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OZET

PEEK MALZEMENIN OSTEOJENIK AKTiVITESININ
ARTIRILMASINDA CESITLI YUZEY MODIFIKASYONLARININ
ROLU

TUGCE GULTAN

Yiiksek Lisans, Kimya Mithendisligi Bolimii

Tez Damisman:: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
Ocak 2017, 105 sayfa

Bu calisma 2210-C TUBITAK Oncelikli Alanlara Yénelik Yurt I¢i Yiiksek Lisans Burs
Programi Destegi ile hazirlanmistir. Sunulan tez c¢alismasi kapsaminda cesitli yiizey
modifikasyonlar1 kullanilarak Polietereterketon (PEEK) malzemenin biyoinert dogasinin
giderilmesi ve osteojenik aktivitesinin artiritlmasi amaglanmistir. Mekanik ve fiziksel
yontemlerle modifiye edilen PEEK o6rnekler {izerine osteojenik aktiviteyi saglamak icin
bor katkili nano hidroksiapatit (B-nHAp), mikrodalga destekli yontemle kaplanmis ve
malzemenin karakterizasyon caligmalar1 gergeklestirilmistir. Ayrica, PEEK yiizeylerin

osteojenik aktiviteleri in-vitro hiicre kiiltiirii calismalariyla incelenmistir.

Tez c¢aligmasmin ilk asamasinda kesim sonrast 800 numara zimpara kagidiyla
kirliliklerinden armndirilan PEEK yiizeyler kumlama ile mekanik ve NaOH daglama ile
fizikokimyasal olarak modifiye edilmistir. Modifikasyon sonras1t B-PEEK (Bos PEEK), K-
PEEK (Kumlanmis PEEK), N-PEEK (NaOH daglanmis PEEK) ve K,N-PEEK
(Kumlanmis ve NaOH daglanmis PEEK) seklinde adlandirilan 6rnek gruplarinin yiizey

ozellikleri profilometre ve su temas acist Ol¢iimleriyle incelenmistir. Piirlizliiliikk degerleri



sirastyla  B-PEEK, K-PEEK, N-PEEK ve K,N-PEEK ornekler icin 982.7423.3,
5051.0+£27.3, 2884.0+3.4 ve 4404.0+21.2 nm olarak bulunmugstur. Yiizeylerin su temas
acist degerleri de ayni sirayla 62.8+2.9, 90.8+3.3, 71.0£9.6 ve 108.6+1.7° olarak
Ol¢lilmiistiir. Kumlamanin yiizeyde en fazla piiriizliiliik olusturdugu, ve buna bagli olarak
yiizeyin hidrofobisitesini artirdigi, ancak en yiiksek hidrofobisitenin hem mekanik hem de

fiziksel modifikasyon yapilmis 6rneklerde oldugu goriilmiistiir.

Calismanin ikinci asamasinda, yukarida listelenen Ornekler iizerine biyomimetik yontem
kullanilarak bor katkili 10 kat derisik yapay viicut sivist (10xSBF)-benzeri ¢ozeltiden
osseointegrasyonu destekleyecek bor-nanohidroksiapatit (B-nHAp), mikrodalga destegiyle
kaplanmis ve Orneklerin azalan su temas acgist degerleri (sirastyla; 24.4+5.9, 29.5£5.5,

22.8+5.7 ve 25.8+5.6°) artan hidrofilisiteyi isaret etmistir.

PEEK’in modifikasyonu sonucu elde edilen oOrneklerle yapilan hiicre kiiltiirii
caligmalarinda MC3T3-E1 preosteoblastik hiicre hatt1 kullanilmis ve hiicrelerin canlilig
PrestoBlue® analizi, morfolojileri Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve Konfokal
Mikroskop analizleri, osteojenik aktiviteleri ise Alkalen Fosfataz (ALP) aktivitesi ve
kollajen miktar1 Slglimii yani1 sira Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real
Time- Polymerase Chain Reaction-RT-PCR) analizleriyle incelenmistir. Hiicre kiiltiirii
caligmalar1 sonucu piirlizlendirme islemlerinin osteojenik aktivitede artis1 sagladigi, ancak
B-nHAp kaplamanin yiizeyde MC3T3-E1 hiicrelerinin tutunma, ¢ogalma ve farklilasma
kapasitelerini kaplanmamis oOrneklerle karsilastirildiginda anlamli oranda artirdig:

sonucuna varilmistir.

Sonug olarak gerek mekanik gerekse fiziksel yontemler kullanilarak modifiye edilen PEEK
ylizeylerde biyoaktivite artisi saglanmis, ancak osteojenik aktivitenin artirilmasinda en

etkin yontemin B-nHAp kaplamalar ile saglandig1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: PEEK, implant, biyoaktivite, osseointegrasyon, mikrodalga,

hidroksiapatit.



ABSTRACT

THE ROLE OF DIFFERENT SURFACE MODIFICATIONS FOR
INCREASING THE OSTEOGENIC ACTIVITY OF PEEK MATERIAL

TUGCE GULTAN
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Supervisor: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
January 2017, 105 pages

This study was prepared with a support of TUBITAK 2210-C Primary Subject National
Scholarship Program for MSc Students. The aim of the present study is to eliminate the
bioinert nature of Polyetheretherketone (PEEK) material and to increase its osteogenic
activity by using various surface modifications. In order to provide osteogenic activity on
mechanically and/or physically modified PEEK samples, boron doped nano-
hydroxyapatite (B-nHAp) was coated by microwave-assisted method and material
characterization studies were carried out. After that, osteogenic activities of PEEK material

surfaces were investigated by in-vitro cell culture studies.

In the first step of the study, the PEEK surfaces were polished with 800-grid sandpaper
after cutting. Then, surfaces were mechanically modified by sandblasting and physically
modified by NaOH etching. After modification, sample groups were labeled as B-PEEK
(Bare PEEK), S-PEEK (Sand-blasted PEEK), N-PEEK (NaOH etched PEEK) and S, N-
PEEK (Sand-blasted and NaOH etched PEEK) and the surface properties of the samples

were investigated via profilometer and water contact angle measurements. Roughness
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values were found to be 982.7+23.3, 5051.0+27.3, 2884.0+3.4, and 4404.0+21.2 nm for B-
PEEK, S-PEEK, N-PEEK and S, N-PEEK samples, respectively. The water contact angle
values of the surfaces were also measured as 62.8+2.9, 90.8+3.3, 71.0+£9.6 and 108.6+1.7°
in the same order. It was found that the sandblasting caused the greatest roughness on the
surface and thus it was increased the hydrophobicity of the surfaces, but the highest

hydrophobicity was seen in both mechanically and physically modified samples.

In the second part of the study, boron-nanohydroxyapatite (B-nHAp) was used to coat the
surface of the listed samples above with a boron doped 10 times concentrated simulated
body fluid (10xSBF)-like solution by using microwave-assisted biomimetic method to
support osseointegration and the reduced water contact angle values of the samples
(24.4£5.9, 29.5£5.5, 22.8+£5.7, and 25.8+£5.6°, respectively), indicated that increased
hydrophilicity.

The MC3T3-E1 preosteoblastic cell line was used for cell culture studies of modified
PEEK samples. PrestoBlue® analysis for cell viability studies, Scanning Electron
Microscopy (SEM) and Confocal Microscopy analyses for morphological observations,
measurements of Alkaline Phosphatase (ALP) activity and collagen amount and Real Time
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) analyses were used to investigate the osteogenic
activities of cells cultured on PEEK samples. Cell culture results demonstrated that
mechanical or physical modifications provide an increase in osteogenic activity, but the B-
nHAp coating significantly increased the adhesion, proliferation and differentiation

capacities of MC3T3-El cells on the surface compared to uncoated specimens.
As a result, it was determined that the bioactivity was increased on the PEEK surfaces

modified mechanically or physically, but the most effective method for increasing

osteogenic activity was provided with B-nHAp coatings.

Key words: PEEK, implant, bioactivity, osseointegration, microwave, and hydroxyapatite.
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1. GIRIS
Diinya genelinde artan yas ortalamalari nedeniyle, insan viicudunun biiyiik bir kismini
olusturan kemik doku {izerinde yapilacak ortopedik, spinal, dental, kraniyal onarimlar ile
cene ve yliz kemiklerinin onarimini ilgilendiren bilimsel ¢aligmalarin sayisinda énemli bir
artis s6z konusudur. Eklem iltihabi, kireclenme, tiimor olusumu ve yapisal bozukluklara
neden olabilecek travmalar gibi iskelet sisteminde olusan hasarlar durumunda hasarin
biiytikliigiine bagli olarak farkli tedavi yaklagimlart ortaya ¢ikmaktadir. Kii¢iik hasarlarda
dokunun yeniden yapilanmasi (rejenerasyonu) endojen mekanizmalarla gerceklesirken,
biiyiik hasarlarda yeni kemik dokuya gereksinim duyulmaktadir. Disiplinlerarasi bir dal
olan ‘‘Kemik Doku Miihendisligi’’ yaklasimi tarafindan gelistirilen otogreft, allogreft ve
kemik doku yerine gegebilecek yapay kemik greftleri kayip kemik dokusunun onarimim
saglarken, onarimi1 miimkiin olmayan biiyiikliikklerdeki hasarlar i¢in hastalikli veya kayip
kemik ile yer degistirilmesi amaciyla {iretilen implant malzemelerinin kullanim

giindemdeki tedavi yaklagimlaridir [1].

Kemik implanti {iretiminde kullanilan biyomalzemeler incelendiginde birden fazla
malzeme grubunun tercih edildigi, ancak her malzeme grubunun sahip oldugu bazi
dezavantajlar nedeniyle milkemmel bir malzeme i¢in, sentez ve iiretimi hedefleyen literatiir
caligmalarinin 6nemli oldugu goriilmektedir. Yiiksek bir ivmeyle ilerleme kaydedilen
biyomalzeme biliminde, polietereterketon (PEEK), omurga flizyonu veya eklem implanti
olarak son yillarda siklikla kullanilan bir polimerdir [2]. Yiiksek biyouyumlulugu ve toksik
ozellik gostermemesinin yan1 sira elastik modiiliiniin kortikal kemige diger metalik
implantlardan daha yakin olmasi, tekrarlanabilir sterilizasyonu, 151k gegirgenlik
(radiolucent) o6zelligi ile Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (US Food and Drug
Administration-FDA) tarafindan onaylanmis olmasi, PEEK’in bu alanda kullanimini
artiran Onemli avantajlarindandir [3]. Kemik doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilan diger polimerlere oranla mekanik dayanimi olduk¢a yiiksek olan PEEK, canli
doku ile etkilesimde implantin kemikle biitiinlesmemesi gibi 6nemli bir dezavantaja
sahiptir. Bu dezavantajin klinik asamada yaratacagi sorunlarin engellenmesi amaciyla
PEEK malzemenin ylizeyinde cesitli modifikasyonlarin yapilmasi gerekli olmaktadir.
PEEK’in biyoinert dogasinin giderilmesinde en ¢ok tercih edilen yaklagimlar malzeme
yiizeyinin piiriizlendirilerek hiicrenin tutunma egiliminin artirtlmasi ve osseointegrasyonu

artirmaya yonelik cesitli ylizey kaplamalar1 gelistirilmesidir [4-6].



Osseointegrasyonun artirilmasinda en ¢ok kullanilan ylizey kaplama malzemelerinden biri
biyoaktif bir biyoseramik olan hidroksiapatit (HAp)’tir. Seramiklere 6zgii zay1f mekanik
ozellikleri nedeniyle, kemik ve dis implantlar1 gibi sert doku implantlarinda genellikle
doku ile implant arasinda ara ylizey olusturularak doku-implant biitiinliigiiniin korunmasi
ve bolgesel hasarlarin kapatilmasinda HAp, dolgu malzemesi olarak kullanilmaktadir.
Hidroksiapatit kapli ylizeylerle yapilan c¢alismalarda kemik rejenerasyonu, hiicre

tutunmasi, bilylimesi ve farklilasmasinin desteklendigi kanitlanmistir [7, 8].

HAp eldesi i¢in kullanilan birden fazla iiretim yontemi bulunmakta ve bu yontemler
arasinda dogal kemik yapisina en yakin HAp eldesi ‘biyomimetik yontem’ ile
saglanmaktadir. Biyomimetik bir yaklasimla tiretilen HAp’in y18in ve mekanik 6zellikleri
ile biyoaktif davranigini gelistirmek amaciyla bor katkili HAp (B-HAp) gibi iyon katkili
hidroksiapatitler de iiretilmekte ve kemik olusumunu destekledigini belirten c¢aligmalar

yapilmaktadir [9, 10].

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda halen implant malzemesi olarak kullanilan ve yiiksek
miihendislik {iriinii bir polimer olan PEEK’in biyoinert dogasi nedeniyle karsilasilan
sorunlarin giderilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda yapilan literatiir aragtirmasinin 1g1ginda
PEEK malzemenin biyoaktif 06zellik kazanmasint  saglamak i¢in farkli yontemler

incelenerek etkin bir yontem gelistirilmeye ¢aligilmistir.

Oncelikle, PEEK malzemesinin biyoaktivitesi, fiziksel ve kimyasal modifikasyonlarla
degistirilen ylizey piiriizliilligi ile artirilmaya calisilmistir. Bunun yani sira, bor katkili 10
kat derisik yapay viicut sivist (10xSBF) benzeri ¢ozelti kullanilarak mikrodalga destekli
biyomimetik yontemle biyoaktif bir ylizey elde edilmesi amaglanmistir. Biyoaktivitesi
artiritlan malzemelerin, MC3T3-E1 fare kemik onciil hiicreleri kullanilarak gerceklestirilen
28 giinliik in-vitro hiicre kiiltiirli ¢alismalari ile osteojenik potansiyeli arastirilmis ve klinik

caligmalarda kullanilmak iizere uygun cevaplarin alindig1 yaklasim belirlenmistir.

Biyoaktif hale getirilmis PEEK polimeri ile tiretilen implant malzemelerin, implante edilen
bolgede hiicrelerle etkilesiminin iyilestirilmesi, metalik ve kompozit implant malzemeleri
ile calisilirken karsilagilan sorunlarin iistesinden gelebilmesi, implantasyon sonrasi
tomografik yontemlerle goriintiilenebilmesi ve doku olusumunu iyilestirmesi gibi
avantajlar1  sayesinde hastalarin da hayatlarin1  kolaylastirmas1  beklenmektedir.
Aragstirilacak ylizey modifikasyon yontemleri ile PEEK implant malzemesinin biyoinert
Ozelliginin iistesinden gelinmesini hedef alan g¢aligmadan ¢ikacak sonuglarin ilerleyen

caligmalara Onciiliik etmesi beklenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

Bu béliimde tez ¢alismasini sekillendiren literatiir bilgileri dzetlenmistir. Ik béliimde sert
doku implantlar1 ve geleneksel implant malzemeleri hakkinda kisa bir bilgilendirme
yapilmistir. Ikinci béliimde, tez kapsaminda kullanilan polietereterketon (PEEK)
polimerinin ozellikleri ve PEEK’in implant malzemesi olarak kullaniminda yasanan
sorunlar ilgili alanda kullanilan diger biyomalzemelerle karsilastirmali olarak
incelenmistir. Bunun yaninda, PEEK implantin biyoaktivitesini artirmak amaciyla yapilan
fiziksel ve kimyasal modifikasyonlar ile yiizey kaplamalarina yer verilmistir. Son olarak,
yiizey kaplamalarinda kullanilacak olan hidroksiapatitin (HAp) iiretim yontemleri ve iyon

katkilt HAp’ler hakkindaki literatiir bilgisi 6zetlenmistir.

2.1. Sert Doku implantlar

2000 yilinda yapilan arastirma sonuclarina gore, Amerika Birlesik Devletleri’'nde her yil
tedavi masraflar1 yaklasik 10 milyar Dolar tutan, 280,000 kalca kirigi, 700,000 vertebral
kirik (omur kirigi) ve 250,000 el bilegi kirig1 vakas: goriilmektedir. Istatistiksel olarak bu
vakalarin  %5’inde gec 1iyilesme, %?20’sinde ise viicudun kendini yenileyebilme
kapasitesini asan diizeylerde kirilma oldugu saptanmigtir [11]. Travma sonrasi olusan bu
kirik vakalarmin yani sira yashlik ve obezite gibi hastaliklara bagli olarak iskelet
sisteminin viicut agirligini tastyamamasi, omur kemiklerinde yasanan asir1 baskiya bagh
bel agrilar1 bireylerin yasam kalitesini diigiirmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde her
y1l 500,000 otolog kemik nakil operasyonu yapilmakta ve bu operasyonlarin yarisinda
omurga fiizyonu cerrahisi gerceklestirilmektedir [12]. Istatistiksel veriler géz Oniinde
bulunduruldugunda, omurga cerrahisi de kemik doku miihendisligi agisindan 6nemli bir
uygulamay1 olusturmaktadir. iki kemik arasindaki onarimin miimkiin olmadig1 doku
kayiplarinda uygulanan bir diger tedavi yontemi ise eklem protezlerinin kullanilmasidir.
Implant operasyonlarinin aciyr ve engellilik durumunu ortadan kaldirma, aktif calisma
hayatina doniisii saglamak gibi amaglar disiiniildiigiinde, genellikle diz ve kalga
eklemlerinde yaygin uygulanmasi s6z konusudur. Bu tiir implantlarin uygulamalarinda
malzeme nedeniyle yasanan enfeksiyon, biyolojik ¢evrenin tam olarak taklit edilememesi
ve buna bagli malzeme reddi gibi sorunlar 6nemli olup, yapilan arastirmalarla bu
sorunlarin ¢oziilmesi hedeflenmektedir [13]. Sekil 2.1°de implant malzemelerinin

viicuttaki kullanim yerleri gdsterilmistir.
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Sekil 2.1. implant malzemelerinin viicuttaki kullanim bolgeleri, /14, 15] 'ten degistirilerek.

Klinikte kullanilan ortopedik, spinal, dental ve kraniyal implantlar ‘sert doku implantlarr’
baslig1 altinda toplanmaktadir ve bu alanda yaygin olarak kullanilan malzemeler metaller,
seramikler, polimerler veya en az iki malzeme grubunun bir arada kullanildig1

kompozitlerden olugmaktadir.

2.2. Geleneksel iImplant Malzemeleri

Kullanilan malzeme tiiriinden bagimsiz olarak implant malzemelerinin olmazsa olmaz bazi
ozellikleri bulunmaktadir. Uygulama alanina gére maruz kalacagi cesitli fizyolojik ve
mekanik etkilere dayanim, tasarim, islenebilme ve implantasyon sonrasi manipiilasyon
kolaylig1 gibi birgok Ozellige ek olarak malzemenin implantasyon sonrasi basarisizliga

ugramamasi i¢in en temel 6zellik biyouyumluluktur.

Biyouyumluluk kavrami, bir biyomalzemenin implantasyon sonrasi ¢evresindeki dokuyla
toksik reaksiyona girmemesi, zamana bagli mekanik, kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinde
degisim olmamasi ile eger bozunabilen bir malzemeyse bozunma sonucu olusturacagi
driinlerin zararli sistemik etki ve/veya bolgesel toksik etkilere neden olmamasi olarak

Ozetlenebilmektedir [16].



Sert dokuda kullanilmak tizere gelistirilen implant malzemelerinin mekanik 6zellikleri de
tizerinde durulmasi gereken bir diger dnemli konudur. Dis implantlar1 ya da kalca
protezleri gibi yiik tastyan uygulamalar icin segilecek biyomalzemelerin tiirii; sertlik,
elastisite, uzama, ¢ekme veya basma mukavemeti gibi mekanik ozellikler géz Oniinde
bulundurularak belirlenir. Implantasyon bdlgesindeki dokuya spesifik mekanik dzelliklere

sahip malzeme se¢imi bagarili bir miidahale i¢in son derece énemlidir.

Mekanik 6zelliklere ek olarak kullanilacak olan biyomalzemenin korozyon, asinma ve
yorulma mukavemetinin yiiksek olmasi gerekmektedir. Ornegin; diisiik korozyon
mukavemetine sahip malzemeler, implantasyon sonrasi viicut i¢i sivilariyla reaksiyonu
sonucu ¢evre dokulara toksik etki yaratabilmekte ya da sistemik zarar verebilmektedirler

[15].

Implant malzemesinin iiretim kolayhigi da énemli bir se¢im kriteridir. implant malzeme
iretiminin maddi gereklilikleri diisiiniildiigiinde, farkli tiretim metotlar1 ile islenebilme,
isleme kosullarina uyum ve siirekliligin yan1 sira optimal maliyetle tedarik edilecek
hammadde kalitesi, malzeme se¢imini dogrudan etkileyen unsurlari olusturmaktadir.
Implantasyon igin kullanilacak malzemenin giivenli ve tekrarlanabilir bir bigimde

sterillenebilir olusu da dikkat edilmesi gereken bir 6zelliktir [17].

Osseointegrasyon ise biitiin bu 6zelliklere sahip bir implant malzemesinin bagarili olmasi
icin lizerinde durulmast gereken bir diger Onemli konudur. Kavramsal olarak
osseointegrasyon veya osteointegrasyon, implant malzemesi ile kemik doku ara
ylizeyindeki birlesme sirasinda kemik disindaki dokularin olugsmamast durumudur. Kemik
doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilacak implant malzemelerinin yeterli
osseointegrasyona sahip olmasi biyoaktivitesi ile de iliskilendirilmektedir. Bunun yani sira
kullanilan malzemenin yiizey kimyasi ve piriizliligi gibi topografik O6zellikleri de

implantin osseointegrasyonunu etkileyen diger parametrelerdir [18].

2.2.1. Metalik implantlar

Altin (Au), tantal (Ta), paslanmaz ¢elik (SS), nikel-titanyum alagimlar1 (NiTi), titanyum
(T1i) alasimlar1 ve kobalt-krom (Co-Cr) gibi metalik implantlar, uzun yillar boyunca yiiksek
mekanik ve siirtiinme dayanimlari, toksik olmama gibi Ozellikleri nedeniyle kalga
protezleri ve dental implantlar gibi kalic1 protez uygulamalarinin yani sira plakalar, pinler,
vidalar ve silindir formlar1 ile kemik kiriklarini diizeltebilmek adina gegici implant
uygulamalarmda kullamlmiglardir [19, 20]. Tlgili literatiir incelendiginde, metalik

implantlarin yiiksek dayanim gibi bazi 6zelliklerinin uzun dénemde dezavantaja dontistiigii
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goriilmektedir. Yiiksek dayanimlar1 ve elastik modiil degerinin insan kemik doku elastik
modiiliinden uzak olusu, metalik implantlar1 doku miihendisliginin temelinde yer alan
biyolojik cevreyi en iyi sekilde taklit etme ilkesine uymaktan alikoymaktadir. Bu
uyumsuzluk, implant bolgesinde gerilim perdeleme etkisi (stress shielding effect) yaratarak
komsu dokunun adsorpsiyonuna ve implant kaybiyla son bulacak basarisiz bir operasyona
neden olabilmektedir [21, 22]. Ayrica, metallerin opak oluslari, bilgisayar destekli
tomografi (CT) goriintiilerinde yapay ya da yabanct bir doku gibi gdriinmelerine neden
olmakta ve hastanin implantasyon sonrast manyetik rezonans goriintiileme (MRI)
yontemiyle takip edilebilmesine kisitlamalar getirmektedir. Bunun yani sira, metallerin
uzun slire in-vivo ortamda bulunmasi alerjik doku reaksiyonlarini tetikleyebilmekte ve

kemik erimesini baglatabilmektedir [5, 23].

2.2.2. Seramik implantlar

Metalik implant malzemelerinin dezavantajlarindan 6tiirli malzeme bilimciler, aliiminyum
oksit (Al,O3) ve magnezyum oksit (MgO) gibi biyoinert seramik olan metalik oksitler,
hidroksiapatit (HAp), trikalsiyum fosfat (TCP), oktakalsiyum fosfat (OCP) gibi kalsiyum
fosfatlar ve biyocam gibi biyoaktif cam seramiklere ydnelmislerdir. Seramik implant
malzemeleri  genellikle sert dokunun onarimi, yenilenmesi ve biiylimesinde
kullanilmaktadirlar. Toksik olmama, uygun korozyon direnci, yiiksek biyouyumluluk ve
biyoaktivite gibi avantajlarina ragmen biyoaktif seramiklerin diigiik kopma dayanimi ve
esnekligi, yiiksek elastik modiili ve kirilganlik oOzellikleri ylike dayanim gerektiren
uygulamalarda (ortopedik, spinal, kraniyal uygulamalar gibi) kullanimma engel teskil
etmektedir [24].

2.2.3. Polimerik implantlar

Metalik implantlarda karsilagilan olumsuz sonuglari ortadan kaldirabilmek icin yeni
malzeme arayisina gidilmesi, ultra yiiksek molekiil agirlikli poli(etilen) (UHMWPE),
poli(metilmetakrilat) (PMMA), poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik asit) (PGA) ve
bunlarin  farkli  bilesimlerdeki  kopolimerleri, poli(tetrafloroetilen) (PTFE) ve
poli(hidroksibiitirat) (PHB) gibi polimerlerin biyomedikal alanda yaygin olarak
kullanilmasina neden olmustur. Fakat, polimer malzeme grubunun ¢ok az bir kism1 kemik
implant malzemesi olarak kullanilabilmektedir. Ciinkii polimerler, ortopedik
uygulamalarda aranan mekanik gereksinimleri karsilayamayacak kadar mukavemeti diisiik

ve esnek malzemelerdir. Bunun yani sira, polimerler biinyesine su alarak sigebilir, viicut



icinde ¢Oziinerek istenmeyen iiriinler olusturabilir veya in-vitro ve in-vivo uygulamalar i¢in

gerekli sterilizasyon siireclerinden etkilenebilirler [22].

2.2.4. Kompozit implantlar

Kompozit malzemeler iki veya daha ¢ok malzemenin bir arada kullanilmas: ile elde

edilmektedirler. Malzemelerin tek baglarina kullanildiklarinda karsilagilan dezavantajlarini

yok etmek ve iyi Ozelliklerini bir arada kullanabilmek amaciyla {iretilen, doku

miihendisliginde yaygin olarak kullanilan kompozit biyomalzemelerin biiyiik bir kismini

polimer-seramik kompozit malzemeler olusturmaktadir [16].

Cizelge 2.1. Biyomalzemelerin viicuttaki kullanim yerleri ve genel ozellikleri, [15] ten

degistirilerek.

Malzeme Tiirii Avantajlar Dezavantajlar Kullanim Alam
Metaller e Kuvvetli * Korozyona * Eklem protezleri
(Ti ve alasgimlari, Co-Cr ala- | * Sert ugrayabilir * Dental implantlar
simlari, Au, Ag, paslanmaz ge- | * Siinek * Yogun * Kalp pilleri
lik, vb.) * Islenmesi zor | e Dikis telleri

* Kemik plakalar
ve vidalar1
Seramikler e Yiiksek * Kirilgan, * Dental implantlar
(Aliimina zirkonya, hidroksia- biyouyumluluk * Esnek degil ¢ Qrtopedik
patit ve benzeri kalsiyum fos- * Korozyon ve * Islenmesi zor implantlar
fatlar ile karbon fiberler gibi aginma direnci * Distk
biyocamlar, vb.) yiiksek mekanik
dayanim
Polimerler  Esnek C Dﬁsﬁk_ * Yumusak
(naylon, silikon kacucuk, poli- | ¢ Kolay mekanik dokular
esterler, vb.) sekillendirilebilir dayanim * Kan damarlar
* Uretimi kolay * Zamana bagl | e Kalca soketleri
deformasyona | e Burun
agik * Kulak

e Bozunabilir

« Dikis ipligi

Kompozitler * Mekanik dayanmmi | ° Islemesi zor * Dental regine
(karbon-karbon, fiber giic- yuksek * Kemik
lendirilmis kemik ¢imentosu ) * Talep ¢imentosu
dogrultusunda
uretilebilir
Malzeme gruplarinin  genel olarak avantaj ve dezavantajlart gz Oniinde

bulunduruldugunda, implantasyonun gerceklestirilecegi bolgeye mekanik ve biyolojik

ozellikleri en uygun malzeme se¢iminin 6nemi vurgulanmaktadir. Cizelge 2.1°de malzeme

gruplarinin viicuttaki kullanim yerleri, avantajlar1 ve dezavantajlar1 6zetlenmistir.




