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OZET

OSSEINTEGRASYONU ARTTIRACAK
HiDROKSiAPATiT/SiKLODEKSTR_iN KOMPOZiT
TASIYICILARIN GELISTIiRILMESI

Meryem Siimeyye AKDEMIR
Yiiksek Lisans, Biyomiihendislik Anabilim Dah
Tez Damismani: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
Eyliil 2015, 150 sayfa

Bu ¢alisma, FHD-2015-7226 kodlu “Hidroksiapatit ile Desteklenmis Hidroksipropil-beta-
siklodekstrin Kompozit Tasiyicilarin Gelistirilmesi ve Osseointegrasyon Etkinliginin
Arastirllmas1” adli Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projesi ve 2210-C
TUBITAK Oncelikli Alanlara Yonelik Yurt i¢i Yiiksek Lisans Burs Programi destegi ile
hazirlanmistir. Sunulan tez caligmasinin amaci, sert doku implanti olarak yaygin bir sekilde
kullanilan titanyumun (Ti) osseointegrasyonunu arttirmak tiizere Hidroksipropil-p-
siklodekstrin (HPBCD)/Melatonin inkliizyon kompleksinin olusumuna olanak saglayacak
hidroksiapatit (HA)/HPBCD kompozit tastyicilarin gelistirilmesi ve in vitro kosullarda
osseointegrasyon iizerindeki etkilerinin arastirilmasidir.

Tez calismasinin ilk asamasinda, HA olusumunu hizlandirmak ve kaplama kararliligin
arttirmak i¢in yiizeyde titanyum oksit (TiO;) tabakasi olusumu hedeflenmistir. Bu
kapsamda %99 safliktaki titanyum plakalar farkli boyutlara sahip silisyum karbiir (SiC)
zimpara cesitleriyle zimparalanarak ylizey alani arttirilmistir. Yiizeyde mikro boyutta
piirtizliiliik olusturulduktan sonra, istenen oksit tabakasinin olusumu icin bazik ve anodik
ortamda oksidasyon islemleri gergeklestirilmistir. Bazik oksidasyonla olusan oksit
tabakasinin kararliliginin ve biyouyumlulugunun arttirilmasi i¢in bazik oksidasyon sonrasi
yiizey 600°C’de 1s1l isleme maruz birakilmistir Ayrica anodik oksidasyon ydntemi ile
titanyum plakalarin ylizeyinde nano boyutta piiriizliliigiin ve oksit tabakasimin olusumu
saglanmigtir. Anodik oksidasyon ile en uygun morfolojiye sahip olan Ti ylizeylerin
iretilebilmeleri i¢in optimum kosullar belirlenmistir. Anodizasyon yonteminde segilen
optimum parametreler ile (20 V gerilim, 1 cm anot/katot aras1 mesafe, 45 dk islem siiresi)
yaklasik 75 nm capinda nanotiibiiler yapiya benzer tepelerden olusan TiO, tabakasi elde
edilmistir. Atomik Kuvvet Mikroskopu (AFM) analizinden elde edilen verilere gore ylizey



puriizliligiinde (Ra) bazik oksidasyon sonrasi 1.5 kat, anodik oksidasyon sonrasi ise 4 kata
varan bir artig saglanmistir. Ayrica her iki oksidasyon yontemi sonrasi gerceklestirilen su
temas agis1 tayini ile ylizey islatilabirliginde artis saglandigi tespit edilmistir. Enerji
Dagilimli X-151m1 (EDX) analizi ile yiizeyde %100'e varan TiO; kaplamanin olusturuldugu
bulunmustur.

Calismanin ikinci asamasinda, mekaniksel, kimyasal ve elektrokimyasal islemler
uygulanarak modifiye edilen Ti plakalar 10 kat derisik yapay viicut sivisi (10XSBF)
cozeltisi kullanilarak biyomimetik c¢oktlirme yontemi ile oda kosullarinda HA ile
kaplanmistir. Bu kapsamda olusturulan HA kaplamanin kimyasal yapisi Fourier
Dontisiimli Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR) ve EDX analizleriyle belirlenirken, kalinlig
ve morfolojik 6zellikleri Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi ile, ylizeye tutunma
kararliligr ise mikro ¢izik analiziyle saptanmistir. Bazik oksidasyon ile oksitlendirilmis
yiizeylerdeki HA kaplamanin fiziksel olarak daha kararli oldugu bulunmustur.

Calismanin ti¢lincii asamasinda HA tabakasinin iizerine suda ¢oziiniir/¢oziinmez (¢apraz
bagli)) HPPCD temelli, kontrollii salima olanak saglayacak bir tasiyict yiizey
olusturulmustur. Suda ¢6ziinmez HPBCD tasiyicilar 1,2,3,4-biitantetrakarboksilik asit ile
capraz baglanarak elde edilmistir. Elde edilen yapiin o6zellikleri FTIR, SEM ve
termogravimetrik analiz (TGA) ile tespit edilmistir. HA kapli Ti plakalar {izerinde kararli
bir HPBCD tabakasinin elde edilebilmesi i¢in ¢apraz baglama basamaginda pH degeri
optimize edilmis ve en uygun pH degeri 4 olarak tespit edilmistir. Suda ¢6ziiniir 6zellikteki
HPBCD/Melatonin kompleksinin {iretimi i¢in grubumuz tarafindan optimize edilen
mikrodalga yontemi kullanilmistir.

Calismanin sonraki asamasinda HPBCD’nin inkliizyon kompleksi yapma o6zelliginden
faydalanilarak, kemik metabolizmasi lizerinde etkileri oldugu bilinen melatonin hormonu
ile kompleks olusturmas: saglanmistir. HPBCD/Melatonin inkliizyon kompleksinin
olusumunun tespiti i¢in gergeklestirilen FTIR analizinde etanol/su karisimi i¢inde ¢dziilen
melatonin ile HPBCD'min (pH:1 ve 4) kompleks olusturdugu tespit edilmistir.
HPBCD/Melatonin kompleksinin olusturulmasi esnasinda pipetleme ve daldirma olmak
tizere iki farkli yiikleme yontemi kullanilmistir. Olusturulan HA/HPBCD (suda
¢Oziinilir/¢coziinmez) kompozit tasiyicinin melatonin salim kinetiginin belirlenebilmesi i¢in
in vitro salim ¢alismalar1 gerceklestirilmis ve ¢apraz bagli HPBCD membranlarda uzatilmis
salim, suda ¢6ziliniir mebranlarda ise ani salim profilleri tespit edilmistir.

Ti/HA/HPBCD/Melatonin kompozit sistemin osseointegrasyon potansiyeli, preosteoblastik
MC3T3-El hiicre hatt1 ile yiiriitiilen in vitro kiiltiir ¢alismalar1 ile incelenmistir. Hiicre
canlilik analizi (MTT) sonuglari, HA katkisinin hiicre yapigmasim1 destekledigini
gostermistir. Bunla birlikte capraz baglanmis HPBCD membranlarin hiicre yapismasini
desteklemedigi dolayisiyla hiicre yapismasinin istenmedigi durumlar i¢in kontrollii salima
izin veren oldukca uygun ylizeyler oldugu tespit edilmistir. Ayrica HPBCD'nin varliginin
hiicre tutunmasi ve cogalmasini baskiladigi belirlenmistir. Farmosotik agidan birgok
uygulama alan1 olmasina ragmen capraz baglanmis HPBCD'nin hiicreler iizerindeki
etkisinin arastirildigi bir calismaya literatiirde rastlanmamistir Bu nedenle ¢alismadan elde
edilen bulgular HPBCD'in yeni uygulamalarinin ortaya koyulmasi agisindan Onem
tasimaktadir.

Anahtar kelimeler: Osseointegrasyon, Titanyum, Sentetik Viicut Sivisi, Hidroksiapatit,
Hidroksipropil-B-siklodekstrin, Melatonin.
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This thesis was prepared with support of FHD-2015-7226 Hacettepe University funding
project and TUBITAK 2210-C Primary Subject National Scholarship Program for MSc
Students. The aim of this thesis was to prepare hydroxyapatite (HA)/hydroxypropyl-p-
cyclodextrin (HPBCD) composite carriers that will allow the formation of
HPBCD/Melatonin inclusion complex to improve osseointegration of titanium (Ti) which
is commonly used in hard tissue implants, and to investigate the effects of it on
osseointegration in vitro.

In the first stage of this study, formation of a titanium oxide (TiO;) layer on the surface
was aimed to improve the speed of HA formation and to enhance the stability of the
coating. In this context, Ti of 99% purity was used and the surface area of Ti was increased
by grinding with silicone carbide (SiC) sandpapers of different grit sizes. After creating a
micro roughness on Ti surface by grinding, alkaline and anodic oxidation treatments were
applied to achieve the desired oxide layer. Following alkaline oxidation, the samples were
heat treated at 600°C to improve the biocompatibility and stability of the oxide layer. In
anodic oxidation method, an oxide layer with nano-sized roughness was generated on the
titanium plates. Optimum anodic oxidation conditions were determined to obtain a TiO,
layer with the most suitable surface morphology. By applying the optimum parameters in
anodic oxidation (20 V, 1 cm distance between anode and cathode, 45 min processing
time) TiO, layers consisting of hills of nanotubules, which are approximately 75 nm in
diameter, were formed. According to atomic force microscopy (AFM) results, surface
roughness (Ra) was increased by 150% and 400% after alkaline and anodic oxidation
treatments, respectively. In addition, contact angle measurements showed that both
oxidation methods increased the wettability of the samples. Energy dispersive X-ray
(EDX) analysis demonstrated that surface coating was consisting of 100% TiO..



In the second stage of the thesis, the Ti plates that were modified with mechanical,
chemical and electrochemical processes were coated with HA in room conditions via
biomimetic methods using 10xSynthetic Body Fluid (SBF). While the chemical structure
of the HA coating was analysed with Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and
EDX analyses, its thickness and morphological properties were visualized with Scanning
Electron Microscopy (SEM). The binding stability of HA coating on modified Ti surfaces
was determined via micro scratching analysis. It was found that HA coating exhibited
better physical stability when Ti was modified with alkaline oxidation method.

In the third stage of the thesis, water-soluble or insoluble (crosslinked) HPBCD based
carrier surfaces that would enable controlled release of melatonin were formed on HA
layer. Water insoluble HPBCD carrier was obtained via crosslinking with 1,2,3,4-
butanetetracarboxylic acid (BTCA). While the properties of this structure were obtained
via FTIR, SEM and thermogravimetric (TGA) analysis. To obtain stable HPBCD layers on
HA coated Ti plates, 2 different pH values, pH 1 and pH 4, were adjusted during
crosslinking process, and it was seen that pH 4 resulted to the formation of better stability.
To prepare water-soluble HPBCD/Melatonin complexes, microwave irradiation method,
which was developed and optimized by our research group, was used.

In the next stage of the study, HPBCD was complexed with melatonin that has effects on
bone metabolism, depending on inclusion complex forming property of HPBCD. FTIR
analysis was conducted to determine the formation of HPBCD/Melatonin inclusion
complexes and it was found that the melatonin and HPBCD, which were solved in an
ethanol/water solution (pH 1 and 4), had formed a complex. Two different loading
methods were used while forming the HPBCD/Melatonin complexes, which were pipetting
and immersing. In vitro release studies were performed to determine the melatonin release
kinetics of the HA/HPBCD composite carrier, and it was found that cross-linked HPBCD
membranes had extended release profiles, while water-soluble membranes had burst
release profiles.

Osseointegration potential of Ti/HA/HPBCD/Melatonin composite systems was
determined with in vitro culture studies conducted with preosteoblastic MC3T3-El cell
line. Cell viability analysis had shown that HA inclusion had supported cell adhesion.
Furthermore, it was determined that cross-linked HPBCD membranes had not supported
cell adhesion, and this had shown that they are suitable surfaces that support controlled
release of biosignals when cell adhesion is not desired. It was also found in the studies
conducted with water-soluble complexes that the existence of HPBCD hinders cell
adhesion and suppresses cell proliferation. While HPBCD has many pharmaceutical
applications, cell surface interactions of crosslinked HPBCD have not been investigated in
the related literature. For this reason, the findings of this study carry importance to seek
new applications of HPBCD systems.

Keywords: Osseointegration, Titanium, Simulated Body Fluid, Hydroxyapatite,
Hydroxypropyl-p-cyclodextrin, Melatonin.



TESEKKUR

Kendisiyle tanistigim ilk giinden bu yana hayranlifimin glinden giline arttigi,
yaklagimlarinda hep anne sicakligi hissettigim, sahip oldugu engin bilgi ve deneyimi ile
¢alismalarimin yiirtitiillmesinde yol gosteren ve gerekli destegi hi¢bir zaman esirgemeyen,
hem akademik anlamda hem de durusuyla hayatim boyunca 6rnek alacagim ¢ok degerli
hocam Prof. Dr. Menemse Giimiisderelioglu’na bana olan destegi, sagladigi imkanlar ve
kazandirdig1 deneyimler i¢in sonsuz saygi, sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢alismamin her noktasinda izleri bulunan, en kotii anlarimda beni ayaga kaldiran,
hayatima ¢ok sey katan, onunla ¢alismaktan mutluluk duydugum, ufku acik, kalbi agik ¢ok
degerli arkadagim ve ustam Ars. Gor. Isil Ger¢cek Beskardes'e tesekkiirlerimi sunarim.

Tez calismam sirasinda 2210-C Oncelikli Alanlara Yonelik Yurt I¢i Yiiksek Lisans Bursu
programi kapsaminda maddi destek saglayan TUBITAK Bilim insam1 Destekleme Daire
Baskanhgi’na tesekkiirlerimi sunarim.

Tez c¢alismama FHD-2015-7226 no.’lu proje kapsaminda maddi destek saglayan
Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi’'ne
tesekkiirlerimi sunarim.

Sekersiz igtigim kahvelerin sekerleri olan, bana inanilmaz giizel anilar yasatan, benden
desteklerini hi¢ eksik etmeyen Kahve Cetesi iiyelerinden sevgili arkadaslarim Aysu
Arslan'a, Bedriye Topal’a, Tugce Giiltan’a, Inci Sixaliyeva’ya, Ebru Tamahkar’a,
Seyma Bektas’a ve Fatih Koyuncuoglu'na, Elif Sunal'a, ayn1 ortamda g¢alismaktan
bliyiik mutluluk duydugum sevgili laboratuvar arkadaslarim Dr. Amil Sera Cakmak’a, Dr.
Soner Cakmak'a, Ars. Gor. Damla Cetin Altindal’a, Ars. Gor. Merve Capkin
Yurtsever’e, Ekin Ozge Tuncay’a, Gokce Kaynak’a, Dr. Murat Simsek’e, Ulkii
Bozoglu’na, Farzin Sana’ya ve yardimlart icin Cem Bayram'a,

Hayatima girdikleri igin ¢ok mutlu oldugum, her zaman yanimda olan, desteklerini benden
esirgemeyen, tanidigim en giizel insanlar, can dostum Zeynep Yazci'ya, degerli Yusuf
Ziya Sagiroglu ve Sefa Sagiroglu'na, yerleri bende apayri olan sevgili arkadaglarim
Derya Kalelioglu'na ve Giilseren Irmak’a ve bu miicadelede beni yalniz birakmayan,
kendisine minnettar oldugum Ogr. Gér. Hasan Ulus'a bana olan inanglarindan ve
sevgilerinden dolay1 ¢ok tesekkiir ediyorum.

Hayatima giizellik katan, teyzesinin bir tanesi Goksu Beren Késen'e, beni bugiine getiren,
maddi ve manevi desteklerini hi¢ esirgemeyen, emeklerini asla ddeyemeyecegim, ¢ok
degerli sevgili aileme: canim annem Hilmiye Akdemir'e ve canim babam Hiiseyin
Akdemir'e, goziimiin dilini bilen insan, diinyanin en giizel annesi ve en birinci ablasi
Sudenur Késen'e,

Sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS
Biyomalzemeler, canli dokuda olusan hastalikli veya hasar gormiis bolgelerin islevini
geri kazandirmak amaciyla kullanilan dogal ya da yapay malzemelerdir. Metalik
biyomalzemeler 6zellikle kalga, diz, dis, kafatasi gibi sert dokularin onariminda uzun
yillardir kullanilmaktadir. Ustiin mekanik &zelliklerinin yan1 sira biyouyumlulugunun
ve korozyon direncinin yiiksek olmasi titanyum (Ti) ve alagimlarini biyomedikal
uygulamalarda 6nemli bir miihendislik malzemesi yapmaktadir. Titanyumun toksin
olmamas1 ve manyetik Ozellik gdéstermemesinin yan1 sira hafif olmasi ortopedik

uygulamalarda biyomalzeme olarak kullanilmasini saglamaktadir [1].

Bir biyomalzemenin basarisi malzemenin ylizey kimyasina, implante edildigi doku ile
olusturacagi ara yiizeyin Ozelliklerine ve biyomalzemeyi ¢evreleyecek olan hiicrelerin
yanitina baghdir [2, 3]. Ancak viicuda cerrahi bir operasyonla yerlestirilen tim yapay
malzemelerde oldugu gibi Ti implantinda da basariy1 etkileyecek bazi sorunlar
yasanmaktadir. Bunlardan ilki implant malzemesinin kemik doku ile biitiinlesememesi,
digeri ise implant kaynakli enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasidir. Canli doku ve implantin
statik ve islevsel olarak birlesmesine, yani canli doku ile biitiinlesmeye
"osseointegration” denilmektedir [3]. Osseointegrasyon tanimi kemik hasar1 ya da kayb1
yasayan hastalar i¢in materyal ile canli kemik dokusu arasindaki adaptasyonu ve tamir

surecini ifade etmektedir.

Implant ile kemik arasindaki biitiinlesmeyi gelistirmek i¢in malzemenin yiizey
ozelliklerinin degistirilmesinin, iyilesme cevabi lizerinde dnemli bir etkisinin oldugu
bilinmektedir [4, 5]. Bu amaca yonelik olarak, osseointegrasyonu arttiracak ve kemik
dokusu ile implant arasindaki bagi kuvvetlendirecek bir¢cok yontem gelistirilmistir. Bu
yontemler fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal olmak iizere {i¢ ana siifa ayrilmaktadir
[6]. Fiziksel yontemlerden en ¢ok kullanilan zimparalama yontemiyle yiizeyde diizenli
veya daginik oluklar mekanik olarak agilmakta, bu sayede yiizeyde nano/mikro boyutta
puriizlilikk olusturulmaktadir. Kimyasal yontemlerden ise asidik oksidasyon, bazik
oksidasyon veya elektrokimyasal oksidasyon ylizey modifikasyonunda kullanilan
yontemlerden bazilaridir. Bu yontemler ile piiriizlendirilmis titanyum yiizeyler
kullanilarak yiirlitilen c¢aligmalarda piiriizliiliglin osseointegrasyonu uyardigi ve

hizlandirdigi ileri stirtilmektedir [7, 8].



Osseointegrasyonu saglamak i¢in implant yiizey Ozelliklerinin gelistirilmesinin yani
sira kemik doku rejenerasyonun saglayacak kaplama yontemleri de arastirilmaktadir.
Implant yiizeyinin, kemik dokunun temel bilesenlerinden biri olan HA ile kaplanmasi
en sik kullanilan yaklagim olup, implant yiizeyindeki HA nin, malzemenin kemige daha
iyi yapismasinda etkin rol oynadigi bilinmektedir. Ilgili literatiirde titanyum veya
alagimlarinin HA ile kaplanmasi i¢in birgok yontem gelistirilmistir. Sprey kaplama gibi
yontemlerde Ozel ekipmanlara ihtiya¢ duyulurken, derisik sentetik viicut sivisi
kullanilarak titanyum yiizeyinde biyomimetik HA kaplama ekonomik ve hizli bir
sekilde elde edilebilmektedir [9].

Osseointegrasyonu iyilestirmek amaciyla gesitli biiylime faktorlerinin malzemelere
uygun yontemlerle yerlestirilmesi de etkin bir yaklasim olup, istenilen dozda ve siirede
bu faktorlerin salimini saglayacak ideal tasiyicit sistemler arastirilmaktadir. Bu
kapsamda lipofilik i¢ bosluk ve hidrofilik dis yiizeye sahip olmalar1 nedeniyle bir¢ok
hidrofobik molekiil ile inkliizyon kompleksi olusturma yetenegine sahip olan
siklodekstrinler dikkat ¢ekici bir aday haline gelmistir. Siklodekstrin molekiiliiniin
icindeki boslugun baska bir molekiil tarafindan doldurulmasiyla olusan komplekse
“inkliizyon kompleksi” denilmektedir. Kompleks olusumu sonrasit misafir molekiiliin
baz1 fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri degisebilmektedir. Ornegin oksidasyon,
hidroliz ve fotokimyasal reaksiyonlara karsi dayanimi artmakta, ugucu maddelerin
buharlagsma hizlar1 6nemli Ol¢lide azalmakta ve bunlarin daha kontrollii ve kademeli
olarak serbest birakilmasi saglanabilmektedir. Ayrica diisiik c¢oziiniirlige sahip
maddelerin, kompleks formundayken ¢oziiniirliikleri artmaktadir. Sahip olduklar1 bu
ozellikler nedeniyle siklodekstrinlerin melatonin gibi suda ¢oziiniirliigii diisiik olan

ilaglarin kontrollii salim sistemlerindeki 6nemi giderek artmaktadir [10].

Kemik dokuda hasar meydana geldiginde yenilenmeyi hizlandiran veya yavaslatan
faktorler mevcuttur. Bu faktorler icinde yer alan melatoninin doz miktaria bagl olarak
osteoblast hiicrelerinin iiremesini ve matris proteinlerinin iiretimini arttirdigi, ayrica
kemik yikimidan sorumlu olan osteoklast hiicrelerinin olusumunu ve aktivasyonunu

engelleyerek kemik metabolizmasi ilizerine olumlu etki yaptigi bilinmektedir [11].

Sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda, Ti implantlarda osseointegrasyonu hizlandirmak ve
etkinligini arttirmak amaciyla, HA ve biyosinyal tasiyici hidroksipropil-beta-
siklodekstrin (HPBCD) esasli, ¢cok katmanli bir kompozit yapinin meydana getirilmesi

hedeflenmistir. Bu dogrultuda, ilk asamada titanyum ylizeyinde mekanik olarak
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plrtizlillik olustulmusg, ardindan titanyumun ylizey kimyasinin ve enerjisinin,
biyomimetik yontem ile HA kaplamaya daha uygun hale getirilmesi icin ihtiyag
duyulan titanyum oksit (TiO,) tabakasi, bazik oksidasyon ve anodik oksidasyon
yontemleriyle meydana getirilmistir. Titanyum oksit tabakasmnin kemik ile
biitiinlesmeyi arttirdigr bilinen HA ile kaplanmasi i¢in, kan plazmasindaki iyon
derisimlerinin 10 katina sahip olan derisik sentetik viicut sivisi (Simulated Body Fluid,
10xSBF) kullanilmis ve olusturulan kaplamanin tasarlanan kompozit tasiyici sistemin
amacina uygunlugu degerlendirilmistir. Calismanin bir sonraki agsamasinda, son yillarda
farmasotik  endiistride kullanimiyla 6ne ¢ikan, suda az ¢Ozlinen maddelerin
¢cozlnlrliiglint, ¢o6ziinme hizin1 ve biyoyararlanimin1 artirmak ic¢in kullanilan,
karbohidrat kokenli siklodekstrin tiirevi olan HPBCD suda ¢dzlinmez (¢apraz bagli)
olacak bigimde HA {izerinde tasiyicit bir polimerik tabaka halinde olusturulmustur.
HPBCD’nin inkliizyon kompleksi yapma oOzelliginden faydalanilarak, kemik
metabolizmasi iizerinde olumlu etkileri oldugu bilinen melatonin hormonu ile kompleks
olusturmas1 saglanmistir. Ayrica Ti/HA tasiyic1 tabaka iizerine HPBCD/Melatonin
inkliizyon kompleksi igeren suda ¢Oziinlir bir membran tabaka olusturulmus ve
hazirlanan melatonin yiikli HA/HPBCD kompozit tasiyicilarla kaplanmis titanyum
plakalarin osseointegrasyon potansiyeli, preosteoblastik MC3T3-E1 hiicre hatt1 ile

yiriitiilen in vitro kiltiir caligmalar ile incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

Bu boliimde yapilan tez ¢alismasinin temelini olusturan konular ile ilgili literatiir bilgisi
yer almaktadir. Ik olarak viicut icerisinde yerlestirilen implant malzemesi ile kemik
dokusu arasindaki osseointegrasyon iligkisinden bahsedilmektedir. Kemik doku
miihendisliginde klinik uygulamalari devam eden metalik biyomalzemeler ve tez calisma
kapsaminda kullanilan titanyum (Ti) implant malzemelerinin &zellikleri, titanyumun
implant malzemesi olarak kullanimi ve osseointegrasyonu hakkinda kisaca bilgi
verilmistir. Ardindan metalik biyomalzemelerde siklikla karsilasilan  yetersiz
osseointegrasyon sorununun asilmasi igin uygulanan mekanik, kimyasal ve biyokimyasal
yiizey modifikasyonlarindan bahsedilmistir. Yiizey modifikasyonlarinda anlatilan literatiir
bilgisi tez c¢aligmalar1 kapsaminda siirlandirilmistir. Ayrica tasiyici sistemler olarak
kullanilan siklodekstrinlerin ilgili literatiiriine yer verilmistir. Son olarak ise tizerinde halen
yogun calismalarin devam etmekte oldugu olan melatonin hormonu ve osseointegrasyon

tizerine olan etkisi hakkindaki literatiir 6zetlenmistir.
2.1. Kemik ve yapisi

Kemik dokusu, yapisinda farkli tiirde hiicreler, lifler ve ara madde bulunduran bir bag
dokusudur. Bu bag dokusu inorganik tuzlarin birikmesiyle ileri derecede 6zelleserek bir
destek doku halini almigtir [12]. Iskelet sisteminin en 6nemli yap: tas1 olmasmin yaninda
viicudun diger dokularinda oldugu gibi hiyerarsik bir diizenlenmeye sahiptir. Kemik
dokusu, organik ve inorganik iki bilesenden olugmaktadir. Organik bilesenin biiyiik
boliimii kolajen liflerden (Tip 1), proteinler ve glikozaminoglikanlardan olugur. Organik
maddeler kemik yapisina esneklik kazandirmaktadirlar. Inorganik kisimda ise kalsiyum
fosfat (CaPOQ,), kalsiyum karbonat (CaCOj3), magnezyum fosfat (MgPO,), kalsiyum floriir
(CaF,), kalsiyum kloriir (CaCl) ve alkali tuzlar bulunur. Kalsiyum ve fosfat, hidroksiapatit
kristalleri seklindedir. Hidroksiapatit kristallerinin kemikteki onemi, kolajenlerle beraber

kemik sertligini ve dayanikliligini saglamasidir [13].

Kemik dokusu kortikal (sik1, kompakt) kemik olarak adlandirilan yogun kabuk bolgesi ve
trabekdiler (stingerimsi) kemik olarak adlandirilan gozenekli ¢ekirdek bolgesi olmak iizere
iki ana boliimden olugmaktadir (Sekil 2.1) [14]. Kortikal kemik yassi kemiklerin i¢ ve dis
yiizeylerini, uzun kemiklerin ise dig yiizeylerini olusan oldukca sert bir dokudur.

Stingerimsi kemik ise daha yumusaktir ve iginde kemik iligi mevcuttur.



Kortikal kemik Trabekiiler kemik

Sekil 2.1. Kemik yapisinin sematik gosterimi

Kemigin yapisinda osteoblast, osteosit, osteoklast ve osteoprogenitor hiicre olmak iizere 4
farkl1 hiicre tipi bulunur (Sekil 2.2). Osteoprogenitor hiicreler kemikte olusan herhangi bir
hasar durumunda mitozla boliiniirler ve kemik matrisini olusturmaktan sorumlu osteoblast
hiicrelerine doniigiirler. Osteositler ise olgun kemik hiicreleri olup, kalsiyumun
kemiklerden kana verilmesinde ve hemaostatik mekanizmanin diizenlenmesinde (kalsiyum
konsantrasyonunu diizenleme) gorev alan kemigin ana hiicreleridir. Osteoklastlar ise
kemigin yikimindan ve rezorbsiyonundan sorumlu olan bir anlamda makrofaj cesidi

hiicrelerdir [15].

Osreosit  Osteoblast Osteoprogenitér hiicre  Osteoklast

Sekil 2.2. Kemik yapisinda bulunan hiicre sekilleri ve konumlarinin sematik gosterimi
2.2. Kemik doku miihendisligi

Kemik dokusu viicuttaki en sert doku olmakla beraber kaslara ve i¢ organlara baglanma
bolgeleri olusturur. Yumusak dokular1 desteklemenin yani sira organlar1 korumakta, kan
hiicrelerinin iiretiminden sorumlu kemik iligine yataklik yapmakta, viicut sivilarindaki
kalsiyum, fosfat gibi iyonlarin kontrollii bir sekilde serbest hale getirilebilmelerini veya
depolanabilmelerini saglamaktadir. Insan saghig icin hayati énem tasiyan tiim bu

gorevlerine ek olarak insanlarin dik durmasii ve aktif hareket etmesini saglayan kemik



dokusu, iskelet sisteminin en temel bilesenidir [16]. Travmaya baglh hasarlar, enfeksiyon,
normal olmayan iskelet gelisimi ve timorler kemik dokuda meydana gelen 6nemli saglik
problemleridir. Kemik dokuda ortaya ¢ikan herhangi bir hasar durumunda salinan kimyasal
ajanlar sayesinde hasarin tamir edilme siireci derhal baslamakta ve biyolojik
mekanizmalarin aktif hale gelmesiyle iyilesme siireci kisa siirede, eski halini aratmayacak
bicimde tamamlanmaktadir. Tiim bu nedenlerden dolay1r kemik dokusu yapisal olarak
kendini yenileyebilen aktif bir doku olma 6zelligi tasimaktadir [17]. Bu 6zelligine ragmen
kemigin yenilenebilme kapasitesini asan hasarlarda, kemik onarimi basarisizlikla
sonuglanmaktadir. Kemik dokunun onarimi i¢in digaridan miidahale gerektiren bu gibi
durumlarda, hasarli bolgeye otolog kemik nakli 'altin standart' olarak bilinmektedir [18,
19]. Ancak hem otolog uygulamalarda hem de otolog uygulamalara alternatif olarak
kullanilan allogreft ve zenogreft uygulamalarinda siklikla karsilasilan enfeksiyon olusumu,
bagisiklik sistemi reddi gibi sikintilardan dolayr kemik doku miihendisligi ¢aligmalari

o6nem kazanmistir [20].
Kemik doku miihendisligi uygulamalarinda ii¢ amag tizerinde ¢alismalar yapilmaktadir.

1) Kemik doku mithendisligi yaklagimlarinin mevcut durumunu siirdiirmek,

2) Fiziksel ve kimyasal faktorlerin hiicre ile biyomalzeme ara yiizeyi arasindaki
iliskisini anlamak,

3) Osteojenik genler, proteinler ya da hiicreler ile doku iskelelerinin kemik doku

rejenerasyonunu giiglendirecek farkli stratejiler gelistirmek [19].

Bahsi gegen ii¢ yaklasimda da doku rejenerasyonunu saglama yetenegine sahip hiicreler,
hedef dokuyu olusturacak hiicreler igin indiikleyici etki yapan cesitli biyosinyaller ve
hiicreler icin ev sahipligi yapacak uygun morfolojiye sahip, iki/ii¢ boyutlu biyomalzemeler

tek bagina veya hibrit sistemler olusturularak kullanilmaktadir [21, 22].

Kemik doku miihendisliginde kullanilacak hiicrelerin dokuya uygun proteinleri ifade
edebilmeleri ve istenilen dokuya farklilasabilme kapasiteleri uygun hiicre se¢iminde goz
Online alman en temel kriterlerdendir [23]. Bu nedenle kemik dokusunda siklikla
osteoblastlar ve mezenkimal kok hiicreler tercih edilmektedir. Osteoblastlar kemik dokuya
0zgl hiicrelerdir ve hastadan cerrahi islem ile aliman doku parcasindan elde edilirler.
Hastanin kendi hiicreleri olmalar1 nedeniyle otografik uygulamalarda basari

gostermelerinin  yant swra allografik uygulamalarda da klinikte yaygin olarak



kullanilmaktadir. Dokudan izole edilen osteoblastlar kiiltiir ortaminda ¢ogaltildiktan sonra

hasta viicuduna nakil edilirler.

Osteoblastlar kemige 6zgii baz1 proteinleri ve enzimleri sentezlemeleri sayesinde kemik
yenilenmesini saglarlar [24]. Osteoblastlarin olgunlasmis hiicreler olmalari nedeniyle
siirli ¢gogalma yeteneklerinden ve istenmeyen fenotip olusturma oOzelliklerinden dolay1
yerlerine mezenkimal kok hiicre kullanimi giindemdedir. Mezenkimal kok hiicreler sahip
olduklar1 farklilasma 6zellikleri nedeniyle viicuttaki her uygulamada kullanim alani
bulurlar. Bunun yanm sira elde edilecegi dokular eriskin embriyonik veya fetal dokular
olabilir. Mezenkimal kok hiicrelerin, hiicre kiiltliir ortamina eklenen cesitli farklilagma
faktorleri ile istenilen dokuya doniisiimii saglanabilmektedir [25]. Osteoblastlar, eriskin ve
embriyonik kok hiicrelerine ek olarak yliksek cogalma kapasitesine sahip Oliimsiiz fare
preosteoblast hiicre hattt (MC3T3-E1), insan osteosarkoma hiicre hatti (SAQOS-2) ve sigan
osteosarkoma hiicre hattt (UMR-106) gibi osteoblast benzeri hiicre dizileri de kemik doku

miithendisligi ¢alismalarinda model hiicre hatti olarak kullanilmaktadir [26-28].
2.3. Osseointegrasyon

Kemik doku kaybinin yasandigi durumlarda hem fonksiyonel hem de estetik acidan eksik
olan dokunun gorevini iistlenmesi i¢in implant malzemelerin kullanimi1 olduk¢a uzun bir
gecmise sahiptir. Implantlar, tedavi amaci ile viicut icerisine ve canli dokulara yerlestirilen
cansiz malzemelerdir [29]. Implant uygulamalarindaki temel amag implant ile canli ve
saglikli doku arasinda dogrudan yapisal ve fonksiyonel birlesmenin saglanabilmesidir.
Kemik doku kayiplarinda ise bu 6l¢iit yasayan kemik doku ile implant malzemesi arasinda
biitiinlesmenin bir diger deyisle "osseointegrasyonun" gerceklesmesidir. Canli doku ve
implantin statik ve islevsel olarak birlesmesine, yani canli doku ile biitliinlesmeye
"osseointegration” denilmektedir [3]. Osseointegrasyon tanimi kemik hasart ya da kaybi
yasayan hastalar i¢in malzeme ile canli kemik dokusu arasindaki adaptasyonu ifade

etmektedir [30].

Osseointegrasyon kavrami, Branemark ve ark. (1985) tarafindan “yasayan kemik dokusu
ile titanyum implant arasinda gozlenen dogrudan temas” olarak tanimlanmigtir.
Albrektsson ve ark. (1985) daha sonra bu olguyu “canli kemik dokusu ile yiikleme
altindaki implant ylizeyi arasinda dogrudan yapisal ve fonksiyonel baglant1” olarak

gelistirmiglerdir [31].



Osseointegrasyonu, osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyon terimleri ile birlikte
degerlendirmek gerekmektedir. Osteoindiiksiyon, osteoblast, osteoklast, osteositler gibi
farklilasmis kemik hiicrelerinin yani sira ¢evre dokularda bulunan daha az farklilagsmis
veya mezenkimal kok hiicreler gibi farklilasmamis kemik hiicrelerinin dogru uyaranlarla
preosteoblastlara doniismelerinin ve zamanla farklilasarak, kemik iyilesmesinin ve
osseointegrasyonun gerceklesmesinin saglanmasidir. Osteokondiiksiyon terimi ise viicut
igerisine implante edilen malzemenin, kemik olusumunu destekleyebilmesi olarak
adlandirilabilir [31]. Implantasyon sonras1 kemik ile biyomalzeme arasinda birlesmenin

saglanmasi i¢in bu terimlerden bir veya birkac¢inin bir arada bulunmasi gerekmektedir.

Osseointegrasyonun Olciitii, kemik ile temasta olan implant yiizeyinin yilizdesi olarak
hesaplanmaktadir. Bu ylizde, Deporter ve ark. (1988) tarafindan kemikle temasa gecerek
biyoaktif olarak kemikle biitiinlesmis olan implantin uzunlugu (contact length fraction

(CLF)) olarak tanimlanmakta ve asagida belirtilen sekilde formiilize edilmektedir [32].

CLF= Kemikle biitiinlesmis olan implantin uzunlugu (cm) / Toplam implant yiizeyinin

olast uzunlugu (cm) x 100 2.(1)

Titanyum implantlarin etrafindaki kemik rejenerasyonu, yaralanma ya da kirik sonrasi
gozlenen kemik rejenerasyonuna benzemektedir. Implant ile kemik arasindaki
osseointegrasyonun olusma mekanizmasi agsagida belirtilen sekildedir.

v Asama 1: Implantasyondan hemen sonra hasara ugramis kan damarlarindan sizan
iyonlar, albiimin, fibronejen, fibronektin gibi serum proteinleri ve sitokinler ortama
salinarak kanin pihtilagsmasi ve hasar géren damarin tamiri siirecini baslatirlar.

v Asama 2: Bu asamada ortama salinan trombosit kokenli biiylime faktorii (PDGF),
transforming biiyiime faktorii alfa (TGF-a), transforming biiylime faktorii beta (TGF-p)
gibi biiylime faktorleri sayesinde implant ylizeyine dogru hem hiicre-hiicre etkilesimini
hem de implant-hiicre iletisimi saglayacak fibrin agi olusumu saglanir. Bu esnada
makrofajlar ve lenfoid hiicreler gibi immiin sistem hiicreleri devreye girerek olasi
enfeksiyona karsi implant ¢evresini koruma altina alirlar. Ayrica yara atiklarinin ortadan
kaldirilmasini saglarlar.

v Asama 3: Damar gegirgenliginin artmasi nedeniyle ortama gegisleri kolaylasan ve
cesitli biyosinyallerle ortama cagrilan polimorfoniikleer lokositler (PML) bakterilerin
aktivitesini ortadan kaldiran reaktif oksijen ve kolajenaz gibi molekiilleri ortama salarak

iyilesme siirecindeki bir sonraki asamaya gecilmesine yardimci olur.



v Asama 4: Bu esnada ortama makrofajlardan salinan vaskiiler endotelyal biiylime
faktorii (VEGF), PDGF ve fibroblast biiyiime faktorii (FGF) gibi biiyliime faktorlerin
varlig1 fibroblastlar1 ve anjiogenez olusumunu stimiile eder.

v Asama 5: Kemik proteinleri implant yilizeyine tutunduktan sonra hiicre
ekstraselliiler matriks (ECM) yapisinda bulunan kolajendz bir matriks olusur ve ortama
saliman kemik morfogenetik protein (BMP), TGF- gibi biiylime faktorlerinin varligi bu ag
lizerinden osteoblastlarin implant yiizeyine tutunmasini ve kemik olusumunu saglamasina
yardimc1 olur. Implant yiizeyinde olusan osteoblastlar1 igeren bu bag dokuya kallus adi
verilir.

v Asama 6: Yiizeye tutunan osteoblastlarin kendi organik ve inorganik matrisini
olusturmasi sonrasinda implant ¢evresinde optik mikroskop altinda goriilebilen yeni kemik
olusumu saglanmis olur.

v Asama 7: Bu olusum implant yiizeyinde ince bir protein tabakasi, onun iizerinde
kolajenden olusan bir agsi tabaka ve en istte yeni kemik dokusu siralamasiyla
goriilmektedir. Sekil 2.3'te viicut i¢ine yerlestirilen implantin yiizeyinde meydana gelen bu

siralama sematik olarak gosterilmistir.

Kemik dokusu

\ Kolajen tabaka
’ 4//' Protein tabaka
D' ;u“/ > ——» Implant yiizeyi

Sekil 2.3. Implant yiizeyi ile kemik dokusu arasinda olusan biyokimyasal sematik

gorunumu

v Asama 8: Kemik olusumu 3-4 ay kadar devam eder. Son asamada olusan
stingerimsi kemik, kompakt kemik ile yer degistirir [33, 34]. Sekil 2.4'de tiim bu agamalar

gosterilmistir.



Asama 5 Asama 6, 7, 8

Sekil 2.4. Kemik ile implant malzemesi arasinda gerceklesen osseointegrasyon siireci ve
implantin etrafindaki kemik rejenerasyonu.
Osseointegrasyon temelde anlatilan gibi gergeklesse de implant malzemesine karsi verilen
biyolojik cevaplar biyotolere, biyoinert ve biyoaktif tip olmak {izere 3 grup altinda toplanir.

> Implant cevresinin fibréz doku ile gevrili oldugu, fakat doku reddinin yasanmadig
durumlar biyotolere tip,

> Implant yiizeyine dogrudan osteojenik hiicrelerin gd¢iiniin yasandig1 ve yeni kemik
olusumunun saglandigi durumlar biyoinert tip,

» Yeni kemik olusumunun implant g¢evresinde oldugu ve implantin da bu doku ile
iyon degisimleri yardimiyla kimyasal bir bag olusturdugu durumlar ise biyoaktif tip olarak

tanimlanmaktadir [35].

Implantin osseointegrasyondaki basarisiziginin sebebi, baslangic iyilesme sathasindaki
yeni kemik olusumu yerine fibréz doku olusumudur. Basarili bir integrasyonu saglamak
icin baz1 faktorler mevcuttur. Implantasyon sirasinda kemik bdlgesinde yerel sicakligin
39°C'den fazla oldugu durumlarda kemigin canliligmin kaybolmasindan dolayr malzeme
ile kemik doku arasinda istenilen biitiinlesme saglanamamaktadir [36]. Cerrahi islem
sirasinda gosterilecek hassasiyet ve klinisyenin tecriibesi bu durumun 6niine gegilmesinde
ve osseointegrasyonun basarisinda énemli bir rol oynamaktadir. Implantin sterilizasyonu,
cerrahi islem ve sonrasi olusacak enfeksiyon riskinin en aza indirilmesi ve implant yiizeyi
tizerinde meydana gelecek yeni kemik doku olusumu i¢in 6nemli bir faktordiir [37]. Ayrica

yasa bagl olarak kemik dokuda sayisi artan Olii osteositlerin, azalmis vaskiilaritenin ve
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hiicresel igerigin osseointegrasyonda etkisi oldugu diisliniilmektedir. Sigara kullanimina ek
olarak [38] osteporoz, diyabet ve asir1 radyasyona maruziyet [39] gibi durumlarin
implantin kemik ile biitiinlesmesini engelleyebilecek etkin roller oynadigi bilinmektedir
[40-42]. Ayrica malzemenin toksisitesi, mekanik dayanimi, biyouyumlulugu, metal ise
oksitlenebilme kapasitesi gibi karakteristik Ozellikleri osseointegrasyonun temel basari
kriterlerindendir. Osseointegrasyonun saglanmasinda cerrahi teknik, implant malzemesi ve
implant tasariminin yani sira, ylizey kimyasi, yiizey piiriizliiliigii, yiizey topografi ve yiizey
enerjisi gibi ylizey 6zelliklerinin de 6nemli oldugu bilinmektedir [43]. Yiizey oOzelliginde
yapilacak degisikliklerle yiizey alanmin arttirilmasi veya yiizey enerjisinin degistirilmesi

ile malzeme ile kemik arasindaki osseointegrasyon iyilestirebilmektedir [44].
2.4. Metalik biyomalzemeler

Biyomalzemeler, dogal ya da yapay kaynaklardan elde edilen ve doku hasar1 veya kaybinin
yasandig1 durumlarda insan viicudundaki her noktaya uygulanabilen, kaybedilen dokunun
fonksiyonunu kismen saglayan ve hasta i¢in belirli bir siire ya da dmiir boyu kullanilabilen
malzemelerdir. Biyomalzemeler, kullanilacak dokunun fizyolojisine uygun olarak metaller,
seramikler, dogal ya da yapay polimerler ve bunlarin kompozit yapilar1 olmak {izere 4
gruba ayrilir. Kemik doku uygulamalarinda genelde mekanik dayanimin saglanmasi
acisindan metal ve seramik esasli biyomalzemeler tercih edilse de, polimerik esash
uygulamalar iizerine olan ¢alismalar olduk¢a yogundur. Bununla birlikte, metal-polimer
veya polimer-metal kompozit biyomalzemeler de tibbi uygulamalarda kullanilmaktadir
[45].

Metalik biyomalzemeler biyouyumluluklarinin diisiik olmasi, korozyona ugramalari,
dokulara gore ¢ok sert olmalari, yiiksek yogunluklari ve alerjik doku reaksiyonlarina neden
olabilecek metal iyonu salimi gibi dezavantajlara sahiptir. Tiim bunlara ragmen, kristal
yapilar1 ve sahip olduklar1 gii¢lii metalik baglar nedeniyle tistiin mekanik 6zellikler tagiyan;
Titanyum (Ti) ve titanyum alagimlari, paslanmaz c¢elikler, altin (Au) ve kobalt (Co) gibi

metal ve metal alagimlarinin biyomalzeme alanindaki pay1 oldukea biiyiiktiir [46].

Biyomalzeme olarak yaygin kullanilan paslanmaz ¢elik 316L olarak bilinir. “L”, karbon
igeriginin diisiik oldugunu belirtmek i¢in eklenmistir. 316L’nin, %60-651 demir (Fe) olup,
%17-19 krom ve %12—14 nikelden olusur. Yapisinda az miktarda azot (N), mangan (Mn),
silisyum (Si), kiikiirt (S), fosfor (P) ve molibden (Mo) de bulunur. Kobalt-krom (Co-Cr)

alasimlari temel olarak Co-Cr-Mo alasimi ve Co-Ni-Cr-Mo alasimi olmak tizere iki tiirdiir.
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Co-Cr-Mo alasimi, uzun yillardan beri disgilikte ve son zamanlarda yapay eklemlerin
tiretiminde kullanilmaktadir. Co-Ni-Cr-Mo alasimi ise daha yeni bir malzeme olup, fazla
yiik altindaki eklemlerde (diz ve kalga gibi) ve protezlerde kullanilmaktadir. Bu tiir
alagimlarin bilesimleri, temel olarak agirlikga %65 Co ve geri kalan1 Cr'dan olusur. Daha
iyi tanecik elde etmek i¢in yapiya Mo eklenir. Co iceren alasimlarin elastik modiili,
paslanmaz c¢eliginkinden daha biiytiktiir. Cizelge 2.1 de sert doku miihendisliginde, klinik
uygulamalarda siklikla kullanilan bazi metalik implantlar ve kemigin mekanik 6zellikleri

karsilastirilmistir.

Cizelge 2.1. Metalik implantlarin ve kemigin mekanik 6zellikleri [47].

