ve farklilagmasini

saglamaya yardimci olurlar.

2.4.1.1. Aljinat

Aljinat, 6zellikle kahverengi algler olmak Uzere cesitli deniz yosunlarinin hlcre
duvarlarindan elde edilen, asidik bir polisakkarittir. YUksek hidrofiliklige ve su
tutma kapasitesine sahip olmasi hucrelerin kurumasini engellemektedir. Aljinat
varligi, deniz yosununa esneklik ve mekanik dayanikliik sagladigi gibi, yosun
parcasinin hava ile temasinda su deposu olarak davranir ve dehidrasyonu onler.
Alglerde kalsiyum tuzu olarak bulunan aljinat, hlcre zarinda iyon degistirici olarak
da gorev yapmaktadir. Bu ozellikleri aljinat hidrojellerinin daha ileri gelisme ve
uygulamalarda biyomimetik olarak kabul edilebilir oldugunu géstermektedir [75].
Bu oOzelliklerinin disinda, stabilize edici, akismazlastirici, jellestirici 6zelliklerinden
dolayl endustriyel uygulamalarda dogal polimerik malzeme olarak kullanilan
aljinat, son derece biyouyumlu, biyobozunur, hidrofilik, nispeten ucuz; yapiskanlik,

plastiklik ve hemostatik 6zelliklerine sahip bir malzemedir [76].
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2.4.1.2. Aljinatin Rejeneratif Tipta Kullanimi

Rejeneratif tip, doku muhendisligi, kok hucre ve klonlama gibi farkli konular
kapsayan bir alandir. Doku muhendisligi, hicre nakli, malzeme bilimi ve biyolojik
yedeklemede restorasyon ve koruma amacli gelismeler saglayan, yenileyici tipin
en Onemli kolu sayilabilir. Doku muhendisliginde kullanilan biyomalzemeler
genellikle G¢ sinifa ayrilabilir: aseltler doku matrisleri (mesane submukozasi ve
ince bagirsak submukozasi), poliglikolik asit (PGA), polilaktik asit (PLA) ve poli
(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) gibi sentetik polimerler ve dogal olarak elde edilen
malzemeler (kollajen, aljinat gibi).

Dogal bir polisakkarit olan aljinatin, katyonlarla jel olugturma, organik ¢ozuculerle
¢ozunurlugunu kisittama ya da asit formuna donustirme gibi yontemlerle
¢6zUnurligu azaltilarak jel ya da boncuk seklinde yapilar olusturulabilir [77]. Bu
yapilar, yara oOrtusl, cerrahi ve dental uygulamalar, doku muahendisligi gibi
alanlarda da farkli uygulamalar icin kullanilabilir [76]. Hearn ve ark. [78],
polimetilenkoguanidin kapli aljinat boncuklara Ureaz enzim immobilizasyonu
gerceklestirmistir. Diger yandan, kalsiyum gibi iki degerlikli iyonlarin varhiginda,
capraz bagh c¢ozinmeyen bir aljinat ag vyapisi olusturarak hafif jellesme
gOstermesinden dolayi, enjekte edilebilir hucre dagitim araci ve hicre

immobilizasyon matrisi olarak kullanilabilmektedir [79].

Yapilan galismalarda, kikirdak matrisi biyobozunur aljinat polimeri ile degistiriimis,
sonugta in vitro olarak kolaylikla uyum sagladigi ve yapilan hayvan galismalarinda
vezikouretal refli tedavisinde kullanilabilecegi goériimustar [80]. Ayrica, deri
dokusu tedavilerinde yara ortusu olarak kitosan ile aljinatin polielektrolit kompleksi,
degisik pH’lardaki kararliliklari ve kontrolli salim membrani olarak
kullanilabilmelerinden dolayi énemli bir avantaj olusturmaktadir. Son zamanlarda
fareler Uzerinde yapilan ¢alismalarda, kitosan-aljinat jeller, mezenkimal kok hticre,
kemik morfogenetik protein-2 kompozitlerin yeni kemik olusumunu tesvik ettigi

gOrulmastar [81].
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2.4.1.3. Biyopolimerlerin Elektoforetik Biriktirilmesi

Dogal polimerler, polielektrolittir ve elektroforez yontemi ile turleri ayirma ve
tanima amaciyla kullaniimaktadir [7]. Elektroforetik polimerizasyon, farkli metal
yuzeyler Uzerine polimer filmin biriktiriimesinde siklikla kullanilan bir yontemdir.
implant ylzeyi ile bag dokusu arasindaki arayilizeyde biyokimyasal etkilesimi
saglamak amaciyla cgesitli yontemler gelistirilmistir. Bunlar, polimer filmler
Uzerindeki biyoaktif molekullerin kovalent baglanmasina ya da adsorpsiyona dayali
yontemlerdir. Korozyon direnci ve biyoaktif ylzey saglamanin yaninda, metal
kemik implantlarin polimer kaplanmasi vaskularizasyonu (damarlanmayi)
artirmaktadir. Metal implantlar revaskularizasyon igin ¢ok az ya da hi¢ destek
gOstermediginden, vaskuler endotelyal buyume faktorl gibi biyolojik aktif
molekullerin yakalanmasi ve serbest birakilmasiyla, yeni kemik dokusunun

vaskularizasyonuna yardimci olmak igin polimer kaplama yapilmaktadir.

Titanyum gibi metal ylzeylerin, fonksiyonellestiriimis polimer filmlerle kaplanmasi,
metal korozyonunu geciktirirken, ayni zamanda osseointegrasyonu da artiran bir
etki yapmaktadir. Polimerler, implantlarin fiziksel ve kimyasal 06zelliklerini
degismesini saglayan manipulasyon kolayligina sahiptir. Diger bir 6nemli
avantajlari ise, kemik-tesvik edici faktorler gibi terapotik ajanlarin yiklenme ve
kontrolli salimi igin kullanilabilmeleridir. Polimerler proteinleri kolaylikla adsorbe
edebilirler ve boylelikle yuzey kimyalarini degistirebilirler. Fakat sahip olduklari bu
Ozellikleri, bozulmus drunler gibi zararl bilesiklerin ¢cevre dokulara salimina ve

asinma ve yipranma egilimli mekanik 6zelliklere neden olabilir [82].

2.4.2. Biyoseramikler

Metaller ve metal alasimlar, ortopedik implantlarin biyomekanik ihtiyaglarini
karsilamasina ragmen, metalik yuzey ile kemik c¢evresi arasindaki yuzeyde
baglanma zayiftir. Bu durumda, implant—doku arayizeyinde bu tir cihazlarin
kullaniminda basarisizlik getirmektedir. Kotu arayuzey baglanmasi, tam
yapismamis, lifli doku tabakasi olusmasina neden olur. Kemik ile implant arasinda

olugan kucguk bosluklar, implant — doku arayuzeyinde hareketlenmeye neden olur.
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Bu durumda, cihaz yetmezligi olusur ve implantin gevsemesini engellemek igin ek
cerrahi islemlere ihtiyag duyulabilir [68]. Implant yiizeyinin biyoseramiklerle
kaplanmasi, bu sorunun asilmasinda o6nemli basamaklardan biridir.
Biyoseramikler, Ustin surtinme direncine sahip, alerjik ve kanserojen olmayan,

vucut tarafindan kabul edilebilen inorganik malzemelerdir [83].

Seramik kaplama ve govdelerde nanometre dlzeyinde pargaciklarin elektroforetik
biriktirilmesiyle daha siki istiflenmig, sinterlenme yetenegine sahip, homojen
yapllar elde edilebilir [55]. ince pargacik elektroforezi, kompozitleri
saglamlagtirmak ve gb6zenekli substratlari seramik pargaciklarla doyurmak

amaciyla kullanilabilmektedir [84].

Ti yuzeylerde daha biyouyumlu ve biyoaktif kompozit kaplamalar gelistirmek
amaciyla yapilan galismalar son yillarda artis gostermigtir. Ca—P biyoseramikler,
kemik ile direkt baglanabilen biyoaktif malzemelerdir ve yaklasik 20 yildir tipta ve
dis hekimliginde kullaniimaktadir [85]. Yapilan ¢alismalarda, ortopedik implantlarin
kemik apozisyonunu gelistirdigi, fibréz dokular yerine, mevcut kemige ekstra ince
epitaksiyal baglanma tabakasi olusturdugu gorulmuastir [68]. Titanyum implant
Uzerine uygulanan Ca—P kaplamalarin, kemik ¢ogalmasini tesvik ettigi ve biyolojik
fiksasyonu gelistirdigi gorulmagstlir [86]. Substrat Uzerine biriktirilebilen farkli
kalsiyum-fosfat kaplamalardan bazilari: asidik kalsiyum fosfat ¢ozeltilerinden elde
edilen dikalsiyum fosfat dihidrat, trikalsiyum fosfat (TCP), oktakalsiyum fosfat
(OCP) ve hidroksiapatittir [87].

Ca—-P seramik sentezinde dikkat edilecek noktalardan birisi, sentezlenen
nanoseramikteki Ca/P oranidir. Ca/P orani 1.67 den duislUk seramik partikillerde
kalsiyum hidroksit, kalsiyum hidrojen fosfat ve HAp gibi farkh fazlar bulunurken
Ca/P orani 1.67 de monofazda HAp nanopartikllleri elde edilmektedir [88].
Hidroksiapatit (HAp), bu oran ile mineralize insan dokusuna en yakin 6zellik
gOsteren Ca—P seramiktir [89]. Koster ve ark, seramikteki Ca/P orani arttikca,

malzemenin rezorbe yeteneginin arttigini gdézlemlemisglerdir.
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Cizelge 2.5. Farkli Ca—P seramik fazlarinin fiziksel 6zellikleri [90].

Bilesik Kimyasal Formdlu Ca/P Kristal Yapisi Yogunlugu Cozlnebilirligi
Oran [g.cm®  -log(Ks)(25°C)
Dikalsiyum Fosfat CaHPO,4.2H,0 1 Monoklinik, la 2.32 6.59
Dihidrat
o - Trikalsiyum Caz(POy). 15 Monoklinik, 2.86 28.9
Fosfat (a-TCP) P2,/a
B - Trikalsiyum Caz(POy,). Saf dizgun 3.07 25.5
Fosfat (B - TCP) 15 eskenar altigen,
R3cH
Dizgln altigen,
Hidroksiapatit Cayp(PO,)s(OH), 1.67 P6s/m ya da 3.16 116.8
(HAp) monoklinik,
P2,/b
Tetrakalsiyum CasP,0q 2 Monoklinik, P2, 3.05 38-44
Fosfat

2.4.2.1. Hidroksiapatit

Hidroksiapatit, kalsiyum-apatit kristal ailesindendir ([Ca10(PO4)sX2], X=0OH, ClI, F ya

da Br) ve genel olarak hekzagonal ve monoklinik olmak Uzere iki farkli dizilimden

olugur. En sik rastlanan ve kemik olusumunda da rol alan yapi hekzagonaldir ve

bu yapidaki OH™ gruplari diger anyonlarla (F, CI, COs*, HPO,?*) kolaylikla yer

degistirebilme 6zelligine sahiptir. Fakat, termodinamik olarak monoklinik yapi daha

kararlidir [91].