2.3. Poli(etereterketon) — PEEK

2.3.1. Poli(etereterketon)’un genel ozellikleri

IUPAC adlandirmasi  poli(oksi-1,4-fenilenoksi-1,4-fenilenkarbonil-1,4-fenilen)  olan
PEEK, termoplastik ve yart kristalin bir polimerdir [25]. Poli(etereterketon) (PEEK),
1980’11 yillarda endiistriyel uygulamalar i¢in ticarilestirilen, aromatik ana zincirinde igsel
baglantili keton ve eter fonksiyonel gruplari bulunduran ve poli(arileterketon) (PAEK)
olarak adlandirilan yiiksek sicaklik termoplastik polimer ailesindendir. Ortopedik ve spinal
implant malzemesi olarak kullanilan iki 6nemli PAEK polimeri bulunmaktadir: Bunlar,
poli (etereterketon) (PEEK) ve poli (arileterketoneterketonketon) (PEKEKK)’ dur. Sekil
2.2’de PEEK’in kimyasal yapis1 ve PEEK ten iiretilen uygulamaya yonelik sekillendirilmis

bazi1 implant malzemelerine yer verilmistir.
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Sekil 2.2. (a) PEEK’in kimyasal yapisi [26] ve (b) lumbar bdlgesi i¢in viicut i¢i flizyon
kafesi, (c) orta yliz bolgesi kirik implanti, (d) servikal omur bolgesi i¢in viicut i¢i flizyon
kafesi PEEK implant malzemeler [27].

Kimyasal yapilarindaki poliaromatik keton halkalari, bu malzemelere bir¢ok metale
kiyasla yiiksek sicaklik degerlerinde (>300°C) termal kararlilik, kimyasallara ve 1s1maya
kars1 dayaniklilik, cam ve karbon fiber gibi yapisal giiclendiricilere uyum ve birim kiitle
basma yiiksek sertlik gibi Ozellikler kattigindan hava araci, tiirbin bicaklar1 gibi farkl
endiistriyel alanlarda kullanimina olanak saglamistir [2]. PAEK polimerlerinin kimyasal
sentezi iki farkli yontemle gerceklesebilmekte olup bu yontemlerden ilki aromatik eter
molekiillerinin keton gruplarina baglanmasi reaksiyonu ve Friedel Craft agilasyonundan

olusmaktadir. Ikinci ydntem ise aromatik keton halkalarimi eter baglariyla baglama



isleminin izlendigi niikleofilik yer degistirme reaksiyonudur. ICI tarafindan 1977 yilinda
patentlenen niikleofilik yontem ile iiretilen PEEK, polimerizasyonu tamamlandiktan sonra
kimyasal olarak inert hale gelmekte ve oda sicakliginda %98’lik siilfiirik asit (H>SOs)

harici geleneksel ¢oziiciilerde ¢oziinmemektedir [28].

2.3.2.Implant malzemesi olarak PEEK

Poliaromatik polimerlerin biyomalzeme olarak kullanilmasi fikri, sertlik derecesi kemige
daha yakin izoelastik kal¢a implantlar1 ve kirik fiksasyon plakalar arayisi ile 1980’lerde
ortaya c¢cikmistir. Sekil 2.3’te bir kemik, makro yapisindan mikro yapisina dogru
betimlenmistir. Kortikal kemik, icerisinde osteositleri, osteonlar1 ve Havers kanallarini
bulundurarak kemigin trabekiiler kismina kadar olan biiyiik bir boliimiinii olusturmaktadir.
Bu nedenle kemik implanti olarak secilecek malzemenin mekanik o6zellikleri kemigin
kortikal kismiyla uyumlu olmalidir. Sekil 2.3.’teki ¢izelgede kortikal kemik ile titanyum,
PEEK ve karbon fiberlerle giliglendirilmis PEEK kompozit implant malzemelere ait elastik
modiil ve ¢ekme dayanim degerleri karsilastirilmustir. {lgili literatiir incelendiginde
PEEK’in elastik modiil ve ¢ekme dayanimi degerleri ile kortikal kemige en yakin
ozellikleri tasidig1 goriilmektedir (Sekil 2.3) [6].
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Sekil 2.3. Kemigin yapist ve kemik ile implant malzemelerin mekanik dayaniminin
karsilastirilmast, /6, 29] 'dan degistirilerek.



1990’larda  arastirmacilar, ¢esitli PAEK  polimerleri ve  polistiren (PS),
poli(biitilenterefitalat) (PBT) gibi yiiksek performans miihendislik polimerlerinin
biyouyumluluklar1 ve in-vivo kararliliklar1 {izerine g¢aligmalar yliriitmislerdir. Yapilan
caligmalar sonucu, PEEK ve kompozitlerinin biyouyumlulugu ISO 10993-10 sensitizasyon
testi, gen toksisite testleri gibi birgok standarda gore arastirilmis ve Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan medikal uygulamalarda kullanimi onaylanmistir [30-33]. Biitiin
bu gelismeler 1518inda 1990°I1 yillarin sonunda PEEK, 6zellikle ortopedik implantlarda
[34, 35] ve travma [36, 37] implantlarinda metalik malzemelerin yerini alan termoplastik
bir polimer olarak literatiire ge¢meye baslamistir. Bu gelismeler PEEK’in omurga
ameliyatlarinda viicut ici fiizyon kafes malzemesi olarak kullanilmasini da beraberinde

getirmistir [38].

PEEK’in fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine bakildiginda, yapisinda bulundurdugu amorf ve
kristalin bolgeler sayesinde yari-kristalin 6zellikte oldugu ve 343°C gibi yiiksek bir erime
sicakligina sahip oldugu goriilmektedir. Camsi gegis sicakligir 143°C olup, in-vitro ve in-
vivo uygulamalarda gerekli olan 37°C viicut sicakliginin oldukga iizerindedir ki, bu da
PEEK ten iiretilen biyomalzemelerin kullanildig1 klinik ¢alismalarin sorunsuz bir sekilde
devam ettirilebilmesini miimkiin kilmaktadir. Bunun yani sira, yapilan mekanik test
sonuclarina gore, camsi gecis sicakliginin olduk¢a altinda olan biyomalzeme
uygulamalarinda ( 37°C - viicut sicakligl) PEEK’in elastik 6zellikleri korunmaktadir [2].
Ozellikle ultra yiiksek molekiil agirlikli poli(etilen) (UHMWPE) gibi poliolefinler ve diger
birgok polialifatik polimerlerde yasanan 1sima kararsizligit da PEEK de goriilmeyen bir
ozelliktir. Bir baska deyisle, PEEK 6zel aromatik ana zincir yapisi sayesinde, ultraviyole
(UV), gama ve elektron demeti gibi 1s1malara maruz kaldiginda UHMWPE gibi serbest
radikaller olusturarak bozunmaz ki, bu da PEEK’e UV ve gama sterilizasyonunun
uygulanabilirligi avantaji1 saglamaktadir [39]. Yapilan hiicre kiiltiiri ve hayvan
caligmalar1 da PEEK’in sitotoksik veya mutajenik olmadigini gostermistir. Klinik

caligmalara bakildiginda, PEEK in inflamasyona neden olmadig1 goriilmektedir [2, 40, 41].

2.3.3.PEEK’ten iiretilen implantlarda karsilagilan sorunlar

Biyomalzeme — doku etkilesimleri agisindan, implant malzemeler dort gruba ayrilmaktadir.
Bu gruplardan ilkini toksik malzemeler olusturmaktadir. Toksik malzemeler implante
edildikten sonra cevresindeki dokunun &liimiine neden olmaktadirlar. Ikinci grup ise

biyoinert malzemeleri icermektedir. Biyoinert malzemeler, implantasyon sonrasi gevre
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dokuda toksik etki gostermemekle beraber biyolojik olarak inaktif malzemelerdir. Cevre
dokuda 6liim olmamasina ragmen siire¢, implant ¢evresinde fibroz doku enkapsiilasyonu
nedeniyle implantin basarisizigiyla sonuglanmaktadir. Ugiincii grubu olusturan biyoaktif
malzemeler ise toksik olmama ve biyolojik olarak aktif olma oOzelliklerine sahiptirler.
Biyolojik olarak aktivite ya da biyoaktivite terimi, implant malzemesi ile konak doku
arasinda ara ylizey kemik dokusunun olugmasini ifade etmektedir. Biyoaktif camlar, bir
cok polimer tiirii ve ¢gogu kalsiyum fosfat bazli seramikler gibi biyoaktif biyomalzemeler
kullanilarak yapilan implantasyon denemeleri basariyla sonuglanma ihtimali en yliksek
olan c¢aligmalardir. Dordiincii malzeme grubu ise biyoemilebilir implant malzemelerinden
olusmaktadir. Kalsiyum siilfat, tirkalsiyum fosfat, PLGA ve biyoaktif camlar gibi
biyoemilebilir implant malzemeleri in-vivo uygulamalarda toksik olmayan Ozellikler
gostererek zamanla konak dokunun sentetik malzeme ile yer degistirmesine olanak

saglayan malzemelerdir [16].

Literatiirden alinan bilgiler 1s518inda PEEK degerlendirildiginde, implant uygulamalarinda
kullanimi olduk¢a miimkiin bir biyomalzemedir. Ancak, implant malzemelerinin
iiretiminde ve klinik kullanimlarinda heniiz altin bir standarda ulasilamadig1 gibi PEEK’in
implant malzemesi olarak kullaniminda da bazi sorunlarla karsilagilmaktadir. Mekanik,
termal ve kimyasal dayanim, biyouyumluluk gibi bir ¢ok avantajina ragmen PEEK’in

biyoinert dogas1 implant malzeme olarak kullanimindaki en biiytik kisit1 olusturmaktadir.

2.3.3.1.Kemik olusumu ve osseointegrasyonun saglanamamasi

Implantasyon sonrasi yeni kemik dokunun olusumu ii¢ asamada gerceklesmektedir.
Operasyon sonrasi ilk 48 saat icerisinde mezenkimal hiicreler bolgeye kemotaktik olarak
yonelmekte ve doku kalintilarinin fagositozu gerceklesmektedir. Hematomdaki trombosit
ve lokositlerin aktivasyonu sonucunda implantin ¢evresinde kan pihtilagmasi meydana
gelmekte ve implant ylizeyinde fibrin ag1 olusmaya baslamaktadir. Osteojenik hiicreler bu
fibrin ag1 lizerinden implant yiizeyine go¢ ederek osteositleri ve sonrasinda da yeni kemik
dokusunu olusturmaktadirlar. Bu siire¢ genis bir biyokimyasal sinyal yolagi {izerinden
gerceklesmekte ve inflamatuar (yangisal) yanit olarak adlandirilmaktadir. Bu siireci takip
eden sonraki 72 saat igerisinde kan damarlarinin olusumu baslamakta ve 3 haftalik siire¢
icerisinde graniilasyon gerceklesmektedir. Giinde 50 um kalinliginda biiyiiyerek ilerleyen
anjiyogenez, 10 giine kadar mikrosirkiilasyonun onarimini tamamlamaktadir. Bu siirecin
ardindan 4-6 hafta siiren osteogenez baglamakta ve kemik morfojenik proteini (BMP) gibi

indiikleyici ajanlarla uyarilmaktadir. Katmanli kemik doku olusumu sonraki 7 giin
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icerisinde Oriilmiis yapidaki olgunlasmamis kemik ile kademeli yer degistirme sonucu
gerceklesmektedir. Rejenerasyon olarak adlandirilan bu siireci yeniden modellenme
asamasi takip etmektedir. Orgiilii olgun kemik yapisinda maksimum kemik birikimi 3-4 ay
icerisinde elde edilmektedir. Bu asama yaklasik 18 ay kadar sonra fonksiyonel yiikleme

islemlerine verilen sistemik cevap duragan faza ulasana kadar devam etmektedir [42].

Osseointegrasyon kavramimin tanimi g6z Oniinde bulunduruldugunda, implantasyon
sonrast malzeme ile konak kemik dokusu arasinda fibrin ag1 olusumundan sonra bu
etkilesimin saglanamamasi sonucu ara yiizeyde fibroz doku olusumu gergeklesmektedir.
Fibroz doku yapist gerek mekanik gerekse morfolojik Ozellikler agisindan kemik
dokusundan farkli olup, igsi yapidaki fibrotik hiicrelerden olusan bu yumusak doku

malzeme ¢evresini kaplayarak implant {izerinde kemik doku olusumunu engellemektedir.

Belirtilen biitlin avantajlarina ragmen, PEEK’in biyoinert olusu osseointegrasyonun
gerceklesmesine de engel olmaktadir. Bu durum implantasyon sonrasinda kemik ile
malzeme arasindaki biitiinlesmeyi engellemekte ve ara yiizeyde dayanimi diisiik fibroz
doku olusturarak malzemenin kaybina neden olmaktadir. Sekil 2.4’te biyomalzeme

ylizeyiyle hiicre etkilesiminde belirleyici faktorler sematize edilmistir.
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Sekil 2.4. Hiicre-malzeme etkilesiminde belirleyici faktorler, /43] 'ten degistirilerek.
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Kemik doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilan implant malzemelerin
osseointegrasyon yetenegi biyoaktivitesi ile de iliskilendirilmektedir. Dolayisiyla,
malzemenin osseointegrasyon egilimini artirmak i¢in biyoaktivitesinde artis saglamaya
calismak son yillarda siklikla kullanilan yaklasimi olusturmaktadir. Biyomalzemelerin
yiizeylerine fibronektin proteinin RGD sekansi gibi biyomolekiiller, biiytime faktorleri
veya aminoasitler gibi biyolojik tanimlayict molekiillerin baglanmasi ya da emdirilmesi
malzeme biyoaktivitesini artirmak i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu yontemin yani sira,
biyomalzeme yiizeyinde HAp gibi biyoseramikler, PO,>, CO5 iyonlar1 veya biyocamlar
gibi biyominerallerin ¢ekirdeklenmesini tetikleyen fonksiyonel gruplarin olusturulmasi da
siklikla kullanilan bir yaklagimdir. Biyoaktiviteye ek olarak, yiizeyin elektriksel ytikd,
kimyasal yapisi ve plriizliliigii gibi malzemenin topografik 6zellikleri de implantin

osseointegrasyonu iizerinde etkisi olan diger parametrelerdir [18].

Sekil 2.5’te biyomalzeme yiizeyine hiicre tutunmasi sirasinda olugan biyosinyalizasyon ag1

gosterilmigtir.

2
;4 Biyomalzeme Yiizeyi

¥
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fonksiyonel grubu  biyomolekdller proteinler

Sekil 2.5. Biyomalzeme-hiicre etkilesiminde biyosinyal yolagi, /43] 'ten degistirilerek.

Biyomalzeme yiizeyine tutturulan fibronektin gibi yiizey bagimli biyomolekiiller, hiicre
dis1 proteinler ve yiiklii yiizey fonksiyonel gruplar, hiicre zarindaki proteoglikan
komplekslerinin integrin reseptorleri ile etkilesmektedir ve bu etkilesim hiicre zar1 boyunca

iletilerek sitoplazma icerisinde hiicresel bir cevap olusturulmaktadir. Olusan cevaba uygun
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olarak hiicreler yiizeye tutunma egilimi gosterecek yapisal, fonksiyonel ve morfolojik

degisiklikler gostermektedirler [43].

2.3.4.Poli(etereterketon)’un biyoaktiflestirilmesi
PEEK’e osseointegrasyon yeteneginin kazandirilmasi ve biyoinert dogasinin
giderilebilmesi icin kullanilan iki temel yontem bulunmaktadir. Sekil 2.6’da PEEK’in

biyoaktiflestirilmesi i¢in kullanilan yontemler 6zetlenmistir.
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Sekil 2.6. PEEK in biyoaktiflestirilmesi i¢in kullanilan yontemler, /5] 'ten degistirilerek.

Bu yontemlerin ilki, PEEK malzemenin iiretimi sirasinda yapisina ¢esitli biyoaktif katki
maddeleri ekleyerek biyolojik olarak aktif bir PEEK kompoziti elde etmektir. Diger
yontem ise PEEK’in yiizeyinin modifiye edilerek biyoaktif hale getirilmesidir [5].

2.3.4.1.Poli(etereterketon) kompozitleri

Yapay kemik malzemesi olarak kullanilan hidroksiapatit (HAp), trikalsiyum fosfat (TCP),
kalsiyum silikat (CaS), cam seramikleri ile biyocam gibi bazi seramiklerin 6zellikleri
Boliim 2.2.2°de belirtilmistir. Bu malzemeler kemige baglanabilme yetenekleri sayesinde
biyoaktif olarak adlandirilmis olup klinik calismalarda kullanilmaktadirlar [24]. Fakat
kortikal kemikle uyusmayan elastik modiil 6zellikleri ve kirilganliklar: gibi dezavantajlar

bulunmaktadir. Seramiklerin bu 6zellikleri, PEEK’in sagladigi kemik benzeri mekanik
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ozelliklere ragmen inert olugunun getirdigi kemik dokuya fikse olamama problemi ile
beraber diisiiniildiigiinde, her iki malzeme grubunun da iyi 6zelliklerinden faydalanilan bir
kompozit yap1 elde etme fikri ortaya ¢ikmistir [44]. Sekil 2.7°de biyoaktif PEEK femoral

implant hazirlanmasinda kullanilan kompozit malzeme iiretimi sematize edilmistir.
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Sekil 2.7. PEEK ve seramik malzeme ile kompozit maddelerin eldesi /26, 45] ten
degistirilerek.

PEEK polimer regineleri ile biyoaktif seramik malzeme ekstriider sistemi veya benzeri
isleme metotlar1 kullanilarak eriyik haldeyken karigtirilip sikistirilmakta ve isleme sonrasi

sekillendirilerek implantasyona hazir hale getirilmektedir.
HAp/PEEK Kompozitleri

Geleneksel PEEK kompozitlerine bakildiginda en yaygin iiretim, hidroksiapatitin yiiksek
biyouyumluluk, biyoaktivite ve osteokondiiktivite Ozellikleri nedeniyle hidroksiapatit
(HAp)/polietereterketon (PEEK) kompozitlerine aittir. HAp/PEEK kompozitler {izerine
yapilan ¢esitli ¢calismalar bulunmaktadir. Bakar ve ark., eriyik bilestirme, graniilasyon ve
enjeksiyon kaliplama yontemlerini kullanarak hacimce farkli HAp oranina sahip (%0-%40)
HAp/PEEK kompozitleri iiretmis ve kompozit igerisindeki HAp miktarina bagl olarak
malzeme Ozelliklerindeki degisimi incelemislerdir. Calismada HAp igerigi artirildikca
cekme modiilii ve mikrosertlik artarken, ¢ekme dayanimi ve kirilma mukavemetinde
azalma oldugu sonucuna varilmistir [46, 47]. Mekanik 6zelliklerinin yani1 sira HAp/PEEK
kompozitlerin biyouyumlulugu ve biyoaktivitesi de arastirmacilarin ilgisini ¢eken bir baska
konudur. Zhang ve ark., secici lazer sinterleme (SLS) teknigi kullanarak {irettikleri

HAp/Polietilen ve HAp/Poliamit kompozitleri ile ilgili bir ¢aligmada, primer insan

15



osteoblast hiicrelerini kullanarak, hiicre tutunmasi, yayilmasi, farklilasmasi ve morfolojik
degisimleri incelemislerdir. Deneysel veriler yorumlandiginda, kompozit yapisinin
osteoblast gelisimini destekledigi, yliksek HAp igeriginin hiicre yayilmas: ve artan ALP
aktivitesine bagl olarak osteojenik farklilagmayi tetikledigi sonucuna varilmistir [48]. Bu
calisma PEEK malzemenin HAp ile kompozit olarak kullanildiginda biyoaktivitesinin
artirilabilecegi yoniinde yapilan calismalara 1sik tutmustur. Yu ve ark., karigtirma,
sikistirma ve basingsiz sinterleme islemlerini kullanarak hazirladiklart HAp/PEEK
kompozitlerinin biyoaktivitesini belirlemek amaciyla iyon konsantrasyonu insan kan
plazmasma ¢ok yakin olan yapay viicut sivist (SBF) igerisine daldirma yontemini
kullanmiglardir [49]. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan kompozitler SBF icerisinde
bekletilerek {izerinde kemik benzeri apatit olusumu gozlenmistir. Caligma sonucunda
kompozit yapisinda HAp miktarinin artmasi ile SBF igerisinde kemik benzeri apatit
olusum hizinin arttigt ve kontrol grubu olarak kullanilan saf PEEK iizerinde 28. giin
sonunda dahi kemik benzeri apatit olusmadig1 belirtilmistir [49]. Ilerleyen calismalarinda
Bakar ve ark., geleneksel yontemlerle iiretilen kompozitlerde HAp partikiillerin, uzun
donem kuvvet uygulamalarinda zayif ara yiizey tutunmalari yiiziinden PEEK matris
yapisindan uzaklastigin1 fark etmislerdir. Calismada, HAp partikiillerin yapidan
uzaklasmaya bagladigi noktadan itibaren matris ara yiizeyinde gergeklesen ufak
catlamalarin daha biiylik catlaklara dondiigli ve malzemenin uzun dénemde yorulmaya
bagli basarisizligmma neden oldugu belirtilmistir [50, 51]. Bu sorunun iistesinden
gelebilmek adina HAp/PEEK kompozitleri gozenekli bir yapida hazirlanarak incelenmistir.
Gozeneklilik problemini ¢ozmek i¢in Converse ve ark., HAp lif¢ikleri ile gili¢lendirilmis
PEEK iskeleler iiretmislerdir. HAp liflerini toz haline getirdikten sonra baskiyla kaliplama
ve partikiil uzaklagtirma yoOntemi kullanarak hazirlanan kompozit iskelelerin
gozenekliliginin  %75-%90 araliginda oldugu saptanmig, ancak caligmanin mekanik
kismin1 takiben iskelelerin kullanildig1  in-vitro veya in-vivo herhangi bir calisma
yaymlanmamistir [52]. Dogal kemik yapisinin nanotopografisini taklit edebilmek adina
nano boyutta HAp partikiilleri kullanilarak PEEK kompozitleri hazirlanmasi yaklagimi ile
Roeder ve ark., HAp partikil boyutunun mekanik o6zellikler iizerinde etkisini
arastirmiglardir. Calisma kapsaminda, nano ve mikro boyutta HAp ile hazirlanan

kompozitler arasinda mekanik olarak bir fark olmadigi belirtilmistir [53] .
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CFR/PEEK Kompozitleri

Jarman-Smith, Bradley ve ark.’nin karbon fiberlerle giiclendirilmis polimer (CFR-epoksi)
[54] yaklagimindan yola ¢ikarak, PEEK’e karbon fiberlerin eklenmesi ile yeni bir
kompozit iiretimini gergeklestirmistir. Bu kompozit malzeme kirik fiksasyonu ve kalca
eklemlerinde femoral protez olarak kullanilmaya baslanmigtir. Sert ve manipiilasyonu zor
paslanmaz c¢elik kalga implant malzemelerinin yerini alan bu yari-sert kompozit
uygulamalari, Bradley ve ark.’nin ¢alismasinda kullanilan epoksi gibi termoset bir polimer
yerine PEEK gibi bir yiiksek miihendislik polimeri kullanilarak hazirlandigindan mekanik
performans: yiiksek, 1s1l islemle sekillendirilebilir bir implant malzemenin elde edilmesi
saglanmistir [55]. Scotchford ve ark.’nin, CFR-PEEK ve titanyum alasimini (Ti-6Al-4V)
karsilagtirdiklar1 ¢aligmaya gore, iki malzeme arasinda osteosblastlarin tutunma ve yayilma
mekanizmalart acisindan belirgin bir fark saptanmamistir [56]. Sagomonyants ve ark. ise,
isleme metotlarin  ylizey piriizliliginii  degistirerek PEEK ve CFR-PEEK
biyoaktivitesini etkiledigini gostermistir [57]. Her ne kadar 1990’larin basinda CFR-PEEK
kirik fiksasyonu i¢in uygun bir malzeme olarak tanimlansa da, kompozit malzemelerin
viicut i¢i kirik fiksasyonunda kullanilabilirligi halen arasgtirma asamasinda olup, klinik
uygulamalara yonelik arastirmalar oldukca azdir. Ayrica CFR-polimer tabakalarinin
iiretiminin metalik tabakalara kiyasla daha zor ve daha maliyetli olmas1 bu yaklasimdan

uzaklasilmasina neden olmustur [58-61].
Diger PEEK Kompozitleri

Hidroksiapatit ve karbon fiberlerin yani sira, kalsiyum silikat (CS), cam fiberleri, biyocam,
B-trikalsiyum fosfat (B-TCP) ve stronsiyum katkili hidroksiapatit gibi biyoaktif seramikler
kullanilarak PEEK kompozitleri hazirlanmistir. Kim ve ark, CS ile giiclendirilmis PEEK
kompozitleri hazirlamis ve kontrol grubu olarak aldiklari saf PEEK ile beraber SBF
icerisinde bekleterek biyoaktivitesini incelemislerdir. Mekanik 6zellikleri PEEK’e oranla
daha iyi olan CS/PEEK iizerinde kemik benzeri HAp birikimi gbzlenmis ve arastirmacilara
gore hacimce %20 CS iceren kompozit yapist kemige yakin bulunmustur [62]. Cam
fiberler ile iiretilen PEEK kompozitlerinde yapimin biyoaktivitesi artarken [63, 64],
stronsiyum katkilanmig PEEK (Sr-PEEK) ve HAp/PEEK (Sr-HAp/PEEK) kompozitlerinin
karsilagtirildig1r calismada, Wong ve ark., Sr-HAp/PEEK’in de biyoaktif bir kompozit
oldugunu kanitlamis, ancak in-vitro hiicre kiiltiir ¢aligmalart sonucunda iki malzeme

arasinda onemli bir fark gézlemlenmemistir [65]. Bu malzemelerin disinda kullanilan -
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TCP ile yapilan kompozit ¢caligmalarinin higbirinde B-TCP’nin biyoaktivite artis1 sagladigi,

hiicre tutunma, yayilma ve farklilasmasini destekledigi belirtilmemistir [66-68].

Yukarida belirtilen bu malzemelerin disinda, TiO, de PEEK ile kompozit malzeme
olusturmak igin literatiirde kullanimina rastlanan bir bilesiktir. Wu ve ark., nano boyutta
TiO, partikiiller ve toz PEEK karigimindan basingla kaliplama yontemi ile nano-
TiO,/PEEK kompozitleri liretmis ve bu yeni yapinin yiizey morfolojisinin, piiriizliliigiiniin
PEEK’in biyoaktivitesi iizerine etkisini incelemislerdir. Ayrica ¢alismada MG-63 kemik
kanser (osteosarkoma) hiicre hatt1 ile in-vitro hiicre kiiltiirii calismalarina ek olarak in-vivo
biyouyumluluk c¢alismalar1 da yapilmistir. Deneysel sonuglar, kontrol grubu olarak saf
PEEK ile karsilastirilan nano-TiO,/PEEK kompozitlerinin biyoaktivitesinde artis

oldugunu, in-vitro ve in-vivo ¢alismalarda basar1 saglandigini géstermistir [69].
2.3.4.2. PEEK malzeme yiizey modifikasyonlari

PEEK’i biyoaktif hale getirmek i¢in kullanilan yontemlerden ikincisi malzeme yiizeyinin
modifiye edilmesidir. Her ne kadar PEEK, kimyasal ve fiziksel olarak kararli bir polimer
olsa da cesitli islemlerle modifiye edilebilmektedir. Bu islemleri {i¢ baslik altinda toplamak
gerekirse fiziksel modifikasyonlar, kimyasal modifikasyonlar ve ylizey kaplamalar1 olarak

ayrrmak miimkiindiir.
Fiziksel Modifikasyonlar

Yaygin olarak kullanilan fiziksel islemler; oksijen (O,) plazma, amonya (NH4) plazma,
azot/oksijen (N»/O;) plazma, metan/oksijen (CH4/O;) plazma, oksijen/argon (O»/Ar)
plazma, amonya/argon (NH4/Ar) plazma ve hidrojen/argon (H»/Ar) plazma gibi plazma
modifikasyonlar1 ve ivmelendirilmis notral atom demeti (ANAB), eksimer lazer 1s1ma ve

UV 1s1ma gibi 151ma uygulamalaridir.