Cekme Akma Young Yorulma
Malzeme Dayanim Dayamim Modiilii Limiti
(MN/m?)  (MN/m®)  (MN/m®)  (MN/m?)
316L Paslanmaz Celik 650 280 211 0.28
(Tavlanmis)
Dovme Co-Cr Alasimlari 1540 1050 541 0.49
Dokme Co-Cr Alasimlari 690 490 241 0.30
Titanyum 710 470 121 0.30
Ti-6Al-4V 1000 970 121 -
Insan Kemigi 137.3 - 30 -

Metalik biyomalzemeler eklem protezi, dis implantinda ya da kalp-damar cerrahisinde
yapay kalp parcalari, kateter, vana ve kalp kapak¢ig1 olarak kullanilmaktadirlar. Teshis ve
tedavi amagli kullanilan biyomedikal cihazlarin iiretiminde de metalik biyomalzemeler
tercih edilmektedir [46]. Fiziksel ve kimyasal agidan iistiin 6zellikler gosteren titanyum ile
ilgili agagida daha detayl bilgi sunulmustur.

2.4.1. Titanyum ve alasimlari

Titanyum oda sicakliginda siki dizilmis hekzagonal kafes yapisina sahip, parlak ve beyaz
bir metaldir. Saf Ti oda sicakliginda a olarak adlandirilan siki paket hekzagonal yapidadir.
Yiiksek sicakliklarda hacim merkezli kiibik yapiya gecer ve [ Ti olarak
adlandirilir (Sekil 2.5). Bu gegis sicakhign yaklasik 882.2°C dir [48, 49]. Ti, ¢elik kadar
giiclii ancak %45 daha hafiftir. Cizelge 2.2 de titanyumun kimyasal 6zellikleri verilmistir.
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a)

.7

Sekil 2.5. Titanyumun kafes yapilart: (a) Siki paket hegzagonal yapidaki o Ti, (b) Hacim

merkezli kiibik yapidaki 8 Ti.

Titanyum alagimlama islemleri sonrasinda istenilen bilesimde hazirlanabilir. Giiniimiizde

yiizden fazla Ti alagimi bilinmektedir. Bunlarin 20-30 kadar ticari statiidedir. Ticari Ti

alagimlarinin kullaniminin %50’den fazlasini o+f alasimi olan Ti-6Al-4V teskil etmektedir

[50]. Havacilik, kimya, otomotiv ve biyomedikal endiistride genis 6l¢iide kullanim alani

bulan bu metalin, oksit olusturabilme kapasitesi onu 6n plana ¢ikaran en 6nemli 6zelligidir.

Titanyumun yiiksek korozyon direnci, bulundugu ortamda oksijen ile tepkimeye girerek

milisaniyede yogun bir dogal oksit tabakasi olusturmasindan kaynaklanmaktadir [51]. Bu

0zellik onu seramiklere benzetilmesine neden olan essiz bir 6zelligidir.

Cizelge 2.2. Titanyumun kimyasal dzellikleri.

Yogunluk 4.5 g/lcm?
Ozgiil 151 (15°C" de) 0.52 kl/kg K

Kaynama noktasi 3600°C

Erime 1s1s1 419 kJ/kg

Doniisiim 1s1s1 67 kJ/kg K
Doéniisiim sicakhg (a ) 882.2°C

Isil iletkenlik (20°C'de) 17 W/mK

Isil genlesme katsayisi (20-200°C'de) 9x10° K™

Ozdirenc (20°C'de) 0.5 uQm
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Cizelge 2.2'nin devamm Titanyumun kimyasal 6zellikleri

100-110 GPa
Elastik modiil

Manyetik 6zellik Paramenyetik

Ticari safliktaki Ti az miktarda oksijen, demir, karbon, azot ve hidrojen elementlerini
icerir. Kimyasal yapidaki bu kiiciik farkliliklar malzemenin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
lizerinde biiyiik etki yaratmaktadir. Ornegin karbon, demir ve hidrojenin varligi mekanik

ve fizikokimyasal 6zelliklerde iyilesmeye neden olur.
2.4.2. Biyomalzeme olarak titanyum Kullanimi

Biyomedikal alanda Ti ve Ti alasimlarinin kullanimi neredeyse yiiz yillik gecmise sahiptir.
Titanyumun kararlili§i, manyetik olmamasi, 316 paslanmaz celik ve kobalt alagimlarina
gore ¢ok daha hafif olmasi, yiiksek sicakliklara karsi dayanikli olmasi, mekanik dayanimi
ve korozyon direnci gibi avantajlar1 sayesinde biyomedikal uygulamalarda kullanim oram
oldukea yiiksektir [48]. Vidalar, diz eklemleri, stentler gibi ortopedik alanda ve discilik
uygulamalarinda yogun olarak kullanilmaktadir. Ticari safliktaki Ti (commercial pure,

cpTi) ve Ti-6Al-4V en ¢ok kullanilan Ti gesitleridir [52].

Bir malzeme istenilen biyolojik 6zellikleri tasimamasi durumunda, fiziksel ve kimyasal
acidan miikkemmel olsa dahi biyomedikal anlamda kullanimi1 miimk{in degildir. Bu noktada
in vitro sitotoksisite testleri, kanla etkilesim testleri, genotoksisite, biyobozunurluk ve
iritasyon testleri ve hayvan ¢alismalar1 ile malzemenin biyolojik anlamda uyumlulugu, bir
bagka deyisle biyouyumlulugu tespit edilir [2]. Biyouyumluluk, implant malzemesinin hem
yapisal hem de ylizeysel anlamda fiziksel, kimyasal ve biyolojik acidan optimum uyumu

gostermesidir [49].

Saf Ti'un viicut implant malzemesi olarak kullanimi biyouyumluluktan kaynaklanan
sorunlar nedeniyle smirlidir [53]. Bununla birlikte medikal alanda en ¢ok kullanilan Ti-
6Al-4V gibi Ti alasimlar1 6zellikle mekanik agidan istenilen ozellikleri saglamaktadir.
Fakat 1ilgili literatiir incelendiginde viicut icerisindeki asir1 korozif kosullara maruz kalan
Ti alasimlarinda belirli bir siireden sonra malzemeden g¢evre dokuya vanadyum gibi
iyonlarin gecisinin gergeklestigi, bunun da toksik etki yarattigi, ayrica sistemik dolagima
katilan bu metallerin Alzheimer gibi sinir hastaliklarinin yani sira kemik yumusamasi gibi
saglik problemlerine neden oldugu belirtilmistir [54]. Cremasco ve ark. (2011) molibden

(Mo™), aliminyum (AI*®), bakir (Cu'™?) ve kalay (Sn*?) gibi metaller iceren ticari olarak
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satilan Ti alagimlariyla yaptiklari cahsmalarda sadece Cu*? igeren Ti alasimlarinda gevre
dokuya iyon ge¢isinin olduk¢a yogun oldugunu ve bu durumun hiicre liremesini azalttigini,
diger elementlerin varliginin ise toksit etki gostermedigini belirtmistir [55]. Fakat Geurtsen
(2002), vanadyum (V*°) iyonu iceren Ti implantlarinin kisa donemde bir etki
gostermemesine ragmen uzun donemde toksik etki gosterdigini ileri slirmiistiir [56]. Bu
nedenle toksik etki yapmayan Ti alagimlarinin medikal agidan kullanim potansiyeli lizerine

arastirmalar devam etmektedir.

Titanyum ve Ti alagimlar1 olduk¢a reaktif metallerdir ve buda onlarda istenilen birgok
Ozelligin olusmasina neden olmaktadir. Titanyum oksijence zengin bir ortama maruz
kaldig1 anda oldukga direngli ve kararli bir oksit katmani (TiO;) olusur [57]. Sekil 2.6'da Ti

ve TiO; tabakasinin sematik gosterimi sunulmustur.

Viicut igerisine yerlestirilen metalik implantlarin korozif sartlardan dolay1 aginmasi sonrasi
cevre dokuya saldiklar1 metal iyonlari nedeniyle toksik etki yaratmasi sorunu, ylizeyde
olugsan TiO, katmaninin sayesinde ortadan kaldirilmaktadir. Bu durum oksit katmaninin
bariyer gorevi gormesi sayesinde metal iyonlarinin ¢evre dokuya gecisini engellemesi ile
meydana gelir. Ayrica bu 6zellik Ti ve Ti alagimlarini korozyona karsi direngli malzemeler
haline getirerek viicut icerisinde asinmasmi engellemektedir. Ustelik bu oksit katmani
hiicre-implant etkilesiminde hidrofilik 6zelligi arttirdigindan dolay1 hiicre biiylimesine ve
farklilasmasina izin verir. Majeed ve ark. (2015), yiizeyi oksitlendirilmis ve hi¢ islem
gormemis Ti O6rnekleri karsilastirdiklar ¢alismalarinda, yiizeyde sentetik olarak olusturulan
TiO, katmanindan dolay1 artan hidrofilisitenin hiicre tutunmasi, yayilmasi ve iiremesi
tizerinde etkisi oldugunu vurgulamislardir [58]. Ayrica bu oksit tabakasi hiicrelerin
malzeme yiizeyine yapigsmasini desteklemekle kalmayip, malzemenin biyouyumlulugunu
arttirmada kullanilan apatit kaplamada, ylizeyinde bulunan OH" ve 0% gruplar1 sayesinde
cekirdeklenmeyi hizlandirmakta ve polimer tutunmasini desteklemektedir. Yiizey enerjisini

arttirdi@ bilinen bu tabaka osseointegrasyonda 6nemli rol oynamaktadir [43, 59, 60].

Titanyum oksit (TiOy)

Oksitlenmis titanyum Titanyum (Ti)

Sekil 2.6. Titanyum ve oksitlenmis titanyumun sematik gosterimi
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2.4.3. Titanyum ve alasimlarmin yiizey modifikasyonu

Implante edilen malzemenin yiizey 6zellikleri biyolojik yamitta son derece énemli bir rol
oynar. Malzemenin yiizey Ozelliginin hiicre yapismasinda, ¢ogalmasinda ve
farklilasmasinda etkili oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda ylizey 6zellikleri ¢esitli
degisikliklere ugratilmis Ti implantlarin, piiriizsiiz Ti ylizeylere oranla ¢ok daha iyi
sonuclar verdigi belirtilmistir [61]. Bu nedenle Ti implantin yiizeyinde yapilacak
modifikasyonlar ile biyouyumlulugun ve osseeoindiiksiyon ile osseokondiiksiyon

kapasitesinin arttiritlmas1 amaglanmaktadir [5].

Ticari olarak ftretilen Ti yiizeyinde homojen yapida olmayan, sikistirilmis ve plastik
deformasyona ugramis kirli bir oksit tabakas1 bulunmaktadir. Bu tiir dogal oksit ylizeyler
sahip olduklar1 diisiik yiizey enerjisi nedeniyle kemik dokusu ile siki baglantilar
kuramazlar ve biyomedikal uygulamalar i¢in uygun degildirler. Bu nedenle Ti ylizeylerde
modifikasyonlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Uygun yiizey modifikasyon teknikleri ile Ti'a
daha biiyiik yiizey alani, nispeten daha diisiik Young modiilli, daha uzun yorulma 6mrti,
sekil alabilirlik ve islenebilirlik gibi 6zellikler kazandirilabilmektedir [52]. Modifikasyon
yontemleri, mekanik, kimyasal, fiziksel ve biyokimyasal yontemler olmak iizere dorde
ayrilir [6]. Bu modifikasyon yontemleri tek baslarina kullanilabildikleri gibi birkag
yontemin bir arada bulundugu kombinasyonlar halinde de uygulanabilir. Bu yontemler ve
kullanim amaglart Cizelge 2.3'de aciklanmistir. Sekil 2.7'de implant ylizeylerinde
olusturulan bazi motifler gosterilmistir. Mekanik ve fiziksel yontemler, fiziksel giicler
yardimiyla yiizeyin sekillendirildigi metotlardir. Titanyumun kimyasal yapisinda 6zellikle
de ylizey tabakasinda modifikasyonlar yapmak icin ise kimyasal ve biyokimyasal

yontemler uygulanir.

Dl B b b4 b9 B D

Do D Do Dol Dol D Do

AL A AL A

Sekil 2.7. Kimyasal, fiziksel veya mekanik yontemlerle yilizeyde olusturulan bazi yiizey

motifleri.
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Cizelge 2.3. Yiizey modifikasyon yontemleri ve modifikasyon amaci.

Yiizey modifikasyon
yontemleri

Modifiye edilen katman ve hedef

Mekanik modifikasyon yontemleri

Tornalama

Zimparalama ve parlatma

Kumlama

Asindirma ile temiz ve pliriizlii bir yiizey eldesi

Kimyasal modifikasyon yontemleri

Asidik islem Yiizeyde 10 nm'den kiigiik oksit pullarinin ve kirliliklerinin
giderilmesi ve piiriizlii yiizey eldesi
Alkali islem ~1 wpwm kalinliginda sodyum titanat jel elde ederek

biyouyumlulugu arttirma

Hidrojen peroksitli islem

~5 nm kalinliginda yogun inert oksit ve pordz dis katman
elde ederek biyouyumlulugu arttirma

Sol jel

~10 pm kalinhiginda kalsiyum fosfat gibi ince film veya
TiO, tabakasi olusturarak biyouyumlulugu arttirma

Anodik oksidasyon

~10 nm ile 40 um aras1 kalinlikta TiO, tabakasi iireterek
0zgiin yiizey topografisi olusturma ve biyouyumlulugu

Kimyasal Buhar
Biriktirme(CVD)

~1 um kalinliginda titanyum nitrit (TiN), titanyum karbonitrit
(TiCN), elmas ve elmas benzeri karbon film ile asinma
direncini, korozyon dayanimini ve kanla uyumlulugunu
arttirmak

Fiziksel modifikasyon yontemleri

Termal piiskiirtme

Alev piiskiirtme

Plazma piiskiirtme

~30 ile ~200 um arast kalinlikta titanyum, hidroksiapatit
(HA), kalsiyum silikat, aliiminyum oksit (Al,Os), zirkonyum
dioksit (ZrO, TiO, kaplama sayesinde asinma direncini,
korozyon dayanimini ve biyolojik 6zellikleri arttirma

Buharlama

Iyon kaplama

Sigratma

Elmas ve elmas benzeri karbon kaplama araciligiyla
dayanimini ve kan uyumlulugunu arttirmak

Biyokimyasal
modifikasyon yontemleri

Spesifik hiicreleri yiizeye yapismaya sevk etmek
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2.4.4. Mekanik modifikasyon uygulamalari

Mekanik yiizey modifikasyonlari, malzemenin kesici ve asindirict yapida olan bir baska
katt ile uygulanan fiziksel kuvvetler sonucu madde kaybmna ugratilmasi veya

sekillendirilmesi islemleridir [6].

Tornalama, paslanmaz celikten bir kesme aparati ile metal yilizeyinde morfolojik
degisiklikler yapmay1 saglayan bir yontemdir. Kumlama da ise, malzeme ylizeyine kum
olarak tabir edilen ve mikron boyutlarinda olan partikiiller basingli hava ile pliskiirtiiliir ve
ylizeyde mikron mertebesinde izler olusmasi saglanir. Metal yiizeylere uygulandiginda
cesitli tepeler ve vadiler olusturan bu kum tanecikleri ¢oziicliler yardimiyla ortamdan
uzaklastirilabilinir [62]. Pratik bir yontem olmasina ragmen kumlama iglemi uygulanmis Ti

yiizeylerde oksit tabakasinin kalinlig1 ve bilesimi hakkinda net bir bilgiye ulagilamamistir.

Zimparalama ve parlatma islemleri ise temelde asindirici bir aparat ile ylizeyden madde
kaldirilmas: esasina dayanan, prensipte birbirine benzer islemlerdir. Zimparalama
isleminde kaba boyutta tanecikler igeren plakalar kullanilarak daha hizli madde kaybi ve
daha piiriizlii topografiler elde edilir. Parlatma isleminde ise gittik¢ce incelen asindirici
tanecikler igeren plakalar seri bicimde uygulanir. Eger, zzimparalama islemi tek yonde
uygulanirsa belli bir yone sahip topografi olusturacagindan hiicre-implant etkilesiminde
hiicrenin tek bir yone yonlenmesine neden olur. Kullanilan asindirici tanecikler genellikle
silisyum karbiir (SiC), Al,O3 ve elmas esaslidir. En ince boyutta asindirici tanecikler

kullanildiginda ayna parlakliginda yiizeyler elde edilebilmektedir.

Mekanik islemler sirasinda aciga g¢ikan 1s1 ve kullanilan cgesitli kimyasallar nedeniyle
yiizeyin kimyasal bilesimi ve oksit tabakanin igerigi degisebilmektedir. Fakat bu islemler
genellikle elektro-kimyasal veya diger metotlardan dnceki ara basamag olusturdugundan,

bu durumlarda uygulanan son yiizey islemi yiizeyin kimyasal 6zelliklerini belirlemektedir.
2.4.5. Kimyasal modifikasyon uygulamalari

Kimyasal yontemlerdeki temel ama¢ malzemeye biyoaktif ylizey 6zelligi kazandirarak
biyouyumlulugun arttirilmasi, korozyon direncinin saglanmasi ve olas1 kirliliklerin
uzaklastirilmasidir  [63]. En yaygin olarak kullanilan kimyasal yontemler, asit ve alkali
asimndirmadir. Fakat gelisen tekniklerle dogru orantili olarak anodizasyon yontemi son

zamanlarda siklikla kullanilan yontemler arasinda yerini almistir.

Asidik kosullarda yapilan yiizey modifikasyonlarinda hidroklorik asit (HCI), siilfiirik asit
(H2S0,), nitrik asit (HNOs) ve hidroflorik asit (HF) gibi giiclii asitler kullanilmaktadir.

18



Asitleme ile implant yiizeyinde olusturulan mikron mertebesindeki piirtizliligiin
osseointegrasyon hizinda onemli etkisinin oldugu bilinmektedir. Deneysel ¢aligmalarda,
asitleme ile piiriizlendirmenin, diiz yiizeylere oranla daha fazla kemik-implant temasi
sagladigr ve kemik rezorpsiyonunu azalttigi goriilmistiir [64]. Asitle asindirma islemi
sonunda genellikle 10 nm'den diisiik kalinliklarda ince oksit tabakasi olusumu
goriilmektedir. Oksit bilesigi ¢ogunlukla TiOj'den olusur. Khan ve ark. (2012),
mezenkimal kok hiicreler ile yaptiklar1 c¢alismalarda, asit ile muamele ettikleri Ti
ylizeylerde, zimparalanan ve hi¢ islem gormemis yiizeylere oranla hiicre
mineralizasyonunun, farklilasmasinin ve iiremesinin daha iyi sonuglar verdigini tespit
etmisler ve ylizeydeki mikron mertebesindeki piiriizliligiin hidrofilisiteyi ve ylizey

enerjisini degistirmesinden dolay1 hiicre davranigini etkiledigini vurgulamiglardir [65].
2.4.5.1. Alkali uygulamalar

Alkali ¢ozeltilerle yapilan yiizey modifikasyonlarinda sodyum hidroksit (NaOH),
potasyum hidroksit (KOH) gibi kuvvetli bazlar yardimiyla 1s1 verilerek yiizeyde oksit
tabakas1 olusturulur hem morfolojik hem de kimyasal modifikasyon gergeklestirilir.
Titanyum oksit tabakasi Ti {izerine kaplanan polimerlerin daha iyi yapigsmasina veya
plazma piiskiirtme veya ¢ekirdek apatit ile kaplama yontemlerinde HA olusumuna katkida
bulunmaktadir [52]. Kim ve ark. (1997), NaOH ile yiizeyde olusturulan TiO, tabakasinin
apatitik ¢ekirdeklenmeyi hizlandirdig1 ve kaplama kararliligini arttirdiini tespit etmistir
[66].

Alkali muamele sirasinda, ylizey lizerinde bulunan ve farkli icerige sahip dogal koruyucu
oksit tabakas1 kismen alkali ¢ozelti icerisinde ¢oziinmektedir (2.2). Alkali titanat hidrojel
tabakasini olusturmak iizere negatif yliklenmis HTiO3.nH20 ve alkali ¢ozeltinin iyonlari
bir araya gelirler. Bu esnada uygulanan 1s1 sayesinde hidrojel formunda olan tabaka
dehidratasyona ugrayarak amorf veya kristalin formda kararli alkali titanat tabakasi olusur.
Asagida bu titanat tabakasimin reaksiyon basamaklar1 gosterilmektedir (2.3, 2.4, 2.5 ve
2.6). Bu sayede daha kontrollii, igerigi homojen ve istenilen kalinlikta titanyum oksit tabasi

elde etmek miimkiin olmaktadir [52, 67].
TiO, + NaOH — HTiOs + Na* (2.2)
Bu reaksiyonun titanyumun hidratasyonuyla ayni1 anda oldugu ileri siiriilmektedir.

Ti + 30H — Ti(OH)" + 4¢ (2. 3)
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Ti(OH)s* + & — TiO,H,0 + %HZT (2. 4)
Ti(OH)s* + OH <> Ti(OH), (2. 5)

Hidratlanmis TiOj'e hidroksil grubu ataklarinin slirmesi lizerine subsrat yiizeyinde negatif

yiiklii hidrat olusur.
TiO2H,0 + OH" « HTiO3nH,0 (2.6)

Titanat tabakasiin biyoaktif kemik benzeri apatit tabakasi olusumunda 6nemli etkilere
sahip oldugu bilinmektedir. Apatit olusumu, ¢ozelti igerindeki iyonlar ve fonksiyonel
gruplar arasindaki elektrostatik etkilesimler ile olusan karmasik bir siirectir. Alkali ¢ozelti
ile muamele sonrasinda olusan titanat tabakasi yapay viicut sivisi ile etkilestirildiginde
yiizeyde negatif yiikli Ti-OH olusur. Olusan bu yapi ¢ozelti igerinde bulunan Ca*?
iyonlariyla birleserek yiizeyi pozitif yiiklii hale getirir. Yiizeyde olusan pozitif yiiklii tabaka
cozelti icerisinde bulunan negatif yiiklii fosfat iyonlariyla bir araya gelerek amorf kalsiyum
fosfat tabakasini olustururlar. Olusan bu tabaka yapay viicut sivist icerinde daha kararli
yapida bulunan apatit formuna doniisiir (Sekil 2.8). Olusan bu apatit tabakasinin hiicre

tutunmasinda, bliyiimesinde ve farklilasmasinda 6nemli rolii bulunmaktadir [52, 68, 69].

Amorf kalsiyum

ooronOty
o SRNBEEEE
; IYO‘IOO\‘g"D“m%HO
i N |I
I /N
NN 6
m:6 "3:5 nf
Ti-OH olusumu  Amorf kalsiyum Amorf kalsiyum Apatit olusumu
titanat  tabakasi fosfat  tabakasi
olusumu olusumu

2.4.6. Biyokimyasal modifikasyon uygulamalari

Sitokinler, biiylime faktorleri ve integrinler kemik hiicreleri ile dogrudan etkilesime
gecmekte ve hiicrelerin go¢iinii, bliylimesini, ayrica tutunma ve farklilasma davranislarini
etkileyebilmektedir. Implantasyon sonrasi implantin cevresi iyonlar, proteinler,
biyomolekiiller, kan hiicreleri gibi bir¢cok farkli yapi tarafindan sarilmaktadir. Bu yapilar

hedef hiicrelerin  ylizeylerinde bulunan reseptorlere baglanarak etkinliklerini
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gostermektedirler. Bu nedenle doku ile implant malzemesi arasinda olusacak iliski
malzeme iizerine yapisan proteinlerin igerigiyle dogrudan etkilenmektedir. Implant
malzemesi tizerine peptitlerin, insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF), TGF-, BMPs ve
PDGF gibi ¢esitli biliyiime faktorlerinin immobilizasyonu ile yapilan biyokimyasal
modifikasyonlar sayesinde hiicrenin verecegi yaniti olumlu yonde etkileyen sistemler
gelistirilmektedir [70, 71].