Sekil 2.5. Hekzagonal hidroksiapatit molekul yapisi [83].
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Kemik, inorganik hidroksiapatit (HAp) nanokristalleri ve organik kollajen fibrillerin
birlestigi ve son derece karmasik bir mimariye sahip olan dogal inorganik-organik
nanokompozit yapidir [92]. Kimyasal yapisi kemik dokusunun mineral fazi ile
benzerlik gostermesi ve ylksek biyouyumlulugu sebebiyle HAp biyomedikal
implantlar i¢cin 6nemli bir malzemedir [63] [93]. Diger kalsiyum-fosfat bilesiklerden
farkli olarak biyolojik ortamda termodinamik kararliliga sahiptir [33]. Kemiklerdeki
buaylk kaviteler icin dolgu malzemesi olarak kullanilabilmektedir [73]. Gozeneksiz
ve ikincil fazlari olmayacak bigimde olusturulmus HAp seramikler mikemmel
yorulma direncine sahiptir. Bunu saglamak igin ise ince ve sinterlenebilir HAp

partikilleri iretmek ilk ve en dnemli adim sayilabilir [94].

Cizelge 2.6. HAp'nin fizikokimyasal, mekanik ve biyolojik 6zelikleri [95]

Ozellik Deger
Ca/P orani 1.67
Young Modulu (GPa) 80-110
Elastiklik Modulu (GPa) 114
Baski Dayanimi (MPa) 400 - 900
Gerilme Dayanimi (MPa) 115 - 200
Kirilma Dayanimi (MPa m”*) 07-1.2
Sertlik (HV) 600
Bozunma Sicakhgi (°C) >1000
Biyoaktiflik Yuksek
Biyobozunma Dusuk
Biyouygunluk Yuksek
Kemik iletkenligi Yuksek
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2.4.2.2.Biyoseramiklerin Elektroforetik Biriktirilmesi

Elektro-kaplama teknigi, hizli ve etkili bir yontem olmasi sebebiyle, metalik
malzemeler Gzerine apatit biriktirerek, yuzeylerin biyoaktivite ve biyouyumlulugunu
artirmak amaciyla kullanilabilmektedir [96]. Zhitomirsky ve Gal-Or [55], cesili
yuzeyler Uzerine EDP yontemi ile nanoyapili HAp biriktirmis ve fiberler Uzerinde
yaptiklari galismalarla, bu metot ile kompleks yapilar Gzerine homojen bir kaplama
olusturulabilecegdini ortaya atmiglardir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda ise,
Wei ve ark. [97], nanopartikuler ikili kaplama yaklasimiyla metal ylzeyler Gzerinde
elektroforetik olarak HAp biriktirmis, Hamagami ve ark. [98], titanyum yuzeyleri

makroyapill apatit ile kaplamistir.

Dulgar ve ark. [99], mikro ve nano boyutlu seramik ylzey topografisinin insan
mezenkimal kok hucrelerinin (HMSCs) osteojenik farklilagmasinda dnemli bir rol

oynadidini gérmasgleridir.

2.4.3. Polimer — Seramik Kompozit Kaplamalar

Son yillarda, organik-inorganik hibrit nanomalzemeler, ilging 6zellikleri sayesinde
sensor, kataliz, cevresel temizlik, nano-aygitlar ve doku muahendisligi gibi farkl
alanlarda uygulanabilir olmasi nedeniyle ilgi c¢ekici hale gelmigtir. Hibrit
kompozitler, organik ve inorganik 6zelliklerinden 6din vermeksizin, malzemeye
ayri ayri bu bilesiklerin sahip oldugu biyouyumluluk ve mekanik ozelliklerden gok

daha Ustln 6zellikler kazandirmaktadir [100].

Ortopedik alanda kemik implantlari i¢in  farkli metalik malzemeler
kullanilabilmektedir. Fakat bu malzemeler yuksek elastik modulinden dolayi
gerilme-koruma (stress-shielding) problemine neden olabilmektedir. Seramik
implantin kemige yerlestirimesi ile kemik problemlerinin bu sekilde asiimasina
ragmen, vucut icerisinde biyolojik olarak bozunamamasi, duguk elastikiyeti ve
yuksek kirilganligindan dolayi sinirli islenebilirligi seramik implantlara dezavantaj
olusturmaktadir [101]. Bu sorunu asmakta ise biyopolimerler Ustlin 6zellige
sahiptir. Biyopolimerler seramik ve metallerin aksine kemik icerisinde rijit
yapidadir. Ayrica gekme dayanimi ve elastik moduli kompozit kaplamalar igin bir

avantaj olusturmaktadir [2].
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Iki farkh fazdaki malzemenin bu sekilde olusturdugu organik — inorganik
kompozitler ortopedik implant uygulamalarinda giderek artan kullanim alanina
sahip olmustur. Yapisal esneklik, kolay islenebilirlilik, yuksek mekanik ve termal
kararlilik, seramik — polimer kompozitler igin benzersiz 6zelliklerden bazilarndir.
Ayrica, kemik igine yerlestirilen implantin 1slanabilirligi, ¢gevre hicreler ile uyumlu
hale gelmesi agisindan onemlidir. Bu sebeple, polimer, su emme Kkabiliyetini
artirmak igin, inorganik nanoparc¢aciklarla doldurularak modifiye edilebilmektedir
[102].

Polilaktit
: Idroksi Kollajen
Poliglikolit
< esterler
Kalsiyum Polimer i
Fosfat
PMMA
Polikaprolakton
B-trikalsiyum (PCL)

fostal Kitosan
osta Karbonatli Jelatin
apatit

Sekil 2.6. Biyomedikal alanda kullanilabilen olasi kalsiyum—fosfat ve polimer

Kalsiyum
fosfat
cimentosu

kombinasyonlari [101]

Ca-P biyoseramikler kitosan, lityum iyonu, kollajen gibi farkli biyoaktif
malzemelerle kompozit olugturabilir ve bu sekilde biriktirilen kaplamanin
biyoaktivitesi artirilabilir [103]. Poli(alfa-hidroksil asit), polietilen gibi polimerlerle
HAp kompozitlerini iceren uygulamalar mevcuttur. Boyle uygulamalarda, HAp
partikullerinin polimer matris igerisine homojen dagilmasi tercih edilir. Bunu
saglamak igin de, kullanilacak toz ¢ok kuguk partikul boyutlu ve sinirli pargacik
boyut dagilimina sahip olmali, ayrica sert aglomeralar icermemelidir [94]. Fakat
HAp nanoparcgaciklari ile polimer matrisi arasindaki yetersiz yapisma uygulama
acisindan basarisizlik getirir. Ayrica, polimer matris iginde homojen olarak

dagilmamis nanopargaciklar yigilmalara neden olabilir.
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Polimer—seramik  kompozitlerin  elektroforetik  biriktirilmesinde, suspansiyon
kararlihgr 6nemli bir parametredir [55]. Bu kararhlik kinetik ve termodinamik olmak
Uzere iki sekilde gergeklesebilir. Kinetik kararlilik, sivi dispersiyon bir ortamda,
iyonik gruplarin, yUkli kolloidal yuzeylere adsorbe olmasiyla gerceklesen
elektrostatik stabilizasyon ile saglanabilir. Elektro-noétraliteyi korumak igin, esit
sayida zit yukler birbirlerine g¢ekilerek nétr ¢ift katmanlar olustururlar. Seyreltik
sistemlerde etkisini gosteren elektrostatik kuvvetler, genellikle daha gugludar ve
yuksek etki alanina sahiptir. Termodinamik kararlilik ise, polimerik kararhlik da
denilebilen, pargacik yuzeyine makromolekillerin takilmasiyla elde edilebilen
sterik stabilizasyon ya da dispersiyondaki serbest polimerlerin azalma (depletion)

kararlihgi ile saglanabilmektedir.

Sekil 2.7. Kolloidal sistemlerde saglanan polimerik kararlilik cesitleri (a) sterik
kararlilik, (b) bitme kararlihgi [104]

Bir kolloidal ¢ozeltide elektrosterik stabilizasyon, elektrostatik ve polimerik

kararliligin ayni anda saglanmasi sonucu olugsmaktadir [104]

Sekil 2.8. Yuksuz parcaciklara polielektrolit tutturulmasi ile olusan elektrosterik

stabilizasyon [104]

32



2.4.3.1. Aljinat — HAp Kompozit Kaplamalar

Literatlrde, degisik metotlarla olusturulmus Alg/HAp kompozit yapi iskeleleri [105]
[106] [107] [108], ve titanyum yuUzey Uzerine biriktirilmis kaplamalar [93] [109]
mevcuttur. Maruyama ve ark. [106], HAp partikdlleri iceren sodyum aljinat
cOzeltisinin, herhangi bir olumsuz reaksiyon vermeden, implant ile kortikal kemik
arasindaki bogluklari kapatan iyi bir osseo-iletken oldugunu gézlemlemiglerdir. Lin
ve Yeh [105], osteoblastik hicre tutunmasini artiran, énemli derecede mekanik
Ozelliklere sahip Alg/HAp kompozit malzeme elde etmiglerdir. Sigan osteosarkom
hacreleri Uzerinde yaptiklar ¢aligmalarda, saf aljinat iskeleye oranla Alg/HAp
kompozit iskelelerde ¢ok daha fazla hicre yapismasi gozlemlemislerdir. Cheong
ve ark [109], sodyum aljinat ¢ozeltisi icerisine dagitilmis hidroksiapatit ile
elektroforetik biriktirme metodu kullanarak kompozit kaplama yapmiglardir. Dogal
kemikte polisakkaritler, organik ve inorganik fazlar arasinda bir araylzey
olugturmaktadir. Ayrica kullanilan aljinat elektrosterik stabilizasyonu saglarken
ayni zamanda seramik malzemeye yuk kazandirmaktadir. Bu sayede elektroforetik

olarak hareket ve kaplama gerceklestiriimektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Malzemeler

Yapilan ¢alismalarda Titanyum metali (%99,7; Strem Chemicals) anot ve Platin tel
orgusu (%99,9; 0,1mm kalinlik; Alfa Aesar) katot olarak kullaniimigtir. Titanyumun
islem 6ncesi hazirlanma surecinde, Etanol (C,HsOH; Merck), Hidroflorik Asit (HF;
%40 saflik, Merck) ve Nitrik asit (HNO3s; Merck) ile calisiimistir. Anodizasyon
isleminde; Etilen glikol (EG; Merck), Amonyum florur (NH4F; Sigma Aldrich)
kimyasallarindan faydalaniimistir. Elektroforetik biriktirme islemi icin Sodyum
aljinat (Sigma Aldrich) ve Hidroksiapatit (sentezlenmig) biyomalzemeleri

kullaniimigtir.