Ik plazma modifikasyon calismalar1 Briem ve ark. tarafindan yapilmis olup PEEK
malzeme yiizeyinin 2 farkli plazma islemine maruz birakilmas1 seklinde
gerceklestirilmistir. Calismada NH4/Ar ve Hy/Ar plazma kullanilarak modifiye edilen
gruplarda, primer osteoblast ve fibroblastlarin tutunma, yayilma ve farklilagmasi
arastirllmis ve polistiren doku kiiltiir kaplariyla (TCPS) karsilastirilmistir. Deneysel
verilere dayanarak, hiicrelerin osteojenik aktivitelerinin PEEK malzeme yiizeyinde daha
yiiksek oldugu ve plazma modifikasyonlarmin biyoaktivite artirnrminda kullanilabilecegi
sonucuna vartlmistir [70]. Awaja ve ark., farkli plazma metotlar1 kullanarak CH4/O, gaz

karisimi ile PEEK malzeme yiizeyini modifiye etmistir. Ik ¢alismalarinda radyo-frekans
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(RF) plazma kullanarak 2 adet piiriizsiiz yari-kristalin PEEK ylizeyin birbirine baglanmasi
saglanmig ve muamele edilmemis PEEK 6rneklere oranla daha yiiksek bag dayanimi olan
PEEK ornekler elde edilmistir. Plazma daldirma iyon implantasyon ve biriktirme (PIII&D)
teknigini yine ayni gaz karigimi kullanilarak yapilan baska bir ¢calismada PEEK malzeme
yilizeyinde oksijence zengin yiiksek ylizey enerjili nanofilmler olusturulmus, 6rneklerin
hiicre tutunmasini yiiksek oranda artirdigi saptanmistir [71, 72]. Brydone ve ark.,
nanodesenli PEEK cubuklart iiretmis ve O, plazma ile Orneklerini muamele ederek
biyoaktivitelerini artirmistir. Kalga bozuklugu olan tavsan modellerine implante ettikleri
orneklerin hayvan test sonucglari, PEEK’in in-vivo osteoindiiktif 6zellik kazanabildigini
gostermistir [73]. Waser-Althaus ve ark. ise PEEK malzeme ylizeyini O/Ar ve NH4
plazma ile modifiye etmigler ve ylizey iizerinde yag doku tiirevli mezankimal kok
hiicrelerin (AdMSC) tutunma, yayilma ve osteojenik farklilasmalarinda artis elde
etmiglerdir [74]. Khoury tarafindan PEEK malzeme yiizeyinde argon gazi ile denenen
ANAB teknigi ile elde edilen malzemeler ve calismanin devamindaki in-vivo sonuglar,
biyoaktif bir ajan eklemesi yapilmaksizin ya da polimer ylizey kimyas1 degistirilmeden
osteointegrasyonun saglanabildigini gostermistir [75]. Fiziksel manipiilasyonlar yigin
haldeki saf PEEK malzeme ylizeyine uygulanabilecegi gibi CFR-PEEK gibi kompozitlerin
biyoaktivitesini artirmak i¢in de kullanilabilir yontemlerdir. Luo ve ark., 3 boyutlu CFR-
PEEK kompozitleri iizerine atmosferik ortamda dielektrik set bosaltim plazma uygulayarak
ylizey Ozelliklerini ve in-vitro biyoaktivite artigin1 incelemislerdir. Sonuglar, ylizeyin
plriizliliigii ve 1slatilabilirliginin arttigin1 gostermistir. SBF ¢ozeltisi icine daldirma
yontemi kullanilarak biyoaktivitesi incelenen ylizeylerde kemik benzeri apatit olusumu
gozlenirken modifiye edilmemis CFR-PEEK malzeme yiizeyinde apatit olusumuna
rastlanmamistir. CFR-PEEK kullanilan ¢alismalarin genelinde oldugu gibi bu ¢alismada da

hiicrelerin malzemeye verecegi cevap incelenmemistir [76].
Kimyasal Modifikasyonlar

Kimyasal modifikasyon iglemleri fiziksel islemlere gore daha az olup sadece siilfonasyon
muameleleri ve 1slak kimya uygulamalar1 PEEK malzeme yiizeyini kimyasal olarak

modifiye edebilmektedir.

PEEK’in oda sicakliginda %98’lik siilfiirik asit ¢ozeltisi hari¢ geleneksel coziiciilerde
coziinmedigi Boliim 2.3.1°de belirtilmis olmakla birlikte siilfiirik asit kullanarak PEEK
malzeme ylizeyinin biyoaktif hale getirilmesi ile ilgili ¢alismalar da yapilmaktadir. Zhao

ve ark.’nin 2013 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada, %98 H,SO4 ¢ozeltisi ile siilfonasyon
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islemini takiben suya daldirma islemi gerceklestirilen Orneklerin yiizeyinde biyo-
fonksiyonel gruplar olusturularak 3-boyutlu, gézenekli ve nanometre boyutunda detaylara
sahip ags1 bir yap1 olusturulmustur. Siilfonasyon sonrasi SPEEK, suya daldirma isleminden
sonra SPEEK-W ve ayrica bu basamaklardan sonra aseton muamelesi goren Ornekler
SPEEK-WA olarak adlandirilmis, malzeme yiizeyinde in-vitro hiicre davranisi, in-vivo
osseointegrasyon ve Orneklerin apatit olugturabilme 6zellikleri incelenmistir. SPEEK-WA
olarak adlandirilan 6rneklerin in-vitro’da tutunma, yayilma ve osteojenik farklilasmay1
artirdi1, in-vivo ortamda ise osteointegrasyonu saglarken kemik-implant ara yiizeyinde
baglanmay1 iyilestirdigi ve apatit olusturabildigi sonuglari elde edilmistir. SPEEK-W
ornekler, SPEEK-WA ile yakin yiizey 6zellikleri gdstermesine ragmen, yapidaki siilfiirik

asit kalintilar1 sebebiyle hiicre uyumlulugu asamasinda basarisizliga ugramistir [77].

Zheng ve ark.’min PEEK malzeme yiizeyinde karboksil radikal gruplar1 olusturmak
seklinde gerceklestirdikleri calismada, akrilik asit monomerleri basinglandirilarak PEEK
malzeme yiizeyinde polimerlestirilmistir. Polimerlesmeyen monomerlerin yapidan
uzaklastirilmasi isleminden sonra 6rnekler PEEK-COOH olarak adlandirilmis ve 28 giin
boyunca SBF c¢ozeltisi i¢cinde bekletilerek HAp tabakasi olusturup olusturmadiklarina
bagli olarak biyoaktivitelerindeki artis incelenmistir. Mekanik analizler sonucu,
polimerizasyonun yigin malzemeye zarar vermedigi sadece ylizeyi etkiledigi belirtilmis
olup kontrol grubu olarak kullanilan saf PEEK {izerinde HAp birikimi gerceklesmezken
PEEK-COOH yiizeyinde kemik benzeri HAp olusumu ger¢eklesmistir [78]. Zhang ve
ark.’nin bir baska calismasinda ise PEEK malzeme yiizeyi lizerinde hiicre yapigsmasini
destekleyen bir peptit olan Gly-Arg-Gly-Asp (GRGD) kovalent kimyasal baglanma
yontemi kullanilarak immobilize edilmistir. Calismanin hiicre kiiltiirii kisminda MC3T3-
El fare preosteoblast hiicre hatti kullanilmis ve modifiye edilmis PEEK orneklerin
modifiye edilmemiglere oranla daha yiiksek tutunma ve yayilma gosterdigi belirtilerek bu
yontemle hazirlanan orneklerin ortopedik ve dental uygulamalarda kullanilabilecegi

belirtilmistir [79].

Pino ve ark.’nin, yapay kornea malzemesi lizerinde HAp tabaka olusumu ve artigina bagl
olarak biyoaktiviteyi inceledikleri ¢aligmalarinda PEEK, HDPE ve UHMWPE filmler
kullanilmistir.  Literatiirdeki diger calismalardan farkli olarak bu c¢alismada farkl
derisimlerde sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi kullanilarak polimer yiizeyleri modifiye

edilmis ve SBF c¢ozeltisine daldirma yontemiyle derisimin HAp tabaka olusum siiresine
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etkisi incelenmistir. Calisma sonuglarina gére PEEK malzeme yiizeyleri i¢gin NaOH

konsantrasyonu arttikga HAp tabaka olusum siiresinin azaldig1 belirtilmistir [80].
Yiizey Kaplamalar

Bir diger yilizey modifikasyonu ise PEEK malzeme yiizeyinde soguk piiskiirtme, radyo-
frekans (RF) magnetron piliskiirtme, dondiirerek kaplama, aeresol biriktirme (AD), iyonik
plazma biriktirme (IPD), plazma daldirma iyon implantasyon ve biriktirme (PII&D),
elektron demeti biriktirme, vakum plazma piiskiirtme (VPS), fiziksel buhar biriktirme
(PVD) ve ark iyon tabakalama (AIP) gibi kaplama yontemleri kullanilarak biyoaktif bir
malzeme biriktirme esasina dayanir. Kimyasal ve fiziksel modifikasyonlar tek basina ya da
yilizey kaplama yontemleriyle beraber kullanildiklarinda PEEK biyoaktivitesini artirmada
onemli gelismeler kaydedilmistir [5, 6].

PEEK malzeme ylizeyinin biyoaktivitesini artirmak iizerine yapilan kaplama
caligmalarinda kullanilan baz1 malzemeler hidroksiapatit (HAp), titanyum (Ti), altin (Au),
titanyum dioksit (Ti0O;), elmas benzeri karbon (DLC) ve tert-biitoksitlerdir. Bu malzemeler
icerisinde en yaygin kullanilani ise kimyasal formiilii Ca;o(PO4)s(OH), ile fosfat bazli bir
biyoseramik olan hidroksiapatittir. HAp, insan kemik minerallerine en yakin sentetik
malzeme olmasi, yiiksek biyouyumlulugu, biyoaktivitesi ve in-vivo osteokondiiktif 6zelligi
sayesinde yaygin olarak kullanilmaktadir [44, 81-83]. Bu boliimde degerlendirilen
yontemler arasinda en yaygm kullanilan iki yontem plazma piiskiirtme ve soguk
puskiirtmedir. Plazma piiskiirtme metodu, metalik implant yiizeyine biyoaktif kaplama
yapmak i¢in kullanilan ¢ok iyi tanimlanmis bir yontem olup PEEK malzeme yiizeyi
kaplamalarinda da kullanimi literatiire ge¢mis bir yontemdir. Ticari olarak kullanilan
plazma piiskiirtme tekniginin yiiksek sicaklik degerlerinde ¢alisilmast nedeniyle getirdigi
zaylf tutunma mukavemeti ve kaplama malzemesinin kristalinitesini degistirme gibi
dezavantajlar1 nedeniyle daha diisiik sicakliklarda calisilabilen vakum plazma piiskiirtme
teknigi gelistirilmis ve PEEK malzeme yiizeylerinde kullanimi daha uygun bulunmustur
[84-89]. Fakat metalik implantlara gore termal kararliligi daha diisiik olan polimerler
ailesinden olan PEEK malzeme yiizeyinde sicakliga bagli bozunmalar1 6nlemek amaciyla
daha diisiik sicakliklarda ¢alisma imkani veren soguk piiskiirtme metodunun kullanimi da
tercih edilmektedir [90]. Lee ve ark., soguk piiskiirtme teknigi ile hazirladiklar1 HAp kapl
PEEK malzeme yiizeylerinin in-vitro ve in-vivo biyoaktivitesini inceledikleri ¢aligmada,
insan kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin (hBMSCs) tutunma, canlilik ve osteoblastik

farklilagmalarinin HAp kaplama sayesinde arttigmi belirtmislerdir. /n-vivo testler igin
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kullanilan HAp kapli PEEK silindirler tavsan kalga kemik modeline yerlestirilmis, kontrol
grubu olarak kullanilan kaplanmamig PEEK malzeme yiizeylerden farkli olarak HAp kaph
olan PEEK orneklerde mikro-CT (u-CT) ve histomorfometrik analiz sonuglarina gore
implant ¢evresindeki kemik doku ile osseointegrasyonun saglandigi saptanmistir [91].
Yiiksek sicaklik degerlerinde 1s1l islem gerektirmeyen aeresol biriktirme ve radyo-frekans
magnetron piskiirtme gibi fiziksel modifikasyon islemleri de yiizey kaplamalarinda
kullanilan yontemlerdir [92, 93]. Almasi ve ark.’nin ¢alismasinda plazma piiskiirtme
yontemine gore daha avantajli bir kaplama yontemi gelistirmek amaglanmis ve bu nedenle
kimyasal biriktirme islemi kullanilarak PEEK malzeme yiizeyinde kristalin morfolojide
HAp tabakasi olusturulmustur. Zimparayla 6n piiriizlendirmeye tabi tutulan ve asetonla
yikanip kurutulan 6rnekler, oda sicakliginda farkli siirelerde siilfiirik asitle muamele edilip
%10 HAp siispansiyonunda 5 saat bekletilerek kaplama islemi gerceklestirilmistir.
Calismada siilfiirik asit ile muamele siiresinin artisina bagli olarak artan piiriizliiliigiin

kaplama kalinlig1 ile de dogru orantili oldugu belirtilmistir [94].

Titanyum (Ti) milkemmel mekanik ve biyolojik 6zellikleri nedeniyle ylik mukavemeti
gerektiren ortopedik ve dental uygulamalarda yaygin olarak kullanilan bir biyomalzemedir.
Bu nedenle PEEK malzeme ylizeyine kaplanmasi farkli ¢alismalarda arastirilmistir.
Ornegin, Cook ve ark. plazma buhar biriktirme (PVD) yéntemi ile PEEK silindirik implant
ylizey lzerine Ti kaplama yapmis ve Ornekleri melez kopek kalga modeline implante
etmislerdir. Dort ve 8 hafta sonunda implant-kemik etkilesiminin incelendigi ¢calismada Ti
kaplamaya sahip orneklerin osseointegrasyonunun daha yiiksek oldugu goézlemlenmistir
[95]. PEEK polimer ylizeyine Ti kaplama yapilabildigi gibi literatiirde CFR/PEEK
kompozitler iizerine de VPS ve PVD gibi yontemler kullanilarak titanyum kaplamalarin

yapildig1 ¢caligmalar bulunmaktadir [96, 97].

Titanyum gibi titanyum dioksit (TiO,) de yiiksek biyouyumluluk, biyoaktivite, hidrofilisite
ve korozyon direncine sahip bir malzemedir [98, 99]. Tsou, Chi ve ark., TiO, kaph
biyomedikal polimer ara katmaninda biyomimetik hidroksiapatit gelisimi iizerine
yayinladiklar1 c¢aligmalarinda, ark iyon tabakalama (AIP) teknigiyle; argon iyonu
bombardimani, altta titanyum tabaka olusturma ve en iist katman olarak titanyum dioksit
kaplama olusturma seklinde ilerleyen prosediirle PEEK substratlar1 kaplamiglardir.
Parametreler degistirilerek anatazca zengin (A-TiO;) veya rutilce zengin (R-TiO,) TiO,
kaplamalar elde edilmistir ve Ornekler belirli siirelerle SBF’ye daldirilmigtir. Daldirma

stiresine bagli olarak HAp tabaka kalinlig1 her grupta artsa da en yiiksek artig egilimi R-
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TiO, kapli PEEK Orneklerde goriilmiistiir. Osteouyumluluk testleri MC3T3-El
preosteoblast hiicre hatlariyla yapilmis ve HAp tabaka kalinlig1 ile arasinda dogrusal iliski
oldugu goriilerek kemige en fazla uyumlu 6rnek R-TiO, kaplamali PEEK 6rnekler olarak
belirlenmistir [100-102]. Yaygin olarak kullanilan HAp, Ti ve TiO, gibi kaplamalarin yam
sira, Wang ve ark. ile Dennes ve ark.’nin ¢alismalarinda kullandigi elmas benzeri karbon
(DLC) gibi farkli malzemelerin de PEEK malzeme ylizey kaplamasi olarak kullanimi

iizerine ¢aligmalar literatiirde yer almistir [103, 104].

Du ve ark.’nin ¢alismasinda kullandiklar1 kollajen kaplama yontemi de PEEK malzeme

yiizey modifikasyonunda kullanilan kaplamalara farkli bir bakis acis1 getirmistir [105].

Literatiirde ayrica implant yiizeylerin piiriizlendirilerek 1slatilabilirliginin artirildigi ve bu
sayede biyoaktivite saglandigi yoniinde ¢alismalar da bulunmaktadir. Hallmann ve ark.’nin
caligmalarinda, dental wuygulamalarda kullanilacak PEEK implantlarin  tutunma
ozelliklerini giliclendirmek i¢in farklt 6n muamele islemleri arastirilmistir. Kimyasal
modifikasyon iglemi i¢in pirana ¢ozeltisi kullanilmis, mekanik asindirma igin ise farkli
boyutlarda aliiminyum partikiillerin yan1 sira farkli ¢apli silika kapl aliiminyum partikiiller
kullanilmistir. Kimyasal daglamanin mikro-piiriizliiliigi sagladigi, fonksiyonel gruplarin
sayisini artirdigl ve ¢ekme bag kuvvetini artirdigi belirtilen ¢alismada mekanik agindirma
ve kimyasal daglama arasinda bir fark goriilmemistir. Tribokimyasal silika ¢oktlirme
islemi, kimyasal modifikasyonla yapidan uzaklastigi icin PEEK’in baglanma kuvvetine
etki etmemistir. Tek basina beklentileri tam olarak karsilamayan bu iki yontem birlikte
kullanilarak PEEK malzeme ylizey iizerinde maksimum piiriizliiliikk ve fonksiyonel grup

acilimi elde edildigi belirtilmistir [106].
Kimyasal/Fiziksel Uygulamalar ve Yiizey Kaplamalarimin Etkilestirilmesi

Kimyasal ya da fiziksel uygulamalarla beraber yiizey kaplamalarinin kullanildigi ve
modifikasyonlarin kaplamaya, in-vitro ve in-vivo biyouyumluluga olan etkisinin
incelendigi az sayida calisma bulunmaktadir. Zhou ve ark., PEEK malzeme yiizeyini
mikrodalga sistem destegi kullanarak biyoaktif hale getirmeyi amaglamistir. Grup, PEEK
malzeme {lizerine HAp kaplama Oncesi mikrodalga destekli sodyum hidroksit (NaOH)
muamelesi yaparak ylizeyin piriizliliigiinii fiziksel olarak saglamis ve daha sonra yine
mikrodalga destegiyle SBF ¢ozeltisinden HAp ¢oktiirme yontemini kullanmislardir. Bu
caligmanin en 6nemli avantaji; daglama ve kaplanma siiresinin azaltilmasi, plazma sprey
gibi yontemlere kiyasla daha diisiik sicakliklarda ¢alisabilme imkani saglamasi ve yiiksek

piirtizlillikte homojen bir kaplama elde edilmesidir. Hiicre uyumluluk testleri dahilinde 7
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giinliik kisa bir hiicre kiiltiir ¢alismas1 yapilmig, MC3T3-E1 hiicre hattinin kullanildig:
caligma sonuglarina gore hiicrelerin 7. giiniin sonunda malzeme ylizeyinde yayildiklar1 ve
besi ortaminda bekletilen hiicresiz ornekler iizerindeki apatit miktarinda artis oldugu
gbzlemlenmistir. Sonuglar dahilinde bu yontemle hazirlanan PEEK 6rneklerin ortopedik ve
dental uygulamalarda kullanilabilecek, sitotoksik etkisi olmayan, biyoaktif bir malzeme

oldugu belirtilmistir [107].

2.3.5.Hidroksiapatit Kaplama Yontemleri

Yiiksek biyouyumluluk ve biyoaktivite gibi 6zelliklerinin yani sira insan kemik dokusunun
inorganik yapisinda bulunan apatit yapisiyla benzer kimyasal bilesime sahip
hidroksiapatitler (HAp), biyomimetik yaklagim dahilinde discilik ve implant malzeme
kaplamalarinda siklikla kullanilmaktadirlar. Genel formiilii M;o(PO4)6X2 (M:Ca+2, Mg+2,
Sr'?, Ba™, Mn"?, Al"”, K ve X:F,, Cly, Bry, (OH),, COg‘z) olarak bilinen hidroksiapatitin
saf halinin formiilii ise Ca;o(PO4)s(OH),’dir [108]. Kemikte bulunan HAp sitokiyometrik
olmayan apatit yapisinda olup, Ca/P oram sitokiyometrik HAp’lere ait 1.67 degerinden
daha disiiktiir. Zayif kristalin yapidaki bu biyolojik HAp’lerin yapisinda eser miktarda
katyonik ve anyonik bilesenler bulunmaktadir ve en biiyiik pay da kemikte agirlikca %5-8
arasinda bulunan karbonat (COs>) iyonuna aittir. Karbonat iyonlari, OH™ iyonlar ile yer
degistirerek A tipi veya PO, iyonlari ile yer degistirerek kemikte yaygin olarak bulunan B
tipi HAp olusturmaktadir [9]. Sekil 2.8’de saf hidroksiapatitin kristalin yapis1 ve molekiil

geometrisi igerisinde PO,”, Ca™ ve OH™ iyonlarinin yerlesimi gosterilmistir.

Biyouyumlu, biyoaktif, osteokondiiktif oluslari, toksik ve immunojenik olmama 6zellikleri
nedeniyle saglik alaninda kullanimi oldukca yaygin olan kalsiyum fosfat tiirevi sentetik
HAp’ler [108, 109]; sol-jel yontemi, sulu g¢ozeltiden ¢Oktiirme ydntemi, hidrotermal
yontem, mikrodalga-hidrotermal yontem, ¢oklu emiilsiyon yontemi, elektrokristalizasyon
yontemi ve biyomimetik c¢oktlirme yontemi gibi birden fazla yontem kullanilarak
iretilebilmektedirler. Bu yontemler karsilastirildiginda kemik yapisint en iyi taklit eden

HAp yapis1 biyomimetik yontem ile elde edilmektedir.
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Sekil 2.8. Saf hidroksiapatitin kristalin yapisi; Cajo(PO4)s(OH),, [110] ‘dan degistirilerek.

Cizelge 2.2. HAp kaplama yontemlerinin karsilastirmasi

C a2+

Yontem Avantaj Dezavantaj Kaplama Kalinhg

Karmasik sekilli
. o malzeme kaplama H kontroli

Biyomimetik Biyomolekﬁli,lerle birlikte {’Jzun kaplanma siiresi <30 pm
kaplama
Karmasik sekilli Pahali hammadde

Sol-jel malzeme kaplama Ortam kosullarinin <1 pum
Diisiik izleme sicakligi kontrolii
Biyomolekiillerle birlikte

Elektro kaplama - .

piiskiirtme Bifesim ve kaplama Diisiik mekanik dayanim 0.1 -5pum
alaninin kontrolii
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Biyomimetik yontemde insan viicut sivisini taklit eden organik bir tuz ¢ozeltisi olan yar1
kararli sentetik viicut sivisi (SBF) kullanilir. Fizyolojik ortam pH’inda ve sicakliginda,
kendiliginden c¢ekirdeklenme olusumu ile nano boyutta, kemik benzeri HAp eldesi
gerceklesmektedir [111]. Ozel ekipman gerektirmeme, yiiksek isleme sicakliklarina ihtiyag
duymama ve tiretiminin kolay olmas1 gibi avantajlar1 [42] sayesinde polimerler gibi yiiksek

termal direnci olmayan malzemelerde giivenle kullanilabiliyor olmasina [112] ragmen
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cozelti derisiminin diislik olmasi nedeniyle biyoaktif malzeme iizerinde HAp
cekirdeklenmesi i¢in uzun siireler gerekmektedir. Literatiirde, c¢okelme siiresinin
kisaltilmasi i¢in SBF ¢dzeltisinin iyon derisiminin insan kan plazmasinin katlar1 seklinde
hazirlanan ¢6zeltilerin kullanildig1 ¢alismalar bulunmaktadir. Tas ve ark. tarafindan iyon
konsantrasyonu kan plazmasinin n= 1.5, 2, 5 ile 10 kat1 kadar fazla olan SBF ¢o6zeltileri
hazirlanmis ve artan konsantrasyona bagli olarak kaplama siiresinin azaldig1 gosterilmistir

[113].

2.3.5.1.Biyomimetik yontem kullanilarak mikrodalga destekli hidroksiapatit kaplama
Polimer malzemeler 10xSBF c¢ozeltisine daldirildiklarinda, ¢ozeltideki kalsiyum ve fosfat
iyonlar1 malzeme yiizeyinde apatit ¢ekirdeklenmesini gerceklestirmekte ve ylizeyde
kalinlig1 yiiksek bir kaplama olugmaktadir. Fakat, Ca ve P iceren biyoseramiklerin
cokelmesinde ¢ozelti derisimi kadar Ca/P ¢ekirdeklerinin varligi, sicaklik, pH ve iyonik
giicin de etkisi bulunmaktadir [114]. Bu nedenle doygun veya siiper doygun SBF
cozeltisinden HAp ¢okelmesi sirasinda birden fazla kimyasal reaksiyon olusabilmektedir.
Tepkimenin termodinamik ya da kinetik kontrollii ilerleyisine bagli degisen serbest Gibbs
enerjisi farkli yapida HAp veya HAp benzeri yapilarin olugsmasina neden olmaktadir. Sekil
2.9°da doygun Ca/P ¢ozeltisinden HAp olusumu sirasinda reaksiyon adimlari gosterilmistir

[115].
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Sekil 2.9. Termodinamik ve kinetik kontrollii HAp kristalizasyon yolagi, [115] ten
degistirilerek.
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Sekil 2.9°dan da goriilebilecegi gibi ¢ozelti serbest Gibbs enerjisi yenildiginde, A yolagi
izlenerek tek adimda kristalin HAp fazmna doniisiim gergeklesebilecegi gibi kinetik
kontrollii reaksiyonda B yolag1 izlenerek ¢ekirdeklenme, biiyiime ve faz gecisinden olusan
seri ¢cokelme de gerceklesebilmektedir. Bununla birlikte hazirlanan hicbir SBF ¢ozeltisi ile
insan kan serum bilesimi tamamen taklit edilememektedir. Insan kan serumunda apatit
cekirdeklenmesinde 6nemli rol oynayan proteinlerin (¢ekirdeklenme inhibitorleri) SBF
icerisinde bulunmamasi, SBF c¢ozeltilerine cesitli tamponlarin eklenmesi ve serum
icerisinde pH tamponu olarak gorev alan karbonat igeriginin SBF c¢ozeltisinde kontrol
edilememesi ¢ozeltiler arasi en temel farkliliklar: olugsturmaktadir [116]. Bu nedenle Tas ve
ark.’nin gelistirdigi 10xSBF ¢ozeltisi [114] yiiksek derisimine bagli kaplama siiresinin
kisaltilmasi, diger SBF ¢ozeltilerinde kullanilan HEPES gibi tampon ¢ozeltiler igermemesi

ve fazladan ara basamak gerektirmemesi gibi avantajlara sahiptir.

Grubumuzca 10xSBF-benzeri ¢ozelti gelistirilerek mikrodalga destegiyle kaplanma
siiresinin 2-6 saat araligindan dakikalar mertebesine kadar diisiiriilebilmesi, malzemenin
konveksiyonel 1sitmaya kiyasla bolgesel degil de homojen ve dogrudan isitilmasi ile
minimum sicaklik gradienti olusturulmasi, optimum kosullarda minimum enerji kayb1
saglanmasi gibi avantajlar1 [117] nedeniyle iki yontem birlestirilmis ve biyomimetik
yontem kullanilarak mikrodalga destekli hidroksiapatit kaplama yontemi gelistirilmistir

[118]. Yontem tezin deneysel ¢alismalar kisminda detaylandirilmistir.

2.3.5.2.1yon katkili hidroksiapatitler

Biyouyumlulugu ve korozyon direnci yiiksek olan hidroksiapatitlerin kirilganligi, zor
islenebilirligi, esnek olmamasi, zayif mekanik dayanimi ve yiiksek yogunlugu gibi
dezavantajlar1 kompozit malzemelerin gelistirilmesiyle beraber iyon katkilt HAp tiretimini

de tetiklemistir [109].

Yapisinda Na’, K, Mg+2, F, CI' ve CO;? gibi bir ¢ok iyon barindiran biyolojik
HAp’lerden ilham alinarak kemik mineral faz yapisi ve bilesimini taklit eden iyon katkili
HAp’ler; biyoaktiviteyi artirmak, mekanik ve y1gin 6zellikleri degistirmek, tane boyutunu
kiigiiltmek, bozunma hizin1 degistirmek ve farkli fazlarin olugmasini engellemek igin

yapilan aragtirmalar yeni bir ¢aligma alani olusturmaktadir [119, 120].