Implant yiizeyinden molekiillerin kontrollii salimi1 igin fiziksel adsorpsiyon, kovalent
baglanma ve tasiyici sistemler olmak iizere ii¢ sistem {izerinde ¢alisilmaktadir [6]. Fiziksel
adsorpsiyon elektrostatik etkilesimler ve van der Waals giicleriyle spontan olarak
gerceklesir ve implantin yiizey 6zelliklerine bagli olarak molekiillerin yiizeye tutunmasi

olarak tanimlanmaktadir.

Bu sistemin en biiyiik sorunu kontrollii bir adsorpsiyon ve salima izin vermemesidir. Bu tip
sistemler "burst release" olarak adlandirilan ani salima neden oldugundan klinik
uygulamalarda uygulanabilirligi ¢ok yaygin degildir. Biyomalzemelere proteinlerin ve
bliylime faktorleri gibi molekiillerin fiziksel adsorpsiyonu, yliksek alan/hacim orani
saglamakta ve yiizeydeki bu degisim dogrudan yiizey enerjisini de etkilemektedir (Sekil
2.9).

> Fonksiyonel molekiil

AL

‘.1\ —_— Protem veya biiylime

I ES—.

Sekil 2.9. Biyokimyasal olarak modifiye edilen implant yiizeyinin sematik gériiniim{i.

o W W

Implant

Yiizeyi hiicreler igin ¢ekici hale getirmenin diger bir yolu ise kolajen, osteopontin,
fibronektin ve Arg-Gly-Asp (RGD) gibi hiicre yapisma proteinlerinin ve peptit
sekanslarmin  ylizeye kovalent olarak baglanmasidir. Bu tiir yapilar yiizeye

hidroksil (OH™) ya da amin (=NH*?) gruplar1 iizerinden baglanmaktadir [72, 73].

Biyoislevlendirmede kullanilan bir diger yaklasim ise hidrojeller, polilaktid, poliglikolik
asit, polipirol ve kalsiyum fosfat/HA kaplama ve siklodekstrinler gibi yapilarla istenilen
biyosinyal molekiiliin salimim1 saglayacak tasiyici sistemlerin olusturulmasidir. Diger

sistemlerin aksine yavas ve kontrollii salimin gergeklestigi bu sistemler fizyolojik
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kosullarda davranis degisikligi yapacak bicimde akilli sistemler olarak da
tasarlanabilmektedirler [74].

2.4.7. Titanyum yiizeyini kaplama yontemleri

Bir malzemenin davranisini belirleyen kriter aslinda onun yiizeyinin nasil davrandigidir.
Bu nedenle yiizeyinde yapilacak iyilesmeler malzemenin genel profilinin degistirilmesine
yardimcr olur. Titanyum ylizeyinde yapilacak degisiklikler genellikle iki sorunun
¢Ozlimiiyle ilgilidir. Bunlardan bir tanesi malzemenin kemik-implant ara yiizeyinde yeni
kemik yapimimi arttirmaya ve titanyuma osteokondiiktif 6zellik kazandirmaya yonelik
calismalardir. Digeri ise tiim metalik implantlarda goriilen enfeksiyon olusumu sorunudur.
Yasayan bir kemik dokusu ile bag yapacak olan bir malzemenin yiizeyindeki bu engellerin
ortadan kaldirilmasi i¢in biyouyumlulugu destekleyecek titanyum oksit veya kalsiyum
fosfat tabakalarinin varlig1 yada biyokimyasal olarak modifiye edilmis ve kontrollii salima
olanak vererek hiicrenin tutunmasini ve ¢ogalmasini destekleyecek bir polimer kaplamasi

uygulanabilmektedir.
2.4.7.1. Titanyum oksit kaplama ve kaplama yontemleri

Titanyumun oda sartlarinda oksijenle reaksiyona girmesi sonucu ¢ok kisa siirede amorf
yapida pasif oksit tabakasi olusur. Normalde bu oksit tabakasi titanyum monoksit (TiO),
dititanyum trioksit (Ti,O3) ve titanyum oksit (TiO;) olmak iizere ii¢ farkli tabakadan
meydana gelmektedir. Titanyum oksit ylizey kimyasini giiglii kilan sey kovalent ve iyonik
baglarin bir arada bulunmasidir (Sekil 2.10) [67].

TiO,
\/—> Ti, O,

Ti0

Ti

Sekil 2.10. Ti ylizeyinde olusan dogal oksit tabakasinin kimyasal icerigi

TiO, li¢ farkli kristalin yapida bulunur. Bunlar; rutil, anataz ve brokittir. Sekil 2.11'de bu
yapilar gosterilmistir. Anataz tip TiO, tetragonal kristalin yapidadir (0a0= 3.78 A ve c0=
9.50 A), rutil tipi de tetragonal yapidadir fakat kafes parametreleri farklidir (a0= 4.58 A ve
c0=2.98 A). Ugiincii tip brokittir ve ortorombik kristalin yapidadir (a0= 9.17 A, b0=5.43

A ve c0=5.13 A). Bu oksitler igerisinde olusum entalpisi degerlerine gore; rutil en kararli
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faz olup sirasiyla onu brokit ve anataz fazlar takip etmektedir [75]. Yapilan ¢aligmalarda
TiO; kararliliginin boyutlara bagimli oldugu belirtilmistir. Buna gore kiiresel TiO,
parcaciklarinin yaklagsik olarak 204 nm'den biiyiik olmasi durumunda, rutil ¢ok kararl bir
yap1 halini alirken 38 nm'nin altinda ise, anataz fazi ¢ok kararlidir. 38 ile 204 nm araliginda

ise TiO; parcaciklart genellikle brokit fazindadir [76].

a) c) ‘;:.Ei

rs

> =

Sekil 2.11. TiO; 'in kristalin yapilart: (a) rutil fazi, (b) anataz fazi, (c) brokit fazi

ast

0

Titanyum ve Ti alagimlari yiizeylerinde yapilan degisiklikler sonucunda oliusan oksit
tabakadan dolay1 biyoinert olarak kabul edilir [49]. TiO, tabakasi; implantin yiizey
morfolojisini degistirerek, biyomalzeme olarak kullanilmasini saglamasinin yani sira
implantin ylizey enerjisini de degistirerek osseointegrasyonda oOnemli olan hiicre
yapigsmasint desteklemektedir. Tim modifikasyon uygulamalart sonucunda olusan
morfolojik degisiklik kadar ylizey enerjisinde yapilan degisikligin de kemik olusumuna
etkisi oldugu yapilan galismalar sonucunda agik¢a ortaya konulmustur [77, 78]. Raines ve
ark. (2010), insan osteosarkom MG-63 hiicre hatti kullanarak yaptiklari ¢aligmalarinda
Ti'un yiizey enerjisindeki artisa bagli olarak artan VEGF sentezinin anjiyogenezi
tetikledigini ve hiicre gogalmasini ve farklilagmasini hizlandirdigini, buna bagl olarak da
implantin osseointegrasyon yeteneginin arttigini belirtmistir [79]. Dolayisiyla, implantin
dokuya baglanma kapasitesini tespit ederken sadece ylizey piiriizliiliigii degil yiizey enerjisi

de dikkate alinmalidir.

Yiizey Ozellikleri ve yiizey enerjisi sivilarin yiizeyle yapmis olduklar1 temas agis1 ve
1slatilabilirlik kapasitesi olarak tanimlanir. Su temas agis1 degerleri ylizeyin hidrofilisitesi

ve hidrofobisitesi hakkinda bilgi vermektedir [77].

Titanyum implantlarda yiizeye hidrofilik bir 6zellik kazandirmanin osseointegrasyon
basarisini arttigin1 gosteren bilimsel calismalar giderek yayginlagmistir. Bir anlamda suyu
seven hidrofilik yiizeyler olusturularak implant ile hiicre arasindaki etkilesim

hizlandirilmaktadir. Geleneksel olarak hazirlanan Ti yiizeylerle hidrofilik hale getirilen
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yiizeyler karsilastirildiginda su temas agisinin yaklagik olarak 139 dereden 0 dereceye
kadar indigi dikkat cekmektedir [80, 81].

Yiizey enerjisi ve islatilabilirligi, yiizey tizerindeki proteinlerle hiicrelerin malzeme
yilizeyine tutunmasinda énemli bir rol oynar. Hidrofilik yiizeye sahip Ti implantlarin hiicre
tutunmasi, bilyiimesi ve farklilagsmasi iizerine olan pozitif etkileri artan alkalen fosfataz
(ALP), osteokalsin, TGF-B1 ve BMP-2 sentezi gibi ilgili faktorlerin varligi ile karakterize
edilir [82]. Bu ozelliklere sahip yiizeyler yiizey morfolojisini degistirerek elde edilebilecegi
gibi, hidrofilik 6zellik sergileyen yiizey kaplamalar ile de elde edilebilmektedir.

Yiizey piiriizlilligl ne kadar fazla ise yiizey enerjisi o derece artmaktadir. Hidrofilisitenin
yani ylizey islatilabilirliginin degistirilmesi ile daha iyi hiicre aktivitesi elde edilmesi
miimkiin olmaktadir. Le Guenhennec ve ark. (2008), MC3T3-E1 hiire hatt1 kullanarak
gerceklestirdikleri ¢alismada farkl piiriizliiliige ve enerjiye sahip titanyum ve aliiminyum
yiizeylerde hiicre tutunmasinin ve liremesinin 0.8—1 pm boyutlarina sahip piirtizliiliikte en
iyi sonuglar gosterdigini belirtmistir. Ayni zamanda hidrofobik 0Ozellik gosteren
orneklerden hidrofilik 06zellik gosterenlere gegildikce ayni davranisin  sergilendigi
vurgulanmigtir [83]. Kimyasal olarak piiriizlendirilmis yiizeylerdeki hiicrelerin osteokalsin
ve ALP oraninin mekanik olarak piiriizlendirilmis yiizeylere oranla daha fazla olmasi
aslinda yiizey piriizliligindeki ve enerjisindeki artisin hiicre aktivitesini arttirdigini
gostermektedir. Yiizey modifikasyonu ile ortaya ¢ikan degisiklikler ve birbirleri arasindaki

iliski Sekil 2.12'de kisaca 6zetlenmistir.

Yiizey Yiizey Yiizey
topografisi kimyas1 piiriizliligi

Yiizey
enerjisi

f | T 1 1 R
Protein Hiicre Hiicre Matriks Hiicre .
adsorpsiyonu | yapismast tiremesi tiretimi farklilasmasi Kalsifikasyon

Sekil 2.12. Yiizey modifikasyonlar1 sonrasi degisen ylizey enerjisinin ve etkilerinin

sematik gdsterimi
2.4.7.2. Anodizasyon yontemi ile oksit tabaka olusumu

Osseointegrasyonu hizlandiracak etkenlerden biri mikro ve nano boyuttaki morfolojidir.
Mikron ve nano boyuttaki topografi, protein adsorpsiyonu ve osteoblast fonksiyonunu

arttirarak, osseointegrasyonun daha hizli ger¢eklesmesini saglamaktadir. Gittens ve ark.
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(2011), zZimparalanmis Ti, kumlanmis Ti ve kumlandiktan sonra asit ile muamele edilmis
Ti numuneleri hazirlayarak MC3T3-E1 hiicre hattiyla yaptiklar1 caligmalarinda,
kumlandiktan sonra asit ile muamele edilmis olan grubun, hiicre tutunmasini ve liremesini
en iyi sekilde destekledigini gostermistir. Bundan dolayi hiicre i¢in en uygun ylizeyin nano
ve mikron boyuta piiriizliiliigiin bir arada bulundugu yiizeyler oldugunu belirtmislerdir
[84].

Implantlarda en fazla kullanilan materyal olan saf Ti biyouyumlulugunun miikemmel
olmasini saglayan oksit tabakas1 5 nm civarinda bir kalinliga sahiptir. Bu oksit tabakasinin
kalinlastirilmasinin - kemik cevabini olumlu yonde etkiledigi yapilan c¢alismalarda
bildirilmistir. Kalinlagan ve gozenekli yapiya sahip olan oksit tabakasinin proteinlerin

tutunmasinda ve kararliliginin korunmasinda etkisi oldugu diisiiniilmektedir [62, 85].

Implant yiizeyinde kendiliginden olusan kararsiz ve igerisinde birden fazla faz bulunduran
titanyum oksit tabakasi yerine, ¢esitli yontemlerle yapay olarak, biyolojik agidan uygun bir
oksit tabakasi tiretmek miimkiindiir. Bu amacla kullanilan en yaygin yontemlerden biri

anodizasyon islemidir. Anodizasyon islemiyle liretilen titanyum oksit tabakasinin 600—

1000 nm kalinhiginda oldugu bilinmektedir [62, 81, 86].

Anodizasyon yontemi, implantin hem ylizey kimyast hem de mikro yapisinda
degisikliklerin meydana geldigi, elektrokimyasal reaksiyonlarin gergeklestigi bir islemdir
[87]. Fosforik asit (HsPOy), siilfiirik asit (H,SOy) asetik asit (CH3;COOH") ve digerleri gibi
farkl asitler, notr tuzlar, ve alkali ¢dzeltiler titanyumun anodizasyonunda yaygin olarak
kullanilan elektrolitlerdir [88]. Bu elektrolitlerin igerisine daldirilan anot ve katot hiicreleri
iizerine cesitli yogunlukta (5-200 A/m?) veya farkli potansiyelde (0-100 V) elektrik
uygulanarak mikro veya nano pordz ylizeyler elde edilebilmektedir [81, 89]. Sekil 2.13'te

bir anodizasyon diizeneginde bulunan bilesenlerin sematik gdsterimi sergilenmektedir.
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Sekil 2.13. Tipik bir anodizasyon sisteminin sematik gosterimi

Tipik bir anodizasyon iglemi alkalin temizleme, asit aktivasyonu ve elektrolit anotlama gibi
basamaklar1 icerir. Yiizey kontaminantlari ve dogal titanyum oksit tabakasinin

uzaklastirilmasi i¢in nitrik asit (HNO3) ve hidroflorik asit (HF) karisim1 uygulanir.

Anodik oksidasyon metal ve oksijen iyonlariin elektriksel alan etkisiyle diflizyona
ugratilarak yiizeyde oksit tabakasi olusturma teknigi olarak agiklanabilir. Anot ve katot
arasinda sabit gerilim veya akim uygulandigi zaman yiikseltgenme ve indirgenme
reaksiyonlari meydana gelerek anot yiizeyinde oksit tabakasi olusumuna yol agar.
Anodizasyon sonrasi elde edilen oksit tabakasinin piriizliligi, morfolojisi ve kimyasi,
sicaklik, pH, elektrolit karisimi, akim yogunlugu ve uygulanan gerilim (voltaj) gibi farkh
metot parametrelerine gore genis bir aralikta degisir [90]. Parametrelerde yapilan
degisiklikler sayesinde ylizeyde es dagilimli yapida oksit tabakasinin olusumu veya nano
boyutta baca olusumu saglanabilmektedir. Diamanti ve ark. (2007) diisiik voltaj ve akim
degerlerinde 3—100 nm kalinhiginda piiriizsiiz, homojen, amorf bir TiO, tabakas1 elde
edilebilirken, yiiksek voltaj ve gerilimde 100-600 nm kalinliginda diizenlenmis yapida

nanotiiplerin eldesinin miimkiin oldugundan bahsetmektedir [86].

Kullanim amacina gore istenilen morfolojide TiO; tabakasi elde etmek miimkiindiir.
Elektrolit cesidi, potansiyel geriliminin siddeti, elektrotlar arasindaki uzaklik ve zaman
parametreleri degistirildik¢e titanyum ylizeyinde genellikle tiibiiler olmakla beraber nano
boyutta bir morfoloji elde edilmektedir. Sekil 2.14'te anodizasyon islemi sonrasi olusan bu
yapilarin genel gosterimi verilmistir. Bu parametrelerdeki artisla dogru oranli olarak
tiiplerin ¢apinda, derinliginde ve dilizenlenmesinde de artis gozlenir. Bu nanotiibiiler
yapidaki morfoloji osteoblast cevabini ¢ok daha hizli bir hale getirdiginden genellikle Ti-
hiicre etkilesimin dogrudan gerceklestigi ¢aligmalarda siklikla kullanilir. Oh ve ark. (2006)
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MC3T3-E1 hiicre hatt1 kullanarak yaptiklar1 ¢alismada anodizasyon yoOntemiyle
olusturulan yiizeylerde hiicre tutunmasinin 3-4 kat daha fazla oldugundan ve hiicrenin
dikey biliylime ve yatay yayllma hizinin islem gérmemis yiizeye oranla daha hizli

gerceklestiginden bahsetmektedir [91].

Bunun yani sira elde edilen baca morfolojisi rezervuar gérevi goren bu yapilarin igerisine
yiiklenen cesitli biyomolekiillerin salimina olanak saglamaktadir. Caliskan ve ark. (2014)
Ti yiizeyinde olusturduklari nano tiiplere antibakteriyel bir ajan olan gentamisin
yiikleyerek polimer olmaksizin uzatilmis bir salim profili elde etmisler ve yaptiklar1 hiicre

kiiltir ¢alismalari ile sistemin etkinligini kanitlamiglardir [92].

< x| Rastgele pordz TiO;

"\f‘%; Nanoporéz TiO,

St —Hiui ”,H ,“;ﬂl'l

=il

1
= r—

Nanotiibiiler TiO,

Titanyum (Ti)

Sekil 2.14. Anodizasyon yontemi ile yiizeyde olusturulan TiO, tabakasi ve cesitli

morfolojileri

Anodizasyon isleminde metal yilizeyinin tamamini kaplayana kadar oksit tabakasi olusumu
devam eder. Zamanla artan oksit tabakasi ile ters orantili olarak azalan iletkenlik ve
elektriksel direngten dolayr akimda {istel bir diisiiy meydana gelir ve bu da smrh
kalinliktaki kompakt bir oksit tabakasinin biiylimesi ile sonuglanir [93, 94]. Asagida Ti"un

anodizasyonu esnasinda meydana gelen olas1 reaksiyonlar verilmistir.

Titanyum ve Ti oksit yiizeyinde:

Ti o Ti** + 2¢ (2.7)
Ti oksit ve elektrolit ara yiizeyinde

2H,0 < 20% + 4H* (2. 8)

2H,0 & O, + 4H" + 4¢ (2.9)
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Her iki ara ylizeyde
Ti*" + 20% & Ti0,+ 2¢” (2. 10)
reaksiyonlar1 gerceklesir.

Anodik oksidasyon ydntemi; parametre kontroliiniin kolaylik saglanabildigi, basit bir
tekniktir. Titanyum yiizeylerin anodik olarak oksitlenmesinin en énemli avantaji, olusan
oksidin metal yiizeyine kuvvetli bir sekilde baglaniyor olmasidir. Yiizeyde olusan kararl
ve es dagilimh yapidaki titanyum oksit tabakasi sayesinde kemik hiicrelerinin nano
boyuttaki piiriizliiliigiin oldugu yiizeylere daha iyi tutunmasi, yiiksek ¢ogalma hizina ve
osteojenik farklilasmaya sahip olmasi saglanmaktadir. Ayrica kemik benzeri apatit

olusumunu hizlandirarak, yiizey {izerindeki tutunma mukavemetini arttirmaktadir [95].
2.4.7.3. Termal muamele yontemiyle oksit tabaka olusumu

Titanyum yiizeyinde olusturulan TiO, tabakasinin kararliliginin tespiti i¢in yapilan
calismalar sonucu TiO, tabakasinin sanildigi kadar inert olmadigi, viicut igerisine
konulduktan sonra da yapisinda bazi degisikliklerin gerceklestigi, yapisina Ca, P, S gibi
inorganik ve organik yapilarin katildigi bulunmustur [76]. Bu nedenle daha kararli
titanyum oksit fazinin elde edilmesi i¢in baz1 yontemler gelistirilmistir. Termal muamele

ile ylizeyde oksit tabakasi olusturulmasi bu yontemlerden biridir.

Oksijenin Ti'a olan biiyiik ilgisinden dolayi, Ti ortamdaki ve c¢ozeltideki oksijen ile
etkilesime girer ve ylizeyinde bir oksit tabakasi olusturur. Hava ile temas eden yiizeyde
oksijenin adsorbsiyonundan hemen sonra oksijenin ¢ekirdeklenmesi ve yanal biiylimesi
sonrasinda oksijen diflizyon bolgesi (ODB) olarak adlandirilan kompakt oksijen
tabakasinin olusumu saglanir [96]. Sekil 2.15'de termal muamele esnasinda olusan oksit

tabakasinin olusum mekanizmasi sematik olarak gosterilmistir.

o7} O,
l l TiO,
l Oksit tabaka
Difiizyon bolgesi
Titanyum

Sekil 2.15. Isil islem uygulanmis Ti yiizeyindeki oksit tabakasinin olusum basamaklari
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TiO; en yaygin olarak rutil ve anataz yapida bulunur. TiO, kapli yiizeylerin biyoaktif
olarak kabul edilmesinin esas nedeni yapisal olarak seramiklere benzer ve kararli formda
bulunan rutil fazindan kaynaklanmaktadir. Anatazdan rutile tersinmez faz degisimi 600-
800°C’de gergeklesir [97]. Titanyum yiizeyinde oksit tabakasi olusturma yontemleri
arasinda kolay ve yiliksek veriminden dolayr termal oksidasyon yontemi dikkat
¢cekmektedir. Bu yontem ile ylizeyde 5 pm kalinhigindaki dogal oksit tabakasi yerine
yaklasik 20-30 um kalinliginda kasith olarak olusturulmus bariyer oksit tabakasi meydana
gelmektedir. Giileryiiz ve ark., sicaklikla dogru orantili olarak artan oksit tabakasi
yiizeyinde, anataz fazindan rutil faza gecisin zamanla arttigin1 ve artan oksidasyonla
birlikte piiriizliliigin de yiikseldigini belirmiglerdir [98]. Fakat arastirma sonuglari oksit
kalinlig1 arttik¢a titanyum {izerinde tutunma dayaniminin azaldigini gostermistir. Bunun
sebebi sicaklik nedeniyle artan oksit tabakasinin termal genlesme katsayisiyla titanyumun
termal genlesme katsayilar1 arasindaki farktan kaynaklanir. Bu nedenle Ti yiizeyinde
termal islem ile oksit olusturma sicaklig1 yaklasik olarak 800°C ile sinirlanmaktadir [97,
99]. Ikiyiiz derecenin iizerinde bir sicaklik degerine cikildiginda oksit tabakasmin
kalmhginda ciddi artis meydana gelmektedir. Oksijenle temas eden Ti yiizeyinde 400°C
tizerindeki sicakliklarda oksijenin difiizyonu sonucu sert ve kirilgan yapida olan ODB
olusur. Bu bolgenin kalinhiginin, sicaklik artisiyla dogru orantili olarak arttig
bilinmektedir. Diger oksidasyon yontemlerinde olugmayan bu tabakanin en biiylik avantaji
yiizeyde olusan sert oksit tabakasinin altinda bir destek gorevi gorerek noktasal basinglar
sirasinda olusacak hasarlarin Oniline gecebilme kapasitesidir. Altiyliz derece lizerinde ise
daha kalin oksit tabakasi olusurken, 800°C ve iizeri sicakliklarda oksit tabakasinda

ayrilmalar gozlenmektedir [96, 97].

Alkali ve 1s1l isleme maruz birakilmis Ti ylizeyinin, sadece alkali islem goren Ti ile
karsilagtirildiginda 1s1l islem goéren yiizeylerdeki osteoblastik hiicre aktivitesinin ¢ok daha
fazla oldugu ve Ti'un kemik hiicrelerine dogrudan baglandig1 goriilmiistiir. Bunun nedeni
1s1l islemin titanyumun biyoaktif 6zelligini arttirmasindan kaynaklanmaktadir [100].
Nishiguchi ve ark., Ti implanti {izerine uygulanan sicaklik ve alkali muamele
kombinasyonuna, kemigin verdigi tepkiyi histolojik ¢aligmalarla incelemislerdir.
Calismalarinda kontrol grubu olarak saf titanyum kullanmis, ayrica sadece NaOH ile islem
gbren gruba ek olarak NaOH ve 600°C 1s1l islemin bir arada uygulandigi Ti implantlar:
tavsan kemigine implante etmislerdir. Onalt1 hafta sonra, implante edilen Ti Ornekler

tizerinde yapilan analizlerde sadece NaOH ve 1s1l iglemin bir arada bulundugu yiizeylerde
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kemik olusumunun gerceklestigi gozlemlenmis, diger gruplarda ise implant gevresinde

fibroz dokuya rastlanmigtir [101].