Hidroksiapatit sentezlemek amaciyla kullanilan bilegikler; Kalsiyum nitrat
(Ca(NO3)2.4H,0 ; %99, ZAG), Fosforik asit (HsPO4; %85; Merck) ve Amonyum
hidroksit (NH,OH; %25; JT Baker)'tir.

Hlcre kultird cgalismasi igin; insan osteosarkoma hlcre hatti (Saos-2; Sap
Enstitisu, Ankara, Tarkiye) kullaniimigtir. Sitotoksisite testinde kullaniimak Uzere
Tripsin—EDTA (Tripsin—Etilendiamin tetraasetik asit), DMEM F-12 (Dulbecco’s
Modified Eagle’ Medium) besiyeri, Fetal Sigir Serumu (FCS) ve Dimetilsulfoksit
(DMSO:; israil) Biological Industries ve Tetrazolium Tuzu (MTT ; ABD) Serva
firmalarindan temin edilmistir. Hlcre kultir calismasi, kultir kaplari ve c¢oklu
kuyucuklu plakalarda (Corning, ABD) yapilmistir. Blret metodu ile yapilan toplam
protein tayininde kullanilan Bakir stlfat pentahidrat (CuS0O4.5H,0), Potasyum
iyodir (KI), Sodyum hidroksit (NaOH) ve Sodyum potasyum tartarat
(KNaC4H406'4H,0) ile hicre liziz ortami igin kullanilan Triton X-100, Tris ve
Magnezyum klorlr (MgCl,) ve ALP reaktifi Sigma Aldrich (ABD) firmasindan temin

edilmigtir.

3.2. Titanyum Plakalarin Hazirlanmasi

Ticari olarak alinan saf titanyum metal plakalar, anodizasyon dizenegine uygun
sekilde 2cm x 2cm ebatlarinda kesilmistir. Uzerindeki safsizliklarin giderilmesi
amaciyla deterjanli su igerisinde teflon pens yardimiyla devamli karistirilarak 5 dk

bekletilmis ve sonrasinda destile su ile sonikatorde 20 dk bekletilerek yikanmistir.
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Yuzey Uzerinde olusabilecek kirliligin maksimum oranda ortadan kaldiriimasi
amaciyla titanyum plakalar %70’lik etil alkol ¢bzeltisi i¢cerisinde ve sonikatorde 20
dk bekletildikten sonra tekrar destile su ile yikanarak kurutulmustur. Temizleme
isleminin ardindan, titanyum plakalarin Uzerindeki kendiliginden olugmus titanyum
oksit tabakalarindan ve c¢esitli kontaminasyonlardan kurtulmak amaciyla yuzey asit
cozeltisiyle asindiriimigtir. Asindirma iglemi igin destile su ile HF—HNO3; ( 95:2:3,
%vV) c¢oOzeltisi hazirlanmistir.  Titanyum plakalar bu c¢ozelti igerisinde 2 dk
bekletilmistir. Cozeltiden alinan plakalar, sonikatorde 20 dk destile su ile yikanmig
ve safsizliklarindan tamamen arindiriimistir. Hazirlanan titanyum plakalarin her
biri, P180-1200 araliginda zimpara kagitlari ile 20 dk boyunca zimparalanarak
yuzeylerinin pUruzla hale gelmesi saglanmistir. Destile su ve etil alkol ile yikanip

temizlenen zimparalanmig plakalar anodizasyon islemi igin hazir hale getirilmistir.

3.3. Titanyum Plakalarin Anodizasyon iglemi

Anotlama iglemi icin dizenegin olusturulmasi amaciyla, platin, gi¢ kaynaginin
negatif (-) ucuna ve kesilip temizlenmis titanyum plakalar pozitif (+) ucuna
baglanmistir. isleme baslamadan énce, daha 6nceki yapilan calismalar géz
onutnde bulundurulmus ve elektrolit c¢ozeltisi olarak EG + NH4F c¢ozeltisi
kullanilmasi uygun goralmustar. 1.13 g NH4F, 2 ml su icerisinde ¢dzulerek, etilen
glikol ¢ozeltisi ile 200 ml'ye tamamlanmis ve elektrolit ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Hazirlanan bu iyonik elektrolit ¢ozeltisi igerisine daldirilan platin katot ve titanyum
anot sayesinde anodizasyon devresi tamamlanmistir. Anodizasyon isleminde, 0—
100 V araliginda potansiyel ve 0-5 A araliginda akim uygulama kapasitesine
sahip gu¢ kaynagi kullaniimistir. Deneysel c¢alismalarda, 10-30 V potansiyel

araliginda, 3 A akim ile ¢galisiimistir.
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Platin (Katot) l l Titanyum (Anot)

Elektrolit Cozeltisi

‘:_d_‘__,__.- - — Karistirici

Sekil 3.1. Titanyum plakalarin anodizasyon islemi sematik gérinumu

3.4. Hidroksiapatit Nanopartikiillerinin Sentezi

Hidroksiapatit, hayvan kemikleri ya da mercanlar gibi dogal yollardan elde
edilebilecegi gibi, farkli kimyasal segimi ve uygun yontem ile laboratuvar ortaminda
da sentezlenebilmektedir [2]. Coktlrme, hidrotermal reaksiyonlar, mikroemulsiyon
sentezi, mekanokimyasal islem ve sol—jel gibi farkli yontemler HAp sentezlemek
amaciyla kullanilabilmektedir [110]. Hidroksiapatit sentez reaksiyonlarindan

bazilari asagida verilmigtir:

Hidroliz reaksiyonu;
G-Cag(PO4)2 + H,O — HAp + H3PO,4

Coktlrme prosesi;
Ca(N03)2 + (NH4)2HPO4 + NHsz + H.O — HAp + NH4NO3

Hidrotermal sentez;
Ca(OH), + (NH4)2HPO, — HAp + H,O + NH3

Mekanokimyasal proses;
CaHPO, * 2H,0 + CaCO3; — HAp

Sol—jel prosesi;
Ca(NO3); * 4H,0 + (CH30),PO — HAp [83]
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Bunlar arasinda sol—jel metodu kalsiyum ve fosfatli bilesiklerinin eklenmesi ve
sicakligin degistiriimesi ile sentezin molekiler duzeyde kontrol edilebilmesine
olanak vermektedir. Ayrica kimyasal homojeniteyi iyilestirdigi i¢in diger yontemlere

gore avantajlidir [111].

Cozelti formundan yola cikilarak farkli uygulama alanlarinda kullaniimak Uzere
seramik, cam ya da kompozit malzeme uretimini saglayan sol—jel teknigi ile
hidroksiapatit nanokristalleri sentezlenmistir. Ca/P orani 1,67 olacak sekilde, sabit
sicaklikta seyreltik fosforik asit (H3PO,) c¢oOzeltisi icerisine, kalsiyum nitrat
(Ca(NO3)2.4H,0) c¢ozeltisi damla damla ilave edilerek ve karigtirilarak nano-
boyutta kristaller elde etmek amaclanmistir. Ayni zamanda, ¢ozeltiye amonyum
hidroksit (NH4OH) ilave edilerek pH’in 10’da sabit tutulmasi saglanmistir. 60°C’de
1 saat karistinlan ¢ozelti, agzi kapatilarak 24 saat dinlenmeye birakilmistir. Bu
sure sonunda, ¢oOzelti etlvde 24 saat kurutularak kristal yapi elde edilmistir.
Safsizliklarin giderilmesi amaciyla, kristaller destile su ve etil alkol ¢ozeltisinde
yikanmistir. Elde edilen kristaller, 500°C’de sinterlenerek, HAp nanoseramik yapisi

olusturulmustur.

e~
CG(NOs): .4H,0

cozeltisi
A

(< B &
HaPOs cozeltii Kangt.lrma ' Dinlendirme Kurutma Sinterlﬂeme Kiiiliz
(60°C) (= h) (24h) (500°C)
\. J X

'y
¢ )
NHsOH
cOzeltisi

N/

Sekil 3.2. Sol-jel prosesi ile ¢okturtlen hidroksiapatit nanokristallerinin hazirlanis

semasi
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3.5. Sentezlenen HAp Nanopartikillerinin Analizi

3.5.1. Elemental Analizi

Sentezlenen hidroksiapatit nanopartikillerinin elemental analizi, enerji dagilimli X—
Isin1 spektroskopisi (EDX) ile yapilmistir. Karakterizasyonda, Apollo X SDD cihazi
ile 20 kV enerji duzeyinde calisilmigtir. Bu yontem ile, nanokristal yapinin icerdigi
element oranlari analiz edilmis ve ticari hidroksiapatit molekilu ile karsilastirilarak

degerlendirilmigtir.

3.5.2. Boyut Analizi

Nanometre duzeyinde sentezlenmesi amaclanan hidroksiapatit biyoseramiginin
parcacik boyut dagilimi, MALVERN Zetasizer Nano Series Nano-S ile analiz

edilmigtir.

3.5.3. Yapisal Analizi

4000 — 400 cm™ dalga sayisi araliginda calisan Fourier déniisiimlii infrared (FTIR;
Shimadzu, DR8101, Japonya) spekroskopisi kullanilarak sentezlenen

hidroksiapatit nanokristallerinin FTIR analizi yapiimigtir.

3.6. Anotlanmig Titanyum Yizeylerin Elektroforetik Kaplanmasi

3.6.1. Titanyum Ylizeylerin Aljinat ile Elektroforetik Kaplanmasi

Yapilan tez caligmasinda, anotlanmis ve anotlanmamis Ti yuzeyler Uzerine
aljinatin elektroforetik biriktiriimesi, farkli parametreler degistirilerek tekrarlanmistir.
Yuzey morfolojileri incelenerek iki ylzeyin karsilastiriimasi yapilmistir. Platin katot
ve titanyum anot, Uzerinden gerilim gecirmek kosulu ile aljinat elektrolit ¢ozeltisi
icerisine daldinlarak elektroforetik biriktirme icin dizenek hazirlanmistir.
Anotlanmis titanyum ylzeyler Uzerine 3 farkli konsantrasyonda aljinat ¢ozeltisi
kullanilarak, 3 farkli gerilimde ve degisen zaman araliginda biriktirme yapilmistir.
Aljinat kapli titanyum implantlarin morfolojik gértintilenmesi sonucunda en uygun

kaplamanin elde edildigi parametreler kullanilarak isleme devam edilmigtir.
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Yapilan deneylerde, 3A sabit akimda, 0-15 dk zaman araliginda biriktirme
yapilmis ve en uygun yuzey kalinligina 1 dk’da ulasiimistir. Sure sabit tutulmak
kosulu ile, 0,25-0,5-1 gL™ konsantrasyonlarda aljinat elektrolit ¢ozeltileri ve 10—
20-30 V gerilim arahdi kullanilmistir. Deneyin ikinci kisminda 0,25 gL™* ve 20V

gerilim altinda 30—60-90 s zaman araliginda biriktirme tekrar edilmistir.