Ilgili literatiir incelendiginde, PEEK ornekler {izerine iyon katkili hidroksiapatit

kaplamalara yonelik calisma bulunmamakla beraber, stronsiyum ve seriyum katkili

hidroksiapatit (Sr, Ce-HAp) pargaciklar kullanilarak PEEK malzeme ile kompozit
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yapildig1 bir ¢calismada biyoaktivitenin artirildigr belirtilmistir [121]. Wang ve ark.’nin
nano boyutta flor katkili hidroksiapatit ile PEEK malzemeyi birlestirdikleri bir ¢caligmada
ise biyoaktivite ve osteoaktivitenin yani sira florun antibakteriyel 6zellik sagladigi da

belirtilmistir [122].

2.3.5.3. Bor katkili hidroksiapatitler

Literatiirdeki diger iyon katkilama yontemlerinin HAp’in fiziksel ve kimyasal yapisina
etkisi incelenmis olup, ilgili literatiirde PEEK malzeme ylizeyine yapilan iyon katkili HAp
kaplamalara bakildiginda bor elementinin daha 6nce kullanilmadig1 goriilmektedir. Tungay
ve ark. tarafindan 2013 yilinda yapilan, bor katkili hidroksiapatit-kitosan (B-HAp/Kitosan)
kompozit doku iskelelerinin gelistirildigi ¢aligmaya kadar biyomimetik yontemle
sentezlenen bor katkili hidroksiapatitin hiicre ¢ogalma ve farklilasmaya etkisi
incelenmemistir [9]. Bor elementinin cam sanayiinden saglik alanina kadar ¢ok genis bir
yelpazede kullaniliyor olmasi ve lilkemizce rezerv bakimindan zengin bir maden olmasinin
yant sira doku miihendisligi yaklagimindaki yeri bu c¢aligmanin ¢arpici yonii olmustur.
Borun, mineral ve hormon metabolizmasinda, hiicre membran fonksiyonlarinda, enzim
reaksiyonlarinda, hiicre dis1 matris iiretimini destekleyerek yara iyilesmesini hizlandirma
[123, 124] gibi ozelliklerine ek olarak kemik doku iizerindeki etkilerinin aragtirildigi
caligmalar mevcuttur. Calismalardan ¢ikarilabilecek ortak sonuglar, borun in-vitro kemik
doku miihendisliginde kullanildiginda osteojenik farklilasmay1 destekledigini [125, 126] ve
osteoporoz gibi dnemli kemik hastaliklarindan kaynaklanan rahatsizliklarin giderilmesinde

rol oynayabilecegini gostermektedir. [127].

28



3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tezin bu boéliimiinde, ¢aligma kapsaminda kullanilan malzemeler ve yapilan
deneyler detaylandirilmigtir. Caligmanin ilk kisminda, polietereterketon (PEEK)
malzemenin yiizeyi zimparalama islemi ile 6n piiriizlendirme islemine tabi tutulmustur.
Daha sonra fiziksel ve kimyasal yoOntemlerle asindirilan malzeme yiizeyi iizerinde
biyoaktivite testi yapilarak malzeme topografisinin biyoaktiviteye etkisi incelenmistir.
Ikinci boliimde piiriizlendirilen &rnekler iizerine 10 kat derisik yapay viicut sivisindan
(SBF) biyomimetik yontemle nano boyutta hidroksiapatit (nHAp) ve bor katkili nano
boyutta hidroksiapatit (B-nHAp), mikrodalga destegi kullanilarak kaplanmistir. Fiziksel ve
kimyasal modifikasyonu ile biyoaktif hidroksiapatit ylizey kaplamasi tamamlanmis ve
karakterize edilmis PEEK malzemeler ile MC3T3-E1 preosteoblast hiicre hatt1 kullanilarak
28 giinliik bir hiicre kiiltlirii deneyi yapilmistir. Tez calismasi kapsaminda hiicrelerin
malzeme ylizeyine tutunmasi, morfolojisi, ¢ogalmasi ve osteojenik farklilagmasi alt

basliklarda detaylandirilan analizlerle incelenmistir.

3.1. Kullanilan Malzemeler

Tibbi kullanima uygun polietereterketon (PEEK-OPTIMA, Invibio Biomaterial Solutions,
Ingiltere) OS Implant (Tiirkiye) firmasindan temin edilmistir. Kesim, zimparalama ve
kumlama islemi sonras1 PEEK malzemeleri yikamak icin kullanilan izo-propanol Sigma-
Aldrich’ten alinmistir. PEEK malzemenin yiizeyinin fiziksel modifikasyonu ve bor katkili
10xSBF c¢ozeltisinde pH kontrol etmek i¢in kullanilan sodyum hidroksitin (NaOH) yani
sira 10xSBF ve bor katkili 10xSBF c¢ozeltisinin hazirlanmasinda kullanilan potasyum
kloriir (KCl), kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl,.2H,0), magnezyum kloriir hekzahidrat
(MgCl,.6H,0), sodyum hidrojen fosfat monohidrat (NaH,PO4.H,0) ve sodyum hidrojen
karbonat (NaHCO5) tuzlar1 Merck (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Sodyum kloriir
(NaCl) tuzu ise Sigma-Aldrich (ABD) firmasindan satin alinmistir. Bor katkili 10xSBF
cozeltisinde kullanilan borik asit ve fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH: 7.4) tabletleri
sirastyla, BDH Chemicals (British Drug Houses, Ingiltere) ve Sigma-Aldrich’ten satin

alinmustir.

Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan MC3T3-E1 preosteoblast hiicre hattt Riken Hiicre
Bankasi’ndan (Tsukaba, Japonya) satin alinmistir. Minimum Essential Medium - Alfa
Modifikasyonu (a-MEM) kiiltiir ortam1 ve hiicrelerin yilizeyden kaldirilmasinda kullanilan
Tripsin-EDTA  ¢ozeltisi sirasiyla, Biochrom (Almanya) ve Sigma (Almanya)
firmalarindan, kiiltiir ortamina eklenen L-glutamin, penisilin-streptomisin ¢ozeltileri, fetal
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sigir serumu (FBS) ile Dulbecco’nun fosfat tampon ¢ozeltisi (DPBS) Biowest (Fransa)
firmasindan temin edilmistir. Osteojenik farklilasma ortaminin hazirlanmasinda kullanilan
L-askorbik asit ve B-gliserol fosfat ile hiicrelerin fiksasyonunda kullanilan glutaraldehit ve

hekzametildisilazan Sigma (Almanya) firmasindan satin alinmistir.

Hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilan PrestoBlue® reaktanti Invitrogen (Thermo
Fisher, ABD) firmasindan tedarik edilmistir. Yapilan boyamalarda hiicre gecirgenligini
artirmak i¢in kullanilan Triton X-100 Sigma (Almanya), alkalin fosfataz (ALP) aktivitesi
Ol¢limiinde kullanilan 2-amino-2-metil-1,3-propandiol Sigma-Aldrich ve MgCl,.6H,O
Merck (Almanya) firmalarindan tedarik edilmistir. RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve
gercek zamanli-PCR analizinde kullanilan Qiazol, RNeasy mini kit ve kloroform Qiagen
(Almanya) ve Merck firmalarindan tedarik edilmistir. Kollajen analizi i¢in kullanilan
hidroksiprolin kiti BioVision, Inc (ABD) firmasindan alinmistir. Canli-6lii hiicre boyama
analizinde kullanilan etidyum homodimer-1 (Eth-1) ve kalsein AM (C-AM) Sigma
firmasindan, hiicre iskeleti-¢cekirdegi boyamasi i¢in kullanilan Alexa Fluor 488 Phalloidin
(F-aktin) ve propidyum iyodiir (PI), sirasiyla, Thermo Fisher (ABD) ve Sigma (ABD)

firmalarindan tedarik edilmistir.

3.2. PEEK implant Malzemelerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

3.2.1. PEEK malzemenin kesimi, piiriizsiizlendirilmesi ve modifikasyon oncesi
temizlenmesi

Tibbi kullanima uygun polietereterketon (PEEK-OPTIMA), Ivedik Organize Sanayi
Bolgesi’nde SMS Tibbi Cihazlar isimli firmadan destek alinarak yarigap1 19 mm, kalinligi
1 mm silindirler seklinde kesilmistir. Bu islem sonrasinda biitiin 6rnekler, kesim izlerinin
silinmesi i¢in 5 dakika boyunca tek yonde 800 numarali zimpara kagidiyla
zimparalanmistir. Tez kapsaminda yapilan modifikasyonlar 6ncesi malzemeler, kesim ve
zimparalama kaynakli kalintilardan arindirilmak icin 10 dakika boyunca izopropanol ve 10
dakika boyunca distile su ile sonikatdrde yikanmigtir. Temizlenen ornekler 37°C etiivde 2
saat boyunca tutularak kurutulmustur. Ornekler, bu asamada yapilan modifikasyonlara
gore 4 farkli gruba ayrilmistir. Bunlar: 1) Modifiye edilmemis bos PEEK, (B-PEEK), 2)
Kumlanmis PEEK, (K-PEEK), 3) NaOH daglanmis PEEK, (N-PEEK), 4) Kumlanmis ve
NaOH daglanmis PEEK (K,N-PEEK)’tir. Temizleme islemi sonrasi elde edilen 6rneklerin
bir kismut ilk grup olarak ayrilmis ve bos PEEK (B-PEEK) olarak adlandirilmistir.
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3.2.2. PEEK malzemenin mekanik olarak modifikasyonu

PEEK malzemenin mekanik modifikasyonu icin Ivedik Organize Sanayi Bolgesi’nde
bulunan metalik malzeme ylizeyini kumlayarak asindiran bir firmadan destek alinarak
kabin tipi kumlama makinasi ile modifikasyon islemi gerceklestirilmistir. Bu islem igin
kabin tipi kumlama makinasinin sec¢ilme nedeni vakumlu hava ile piiskiirtilen kumun,
metal ylizeylere gore daha hassas olan polimerik ylizeylere zarar vermeden piiriizlendirme
islemini saglamasidir. Bu nedenle 6rnekler, hava akis hizi 1,000 L/dk, nozul ¢ap1 8 mm ve
fan giicii 0.60 kW/hz (3,000 devir/dk) olan cihaz igerisinde vakum ortaminda Al,O3
parcaciklarla 30 s boyunca muamele edilmistir [128]. Kumlama islemi sonrasi, kesim
asamasindan sonraki temizleme islemi tekrarlanmis, 6rnekler 37°C’de kurutma etiiviinde 2
saat boyunca kurutulmus ve bu malzeme grubu kumlanmis PEEK (K-PEEK) olarak

adlandirilmistir.
3.2.3. PEEK malzemenin fiziksel modifikasyonu

PEEK malzemenin fiziksel modifikasyonu icin NaOH ile daglama prosediirii
uygulanmistir. PEEK’in %98’lik H,SO4 ¢0zeltisi haricinde geleneksel kimyasallarda
cozlinmedigi ve NaOH daglama ile yigin malzemede degisiklikler olmadigi bilgisi
literatiirden edinilmistir. Bununla birlikte NaOH muamelesi sonrasi malzeme yiizeyinde
bazi fonksiyonel gruplarin olustugu farkli ¢alismalarda belirtilmistir. Bu c¢aligmalardan
yola ¢ikarak zimparalama sonrasi drnekler, hazirlanan 10 M NaOH ¢ozeltisi i¢cinde 60°C
etlivde 48 saat boyunca daglanmistir [80, 129]. Daglama sonrast kimyasal ¢ozeltiden
arindirma amaciyla 10 dk boyunca sonik olarak karistirilan distile su igerisinde bekletilen
ornekler, onceki kosullarda kurutulmustur. Literatiirdeki bu iki ¢alismay1 referans alan bir
diger calismada ise daglama siiresinin diisliriilmesi amactyla mikrodalga destegi
kullanilmistir. Modifikasyon sonrast bu malzeme grubu NaOH daglanmis PEEK (N-
PEEK) olarak adlandirilmstir.

Uygulanan mekanik ve fiziksel modifikasyonlarin yapilacak nano hidroksiapatit (nHAp)
kaplamaya etkilerini gozlemleyebilmek i¢in kumlama ile agindirma sonras1t NaOH ¢ozeltisi
ile daglamanin uygulandig1 ayr1 bir deney grubu daha olusturulmus ve iki modifikasyon
yonteminde belirtilen deneyler birbirini takip ederek orneklere uygulanmistir. Bu deney

grubu kumlanmis ve NaOH daglanmis PEEK (K,N-PEEK) olarak adlandirilmistir.
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3.2.4. Mekanik ve/veya fiziksel modifikasyonu yapilmis PEEK malzemelerin yiizey
karakterizasyonu

Bu bolimde mekanik ve/veya fiziksel modifikasyonu yapilmis PEEK malzemelerin
ylizeyinde meydana gelen degisikliklerin incelenmesi i¢in uygulanan analizler

aciklanmistir.

3.2.4.1. Taramal elektron mikroskobu (SEM) analizi

Mekanik ve/veya fiziksel yontem kullanilarak modifiye edilen PEEK malzeme yiizeylerin
morfolojik incelemeleri SEM (Zeiss Evo 50, Almanya) analizi ile yapilmistir. Analiz
oncesi Ornekler, dondiirerek kaplama yontemi kullanilarak altin-paladyum karigimi ile

kaplanmustir.

3.2.4.2. Enerji dagihmh X-151m1 mikroanalizorii (EDX) analizi

Kumlama ve/veya NaOH daglama yontemi ile modifiye edilen PEEK malzeme
yiizeylerindeki elementel bilesiminin tayin edilebilmesi i¢in yapilan bu analizde SEM
ornekleri kullanilmis olup, analiz SEM cihazina takili EDX mikroanalizorii ile es zamanh

olarak gerceklestirilmistir.

3.2.4.3 Yiizey piiriizliiligiiniin tayini

Yiizeyi zimparalanmis PEEK (B-PEEK) 6rnekler, zimparalama sonrast kumlanmis PEEK
(K-PEEK) oOrnekler, zimparalama sonrast NaOH daglanmis PEEK (N-PEEK) ile
zimparalama sonrast kumlanmig ve NaOH daglanmis PEEK (K,N-PEEK) Orneklerin,
ylizey piriizliilliglinlin kantitatif analizi i¢in pertometre (Mahr, M2, ABD) kullanilmistir.
Diger analizlerde de oldugu gibi B-PEEK o&rnekler kontrol grubu olarak

degerlendirilmistir.

3.2.4.4. Su temas acis1 (WCA) olciimii

Hiicre kiiltiir caligmalarinda kullanilmak istenen her malzemenin yiizeyinin 1slatilabilirligi
onemli bir 6zellik olup, bu 6zelligin belirlenmesinde su temas acis1 6lgiimleri en yaygin
kullanilan deneysel yaklasimdir. Mekanik ve/veya fiziksel yontem kullanilarak
modifikasyonu saglanan PEEK malzeme yiizeylerinin WCA o6l¢iimii (Kriiss DSA 100 ,
Almanya) durgun damla (sessile drop) yontemi kullanilarak oda kosullarinda
gerceklestirilmis ve kati-sivi-gaz ara ylizeyinde damlacigin yaptigt a¢i mikro kamera

yardimiyla 6l¢iilmiistiir.
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3.2.4.5. Toplam reflektans1 azaltilmis - Fourier doniisiim kizilotesi spektroskopisi
(ATR-FTIR) analizi

Gergeklestirilen mekanik ve/veya fiziksel modifikasyon islemleri nedeniyle PEEK
malzemenin ylizeyinde olusabilecek kimyasal yap1 degisiklikleri ATR-FTIR analizi ile
incelenmistir. Bu analiz i¢in Thermo Scientific Nicolet iS10 marka cihaz ATR {initesi ile

kullanilmus olup analiz 400-4000 cm™ dalga sayis1 araliginda yapilmistir.

3.2.4.6. Biyoaktivite testi

Yiizeyi mekanik ve/veya fiziksel yontem kullanilarak modifiye edilen PEEK o6rneklerin
biyoaktivitesinin belirlenmesi amaciyla 23317:2014 numarali ve ‘Implants for surgery —
In vitro evaluation for apatite-forming ability of implant materials’ baghkli ISO
standardina uygun olarak biyoaktivite testi yapilmustir [130]. Ozetle; ilgili standartta
detaylandirilmis olan Kokubo’nun SBF ¢ozeltisi kullanilmis ve Cizelge 3.1°de belirtilen
recetedeki ilk 8 bilesen teker teker sirastyla 36.5 £ 0.5°C *deki 700 mL distile su igerisinde
¢oziilmiis ve toplam su miktar1 900 mL’ye tamamlanmistir.

Cizelge 3.1. Biyoaktivite testinde kullanilan Kokubo’nun SBF regetesi, [130] ’dan
degistirilerek.

Sira Bilesen Miktar
1 NaCl 8.035¢g
2 NaHCO; 0355¢g
3 KCl1 0225¢g
4 K;HPO4.3H,0 0231g
5 MgCl,.6H,O 0311g
6 (HCD)=1M 39 mL
7 CaCl, 0292 ¢g
8 Na,SO4 0.072 g
9 TRIS 6.118 g
10 (HCD) =1M 0-5mL

9. ve 10. bilesen ise pH ayarlanmasi amactyla kontrollii olarak eklenmis ve toplam hacim
1000 mL’ye tamamlanmistir. Ornekler standarda uygun hesaplanan hacimde ¢ozelti

icerisine daldirilmig ve 4 hafta boyunca 36.5°C’de inkiibasyonu gerceklestirilmistir.
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Inkiibasyonun 7. ve 28. giiniinde toplanan ornekler iizerinde nHAp tabaka olusumunu
gozlemlemek i¢in SEM ve apatit olusumunu nicel olarak tanimlamak i¢in XRD analizi

gerceklestirilmistir.
Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi

Modifiye edilmemis (B-PEEK), kumlanmis (K-PEEK), NaOH daglanmis (N-PEEK) ve
kumlama tizerine NaOH daglanmis (K,N-PEEK) 6rneklerin ilgili standarda uygun olarak
elde edilen yiizeyleri lizerinde de karakterizasyon amacli SEM (Zeiss Evo 50, Almanya)
analizi yapilmistir. Analiz dncesi 6rnekler, dondiirerek kaplama yontemi kullanilarak altin-

paladyum karisimi ile kaplanmaistir.
X sinit kirtnimi (XRD) analizi

Modifiye edilmeyen ve mekanik ve/veya fiziksel yontem kullanilarak modifiye edilen
PEEK oOrnekler iizerinde gergeklestirilen biyoaktivite testi sonucu yiizeylerin kimyasal
bilesiminin ve kaplamanin etkinliginin incelenmesi i¢in XRD analizi Rigaku Ultima IV X-
Isin1 Kirmnim cihazi ile 3°-50° tarama aralig1 (20), 2°/dk tarama hizi, 1°’lik ince film gelis

acist deney parametreleri ve bakir (Cu) kaynak kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.3. Hidroksiapatit ve Bor Katkilh Hidroksiapatit Kaplamalar ve
Karakterizasyonu

Tezin bu boliimiinde mekanik ve/veya fiziksel yontemle modifiye edilmis ve edilmemis
PEEK malzeme yiizeyler ilizerine biyomimetik yontem kullanilarak mikrodalga destekli
nano hidroksiapatit (nHAp) ve bor katkili nano hidroksiapatit (B-nHAp) kaplama yapilarak
hem nHAp veya B-nHAp kaplamalarin malzeme yiizeyinin osteoaktif hale getirilmesi
tizerine katkisi, hem de modifikasyon islemlerinin kaplama morfolojileri iizerine

etkilerinin incelenmesi amaglanmaistir.

3.3.1. Mikrodalga destekli nano hidroksiapatit kaplama

Biyomimetik yontem kullanilarak mikrodalga destekli hidroksiapatit (nHAp) kaplama i¢in
Mavis ve ark.’nin gelistirdigi, insan kan plazmasindaki kalsiyum ve fosfat iyon
derisimlerinin 10 katina sahip olan 10xSBF-benzeri ¢ozelti kullanilmistir [131]. 10xSBF
benzeri ¢ozeltinin bilesenleri Cizelge 3.2°de belirtilmistir. Bes ¢esit tuzun bulundugu
cozeltinin hazirlanmasi i¢in Cizelge 3.2°deki bilesenler 800 mL distile su igerisinde
¢cozlinmiis ve ¢ozelti hacmi distile su ile 1,000 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan yapay
viicut sivist ¢ozeltisi stok olup, kaplama islemi 6ncesine kadar 4°C’de saklanmis ve

kaplama islemi Oncesi ¢ozelti sicakligi 25°C’ye getirilmistir. Cizelgede verilen regete,
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diger SBF cozeltilerine oranla Ca/P c¢ekirdeklenmelerinin daha hizli ger¢eklesmesini

saglamaktadir.

Cizelge 3.2. 1,000 mL 10xSBF-benzeri ¢ozelti bilesenleri ve miktarlari [131]

Sira Bilesen Miktar (g) Molarite (M)
1 NaCl 58.443 1000

2 KCl 0.373 5

3 CaCl,.2H,0 3.675 25

4 MgCl,.6H,0 1.026 5

5 NaH,PO4.H,O 0.250 3.62

6 NaHCOs* 0.084 10
*100 mL SBF icin

Kaplama iglemi yapilmadan 6nce, ¢ozelti icerisindeki karbonat iyonu derisimini artirmak
icin stok ¢ozeltiden 100 mL alinarak igerisine 0.084 g NaHCOj; eklenmistir. Daha sonra,
mikrodalga firinda (Milestone, Italya) 600 W mikrodalga enerjisi ile nHAp kristallerinin
olusturulmasi saglanmistir. Mikrodalga enerjisi, bu 100 mL’lik ¢6zeltiye 30 s siireyle 9 kez
uygulanmigtir [132]. Homojen ve etkili bir kaplama elde edilmesi icin bu islem 4 kere
tekrarlanmigtir. Bu tekrarlar arasinda 6rnekler, 2 dk boyunca %96’lik (v/v) etanol ¢ozeltisi
ve iki kere ikiger dakika distile su ile yikanarak PEEK polimer yiizeyine kaplanmamis

nHAp ¢ekirdeklerin ve istenmeyen fazlarin yapidan uzaklastirilmasi saglanmistir [118] .

3.3.2. Mikrodalga destekli bor katkili hidroksiapatit kaplama

Biyomimetik yontem kullanilarak mikrodalga destekli hidroksiapatit (nHAp) kaplama i¢in
Mavis ve ark.’nin gelistirdigi 10xSBF-benzeri ¢ozeltisine [131] bor katkilanabilmesi i¢in
recetede bazi degisiklikler yapilmistir. Toplamda 1,000 mL ultra saf suya 10 g borik asit
eklenerek hazirlanmaya baslayan ¢ozeltinin pH kontrolii 10 M NaOH ¢o6zeltisinden 900 uL
eklenmesi ile saglanmis olup daha sonra 10xSBF-benzeri regetesi ayni sekilde takip

edilmigtir. Optimum kosullar1 saglayan regete Cizelge 3.3’te verilmistir [9].
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Cizelge 3.3. 1,000 mL bor katkili 10xSBF ¢ozelti bilesenleri ve miktarlari [133]

Sira Bilesen Miktar Molarite (mM)
1 Borik asit 10 g 0.16

2 NaOH 900 uL 10

3 NaCl 58443 ¢ 1000

4 KCl 0373 g 5

5 CaCl,.2H,0 3.675¢g 25

6 MgCl,.6H,O 1.026 g 5

7 NaH,PO4.H,O 0.250 g 3.62

8 NaHCO;* 0.084 g 10

*100 mL SBF icin

Cizelge 3.3’teki regeteye uygun olarak hazirlanan bor katkili 10xSBF-benzeri stok

cozeltisinden 100 mL alinarak i¢ine 0.084 g NaHCO; eklenmis ve Bolim 3.3.1°de

anlatilan kaplama islemi tekrarlanmstir.

Malzeme gruplar lizerinde yapilan modifikasyonlarin 6zeti Cizelge 3.4’te verilmistir.
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Cizelge 3.4. Modifiye edilmis PEEK malzemelerin hazirlanmasi

Ornek Adi Zimparalama Yikama Piiriizlendirme Yikama/ Kaplama Yikama/
Kurutma Kurutma
B-PEEK * v v X X X X
K-PEEK * v X Kumlama v X X
N-PEEK * v v NaOH daglama v X X
Kumlama +
K, N-PEEK v X NaOH daglama v x X
B-PEEI*(/nHAp v v X X nHAp v
B-PEEK/B-
nHAp * v v X X B-nHAp v
K-PEEK/B-
nHAp * v X Kumlama v B-nHAp v
N-PEEK/B- <
nHAp * v v NaOH daglama v B-nHAp v
K, N-PEEK/B- Kumlama +
nHAp NaOH daglama f B-nHAp f

* Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan ornek gruplarini temsil etmektedir.

3.3.3. nHAp veya B-nHAp kaph PEEK malzeme yiizeylerinin karakterizasyonu
Hidroksiapatit veya bor katkili hidroksiapatit kaplanmis PEEK malzemelerin yiizeyinde
meydana gelen degisiklikler Boliim 3.2’de agiklanan SEM, EDX, WCA ve ATR-FTIR

analizleriyle incelenmistir.

3.4. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalar:

Karakterizasyonu tamamlanan malzeme yiizeyleri lizerinde biyoaktivite olusumu ve hiicre
uyumlulugunun incelenebilmesi i¢in MC3T3-E1 hiicre hatti ile 28 giinliik bir hiicre kiiltiirii
caligmast yapilmis ve calisma sonucu malzeme yiizeyindeki hiicre kiiltiir davraniglari
asagida aciklanan analizler kapsaminda incelenmistir.

3.4.1. PEEK malzemenin sterilizasyonu ve yiizeylere hiicre ekimi

Hiicre kiiltiir ¢aligmalari, Riken Hiicre Bankasi’'ndan (Japonya) alinan pasaj sayist 5 ile 8
arasinda olan MC3T3-E1 fare onciil kemik hiicreleri ile gergeklestirilmistir. MC3T3-E1
hiicreleri %10 (v/v) Fotal Sigir Serumu (FBS), antibiyotik karisimi (100 birim/mL

penisilin- 100uL/mL streptomisin) ve 2 mM L-glutamin i¢eren Alpha Minimum Essential
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Medium (a-MEM)’dan olusan biiyiime ortaminda (BO) CO, etiivinde (Heraus
Instruments, Almanya) 37°C’de inkiibe edilmistir. Yeterli yogunluga ulasan hiicreler

%0.25 tripsin-EDTA ¢ozeltisiyle ylizeyden kaldirilip hiicre ekimi i¢in hazirlanmistir.

Hiicre kiiltiir ¢alismalarinda kullanilan PEEK malzemeler, 0.50 cm® alanli % diskler
seklinde hazirlanmistir. Segilen PEEK malzeme yiizeylerine hiicre ekimi yapilmadan 6nce,
ornekler 1 saat boyunca %70 (v/v) etanol ¢ozeltisi igerisinde bekletme, Dulbecco’nun steril
fosfat tampon ¢ozeltisi (D-PBS - pH:7.4) ile 3 kere yikama sonrasi, 1 saat boyunca UV 151k
altinda bekletilerek sterilize edilmistir [131]. Sterilizasyonu tamamlanan 6rnekler 24 gozli
bakteriyolojik kiiltiir kaplarina almmis ve yogunlugu 7.5x10* hiicre/drnek olacak sekilde
20 uL hiicre siispansiyonu (BO igerisinde) ornekler iizerine eklenmistir. Bir saat 15 dk
boyunca hiicre tutunmasi beklendikten sonra gozlere 1’er mL daha BO eklenerek 6rnekler
%5 CO, atmosferinde 37°C’de inkiibe edilmistir. Hiicre kiiltliriiniin 6. giiniinde BO, 10
mM f-gliserol fosfat ve 50 ug/mL L-askorbik asit iceren kemik farklilasma ortami (KFO)
ile degistirilmis ve hiicre kiiltlir ¢alismasi 6rneklerin besi ortaminin her ii¢ giinde bir
degistirilmesiyle 22 giin boyunca siirdiiriilmiistiir. Tiim hiicre kiiltlirii ¢aligmalari, steril

hava ¢evrimli laminar akisl tip II kabin (Bioair, italya) icerisinde gergeklestirilmistir.