Olusan bu oksit tabakasi Ti'un ylizeyini biyoaktif hale getirmesine ragmen, Ti'un

osteokondiiktif kapasitesi kalsiyum fosfat materyallere gore daha diisiiktiir.
2.4.8. Hidroksiapatit kaplama

Hidroksiapatitler (HA'ler) implant ile canli doku arasinda kemik benzeri bir ara yiizey
olusmasin1 saglayan kalsiyum fosfat igerikli miikemmel biyouyumluluga sahip
biyoseramiklerdir. Sekil 2.16'da HA'in kristal yapist gosterilmistir. Hidroksiapatit
seramiklerin ilgi ¢cekme nedenlerinden biri fizyolojik pH degerlerinde (7.2—7.6) diger CaP
bilesiklerinden  daha  kararli  olmasidir [102].  Sitokiyometrik  hidroksiapatit
Cay0(PO4)s(OH), formiiliine sahipken, biyolojik apatit Caig-x[(PO4)s-2x(CO3)2x]F2, Caspo-
x[(PO4)6-2x(CO3) 2x] (OH)2,Ca10-x[(PO4)6x(CO3)2x]JCO3 Ve Caig-x[(PO4)sx(HPO4)x](OH)2-x
formiillerine sahip olabilmektedir [103]. Hidroksiapatit kaplamanin osteokondiiktif etkisi
sayesinde kemik olusumunu arttirdigi bilinmektedir. Bu 6zelligi sayesinde yiizeyine
kaplandig1 implantlarin kemige siki yapismasina olanak saglar. Ayrica HA’nin lokal
bliylime faktorlerine, 6zellikle kemik proteinlerine karsi kuvvetli kimyasal baglanma
egilimi oldugu saptanmistir [69]. Bu avantajlardan dolay1 biyouyumluluk agisindan fakir
olan metal ve alasimlarmin ylizeyinin HA ile kaplanarak biyouyumluluklarini ve

osseointegrasyon kapasitelerini arttirma c¢aligmalar1 yogun bir sekilde devam etmektedir.

Sekil 2.16. Hidroksiapatitin kristal yapisi

Hidroksiapatit sentezi icin sol-jel yaklasimi, sulu c¢ozeltilerden ¢Oktiirme yontemi,
hidrotermal yontem, mikrodalga-hidrotermal yontem, ¢oklu emiilsiyon yontemi,
elektrokristalizasyon yontemi ve biyomimetik c¢Oktiirme yontemi gibi birgok yoOntem
bulunmaktadir [104]. Bunlarin arasinda biyomimetik yontemle HA kaplama gelecek vaat

eden tekniklerden birisidir.

Biyomimetik ¢oktiirme yonteminin diger yontemler ile karsilastirildiginda, kolay ve hizli

olmasi, 6zel ekipmanlara ya da yiiksek isleme sicakliklarina ihtiya¢ duyulmamasi gibi
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avantajlar sundugu goriilmektedir [105]. Titanyum implantlarin yiizeyi genellikle plazma
puskiirtme yontemiyle HA ile kaplanmaktadir. Ancak bu yontem oldukca yiiksek proses
sicakligr gerektirmektedir. Biyomimetik yontem, implant materyallerinin HA ile
kaplanmasi agisindan yiiksek sicaklik gerektirmediginden son derece uygun bir yontemdir.
Ayrica biyomimetik ¢oktiirme yontemiyle iiretilen, miikkemmel HA sitokiyometrisinde
olmayan, ¢ozilinebilir formda bulunan kalsiyum agisindan fakir HA (CDHA), amorf
kalsiyum fosfat (ACP) ve oktakalsiyum fosfat (OCP) gibi kalsiyum fosfat fazlarin

varliginin hiicre farklilasmasini olumlu yonde etkiledigi bilinmektedir [106].

Biyomimetik yontemde yapay viicut sivist (Simulated Body Fluid, SBF), olarak
adlandirilan ve insan kan plazmasindaki inorganik tuz bilesimine sahip bir ¢dzeltiden
nano/mikro boyutlu kemik benzeri HA partikiillerinin olusumu saglanir. Farkli bir¢ok
malzemenin yiizeyinde kalsiyum fosfat kaplamasi olusturmak i¢in Kokubo ve ark. (2006)
tarafindan gelistirilen SBF ¢ozeltileri kullanilmaktadir [71, 107]. Ancak, SBF’nin diisiik
doygunluk seviyesi nedeniyle ¢okelme kimi zaman 3 haftaya kadar uzamaktadir. Bu
nedenle, iyon konsantrasyonu kan plazmasinin n=1.5, 2, 5, 10 kat1 kadar fazla olan cesitli
SBF c¢ozeltileri gelistirilerek, ayn1 6zelliklere sahip HA {iretim siiresi saat mertebesine
indirilmistir [106]. Bu yontemde polimer veya metalik esasli biyomalzemelerin duygun
SBF icerisine daldirilarak yilizeyin hidroksiapatit ile kaplanmasi saglanmaktadir. Kumar
(2002) ve Kodama (2009), yaptiklar1 ¢aligmalarda Ti yiizeyinde olusturduklari TiO,
tizerine HA ile kaplayarak yiizey enerjisindeki degisimi incelemisler ve artan ylizey
enerjisiyle birlikte biyouyumlulugun gelistigini belirtmislerdir [108, 109]. Bu sayede
biyoaktif olmayan implant malzemelerinin biyouyumluluklar1 6zelliklerinde iyilestirmeler

yapilmaktadir.
2.5. Siklodekstrinler

Siklodekstrinler (CD'ler), nisastamin Bacillus macerans, Klebsiella oxytoca, Bacillus
circulans ve Alkalophylic bacillus gibi ¢esitli bakteri tiirleri tarafindan transglikozilaz
glikoziltransferaz (CGTase) enzimi yardimiyla pargalanmasi sonucu elde edilen
makromolekiillerdir, Birbirlerine (a-1,4) bagi ile baglanmis, 6, 7, 8 veya daha fazla
glikopiranoz yap1 taslarindan olusan ve halka yapida, konik sekle sahiptirler. Sikloamiloz,
siklomaltoz, sikloglukan ve Scharinger dekstrinleri olarak da bilinen sikloekstrinlerin alt1 adet
glikopiranoz iinitesi icerenleri alfa (a), yedi adet icerenleri beta () ve sekiz adet icerenleri
gama (y) CD olarak adlandirilmaktadirlar (Sekil 2.17). Teorik olarak sekizden fazla

glukopiranoz {initesine sahip CD'ler iiretmek miimkiin olmasina ragmen molekiiler
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kararliliklarinin oldukga diisiik olmasi ve suda ¢oziiniirliiklerinin ¢ok yiiksek olmasi gibi

dezavantajlarindan dolay1 ¢ok fazla iiretim ve kullanim alan1 bulunmamaktadir [110].

Sekil 2.17. Siklodekstrin ¢esitleri: (@) a siklodekstrin, (b) B siklodekstrin,
(c) y siklodekstrin.

Molekiildeki glikoz halkalarinin sayisina bagli olarak CD'ler, farkli i¢ ¢aplara sahiptir.
Yapilan calismalar sonucu en ¢ok dikkat c¢eken CD c¢esidi, sahip oldugu {istiin
ozelliklerinden dolay1 B siklodekstrinlerdir (BCD). Beta-CD’nin yapisina bakildiginda
primer hidroksil gruplari koninin dar tarafinda (C6 atomlarinda), sekonder hidroksil
gruplar1 ise halkanin genis tarafinda (C2 ve C3 atomlarinda) yer almaktadir. Tiim bu
hidroksil gruplari yapisal modifikasyonlarin baslangi¢ noktalari olmalar1 agisindan
uygundur [111]. Halkali yapida olan siklodekstrinlerin i¢ kisminda bulunan ve yeri
degistirilemeyen hidrojen atomlar1 ve oksijen atomlar1 tarafindan saglanan elektronca
zengin ortamdan dolayr i¢ kabuk hidrofobik o6zelliktedir. Dis ¢epherde bolca bulunan
hidroksil gruplari nedeniyle dis kabuk ise hidrofilik 6zellik gostermektedir. Sekil 2.18'de
BCD molekiiliiniin kimyasal ve fiziksel yapis1 gosterilmektedir. Bu 6zellikleri sayesinde
sivt veya kat1 halde bulunan ve halkali yapinin i¢ine girebilecek c¢apta hidrofobik yahut
amfifilik yapidaki molekiillerle konuk-konak kompleksi olusturabilmektedir. Sahip oldugu
bu yetenegi sayesinde konuk molekiillerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin
degismesini, istenmeyen yan etkilerinin giderilip, yeni 6nemli 6zelliklerinin olugmasini
saglamaktadir. Bu nedenle BCD'ler ilag, gida, kozmetik, tarim ve kimya endiistrilerinde

yaygin bi¢imde kullanilmaktadir [112].
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HO-

OH p-cD < 0

Sekil 2.18. Beta siklodekstrinin (BCD) kimyasal ve fiziksel yapisi.

Siklodekstrinler, beyaz, kokusuz, tatli, nem ¢ekmeyen, kristal toz yapisinda maddelerdir.
Nisasta veya seker kadar kararli olan siklodekstrinler bozulmadan yillarca muhafaza
edilebilirler. Asagida bazi siklodekstrin tiirlerine ait fiziksel ve kimyasal ozellikler

verilmistir [110].

Cizelge 2.4. Siklodekstrin ¢esitlerinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Siklodekstrinler a-CD B-CD v-CD
Glukoz sayisi 6 7 8
Bosluk cap1 (A°) 5.7 7.8 9.5
Yiikseklik (A°) 7.9 7.9 7.9

Cap (A°) 13.7 15.3 16.9
Molekiil agirhg: 973 1135 1297
(9/mol)
S“d?r';ig‘/?fgirilngrlﬁk 145 1.85 232
Erime noktasi (°C) 275 280 275

Siklodekstrinler ¢ok ¢esitli kati, sivi ve gaz molekiilleri ile "inkliizyon kompleksi" olarak
adlandirilan konuk-konak tiirti kompleks olusturma yetenegine sahiptirler. Bu kompleksler
"icerik kompleksleri" olarak da adlandirilir. igerik kompleksinin olusabilmesi icin
siklodekstrinlerin i¢ capmna uygun boyutlara sahip olan konuk molekiillerin ortamda
bulunmasi gerekir. inkliizyon kompleksinin ger¢eklesmesi esnasinda CD'nin i¢ boslugunda
bulunan su ile konuk molekiil yer degistirir. Ciinkii CD'lerin apolar igyapisinda bulunan
polar su molekiilii i¢ yiizey tarafindan itilmekte ve yapiy1 enerji agisindan kararsiz bir
duruma sokmaktadir. Konuk molekiiliin apolar CD bosluguna girmesiyle birlikte ener;ji

acisindan kararli bir inkliizyon kompleksi olusumu saglanmaktadir. Bu yer degistirme
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islemi sirasinda hidrojen kopriileri, van der Waals kuvvetleri ve hidrofobik etkilesim gibi
kovalent olmayan fiziksel etkilesimler meydana gelmekte bu nedenle kompleks olusumu,
su, kimyasal madde ve CD konsantrasyonuna bagli olarak ayrigsma-birlesme dengesi

seklinde olusmaktadir [113].

Siklodekstrinler ile inkliizyon kompleksi yapacak molekiiliin kimyasal yapisindan c¢ok
geometrik yapisi daha belirleyicidir. Bu kompleksin olusabilmesi esnasinda konuk yapinin
CD'nin hidrofobik i¢ yapisina ya tamamen ya da kismen girmis olmas1 gerekmektedir. i¢
captan daha kiicik olan molekiiller CD ile kompleks olusturacak gecici baglar
olusturamadiklarindan dolay1 i¢ bosluktan gecerler. Ayrica ¢ok biiyiik boyutlu
molekiillerde, yapinin tamaminin CD igerisine girememesine bagli olarak ya kenar
zincirleri ya da hidrofobik yapidaki fonksiyonel gruplart yardimiyla kompleks
olusturabilirler. Konuk molekiil bir tane CD bosluguna sigamayacak kadar biiyiikse, 2:1
molar oranli CD/konuk molekiil kompleksi olusabilir (Sekil 2.19). Ayrica kendiliginden
diizenlenme davraniglar1 sayesinde c¢ift heliks DNA, mikrotiip ve mikrofilament gibi
degisik geometrilere sahip supromolekiiler yapilar olusturabilme yetenekleri CD'lerin
kullanim alanlarmni genisletmekte ve farkli uygulamalarda arastirma konusu olmalarina

neden olmaktadir [114] .

a)

Sekil 2.19. Siklodekstrinlerin inkliizyon kompleksi olusturma tiirleri: (a) 1:1, (b) 1:2.

Kompleks olusumunda, stereokimyasal uyumun yaninda polaritede de Onem tasir.
Polaritesi biiyiik olan yapilarin CD'nin igyapisina olan ilgisi de bir o kadar fazladir.
Siklodekstirinlere olan ilginin temel nedeni iste bu kompleks yapabilme kapasitesidir. Bu
Ozellikleri sayesinde CD'ler suda ¢oziinmeyen ya da az ¢dzilinen bilesiklerin ¢oziintirliigiinii
arttirirlar, ugucu molekiiller ile kompleks olusturarak ucuculugu azaltirlar, 151k veya
oksijene duyarli molekiilleri kararli hale getirirler. Ayrica kotli koku ve tatlarin

maskelenmesinin saglanmasina ek olarak bazi bilesiklerin mikroorganizmalar tarafindan
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bozulmasina engel olurlar ve sivi bilesiklerin fiziksel 6zelliklerini degistirerek toz haline

getirilmesini saglarlar.

Siklodekstrinler 6glitme, bulama¢ halde kompleks olusturma, birlikte ¢oktiirme, kati
igerisinde dagitma, liyofilizasyon, ekstriizyon, eriterek kompleks olusturma ve mikrodalga
teknikleriyle hem sulu ¢ozelti icerisinde hem de kati haldeyken kompleks olusturabilir.
Ogiitme tekniginde kat1 halde bulunan CD ve konuk molekiil havanda déviilerek inkliizyon
kompleksi olusumu saglanir. Bulamag¢ halinde kompleks olusturma tekniginde ise
siklodekstrin az miktarda su ile karistirilarak bulamag¢ haline getirilir ve konuk molekiil
icerisinde karistirilarak kompleks olusumu saglanmaktadir. Her iki yontemde de kompleks
veriminin olduk¢a diisiik olmasi en biiyiik dezavantajdir. Uygun bir ¢oziicli icerisinde
¢Ozdiirlilmiis ve 1sitilmig olan CD ¢ozeltisi igerisine konuk molekiill eklenmesi ve
sogutulmas1 basamaklarini igeren inkliizyon kompleksi olusturma teknigi ise "birlikte
coktliirme yontemi" olarak adlandirilmaktadir. CD'lerin kompleks olusumu i¢in en uygun
sicaklik 50-60°C iken daha yiiksek sicakliklarda bozunmaya baslar [110]. Kat1 igerisinde
dagitma yonteminde CD ve konuk molekiiliin ayr1 ayri ¢dzeltisi hazirlandiktan sonra
mekanik olarak karistirilarak inkliizyon kompleksi olusumu saglanir. Tiim bu tekniklerin
en biiyiik dezavantaji iglem siiresinin uzun olmasi ve diisiik kompleks olusumudur. Fakat
mikrodalga yoOnteminde uygun c¢oziiciide ¢ozdiiriilen konuk molekiili ile CD ¢ozeltisi
mikrodalga yardimi ile saniye mertebesi gibi kisa bir siirede inkliizyon kompleksi olusumunu

saglamaktadir. Ayrica olusturulan inkliizyon kompleksinin verimi oldukga yiiksektir [115].

Siklodekstrinler suda az ¢o6ziinen maddelerin ¢Oziiniirliigliniin ve biyoyararlaniminin
artirllmas1 amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica molekiilleri enkapsiile ederek
kararliliklarin1 korumalaria yardimci olmalari veya kontrollii salimlarina olanak vermeleri
nedeniyle dermal, nazal ve goz uygulamalarinda kullanimlar1 giin gectikge artmaktadir
[116]. Ornegin Basbag ve ark., immiinosupresif bir ajan olan siklosporin A (CsA) yiiklii, 2-
hidroksipropil--CD (HPBCD)/poli(2-hidroksietilmetakrilat (poli(HEMA)) hidrojel tasiyici
sistemler olusturmus ve salim c¢alismalarinda HPBCD igermeyen poli(HEMA)
hidrojellerden ani salim etkisi goriiliirken, HPBCD igeren poli(HEMA) hidrojellerde ise iki
ay siiren geciktirilmis bir salimin gergeklestigini belirtmisleridir. Bu c¢alismada salim
hizinin yapidaki HPBCD miktar1 ile ilgili oldugu ve iiretilen HPBCD/poli (HEMA)
hidrojellerin  subkonjunktival uygulamalarda kullanilabilecek bir sistem oldugu

vurgulanmigtir [117].
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Siklodekstrinlerin kati ve ¢oziinmiis haldeki konformasyonlarinin hemen hemen ayni
olmas1 onlar1 essiz kilan 6zelliklerinden biridir. Alfa-CD ve yCD'nin sudaki ¢ozlintirliigi
BCD'ninkinden sirasiyla, 7 ve 14 kat daha fazladir. Buna ragmen BCD't digerlerinden
onemli kilan en biiyiik 6zelligi kimyasal konfiglirasyonundan kaynaklanmaktadir. Beta-CD
molekiiliinde molekiil i¢i olugan hidrojen baglart CD molekiiliiniin monosiklik yapisini
yCD'e oran1 daha kararli kilmakta ve CD molekiiliiniin sabit bir yap1 almasina neden

olmaktadir.

Alfa-CD deki kararlilik molekiiller arasi sterik etkilesimden dolayr BCD'den daha fazla
olmasma ragmen daha kiiciik i¢ ¢ap1 nedeniyle daha az molekiille inkliizyon kompleksi
olusturmaktadir. Ayrica konak-konuk etkilesimi kurdugu bu yapilarla olan giiclii etkilesimi
gerektiginde molekiiliin salimin1 engellemektedir. Bu agidan BCD'ler fizikokimyasal
ozelliklerinin degistirmesi, kompleks olusum kapasitelerinin arttiritlmas1 ve yeni farklh
ozellikler kazandirilmasi amaciyla kimyasal olarak modifiye edilebilirler ve bu sayede ¢ok
daha iyi ozelliklere sahip olabilirler. Cizelge 2.5'de baslica BCD tiirevleri verilmistir.
Yapilarinda ¢ok¢a bulunan hidroksil gruplarindan dolayr CD'lerin {izerinde c¢ok farkl
kimyasal modifikasyon yapilabilmektedir [116].

Cizelge 2.5. Beta-siklodekstrin tiirevleri

Siklodekstrin tiirevleri Siibstitiient konumu Siibstitiient
Hidrofilik tiirevler
Metilenmis B-CD 2,6-;2,3,6- -O-CHj3
Hidroksialkillenmis -CD Rastgele -O-CH,-CH(OH)CHj3
Dallanmis 3-CD 6- -Glukozil, -Maltozil
Hidrofobik tiirevler
Etilenmis -CD 2,6-:2, 3, 6- -O-CH,-CH3
Parasetillenmis $-CD 2,3, 6- -O-CO(CH2)n-CHs
Iyonize olabilen tiirevler
Karboksialkil p-CD Rastgele -O-(CH,)n-COONa
Karboksimetil, etil B-CD 2,6-; 3- -O-CH,COONa; -O-CH,CHs3
Siilfonatlanmig $-CD Rastgele -O-SO3Na
Alkil siilfonatlar B-CD Rastgele -O-(CH2)n-SO3Na
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Siklodekstrinlerin modifikasyonlar1 ile suda ¢oziinebilme kapasiteleri arttirilarak suda
¢oziinmeyen konuk yapilarin suda ¢oziniirliikleri gelistirmekte, kendiliginden diizenlenme
Ozelligi kazandirilmakta ve kompleks olusturma kapasitesi arttirilabilmektedir. Ayrica
siklodekstrinlerin en biiyiikk dezavantaji olan hemoliz ve toksik etki ortadan

kaldirilabilmektedir [118].

Siklodekstrinlerin  tiirevlendirilmesi genellikle mono—6-deoksi—6-tosil-p-siklodekstrin
(TsCD) den olusan bir ara basamak iizerinden gerceklesir. Ardindan tiirevi olarak
eklenecek niikleofilik grup siklodekstrindeki tosil gruplariyla yer degistirerek istenilen
formiilasyondaki CD eldesini saglar [112].

Siklodekstrinlerin farmasotik uygulamalarinda suda ¢oziiniirligli az olan yapilarin suda
¢Oziiniirliiglinlin  arttirllmas1 amaclanmaktadir ve siklikla hidrofilik tiirevleri olan
metillenmis, hidroksialkillenmis, acillenmis, karboksimetillenmis, siilfonatlanmis ve
amfifilik o6zellik kazandirilmis siklodekstrinler tercih edilmektedir. Metillenmis tiirevi,
siklodekstrinin C2 sekonder veya C6 primer hidroksil gruplarindan (dimetil siklodekstrin)
veya C2, C3 ve C6 (trimetil siklodekstrin) hidroksil gruplarimin metilasyonu ile elde
edilmektedir. Siklodekstrinlerin bu tiirevi birgok avantaja sahip olmasina ragmen sicaklik
artistyla ¢ozlniirliigiin azalmasi, hemolitik etkisinin bulunmasi ve ilaglarin bu yapiya giiclii

baglanmasi gibi biiyiikk dezavantajlara sahiptir.

Hidroksialkillenmis siklodekstrinler ise alkali ortamda BCD’in propilen oksit ile
kondenzasyonu sonucu BCD’in bir veya birka¢ hidroksil grubuna 2-hidroksipropil
grubunun baglanmasiyla olusan B-CD’lerdir. 2-hidroksipropil-B-CD (HPBCD) ve
hidroksietil-3-CD (HEBCD) bu gruba ornek olarak verilebilir. Hidroksialkillenmis
CD’lerin sudaki ¢oziiniirliikleri dogal siklodekstrinlerden ¢ok daha yiiksektir. Bu iki CD
arasinda ise HPBCD'nin asagida listelenen Ozelliklerinden dolayr 6n plana ¢ikmaktadir

[119]. BCD tiirevleri arasinda suda ¢6ziiniirliigii en yiiksek tiirevdir.

v" aCD, yCD, BCD ve diger BCD tiirevlerine oranla daha az iritasyona neden olur.

v' Birgok farkli molekiil ile genis inkliizyon kompleksi yapabilme kabiliyetine
sahiptir.

v’ llag salmmi, UV ismlarindan koruma gibi amaclar icin rezervuar olarak
kullanilabilirler.

v’ Pratikte tiim siklodekstrinler toksik etki gOstermese de klinik uygulamalarda

gastrointestinal yoldan emilmedikleri icin HPBCD oldukga giivenilirdir.
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v" Oral ve paranteral uygulamalarr i¢in HPBCD'in biyolojik olarak tolere edilebilirligi
daha fazladir.

v Genellikle bakteriler tarafindan parcalanan HPBCD'in enzimatik bozunurlugunun
oldukca diisiik olmas1 daha yavas bozunma davranisi sergilemesine neden olur.

v Tlaglarm yan etkilerini azaltir.

v HPBCD' nin inkliizyon kompleksi yaptig1 molekiile bagli olarak hem ani salim hem
de uzun siireli salim profili sergilemeleri uygulama alanlarini genisletmektedir

[113, 120].