3.6.2. Titanyum Yuzeylerin Aljinat/Hidroksiapatit Kompoziti ile Elektroforetik

Kaplanmasi

Anodize titanyum plakalarin elektroforetik olarak aljinat / HAp kaplanmasi
amaciyla elektrolitik hticre hazirlanmigtir. GU¢ kaynaginin pozitif kutbuna titanyum
metal plakasi ve negatif kutbuna platin tel érglsu temas ettirilerek 3A sabit akim
altinda ve aljinat / HAp suspansiyon ¢oOzeltisi igerisinde titanyum plakalar Uzerine
elektroforetik kaplama yapilmistir. Bu ¢alisma igin, sabit derisimli aljinat ¢ozeltisi
icerisine farkli miktarlarda hidroksiapatit eklenerek sabit gerilimde farkli zaman
araliklarinda kaplamalar yapilmistir. (0,25-6) gL™ aralijinda hidroksiapatit iceren
0,25 gL aljinat siispansiyonu hazirlanmistir. Anodize titanyum plakalar (izerine,
30-60-90 s boyunca elektroforetik biriktirme yapilarak, Alg/HAp oraninin ylzey

morfolojisine ve hicre tutunmasina etkisi incelenmigtir.

3.7. Anotlanmis ve Elektroforetik Biriktirme islemi Uygulanmis Titanyum
Yiizeylerin incelenmesi

3.7.1. Yuzeylerin Morfolojik Karakterizasyonu

Anodize Ti (AnTi), yuzeye aljinat biriktiriimis anodize titanyum (Alg + AnTi) plakalar
ve Alg/HAp kompozit kaplanmis anodize titanyum (Alg/HAp + AnTi) plakalarin
morfolojik olarak incelenmesi taramali elektron mikroskobu (SEM; FEI model
Quanto 200 FEG) ile yapilmigtir. Calisma parametreleri, gorintileme sonucu

yuzey morfolojisi incelenerek en uygun sekil esas alinarak secilmistir.
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3.7.2. Yuzeylerin Elemental Analizi

Anotlanmis ve elektroforetik kaplama yapilmig titanyum implantlarin elemental
analizi, enerji dagilimli X—isin1 spektroskopisi (EDX) ile yapilmistir. Apollo X SDD
cihazi kullanilarak yapilan analiz ile elde edilen spektrumdaki pikler incelenmis ve

biriken HAp miktarlari tayin edilmistir.

3.7.3. Yuzeylerin Yapisal Analizi

Elde edilen kaplama orneklerinin molekuler bag karakterizasyonu, Fourier
donusumll kizilbtesi spektroskopisi (FTIR) ile yapimistir. Yapidaki baglarin
durumu, baglanma vyerleri, fonksiyonel gruplari gibi biyokimyasal o6zellikleri bu

yontemle analiz edilmistir.

3.7.4. Titanyum Metal Plakalarin Yiizey Islanabilirliginin incelenmesi

Hazirlanan anodize titanyum plakalar (anTi), elektroforetik olarak aljinat biriktirilmig
anodize titanyum plakalar (anTi+Alg) ve aljinat/hidroksiapatit kaplanmis anodize
titanyum plakalarin (anTi+Alg/HAp) yuzey hidrofilitelerinin anlasilabilmesi amaciyla
islanabilirlikleri incelenmistir. Bu amagla, OCA20 (Dataphysics, Almanya) marka
cihaz ile su temas agisi (STA) dl¢cumleri yapilmistir. Cihazin siringasindan, érnek
titanyum plakalar Uzerine damlatilan deiyonize su ile yuzeyin temas ettigi anda
cihaz tarafindan fotograflari gekilip, sivi—kati buhar araylz gizgisinde tanjant egimi

hesaplanarak sayisal veriler olusturulmustur.

3.8. Hiucrelerin Hazirlanmasi

Ylzeyi anotlanmis, aljinat ve Alg/HAp ile modifiye edilmis ve ylzeyi modifiye
edilmemis titanyum plakalar Uzerinde osteoblast hucreleri kultire edilmistir. Bu
amagla, insan osteosarkom htcreleri (Saos—2) kullaniimistir. Zamana bagli olarak
kiltire edilen hucrelerin titanyum plakalar Uzerindeki yapisma ve proliferasyonu

incelenmistir.
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Bu amagla, Cizelge 3.1.’deki kosullar altinda hiicreler kiltire edilmistir. iki giin
sure ile hicre besiyeri degistiriimigtir. Tek tabaka halinde bulunan hucreler, hicre
kabinin zeminini tamamen kapladiginda 1/3 oraninda pasajlama yapilarak tekrar
¢ogalmalari igin uygun ortam saglanmistir. Bu surede mantar ve bakteri

kontaminasyonlarina kargi her gin mikroskopik inceleme yapiimistir.

Cizelge 3.1. Saos—2 hucrelerinin gogaltilmasi amaciyla c¢alisilan kaltir ortami

ozellikleri
Hucre Turu Osteosarkom hucreleri (Saos—2)
Kiiltiir Kab: 25cmlik polistren hiicre kiiltir flaski

DMEM-F12, %10 Fetal sigir serumu, %1 Penisilin—

Streptomisin

Kultur Besiyeri

Kiiltiir Ozelligi Monolayer
Toplam Hacim 5mi

o 72-75
Sicaklik 37£05°%C

inkiibasyon Ortami | 7 9'ik COz etuvi

3.9. Hucrelerin Cogalma Orani Testi

Titanyum implantlar yuzeyleri ile etkilesen osteoblast hucrelerinin ¢ogalma ve
canlihgi, cok yoénll, nicel ve kolorimetrik bir yontem olan MTT (3-[4,5-
Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue) testi ile

Olgulmustar.

Kolorimetrik testte, renksiz substrat canli hiicre ile temas ettiginde renkli bir Griin
olusturur fakat 61U hicrelerde ya da doku kulttriinde bu renk degisimi gézlenmez.
Cesitli dehidrojenaz enzimlerinin  aktivitelerini  6lgmekte kullaniimis olan
tetrazolyum tuzlari, bu amagla kullanilabilecek uygun substratlardir. Tetrazolyum
halkasi, aktif mitokondride pargcalanma reaksiyonu gdsterir. Reaksiyon sonucunda

olusan formazan miktari, canli hiicre sayisi ile dogru orantilidir.
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Mosmann ve ark., yaptiklari nitel analiz sonucunda, canli hicrelerle etkilesen agik
sari renkli tetrazolyum tuzunun renginin koyu maviye dondugunu gormuslerdir. Bu
degisim, suda ¢6zinmeyen formazan kristallerinin olugmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu formazan kristalleri, izopropil alkol ve ya farkh organik
cozlculerde ¢ozundukten sonra spektrofotometrik olarak taranmaktadir. Bu
amagla, ¢cok sayida Ornegdi ayni anda yuksek hassasiyetle Olgebilen ELISA
okuyucusu kullaniimaktadir. MTT yonteminde, substrat, Grin dlgimunid etkilemez
ayrica okuma esnasinda kaldirma ve yikama iglemleri olmadigi icin daha hizl

okuma saglanarak ornekler arasindaki farkliliklar minimize edilir [112].

Yapilan tez galismasinda, modifiye edilmis ve edilmemis titanyum plakalar 0,5 cm
capinda kesilerek 3 kontrol grubu olacak sekilde 24 kuyucuklu hicre kaltur
kaplarina yerlestiriimistir. Ornekler, %70’lik etanol cozeltisi ile 1 saat UV isik
altinda steril edilmigtir. Taze hazirlanan besiyeri ile birka¢ kez yikanan orneklerin
lizerine 2x10° hiicre/ml konsantrasyonunda 30 pl Saos-2 hiicresi ekilmistir. Hiicre
ekimi sonrasi 1 saat CO; etivunde inklbe edilen érneklerin tGzerine 150 yl hlcre
vasati eklenmistir. Calisma suresince 2 guinde bir besiyerleri degistirilen 6rneklere
3., 7. ve 14. glnlerde MTT testi yapilmistir. MTT testi dncesi hicre kiltar kaplari
birka¢ kez PBS ile yikanmigtir. Daha sonra, Ti metal 6rnekler tzerine 20 ul
(5pg/ml) MTT c¢ozeltisi iceren 200 ul taze besiyeri eklenmistir. 4 saat etlivde inkibe
edilen titanyum plakalarin Gzerine, 200 pl 0,04 M HCI igeren izopropanol
eklenmistir. Cozulen formazan kristalleri 96 kuyucuklu plaklara pipetlenmis ve 570
nm dalga boyunda ASYS Expert Plus ELISA okuyucu ile absorbans degerleri

Olcllerek zamana karsi grafikleri gizilmigtir.

3.10. Toplam Protein Miktarinin Belirlenmesi

Saos—2 hdicreleri ile etkilestirilen titanyum o&rnekler Uzerindeki toplam protein
miktari Bitret metodu ile belirlenmistir. Bitret metodu, alkali kosullar altinda peptit
baglarinin bakir ile kompleks olusturmasi temeline dayanan bir yéntemdir. Protein
peptit baglarinda bulunan fonksiyonel gruplar Biiiret reaktifi icerisindeki Cu?* ile
reaksiyona girerek mavi-mor renkte bir kompleks olusturur. Olusan kompleksin

540 nm’de olgulen absorbansi ile protein tayini yapilir.
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0.75 g CuS0O,4*5H,0, 2.25 g sodyum potasyum tartarat ile 1.25 g potasyum iyodur
100 ml 0,2 M NaOH igerisinde ¢ozuldukten sonra destile su ile 250 ml'ye
tamamlanarak Biuret ¢ozeltisi hazirlanmigtir. 250 pl Biuret ¢ozeltisi ile 30 dk
etkilestirilen 6rneklerden alinan 100 pl'lik hacimler ELISA okuyucuda (ASYS,

Biochrome Birlesik Krallik) 540 nm dalga boyunda analiz edilmigtir.