3.4.2. PrestoBlue® analizi

Ornekler iizerindeki hiicrelerin yayilmasi ve ¢cogalmasi hiicre kiiltiiriiniin farkli giinlerinde
yapilan PrestoBlue® analizi ile kantitatif olarak incelenmistir. Belirlenen giinlerde 6rnekler
iizerindeki ortam uzaklastirilmig ve hiicreler %10 PrestoBlue® c¢ozeltisi igeren 400 pL
hiicre kiiltiir ortam1 eklenerek 2 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasi ¢ozeltinin optik yogunlugu 570 nm dalga boyunda ve 600 nm dalga boyu referans
alinarak mikroplaka okuyucuda kantitatif olarak belirlenmistir. Analiz sonrasi hiicreler
canliligint yitirmeyecegi icin D-PBS ile yikanarak {iizerlerine besi ortami eklenmis ve
37°C’de CO; etiiviinde inkiibasyona devam edilmistir. Her bir grup i¢in 5 farkli paralel ile
calisilmis ve hiicre igermeyen kontrol ornekleri de ayni islemlere tabi tutularak elde edilen

degerler hiicreli 6rneklerinkinden ¢ikarilmstir.

3.4.3. SEM analizi

Hiicrelerin malzeme ylizeyine tutunmasi ve yiizeyde yayildiklarindaki morfolojileri hiicre
kiiltiirii calismasinin 1, 7, 14, 21 ve 28. giiniinde toplanan ornekler iizerinden SEM analizi
ile incelenmistir. Belirlenen giinlerde 6rnekler tizerindeki ortamlar uzaklastirilip PBS ile 3
kere yikandiktan sonra 30 dk boyunca oda sicakliginda %2.5 (v/v) glutaraldehit ¢ozeltisi

(PBS igerisinde) ile hiicreler fikse edilmistir. Daha sonra 3 kere PBS ile yikanan &rnekler,
38



analiz giliniine kadar PBS igcerisinde 4°C’de saklanabilmektedir. Analiz oncesi farkli
derisimlerde etanol ¢o6zeltilerinde (%30, %50, %70, %90 ve %100, v/v) ikiser dk
bekletilerek susuzlastirilan 6rnekler, %100 hekzametildisilazan ile 5 dk boyunca muamele
edilerek kurumaya birakilmis ve inceleme oncesi tim Ornekler altin-paladyum tabakasi ile

kaplanmistir. Her bir grup i¢in en az 3 paralel ile ¢calisiimistir.

3.4.4. Alkalen fosfataz (ALP) analizi

Ornekler {izerindeki MC3T3-El hiicrelerinin osteojenik farklilasma kapasitesini
gozlemleyebilmek i¢in hiicre kiiltliriiniin 7, 14, 21 ve 28. giinlerinde hiicrelerdeki erken
donem farklilasma belirteci olan alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi incelenmistir. Ornekler,
D-PBS ile 2 kez yikanarak analiz giinline kadar -80°C’de saklanmistir. Hiicre par¢alanmasi
icin Ornekler 500 pL lizis ¢ozeltisi (%0.01 v/v Triton X-100 iceren PBS c¢ozeltisi)
icerisinde 30 dk boyunca 4°C’de inkiibe edilmistir. Par¢calanmais hiicreler toplanarak 12,000
rpm’de 10 dk boyunca 4°C’de santrifiijlenmistir. Santrifiijleme sonras1 50 pL siipernatan
125 pL. ALP ¢ozeltisine (1 mM MgCl, ve 56 mM 2-amino-2metil-1-propanol igceren 10
mL p-nitrofenil fosfat substrat sistemi) eklenerek 37°C’de 30 dk boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi, reaksiyonu durdurmak igin 50 pL 2.5 M NaOH ¢ozeltisi
her bir goze eklenmistir. Mikroplaka okuyucu kullanilarak 405 nm dalga boyunda
spektrofotometrik metot ilizerinden analiz ger¢eklestirilmistir ve absorbans degerleri daha
once elde edilmis olan ve Ek 1’de verilen kalibrasyon egrisi yardimiyla drneklerin birim
hacimdeki kantitatif ALP aktivitesine dontistiiriilmiistiir. Her bir grup i¢in en az 3 paralel

ile calisilmistir.

3.4.5. Toplam DNA miktarinin belirlenmesi

PEEK malzeme yiizeyleri iizerindeki hiicre miktar1 DNA analizi ile hiicre kiiltiirii
calismasinin 7, 14, 21 ve 28. giinlerinde belirlenmistir. Ornekler, 2 kere D-PBS ile
yikanarak analiz giiniine kadar -80°C’de saklanmistir. Analiz dncesi hiicre par¢calanmasini
saglamak i¢in Ornekler 500 pL lizis ¢ozeltisi (%0.01 v/v Triton X-100 igeren PBS
cozeltisi) icerisinde 30 dk boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Kalibrasyon
grafiginin eldesi i¢in 50°C’de 30 dk inkiibe edilen DNA standartlart ile iki farkli derisimde
(100 pg/mL ve 10 pg/mL) DNA stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra 0.05 pg/mL boya
konsantrasyonuna sahip boya ¢dzeltisi (9 mL su + 1 mL analiz tamponu + 0.5 pL
bisbenzimid) hazirlanmistir. Cizelge 3.5’te belirtilen olgiilerde DNA stok ¢dzeltisi ile

karigtirilan boya ¢ozeltisi tizerinden kalibrasyon grafigi elde edilmistir.
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Cizelge 3.5. Kalibrasyon grafigi i¢in gerekli DNA miktarlar1 (20-1000 ng)

Ornek DNA stok ¢ozeltisi DNA stok ¢ozeltisi Boya cozeltisi DNA miktar:

(10pg/mL) (100pg/mL) (ng)

1 - - 200 pL 0

2 2uL - 200 pL 20

3 5uL - 200 pL 50

4 10 pL - 200 pL 100

> - 2L 200 uL 200

6 - 5uL 200 pL 500

7 - 10 L 200 uL 1000

Inkiibasyon sonras1 12,000 rpm’de 10 dk oda sicakliginda santrifiijlenen érnekler alimis
ve Onceden 200 pL boya ¢ozeltisi eklenen 96 gozli kiiltiir kabinin goézlerine 10’ar pL
olacak sekilde eklenmistir. Analiz, Cary Eclipse marka mikroplaka okuyucuda 20 nm slit
araligi, 360 nm eksitasyon; 460 nm emisyon degerlerinde gerceklestirilmistir. Her bir grup

icin en az 3 paralel ile ¢alisilmistir.

3.4.6. Kollajen analizi

Kollajenin yapisinda bulunan hidroksipirolin amino asidinin miktarsal dl¢timiine dayali bu
analiz, hiicre kiiltiiri calismasinin 14. ve 28. giinlerinde yapilmistir ve kolorimetrik
hidroksiprolin analiz kiti (BioVision, ABD) kullanilmigtir. Hidroksiprolin, doku
yapilarinin  hidrolizatlarinda bulunan kollajen miktariin dogrudan dlgitiidiir.  Kit
icerigindeki protokoller sirastyla izlenmistir. Ozetle, ekstraksiyon igin homojenizasyon
amagh ornekler tizerine 100 uL ultra saf su eklenmis ve daha sonra 100 uL 12 N HCl ile 3
saat boyunca 120°C’de inkiibasyon gerceklestirilmistir. Ug¢ saat sonunda vortekslenen
ornekler 10,000 rpm’de 3 dk boyunca santrifiijlenerek cokelti ve silipernatan ayrimi
saglanmistir. Elli uL siipernatan 96 gozlii bir Petri kabina alinarak 1 gece boyunca g¢eker
ocakta kurutulmustur ve kuruyan 6rnekler tizerine 100 uL kloramin T ajan1 eklenerek 5 dk
oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Daha sonra 100 uL. DMAB reaktanti eklenerek 60°C’de
90 dk boyunca inkiibasyona devam edilmistir. Kimyasal reaksiyonun sonucunda olusan
hidroksiprolinin absorbans1 560 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda kolorimetrik

olarak ol¢iilmiistiir. Absorbans degerleri daha 6nce elde edilmis olan ve Ek 2’de verilen
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kalibrasyon egrisi yardimiyla oOrneklerin kantitatif hidroksiprolin icerigi miktarina

dontstiirilmiistiir.

3.4.7. Ger¢ek zamanl ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

Hiicre kiiltiiriiniin 7, 14, 21 ve 28. giiniinde toplanan hiicre ekili 6rnekler iizerinden
yiiriitiilen analizin amaci, hiicrelerin osteoblastlara 6zgii genleri (osteokalsin-OCN,
osteopontin-OPN, tip-1 kollajen-Collal, runt-baglantili transkripsiyon faktorii 2-RUNX2)
eksprese edip etmediginin incelenmesidir. Toplanan ornekler iizerine Qiazol (trizol
cozeltisi) eklenerek hiicrelerin pargalanmasi saglanmis ve kloroform ile faz ayrimi
gerceklestirilerek santrifiigasyon sonrast RNA silipernatanda toplanmistir. Bu asamadan
sonra RNA izolasyonuna Qiagen’in RNeasy Mini Kit’i ile devam edilmistir. Kit i¢erisinde
belirtilen protokol kapsaminda RNA izolasyonu sonras1 Yiiksek Kapasite cDNA Ters
Transkripsiyon Kit (Applied Biosystem) yardimi ile cDNA sentezi gerceklestirilmistir.
Arastirma grubumuzca kullanilan Light Cycler Nano, RT-PCR analiz sistemi (Roche,
Isvigre) ile yapilan RT-qPCR analizi i¢in Solis Biodyne’in 5x HOT FIREPol® ve
EvaGreen® qPCR Supermix ¢ozeltisi kullanilmistir.

Cizelge 3.6. Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in primer dizileri

Hedef Erisim numarasi Primerler (5'-3")

F-GTGCTATGTTGCCCTAGACTTCG

B-Aktin NM_007393.5 R-GATGCCACAGGATTCCATACCC
Kollajen I F-CAAGATGTGCCACTCTGACT
NM_007742.4
(Collal) R-TCTGACCTGTCTCCATGTTG
, F-CTTTCTGCTCACTCTGCTG
Osteokalsin
OCN) NM_007541.3
R-TATTGCCCTCCTGCTTGG
Osteovontin F-CACTTTCACTCCAATCGTCCCTAC
( OPN%’ NM_001204201.1
R-ACTCCTTAGACTCACCGCTCTTC
F-GCATGGCCAAGAAGACATCC
RUNX2
R-CCTCGGGTTTCCACGTCTC
F-GGAGATGGTATGGGCGTCTC
ALPL NM_007431.3

R-GGACCTGAGCGTTGGTGTTA

41



Her bir genin ekspresyon degerinin referans gen olarak segilen B-aktin geni ekspresyonuna
oran1 2”**““ metodu kullanilarak hesaplanmistir. Genler icin kullanilan primerler Metabion
(Almanya) firmasindan temin edilmistir. Genlere ait primer dizileri Cizelge 3.6’da

verilmistir. Her bir grup i¢in en az 3 paralel ile ¢caligilmustir.

3.4.8. Immunofloresan boyama ve canl/6lii hiicre goriintiilleme

Hiicre kiiltiiriiniin 1. saati ve 28. giiniinde hiicre ekili drnekler {izerinden gerceklestirilmis
bu analiz i¢in 4 farkli boyanin kullanildig: iki farkli yontem uygun goriilmiistiir. Hiicre
iskeleti ve c¢ekirdeginin boyanacagi Alexa Fluor 488 konjuge anti F-aktin
antikor/Propidyum Iyodiir (PI) boyamasmin hiicrelerin morfolojileri hakkinda bilgi
edinmeye yardimci olacagi diisiiniilmiistiir. Bu boyama i¢in, hiicrelerin {izerindeki kiiltiir
ortami1 uzaklastirilmis ve 6rnekler 3 kere D-PBS ile yikanmistir. Oda sicakliginda %2.5’luk
(v/v) glutaraldehit ¢ozeltisi ile 30 dk boyunca fikse edilen 6rnekler 2 kez PBS ile yikanmig
ve %0.1 Triton X-100 ¢ozeltisi igeren PBS ile 5 dk inkiibe edilerek membran gegirgenligi
saglanmstir. Inkiibasyon sonunda oérnekler 2 kere PBS ile yikanarak fazla Triton X-100
uzaklastirilmis ve %1 Sigir Serum Albiimin (w/v) igceren PBS (PBS/A) ¢ozeltisinde 1:100
diliisyonda hazirlanan anti F-aktin antikoru ve hiicre ¢ekirdeginin boyanmasi ig¢in 1:1000
dilisyonda kullanilan PI ile 30 dk boyunca oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi1 érnekler PBS/A ile 3 kere yikanarak konfokal mikroskobu
(Zeiss LSM 510, Almanya) ile analiz edilmistir. Her bir grup i¢in en az 3 paralel ile

calisilmistir.

Hiicrelerin 28. giindeki canliliklart ise Calcein AM ve Etidyum Homodimer-1 boyalari
kullanilarak analiz edilmistir. Ca** ve Mg®" igeren D-PBS (D-PBS+) ile yikanan Srnekler,
1 uM Calcein AM ve 1 puM EthD-1 iceren D-PBS+ ile 30 dk boyunca karanlikta inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonras1 D-PBS+ ile 2 kez yikanan &rnekler, konfokal mikroskobu

ile analiz edilmistir. Her bir grup i¢in en az 3 paralel ile calisiimustir.

3.4.9. Istatistiksel analiz

Calisma sonuglar1 Graphpad Software Instat - Prism programi kullanilarak istatistiksel
acidan degerlendirilmistir. Farkli gruplarin istatistiksel olarak karsilastirilmast igin One
Way Anova testi uygulanmis ve p-degerinin 0.05’ten az oldugu durumlar anlamli kabul

edilmisgtir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISILMASI

Bu boéliimde tez calismasi kapsaminda gerceklestirilen deney ve analiz sonuglarindan s6z
edilmis ve c¢iktilar {izerine tartismalar yapilmistir. Ilk olarak, PEEK implant
malzemelerinin ylizeyine yapilan piiriizlendirmeye yonelik uygulamalar ve karakterizasyon
sonuclari incelenmistir. Bu piirlizlendirmeler iizerine biyoaktiviteyi ve osseointegrasonu
saglayan nano hidroksiapatit (nHAp) ile bor katkili nano HAp (B-nHAp)’in mikrodalga
destekli biyomimetik yontemle kaplamalar1 ve kaplanmis PEEK malzemelerin
karakterizasyonu detayli bir sekilde incelenmistir. Ikinci asamada, farkli yontemler
kullanilarak gerek piiriizliliigli degistirilmis gerekse piiriizlendirme {izerine kaplama
yapilmis ornekler ile gergeklestirilen hiicre kiiltiir calismalarinin sonuglarina yer verilmis

ve bu sonuglar ilgili literatiir ile karsilastirilarak yorumlanmistir.
4.1. PEEK Implant Malzemelerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

PEEK’in yiiksek termal ve kimyasal direnci, korozyon mukavemeti, toksik olmamasi,
mekanik Ozelliklerinin metalik implantlara gore kortikal kemige daha yakin olmasi ve
FDA onay1 tasima gibi 6zellikleri uzun yillardir implant malzemesi olarak kullanimina
olanak saglamaktadir [3]. Bununla birlikte PEEK’in biyoinert dogasi uygulamalara
kisitlamalar getirmektedir ve implantasyon sonrast malzeme-kemik etkilesiminde
osseointegrasyonunun saglanamamasi sonucu uygulamanin basarisizligina neden
olmaktadir [2]. PEEK’in biyoaktivitesini artirmak amaciyla kullanilan yontemlerden biri
malzeme yiizeyinin mekanik, fiziksel ve kimyasal etkilerle modifiye edilerek
pliriizliilligiiniin degistirilmesidir [5]. Literatiirde yiizey piiriizliiligliniin hiicre tutunmasina
etkisinin incelendigi g¢aligmalar bulunmaktadir. Tez ¢aligmasinin ilk asamasinda bu
yaklagimlarin malzeme yiizeyinde meydana getirdigi ve in-vitro’da hiicrelerle olan
etkilesimindeki degisiklikler incelenmistir. Ikinci asamada ise bu modifikasyonlarin nHAp
ve B-nHAp kaplanma verimine etkisi ve bu orneklerle gerceklestirilmis in-vitro hiicre
kiiltiirli caligmasindan alinan cevaplar irdelenmistir.

4.1.1. PEEK malzemenin kesimi, piiriizsiizlendirilmesi ve modifikasyon oncesi
temizlenmesi

Medikal kullanima uygun PEEK, Os Implant (Tiirkiye) firmasindan Sekil 4.1.a’da
gosterildigi gibi 1.9 cm ¢apli 50 cm boyunda silindir ¢ubuk formunda temin edilmistir.
Calismalarda kullanimini kolaylagtirmak adma ¢ubugun 1 mm kalinlikta pul parcalar

seklinde kesimi gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.1. (a) Firmadan tedarik edilen PEEK silindir, (b) kesim sonrasi1 zimparalama yonii,
ve (c) PEEK o6rneklerin modifikasyon dncesi goriintiileri

PEEK’in yiiksek kopma dayanimi ve sertligi gibi mekanik 6zellikleri nedeniyle bu kalinlik
ve uzunluktaki bir silindirin diger polimerlerle karsilastirildiginda makas, maket bicagi,
bisturi gibi el kuvvetiyle ¢alisan bir aletle kesimi miimkiin olmamaktadir. Her ne kadar
yliksek camsi gegis ve erime sicakligi degerine [134] sahip olsa da nihayetinde bir polimer
olan PEEK, kesim esnasinda bigagin yarattig1 siirtinmeye bagl olusan yiiksek sicaklik
bolgeleri nedeniyle su jeti, lazer kesim yapan CNC tezgahlar1 gibi genellikle metal
parcalarin kesiminde kullanilan yontemlerle de kesilememektedir. Bu nedenle malzeme
kesiminde Ivedik Organize Sanayi Bolgesi’nde faaliyet gosteren SMS Tibbi Cihazlar
firmasindan destek alinarak klasik torna tezgahi ya da freze tezgahi olarak adlandirilan
sistem kullanilmigtir. CNC tekniginde oldugu gibi kesilecek malzeme kalinliginin
bilgisayar komutlariyla ayarlandigi kesme islemi talag ¢ikardigi ve malzeme yiizeyindeki
bicak izlerinin giderilmesi gerektigi icin Sekil 4.1.b’de gosterildigi gibi 800 numara
zimpara kagidi ile tek yonlii zimparalama islemi 6rneklere 5 dk boyunca uygulanmigtir.
Zimparalama sonrasi malzeme {izerindeki kalintilar1 temizlemek amaciyla yikanan
ornekler kurutulduktan sonra Sekil 4.1.c’de gosterildigi gibi modifikasyona hazir hale

getirilmigtir.
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4.1.2. PEEK malzemenin mekanik olarak modifikasyonu

Kumlama ile yiizey piiriizliiliigliniin degistirilmesi teknigi, PEEK’in dis implant1 olarak
kullanildig1 uygulamalarda siklikla tercih edilen bir tekniktir. Bu g¢alisma kapsaminda
kumlama teknigi ile malzemenin biyoinert dogasinin giderilmesi hedeflenmis olsa da
teknik genellikle PEEK yiizeyin pirizliliglinin artirillmas1 ile mekanik 6zellikler,
baglanma kuvveti ve islatilabilirlik 6zelliginin degisimi arasindaki iligkinin incelendigi
caligmalarda kullanilmaktadir [135]. Schmidlin ve ark., farkli ylizey modifikasyonlarinin
dental uygulamalarda kullanilan PEEK malzemenin yapisma mukavemetine olan etkisini
inceledikleri calismada asit daglama ve farkli partikiil biiyiikliigiine sahip aliiminyum
parcaciklarla kumlama yontemini karsilagtirmis ve baglanma mukavemeti en yiiksek
orneklerin asit modifikasyonu sonucu elde edildigini belirtmistir. Calisma her ne kadar
dental uygulamalarda kullanilacak bir malzeme i¢in yliriitiilmiis olsa da malzemenin in-
vitro’da olusturacagi cevap incelenmemistir [136]. Deng Y. ve ark., olusturduklar1 karbon
fiber- PEEK- hidroksiapatit iicli kompozitinin yiizeyinde farkli tanecik biyiiklikli
aliminyum oksit pargaciklarla gergeklestirdikleri kumlama islemi sonrasi olusan
piiriizliiliigiin in-vitro osteogenez ve in-vivo osseointegrasyona etkisini incelemistir. In-
vitro’da piiriizlendirilen yiizeylerin, hiicre tutunmasi ve farklilagmasini tesvik ettigi
saptanmis ve sonuglarin in-vivo deneylerle uyumlu oldugu belirtilmistir [13]. Deng F. ve
ark, kemik yerini alacagini savunduklar1 TiO»/PEEK kompozitlerinin iiretimi, in-vitro ve
in-vivo caligmalarinda, klinikte hemen hemen tiim implant malzemelerin yiizeyinin
kumlama ile piiriizlendirildigini belirtmislerdir [137]. Ourahmoune ve ark. ise, bir
caligmalarinda kumlama modifikasyonunda i1slak ve kuru kumlama arasindaki farka
deginerek 1slak kumlama sonucu yiizey kristalinitesinde degisim oldugunu belirtmislerdir

[138].

PEEK malzemenin mekanik olarak modifikasyonunda kullanilan kumlama y6nteminin
biyoaktiviteye etkisinin yan1 sira HAp kaplama morfolojosine etkisi ve bu etkinin in-vitro

hiicre kiiltliriinde yaptig1 degisiklikler ilk defa bu tez ¢aligmasi kapsaminda incelenmistir.

4.1.3. PEEK malzemenin fiziksel modifikasyonu

NaOH cozeltisi ile fiziksel modifikasyon, PEEK’in implant malzemesi olarak kullaniminin
disinda uzay, havacilik ve yakit pili uygulamalarinda da kullanilan bir yontemdir [139].
Modifikasyon yonteminin biyomalzeme alanindaki kullanimina bakildiginda ise ilk
calisma Ha ve ark.’na ait olup, calismada karbon fiberlerle giiclendirilmis PEEK

kompozitinin yiizeyinde aliiminyum parcaciklarla olusturulan piiriizliiliik iizerine buhar
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plazma spreyleme yontemiyle Ti kaplama yapilmistir [96]. Kaplama sonras1 drnekler 10 M
NaOH c¢ozeltisi ile 60°C sicakliktaki 80 rpm hizinda ¢alkalamali etiivde 2 saat boyunca
muamele edilmistir. Kokubo’nun hazirladigt SBF ¢ozeltisi kullanilarak HAp kaplanan
yiizeylerde NaOH modifikasyonunun malzeme ylizeyinde daha fazla HAp birikimini
sagladig1 saptanmis ve sonuglar kontrol grubu olarak secilen Ti 6rneklerle karsilastirmali
olarak verilmistir [96]. Pino ve ark., calismalarinda UHMWPE (ultra yiiksek yogunluklu
polietilen), HDPE (yiiksek yogunluklu polietilen) ve PEEK 0Ornekler iizerine SBF
cozeltisinden oda kosullarinda HAp c¢okelme siirelerini incelemislerdir. Coktiirme Oncesi
60°C etiivde 48 saat boyunca farkli derisimlerde NaOH ¢d6zeltisi ile muamele edilen
orneklerde artan NaOH ¢o6zelti derisimi ile HAp ¢okelme siiresi arasinda ters oranti oldugu
saptanmistir [80]. Zhou ve ark.’nin bu ¢alismadan yola ¢ikarak yaptiklari calismada NaOH
cozeltisi ile modifikasyon siiresini kisaltmak adina 800 W mikrodalga enerjisi kullanilarak

modifikasyon 4 dk.da gerceklestirilmistir [107].

Tez caligmast kapsaminda ise 10 M NaOH ¢ozeltisi ile modifikasyonda hem 48 saat 60°C
etlivde muamele hem de 4 dk boyunca 800 W mikrodalga enerjisi ile muamele yontemleri
denenmis ancak yontemler arasinda, siirenin kisaltilmasindan baska bir {stiinliik

saptanmamistir.

Mekanik ve fiziksel olarak modifiye edilmis Orneklere ek olarak piriizliiliigin HAp
kaplanma verimine etkisini inceleyebilmek adina kumlanmig ylizeyler {lizerine NaOH
daglama ve NaOH daglama iizerine kumlama yapilarak modifikasyonlar birlestirilmeye
calisilmistir. Bu agamada kumlamanin ylizeyde yarattigi agresif piiriizliiliik nedeniyle
NaOH daglama iizerine kumlama modifikasyonu yapilan grupta NaOH muamelesinin
etkilerinin tamamen soniimlendigi saptanmis ve 4. grup olarak kumlama {izerine NaOH
daglama yapilan grup secilmistir.

4.1.4. Mekanik ve/veya fiziksel modifikasyonu yapilmis PEEK malzemelerin yiizey
karakterizasyonu

Tez calismasi dahilinde yapilan yiizey modifikasyon islemleri literatiirdeki benzer
caligmalar g6z Oniinde bulundurularak cesitli tekniklerle karakterize edilmis ve bu

boliimde sonuclart detayli olarak incelenmistir.
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4.1.4.1. Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

Zimparalama sonrast yiizeyinde tek yonlii izlerin olustugu PEEK malzemenin ve
ylizeyinde gerceklestirilen modifikasyon sonrasit morfolojik degisimlerin incelenebilmesi

icin SEM analizi yapilmig ve sonuglar Sekil 4.2°deki fotograflarda gdsterilmistir.

K-PEEK B-PEEK

N-PEEK

K|NPEEK

Sekil 4.2. B-PEEK, K-PEEK, N-PEEK ve K,N-PEEK &rneklerin yiizey modifikasyonu
sonrasi farkli biiytitmelerdeki SEM goriintiileri. Olgek ¢ubuklari soldan saga sirasiyla 100
um, 20 um ve 10 um’yi temsil etmektedir.

B-PEEK oOrneklerin yilizeyi zimparalama ile piiriizsiizlendirilmis ve morfolojik olarak
malzemenin zemini hakkinda bilgi edinilmistir. Zimparalama sonrasi yiizeyde tek yonlii
kanal benzeri yapilarin olustugu belirlenmistir. Malzeme ylizeyine kumlama teknigi ile
yapilan mekanik modifikasyon sonucu K-PEEK o&rneklerin yiizeyinin homojen bir sekilde
piiriizlendirildigi gorilmistir fakat homojenitenin agresif bir sekilde ilerledigi

saptanmigtir. NaOH daglama teknigi kullanilarak modifiye edilen N-PEEK gruplarda ise
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ylizeyin daglama sonucu gerilerek zimparalama yonii dogrultusunda kanallarin agilmasina
neden oldugu gozlenmistir. Mekanik ve fiziksel modifikasyonun bir arada kullanildig:
K,N-PEEK 6rnek grubunda ise kumlamanin yarattig1 agresif topografyada yapilan NaOH
daglamanin etkisi pek belirgin olmamakla birlikte, kabaca piiriizler ilizerinde daglamaya

bagli matlasma goriilmiistiir.
4.1.4.2. Enerji dagihmh X-151m1 mikroanalizorii (EDX) analizi

SEM analizinde kullanilan Au/Pd kaplanmis 6rnekler EDX analizinde de kullanilmigtir.
Analiz sirasinda yiizeyde kaplamaya bagl olarak Au ve Pd da tespit edilmis ancak pikler
spektrum iizerinde isaretlenmemistir. Sekil 4.3°te modifiye edilmemis ve mekanik ve/veya

fiziksel modifikasyonu gergeklestirilmis PEEK 6rneklere ait EDX analizi sonuglarina yer

verilmistir.