Aleem ve ark. (2008), antimikrobiyal bir ajan olan cefdinir (CEF) ile BCD ve HPBCD nin
kompleks yapmasini saglamistir ve ¢alismalar sonucunda CEF'in sudaki ¢oziiniirliigiiniin
HPBCD ile kompleks yaptigi grupta cok daha yiiksek oldugunu, buna bagli olarak
antimikrobiyal aktivitedeki artisin BCD ile kompleks yapan gruba gore cok daha yiiksek
oldugunu belirtmislerdir [121].

Alkali ortamda CD ile polipropilenin reaksiyonuyla elde edilen HPBCD sentezlenmesi

kolay olmasina ragmen saflastirilmasi olduk¢a zordur.
2.6. Melatonin

Kimyasal adi N-[2-(5-metoksi-1H-indol-3-yl)etil] olan melatonin, ilk olarak Aaron Lemer
tarafindan 1958'de tanimlanan bir hormondur. Molekiil agirhigi 232.3 g/mol olan
melatoninin erime noktas1 116-120° C araligindadir. Kan serumundaki yarilanma dmriiniin
giin igerisinde 15 ile 60 dakika arasinda degistigi gesitli ¢alismalarda belirlenmistir. Sekil
2.20'de goriildiigii gibi, indol tlirevi olan melatoninin viicuttaki sentezi oncelikle triptofan
aminoasidinin dolasimdan hiicre i¢ine alinmasi ve ardindan triptofan 5-hidroksilaz enzimi
tarafindan 5-hidroksitriptofana (SHTP) doniistiitiilmesi ile baslamaktadir. SHTP ise
aromatik amino asid dekarboksilaz (dopa dekarboksilaz) araciligiyla serotonine (5-
hidroksitriptamin, 5HT) doniistiirilmektedir. Serotonin, serotonin N-asetiltransferaz
(NAT) ile N-asetilserotonine ve son olarak N-asetilserotonin hidroksiindol-0-
metiltransferaz (HIOMT) enzimi tarafindan melatonine doniistiiriiliir. Bu déniisiim insan

viicudunda gece geg saatlerde karanlik ortamda gerceklesir [122].
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Sekil 2.20. Melatoninin sentez basamaklari.

Baz1 iilkelerde market raflarinda bile satilan ve 'biiyiilii ilag' olarak adlandirilan
melatoninin kanser, astim, katarakt, sinirsel bozukluklar, kalp hastaliklari, diabet gibi
birgok hastaliga iyi geldigi bilinmektedir. Yapilan ¢alismalarda melatonin sentezinin ve
salimimin 1s1k ile dogrudan bir iliski gostermesinden dolayr melatonin hormonunun
sirkadiyan ritmin belirlenmesinde ve organizasyonun saglanmasi, uyku siklusunun
kaymasi, kis uykusu ve senkronizasyonu, mevsimsel affektif bozukluklarla ilgili oldugu
bilinmektedir. Ayrica hamilelik, menapoz, yaslanma, strese cevap ve genel adaptasyon,
otonom fonksiyonlarin diizenlenmesi, susama ve elektrolit dengesi, viicut agirliginin
regiilasyonu, normal kan basincinin saglanmasi, immiin mekanizmalari, hiicre ¢ogalmasi,

antioksidan etki gibi bir ¢ok gorevi de bulunmaktadir.

Melatonin, miktara bagli olarak hiicreler iizerinde {iremeyi arttirici veya azaltict ikili etkiye
sahiptir. Liu ve ark. (2013), insan osteosarkoma MG-63hiicre hatt1 kullanarak, melatoninin
artan konsantrasyon miktarma bagl olarak hiicre tizerindeki etkilerini incelemislerdir.
Yaptiklart hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda 1 nM'den 2 mM'a kadar melatoninin hiicre
tiremesini engelleyecek herhangi bir etki yaratmadigini fakat 4 mM ile 10 mM araligindaki
melatonin konsantrasyonlarinda hiicreler iizerinde iiremeyi durdurucu etkisi oldugunu
belirtmislerdir. Ayrica melatoninin 1nM ie 10uM arasinda kullanildiginda hiicre biiyiimesi

tizerine kayda deger bir etki gostermedigi belirtilmistir [123].

Serumdaki melatonin konsantrasyonu, yasa gore de anlamli olarak degisir. Yapilan
arastirmalar 60 yasin {izerindeki insanlarin ¢ok diisilk giindiiz ve gece melatonin
seviyelerine sahip oldugunu gostererek, fizyolojik melatonin konsantrasyonu ve yaslanma

arasindaki iliskiye dikkat ¢ekmistir.

Deneysel ve klinik caligmalar melatonin hormonunun kemigin gelisimi ve korunmasi
tizerine rol oynadigmi gostermektedir. Kemik olusumunun gece saatlerinde maksimum
degere ulagsmasi ve bu durumun viicut i¢i melatonin konsantrasyonunun en fazla oldugu

saatlere denk gelmesi, melatoninin kemik metabolizmasi ile olan ilgisinin belirtisidir.
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Melatoninin kemik iliginde bol miktarda bulunmasi, kemik hiicrelerine olan etkilerinin
muhtemelen otokoid etkiler araciligi ile oldugunu diisiindiirmektedir. Conti ve ark. (2000),
uzun siireli kiltire edilen kemik iligi kok hiicrelerinde ¢ok yiiksek seviyede melatonin
varligindan soz etmektedirler [124]. Melatoninin doza bagl olarak osteoblastlarin tip I
kolajen fibril sentezini uyardigi, serum kalsiyum konsantrasyonunu ve kemik matriks
proteinlerini arttirdigi gorilmiistiir. Ayrica melatonin kemik sialoprotein (BSP) sentezini,
preosteoblastlarda osteokalsin (OC) ve osteopontin (OP), alkalin fosfataz (ALP) ve kemige
ait diger protein belirteglerini arttirdigi, osteoklast farklilasmasini azalttigr belirlenmistir.
Bu durum melatoninin kemik formasyonunu ve osteoblast farklilagmasini artirdiginin
kanitidir. Roth ve ark., melatoninin pre-osteoblast MC3T3-E1 hiicre hatt1 ve osteoblast
benzeri insan osteosarkom MG-63 hiicre hatti iizerindeki etkilerini inceledikleri
calismalarinda 50nM melatonin varliginda hiicrelerin erken farklilagmaya ugradiklarini,
her iki hiicre hattinin da nanomolar mertebedeki konsantrasyonlarda BSP, ALP, OC, OP ve
gen ifadelerin arttigini belirtmislerdir [125]

Melatonin, serbest radikallerin indirgeyen dogal bir antioksidandir. Yapisinda bulunan
indol halkasi sayesinde hidroksil radikallerini (¢OH), hidrojen peroksit (H,O;), azot oksit
(NOe) ve peroksinitrik asit (ONOQO-¢) gibi serbest radikalleri indirgemektedir. Ayrica
melatonin serbest radikal olusumunun gerceklestigi kemik rezorbsiyonunda gorevli olan
osteoklastlar iizerinde 6nemli etkilere sahiptir. Melatonin, doz miktarina bagh olarak,
osteoklastlarin olusturdugu rezorpsiyon alanini ve sayisini azaltmaktadir. Yani bir anlamda
melatonin kemik miktarim1 arttirirken, kemik rezorbsiyonunu inhibe ederek kemigi

korumaktadir.

Glinlimiizde yaygin olarak postmenapozal donemde osteoporoza karst kullanilan
bifosfonatlara ilave olarak melatonin uygulamasinin, gerek dogrudan kemik iizerine
olumlu etkileri, gerekse bu ilaglara bagh yan etkileri azaltarak kemik koruyucu etkiyi

giiclendirebilecegi diisiiniilmektedir [126].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Yapilan deneysel ¢alismalarda, ilgili literatiirde biyouyumlulugu ispatlanan ve sert doku
implanti  olarak  kullanilan titanyumun o0Sseointegrasyonunu arttirmak {izere
HPBCD/Melatonin inkliizyon kompleksinin olusumuna olanak saglayacak HA/HPBCD
kompozit tastyicilarin gelistirilmesi ve in vitro kosullarda osseointegrasyon tizerindeki

etkilerinin arastirilmasi amaglanmustir.
Bu dogrultuda,

v Titanyum yiizeyinde mekanik asindirma islemleri gerceklestirilerek piiriizliiliiglin
ve yiizey alaninin arttirilmasi,

v Kimyasal ve elektrokimyasal uygulamalarla Ti yiizeyinde TiO, tabakasinin
olusturulmasi ve bu tabakanin biyomimetik yontem ile gergeklestirilecek olan HA tabakasi
olusumunu hizlandirmasi,

v Oksitlenmis yiizey lizerine kaplanan HA tabakasi sayesinde biyolojik olarak aktif
bir ylizey olusturulmasi ve bu ylizeyin hiicre tutunmasini, farklilagsmasini ve ¢ogalmasini
olumlu yonde etkilemesi,

v HA ile kapli Ti plakalar tizerinde olusturulacak HPBCD esaslh tasiyici sistemin
melatonin ile yapacagi inkliizyon kompleksi sayesinde melatoninin kemik rejenerasyonu
tizerine olan olumlu etkisinin kontrollii bir sekilde saglanmast,

v Kemik hiicrelerinin Ti ile olan etkilesim siiresinin kisaltilmasi ve

v Osteointegrasyonun artmasi beklenmektedir.
Bu kapsamda gerceklestirilen deneysel calismalar ii¢ ana kisimdan olusmaktadir.

1. Birinci boliimde; zimparalama ve asidik muamele gibi 6n uygulamalarla yiizeyleri
asindirilarak piirtizlii hale getirilen Ti levhalarin bazik oksidasyon ve anodik oksidasyon
yontemleriyle yiizeyinde TiO, tabakasi olusumu saglanmistir. Tez kapsaminda bu
islemlerin timii 6n muamele uygulamalar1 olarak nitelendirilmis ve elde edilen yiizeylerin
karakterizasyon islemleri gerceklestirilmistir.

2. Ikinci béliimde; 6n uygulamalar sonrasinda hedeflenen amaca uygun oldugu
saptanan yiizeylerin biyoaktif hale getirilmesi i¢in HA ile kaplanmasi islemi
gerceklestirilmistir. Ardindan HA kaph yiizeyler iizerine HPBCD/Melatonin tastyict
sistemler olusturulmus ve karakterizasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

3. I"Jg:iincii boliimde; yukarida bahsedilen bdliimlerde elde edilen veriler

dogrultusunda optimum ylizey oOzelliklerine sahip Ti/HA/HPBCD/Melatonin kompozit
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sistemlerin in vitro hiicre kiiltiir galismalar1 gerceklestirilmis ve sonuglar istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.
3.1. Kullanilan Malzemeler

Tez kapsaminda; %99.98 saflikta ve 0.24mm kalinliginda plaka halindeki Ti plakalar
BAG-SAN (istanbul, Tiirkiye) firmasindan satin alimmustir. Titanyum plakalarmn yiizey
piiriizlendirilmesinde kullanilan nitrik asit (HNO3) ve hidroklorik asit (HCI) Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan temin edilmistir. Bazik oksidasyon islemleri sirasinda yiizeyde
oksit tabakasi elde edilmesi i¢in kullanilan sodyum hidroksit (NaOH) Merck (Almanya)
firmasindan, anodik oksidasyon islemlerinde oksit tabakasi elde edilmesi i¢in kullanilan
hidroflorik asit (HF, %48, v/v) ise Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmistir.
Yikama islemlerinde kullanilan etanol (C,HsOH, %96, v/v), Colony Sugar Mills (Pakistan)
firmasindan temin edilmistir. Melatonini siklodekstrin membranlara yilikleme sirasinda
kullanilan absolute etanol (C,HsOH, >99,8%, v/v) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan
satin alinmistir. 2-Hidroksipropil-f-siklodekstrin (HPBCD, Mw:~1460) Aldrich (ABD)
firmasindan temin edilmistir. Capraz baglamada kullanilan 1,2,3,4-Biitantetrakarboksilik
asit ([CH(CO,H)CH,CO.H],, BTCA) Aldrich (ABD) firmasindan, capraz baglama
stirecinde katalizor olarak kullanilan sodyum hipofosfit (NaPH,0,) Aldrich (ABD)
firmasindan temin edilmistir. Yapay viicut sivisi iiretiminde kullanilan bilesenlerden
sodyum Kkloriir (NaCl), Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan, potasyum kloriir (KCl),
magnezyum klorlir hekzahidrat (MgCl,.6H,0), kalsiyum kloriir dihidrat (CaCl,.2H,0),
sodyum dihidrojen fosfat monohidrat (NaH,PO,4.H,0) ve sodyum bikarbonat (NaHCO3)
Merck (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Melatonin (C13H16N202, >98%) Sigma-
Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Melatonin tasiyict kompozit sistemin
salim ¢alismalarinda kullanilan fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH=7.4) tabletleri, Sigma
(Almanya) tarafindan temin edilmistir. Hiicre kiiltiir calismalarinda kullanilan MC3T3-E1
preosteoblast hiicre hatti Riken hiicre bankasindan (Tsukaba, Japonya) satin alinmistir.
Minimum Essential Medium-Alfa Modifikasyonu (a-MEM), Biochrom (ABD)
firmasindan temin edilmistir. Kiiltir ortamina eklenen L-glutamin, penisilin-streptomisin
cozeltileri ve fetal sigir serumu (FBS) Biowest (Fransa) firmasindan saglanmistir.
Hiicrelerin fiksasyonunda kullanilan gluteraldehit (CH2(CH,CHO),) ve
hekzametildisilazan ([(CH3)3Si].NH, HMDS), Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin
alimmistir. Hiicrelerin ylizeyden kaldirilmasinda kullanilan Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ve

osteojenik ortamin hazirlanmasinda kullanilan askorbik asit (CgHgOg), dekzametazon
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(Cx2H29FOs) ve B-gliserol fosfat, Sigma (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Hiicre
canliligi takibinde kullanilan 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir,

MTT ) ve izopropanol (C3H;OH) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmustir.
3.2. Birinci Béliim

Bu boliimde ilk olarak Ti levhalarin yiizey 6zelliklerinin gelistirilmesi i¢in yapilan fiziksel
ve kimyasal modifikasyon islemlerinden bahsedilmektedir. Fiziksel yoOntem olarak
zimparalama teknigi ile ylizeyde diizenli veya dagimik oluklar a¢ilmis, bu sayede yiizeyde
nano/mikro boyutta piiriizlilik olusturulmustur. Ayrica asidik muamele ile yiizey
plriizliliigiiniin arttirilmast  saglanmistir.  Yiizeyde olusturulmasi hedeflenen TiO,
tabakasinin bazik oksidasyon veya anodik oksidasyon yontemleriyle elde edilmesi ve

ardindan gerceklestirilen karakterizasyon ¢alismalar1 detaylica anlatilmistir.
3.2.1. Bazik oksidasyon ¢alismalari
3.2.1.1. Bazik oksidasyon islemi 6ncesi titanyum plakalarin hazirlanmasi

Ticari olarak satin almman Ti plaka zimparalama Oncesi seyreltilmis sivi deterjan
kullanilarak yikanmustir. Distile su ile 10 dk arindirilma islemi gergeklestirilen plakalar
%70 (v/v)’lik etil alkol ¢ozeltisi igerisinde ultrasonik su banyosunda 20 dk siireyle
temizlenmistir. Ardindan Ti plakalar deiyonize su ile yikanarak etil alkoliin
uzaklastirilmast saglanmistir. Bu islemler ile plakalarin yiizeyinde bulunan organik
kirlilikler giderilmistir. Oda kosullarinda (~25°C, 1 atm) kurutulan Ti plakalar 6ncelikle
P280 numarali silisyum karbiir (SiC) zimpara kagidi ile 5'er dk boyunca yatay ve dikey
yonlerde zimparalanmistir. Bu sayede plakalarin yiizeyinde makro boyutta piiriizliiliik
olusturulmustur. Hemen ardindan P400 numarali SiC zimpara kagidi ile 5'er dk yatay ve
dikey yonlerde zimparalama gergeklestirilerek plakalara parlatma islemi uygulanmigtir
(Sekil 3.2). Zmmparalanmis numuneler %96 (v/v)lik etanol ¢ozeltisi igerisinde
ultrasonikator ile yikanarak yiizeyindeki olast kirlilikler uzaklastirilmistir. 1x1cm
boyutlarinda Kkesilen Ti plakalar kimyasal asindirmada islemi i¢in %96'lik etanol ile
hazirlanan %4 (v/v)'liik HNOj3 ¢6zeltisi igerisinde 1 dk boyunca HNOj isleminin ardindan
distile su ile yikanmistir. Oda kosullarinda kurutulan numuneler bazik oksidasyon islemi

i¢in kullanima hazir hale getirilmistir [127].
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Sekil 3.1. Bazik oksidasyon Oncesi titanyum plakalarin zimparalama yonleri: (a) yatay

yon, (b) dikey yon.
3.2.1.2. Titanyum plakalarin bazik oksidasyonu

Bazik oksidasyon islemi 6ncesi uygulamaya hazir hale getirilen Ti plakalar 10 N NaOH
cozeltisi igerisinde 60°C'de 24 sa boyunca bekletilmistir. Yiiksek konsantrasyon ve sicaklik
nedeniyle yilizeyde sodyum titanat/titanyum oksit tabakasinin olusumu saglanmistir.
Cozelti igerisinden c¢ikartilan numuneler distile su ile yikanarak oda kosullarinda kurumaya
birakilmigtir. Hazirlanan numuneler tez kapsaminda arastirilmasi planlanan NaOH sonrasi

HCI ile muamelenin oksit tabakasina olan etkisinin belirlenmesi i¢in iki gruba ayrilmistir.

v" Birinci grup NaOH muamelesinden sonra dogrudan kurumaya birakilirken,

v Ikinci grup 1N HCI ¢ozeltisi icerisinde 1 sa bekletilmistir [127].

HCl ¢ozeltisi igerisinden ¢ikarilan numuneler distile su ile yikanarak, kurumaya
birakilmigtir. Termal muamelenin yiizeydeki titanyum oksit tabaksinin kalinligini artirdig
ve olusan TiO; tabakanin anataz fazindan rutil faza donisiimii saglayarak tabakanin
kararliligint yiikselttigi bilinmektedir [97]. Bu nedenle her iki grup da, literatiirden edilen
bilgiler 1s181nda, 40°C/dk artan firn igerisinde (Protherm, Tiirkiye) 600°C'de 2 sa boyunca
1s1l isleme maruz birakilmistir [66, 128]. Ornekler islem sonrast 5°C/da hizindaki firmn
igerisinde sogumaya birakilarak kontrollii bir sekilde sogumasi saglanmistir. Bu sayede ani
sicaklik farkindan kaynaklanacak olas1 catlaklarin olusumu engellenmistir. Ornekler
nemden uzak olacak bigimde kapal1 kaplar i¢inde saklanarak yiizey kaplamalar1 i¢in hazir

hale getirilmistir.
3.2.2. Anodik oksidasyon ¢alismalari
3.2.2.1. Anodik oksidasyon islemi 6ncesi titanyum plakalarin hazirlanmasi

Bolim 3.2.1.1 de, bahsedilen yiizey temizleme yontemleri uygulanarak Ti plakalarin
yiizeyinde bulunan olas1 organik kirliliklerin uzaklastirilmasi1 saglanmistir. Temizleme
islemleri sonrast anodizasyonun etkinligini arttirmasi amaciyla yiizeyde bulunan dogal
oksit tabaksinin temizlenmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Aksi takdirde olduk¢a kararsiz ve

inaktif olan bu dogal oksit tabakasi anodizasyon islemi sonucu olusacak olan oksit yapinin
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morfolojisini etkilemektedir. Bu nedenle, oda kosullarinda kurutulan Ti plakalara sirastyla
P120, P280, P400 ve P600 numarali SiC zimpara kagitlar1 ile her biri 5'er dk siireyle,
rastgele olacak bi¢cimde zimparalama islemi uygulanmistir. Zimparalanmis numunelerv
%96 (v/Vv)'lik etanol ¢ozeltisi igerisinde ultrasonikatorde yikanarak yiizeyindeki kirlikler
uzaklastirilmistir. Kuruyan Ti plakalar kimyasal asindirma islemi igin hazirlanan %1(v/v)
HF; %1,5 (v/v) HNOj karisim igerisinde 5 dk boyunca, her iki yiizey de temas edecek
bicimde bekletilmistir. Asindirilan titanyum plakalar plastik pens yardimiyla ¢ozeltiden
almarak, énceden hazirlanmis olan deiyonize su ile yikanmis ve 70°C'deki firin igerisinde
30 dk boyunca kurutulan Ti plakalar makas yardimiyla 2 X 2cm boyutlarinda kesilmistir
[129].

3.2.2.2. Titanyum plakalarin anodizasyon diizenegi ve oksidasyon islemi

Anodizasyon diizenegi 0-30 volt (V) potansiyel farkina sahip, 0-5 akim (A) araliginda
dogru akim saglayan anot ve katot kutuplarina sahip giic kaynagindan olugmaktadir. %1
(v/v) HF ¢ozeltisi hazirlanarak giic kaynaginin pozitif (+) ucunda bulunan titanyum plaka
ve negatif (-) ucuna tutturulan saf platin plaka eklenerek diizenek tamamlanmistir.
Anodizasyon islemi Oncesi uygulanacak gerilim ve zaman secimi literatiirde bildirilen
calismalar g6z Onilinde bulundurularak yapilmistir [92]. Bu amagla hazirlanan diizenekte
islem siiresi ve potansiyel farkinda degisiklikler yapilarak optimizasyon ¢aligmasi
yapilmistir. Optimum kosullarin belirlenmesi i¢in c¢aligilan parametreler, Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Anodizasyon teknigi ile TiO; liretiminde incelenen sistem parametreleri

HNO; / HF Sod
ogutma :
ile 6n Karistirma e Anot-Katot arasi Uygulanan Anodizasyon
sicakhigl

muamele hiz1 (rpm) ) s mesafe (cm) voltaj (V) siiresi (dk)

siiresi (dK)
3 40 30
2 30
3 30 30
2 30
2 30
3 20 20
2 20
1 45
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3.2.3. Bazik ve anodik oksidasyon sonrasi titanyum plakalarin karakterizasyonu
3.2.3.1. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) analizi

Titanyum yiizeyine uygulanan zimparalama islemi sonrasi elde edilen morfolojinin tespit
edilmesi ve zimparalanmis yiizeylere uygulanan kimyasal ve elektrokimyasal asindirima
islemleri sonrasi Ti yiizeylerin topografilerinin belirlenmesi amaciyla, atomik kuvvet
mikroskobu (AFM, Vecoo Multi Mode V-AS-12) ile yiizeylerin iki ve ii¢ boyutlu
goriintiileri elde edilmistir. Tiklatma modu (tapping mode) ile yapilan analizler sonucu,
5x5 pum, 20x20 pum ve 50x50 um boyutlardaki karesel alanlar taranarak yiizeylerin

morfolojisi belirlenmis ve piiriizliiliikk degerleri hesaplanmistir.
3.2.3.2. Taramal elektron mikroskobu (SEM) analizi

Titanyum yiizeylerin iretiminde en wuygun kosullarin belirlenmesi ve yiizey
morfolojilerinin goriintiilenmesi amaciyla SEM analizleri (Zeiss Evo 50, Almanya)
gerceklestirilmistir. Her islem sonrasi yilizeydeki degisimi incelenecek Ti plakalar SEM ile

goriintiilenmeden 6nce altin-paladyum karisimi ile kaplanmustir.
3.2.3.3. Su temas agis1 tayini

Uygulanan yiizey modifikasyonlarinin yiizey islatilabilirligine olan etkisinin anlagilmasi
icin Ornek yiizeylerinin su temas agis1 degerleri, asili damla yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Bu amagla, distile su damlaciklart 6rnek yiizeylerine 5 pL hacminde
damlatilmis ve su temas agist Olgiim diizenegi (Kriiss, DSA 100, Almanya) yardimiyla
damlaciklarin fotograflar1 ¢ekilmistir. Her ylizey i¢in en az 5 noktadan Sl¢lim alinarak
ortalama su temas agisi degeri hesaplanmistir. Temas agis1 degerleri 6lgiim diizenegine ait

yazilim kullanilarak hesaplanmis ve derece cinsinden ifade edilmistir.
3.2.3.4. Enerji dagilimh x-1s1nlar1 analizi (EDX)

Uretilen Ti plakalarm iizeri altin-paladyum karisimiyla kaplandiktan sonra noktasal olarak
elementel bileseni tanimlamak i¢in XFlash 3001 SDD-EDS dedektorii kullanilarak EDX
analizi gercgeklestirilmistir. Numuneler tizerindeki elementel igerigin tespiti sayesinde en

uygun kosullarinin se¢imi saglanmaistir.
3.3. ikinci Béliim

Bu boliimde ilk olarak, birinci bolimde gerceklestirilen 6n uygualamalar sonrasinda,
istenilen yilizey oOzelliklerine sahip oldugu tespit edilen Ti plakalarin biyoaktif hale

getirilmesi amaciyla HA ile yapilan kaplama islemlerinden bahsedilmektedir. Ardindan
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melatonin hormonunun kontrollii salimina izin verecek HPBCD temelli tasiyici sistemlerin
HA kapli Ti ylizeylere entegrasyonu anlatilmaktadir. Son olarak HA/HPBCD temelli
tastyic1 sistemlere melatoninin yliklenmesi ve kompozit tasiyici sistemin olusturulmasi
sonras1 gerceklestirilen karakterizasyon islemleri anlatilmistir. Sekil 3.3'de tez
caligmalarmin bu boliimde yapilmasi planlanan islem basamaklar1 sematik olarak

gosterilmistir.

o Ti/HAHPBCD

Sekil 3.2. Oksitlendirilmis Ti ylizeyine olusturulan HA/HPBCD/Melatonin kompozit
tastyicinin sematik gésterimi: () zzmparalanmig ve oksitlendirilmis Ti yiizeyi (Ti;) (b) HA
kapl Ti yiizeyi (TiZ/HA), (c) HPBCD kaph Ti/HA yiizeyi (Ti,//HA/HPBCD).