3.11. Alkalen Fosfataz (ALP) Aktivite Testi

Alkalen fosfataz (ALP) aktiviteleri hicre proliferasyonlarinin da élguldugu gunler
olan 3., 7., ve 14. gunlerde analiz edilmigtir. Calismada ALP aktivitesinin
degerlendiriimesi pH 10,2'de p-nitrofenil fosfatin p-nitrofenole déntusmesi
prensibine dayanir. Analiz edilecek ornekler kultir ortamindan alindiktan sonra
PBS ile yikanmis ve sonrasinda da 250 ul hlcre liziz ortami (0,5% v/v Triton X-
100, 50 mM Tris (pH 7,6) ve 1 mM MgCl,) eklenen oérnekler dondurulup, isitilarak
parcalanmistir. Isitma isleminden sonra hucre lizatlari 5000 rpm hizda 10 dakika
boyunca santriflj edilmis ve sipernatandan alinan 50 pl 6érnek 37°C’de 50 ul ALP
reaktifi (Sigma, ABD) ile etkilestiriimistir. ALP aktivitesi 10 dakika boyunca her
dakikada bir 6lcim alinarak 410 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak
dlgulmistir. Ornekler Ustiinde kiiltiire edilen osteoblastlar tarafindan sentezlenen
ALP, precinorm’'un (Roche Diagnostics, Almanya) bilinen konsantrasyonlara sahip
absorbanslari ile karsilastiriip hesaplanmistir. Elde edilen degerler toplam hucre
ici protein miktarina normalize edildiginden ALP aktivitesi mU/mg protein/dk olarak

verilmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Titanyum Metal Plakalarin Anotlama islemi Sonrasi Yiizey
Karakterizasyonu
4.1.1. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile Yiizeylerin Morfolojik

incelenmesi

Anotlama igleminin titanyum Uzerindeki etkisini incelemek amaciyla, metal
plakalarin taramali elektron mikroskobu (SEM) goéruntuleri alinmistir. Literatirde,
HF [13], H3PO4 [113], HCI [114] ve EG + NH4F [32] gibi farkli ¢ozeltilerde
anodizasyon islemi yapilabildigi gorulmektedir. Bu ¢alismalar arasinda, daha genis
parametre degisikliklerinde vylzey Uzerinde bozulmayan TiO, nanotupleri
olusturulabilen en uygun c¢ozeltinin EG + NHsF oldugu goérulmistur. Ayrica,
anodizasyon iglemi sirasinda kullanilacak ¢ézucinin uygulanan gerilim ile hidroliz
olmamasi o6nemlidir. Bu ylzden suya oranla organik g¢dzlculerle c¢alisiimasi,
hidrolizden kaynakli gaz cikiglarini en aza indirerek daha homojen kaplama
olugsmasini saglamaktadir. Bu amacla, tez kapsaminda kullaniimak Gzere organik

¢ozlcu ile hazirlanmis EG + NH4F elektrolit ¢ozeltisi secilmistir.

Yapilan calismalarda, 20V'dan daha dusik gerilimlerdeki anotlama isleminde
yuzey Uzerinde amorf yapida TiO; olustugu goriimustar [115]. Zhitomirsky ve ark.
[55], uygulanan gerilim arttikca ylzey Uzerine hizli bir birikme olustugu ve bunun
da yuksek poroziteli kaplamaya neden oldugunu iddia etmislerdir ve bu yluzden
dusuk gerilimde calismayl uygun gormuslerdir. Deneysel ¢aligsmada, titanyum
metal yuzeyler tzerine 10-20-30 V gerilim altinda 20 dk boyunca anodizasyon

islemi uygulanarak gerilimin ylizey morfolojisine etkisi incelenmistir.

44



WD | det| curr T P —

4.8 mm|TLD|0.11 nA UNAM

Sekil 4.1. Anotlanmamig Ti (a); 10V (b), 20V (c), 30V (d) gerilim altinda anotlanmig

Ti metallerinin SEM gorantuleri

Anotlanmamis titanyum yuzeyi ile kargilagtirildiginda, tim gerilim degerlerinde
anotlanan metaller Uzerinde, nanoboyutta gobzenekler oldugu acikca
gorulmektedir. Bu gozenekler, tim yuzeye yayllmis ve yuzeyden igeri dogru
buyldyen tubuler yapilar seklindedir. Normal sartlarda, titanyum metalin oksijene
maruz kalmasi ile, ylizey izerinde diiz bir oksit tabakasI olugsmaktadir. F iceren bir
elektrolit gozeltisi igerisinde titanyumun oksitlenmesi sirasinda, flor iyonlari O ile

yarismalil hale gelir.

45



Yiizeyde TiO, tabakas! olusurken, diger taraftan TiFs> kompleksi olusarak yiizey
Uzerinde ¢Ozulme baslar. Dugsuk iyonik ¢apa sahip olan flor iyonu, uygulanan
gerilim ile TiO, tabakasi igine kolayca girip ilerleyebilir [116]. Boylelikle titanyum

metal ylzey Uzerinde i¢ge dogru buyuyen gézenekler meydana gelmektedir.

Sabit siUre ile yapilan deneylerde, 10 V gerilim altinda, nanotlpler olusum
asamasinda iken, 20 V'da daha dizgun ve siki istiflenmis tubudler yapilar elde

edilmistir. 30 V’da ise, daha dagdinik gdzeneklere sahip nanotupler olusturulmustur.

10032012 | AV | mag O] WD
2:19:07 PM |20.00 kV| 109 624 x |10.0 mm Quanta FEG

Sekil 4.2. Anotlanmig titanyum metali Gzerinde olusan TiO, nanotlplerinin alttan

cekilmis SEM goruntusu

Anodizasyon islemi boyunca uygulanan gerilim ile olugsan gozeneklerin uglari ve
dipleri arasinda iyonik fark meydana gelir, bdylelikle gdzeneklerin alt kisimlari
daha kalin ve tubuler sekiller alir. Belirli bir polarizasyon suresinin ardindan,
olugsan oksit tabakasi ile ¢oziUnme esit dereceye ulagir ve olusan tuplerin boyu bu
stireden sonra sabit kalir. Gong ve ark. [50], yaptiklari ¢alismada 20 dk ve 6 saat
anotlanan titanyum metalinin ayni kalinlikta tubuler yapilar olusturdugunu
gormustur. Bu gozlemler sonucunda, tezin diger asamalarinda, 20 V gerilim

altinda 20 dk anotlanmis titanyum metaller ile calisiimistir.
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4.1.2. Enerji Dagilimh X-iginlari Spektroskopisi (EDX) ile Titanyum Yuzeyin

Elemental Karakterizasyonu

Birincil elektron demetleri ayni zamanda X-isini emisyonu da yapmaktadir. Bu
Isinlar, enerji dagihmi X-isinlar analizi (EDXA) ile, elementleri tanimlamak

amaciyla kullanilabilmektedir [117].

Etilen glikol + NH4F elektrolit ¢ozeltisi igerisinde anotlanmig titanyum metalinin
EDX spektroskopisi ile ylzey uzerindeki elementlerin dagihmi sekil 4.2.de
gosterilmistir. Analiz sonunda ylzeyde titanyum disinda, oksijen ve azot
elementlerinin de bulundugu goérulmustir. Ayrica yuzey Uzerinde karbon
elementine de rastlanmigtir. Bunlarin, titanyum metalin tam olarak

temizlenememesinden kaynakli organik kirlilikler oldugu dasunulmektedir.

cledax32\genesisigenspc.spc

Label A: Chlorite (Nrm.2s= 38.86, 20.96, 34.83, 1.14, 3.84, 0.28)

Ti

¢ Ti

0.90 1.80 270 3.60 4.50 540 6.30 7.20 8.10 9.00 keV

Sekil 4.3. Anotlanmig Ti metalinin EDX spektrumu
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4.2.

Sekil 4.4. Ticari hidroksiapatit kristallerinin EDX spektrumu

Sekil 4.5. Sentezlenen hidroksiapatit nanokristallerinin EDX spektrumu

Ticari hidroksiapatit kristallerinin tipik EDX spektrumu Sekil 4.4.’te gdsterilmistir.
Sekil 4.5’te verilen EDX spektrumu ise titanyum metal yuzeylerde kullaniimak
Uzere laboratuvar ortaminda sentezlenen hidroksiapatit nanokristallerine aittir.
Hidroksiapatitin (Caio(PO4)s(OH)2) genel molekul formalinden de bilinen, Ca, P ve
O elementlerinin her iki spektrumda da pik verdigi
hidroksiapatit spektrumunda 3.7 ve 4.0 keV'de Ca, 2.0 keV’de P ve 0.8 keV'den

daha o6nce gozlenen O pikleri, sentezlenen HAp partiklllerinde de ayni eneriji

Sentezlenen Hidroksiapatit Nanokristallerinin Elemental Analizi

ciedax32lgenesisigenspc.spe

Label A: Chlorite (Mrm.26= 38.86, 20.96, 34.83, 1.14. 3.84, 0.28)

Ca

Liid ek
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Label A: Chlorite (Mrm.24— 38.86, 20.96, 34.83, 1.14, 3.84, 0.28)
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duzeylerinde pik vermigtir.
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Ayrica, EDX spektrumunda kuguk karbon (C) pikleri gorulmektedir. Bu piklerin,
sentez sirasinda meydana gelen karbon kontaminasyonundan ya da hidroksiapatit

orgl yapisina giren karbonat iyonlarindan gelebilecegi dusunulmektedir.
Atmosforik CO,, kristal érgiideki OH ile reaksiyona girerek karbonat kirliligine

neden olabilmektedir.

CO,+20H ——» COz% +Hy0 [118]

Cizelge 4.1. Ticari hidroksiapatitin EDX spektrumu ile elemental analizi

Elem Wit% At% K-R Y4 A F

CK 36.62 50.24 0.1011 1.0284 0.2683 1.0004
OK 36.41 37.49 0.0485 1.0112 0.1317 1.0001
P K 9.79 5.21 0.0726 0.9324 0.7915 1.0042

CaK 17.18 7.06 0.1602 0.9400 0.9919 1.0000

Toplam 100.00 100.00

Cizelge 4.2. Sentezlenen hidroksiapatit nanokristallerinin EDX spektrumu ile

elemental analizi

Elem Wt% At% K-R z A F

CK 13.28 2224 0.0273 1.044 0.1972 1.0006
oK 42.00 52,93 0.0538 1.0278 0.1246 1.0001
P K 9.79 5.21 0.0726 0.9494 0.7337 1.0061

CaK 1564 10.18 0.1096 0.9494 0.9384 1.0000

Toplam 100.00 100.00

Yapilan EDX analizi sonucunda elementlerin agirlik yuzdeleri hesaplanmig ve
yaklasik 1.86 Ca/P oranina sahip hidroksiapatit nanokristalleri sentezlendigi

gorulmastar.
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4.3. Sentezlenen Hidroksiapatit Nanokristallerinin Boyut Analizi

Sentezlenen hidroksiapatit kristalleri, pargacik boyutunun incelenmesi amaciyla
oncelikle etil alkol icerisinde dagitilmigtir. Zeta-sizer ile alinan dlgimler sonucunda,
grafik Uzerinde boyut dagilimi olusturulmustur. Bu dagihm ile, ortalama 357 nm
boyutuna sahip hidroksiapatit parcaciklar elde edilmigtir. Yapilan analiz

sonucunda, nano-boyutta hidroksiapatit sentezlendigi goralmugtur.