1 c B-PEEK | K-PEEK
0

l . — —_

e N-PEEK K,N-PEEK

e

Sekil 4.3. B-PEEK, K-PEEK, N-PEEK ve K,N-PEEK o&rneklere ait EDX spektrumlari

Analiz sonras1  modifiye edilmemis PEEK Orneklerle mekanik ve/veya fiziksel
modifikasyonu gerceklestirilmis drnekler arasinda farka rastlanmamistir. Analizde, PEEK
polimerinin yapisinda bulunan karbon (C) ve oksijen (O) elementlerine ek olarak kaplama
sonrast ylizeyde biriken Au ve Pd disinda higbir element saptanmamistir. Bu bulgu

mekanik modifikasyon sonrast kum kalintilarindan kaynaklanacak Silisyum (Si)
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elementinin ve fiziksel modifikasyon sonrast yapida NaOH izlerinin bulunmadigini ifade
etmektedir. Boylece modifikasyonlar sonrasi yapilan yikama isleminin yeterli oldugu

sonucuna varilabilmektedir.
4.1.4.3. Yiizey piiriizliiliigiiniin tayini

Malzeme ylizey piriizliliigiiniin belirlenmesinde pertometre analizi kullanilmistir ve
sonuclar Cizelge 4.1°de verilmistir. Pertometre cihazinin probu tiim malzeme iizerinde
gozlemlenebilecek biiylikliikteki modifikasyon etkilerine dik ve paralel olarak yiizeyi
taramis ve topladig1 piiriizliiliik degerlerini kantitatif verilere gevirmistir. Analiz, yiizeyin
biiyiik bir boliimiiniin veya tamaminin taranmasina olanak verdigi i¢in atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) gibi kiigiik alanlarin tarandig1 analizlere kiyasla gorece daha gecerli bir
yontemdir. Pertometre analizinde K-PEEK 6rneklerin SEM goériintiileriyle paralel olarak
kumlamanin malzeme yiizeyinde yarattig1 agresif uygulamanin piiriizliiliigii en ¢ok artiran
modifikasyon oldugu saptanmigtir. Kumlama modifikasyonunda, modifikasyona dik ve
paralel yiizey piriizlilik degerlerinde yakin sonuclar elde edilmis ve homojen

piiriizlendirmenin gergeklestirildigi bu analizle de tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Mekanik ve fiziksel olarak modifiye edilmis PEEK malzemelerin pertometre analiz
sonuglari

Modifikasyona dik piiriizlillik = Modifikasyona paralel piiriizliliik

Ornek Ra (nm) Ra (nm)
B-PEEK 082.7+£23.3 488.0+1.4
K-PEEK 5051.0+£27.3 4056.0+40.9
N-PEEK 2884.0+3.4 1077.0+£82.1

K,N-PEEK 4404.0+21.2 2586.0+14.5

N-PEEK orneklerin Ra degerleri incelendiginde yilizeyde olusan kanal benzeri yapilara dik
olan degerin paralel olan degerden daha yiliksek oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar,
kanallara paralel dogrultuda piiriizliiliigiin azaldigin1 ve hiicre tutunmasi i¢in daha uygun
ptriizliilik degerlerine sahip malzemeler elde edilebilecegini gostermistir. K,N-PEEK
orneklerde ise kumlamanin yarattig1 agresif yapt NaOH daglama ile bir miktar
sonlimlenmis olsa bile kanallara dik konumlarda kumlamanin etkisi belirgin bir sekilde
goriilmektedir. Modifikasyona paralel bolgelerde NaOH bosluklara yayilarak piirtizliligii

optimal degerler seviyesine ¢ekmistir.
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4.1.4.4. Su temas acis1 (WCA) olciimii

Modifiye edilmis PEEK ylizeylerde asili damla metoduyla gergeklestirilen su temas agisi
analizine ait 6l¢iim degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Modifiye edilmemis yiizeylerin su
temas acist degeri, mekanik ve fiziksel modifikasyon sonucu elde edilmis orneklerin
degerleriyle karsilastirildiginda, modifikasyon sonrasi piiriizliiliige bagh olarak artan yiizey
alaniin, geriliminin ve enerjisinin damlacigin yiizeyde yayilmasimi zorlastirdigi ve
damlacik-PEEK-hava ara yiizeyinde daha biiylik su temas agis1 degerleri olusturdugu
saptanmistir. Artan su temas agis1 degerleri malzemenin hidrofobisitesinde yasanan artigin

kantitatif bir 6l¢iitii olarak alinmistir.

Cizelge 4.2. Mekanik ve fiziksel olarak modifiye edilmis PEEK malzemelerin su temas agis1 6l¢iim
sonuglari

Ornek Su Temas Acisi (°)
B-PEEK 62.8+2.9
K-PEEK 90.8+3.3
N-PEEK 71.0£9.6

K,N-PEEK 108.6+1.7

Kumlama yonteminin kullanildig1 ¢alismalarda mikropiiriizliliigiin hidrofilisiteyi artirdigi
belirtilmis [13] olmasina karsi nanopiiriizliiliigiin malzeme yiizeyinde hidrofobik etki
yarattig1 saptanmustir. Agresif piirtizlilik ile karsilastirildiginda NaOH daglama sonucu
elde edilen diisiik yiizey enerjili kanallar boyunca yayilabilecek zemin bulan su
damlaciginin su temas agisi degerinin daha kiigiik oldugu gozlemlenmis ve malzeme
ylizeyinin hidrofilisitesinin artiritlmasinda kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Bununla
birlikte, mekanik ve fiziksel modifikasyon bir arada kullanildiginda daglama sonucu
olusan kanal i¢i piiriizliiliigiiniin yiiksek olmasi ylizey gerilimini artirarak hidrofobisiteyi
baskin hale getirmistir. Tiim bu modifikasyonlar sonucu elde edilen ylizeylerde olusturulan
nano piiriizliiliklerin, bir sonraki basamakta yapilacak nano HAp ve nano B-HAp kaplama
islemleri i¢in ekstra ylizey alani olusturarak yiizeydeki detaylar arasina yerlesecek HAp ve
B-HAp partikiiller i¢in uygun ortam saglayacagi ongoriilebilmektedir. Yiiksek piiriizliiliige
bagli en yliksek hidrofobisiteye sahip K,N-PEEK grubunun, biyomalzeme yiizeylerin
islatilabilirlik — gerekliligini  karsilayamayacagindan  hiicre  kiiltirii  ¢aligsmalarinda

kullanilmamasina karar verilmistir.
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4.1.4.5.Toplam reflektans1 azaltilmis — Fourier doniisiim kizilotesi spektroskopisi
(ATR-FTIR) analizi

ATR-FTIR analizi PEEK malzeme yiizeyinde yapilan modifikasyonlar sonucu olusan
kimyasal yap1 degisikliklerini incelemek igin gerceklestirilmistir. Sekil 4.4’te B-PEEK

ornege ait FTIR spektrumu gdsterilmistir.
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Sekil 4.4. B-PEEK o6rnege ait ATR-FTIR spektrumu

Yukarida verilen spektrum Cizelge 4.3 ile beraber degerlendirildiginde modifiye
edilmemis 6rneklerin PEEK polimerine ait literatiirdeki biitlin karakteristik piklere sahip

oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4.3. PEEK polimerine ait karakteristik FTIR pikleri [3, 93, 103]

Illllflill;‘aSl Dalga Boyu Pik karakteristigi
1 2940-2915 cm’! Benzen‘halka}smda'ki CH.2 grgplgrmm
asimetrik gerilme titresimi
) 2870-2840 cm’! Benzen halkasmda}ki CHZ grpp}armm simetrik
gerilme titresimi
3 1850-1550 cm’™! C=0 gerilme titresimi
4 1650,1490 ve 928 cm’! Difenil keton bandi
5 1310,1280 ve 1010 cm’ P0limerizasyZglgf);g?f;ﬁi?al;?llanllan tipik
6 1230 cm™ Arileter band1
7 11861158 cm’! Diaril eter gruplarinin karakteristik C-O-C

gerilme piki

Sekil 4.5’te PEEK polimerinin modifikasyonu sonucu elde edilen 6rneklere ait ATR-FTIR

spektrumlarina yer verilmistir.

Gegirgenlik (%)
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K-PEEK
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Sekil 4.5. B-PEEK, K-PEEK, N-PEEK ve K,N-PEEK o6rneklere ait ATR-FTIR
spektrumlarinin karsilastiriimasi

Sekil 4.5 incelendiginde ylizey modifikasyonunun gruplar arasinda ylizey kimyasi

acisindan anlamli bir farklilik yaratmadigi gozlemlenmistir. B-PEEK o6rneklerin ATR-
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FTIR spektrumu ile hemen hemen ayni 6zelliklere sahip PEEK 6rneklerin ylizey yapisinda

herhangi bir degisiklik olmadig1 saptanmigtir.
4.1.4.6.Biyoaktivite testi

Kemik implant malzemesi olarak kullanilan biyomalzemelerin biyoaktivitesinin analizinde
Kokubo ve ark. tarafindan gelistirilen derisimi insan kan plazmasiyla ayn1 olan SBF
cozeltisi Bolim 3.2.4.6’da verilen receteye uygun olarak hazirlanmigtir. B-PEEK, K-
PEEK, N-PEEK ve K,N-PEEK ornekler kullanilarak gergeklestirilen 28 giinliik
inkiibasyon sonrasi Ornekler iizerinde biriken HAp miktar1 inkiibasyonun 7. ve 28.

giiniinde SEM ve XRD analizleri ile incelenmistir.
Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi

Biyoaktivite testi yapilirken haftalik ortam degisimleri sirasinda inkiibasyonun 7. ve 28.
giinlinde alinan 6rnekler nazikce yikandiktan sonra oda sicakliginda kurutulmus ve analize
kadar desikatorde saklanmistir. Analiz 6ncesi Au-Pd ile kaplanan Orneklere ait SEM

gorlintiilerine Sekil 4.6’da yer verilmistir.

B-PEEK K-PEEK N-PEEK K,N-PEEK

o - sr——n
a7

7.gilin

28.giin

Sekil 4.6. B-PEEK, K-PEEK, N-PEEK ve K,N-PEEK oOrneklerin SBF ¢dzeltisine
daldirildiktan 7 ve 28 giin sonraki SEM gériintiileri. Olgek ¢ubuklari biiyiik fotograf ve sag
iist kosedeki fotograf igin sirastyla 100 pum ve 10 pm’yi temsil etmektedir. Oklar yiizey
tizerine ¢okelmis HAp partikiilleri gostermektedir.

SEM goriintiileri XRD analiz sonuglar1 ile beraber yorumlandiginda ornekler iizerinde
7.glinde biriken HAp miktarinda 28.giinde tiim 6rneklerde artis olsa da en yogun birikim
K-PEEK orneklerde saptanmistir. K-PEEK oOrnekler lizerindeki agresif piiriizliiliik goz

onlinde bulunduruldugunda HAp birikiminin en yiiksek bu grupta ¢ikmasi beklenen bir
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sonu¢ olmakla beraber, N-PEEK oOrneklerde daglamaya bagli agilan kanallarda HAp

birikimi gorece daha az olmustur.
X sinit kirtnimi (XRD) analizi

Cu kaynak kullanilarak 26 degeri 3°-50° aralifinda 1°’lik gelis agisiyla 2°/dk tarama
hizinda gerceklestirilen XRD analiz sonuglar1 Sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7. Biyoaktivite testinin (solda) 7. ve (sagda) 28. giiniinde toplanan (yukaridan
asagl) B-PEEK, K-PEEK, N-PEEK ve K,N-PEEK o6rneklere ait XRD spektrumlari

Ilgili sekil incelendiginde 7. giinde tiim gruplarin PEEK’e ait karakteristik XRD
spektrumlarina sahip olmalar ile birlikte HAp’a 6zgii bdlgede belirgin olmayan bir pik
elde edilmistir. Bununla beraber, 28.glin XRD sonuglar1 incelendiginde PEEK yapisinda
SBF ¢ozeltisinde bekletmeye bagli bir degisim olmadigi, ancak kristalin HAp fazina ait
piklerin siddetinde artis oldugu gozlemlenmistir [13].

4.2. Mikrodalga Destekli Hidroksiapatit ve Bor Katkili Hidroksiapatit Kaplamalar ve
Karakterizasyonu

Bu boélimde modifikasyonu mekanik ve/veya fiziksel olarak tamamlanmig PEEK
orneklerin yiizey topografisinin biyomimetik yontem kullanilarak 10xSBF-benzeri

cozeltiden mikrodalga destekli nHAp ve B-nHAp kaplanma verimine etkisi ve bu etkinin
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in-vitro cevaplarda olusturacagi degisiklikleri incelemek igin gergeklestirilen kaplama

sonrasi karakterizasyon analizleri irdelenmistir.

4.2.1. Mikrodalga destekli hidroksiapatit kaplama

Biyomimetik yontem kullanilarak derisimi insan kan plazmasinin 10 kat1 olan SBF-benzeri
cozelti Boliim 3.3.1°de verilen receteye uygun olarak hazirlanmis ve kaplama islemi, daha
once lzerinde durulan siireyi kisaltma, homojen ve minimum sicaklik
gradienti olusturma gibi avantajlar1 nedeniyle mikrodalga destegi ile gerceklestirilmis-

tir [118].

4.2.2. Mikrodalga destekli bor katkili hidroksiapatit kaplama

Biyomimetik yontem kullanilarak 10xSBF-benzeri ¢6zeltiden mikrodalga destekli HAp
iiretiminin yan sira ayni1 yontem kullanilarak ve regetede gerekli degisiklikler yapilarak B-
HAp iiretimi de gerceklestirilmistir. Literatlirde borun kemik doku olusumunu ve
farklilagsmasin1 destekledigi ¢alismalar bulunmakla birlikte, bor katkili 10xSBF-benzeri
cozelti iiretimi ilk defa arastirma grubumuzca gelistirilmistir [9]. Bu ¢alisma kapsaminda
kullanilan nHAp ve B-nHAp kaplanmig B-PEEK 6rnekler iizerinden yapilan ve sonuglari
Boliim 4.3’te yer alan optimizasyon c¢alismasi dogrultusunda hiicre kiiltiirii caligmalarinda
B-nHAp kapli orneklerin kullanilmasina karar verilmistir. Mikrodalga destekli
hidroksiapatit ve bor katkili hidroksiapatit kaplamalar1 6zetlemek amaciyla Cizelge 4.4’te
nHAp ve B-nHAp iiretim kosullarinin ve Cizelge 4.5’te iiretim sonrasi elde edilen nHAp
ve B-nHAp’1n igeriklerinin karsilastirilmasi verilmistir.

Cizelge 4.4. nHAp ve B-nHAp diretim yontemlerinin karsilastirilmasi, [/33] den
degistirilerek

HAp H,BO; NaOH NaHCO; Mikrodalga kosullar:
ornek (mg)* oM (@) pH Giic (W) Tekrar x
(pL)** siire(s)
nHAp 0 - 0.0840 - 600 9x30
B-nHAp 10 900 0.0840 ﬂZdO()23 600 9x30

*100 mL ve **1000 mL icerisindeki miktarlar: temsil etmektedir.
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Cizelge 4.5. nHAp ve B-nHAp igeriklerinin karsilastirilmasi, /133] 'ten degistirilerek

HAp

ornek Ca (%) P (%) B (%) Ca/P* Ca/P+B* P/B*

nHAp 34.40+0.28 16.55+0.07 - 1.61 - -
B-nHAp 28.10+0.28 15.55+0.35 1.15£0.11 1.40 1.16 4.75

# Ca/P, Ca/P+B ve P/B molar orani

4.2.3. Mikrodalga destekli hidroksiapatit veya bor katkilh hidroksiapatit kaphh PEEK
malzeme yiizeylerinin karakterizasyonu

PEEK malzemenin modifikasyonu asamasinda kullanilan analiz teknikleri nHAp veya B-
nHAp kapli Orneklerin karakterizasyonu icin de gergeklestirilmis ve alt bagliklarda

karakterizasyon sonuglar1 incelenmistir.
4.2.3.1. Taramal elektron mikroskobu (SEM) analizi

nHAp ve B-nHAp kapli 6rneklerin farkli biiylitmelerdeki SEM goriintiilerine Sekil 4.8’de

ve Sekil 4.9°da verilmistir.

B-PEEK B-PEEK/nHAp B-PEEK/B-nHAp

Sekil 4.8. B-PEEK, B-PEEK/nHAp ve B-PEEK/B-nHAp 6rneklerin farkli biiytitmelerdeki
SEM gériintiileri. Olgek cubuklar1 yukaridan asagiya sirastyla 100 pm, 20 um ve 2 um’yi
temsil etmektedir. Oklar kesim sonrasi zimparalama ile malzeme yiizeyinde olusan
purtizlillikleri, yildizlar ise B-PEEK/nHAp ve B-PEEK/B-nHAp yiizeylerde kaplanan
HAp partikiilleri temsil etmektedir.
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Sekil 4.8 incelendiginde, PEEK o6rnekler iizerine nHAp ve B-nHAp kaplamalarin homojen
bir sekilde gergeklestigi goriilebilmektedir. Bununla beraber nHAp kristalleri igne benzeri
bir morfoloji sergilerken [118], B-nHAp kristalleri literatiirdeki diger HAp molekiillerin
morfolojisiyle benzerlik gdstererek karnabahar ¢icegi formunda bir morfoloji
sergilemektedir [140] . B-PEEK, K-PEEK, N-PEEK ve K,N-PEEK 0Ornekler {izerine
yapilan B-nHAp kaplamalara ait SEM goriintiileri ise Sekil 4.9°da karsilastirilmistir.

N-PEEK/B-nHAp K-PEEK/B-nHAp B-PEEK/B-nHAp

N-PEEK/B-nHAp

K,

Sekil 4.9. B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp, N-PEEK/B-nHAp ve K,N-PEEK/B-nHAp
orneklerin farkli biiyiitmelerdeki SEM gériintiileri. Olgek ¢ubuklar1 soldan saga sirasiyla
100 pm, 10 pm ve 2 um’yi temsil etmektedir. Oklar kesim sonrasi zimparalama ile
malzeme ylizeyinde olusan piiriizliiliikkler ve NaOH daglama sonrasi yilizeyde olusan
kanallari, yildizlar ise B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp ve N-PEEK/B-nHAp
yiizeylerde kaplanan B-nHAp partikiilleri temsil etmektedir.

Sekil 4.9°da B-nHAp kapli tim Orneklerin yiiksek biiylitmelerde c¢ekilen SEM
fotograflarinda B-nHAp partikiillerin karnabahar ¢icegi formundaki morfolojileri

gozlemlenmistir. K-PEEK/B-nHAp oOrneklerdeki nanotopografik agresif piiriizliilik B-
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nHAp kaplamalarin homojenitesini degistirmemis ve bunun yani sira, N-PEEK/B-nHAp
ve K,N-PEEK/B-nHAp oOrneklerde NaOH daglama sonucu olusan kanal yapilar1 da B-
nHAp kaplamalarla beraber gézlenmis ve kanallar arasinda B-nHAp partikiillerin mekanik

olarak baglandig1 saptanmustir.
4.2.3.2. Enerji dagihmh X-151m1 mikroanalizorii (EDX) analizi

Modifiye edilmemis ve mekanik ve/veya fiziksel modifikasyonu tamamlanmis PEEK
ornekler iizerinde yapilan B-nHAp kaplamalarin elementel analizi i¢in Onceki Ornek
gruplarinda oldugu gibi Au/Pd kaplanmis 6rnekler kullanilmis ve bu elementlere ait pikler
spektrum iizerinde isaretlenmemistir. Analize ait EDX spektrumlari Sekil 4.10°da

verilmistir.

Xa 0 Xa

B-PEEK/B-nHAp K-PEEK/B-nHAp
Ca/P = 1.38+0.01 Ca/P = 1.42+0.03

2.00 4.00 6.00 0,00 10.00

0 N-PEEK/B-nHAp * p | Ca K,N-PEEK/B-nHAp
i I Ca/P = 1.36+0.03 Ca/P = 1.44+0.04

2.00 4.00 6.00 5.00 10.00 12,00 ke 2.00 100 6.00

Sekil 4.10. B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp, N-PEEK/B-nHAp ve K,N-PEEK/B-
nHAp orneklere ait EDX spektrumlari

Modifikasyon sonrasi biyomimetik yontem kullanilarak bor katkili 10xSBF-benzeri
cozeltiden mikrodalga destekli B-nHAp kaplama islemi uygulanan 6rnek yiizeylerinde,
PEEK polimerine ait C ve O elementlerine ek olarak yiiksek oranda fosfor (P) ve kalsiyum
(Ca) elementleri tespit edilmistir. Literatiirdeki diger caligsmalarla karsilastirmali olarak

sonuclar degerlendirildiginde bu beklenen bir bulgudur ve B-nHAp ¢okelmesi sirasinda
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istenmeyen fazlarin yapidan yikamalarla uzaklastirilabildigi saptanmistir. Ca ve P
elementlerinin molariteleri oran1 yapilan kantitatif 6l¢lim sonuglar1 olarak spektrumlar
iizerinde gosterilmistir. Arastirma grubumuzca gelistirilen B-nHAp i¢in Ca/P oraninin,
ornegin tamamindan Sl¢lim alindig: icin keskinligi ve dogrulugu daha yiiksek bir analiz
olan ICP-OES teknigi ile, 1.40 bulundugu bilgisi literatiirde yer almistir [9]. Tez
kapsaminda yapilan EDX analizi ise 6rnek yiizeyinin 10 farkli bolgesinden rastgele tarama

seklinde gerceklestirildigi i¢in sonuglar dnceki verilerle uyumlu olarak elde edilmistir.
4.2.3.3. Su temas ac¢is1 (WCA) olciimleri

Biyomimetik yontem kullanilarak 10xSBF-benzeri ¢ozeltiden nHAp ve bor katkili
10xSBF-benzeri ¢ozeltiden B-nHAp kaplamalar1 yapilmis Orneklere ait su temas agisi
Olciimleri Boliim 3.3.3.3’de anlatilan yontem kullanilarak gergeklestirilmis ve Olgiim

sonuclari kantitatif olarak Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. nHAp ve B-nHAp kapli PEEK malzemelerin su temas agis1 6l¢tim sonuglari

Ornek Su Temas Agisi (°)
B-PEEK/nHAp 39.0+7.6
B-PEEK/B-nHAp 24.4+5.9
K-PEEK/B-nHAp 29.5+5.5
N-PEEK/B-nHAp 22.8+5.7
K,N-PEEK/B-nHAp 25.8+5.6

Cizelge 4.2°deki sayisal veriler incelendiginde nHAp kaplamanin modifiye edilmemis
PEEK (B-PEEK) orneklere ait 62.8+2.9° olan su temas acist degerini 39.0+7.6°"ye
diisiirdiigii gortilmektedir. Su temas agisinin diigiisii malzemenin {izerine damlatilan asili
damlacigin yiizeyde yayilabildigini bir baska deyisle ylizeyi islatabildigini gostermekte
olup hidrofilisitenin artisin1 temsil etmektedir. B-nHAp kapli 6rneklerde daha diisiik su
temas acis1 degerleri elde edilmistir. En diisiik deger N-PEEK/B-nHAp grubunda olup
malzeme ylizeyinde NaOH daglama sonucu olusan OH™ gruplarinin B-HAp partikiiller
icerisindeki Ca " iyonlarinim yiizeye tutunarak ¢ekirdeklenmeye baslatmasi ve Ca/P igeren
fazlarin yiizeyde ¢ekirdeklenmesi ile B-HAp partikiillerin afinitesini etkileyerek daha fazla
cokelmeye neden oldugu varsayilabilmektedir [96].
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4.2.3.4. Toplam reflektans1 azaltilmis — Fourier doniisiim kizilotesi spektro-
fotometresi (ATR-FTIR) analizi

Biyomimetik yontem kullanilarak 10xSBF-benzeri ¢6zeltiden nHAp kaplamasi yapilmis
orneklere ait ATR-FTIR spektrumlar1 Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. B-PEEK/nHAp 6rneklerin ATR-FTIR spektrumu

B-PEEK/nHAp orneklere ait ATR-FTIR spektrumu incelendiginde Cizelge 4.7 te verilen
HAp’n karakteristik pikleri ile ortiistiigli goriilmektedir.

Cizelge 4.7. HAp’a ait karakteristik FTIR pikleri [5, 78, 93]

Pik

numarasi Dalga Boyu Pik karakteristigi
1 3650 ve 630 cm™ Kristalin HAp fazindaki OH" gerilmesi
2 1470-1420 cm’! Karbonat (CO5 ) grubu titresim piki
3 1084, 1035 ve 850 cm™ Fosfast (PO4~) grubu titresim piki
4 601-563 cm’! Kristalin HAp fazi

Biyomimetik yontem kullanilarak bor katkili 10xSBF-benzeri ¢ozeltiden B-HAp
kaplamalar1 yapilmis 6rneklere ait ATR-FTIR spektrumlart Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp, N-PEEK/B-nHAp ve K,N-PEEK /B-
nHAp 6rneklerin ATR-FTIR spektrumlari

B-nHAp kaplanmis 6rneklerin spektrumlarina bakildiginda 1304, 1253, 1208, 784, 771 ve
755 cm’de goriilmesi beklenen BO’7; asimetrik gerilme ve simetrik egilme bantlar ile
2002 cm™ ve 1932 cm™’de kristal yapmin bosluklarina girmesi beklenen BO,™ iyonlarina
ait bantlarin spektrumda saptanamamig olmasi boratlara ait piklerin zayiflig1 ve borik asitin
yapiya Kkiitlece diisiikk bir oranda katilmasindan kaynaklanmaktadir. Spektrumlardan
cikarilacak en 6nemli 6nerme B-nHAp kaplamalarda genel olarak nHAp kaplamaya ait
piklerin oldugu, fakat BO®; iyonlarmin yarismali olarak PO, veya OH ile yer

degistirmesi sonucu CO5” iyon piklerinin siddetinin azaldig1 ve genisliginin arttigidur [9].
4.3.Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Statik kosullarda gerceklestirilen hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda PEEK 6rnek {izerine yapilan
modifikasyonlarin ve modifikasyon sonrast nHAp ve B-nHAp kaplanmis 6rneklerdeki
kaplamalarin in-vitro’daki etkisini incelemek adina MC3T3-E1 preosteoblastik hiicre hatti
kullanilmistir. Hiicre kiiltiirli ¢aligmalar1 28 giin boyunca devam ettirilmis olup 6. giinden
itibaren Orneklerin kiiltiirasyonu bilylime ortam1 yerine farklilasma ortami ile
gerceklestirilmisgtir.  Hiicre  kiiltiirli  ¢alismalart  kapsaminda yapilan analizlerde
preosteoblastik hiicrelerin canliliklari, morfolojileri ve osteoblastik farklilagmalari
modifiye edilmis 6rnekler ile modifikasyon sonrast B-nHAp kapli 6rnekler karsilagtirilarak

incelenmistir.
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4.3.1. PEEK malzemenin sterilizasyonu ve yiizeylere hiicre ekimi

PEEK implant malzemesinin hiicre kiiltiir ¢aligmalar1 laboratuvarimizda ilk defa bu tez
calismast kapsaminda gerceklestirilmis oldugu icin malzemenin sterilizasyonu ve
orneklere hiicre ekimi i¢in gerekli uygun ydntemler icin optimizasyon calismalari

gerceklestirilmistir.

Hiicre kiiltiir ¢alismalarmin yiiriitiildiigii laboratuvarlarda sterilite olduk¢a Onemli bir
parametredir ve uzun siireli devam ettirilen ¢aligmalar i¢in kontaminasyonun Onlenmesi
sarttir. PEEK polimeri 143°C cams1 gecis ve 343°C erime sicakligina sahip olma 6zelligi
nedeniyle 121°C’de otoklavlanarak sterillenebilir bir malzeme oldugu i¢in yontem, siklikla
kullanilan steril %70 etanolde 1 saat yikama, steril PBS ile etanoliin yer degistirmesi i¢in
yikama ve 1 saat boyunca UV 1s1ga maruz birakma yontemi ile karsilagtirmali olarak
denenmis ve 2 yontemde de sterilizasyon acisindan bir sorun saptanmamistir. Bununla
beraber, daha diisiik maliyete sahip oldugu ve otoklavlamanin B-nHAp kaplamaya zarar
verebilecegi ihtimali nedeniyle etanol-PBS-UV sterilizasyonu tercih edilmis ve tiim

ornekler bu yontemle sterilize edilmistir.

Ekim sirasinda kullanilacak hiicre siispansiyon hacmi 10, 20 ve 50 pL olarak denenmistir.
Hiicrelerin yiizeye tutunmasi i¢in gerekli olan 1 saatlik siire¢ igerisinde 10 pL hiicre
siispansiyonu 37°C’de kurudugu ve 50 pL hacim Ornek yiizey alanina fazla geldigi i¢in 20
puL  hiicre silispansiyonu ile ekim, hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilmak {izere
secilmistir. Ekimden 1 saat sonra 24 gozlii bakteriyolojik Petri kabindaki 6rnekler tizerine

1 mL biiyiime ortam1 eklenerek ekim tamamlanmustir.