3.3.1. Bazik ve anodik oksidasyon islemi sonrasi hidroksiapatit iiretimi ve titanyum

plakalarin hidroksiapatit ile kaplanmasi

Osseointegrasyona olan katkisi bir¢ok ¢alismada dogrulanmis HA'in eldesi biyomimetik
¢coktiirme yontemi ile saglanmistir. Biyomimetik yontemle hidroksiapatit (HA) tiretilmesi
amaciyla Mavis ve ark. [106] tarafindan hazirlanan 10xSBF kullanilmistir. 10XxSBF insan
kan plazmasindaki kalsiyum ve fosfat iyon derisiminden 10 kat yiiksek iyon derigimine
sahip bir ¢6zeltidir ve bu nedenle Ca/P ¢ekirdeklenmesi daha hizli gergeklesmektedir.
Cizelge 3.2.’de calisma kapsaminda hazirlanan 10xSBF ¢ozeltiSine ait regete verilmistir.
Sirasiyla ilk bes tuz 800 mL ultra saf su iginde ¢6ziilmiis ve daha sonra distile su ile son

hacim 1000 mL’ye tamamlanmuistir.

Coktirme islemi dogrudan bazik ve anodik oksidasyon uygulanmig titanyum (Tiy)
plakalarin iizerinde olacak bigimde gercgeklestirilmistir. Coktiirme islemi baglatilmadan
once hazirlanan 10XSBF ¢ozeltisi i¢erisine NaHCO3 ilave edilmis, Ti plakalar bu ¢ozelti
karisimi igerisine batirilmis ve 18 sa boyunca bekletilmistir. Bu islem ii¢ dongii olarak
tekrarlanmigtir. Her dongli arasinda plakalarin yiizeylerinde olusan kararsiz ara fazlar
uzaklastirmak i¢in 2 sa durgun ortamda distile su ile yikama islemi yapilmistir. Yiizeye

¢oken HA'in amorf halden kristal hale geg¢mesi ve dolayisiyla igerigindeki suyu
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uzaklastirarak daha kararli bir yap: halini almasi i¢in 5°C/dk hizinda artacak bi¢imde
ayarlanmis firm (Protherm, Tiirkiye) igerisinde sicaklik 150°C’ye ulastiktan sonra 1 sa

boyunca 1s1l isleme maruz birakilmistir.

Cizelge 3.2. 1L'lik 10xSBF ¢ozeltisi i¢in kullanilan regete

Bilesenler Ekleme Miktar (g) Derisim (mM)
NaCl 1 58.443 1000.00
KCI 2 0.373 5.00
CaCl,.2H,0 3 3.675 25.00
MgCl,.6H,0 4 1.016 5.00
NaH,P0,.H20 5 0.250 3.62
* NaHCO3 6 0.084 10.00

*100 mL SBF i¢in

3.3.2. Bazik ve anodik oksidasyon sonrasi hidroksiapatit ile kaph titanyum plakalarin

karakterizasyonu
3.3.2.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (ATR-FTIR) analizi

Titanyum yiizeyine kaplanan HA'in igeriginin tespiti i¢in plaka yilizeyindeki HA tabakasi
kazinmistir. Ayrica ylizey lizerine ¢oken HA ile kapta bulunan HA arasinda olasi
farkliligin kontrolii i¢in ¢oktliirme yapilan kaptan da 6rnek alinarak bu 6rneklere ait OH’,
CO3? ve PO, fonksiyonel gruplarin varliklari 400-4000 cm™ dalga boyu arahginda ATR-
FTIR (Thermo Scientific Nicolet iS10, ABD) ile arastirtlmastr.

3.3.2.2. Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

Titanyum yiizeylerinin HA ile kaplanmasi sonrasi yiizey morfolojisinin goériintiilenmesi
amaciyla SEM analizleri (Zeiss Evo 50, Almanya) gerceklestirilmistir. Hidroksiapatit ile

kapli Ti plakalar SEM ile goriintiilenmeden once altin-paladyum karigimi ile kaplanmaigtir.
3.3.2.3. Mikro c¢izik testi (MST)

Hidroksiapatit kaplamanmn Ti yiizeyi iizerine olan yapisma dayanimini belirlemek igin
mikro ¢izik cihazi (CSM instruments, Nano/mikro combi tester, Isvigre) kullanarak mikro
cizik analizi gerceklestirilmistir. Ornek yiizeyine dik olacak sekilde belirlenen bir
maksimum degere kadar yiik uygulanmis ve bu maksimum yiik degerine ulasgtiktan sonra

tekrar dereceli olarak geri yiikleme yapilmistir. Yiikleme ve geri ylikleme sonucunda elde
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edilen yiik(N)-derinlik (nm) egrileri analiz edilerek 06rnegin mekanik o6zellikleri

belirlenmistir.
3.3.2.4. Enerji dagilimh x-1sinlar analizi (EDX)

Hidroksiapatit kaplamanin elementel bilesiminin tespiti i¢in daha 6nceden altin-paladyum

kapli 6rneklerin EDX analizi Boliim 3.2.3.3 bahsedildigi gibi gergeklestirilmistir.
3.3.3. Hidroksipropil-g-siklodekstrin temelli tasiyica sistemlerin olusturulmasi
Hidroksipropil-p-CD temelli melatonin tasiyici sistemler dort asamada tiretilmistir.

1) HA ile polimer ¢ozeltisi arasindaki iligskinin incelenmesi i¢in ¢apraz baglayicist olan
BTCA ile karistirilmisg farkli pH degerlerine sahip HPBCD c¢ozeltisinin igerisine, ticari
olarak temin edilen HA partikiilleri esit miktarda olacak bi¢imde konularak farkli pH'larda
bulunan ¢ozelti igerisindeki davranisi incelenmistir. Bu basamakta pH degisimleri 10M

NaOH ile saglanmustir.

2) Karakterizasyon c¢alismalarini daha rahat gergeklestirmek amaciyla bir Onceki
basamakta kullanilmasina karar verilen farkli pH degerlerindeki polimer ¢dzeltilerinin
Teflon kaplara dékiilerek polimerizasyon islemi gerceklestirilmistir. I¢ yiizeyden toplanan
capraz baglit HPBCD polimeri yiizeyden bagimsiz bir sekilde elde edilmistir. Bu islemler
sirasinda ayrica polimer c¢ozeltileri igerisine toz halindeki HA eklenerek HA/HPBCD

(capraz bagli) arasindaki iligkinin anlagilmasi amaglanmastir.

3) Oksidasyon iglemleri sonrasi tizeri HA ile kaplanmis yiizeylere HPBCD/BTCA karigimi
damlatilarak in sitii polimerizasyon islemi gerceklestirilmistir. Bu sayede olusturulan suda

¢oziinmeyen membran tabakanin HA katmani lizerine tutunmasi saglanmistir (Sekil 3.4).

Sekil 3.3. a) Hidroksiapatit kapli oksitlendirilmis Ti yiizeyi, b) Ti/HA tasiyici sistem

tizerinde membran halinde olusturulan HPBCD'nin sematik gdsterimi.

4) Herhangi bir ¢apraz baglanma ajani kullanilmadan suda ¢o6ziilmiis, serbest halde

bulunan HPBCD ile melatoninin mikrodalga enerjisi yardimiyla inkliizyon kompleksi
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olusturulmus ve Ti/HA kapli yiizeylere damlatilarak yiizeyi bir tabaka halinde kaplamasi

saglanmistir (Sekil 3.5).
Melatonin

. HPBCD

Sekil 3.4. a) Hidroksiapatit kapli oksitlendirilmis Ti ylizeyi, b) Titanyum/HA tasiyict
sistem tiizerine melatonin ile inkliizyon kompleksi yapmis serbest halde bulunan

HPBCD'nin kaplanmasinin sematik gosterimi.

Siklodekstrin temelli biyosinyal tasiyict membran sistem olusturulurken tiim ¢alismalar

kisisel glivenlik kapsaminda c¢eker ocak icerisinde gerceklestirilmistir.

Capraz baglanma isleminin gergeklestirilecegi ¢ozelti hazirlanirken 1 g HPBCD ile 1 g
BTCA karisimi1 10 mL distile suda karistiritlmistir. Katalizor olarak 0.3 g sodyum hipofosfit
ilave edilerek manyetik karigtirictida (IKA RO5, Almanya) 15 dk boyunca 600 rpm'de
¢ozeltinin homojen bir hal alana kadar ¢6ziinmesi saglanmistir [130]. Cozeltinin pH'1 pH
kagidi dlgtimleriyle 1 olarak tespit edilmistir. Ayni igerige sahip olan bir bagka polimer
¢ozeltisi daha hazirlanarak 10M NaOH yardimiyla pH:4'e ayarlanmistir. Bu sayede farkli
pH degerlerine sahip membran sistemler olusturularak pH'mm membran kararlilig1 tizerine

olan etkisinin incelenmesi amaglanmstir.

Boyutlart1 1 x 1cm lik HA ile kapli Ti plakalara 10 unL. HPBCD ¢ozeltisi plakalarin
merkezine ve tiim yiizeyi kaplayacak bi¢imde mikro pipet yardimiyla damlatilmigtir. Bu
sayede her bir Ti,/HA iizerine 6.85x10"" mol HPBCD polimerinin kaplanmasi saglanmustir.
Polimerizasyon islemi 1s1l muamele ile ger¢eklestirilmistir. Polimerlestirme isleminin ilk
basamaginda 70°C'deki vakumlu firina yerlestirilen numuneler, vakum altinda 15 dk
bekletildikten sonra firindan ¢ikarilarak desikator igerisinde sogutulmaya birakilmistir. Bu
sayede ¢Ozelti icerSinde bulunan hava kabarciklar1 uzaklastirilarak, polimerizasyon islemi
esnasinda kopirme egilimde olan ¢ozeltinin yiizeyden kalkmasi sorununun Oniine
gecilmistir. Ardindan 150°C'ye ayarlanan firina yerlestirilen drnekler 2 sa boyunca 1sil
isleme maruz birakilmistir. Bu islemlerin tiimii farkli pH degerine sahip deney gruplari igin

de uygulanmustir.
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Titanyum bazli HA/HPBCD tasiyict lizerine mikrodalga ile inkliizyon kompleksi
yaptirtlmis HPBCD/Melatonin karisimi yiizeylere 20mM olacak bicimde pipetleme
yontemi kullanilarak emdirilmistir. Bu sistem yiizeye ¢apraz baglanarak olusturulmus
HPBCD membran sistemine alternatif olarak hazirlanmistir. Bu sayede yiizeyde serbest
olarak bulunan HPBCD ile yiizeye sabitlenmis HPBCD membranlar arasindaki farkliliklar
Sekil 3.5'de, bahsedilen bu iki sistem arasindaki farkin anlagilmasi i¢in sematik

gosterimleri verilmistir.

Sekil 3.5 a) HA kapli Ti yiizeyinin iizerinde melatonin ile inkliizyon kompleksi yapmis
membran halinde bulunan HPBCD'nin, b) Ti/HA tastyict sistem {izerine melatonin ile

inkliizyon kompleksi yapmis serbest halde bulunan HPBCD'nin sematik gosterimi.
3.3.4. Hidroksipropil-g-siklodekstrin temelli tasiyici sistemlerin karakterizasyonu
3.3.4.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (ATR-FTIR) analizi

Karakterizasyon c¢alismalari icin teflon kaplara ddkiilen ve yiizeyden bagimsiz bir sekilde
toplanan pH:1 ve pH:4 polimer ¢ozeltilerinin 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda ATR-
FTIR (Thermo Scientific Nicolet iS10, ABD) analizi ile fonksiyonel gruplar1 tespit
edilmistir. Bu sayede BTCA ile ¢apraz baglanan HPBCD ¢ozeltisinin yapisal ozellikleri
hakkinda bilgi edinilmistir.

3.3.4.2. invert mikroskop ile goriintiileme

Olusturulan ¢apraz bagli HPBCD ile HA arasindaki iligkinin tespitinde optik mikroskop
(Olympus, ABD) goriintiilerinden faydalanilmistir. Ayrica farkli pH'lardaki HPBCD'nin

HA {izerine olan etkisinin tespitinde optik mikroskop kullanilmistir.
3.3.4.3. Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

Titanyum/HA kapli ylizeye membran halinde olusturulan HPBCD'nin morfolojisinin

goriintlilenmesi amaciyla SEM analizi (Zeiss Evo 50, Almanya) gerc¢eklestirilmistir.
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Hidroksipropil-BCD kapli Ti/HA plakalar SEM ile goriintiilenmeden 6nce altin-paladyum

karigimi ile kaplanmustir.
3.3.4.4. Termogravimetrik-diferensiyal termal analiz (TGA-DTA)

Farkli pH degerlerinde iiretilen (pH:1 ve pH:4) ¢apraz bagli HPBCD polimerlerin fiziksel
ve kimyasal degisimlerinin gerceklestigi sicakligi belirlemek ve aralarindaki farki
saptamak amaci ile SlII exstar 6000 (Perkin Elmer, ABD) cihazi yardimiyla 40°-450°C

sicaklik araliginda ve 10°C/dk 1sitma hizinda analiz gergeklestirilmistir.

3.3.5. Hidroksipropil-p-siklodekstrin/Melatonin inkliizyon kompleksinin

Olusturulmasi

Hidroksiapatit kapli Ti plakalar iizerine kaplanan HPBCD temelli tasiyici sistemler ile
osseointegrasyonda olumlu etkileri oldugu bilinen melatonin hormonunun asagida anlatilan

yontemler kullanilarak inkliizyon kompleksi olusturmasi saglanmaistir.

Tez kapsaminda ilk olarak c¢apraz baglanarak olusturulmus suda ¢oziinmez HPBCD
membran ile melatoninin  inkliizyon kompleksi olusumu  gerceklestirilmistir.
Siklodekstrinin hidrofobik kavitesine girerek 1:1 (mol:mol) oranla inkliizyon kompleksi
olusturabildigi bilinen melatoninin hem suda hem de etanolde ¢6ziindiigii bilinmektedir.
Bu nedenle 1cm?lik yiizeye kaplanan HPBCD'nin mol sayisi melatonin miktarinin
belirleyicisi olarak alinmis ve melatoninin asirt doygun ¢ozeltisi (6.85x10°> mol) olacak

bigimde iki farkli yontem ile melatonin ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Bunlar;

1) 1000 pL su igerisine 0.16 g melatonin eklenerek vorteks (Heidolph Reax, Almanya)

yardimiyla homojen olana kadar ¢oziinmesi saglanmaistir.

2) 500 pL su ve 500 uL etanol karisimi igerisine 0.16 g melatonin eklenerek vortekslenmis

ve tam anlamiyla ¢oziinmesi saglanmaigtir.

Bu sayede etanolde daha iyi ¢ozlindiigii bilinen melatoninin su ve su-etanol olarak
hazirlanan iki farkli ¢dzeltisinin inkliizyon kompleksi olusturma kapasitesinin incelenmesi

amaclanmustir.

Kat1 haldeki HPBCD ile melatonin arasinda inkliizyon kompleksi olusturmada iki ayri

yiikleme metodu uygulanmistir. Bunlar;

1) Ti/HA plakalar tizerinde ¢apraz baglanarak olusturulmus HPBCD yiizeyler iizerine suda
ve su/etanol (50:50) karisimi igerisinde ¢ozdiiriilmiis melatonin ¢6zeltisi her yarim saatte

10 pL olmak iizere, toplamda 0.1 mL olacak bigimde damlatilmistir. Bu islem 50°C'ye
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ayarlanmig etliv (Niive ES 500, Almanya) igeriSinde gergeklestirilmistir. Bu uygulama tez
kapsaminda "pipetleme (P)" yontemi olarak adlandirilmaktadir. Bu yiiklemenin 1 mL'lik
hiicre kiiltiir ortaminda salacagi melatonin konsantrasyonunun mM seviyesinde olacagi

diistiniilmektedir. Sekil 3.6 da pipetleme yonteminin sematik gosterimi verilmistir.

Sekil 3.6. HA kapli Ti yiizeyi tizerinde olusturulan membran halindeki bulunan
HPBCD'nin melatonin ile kompleks olusturmasinda kullanilan pipetleme tekniginin

sematik gosterimi

2) Su ve su/etanol igerisinde ¢oziilmiis 1mL'lik melatonin ¢6zeltileri bulunan TCPS gozlere
tek tek yerlestirilen HPBCD kapli Ti numuneler 50°C'ye ayarlanmis sicaklik kontrollii
calkalamali su banyosunda (Memmert, Almanya) igerisinde 400 rpm ¢alkalama hizinda 3
giin inkiibe edilmistir. Bu uygulama tez kapsaminda "daldirma (D)" yoOntemi olarak

adlandirilmaktadir. Sekil 3.6'da daldirma yonteminin sematik gosterimi verilmistir.

Pipetleme ve daldirma teknikleriyle olusturulan Ti/HA/HPBCD/Melatonin kompozit
sisteme ait plakalar +4°C' de karanlikta muhafaza edilmistir. Tiim bu islemler sirasinda
melatonin yapisal biitiinliigiiniin korunmas: amaciyla 50°C {izeri sicakliklara ¢ikilmamaya
dikkat edilmistir. Ayrica UV isinlariyla bozuldugu bilinen melatonin ile c¢alisirken
olabildigince karanlik ortam kosullari saglanmistir. Bu sayede Ti/HA/HPBCD (capraz
bagli) kompozit tasiyict sistemin melatonin ile inkliizyon kompleksi olusturmasi

saglanarak istenilen sistemin liretimi gerceklestirilmistir.

Sekil 3.7. HA kaph Ti yiizeyi iizerinde olusturulan membran halinde bulunan HPBCD'nin

melatonin ile kompleks olusturmasi igin kullanilan daldirma tekniginin sematik gosterimi.
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Ayrica ¢apraz baglanmis HPBCD ile melatonin arasinda gerceklesmesi beklenen inkliizyon
kompleks olusumunun tespiti i¢in Ti ylizeyinden bagimsiz olarak hazirlanan farkli pH
degerlerindeki (pH:1 ve pH:4) HPBCD polimer ¢ozeltilerine daldirma yontemleriyle

melatonin yliklenmis ve karakterizasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.

Tiyoks/HA ylizeylerden melatoninin salimini saglayacak HPBCD tasiyict sisteme alternatif
bir yontem olarak mikrodalga teknigi kullanilmis ve HPBCD/Melatonin inkliizyon
kompleksi olusumu saglanmistir. Bu yontemde grubumuzca yapilan bir tez ¢alismasinda
belirlenen optimum mikrodalga kosullar1 uygulanmistir [131]. 1.25 mL su, 1.25 mL etanol
icerinde ¢ozdiiriilen 0.025 g melatonin ile 0.157 g HPBCD karigimi 900 watt'ta 90 sn
boyunca mikrodalga 1sinlarina maruz birakilmistir. Mikrodalga islemi uygulandiktan sonra
elde edilen HPBCD/Melatonin ¢ozeltisi 0.45 pm membran filtrelerinden gecirilerek ¢ozelti
icerisindeki olas1 Kirlilikler uzaklastinnlmistir. Elde edilen stok ¢6zeltinin derisimi 43 mM
olarak hesaplanmistir. Hazirlanan Ti,/HA 50°C'ye ayarlanmis sicaklik kontrollii etiiv
igerisine yerlestirilmistir. Her 30 dakikada bir 10 puL olmak iizere toplamda 20mM olacak

bicimde HPBCD/Melatonin kompleks karisimi plakalar iizerine kaplanmastir.

3.3.6. Hidroksipropil-g-siklodekstrin/Melatonin inkliizyon kompleksinin
karakterizasyonu

3.3.6.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (ATR-FTIR) analizi

Capraz baglayict BTCA kullanilarak hazirlanan HPBCD polimerinin karakterizasyon
calismalart igin ylizeyden bagimsiz olarak elde edilen (yani polimerizasyon islemi Teflon
kaplarda gerceklestirilmis) farkli pH degerlerinde (pH:1 ve pH:4) iiretilen polimer
membranlara melatonin yiiklenmis ve olusturulan inkliizyon kompleksinin kimyasal
iceriginin belirlenmesi amaciyla Thermo Scientific FTIR- SMART ITR Diamond ATR
(ABD) cihazi kullanilarak FTIR analizi yapilmistir.