4.4, Sentezlenen Hidroksiapatit Nanokristallerinin FTIR Spektroskopisi ile

Yapisal Analizi

Sentezlenen hidroksiapatit tozunun FTIR spektrumu, Cizelge 4.3.te belirtilen

onceki ¢calismalar referans alinarak yorumlanmigtir.

Cizelge 4.3. Hidroksiapatit FTIR spektrumu sonucu elde edilen bag gerilmeleri

Referanslar | PO.> (cm™) COz*(cm™)  O-H(cm™)
Saf 1040 — 3570
Geetha [119] hidroksiapatit 600 632
Ticari 1190 1650
Rehman [120] hidroksiapatit 970 1300 3570
Ticari 1036 1400
Slosarczyk [121] | hidroksiapatit 600 870 3570

Spektrumda P-O (gerilme ve egilme) bandi belirgin bicimde gézlenmistir. 1100 —
1020 — 950 cm™ aralijinda gdzlenen pikler PO4* gruplarina ait P—O baglarindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica 1410 cm™ ‘da gdzlenen daginik pikler ise CO3s*
gruplarinin titresimleri ile olugsmaktadir. Bu piklerin yapiya giren karbonat

iyonlarinin kontaminasyonundan kaynakli oldugu dusunulmektedir.
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Sekil 4.6. Sol-jel yontemi ile sentezlenen hidroksiapatit nanokristallerinin FTIR

spektrumu

4.5. Elektroforetik Biriktirme Metodu ile Titanyum Plakalar Uzerine Aljinat

Kaplanmasi Sonucu Olusan Yizeylerin Karakterizasyonu

Aljinatin  biyomedikal implantlar Uzerine elektroforetik biriktirilmesi, implant
biyouyumlulugu icin édnemli modifikasyon yoéntemlerinden biridir. Bu g¢alismada,
sodyum aljinatin (Na—Alg) suda ¢dzlilmesiyle elde edilen elektrolit ¢ozeltisindeki

serbest Alg™ iyonlarinin, uygulanan gerilim ile titanyum anot (+) Uzerine
kaplanabilirligi incelenmistir. Bu amacla, 1g/L™ aljinat elektrolit ¢ozeltisi

hazirlanmistir. Anotlanmamis titanyum yuzeyler Uzerine 20 V gerilim ve 3 A akim
altinda, farkl surelerde biriktirme yapilarak, zaman ile depozisyon arasindaki iligki

incelenmistir.

Sodyum aljinat (Na—Alg), sulu ¢ozelti igerisinde ¢dzlinerek anyonik Alg™ bolgeleri

olusturur:
Na—Alg — Na’ + Alg~
Suyun elektrokimyasal ayrismasi ile, anot ylizeyinde pH disls gosterir:

2HO —» O +4H" + 4e”
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Aljinat iyonlarindaki COO" iyonlagsma duzeyi pH dustukge azalma egilimi gosterir
ve asidik ortamda (pH < 3) Alg™ iyonlarinda jellesme gorulur. Bu sebepten, anot
cevresindeki Alg™ bdlgeleri, titanyum vyuzey Uuzerinde aljinik asit (Alg—H)
olusturmaya baslar ve bu sayede aljinatin elektroforetik olarak yluzeye kaplanmasi

saglanir.

Alg” + H” » H-Alg
[122]

Elektroforetik biriktirme sonucunda ¢ekilen SEM goruntulerine gore, sabit gerilim
altinda anotlanmamis Ti metal ylUzey Uzerine aljinat elektroforetik olarak
biriktirilmistir. Uygulanan anodizasyon igleminin slresi arttikga, titanyum ylzey

Uzerindeki aljinat kaplama yogunlugunun arttig1 goralmustar.

Anotlanmis titanyum ile 0—15 dk araliginda yapilan ¢alismalar sonucunda, 6zellikle
2 dk'dan sonra, yuzeyin tamamen kaplandigi ve alttaki nanotlbuler yapilarin
kayboldugu goéruimustir. Yizey morfolojisinin bozulmamasi amaci ile kisa sureli

biriktirme islemi yapilmasi uygun goruimustar.

Farkli aljinat konsantrasyonlarinda yapilan g¢aligsmalar sonucunda tezin diger
asamalarinda disik konsantrasyona sahip (0.25 gL™) Alg ¢ozeltisi ile devam
edilmistir. YlUksek yogunlukta viskoz bir yapiya sahip olan aljinatin elektroforetik
hareketinin yavas olmasi ve ¢okmeye egilim gostermesi plakalar Uzerinde
homojen olmayan kaplama egilimi goéstermistir. Ayrica, disuk yogdunluklu aljinat
kaplamasi ile, titanyum vyuzeyindeki puruzldligun korunmasina yardimcli

olunmustur.
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det | tilt
ETD|0°[11.0 mm| 6 ys

det | tilt
ETD|0°/11.0 mm

tilt
ETD|0°/11.0 mm

Sekil 4.7. Anotlanmamis Ti metal yuzeylerine aljinatin elektroforetik biriktirilmesi
SEM géruntusd, (a) 30s, (b) 60s, (c) 90s
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Uygulanan gerilimin kaplama Uzerindeki etkisini incelemek amaciyla sabit

degerinde farkli gerilimlerde elektroforetik biriktirme yapilmigtir.

det | tilt WD
ETD|0 °|11.0 mr

det | tilt WD dwell
ETD [0 °[10.8 mm| 6 us

det | tilt

400 nm

500 nm ——

sure

Sekil 4.8. Anotlanmis Ti metal ylzeyler Uzerine, farkh gerilimlerde 30 s boyunca

aljinatin elektroforetik biriktirilmesi ile elde edilen SEM goéruntisa, (a) 10V, (b) 20V,

(c) 30V
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20 V’luk gerilim altinda farkli zaman araliklarinda deneyler tekrarlanarak,
zaman ile yuzey morfolojisinde meydana gelen degisiklikler incelenmigtir.

HV ] wD f— S LC AL
4 PM |20.00 kV | 2¢€ Sx|9.8mm Quanta FEG

HV pot g det | tilt WD dwell | 500 nm ——™—
15.00 kV| 3.0 [184 469 x |[ETD [0 ° (9.9 mm | 6 us |

HV SpOo! de WD
15.00 kVvV| 3.0 E 9.9 mm

Sekil 4.9. Anotlanmig Ti metal ylzeyler Uzerine gerilim 20 V’da sabit tutulmak
kosulu ile, farkli surelerde aljinatin elektroforetik biriktiriimesi, (a) 30s, (b) 60s, (c)
90s
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4.6. Aljinat / Hidroksiapatit Kompozit Kaplamasi ile Olusan Titanyum Metal

Yuzeylerinin Degerlendirilmesi

Yuksuz ve ¢ozUnmeyen bir bilesik olmasi, hidroksiapatitin elektroforetik olarak
tasinmasini zorlagtirmaktadir. Yapilan g¢alismalar sonucunda varilan ortak goérus,
aljinat c¢oOzeltisi icinde dagitilan HAp grandllerinin  konvansiyonel mekanik
karisimiyla, Ca?* iyonlarinin aljinatin  karboksil gruplari ile c¢apraz bag
olugturabilecegi yonunde olmustur [76]. Cheong ve ark. [109], sodyum aljinat
¢Ozeltisi icine dagilmis HAp pargaciklarinin 1-2 gun ¢okmeyen, iyi dagimis
stspansiyon olusturdugunu goérmuslerdir. Bunu, pargaciklarin ylizeyindeki Alg
adsorpsiyonu ile olusan elektrosterik stabilizasyon olarak agiklamiglardir. Polimer
yuzeyindeki karboksil, hidroksil, amin ve ester gruplari gibi fonksiyonel gruplar
inorganik parcaciklarin yuzeyine adsorbe olarak elektrostatik stabilizasyonu
saglamaktadir. Ozellikle parcacik yiizeyine adsorplanan karboksil gruplari, ana

bolgelerle glglu sekilde etkilesime girebilen sterik stabilizatorlerdir.

Elektroforetik kaplama igin kullanilan sodyum aljinat, suda ¢dzinerek aljinat iyonu
(Alg’) olusturur. Karboksil (COQ") ug¢ gruplari iceren ve bu sebepten anyonik bir
polimer olan aljinat, hidroksiapatit parcaciklari ile elektrosterik etkilesime girer ve
bdylelikle kinetik ve termodinamik kararliliga sahip bir dispersiyon elde edilebilir.
Uygulanan gerilim ile dispersiyonda olugan Alg/HAp kompozit yapilari, Uzerindeki
negatif ylk yogunlugu ile anota dogru hareket ederek titanyum ylzey Uzerinde

birikme saglanir.

0.°..0

Sekil 4.10. Sodyum aljinatin molekul yapisi
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HFW HV spot| mag OO | det |tilt WD 500 nm
1.59 pm 15.00 kV| 3.5 [160 687 x |[ETD[1 °|9.5 mm UNAM

-
> w4 s el
HV  [spot| mag det [tilt] WD |
7 um|15.00kV| 3.5 |40 172 x|ETD[1 °| 9.5 mm

HFW | ~ [spo ag O | det [tilt | [—
15.8 pm|15.00 kV| 3.5 |16 175 x|ETD |1 °[9.5 mm UNAM

Sekil 4.11. Anotlanmis titanyuma ylzeye Alg/HAp nanokompozitinin biriktiriimesi
ile elde edilen ylzeylerin farkli boyutlarda SEM goéruntisu
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Cheong ve ark., yaptiklar calismalarda ¢ozelti icerisine eklenen HAp derigimi
arttikga, yuzey uzerinde biriken HAp miktarinda da artma goézlemislerdir [109].
Tez calismasi kapsaminda yapilan deneylerde de bunu destekleyen sonuglar elde

edilmistir.

Yuzey uzerine kaplanan Alg/HAp kompoziti EDX ile analiz edilmistir. Sekil 4.9.’daki
spektrumda gozlenen Ca ve P pikleri hidroksiapatit yapisinda bulunan kalsiyum ve

fosfattan kaynaklanmaktadir.

cihedax3iZigenesisigenspc.spc

Label A: NewQuiz 14 Elements

Ti

0.80 1.60 2.40 3.20 4.00 4.80 5.60 6.40 7.20 keV

Sekil 4.12. Yuzeye Alg/HAp kaplanmis titanum metalinin EDX spektrumu

4.7. Elektroforetik Biriktirme Sonrasi Yiizeylerin FTIR Spektrumlan ile
Yapisal Karakterizasyonu

Alg/HAp nanokompozitinin elektroforetik biriktiriimesi ile elde edilen ince film
kaplamasinin FTIR spektrumu ile yuzey uzerinde biriken kompozitin bag

karakterizasyonu yapilmigtir.
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Cizelge 4.4. Saf aljinatin karakteristik bantlarina karsilik gelen dalga sayilari [123]

Dalga Sayisi (cm™) Baglanma
110 v(HOCO)
1593 V(COO)asim
1406 V(COO)sim
1367 - 1296 8(COH) + 3(OCH)
1169 v(CC) + v(CO)
1124 v(CO) + v(COC)
1082 v(CO) + v(CCCQC)

Saf aljinatin bag gerilme bantlari ve Sekil 4.3.’te belirtilen hidroksiapatite ait FTIR
spektrumu referans alinarak elde edilen kompozit kaplamanin FTIR spektrumu

yorumlanmisgtir.