4.3.2. PrestoBlue® analizi

Modifiye edilmemis PEEK oOrnekler ile mekanik ve fiziksel modifikasyonu tamamlanmig
PEEK o6rnekler iizerinden gergeklestirilen ilk hiicre kiiltiirli caligmasinda malzeme tizerinde
hiicrelerin yayilmasi ve c¢ogalmasinin incelenebilmesi i¢in hiicre kiiltliriiniin farkli
giinlerinde kantitatif sonuglar veren PrestoBlue® analizi yapilmistir. Hiicre kiiltiirii
caligmalar1 Oncesi kumlamanin yarattig1 agresif piiriizliiliik iizerine NaOH daglama
etkinliginin az olmasi nedeniyle yapilan karakterizasyon analizleri sonucu K,N-PEEK
ornek grubu elenmis ve bu grup hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda kullanilmamigtir. Sekil
4.13’te B-PEEK, K-PEEK ve N-PEEK ornekler ile 6. giinden itibaren farklilasma
ortaminda devam ettirilen 28 giinliik hiicre kiiltiirii ¢calismasina ait PrestoBlue® analiz
sonuclar1 verilmistir. Sekil, farkli gilinlerde elde edilen kolorimetrik siipernatanlarin

absorbanslarinin giinlere karsi grafige gecirilmesi ile elde edilmis ve hiicresiz 6rneklerin
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PrestoBlue® ¢ozeltisi ile verdigi absorbans oOrnek gruplarinin absorbans degerinden

cikarilarak bagil sonuglar elde edilmistir.
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Sekil 4.13. B-PEEK, K-PEEK ve N-PEEK yiizeylerde kiiltiire edilen MC3T3-El
hiicrelerinin PrestoBlue® analiz sonuglar (istatistiksel anlamli farkliliklar n=>5, ayn1 giinde
gruplar arasi anlamlilik *p < 0.05; ayn1 grubun bir onceki giine gore farkli giinlerdeki
degerleri arasinda ¢*p < 0.01)

Hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilan PrestoBlue® analiz sonuglari incelendiginde
3 PEEK malzeme yiizeyinin de hiicrelerin tutunup c¢ogalmast i¢in uygun oldugu
goriilmektedir. Hiicre ekimi yapildiktan 24 saat sonra alinan ilk giin verilerine bakildiginda
sadece N-PEEK orneklerde B-PEEK orneklere gore istatistiksel agidan anlamli bir farklilik
gbzlenmistir (p<0.05). Diger degerler arasinda anlamli bir farklilik elde edilememis olsa da
(p>0.05) kantitatif olarak K-PEEK ve N-PEEK gruplarinin B-PEEK e yiizeylere gére daha
yiiksek hiicre tutunmasini sagladigi Sekil 4.13’te goriilmektedir. Yiizey piirtizliiligiiniin
hiicre tutunmasi iizerine etkisinin incelendigi ¢alismalarda da belirtildigi gibi malzemenin

ortalama ylizey piiriizliiliiglinlin artmas1 yiizeyine tutunan hiicre sayisini artirmaktadir [13].

Kiiltiiriin ilerleyen gilinlerinde gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmasa da ilk 7 glinde B-PEEK 6rnek grubunda ve 14. giinden itibaren K-PEEK 6rnek
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir (p<0.01). Ik 7 giin igerisindeki
logaritmik artis egilimi, 6. giinde eklenen farklilagma ortami etkisiyle 7. glinden itibaren
farklilagsan hiicrelerin ¢ogalma kapasitesinin diismesi nedeniyle ivme kaybetmistir. 28.
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giinde en yiiksek canlilik miktarinin B-PEEK 6rneklerde bulunmasi da yiizey piirtizliligii
nedeniyle hiicrelerin ¢cogalmaktan ziyade farklilagmaya yonelmeleriyle agiklanabilir [13].
Bu oOnerme PCR analizi sonuglart ile beraber degerlendirildiginde dogrulugu
kanitlanmaktadir. Ancak literatiirde ylizey piiriizliiligliniin hiicre canlilig1 {izerine etkisi
kesin yargilarla belirlenmemis olup, calismalar uygun diizeylerdeki piiriizliiliigiin hiicre

tutunma, yayilma ve farklilasmasini destekledigini belirtir niteliktedirler [141, 142].

B-PEEK, K-PEEK ve N-PEEK 0Orneklere modifikasyon sonrasi yapilacak olanin
kaplamanin nHAp kaplama ya da B-nHAp kaplama olmasina karar verebilmek adia B-
PEEK, B-PEEK/nHAp ve B-PEEK/B-nHAp oOrneklerle 28 giinliikk bir 6n hiicre kiiltiirii
caligmas1 yapilmis ve kiiltiir 28 gilin boyunca biiylime ortaminda devam ettirilmistir.
Boylece farklilasma ortamindan farklilasmay:1 indiikleyerek hiicre proliferasyonunu
diisiirecek etmenler bertaraf edilmistir. Sekil 4.14°’te B-PEEK, B-PEEK/nHAp, B-
PEEK/B-nHAp orneklere ait 14 giinliik PrestoBlue® analiz sonuglar1 gdsterilmistir.

09 7 OB-PEEK PrestoBlufH®* Analizi

B B-PEEK/nHAp —
O B-PEEK/B-nHAp

*kkk

0.7 1

0.5 1
*
1

0.3 A

e

Absorbans (570 - 600 nm)

T R e

0.2 1

Q! Til

o et et e e

]
o o ey
e s

T A s

]
=
Ju
Jus
Jus
Jus
Jus
Jus
z
!

0.0
4 7 14
Giinler

Sekil 4.14. B-PEEK, B-PEEK/nHAp ve B-PEEK/B-nHAp yiizeylerde kiiltiire edilen
MC3T3-E1 hiicrelerinin PrestoBlue® analiz sonuglari (istatistiksel anlamli farkliliklar n=5,
ayni glinde gruplar aras1 anlamlilik *p < 0.05, **p < 0.01, ****p <0.0001)
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B-PEEK, B-PEEK/nHAp ve B-PEEK/B-nHAp orneklerle biiylime ortaminda yapilan
kiiltiir caligmasinda biitiin gruplarda canliligin {stel artisindaki istatistiksel anlamlilik 4.
giinde 1. giine gore (p<0.0001), 7. giliniin 4. giine gore (p<0.0001), ve 14. giinilin 7. giine
(p<0.0001) olduk¢a yiiksek olup sekil iizerinde yaratacagi karigiklik nedeniyle
gosterilmemistir. En yiiksek hiicre canliligt B-PEEK/B-nHAp 6rneklerde elde edilmistir
(p<0.0001). Borun hormon metabolizmasinda, hiicre membran fonksiyonlarinda, enzim
reaksiyonlarinda ve hiicre dist matris Uretimini destekleyerek yara iyilesmesini
hizlandirdig1 belirtilen caligmalar [123, 124] ile grubumuzca yapilan kemik doku
rejenerasyonundaki etkilerinin arastirildigi  ¢alismalar [9, 10, 133] g6z Oniinde
bulunduruldugunda bu ¢ikarim, literatiir ile uyumludur. Hiicrelerin farklilasmalarini
tetikleyecek ylizey piriizliligi ya da farklilasma ortamimda bulunan kimyasal
tetikleyiciler gibi etmenler olmadig1 icin proliferasyonu devam eden hiicrelerde istatiksel
olarak B-PEEK/nHAp grubuna goére de anlamlilig1 ve kantitatif degeri en yiiksek olan B-
PEEK/B-nHAp grubu kaplamada kullanilmak tizere se¢ilmistir (p<0.0001).

B-PEEK, K-PEEK ve N-PEEK yiizeyler {izerine biyomimetik yontem kullanarak bor
katkili 10xSBF-benzeri ¢ozelti ile mikrodalga destekli B-nHAp kaplama sonucu elde
edilen ornekler ile hiicre kiiltiir caligmalar yiirtitiilmiistiir. Sekil 4.15°te B-PEEK/B-nHAp,
K-PEEK/B-nHAp ve N-PEEK/B-nHAp orneklerle 6. giinden itibaren farklilasma
ortaminda devam ettirilen 28 giinliik hiicre kiiltiirii ¢calismasina ait PrestoBlue® analiz

sonuclar1 verilmistir.
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Sekil 4.15. B-PEEK, B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp ve N-PEEK/B-nHAp
yiizeylerde kiiltiire edilen MC3T3-El hiicrelerinin PrestoBlue® analiz sonuglar
(istatistiksel anlaml farkliliklar n=5, ayn1 glinde gruplar aras1 anlamlilik *p < 0.05, **p <
0.01,***p <0.001)

Kiiltiirin ilk glinlinde K-PEEK/B-nHAp o6rneklerin canlilik degerindeki anlamlilik
(p<0.01), yiizey piiriizliliigliniin hiicre tutunmasini desteklemesi ile agiklanabilmektedir.
Kiiltiiriin ilk 7 gilinlindeki absorbans degerlerine bakildiginda, ortamda farklilagsmay1
indiikleyecek kimyasal ajanlar olmasa dahi B-nHAp kapli o6rneklerde hiicrelerin
farklilagsma egilimlerinin daha yiiksek oldugu anlagilmaktadir (p<0.01). Kiiltiiriin 14.
giiniinde gruplar arast anlamli bir farklilik elde edilememistir (p>0.05). 21. giinden B-
nHAp kapl tiim gruplar istatistiksel olarak B-PEEK grubundan anlamli derecede yiiksek
canlilik gostermislerdir (p<0.05) ve Kkiiltiirin 28. giiniinde B-PEEK/B-nHAp ile K-
PEEK/B-nHAp gruplarinin B-PEEK grubuna gore anlamli yiiksek canliliga sahip oldugu
bulunmustur (p<0.01). Bununla birlikte kiiltiiriin 28. giinlinde N-PEEK/B-nHAp grubunda
B-PEEK/B-nHAp grubuna gore en yiiksek istatistiksel anlamlilik elde edilmistir (p<0.001).
Borun kemik farklilasma tizerindeki etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilmamis olmakla
beraber hiicre canliliginda artisi ve onciil hiicrelerin kemige farklilasmasini destekledigi

belirtilmektedir [133].
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4.3.3. SEM analizi

B-PEEK, K-PEEK ve N-PEEK yiizeylerdeki MC3T3-El hiicrelerinin morfolojik
ozellikleri SEM analizi kullanilarak incelenmistir. Devam eden hiicre kiiltiirli caligsmasinin
1, 7, 14, 21 ve 28. giiniinde toplanan Ornekler analiz i¢in Boliim 3.4.3’te agiklanan
yontemle hazirlanmig ve analize baslamadan Au/Pd karigimi ile kaplanmustir. Sekil 4.16’da
B-PEEK, K-PEEK ve N-PEEK ornekler iizerindeki hiicrelerin farkli gilinlerdeki SEM
fotograflarina yer verilmistir. SEM fotograflar1 Sekil 4.13’te verilen PrestoBlue® analiz
sonuglar ile birlikte degerlendirildiginde 1. gilinde hiicrelerin uzantilarini olusturarak
malzeme yiizeyinde tutunmaya c¢aligtiklar1 sdylenebilmektedir. Birinci giin fotograflar
incelendiginde K-PEEK oOrneklerdeki agresif piiriizliiliige bagli ylizey alanmi artiginin
hiicreler lizerinde olumsuz bir etkisinin olmadig1 sonucuna varilmaktadir. Bununla birlikte
N-PEEK o6rneklerde NaOH daglamaya bagli olusan mikro kanallar {izerine ekimi yapilan
hiicrelerin kanallar arasinda tutunma egilimi gosterdikleri gézlenmistir. Bu egilim hiicrenin
kanal aras1 mesafe boyunca uzanti olusturmasina, boliinmeyle artan hiicre sayisiyla dogru
orantili hiicre dis1 matris (extracelluar matrix-ECM) olusumuna ve malzeme ylizeyinin
diger gruplarla karsilastirildiginda gorece daha kisa stirede hiicrelerle kaplanmasina neden
olmustur. Kiiltiiriin ilerleyen gilinlerinde ¢ekilen SEM fotograflar1 da bu Onermeyi
dogrulamaktadir. Kiiltiirin 7. ve 14. giiniinde tiim ylizeydeki hiicreler ¢ogalarak
birbirleriyle iletisime gecmeye basladiklar1 gézlenmistir. 21. glinde tiim gruplara ait 6rnek
yiizeyleri hiicrelerle tamamen kaplanmis ve yiizey lizerinde bir hiicre tabakas1 goriiniimii
elde edilmistir. Yiizey alaninin tamamini dolduran hiicreler 28. giinde tabaka iizerinde
tekrar ¢cogalmaya baglamis ve yeni bir tabaka olusumunun temelleri atilmaya baslanmistir.
Statik kiiltiirlerde besin ortamdan sadece diflizyon yoluyla alinmaktadir. Statik kiiltiirlerde
hiicreler 2 boyutlu malzeme ya da 3 boyutlu doku iskelelerinin yiizeyini kapladiktan sonra
alt bollime besinin diflize edilmesini engelleyebilmektedirler [143]. Bu nedenle hiicre
kiiltiirii calismasimin bu agamadan sonra devam ettirilmesi alt tabakalara dogru besin ve
oksijen aligverisinin kisitlanmasi nedeniyle saglikli olmamakla beraber hiicrelerin canlilig1

da bu agamadan sonra tehlikeye girmektedir.
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Sekil 4.16. B-PEEK, K-PEEK ve N-PEEK yiizeyler iizerinde hiicrelerin hiicre kiiltiiriniin
(yukaridan asagiya sirasiyla) 1, 7, 14, 21 ve 28. gilinlerindeki SEM goriintiileri, dlgek
cubuklar biiyiik fotograf ve sag list kosedeki fotograf igin sirasiyla 20 ym ve 2 pum’yi
gostermektedir. Oklar kiiclik biiylitmelerde Ornek iizerinde yakinlasilan noktalar1 ve
hiicreleri temsil etmektedir.

B-PEEK, B-PEEK/HAp ve B-PEEK/B-HAp orneklerle gercgeklestirilen hiicre kiiltiir
calismasmin 28. giinlinde yapilmis olan SEM analizine ait goriintiiler Sekil 4.17°de

verilmistir.
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Sekil 4.17. B-PEEK, B-PEEK/nHAp ve B-PEEK/B-nHAp yiizeyler iizerinde hiicrelerin
hiicre kiiltiiriiniin 28. giiniindeki SEM gériintiileri. Olgek cubuklari biiyiik fotograf ve sag
ist kosedeki fotograf icin sirasiyla 20 um ve 2 pm’yi gostermektedir. Oklar kiiciik
biiylitmelerde 6rnek iizerinde yakinlasilan noktalar1 ve hiicreleri temsil etmektedir.

Farklilasma ortami1 olmaksizin gergeklestirilen ¢galismanin SEM fotograflarina bakildiginda
B-PEEK, K-PEEK ve N-PEEK o6rneklerde 28. giinde gozlenen tam bir hiicre tabakasinin
olusamadigi, 6zellikle B-PEEK ve B-PEEK/n-HAp oOrneklerde tabaka iizerinde cesitli
yirtilmalarin bulundugu goézlenmistir. Bununla birlikte B-PEEK/B-nHAp o6rneklerde diger
orneklerle karsilastirildiginda gore biitlinsel bir tabaka olusumu, bor katkilamanin hiicre

morfolojisi lizerine etkisini de gdstermektedir.

B-PEEK, K-PEEK ve N-PEEK o6rneklerin iizerine B-nHAp kaplama yapilmasiyla elde
edilen B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp ve N-PEEK/B-nHAp oOrneklerin farklilagma
ortaminda gerceklestirilen hiicre kiiltiirii calismasinin 1., 7., 14., 21. ve 28. giinlinde
toplanan ornekler analiz icin Boliim 3.4.3°te agiklanan yontemle hazirlanmis ve analize
baslamadan Au/Pd karisimi ile kaplanmistir. Sekil 4.18’de B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-
nHAp ve N-PEEK/B-nHAp ornekler iizerindeki hiicrelerin farkli giinlerdeki SEM

fotograflarina yer verilmistir.

Birinci giin fotograflarina bakildiginda malzeme iizerine yapilan kaplamanin modifikasyon
sonucu olusan ylizey oOzelliklerini kapatmadigi karakterizasyon amagli ¢ekilen SEM
fotograflarinda oldugu gibi bu analizde de gozlenmektedir. Kiiltiiriin 7. giliniindeki
fotograflar degerlendirildiginde hiicrelerin yiizeyde Sekil 4.16’da verilen Orneklere gore
daha hizli ¢ogaldiklar1 goriilmektedir. B-nHAp kapli ylizeyler arasinda hiicre ¢cogalmasinda
kantitatif datalarda anlamli bir farklilik elde edilememis olsa da hiicre morfolojileri
ylizeyler aras1 farklilik gostermektedir. 7. glinde B-PEEK/B-nHAp ve K-PEEK/B-nHAp
ornekler lizerinde hiicreler rastgele bir dagilim gosterirken, N-PEEK/B-nHAp 6rneklerdeki

mikro kanallar dogrultusunda yonelme mevcuttur.
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Sekil 4.18. B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp ve N-PEEK/B-HAp yiizeyler iizerinde
hiicrelerin hiicre kiiltiirlinlin (yukaridan asagiya sirasiyla) 1, 7, 14, 21 ve 28. giinlerindeki
SEM goriintiileri, 6l¢ek ¢ubuklart biiytlik fotograf ve sag tist kosedeki fotograf icin sirasiyla
20 pum ve 2 um’yi gdstermektedir. Oklar kiiciik biiylitmelerde 6rnek iizerinde yakinlasilan
noktalar1 ve hiicreleri, yildizlar ise kaplama sonrasi modifikasyon topografisinin
gozlemlendigi boliimleri temsil etmektedir.

B-nHAp kaplamas1 yapilmamis oérneklerde malzeme yiizeyi 21. giinde tamamen hiicrelerle
kaplanmis olmasma ragmen B-nHAp kapli o6rneklerde bu tabaka olusumu 14. giinde
gergeklesmis ve 21. giinde hiicreler tabaka iizerinde tekrar ¢ogalmaya baslamislardir. B-
nHAp kaplanmis oOrneklerde, bor katkili hidroksiapatitin etkisiyle cogalan hiicreler

kiiltiiriin 28.gilinlinde ECM’lerini olusturarak yeniden tabakalagma egilimi gostermislerdir.
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4.3.4.Alkalen fosfataz (ALP) aktivite analizi

Hiicreler tutunduklar1 yiizey lizerinde ¢ogaldik¢a olusturduklart ECM miktar1 da artar.
Cogalma fazini takiben gerceklesen farklilasma fazinda erken ve ge¢ donem belirteci
olarak adlandirilan bir ¢ok indikatérden biri de alkalen fosfataz (ALP) enzimidir. ALP
enzimi, kemik igerisinde fosfataz aktivitesiyle fosfat iyonlar1 olusturmakta ve bu olusum
kalsiyum fosfat bilesiklerini ¢oktiirerek ossifikasyonu saglamaktadir. Bunun yani sira ALP
enzimi, mineralizasyonu inhibe eden pirofosfatlar1 parcalamakta mineral olusumunu
kolaylastirmaktadir [144, 145]. Kemik olusumu siiresince sentezlenen ALP enziminin
aktivasyonu ECM’de minerallerin birikmesi ve osteoblastlarin osteositlere farklilagmasi ile
azalmaktadir [146]. Bu nedenle ALP aktivitesi kemik doku olusumunda erken dénem

farklilagma belirteclerinden biri olarak siniflandirilmaktadir [147].

Sekil 4.19°da modifiye edilmemis PEEK oOrnekler ile mekanik ve fiziksel modifikasyonu
tamamlanmis PEEK ornekler iizerinde ilk 6 giin biiyiime ortami, 6. giinden itibaren
farklilasma ortamu ile kiiltiire edilen MC3T3-E1 hiicrelerine ait kiiltiirtiin 7., 14., 21. ve 28.
giiniinde toplanan Orneklerin ALP aktivite analiz sonuglart verilmistir. Sekil, Boliim
3.4.4’te agiklanan yontemle elde edilen kolorimetrik absorbans degerlerinin Ek 1°de
verilen kalibrasyon egrisi kullanilarak birim hacimdeki ALP aktivitesine doniistiiriilmesi

ile elde edilmistir.

Sekil incelendiginde ilk 14 giinde gruplarin ALP aktivitelerinin diisiik oldugu
goriilmektedir. Bununla beraber, drnekler {izerindeki hiicrelerin ALP aktivitesi 21. giinden
itibaren artmig fakat 21. giindeki bu artig istatistiksel bir anlamliliga dayandirilamamistir

(p>0.05).
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Sekil 4.19. B-PEEK, K-PEEK ve N-PEEK yiizeylerde kiiltiire edilen MC3T3-El
hiicrelerinin ALP analiz sonuglar (istatistiksel anlamli farkliliklar n=3, ayn1 giinde gruplar
aras1 anlamlilik *p < 0.05)

Kiiltiiriin 28. giiniinde ise sadece N-PEEK o6rneklerde B-PEEK o6rneklere gore anlamli bir
farklilik elde edilmistir (p<0.05). Bu bulgu Sekil 4.13’teki PrestoBlue® analiz sonuglari
ile birlikte degerlendirildiginde, 28. glinde N-PEEK o6rneklerdeki MC3T3-El hiicre
canlilifinin gruplar arasi en diisiik degere sahip oldugu goriilmektedir. Hiicrelerin ¢ogalma
ve farklilasma kapasiteleri arasindaki ters oranti [148], bu analizle de gosterilmis olup

Boliim 4.3.2°de verilen 6nermenin dogrulugu pekistirilmistir.

B-nHAp kapli modifiye edilmemis PEEK oOrnekler ile B-nHAp kapli mekanik ve fiziksel
modifikasyonu tamamlanmig PEEK oOrnekler {izerinde kiiltiire edilen MC3T3-El
hiicrelerine ait kiiltlirtin 7., 14., 21. ve 28. giiniinde toplanan 6rneklerin ALP aktivite analiz

sonuclari, B-PEEK orneklerle karsilagtirmali olarak Sekil 4.20°de verilmistir.
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Sekil 4.20. B-PEEK, B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp ve N-PEEK/B-nHAp
yiizeylerde kiiltire edilen MC3T3-E1 hiicrelerinin ALP analiz sonuglar1 (istatistiksel
anlaml farkliliklar n=3, ayn1 giinde gruplar arasi anlamlilik *p < 0.05, **p < 0.01,***p <
0.001)

B-nHAp kapli 6rneklerde de B-nHAp kaplanmamis 6rneklerde oldugu gibi kiiltiirtin ilk 14
giininde ALP aktiviteleri oldukca disiiktiir. Analizin ilk gilinlinde B-PEEK/B-nHAp
ornekler iizerindeki MC3T3-E1 hiicrelerinin ALP aktivitesi B-PEEK 0Ornekler
tizerindekilerle karsilagtirildiginda anlamli bir artisa sahip oldugu goriilmektedir (p<0.05).
Kiiltiirtin 21. giiniinde B-nHAp kapli tiim 6rnekler tlizerindeki hiicrelerin ALP aktiviteleri
B-PEEK o6rnek iizerinde ¢ogalan hiicrelere gore anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.01 ve
p<0.001). Bu bulgu bor katkil1 hidroksiapatit kaplamanin hiicrelerin kemige farklilagmasin
destekledigini belirten yargi ile de uyumludur [149]. Yirmi bir ve 28. giinde ise B-nHAp

kapli 6rneklerin ALP aktiviteleri arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0.05).
4.3.5.Toplam DNA miktarmin belirlenmesi

Iki boyutlu film veya membran gibi malzeme yiizeylerinde ve 3 boyutlu doku iskeleleri
tizerindeki hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilan bir ¢ok yontemden biri de 6rnekler
iizerindeki hiicrelerin toplam DNA miktarmin belirlenmesidir. Ornek iizerinde kiiltiire
edilen hiicrelerin toplam DNA miktarindaki degisim, hiicre canliligi ile dogru orantili
olarak iliskilendirilmektedir. Bolim 3.4.5’te anlatilan yontemde anlatilan ve miktarsal

DNA tayini i¢in kullanilan floresan kitle (Sigma- Aldrich, ABD) yapilan c¢aligmalarda
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deneysel hatalar nedeniyle kalibrasyon grafigi elde edilememistir. Sifir ng DNA miktar1
icin 0.0 absorbans degeri fluorimetrede okutulamamig ve Ornekler i¢in analiz

gerceklestirilememistir.
4.3.6.Kollajen analizi

Kemigin organik yapisinin biiyiik bir kismin1 kollajen fibriller olusturmaktadir ve kollajen-
I olarak adlandirilan tip I kollajen hiicre tutunmasi, ¢cogalmast ve farklilagmasinda rol
oynamaktadir. Kollajen miktarindaki artis, ALP aktivitesi gibi hiicrelerin erken dénem

farklilasma belirte¢lerindendir [150].

Hiicre kiiltlirii ¢alismasinin 14 ve 28. gilinlinde toplanan Orneklerden elde edilen
kolorimetrik absorbans degerlerinin Ek 2°de verilen kalibrasyon grafigi yardimiyla 6rnek
basma hidroksipirolin miktarina doniistiiriilmesiyle olusturulan grafik B-PEEK, K-PEEK
ve N-PEEK o6rnekler i¢in Sekil 4.21°de verilmistir.
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Sekil 4.21. B-PEEK, K-PEEK ve N-PEEK yiizeylerde kiiltiire edilen MC3T3-El
hiicrelerinin kollajen analiz sonuglar1 (istatistiksel anlamli farkliliklar n=3, ayni giinde
gruplar aras1 anlamlilik *p < 0.05)

Istatistiksel olarak anlamli farklilik sadece kiiltiiriin 28. giiniinde K-PEEK 6rneklerde
gozlenmistir (p<0.05). En yiiksek hidroksipirolin miktar: istatistiksel anlamlilifa sahip
olmasa da kantitatif olarak N-PEEK oOrneklerde elde edilmistir. Kiiltiirlin 1. saatinde
immunofloresan boyama goriintiileri ve farkli gilinlerdeki SEM fotograflar1 dikkate
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alindiginda, N-PEEK 0Orneklerde hiicrelerin kanallar arasinda ¢ogalma egilimleri nedeniyle
yiiksek miktarda ECM olusturdugu ve bu nedenle 6rnek tizerindeki hiicrelerin kollajen

miktarinin fazla oldugu soylenebilir.

B-nHAp kapl ornekler i¢in yapilan hiicre kiiltlir ¢alismasinin da 14. ve 28. giiniinde
gerceklestirilen kollajen analizi sonuglari modifiye edilmemis (B-PEEK) 6rneklerle

karsilastirmali olarak Sekil 4.22°de verilmistir.

251 OB-PEEK

O B-PEEK/B-nHAp
EK-PEEK/B-nHAp
» { BN-PEEK/B-nHAp

Kollajen Analizi

Hidroksiprolin miktari (ng/goz)

- - I
0.5 M s )
I - 1
0 I___| -|— EEEE:}E:}] L -"|—" = T
14 »

Giinler

Sekil 4.22. B-PEEK, B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp ve N-PEEK/B-nHAp
yiizeylerde kiiltiire edilen MC3T3-E1 hiicrelerinin kollajen analiz sonuglar1 (istatistiksel
anlamli farkliliklar n=3, ayn1 giinde gruplar aras1 anlamlilik *p < 0.05, ****p < 0.0001)

Kiiltiiriin 14. giiniinde K-PEEK 6rnekler iizerinde ¢ogalan hiicrelerin kollajen igeriginin
gostergesi olan hidroksipirolin miktari, B-PEEK oOrneklerdeki hiicrelerin sahip oldugu
miktara gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde farklilik géstermektedir (p<0.0001). B-
nHAp kapli PEEK o6rneklere gore de anlamlilig1 bulunan grup (p<0.005) i¢in kiiltiiriin 28.
giiniinde ayni anlamlilik elde edilememistir. Yirmi sekizinci giinde N-PEEK/B-nHAp
ornekler, K-PEEK/B-nHAp orneklere kiyasla daha anlamli bir artis gostermektedir
(p<0.05) ve bu 6rnek grubu tlizerindeki hiicreler kantitatif olarak en yliksek degere sahiptir.
Bu bulgu hiicrelerin NaOH daglama sonucu olusan kanal yapilar1 arasinda ¢ogalmaya
egilimi gostermesi ve bu kanallar arasindaki bor katkili hidroksiapatit tarafindan

indiiklenmeleri ile iliskilendirilebilmektedir.
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4.3.7.Gercek zamanlh ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)

RT-PCR analizi hiicrelerin osteojenik farklilasmalarinin degerlendirilmesi i¢in Collal,
ALPL, OCN, OCN ve RUNX2 gibi gen ifadelerinin ekspresyonunun incelenmesi i¢in
yapilmistir. Boliim 3.4.7°de agiklanan yontemde Ornekler lizerindeki hiicreler pargalanarak
sahip olduklart RNA, kit yardimiyla yapidan uzaklastinlmistir. Izole edilen RNA zinciri
Yiiksek Kapasite ¢cDNA Ters Transkripsiyon Kit kullanilarak tamamlayici DNA’ya
cevrilmistir. cDNA iizerinden 3 basamakta PCR islemi gergeklestirilmistir. Denatiirasyon
basamaginda sicaklik artistyla ¢ift sarmal halinde bulunan DNA zincirlerinin agilmasi
saglanarak kalip DNA’lar elde edilmistir. Cizelge 3.5’te verilen kalip DNA bdlgesine
uygun sentezlenen oligoniikleotid primer dizilerinin yapiya baglandigi annealing
basamagindan sonra 3. basamak olan polimerizasyonu takip eden dongiiler tekrarlanarak
DNA sentezlenmistir. Referans gen (housekeeping gene) olarak segilen B-aktin genine
oranlanarak bagil olarak hesaplanan gen ekspresyonlart 2" metodu kullanilarak

kantitatif sonuglar elde edilmistir.