% Transmittance

. . . . . . . . . . . . . . . . . ' . . . ' . . . ' . . . . .
2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000
Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4.13. Alg/HAp kaplanmis titanyum ylzeyinin FTIR spektrumu

Aljinat polisakkaritindeki COO™ ug¢ gruplarinin titresimine ait simetrik gerilmeler
1420 cm™, asimetrik gerilmeler ise 1600cm™ bdlgelerinde gdzlenmistir. C—O—H
baglarina ait esnemeler 1350 cm™ dalga sayisinda pik vermistir. 950-1025-1100
cm™ aralijinda gozlenen gerilmeler hidroksiapatit yapisindaki fosfata (PO,%) ait

karakteristik bandi ifade etmektedir.
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4.8. Modifiye Edilmis Titanyum Metal Plakalarda Su Temas Agisi Olgiimleri

ile Yiizey Hidrofilitesinin incelenmesi

Hucre yapismasi ve yayilmasi, implant muhendisligi igin dnemli parametrelerdir.
Biyomalzeme ve doku arasindaki verimli entegrasyon, implant ylzeyine hucrelerin
yapismasini  artiracaktir.  YUzeyin islanabilir olmasi hicresel cevaplari
etkilemektedir. Ruardy ve ark. [124], insan fibroblast hlcreleri Gzerinde yaptiklari
calismalarda, hidrofobik ylzey 6zelliklerinin hidrofilik olarak degistiriimesiyle, hicre
yapisma ve yayllmasinin arttigini gézlemlemiglerdir. Georgi ve ark. [125], ylzey

1slanabilirligi ile huicre gogalmasinin arttigini gérmusglerdir [126].

Osteoblast hucreleri ile yapilan diger c¢alismada ise, yuzey hidrofilikliginin
fibronektin gibi Arg—Gly—Asp (RGD) dizileri igeren proteinlerin adsorplanmasini
artirdigini  ve dolayisiyla osteoblast oncilllerinin implant ylzeyine vyapisip
yayllmasini sagladigi goézlenmistir. Ayrica islanabilir Ti ylzeylerde kalsiyum—fosfat

cekirdeklenmesi hizla gerceklesmistir [127].

Ti implantlar GUzerine vyapilan farkli modifikasyonlarin islanabilirlige etkisini

incelemek amaciyla su temas acilari élgulmustur.

Cizelge 4.5. Modifiye edilmis titanyum metallerin su temas acisi dlgimleri

Su Temas Anotlanmamis | Anotlanmis | Anotlanmis | Anotlanmis
Acisi Ti Ti Ti Ti

(20V) (20V) (30V)

88.4° 58.1° 50.3° 45.2°

Alg-EPD (30s) 39.7° <10° <10° <10°
Alg-EPD (60s) 38.1° <10° <10° <10°
Alg-EPD (90s) 21.3° <10° <10° <10°
Alg/HAp EPD <10° <10° <10° <10°
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Cizelge 4.5. de goruldugu gibi, i1slanabilirlik testleri sonucunda, yuzeyi modifiye
edilmemis Ti metalinin su temas agisi olgumlerinde hidrofobik bir yizeye sahip

oldugu agikga gorulmektedir (6=~90°).

Sekil 4.14. Anotlanmamis Ti metali su temas agisi dlgimlerindeki hidrofobik ylzey

gorinimu

Titanyum metal ylzeyinin anodik oksidasyonu ile yuzey hidrofilitesi arasinda bir
iliski oldugu gorilmektedir. islem siresi sabit tutulmak suretiyle yapilan testlerde,

uygulanan gerilim arttikga, ylzey islanabilirligi artis gostermistir (6= ~45° - 60°).

Sekil 4.15. Anotlanmis Ti metali su temas acisi olgiimlerindeki kismen hidrofobik

ylzey gorunumu

Anotlanmamis  yuzeylerdeki aljinat  biyopolimerinin  depozisyonu yuzey
islanabilirligini degistirmistir. Ylzeyin hidrofilitesi, elektroforetik depozisyon suresi
ile dogru orantilidir. Depozisyon suresi arttikga, yuzeyde biriken aljinat yogunlugu
artmakta ve islanabilirlik de paralel olarak ciddi bir artis gostermektedir (6=~20°-
40°).
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Sekil 4.16. Anotlanmamis Ti metali Uzerine biriktirilen aljinat su temas agisi

olcumlerindeki hidrofilik yizey gorunuma

Anotlanmamis Ti plakalara Alg/HAp kaplanmasi sonucu yuzey Uzerindeki
hidrofilite buylUk oranda artmistir. Ayni sekilde, anotlanmis Ti plakalarda da
elektroforetik olarak Alg ve Alg/HAp nanokompozitinin birikmesi ile ylzey

tamamen hidrofilik duruma gelmistir (6<10°).

— e
T ——

Sekil 4.17. Anotlanmig Ti metali Uzerine biriktirilen aljinat ve Alg/HAp su temas

acisi olgumlerindeki tamamen 1slanabilir yuzey gérinumdu

Bu sonuglara bakilarak, titanyum metali Uzerine uygulanan modifikasyon
yontemleri, ylzeyin islanabilirligini artiran bir etki yapmaktadir. Coklu modifikasyon

yontemleriyle ise ylzeyi tamamen hidrofilik hale getirmek mimkiandur.
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4.9. In vitro Hiicre Kultiir Test Sonugclari
4.9.1. Hucre Canhhg: (MTT testi) Testi

Titanyum implantlar Uzerine kulltire edilen hdcrelerin yapisma ve ¢ogalmasinin
incelenmesi amaciyla CpTi kontrol grubu olmak Uzere, Cizelge 4.4.’te gosterildigi
gibi A, B ve C (C1, C2, C3) seklinde dOrnekler 6 gruba ayrilmistir. Bu o6rnek
gruplarina MTT testi yapilarak 3., 7., ve 14. gunlerde hucre proliferasyonu

incelenmigtir.

Cizelge 4.6. Hucre kulturt calismalarinda kullanilan metal implant gruplari ve

uygulanan iglemler

Grup ismi Uygulanan iglem
CpTi Titanyum Kontrol Grubu
A Anodize Ti
B Alg + An Ti
C1l Alg/HAp + An Ti (2 g/L HAp)
C2 Alg/HAp + An Ti (4 g/L HAp)
C3 Alg/HAp + An Ti (6 g/L HAp)

Hucre ekiminin 3., 7. ve 14. gunlerinde uygulanan MTT testi sonunda formazan
absorbansi Olclilmus ve sekil 4.14’te gosterildigi gibi zamana karsi grafigi

cizilmigtir.
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Sekil 4.18. Titanyum plakalar Uzerine kultire edilen Saos—2 hucrelerinin 3., 7. ve

14. glin MTT testi sonucu 570 nm’de okunan absorbans degerleri

MTT testleri sonucunda kontrol grubuna goére tum islem goérmuis ylzeylerde
baslangi¢ hicre yapismasi ve ilerleyen gunlerdeki canh hiicre sayilari daha fazla
bulunmustur. Ylzeyde olusturulan nanotubiler tabaka ile kontrol grubuna goére
canli hicre sayisinda bir artis gézlemlenmis ve ylzeydeki nanotubuler bosluklarin
korunmasiyla yapilan elektrodepozisyon kaplamasi ile birlikte bu sayinin daha da
arttigi gézlemlenmistir. Bango ve ark. [128], PLLA, PDLA ve sodyum aljinat
hidrojeli kapladiklar titanyum implantlarda, kaplama sonrasi yuzey puruzlulugunan
daha fazla korundugu, yiksek yogdunluklu ve iyi organize olmus hucrelerin
sodyum aljinat kapl yuzeylerde gercgeklestigini gérmaslerdir. Zhao ve ark. [129],
elektrokimyasal biriktirme metodu ile HAp biriktirdikleri titanyum nanotellerde
Ozellikle hucre ekiminin 7. gununde hucre sayisinda onemli artis oldugunu
gozlemlemiglerdir. Yuzeye HAp kaplanmamis nanotellerle karsilastirildiginda
osteoblast proliferasyonundaki artis anlamli  bulunmustur. Tez c¢alismasi
kapsaminda hazirlanan aljinat ve HAp kapl ylUzeylerdeki hlcre proliferasyonu

bunu desteklemektedir.
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Farkh oranlarda HAp iceren kompozit kaplamalarla hazirlanmis C 6rnek grubuna
bakildiginda, diger gruplara oranla hucre tutunmasindaki artis belirgindir. Buna
ragmen, 3. ve 7. gunlerde hucre gogalma orani yaklasik ayni degerlerde iken, 14.
gunde kompozit malzemedeki HAp orani arttikga hilcre ¢ogalmasinda dusus

gozlenmigtir.