Sekil 4.23’te (iistte) B-PEEK, K-PEEK ve N-PEEK ile (altta) B-PEEK/B-nHAp, K-
PEEK/B-nHAp ve N-PEEK/B-nHAp Ornekler iizerindeki hiicrelerin bagil osteokalsin
(OCN) gen ifadelerine yer verilmistir.

Osteokalsin, kemik matlirasyonu sonrasinda en yiiksek degerine sahip olan, osteoblastlarin
osteositlere farklilagsmasi sirasinda ge¢ donemde eksprese olan ve mineralize dokuya

spesifik bir proteindir [151].

Sekil 4.23 incelendiginde, tiim Orneklerde 7. giinde ekspresyon degerinin ¢ok diisiik
oldugu ve N-PEEK ile K-PEEK ornekler (p<0.01) hari¢, hi¢ bir grupta istatistiksel

anlamlilik gézlenmemisti (p>0.05).
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Sekil 4.23. (iistte) B-PEEK, K-PEEK, N-PEEK, (altta) B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-
nHAp ve N-PEEK/B-nHAp yiizeylerde kiiltiire edilen MC3T3-E1 hiicrelerinin bagil OCN
gen ifadeleri. (istatistiksel anlamli farkliliklar n=3, ayn1 giinde gruplar arast anlamlilik *p <
0.05, **p <0.01)

Kiiltiiriin 14. giiniinde de 6rneklerdeki ekspresyon oldukca diisiik olup tek anlamli farklilik
N-PEEK/B-nHAp o6rneklerde elde edilmistir (p<<0.05). Ge¢ donem farklilasma belirteci
olan bu genin ekspresyonunun 21. ve 28. giinline ait veriler tiim gruplar Sekil 4.24°te

karsilastirilmali olarak verilmistir.
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Sekil 4.24. B-PEEK, K-PEEK, N-PEEK, B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp ve N-
PEEK/B-nHAp ylizeylerde kiiltiire edilen MC3T3-E1 hiicrelerinin 21 ve 28. giinlerdeki
bagil OCN gen ifadelerinin karsilagtirilmasi. (istatistiksel anlamli farklhiliklar n=3, aym
giinde gruplar arast anlamlilik *p < 0.05)

Yirmi birinci giin OCN ekspresyonuna bakildiginda K-PEEK (p<0.05), N-PEEK (p<0.05),
B-PEEK/B-nHAp (p<0.05) ve K-PEEK/B-nHAp (p<0.05) orneklerin kontrol grubu olan
B-PEEK o6rneklere gore anlaml farkliliga sahip oldugu saptanmistir. Ayrica 21. giinde B-
nHAp kapli 6rneklerin kantitatif gen ekspresyonlar1 kaplanmamis 6rneklerden en az 8 kat
fazla olarak hesaplanmigtir. Kiiltiiriin 28. giiniinde de herhangi bir anlamlilig1 bulunmasa
da (p>0.05) B-nHAp kapli orneklerin gen ekspresyonlarmnin 1.5 kat daha fazla oldugu

saptanmistir.

Tuncay ve ark., calismalarinda HAp ve B-HAp katkilamanin kitosan iskeleler iizerindeki
OCN gen ekspresyonunu 21. giinde maksimum seviyeye ¢ikardigini belirlemislerdir [133].
B-nHAp kapli PEEK oOrneklerin iizerindeki MC3T3-E1 hiicrelerinin  OCN gen
ekspresyonunun kiiltiirlin 21. giinlinde kaplanmamis Orneklere oranla yiiksek ¢ikmasi

literatiirdeki bu calismayla uyumluluk gostermektedir.

Ornekler iizerindeki hiicrelerin bagil ALPL gen ifadeleri incelendiginde (Sekil 4.25), OCN
gen ifadesinde oldugu gibi ge¢ donem farklilagma belirteci olan bu genin ekspresyonunda

da grafiksel olarak ayn1 egilim gézlemlenmistir.
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Sekil 4.25. (iistte) B-PEEK, K-PEEK, N-PEEK, (altta) B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-
nHAp ve N-PEEK/B-nHAp yiizeylerde kiiltiire edilen MC3T3-E1 hiicrelerinin bagil ALPL
gen ifadeleri. (istatistiksel anlamli farkliliklar n=3, ayn1 giinde gruplar arast anlamlilik *p <
0.05, **p <0.01)

Kiiltiiriin 7. glinlinde K-PEEK (p<0.05) ve 14. giiniinde K-PEEK (p<0.05) ile N-PEEK
(p<0.01) ornekler tizerindeki hiicrelerin ALP gen ekspresyonu B-PEEK orneklerdeki
hiicrelerin gen ekspresyonuna gore anlamli olsa da kiiltiirin ilerleyen giinlerinde
istatistiksel bir anlamlilik gézlenmemis olsa da (p>0.05) 28. glinde maksimum ekspresyon
elde edilmistir. B-nHAp kapli 6rneklerin hi¢ birinde analiz giinlerinde anlamlilik elde
edilmemis (p>0.05) ancak gen ekspresyonlarindaki ilk logaritmik artig kiiltiiriin 21.
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giiniinde saptanmistir. Ge¢ donem farklilagma belirteci olan ALPL gen ekspresyonunun
kiiltiirtin 21. ve 28. gilinlinde tim gruplar i¢in karsilastirilmali analiz sonuglart Sekil

4.26’da verilmistir.
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Sekil 4.26. B-PEEK, K-PEEK, N-PEEK, B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp ve N-
PEEK/B-nHAp ylizeylerde kiiltiire edilen MC3T3-E1 hiicrelerinin 21 ve 28. giinlerdeki
bagil ALPL gen ifadelerinin karsilastirilmasi. (istatistiksel anlamli farkliliklar n=3, aym
giinde gruplar arast anlamlilik *p <0.05, **p < 0.01,***p <0.001, ****p <0.0001)

Sekil incelendiginde 21. giinde B-PEEK/B-nHAp (p<0.001), K-PEEK/B-nHAp
(p<0.0001) ve N-PEEK/B-nHAp (p<0.05) ornekler iizerindeki hiicrelerin ALPL gen
ekspresyonlar1 B-nHAp kaplanmamis 6rneklerdekilere gére daha anlamli ve yiiksek degere
sahiptirler. Kiiltiiriin 28. giiniinde de B-nHAp kaplanmamis gruplara gore anlamlilig1 olan
(p<0.05) 6rnek gruplarindaki hiicrelerin gen ekspresyonu kantitatif olarak fazladir. OCN
gen ekspresyonunda oldugu gibi malzeme yiizeyindeki B-nHAp wvarligi hiicrelerin
kaplanmamig 6rneklerdeki ALPL geninin eksprese olma egilimlerini 28. giinden 21. giine
cekmistir [133]. ALP gen ekspresyon sonuglart kolorimetrik ALP aktivitesi analizinden

elde edilen sonuglar1 destekler niteliktedir.

Kollajen I (Collal) geni hiicre liremesi boyunca eksprese olurken, teorik olarak osteojenik

farklilagma ve matiirasyon siirecinde ekspresyon seviyesi azalmaktadir [152].
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Sekil 4.27°de (iistte) modifiye edilmemis PEEK (B-PEEK) o6rnekler, mekanik (K-PEEK)
ve fiziksel (N-PEEK) modifikasyonu yapilmis PEEK o6rnekler ile (altta) bu gruplarin B-
nHAp kaplanmis Ornekleri kullanilarak gerceklestirilen 28’er giinliik hiicre kiiltiirii
caligmas1 sonucu elde edilen Collal geninin ekspresyon grafigi verilmistir. B-PEEK, K-
PEEK ve N-PEEK orneklere ait ekspresyon grafiginde herhangi bir giinde 6rnekler arasi
anlamlilik elde edilememis (p>0.05) olmakla beraber Collal miktarinin logaritmik olarak
7. giinden itibaren arttif1 saptanmistir. 28. giinde N-PEEK orneklerde Collal gen
ekspresyonunun fazla olmasi hiicrelerin kanallar boyunca ECM olusturma cabasiyla
iliskilendirilebilmektedir. Sekil 4.27 incelendiginde B-nHAp kapli 6rnekler arasinda N-
PEEK/B-nHAp ornekler 7. giinde (p<0.01) ve 14. giinde (p<0.05), K-PEEK/B-nHAp
orneklere gore farklilik gostermistir. Kiiltiirin 21. giiniinde istatistiksel farklilik
gozlenmemis ancak 28. giinde N-PEEK/B-nHAp ornekler hem istatiksel olarak anlaml
(p<0.01) hem de en yiiksek kantitatif degere sahiptir. Bu bulgular, kolorimetrik kollajen
analizi ile uyum igerisinde sonuclar vermistir. Bunun yani sira teorik olarak azalmasi
gereken Collal gen ekspresyonunun Kkiiltlirin ilerleyen zamanlarinda artis gosterdigi

caligmalar da bulunmaktadir [77].
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Sekil 4.27. (iistte) B-PEEK, K-PEEK, N-PEEK, (altta) B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-
nHAp ve N-PEEK/B-nHAp yiizeylerde kiiltiire edilen MC3T3-El hiicrelerinin bagil

Collal gen ifadeleri. (istatistiksel anlamli farkliliklar n=3, ayni gilinde gruplar arasi
anlamlilik *p < 0.05, **p <0.01)

Sekil 4.28’de (iistte) B-PEEK, K-PEEK ve N-PEEK ile (altta) B-PEEK/B-nHAp, K-
PEEK/B-nHAp ve N-PEEK/B-nHAp 6rnekler iizerinde ¢ogalmis MC3T3-E1 hiicrelerinin
RUNX2 gen ekspresyon ifadelerine yer verilmistir.
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Sekil 4.28. (iistte) B-PEEK, K-PEEK, N-PEEK, (altta) B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-
nHAp ve N-PEEK/B-nHAp yiizeylerde kiiltiire edilen MC3T3-El hiicrelerinin bagil
RUNX2 gen ifadeleri. (istatistiksel anlamli farkliliklar n=3, (iistte) ayn1 giinde gruplar arasi

anlamlilik *p < 0.05, **p <0.01)

RUNX2, OCN ve OPN gibi ge¢ donem farklilagsma belirteci olan bir gen olup B-nHAp
kaplama yapilmamis gruplarda istatistiksel olarak anlamlilik sadece 28. giinde N-PEEK
(p<0.01) ornekler iizerinde ¢ogalmis hiicrelerde goriilmiistiir. N-PEEK/B-nHAp 6rnekler
K- PEEK/B-nHAp orneklere gore 7. giinde (p<0.01) ve 21. giinde (p<0.05) anlamlilik

gosterirken 14. giinde gruplar arasi anlamlilik saptanmamuistir. 28. glinde kantitatif olarak
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en yliksek ekspresyon B-PEEK/B-nHAp 6rneklerde bulunmakla birlikte K-PEEK/B-nHAp
(p<0.01) ve N-PEEK/B-nHAp (p<0.01) 6rnekler iizerinde ¢cogalan drneklerde ekspresyon
diisiisii anlamliliga sahiptir [153].

Sekil 4.29°da B-nHAp kaplamas1 yapilmig 6rnekler lizerinde prolifere olmus MC3T3-E1

hiicrelerine ait osteopontin (OPN) gen ekspresyonu grafigi verilmistir.
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Sekil 4.29. B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp ve N-PEEK/B-nHAp yiizeylerde kiiltiire
edilen MC3T3-E1 hiicrelerinin bagil OPN gen ifadeleri. (istatistiksel anlamli farkliliklar
n=3, ayn1 giinde gruplar aras1 anlamlilik *p < 0.05)

Osteopontin, kemik hiicrelerinin yapismast ve ge¢ donemde mineralizasyonun
diizenlenmesinden sorumlu bir gendir [154]. Ilgili grafikte gruplar arasi anlamlilik
saptanmamis (p>0.05) olmasina ragmen ge¢ donem farklilagsma belirteci olan OPN geninin
ekspresyonunun en yiiksek degeri 28. giinde elde edilmistir. Erken donemde de gen
ekspresyonunun goriilmesi hiicrelerin kemige farklilasarak yeniden modellendiginin ve B-
nHAp kaplamalarin  kemik doku olusumunu indiiklediginin gostergesi olarak

yorumlanabilmektedir [155].
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4.3.8.Immunofloresan boyama ve canli/olii hiicre goriintiileme

Bu boliimde, modifiye edilmemis PEEK (B-PEEK) ornekler ile mekanik (K-PEEK) ve
fiziksel (N-PEEK) modifikasyonu yapilmig PEEK 6rnekler iizerine ekimi yapilan MC3T3-
El hiicreleri, B-PEEK, B-PEEK/nHAp ve B-PEEK/B-nHAp oOrnekler iizerine ekimi
yapitlan MC3T3-E1 hiicreleri ile B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp ve N-PEEK/B-
nHAp Ornekler iizerine ekimi yapilan MC3T3-El1 hiicrelerine ait immunofloresan
boyamalara ait konfokal goriintiilerine yer verilmistir. Fotograflar ¢ekilmeden 6nce, Boliim
3.4.8’de agiklanan yontemle fikse edilen hiicrelerin membran gegirgenligi artirilarak hiicre
iskeletinin F-aktin antikoru ile boyanarak yesil, hiicre ¢ekirdeginin propidyum iyodiir (PI)
ile boyanarak kirmizi renkte 1s1ma vermesi saglannustir. iki ayri filtre ile cekilen resimler

cakistirilarak elde edilen fotograflar Sekil 4.30°da verilmistir.

1. saat

.

Sekil 4.30. B-PEEK, K-PEEK ve N-PEEK yiizeyler iizerinde hiicrelerin kiiltiiriin 1.
saatindeki immunofloresan boyama konfokal mikroskop goriintiileri, 6l¢cek cubuklar1 20
um’yi gostermektedir.

Hiicre kiiltiir ¢alismalarinda 7.5x10* hiicre/20 pL inokiilasyon yogunluguna sahip hiicre
stispansiyonu kullanilmis ve 1. saatin sonunda malzeme ylizeyine yapisan hiicreler fikse
edilerek boyamalar1 gerceklestirilmistir. Malzeme yiizey morfolojisinin hiicre tutunmasina
etkisi fotograflarda acik¢a goriilmektedir. PEEK malzemenin biyoinert dogasi nedeniyle
tizerindeki hiicreler birbirleri iizerine tutunma egilimi gostermislerdir. Kumlanmig
orneklerde (K-PEEK) piriizlillige bagli artan yiizey alanmin hiicrelerin yiizeye
tutunmasina diger gruplara oranla gorece daha fazla imkan sagladigir goriilmekte ve bu
sonuglar PrestoBlue® analiz sonuglari ile uyumluluk gostermektedir. N-PEEK 6rneklerde
NaOH daglamaya bagli olusan kanallar arasinda tutunma ve ¢ogalmaya ¢alisan hiicreler

acikga goriilmektedir. Bu ¢ikarim, N-PEEK orneklerde kolorimetrik kollajen analizi ve
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Collal gen ekspresyonunda elde edilen yiiksek degerlerin yorumlanmasina yardimci

olmaktadir.

Sekil 4.31’de B-PEEK, B-PEEK/nHAp ve B-PEEK/B-nHAp 6rneklere ait 1. saat tutunma

konfokal goriintiileri verilmistir.

B-PEEK B-PEEK/nHAp B-PEEK/B-nHAp

1. saat

\ﬁ-\ ” ' Y ‘-—,

Sekil 4.31. B-PEEK, B-PEEK/nHAp ve B-PEEK/B-nHAp yiizeyler iizerinde hiicrelerin
kiiltiiriin 1. saatindeki immunofloresan boyama konfokal mikroskop goriintiileri, dlgek
cubuklar1 20 pm’yi gostermektedir.

B-PEEK ornekler iizerine ekilen hiicreler, ylizeyin hidrofobik ve biyoinert olmasi
nedeniyle birbirlerinden ayrilmama egilimi gosterirken; nHAp ve B-nHAp kaplamanin
yaratti@1 biyoaktivitedeki artis hiicrelerin {izerinde stres olusmamasi ve 1. saatin sonunda

ylizeyde yayilma isteklerine neden olmustur.

B-PEEK, K-PEEK ve N-PEEK o6rnekler iizerine B-nHAp kaplama yapilarak elde edilen B-
PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp ve N-PEEK/B-nHAp Orneklere ait 1. saat konfokal

gorlintiileri Sekil 4.32°de verilmistir.
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Sekil 4.32. B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp ve N-PEEK/B-nHAp ylizeyler iizerinde
hiicrelerin kiiltiiriin 1. saatindeki immunofloresan boyama konfokal mikroskop goriintiileri,
olgek cubuklar: 20 um’yi gostermektedir.

Fotograflara bakildiginda K-PEEK/B-nHAp kapl yiizeylerdeki hiicrelerin diger gruplara
gore daha kiiresel bir formda kaldigi goriilmektedir. Yiizey piirtizliligiiniin hiicrelerin
tutunma sirasinda filopodyalarmi (hiicresel uzantilarini) uzatmasina ilk agamada engel
olmas1 neden olarak gdsterilebilir. B-nHAp kaplanmis N-PEEK o6rneklerde ise daglama
sonras1 olusan kanallar arasinda biriken B-nHAp partikiiller iizerine tutunmaya calisan

hiicreler diger gruplara gore 1. saatin sonunda daha igsi bir yap1 kazanmislardir [156].

Sekil 4.33’te B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp ve N-PEEK/B-nHAp o&rnekler ile
gerceklestirilen hiicre kiiltliri ¢alismasinin 28. gilinlinde canli/6lii hiicre boyama ve
immunofloresan boyamaya ait goriintiiler verilmistir. F-aktin/PI boyamadan farkli olarak
canl/6li hiicre boyama i¢in Calcein AM/Ethidyum Homodimer I boya karigimiyla
hiicreler inkiibe edilmistir. Olii hiicrelerin parcalanmis ¢ekirdek zarindan gecebilen Eth-I,
floresan mikroskopta kirmizi renk vermektedir. Bu bilgi g6z 6nilinde bulundurularak Sekil
4.33 (istte) incelendiginde, fotograflardaki drnekler iizerinde 6l hiicre sayisinin oldukca

az oldugu gozlemlenmektedir.
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Sekil 4.33. B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp ve N-PEEK/B-nHAp ylizeyler {izerinde
hiicrelerin kiiltiirtin 28. giiniindeki (iistte) canli-6lii hiicre boyama, (altta) immunofloresan
boyama konfokal mikroskop goriintiileri, dlgek ¢ubuklari yukaridan asagiya sirasiyla 20
um ve 40 pm’yi géstermektedir.

Orneklerin  immunofloresan boyamalarina ait fotograflara bakildiginda hiicre
cekirdeklerinin farklilasmaya bagl olarak biiytlidiigli, ECM yogunluguna ve hiicrelerinin
aktin filamentlerinin matiirasyonuna bagli olarak 1. saat fotograflarina gore daha parlak
gorlintiiler elde edildigi goriilmektedir. B-PEEK/B-nHAp Ornekler tizerindeki hiicrelerin
K-PEEK/B-nHAp ve N-PEEK/B-nHAp ornekler iizerindeki hiicrelerle karsilastirildiginda
daha az ECM matris irettikleri goriilmektedir. K-PEEK/B-nHAp Orneklerdeki hiicreler
rastgele ¢ogalirken N-PEEK/B-nHAp 6rneklerdeki hiicre ¢ekirdeklerinin ¢izgi benzeri bir
dogrultuda olmasi, daglamaya bagli kanallar arasinda hiicrelerin ¢ogalma egilimi
gosterdiklerini ve parlak F-aktin boyanmaya bagli olarak 6rnek {iizerindeki hiicrelerin

kollajen miktarinin fazla oldugunu ac¢iklamaktadir [13].
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5. GENEL SONUCLAR

Tez calismas1 kapsaminda, ¢esitli modifikasyon yontemleri kullanilarak PEEK ylizeyin
biyoinert dogasmin giderilmesi saglanmaya calisilmistir. Oncelikle mekanik ve fiziksel
etkilerle malzeme topografisindeki degisimin hiicre canliligina, daha sonra bu topografik
degisimin nHAp ve B-nHAp kaplama morfolojisi ve kaplama etkinligi {izerine etkileri
arastirilmistir. Yapilan karakterizasyon ve hiicre kiiltiirii ¢calismalar1 sonunda elde edilen
verilerle onemli bulgular, bu boliimde 6zetlenmistir.

3 Caligmanin ilk asamasinda PEEK malzemelere yiizey modifikasyonlar1 yapilmistir.
Zimparalama iglemiyle malzeme yiizeyinde kesim sonrasi olusan izler ve kirlilikler
giderilmistir. Temizlenen drnekler modifikasyona hazir hale getirilmistir.

3 PEEK malzemeler iizerinde kumlama teknigi kullanilarak yiizeyde mekanik etkiyle
agresif ancak homojen bir piiriizliiliik elde edilmistir.

3 Fiziksel modifikasyon i¢in 60°C etiivde 48 saat konvansiyonel 1sitma ile NaOH
daglama yontemi kullanilmistir.

3 Modifikasyon sonrasi karakterize edilen yiizeylerin piiriizliilik degerleri sirasiyla
B-PEEK, K-PEEK, N-PEEK ve K,N-PEEK o6rnekler i¢in 982.7+23.3, 5051.0+27.3,
2884.0+3.4 ve 4404.0+21.2 nm olarak bulunmustur. Su temas agis1 degerleri aynm
sirayla 62.8+£2.9, 90.8+3.3, 71.0+£9.6 ve 108.6+1.7° olarak Sl¢iilmiistiir.

3 Modifikasyonlar sonrasi yapilan ATR-FTIR analizi sonuglar1 degerlendirildiginde
orneklerin ylizey kimyasinda bir farklilik olmadigi saptanmaistir.

3 Yiizeyi modifiye edilmis PEEK Orneklere biyoaktivite testi yapilmis ve ornekler
tizerinde 28. giinde 7. giline oranla daha yogun HAp birikimi oldugu SEM analizi
ile saptanmistir. Ayrica, XRD analizinde 28. glinde drnekler iizerinde HAp’a ait
pikler de gozlenmistir.

3 Modifiye edilmemis PEEK yiizeyler (B-PEEK) iizerine 10xSBF-benzeri ¢ozelti ve
bor katkili 10xSBF ¢ozelti mikrodalga destekli yontemle nano boyutta HAp(nHAp)
ve bor katkili nHAp (B-nHAp) kaplamalar gerceklestirilmistir ve MC3T3-El
hiicrelerle gerceklestirilen 6n hiicre kiiltiirii ¢alismasi sonuglari dogrultusunda,
modifiye edilmis 6rneklere B-nHAp kaplama yapilmasi kararlagtirilmistir.

3 Modifikasyonlar1 tamamlanmis yiizeyler lizerine B-nHAp kaplamalar yapildiktan
sonra elde edilen su temas acist degerleri sirasiyla B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-
nHAp, N-PEEK/B-nHAp ve K,N-PEEK/B-nHAp yiizeyler i¢in 24.4+5.9, 29.5+5.5,
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22.8+5.7 ve 25.845.6° olarak Olclilmiistir. SEM analiziyle es zamanl
gerceklestirilen EDX analizi sonucu B-nHAp kapli 6rneklerin yiizeyinde molar
Ca/P oran1 =1.40 olarak hesaplanmistir. B-nHAp kapli 6rnekler i¢in yapilan ATR-
FTIR analizi sonucu yiizeylerde HAp’e ait piklerin de var oldugu saptanmustir.

o3 K,N-PEEK grubunda kumlamanin yarattigi agresif piriizliliigiin {izerinde
daglamanin etkisi tam olarak goézlenemedigi icin hiicre kiiltiirii c¢alismalarina
gecerken bu grup elenmistir.

3 B-PEEK, K-PEEK, N-PEEK, B-PEEK/B-nHAp, K-PEEK/B-nHAp ve N-PEEK/B-
nHAp ornek ylizeylerinde tutunan MC3T3-E1 hiicre hattiyla gergeklestirilen 28
giinliik hiicre kiiltiirii caligmalarinda elde edilen SEM goriintiileri en yogun hiicre
dis1 matris iiretiminin NaOH daglanmis gruplarda oldugunu gostermistir.

3 PrestoBlue® analiz sonuglarina bakildiginda B-nHAp kapli ylizeylerde hiicre
canliliginin modifikasyon sonrast kaplanmamis o6rneklere oranla daha yiiksek
oldugu saptanmustir.

3 PEEK malzeme yiizeylerinde tireyen MC3T3-E1 hiicrelerinin ALP aktiviteleri 21.
giinden itibaren yilikselmistir. B-nHAp kapli 6rneklerde 21. ve 28. giin degerleri
kantitatif olarak neredeyse ayni olmakla beraber, ortamdaki HAp varlig
mineralizasyonun kaplanmamig 6rneklere daha erken baslamasini saglamigtir.

o3 PEEK yiizeylerdeki hiicrelerin kollajen miktarin1 belirlemek i¢in yapilan
hidroksipirolin analizi sonucu en yiiksek kollajen miktar1 N-PEEK ve N-PEEK/B-
nHAp 6rneklerde elde edilmistir. Bu bulgu SEM ve konfokal fotograflar ile uyum
gostermektedir.

3 Yiizeylerdeki hiicrelerin osteojenik farklilasma kapasitelerinin belirlenmesi igin
OCN, ALPL, Collal, RUNX2 ve OPN gen ekspresyon seviyelerinin belirlendigi
RT-PCR analizi gergeklestirilmistir. Ge¢ donem farklilagsma belirteci olan OCN ve
OPN, higbir grup i¢in kiiltiiriin 21. gilinlinden 6nce gozlenmemistir. Yirmi birinci
giinde B-nHAp kapli 6rneklerde OCN geni eksprese olurken kaplamasiz drneklerde
ekspresyon oldukea diisiik seviyelerde kalmistir. Erken donem farklilasma belirteci
olan ALPL geni ekspresyonu da 21. giinden itibaren baslamis ve ortamdaki B-
nHAp varligi kaplanmamis Orneklere kiyasla daha yiliksek gen ifadeleri elde
edilmesini saglamistir. Analiz edilen bagil gen ifadelerinden biri de tip I kollajene
ait olup, ekspresyon degerleri kollajen miktar1 analiziyle uyumlu sonuglar
vermistir.

3 PEEK yiizey iizerinde yapilan mekanik ve fiziksel yiizey modifikasyonlarla birlikte
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malzemenin biyoaktivitesinde artis saglanmis, malzeme iizerinde hiicre tutunmasi,
proliferasyonu ve farklilasmasini destekledigi saptanmistir. Modifikasyon sonrasi
B-nHAp kaplanmis 6rneklerle yapilan hiicre kiiltiir calisma sonuglar1 ise HAp’in
osteoindiiktif ve osteokondiiktif Ozellikleri sayesinde ortamda B-nHAp

bulunmasinin hiicre farklilagmasini biiyiik oranda destekledigini gostermistir.

Tez kapsaminda elde edilen biitiin sonuglar degerlendirildiginde yiizeyi mekanik ve
fiziksel yontemlerle modifiye edilmis Ornekler {izerine bor katkili hidroksiapatit
kaplama yapilarak PEEK malzemenin osteoindiiktif o6zellik kazandirilabilecegi
diistiniilmiistiir. Normal sartlarda biyoinert dogasi nedeniyle hiicre tutunmasini ve
kemige farklilagsmasini engelleyen PEEK malzemenin osteojenik aktivitesinin B-nHAp
kaplama ile giderilebilecegi kanitlanmistir. Biyomedikal uygulamalarda siklikla
kullanilan PEEK malzemenin tez calismasi kapsaminda gergeklestirilen basarili
kaplama yontemleri ile biyoaktif hale getirilebilecegi saptanmis ve literatiirdeki

yaklasimlardan farkli, yenilik¢i bir kaplama malzemesi iiretimi gergeklestirilmistir.
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