Caligmada yuzeylerin hidrofiliklikleri ya da bagka bir deyisle islanabilirlikleri de
yapilan iglemler sonucu artmistir ve hayvan hucreleri ile yapilan benzer konulu
calismalarda artan islanabilirligin baslangi¢ hucre tutunmasinini pozitif yonde
etkiledigi rapor edilmistir [130]. Islanabilirligin artmasiyla serumun malzeme
tarafindan daha c¢ok adsorbe edilmesiyle hucrelerin etkilesecedi proteinlerin
yuzeyde daha ¢ok tutunabildigi de bilinmektedir [131]. Tez c¢alismasinda yapilan
Islanabilirlik testinde anotlanmig titanyum plakalarin su temas agisinin CpTi
plakalara gobre daha dusik oldugu goérulmustir. Bu da implantta yapilan
modifikasyonunun ylzey islanabilirligini artirdigini géstermektedir. Modifikasyonun
ilerleyen basamaklarinda yuzeye elektroforetik biriktirme ile aljinat ve HAp
kaplanmasi yuzeyin tamamen islanabilir olmasini saglamistir. MTT testi
sonucunda, yuzey hidrofilikligi ile hicre yapigsmasinin arttigi gérilmustir. Kim ve
ark. [132], anotlanmis Ti yuzeylerin, islenmis ylzeylerden daha hidrofilik oldugunu
ve bu vyuzeylere Ca-P biriktirdiklerinde anotlanmis ylzeylerdeki hcre
tutunmasinin daha fazla arttigini gézlemlemislerdir. Bu da, tez ¢galismamizda elde

ettigimiz sonucu destekler niteliktedir.
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4.9.2. Toplam Hiicre igi Protein Miktari

Hucreler dinamik birer yapitasidir ve drnek ylzeylerine tutunup ¢ogaldiktan sonra
yasamsal faaliyetlerine saglikli bir sekilde devam etmelerinin 6nemli bir 6l¢uti

sentezledikleri proteinlerin miktaridir [133].
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Sekil 4.19. Saos—2 hucreleri ile kultire edilen titanyum plakalarda 3., 7. ve 14.

gunlerde dlgtlen toplam hicre ici protein miktari

islem gormiis yiizeylerde artan protein sekresyonu da hicrelerin metabolik
aktivitelerine artan hucre sayisina paralel olarak devam ettiklerini gostermektedir.
Hucre ic¢i toplam protein miktari baglangi¢ta ornek gruplari arasinda belirgin bir
fark gostermemektedir; ancak 7. gunde islem gérmemis titanyum grubuna goére
belirgin farklar gérilmeye baslanmis ve 14. glinde de bu farklar aciimistir. Buna
gore islem goren ylzeylerde kultlr edilen hiicrelerin CpTi grubuna gére metabolik

faaliyetlerine daha saglikli devam ettikleri sonucuna varabiliriz.
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4.10. ALP Aktivitesinin Olgiimii

Hulcrelerin sentezledikleri proteinler arasinda bulunan alkalen fosfataz (ALP)
aktivitesi osteoblast fonksiyonlarini belirleyici bir parametre olarak kabul
gormektedir. Alkalen fosfataz kemik, karaciger, bagirsak ve plasenta tarafindan
olusturulan bir enzimdir. Kemik ALP izoenzimleri osteoblastlar tarafindan Uretilir.
Dolayisiyla kemikteki iskeletsel ALP aktivitesi kemik olusum hizi ile
iligkilendirilebilir [134].

Alkalen fosfataz enzimleri, fosforik asit monoesterlerinin hidrolizini ve yuksek
yogunlukta alicisi varliginda transfosforilasyon reaksiyonunu katalizler. Kemik
matrisinde bulunan ve spesifik olmayan doku alkalen fosfataz hidroksiapatit

kristalizasyonu igin gerekli olan inorganik fosfatin tretilmesini saglar [135].
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Sekil 4.20. Titanyum plakalar Uzerine kiltire edilen Saos—2 hucrelerinin 3., 7. ve

14. gun ALP testi sonucu elde edilen alkalen fosfataz aktivitesi
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Nanokompozit malzemede 6nemli olan noktalardan biri, HAp oraninin artmasi ile
biyoaktivitesinin paralellik géstermesidir [109]. Bu amagla, 2, 4 ve 6 gL™ HAp
yogunluguna sahip kompozit kaplamalarla hazirlanmig C 6rnek grubuna
bakildiginda, diger gruplara oranla hidcre aktivitesinde daha fazla artis
g6zlenmistir. llk analiz giini olan 3. giinden itibaren hidroksiapatit katkil aljinat
depozit edilmis ylzeylerde diger yuzeylere gore bir fark olugsmaya baslamis ve bu
fark 7. ginde Alg/HAp kompozitinde artan hidroksiapatit orani ile artmaya devam
etmistir.  14. gUnde hidroksiapatit katkili aljinatlardaki dramatik artigin artan
hidroksiapatit orani ile paralel olugsu ALP aktivitesinin ortamdaki hidroksiapatit
tarafindan induklendiginin bir kanitidir ve bu fark ile birlikte bu érnekler Uzerinde
kultire olan hdcrelerin osteojenik farklilasmaya diger 6rnek gruplarina gére daha
once girdikleri dusunulmektedir [136] [137]. Turco ve ark. [4], MG63 ve Saos—2
insan osteosarkoma hucreleri ile yaptiklari ¢calismada Ag/HAp kompozit iskeleler
Uzerindeki ALP aktivitesini incelemiglerdir. Bu ¢alisma sonucunda, ALP aktivitesi
ilk gunden itibaren 21. gune kadar Saos-2 hucrelerinde daha fazla artis
gOstermigtir. Li ve ark. [71], mikroark ile anotlanmis ve Uzerine HAp kaplanmig
titanyum implantlarin islem gérmemis titanyuma gore ALP aktivitesinin daha
yuksek oldugunu belirtmislerdir. Artan hidroksiapatit konsantrasyonu ile aktivitenin

artis gosterdigi rapor edilen sonugclar arasindadir.

4.11. Hiicre ile Etkilestirilen Ti implantlarin Morfolojik Karakterizasyonu

Yuzeyi modifiye titanyum implantlarin Saos — 2 hlcreleri ile etkilestiriimesi sonucu
elde edilen hicre yapigsma ve yayllma egilimlerinin morfolojik gérintilenmesi SEM
ile saglanmistir. Bu amagla, kultlre edilen érnekler 4% paraformaldehit ile fikse
edilerek SEM analiz i¢in hazirlanmistir. Alinan géruntiler sonucunda tim
yuzeylerde hucre tutunmasi agikca gozlenmistir. Anotlanmis yUzeylerde,
anotlanmamis ylzeylere goére hicreler daha fazla yayilmistir. Alg/HAp kaplanmis
implantlarda, hucrelerin  tUm yuzey boyunca vyayillmasi, yapilan ylzey
modifikasyonlarinin  hlicre yapisma ve blyumesine etki ettigini acikca

gOstermektedir.
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Sekil 4.21. Saos—2 hucreleri ile etkilesen anotlanmamis implantlarin SEM

goruntusu
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Sekil 4.22. Saos-2 hucreleri ile etkilesen anotlanmig implantlarin SEM géruntusi
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Sekil 4.23. Saos—2 hucreleri ile etkilestirilen aljinat kapli implantlarin  SEM

goruntusu

Sekil 4.24. Saos-2 hacreleri ile etkilestirilen Alg/HAp kapli implantlarin SEM

goruntusu

70



Alg/HAp kapli implantlarin yiksek buyutmede SEM goérintisu ile ylzey Uzerine
yapisan hucreler daha yakindan incelenmistir. Hlicre uzantilarinin tabdler yapilar

Uzerine tutunmasi osseointegrasyonun baslangici olarak degerlendiriimektesir.

4.25. Saos — 2 hucreleri ile etkilesen Alg/HAp kapli implantlarin yiksek buylitmede
SEM goéruntusu
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5. SONUGLAR

Ortopedik implantlarda yaygin olarak kullanilan bir biyomalzeme olan
titanyum metali Uzerinde osteoblast hicre yapismasini saglamak ve
gelistrmek amaciyla c¢esitli yontemlerle ylzeyin modifiye edilmesi

kapsaminda tez ¢alismasi yapiimistir.

Titanyum metal plakalar, yuzey safsizliklarinin giderilmesi amaciyla
oncelikle asit ile muamele edilip temizlenmis; sonra ise zimparalanarak

yuzey puruzltligu saglanmigtir.

Etilen glikol + NH4F elektrolit ¢ozeltisi kullanilarak, titanyum metal plakalar
farkli sure ve gerilimlerde anodizasyon iglemine tabi tutularak ylzey
Uzerinin nano-boyutta modifikasyonu saglanmistir. SEM gdruntilerinde,
parametre degisikliklerinin, olusan nanotuplerin ¢ap ve uzunlugunda
farkhliklar olusturdugu goértulmastir. TiO, kimyasal ¢dzilmesinin en az
dizeyde oldugu kararli nanotubuler yapilari, 20 V ve 20 dk'da elde

edilmistir.

Titanyum implant Gzerinde yapilan farkli modifikasyonlar, kemik ile metal
arayuzeyin direk temasini saglayarak hlcre yapigsmasinin artmasina
yardimci olmaktadir. Bu amagla, kimyasal modifikasyon ydntemi olan
elektroforetik biriktirme ile anotlanan titanyum implantlar Gzerine ince film

kaplanmisgtir.

Farkh konsantrasyonlarda hazirlanan aljinat ¢ozeltileri ile kaplanan AnTi
metalinin SEM géruntileri incelendiginde, tim ylzeylerde aljinat biriktigi
g6zlenmistir. Uygulanan biriktirme isleminin siresi arttikga, titanyum ytzey
Uzerindeki aljinat kaplama yogunlugu da artis gostermigtir. Ti ylzey
Uzerinde aljinat yogunlugunun az olmasi ve anotlanmis ylzey morfolojisinin
bozulmamasi agisiyla dusuk konsantrasyonda Alg ile ve dusuk zaman

araliginda caligilmistir.
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Kemik kusurlarini en aza indirmek, doku—implant arayuzeyinde ilk hucre
tutunmasini saglamak ve kemik olusumunu tesvik etmek amaciyla
kullanilan hidroksiapatit biyoseramik nanopartikdlleri ile aljinat kompozit
malzemesi olusturulmistur. Bu amagla hidroksiapatit nanopartikllleri

sentezlenmigtir.

Farkli hidroksiapatit oranlarinda olusturulan biyouyumlu Alg/HAp malzeme
ile anotlanmis titanyum yuzeyler elektroforetik kaplanmistir. Konsantrasyon,
zaman ve gerilim gibi parametreler degistirilerek daha 6nce yapilan ylzey
modifikasyonlari bozulmayacak bigimde biriktirme yapilmistir. EDX ve FTIR
ile implantlarin kimyasal analizleri yapilarak yluzey Uzerinde meydana gelen

degisimler agikgca gozlenmistir.

Su temas acisi dlgiimleri ile yiizeylerin islanabilirlikleri incelenmistir. implant
yuzeyinin 1slanabilir olmasi hdcrenin biyolojik ortami ile uyum saglayarak
implant — hicre etkilesimini artirmaktadir. islenmemis titanyum ile
karsilastirildiginda, modifiye edilmis tim ylzeylerde islanabilirlik artmistir.
Anotlanmis ylzeyler Uzerine aljinat biriktiriimesi ile 1slanabilirlik blyuk
oranda artis gosterirken, hidroksiapatit kaplanmasiyla tamamen hidrofilik

yuzeyler elde edilmigtir.

Saos—2 hacreleri ile etkilestirilen ylzeyi modifiye titanyum implantlarda
hicre proliferasyonunun iglem gérmemis ylzeylere oranla daha fazla
oldugu, toplam protein ve ALP aktivitesinin arttigi gézlenmistir. Alg/HAp
kompozit kaph ylzeylerde artan hidroksiapatit miktari ile ALP aktivitesi de
artis gdstermistir. implant yiizeyinin hidroksiapatit ile kaplanmasinin hiicre
tutunmasi ve cogalmasini artirdigi, yeni kemik olusumu igin uygun bir

arayuzey olusturdugu gorulmustar.
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