3.3.6.2. In vitro salim ¢alismalar:

Ti/HA kompozit sistem iizerine olusturulan HPBCD membranlara yiiklenen melatonin ve
serbest halde emdirilen HPBCD/Melatonin inkliizyon kompleksinin salim kinetiginin
belirlenebilmesi i¢in in vitro salim ¢alismalart gergeklestirilmistir. Salim ¢aligmalar1 300
rpm hizda ve 37°C sabit sicaklikta caligan inkiibatdrde (GFL 3032, Almanya)
yiritilmistir. Bir buguk mL PBS (pH:7.4) ortamina konulan melatoninin absorbans
degerleri Olciilerek kalibrasyon grafigi olusturulmus ve 1lcm X lcm boyutlarindaki

Ti,/HA/HPBCD/Melatonin  kompozit sistemden salinan melatonin miktar1 UV
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spektrofotometrede (Thermo Scientific Nanodrop 2000C, ABD) 279 nm dalga boyundaki

absorbanslar1 dlgtilerek kiimiilatif salim degerleri hesaplanmaistir.
3.4. Uciincii Boliim

Bu boliimde daha Once bahsi gecen boliimlerde gergeklestirilen deneysel calismalar ve
analizler sonrasi istenilen amaca uygun TiyHA/HPBCD/Melatonin kompozit tasiyici
sistemin uygunluguna yonelik in vitro bulgular elde etmek amaciyla hiicre kiiltiir

caligmalar1 gergeklestirilmistir.
3.4.1. Hiicre Kiiltiir calismalari

Hiicre kiiltiir calismalarinda TiyHA/HPBCD/Melatonin kompozit tastyict sistemler lizerine
uygulanacak hiicre kiiltiir kosullarmin tespiti i¢in On hiicre kiiltiir ¢alismalari
gergeklestirilmistir. On hiicre kiiltiir calismalarida zimparalanmis Ti plaka (Tiz kontrol

grubu olarak se¢ilmis ve 4 grup ile calisilmistir.
Bunlar,
1) Bazik oksidasyon sonrast HA ile kaplanmis Ti plakalar (Tiys/HA)

2) Bazik oksidasyon sonrasi membran halinde olusturulmus HPBCD (pH:4) ile kapl
Ti/HA plakalar (Tis/HA/HPBCDy),

3) Sadece etanol ile sterillenmis melatonin yikli Tiys/HA/HPBCD, plakalar
(Tis/HA/HPBCD4/Melatonin),

4) Etanol/UV ile sterillenmis melatonin yikli Tiys/HA/HPBCD, plakalardir
(Tiys/HA/HPBCD4/Melatonin).

On hiicre kiiltiir ¢alismalarinda kiiltiir kaplar1 %5 CO, ve %95 nemlendirilmis hava
karigimi saglayan inkiibator (Heraus Instruments, Almanya) icerisinde 8 giinliik hiicre

kiltlir calismasi i¢in beklemeye birakilmistir.

Caligsmalarda 8. pasajdaki MC3T3-E1 fare preosteoblast hiicre hattt kullanilmistir. Laminer
akisli kabinde (Bioair, Tip II Laminar Akish Kabin, Italya) gerceklestirilen calismalarda
her bir 6rnek yiizeyine, %10 (v/v) FBS ve %1 (v/v) penisilin-streptomisin igeren a-MEM
ortaminda hazirlanan 1x10* hiicre. cm? derisimdeki hiicre stispansiyonu eklenmistir.
Yapilan analizler sonrasi ekilen hiicre sayismin yeterli oldugu saptanmistir. On hiicre
kiiltiir ¢alismalar1 sonucunda elde edilen veriler 1s18inda ana hiicre kiiltiir ¢aligmalari

gergeklestirilmistir.
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Ana hiicre kiiltiir ¢alismalarda TCPS kontrol grubu olarak se¢ilmis ve alti farkli grup ile

ana hiicre kiiltlir calismalar1 gergeklestirilmistir.
Bunlar,

1) HA kapli plakalarin kontrol grubu olarak zzimparalanmis Ti plakalar (Ti,),

2) Bazik oksidasyon sonras1 HA ile kapli Ti plakalar (Tiyg/HA),

3) Bazik oksidasyon sonrast HA ile kapli Ti plakalar iizerine capraz baglayici bir ajan
kullanmadan membran halinde olusturulan ve melatonin ile inkliizyon kompleksi yapmis
HPBCD kapli plakalar (Tizs/HA/HPBCD/Melatonin)

4) Bazik oksidasyon sonrasi HA ile kaplh Ti plakalar {izerine capraz baglanmis
membran halinde olusturulan ve melatoninle inkliizyon kompleksi yapmis HPBCD (pH:4)
ile kapli plakalar (Tizs/HA/HPBCD4/Melatonin),

5) Anodik oksidasyon sonras1 HA ile kapli Ti plakalar (Tiya/HA)

6) Anodik oksidasyon sonrasi HA ile kapli Ti plakalar iizerine ¢apraz baglayici bir
ajan kullanmadan membran halinde olusturulan ve melatonin ile inkliizyon kompleksi

yapmis HPBCD kapl plakalardir (Tiya/HA/HPBCD/Melatonin).

Ayrica serbest halde ve HPBCD ile kompleks yapmis melatoninin, hiicreler iizerine olan

etkisinin incelenmesi amaciyla,

1) Kontrol grubu olarak TCPS,

2) TCPS kaplara 20 mM derisimde serbest halde bulunan melatonin,

3) TCPS kaplara 2 mM derisimde serbest halde bulunan melatonin,

4) TCPS kaplara 20 mM derisimde HPBCD ile kompleks yapmis melatonin,

5) TCPS kaplara 2 mM derisimde HPBCD ile kompleks yapmis melatonin,

bos TCPS kaplara ekilerek iizerine 15. pasajda bulunan 1x10* hiicre.mL™ derisimdeki
hiicre slispansiyonu eklenmistir. TCPS yiizeylere ekilen hiicreler {izerine melatonin ilavesi
kiiltiirtin 1. glinii gergeklestirilmis ve her ortam degisimi sonrasi tazelenmistir. Tiim hiicre

kiltlir calismalari ti¢ paralel 6rnekle ytriitiilmiistiir.

Ana hiicre kiiltiir ¢alismalarina baslamadan 6nce, 1cm X lem boyutlarinda kesilen
kompozit sistemin sterilizasyonu etilen oksit ile gergeklestirilmistir. Hiicrelerin ¢ogalmasi
icin ekilen kiiltiir kaplarindan kaldirilmas: islemi tripsin enzimi yardimiyla
gerceklestirilmistir. Her bir 6rnek yiizeyine 6n hiicre kiiltiir calismalarinda tespit edilen,
%10 (v/v) FBS ve %1 (v/v) penisilin-streptomisin igeren oa-MEM ortaminda hazirlanan

1x10* hiicre. mL™" derisimdeki hiicre sispansiyonu eklenmistir. Caligmalar laminer
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kabinde gergeklestirilmis ve kiiltiir kaplar1 %5 CO; ve %95 nemlendirilmis hava karigimi
saglayan inkiibator icerisinde 21 giinliik hiicre kiiltir calismasi i¢in beklemeye

brrakilmastir.
3.4.1.1. Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

Hiicrelerin ¢ok katmanli kompozit sistemin yilizeyine tutunmalari, yayilmalari ve
¢ogalmalari, SEM analizi ile morfolojik olarak incelenmistir. SEM analizi i¢in Ornekler,
tizerinden kiiltiir ortam1 uzaklastirilip 2 kez DPBS ile yikandiktan sonra fiksasyon islemi
icin 30 dk boyunca %2.5 (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi igerisinde bekletilmis ve analize
kadar 1’er mL PBS igerisinde 4°C’de saklanmistir. Analize gitmeden once, drnekler %30,
%50, %70, %90 ve %100’liik etanol serisi icerisinde 2’ser dk bekletilerek dehidrasyon
islemi gerceklestirilmis ve HMDS igerisinde 5’er dk bekletilmistir. Bir gece boyunca
kurutulan 6rnekler, SEM analizi 6ncesinde altin ile kaplanmistir. SEM analizi, hiicre kiiltiir

caligmasinin 7., 14. ve 21. glinliinde yapilmistir.
3.4.1.2. MTT analizi

Tez kapsaminda gerceklestirilen hiicre kiiltiir ¢alismalar1 sonunda ¢ogalan canli hiicrelerin
mitokondriyal aktivitelerinin belirlenmesinde 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difeniltetrazolyum
bromiir (MTT) analizi kullanilmistir. Bu analizde suda ¢0ziiniir tetrazolyum tuzlari hiicre
i¢cerisinde metabolize edilerek suda ¢oziinmez formazan kristallerine doniismektedir. Elde
edilen formazan kristalleri izopropanolde ¢oziildiigiinde mor renkli bir ¢ozelti
olugmaktadir. Ortaya c¢ikan mor renkli bu c¢ozelti spektrofotometrik olarak absorbans
degeri verir ve bu deger cogalan canli hiicre miktar1 ile dogru orantilidir. Kiiltiirtin 1., 7.,
14. ve 21. giinlerde hiicreler lizerine 600 pL serumsuz taze besi ortami ile 60 pL MTT
eklenerek 37°C’de 3 sa inkiibe edilmistir. Inkiibasyon isleminin ardindan 400 uL
izopropanol ¢ozeltisi gozlere eklenerek olusan mor renkli formazan Kkristallerinin
¢oziinmesi saglanmistir. Elde edilen bu ¢ozelti 96-gozlii kaba aktarilmis (200 puL/goz) ve
mikroplaka okuyucu yardimiyla 690 nm referans olmak tizere 570 nm’de absorbans

Olctimii yapilmastir.
3.4.1.3. Istatistiksel analiz

Caligma kapsaminda elde edilen veriler GraphPad Software Instat programi kullanilarak
istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Veriler ii¢ deney ig¢in ortalama + standart sapma
degerleri ile birlikte sunulmustur. Farkli gruplarin istatistiksel olarak karsilastirilmasi igin

Tek Yonlii ANOVA yontemi Tukey—Kramer post hoc testiyle birlikte kullanilmig ve p-
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degerinin 0.05’den az oldugu durumlar anlamli kabul edilmistir. Verilerin ortalama =+
standart sapma degerleri ile belirtilmistir. Farkli gruplarin istatistiksel olarak
karsilastirilmasi icin Student’s t-testi kullanilmis ve p-degerinin 0.05’ten az oldugu

durumlar anlamli kabul edilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Bu boliimde, tez kapsaminda yapilan deneysel calismalardan elde edilen sonuglar
sunulmus ve ortaya ¢ikan bulgular iizerine tartismalar yapilmustir. Oncelikle, Ti levhalarin
fiziksel yontemlerle yiizeylerinin piiriizlendirilmesi sonrasi bazik oksidasyon ve anodik
oksidasyon yontemleriyle yiizeylerinin modifiye edilmesi ve modifiye edilen yiizeylerin
karakterizasyonu ile ilgili sonuglar verilmistir. Ardindan, ylizeylerin biyoaktif hale
getirilmesi amaciyla HA ile kaplanmasi ve HA kapl yiizeylerde HPBCD/Melatonin tasiyici
sistemin olugturulmasi islemi ve bunlarin karakterizasyonlarin sonuclari sunulmustur.
Son olarak c¢alisma kapsaminda en uygun kosullara sahip Ti/HA/HPBCD/Melatonin
kompozit sistem tespit edilmis, bu sistemin in vitro hiicre kiiltiir ¢alismalar
gerceklestirilmis ve bu calismalardan elde edilen sonuglardan bahsedilmistir. Tiim sonuglar

ilgili literatiir temel alinarak karsilagtirilmis ve tartistlmistir.
4.1. Birinci Boliim

Bu boliimde zimparalama ve asidik muamele gibi 6n uygulamalarla yiizeyleri asindirilarak
pliriizli hale getirilen Ti levhalarin bazik oksidasyon ve anodik oksidasyon yontemleriyle
yiizeyinde TiO; tabakasi olusumu saglandiktan sonra elde edilen yiizeylerde yiiriitiilen

karakterizasyon ¢aligsmalarinin sonuglari verilmistir.

4.1.1. Bazik oksidasyon islemi oncesi titanyum plakalarin hazirlanmas1 ve

karakterizasyonu

Osseointegrasyonun dogru bir sekilde olusmasini destekleyen ve implant basarisini
saglayan dogru yiizey kimyasi, ylizey topografisi ve fiziksel yapi1 olduk¢a Onemlidir.
Yapilan ¢aligmalarda yiizey piiriizliiliigiin belirli bir oranda artiritlmasinin biyouyumluluk
acisindan olumlu sonuglar verdigi goriilmiistiir. Bir¢ok calismada mikron seviyede
olusturulan ylizey piriizliliigiiniin sonrasinda uygulanacak kaplama igin gerekli yiizey
alan1 ve mekanik dayanimi saglamasi agisindan énemli oldugu vurgulanmistir. Bu nedenle
tez kapsaminda zimparalama yontemiyle hem yiizeyin temizlenmesi hem de piiriizliilik
yaratilmas1 amaclanmistir. Uygulama sonrasi1 gergeklestirilen analizlerden alinan sonuglar

asagida detaylica anlatilmistir.
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4.1.1.1. Taramah elektron mikroskopisi (SEM) analizi

Titanyumun osseointegrasyonun arttirilmasinin  hedeflendigi tez calismasinda bazik
oksidasyon ile ylizeyde olusturulacak modifikasyon islemi oncesi, ilk olarak 5'er dk yatay
ve dikey olacak bicimde P280 numarali SiC zimpara kagidiyla zzmparalanan Ti plakalar
daha sonra S'er dk yatay ve dikey olacak bi¢imde P400 numarali SiC zimpara kagidi ile
zimparalanmistir. Daha detayl bilgiler Boliim 3.2.1.1.'de verilmistir. P280/P400 numarali
zimpara kagitlariyla zimparalanmis yiizeyler lizerinde gozle goriiniir bicimde zimparalama
yoniinde c¢iziklerin varlig1 dikkat ¢gekmektedir. Yiizey hakkinda daha detayli bilgi edinmek
amacityla SEM analizi gerceklestirilmistir. Zimparalanmamis Ti yiizeyi ve P280/P400
numarali zimpara kagitlariyla zimparalanmig Ti 6rneklere ait SEM goriintiileri Sekil 4.1'de

verilmistir.

Sekil 4.1. Zimparalanmamis Ti yiizeyine (a) x1.00 K, (b) x5.00 K; P280/P400 numarali
zimpara kagitlariyla zimparalanmis Ti ylizeyine (c) x1.00 K, (d) x5.00 K ait SEM

goriintiileri.

Sekil 4.1.a ve Sekil 4.1.b'de goriildiigii gibi zimparalanmamis Ti yiizeyinde kirli dogal
oksit tabakasinin varligina rastlanmaktadir. Ayrica Ti ylizeyinde olusmus olan dogal oksit
tabakasinin sahip oldugu morfolojiye ait bir piiriizlik gozlenmektedir. Sekil 4.1.c ve Sekil
4.1.d'de verilen SEM gorintiilerinde ise zimparalanmis Ti yilizeydeki dogal oksit
tabakasinin uzaklastirildigi goriilmektedir. Ayrica homojen yapida olan bu yiizeyde
ortalama 3.7 pm (n=100) araliklarla birbirine paralel oluklar olusturuldugu hesaplanmaistir.
Bilindigi lizere yiizey piriizliliiglindeki artis yiizey alanmi da arttirir. Calismamizda
yiizeyde olusturulan bu piiriizlillik sayesinde yiizey alaninin artis1 saglanmistir.

Literatiirdeki zimparala yontemiyle yiizey piiriizliliigii saglanan ¢aligsmalar incelendiginde
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tez kapsaminda gergeklestirilen zimparala islemleri sonrasinda elde edilen morfoloje

benzedigi goriilmistiir [132, 133].
4.1.1.2. AFM analizi

Malzeme yiizeyinde fiziksel ve kimyasal aginmalar ile olusturulan yiizeyin 6zelliklerinin
tespitinde kullanilan bir diger yontem ise AFM analizidir. Sistem temel olarak birkag
atomdan olusan bir ignenin piezoelektrik kontrol elemanlar1 araciligiyla yilizey tlizerinde 3
boyutlu hareket ettirilmesine dayanir. Bu analizde ylizeyin fiziksel ozellikleri ve
topografisinin yiiksek ¢dziiniirliikte ve ii¢ boyutlu goriintiilenmesi saglanir. On hazirliga
gerek kalmadan dogrudan yiizey goriintiisiiniin alinabildigi bu analizde yiizey piirtizliliigii
rakamsal olarak da verilir. Sekil 4.2.a, 4.2.b'de oksidasyon islemi Oncesi Ti plakalarin

zimparalanmamis ve Sekil 4.2.c ve 4.2.d'de ise zimparalanmis hallerine ait 20um x 20um

ve Sum x Sum ylizey alani 6l¢limlerinden alinan ii¢ boyutlu AFM goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.2. Zimparalanmams Ti yiizeyine (a) 20 pm? (c) 5 pm? P280/P400 numarali
zimpara kagitlariyla zimparalanmis Ti yiizeyine (b) 20 pm? (d) 5 pm? ait AFM

goriintiileri.
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Sekil 4.2.a ve Sekil 4.2.c'de goriildiigii gibi zimparalanmamis Ti yilizeyinde dogal oksit
tabakasinin  varligindan kaynaklanan yuvarlak hatli, dagmmik bir pirizlilige
rastlanmaktadir. Bu ¢ boyutlu AFM gorintisi SEM gorintiileriyle paralellik
gostermektedir. Sekil 4.2.b ve 4.2.d'de ise zimparalanan yiizeyden dogal oksit tabakasinin
uzaklastirildigi ve SEM goriintiilerinde rastlanan zimparalama ile elde edilen oluklarin ve
vadilerin varligt AFM analiziyle ii¢ boyutlu olarak goriintiilenmistir. Ayrica ylizeye
uygulanan agindirma sonucu oraya ¢ikan oluklarin diizenli yapida oldugu da
goriilmektedir. Kalelioglu'nun Ti'un o0sseointegrasyon ve antibakteriyel 6zelliklerinin
gelistirilmesi i¢in uygun bir yiizey kaplama yaklagiminda bulundugu caligmada, tez
kapsaminda uygulanan yiizey piirizlendirme islemi gergeklestirilmis ve AFM

goriintiilerinin benzerlik gosterdigi gorillmustiir [134].

Implant arastirmalarinda genellikle piiriizliiliigii tanimlayan parametreler kullanilmaktadir.
Ra en ¢ok kullanilan yilizey piiriizliillik parametresidir. Ra, ortalama yiizey piirtizIiligi
veya incelenen kismin yiizeyine paralel bir diizleme olan tiim noktalarin ortalama
sapmasidir. Ayrica yiizey plrizliliginin bir diger ifadesi ise aritmetik ortalama
sapmalarin karekokii (Rq) degeridir. Rmax olarak adlandirilan tiim 6l¢iim uzunlugu i¢in
maksimum yiikseklik ile maksimum derinligin toplami da ylizey piiriizliiliik 6zelliklerinde
bahsederken belirtilen bir baska degerdir. Tez ¢aligmasi kapsaminda gergeklestirilen ylizey
piiriizlendirme iglemlerinin AFM analiziyle elde edilen yiizey piiriizliilik degerleri Cizelge

4.1 'de verilmektedir.

Cizelge 4.1. Zimparalanmamis ve zimparalanmis Ti yiizeyine ait 50 umz'lik alandan alinan

ortalama piiriizliilik degerleri.

Yiizey ozelligi Ra (nm) Rqg (nm) Rmax (nm)
Ti 116 168 441
Ti, 258 176 600

Yiizey piiriizliiliik degerlerine bakildiginda zimparalanan Ti ylizeylerde zimparalanmamais
yiizeylere oranla piirtizliiliigiin daha fazla oldugu goriilmistiir. Yiizey piriizliliigiindeki bu

artis yaklasik 100 ile 200 nm araliginda degismektedir.

Deligianni ve ark. yiizey piirtizlilligiiniin erken ve ge¢ donemlerdeki hiicre tutunmast,
yapismasi ve yayilmasini inceledikleri ¢alismalarinda P180, P600 ve P1200 numarali

zimpara kagitlar1 kullanmiglar ve yiizeyde piiriizliiliik saglamiglardir. Calismadan elde
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ettikleri AFM verilerine gore zimparalama yontemi kullanilarak yiizeydeki piiriizliiligiin
arttirildigimi  belirtmislerdir. Ayrica zimpara tanecik biyiikligi artikca piiriizliligiin
arttigimi vurgulamislardir. Bu verilerden yola ¢ikildiginda zimparalama islemi sonrasi
puriizliiliik degerindeki artisin literatiirle benzerlik gosterdigi anlasilmaktadir. Yiizeyde
meydana getirilen bu pirizliligin sadece ylizey alaninin arttirmakla kalmayip

1slatilabilirligi ve ylizey enerjisini de arttirdigi disiiniilmektedir [132].
4.1.1.3. Su temas agis1 tayini

Yiizey yiikii, yiizey hidrofilisitesi veya hidrofobisitesi ve ylizey enerjisi hakkinda fikir
veren bir diger yontem de su temas agis1 analizidir. Temas agis1 bir katt malzemenin yatay
ekseni ile bu malzemenin temas halinde oldugu sivi veya buhar ara yiiziiniin iist kismi
arasinda kalan ac¢idir. Temas agis1 i¢ ac1 ve dis a¢1 olarak dl¢iilebilmektedir. Bir sivinin kati
yiizey iizerinde yayilmasina ve yiizeyi belli oranda kaplamasina "1slatma", kati yiizeyin
herhangi bir siv1 tarafindan belli oranda kaplanmasina "1slanma”, bu olayin gerceklesme

derecesine ise "islatilabilirlik" veya "1slanabilirlik™ denir [135].

Tez caligmas1 kapsaminda yiizeyin zimparalama islemi sonrasi hidrofilisitesindeki ve
yiizey enerjisindeki olas1 degisimini saptanmasi amaciyla su temas acist analizleri
gerceklestirilmistir. Oksidasyon islemleri Oncesi zimparalanmamis Ti ylizeyi ve

zimparalanmis Ti yiizeylerin su temas agis1 degerleri Cizelge 4.2'de verilmistir.

Cizelge 4.2. Zimparalanmamis (Ti) ve zimparalanmis (Ti,) Ti ylizeyine ait su temas agisi

degerleri (n=3).

Yiizey ozelligi Su temas agis1 (Osu [°])
Ti 86.3+5.00
Ti, 75.2+5.00

Su temasina yatkinlig1 olan ve su ile yaptig1 temas acgist 90°'den kiiciik olan materyallere
"hidrofilik”, su temasina yatkinligi olmayan ve su ile yaptig1 temas agis1 90°'den biiyiik

olan materyallere ise "hidrofobik" malzeme denir.

Titanyumun hidrofilisitesini arttirmak osseointegrasyonda olumlu sonuglar yaratmaktadir.
Gergeklestirilen su temas agis1 Olgiimlerinden tiim yiizeylerin hidrofilik yapida oldugu
gorilmektedir. Fakat zimparalama isleminden sonra artan yiizey piiriizliiliigline baglh

olarak su temas agisinda diisiis goriilmiistiir. Su temas ag¢isinin diismesi, polar bir sivi olan
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suyun yayilmasmin kolaylastigin1 gostermektedir. Bu durum zimparalama arttik¢a yiizey

hidrofilisitesinin arttiginin gostergesidir.

Diisiik temas agis1 degerine sahip olan ylizeyler ayni zamanda yiiksek serbest enerjili
yiizeyler olarak kabul edilirler. Su damlaciklar1 diisiik enerjili yiizeylerden ayrilmaya
calisirken yiiksek enerjili yiizeylere yayilarak kaplama 6zelligi gosterir. Bu durum diisiik
enerjili yiizeylerde temas agisini arttirirken diisiik enerjili yiizeylerde temas agisinda diisiise
neden olur. Pegueroles ve ark., Ti plakalar lizerinde yaptiklar1 piiriizlendirme ¢alismalari
sonrasi su temas agisindaki diisiisle birlikte yiizey serbest enerjisinde artis tespit
etmiglerdir. Ayn1 zamanda ylizey piriizIiligi arttikga su temas agisinin azaldigini da

belirtmislerdir [136].
4.1.2. Titanyum plakalarin bazik oksidasyonu sonrasi karakterizasyonu

Hem Ti hem de Ti-6Al-4V, korozyon direnci yliksek materyallerdir. Titanyumun yiiksek
korozyon direnci, yiizeyde olusan kararli pasif oksit tabakasia (TiO,) baghdir. Bu oksit
tabakasi, titanyumu asit ataklarina, kimyasal ve 1s1l etkilere karst korumaktadir. Mevcut
oksit tabakasi herhangi bir sekilde zarar gorse bile hava ve su varliginda yeniden
olusabilmektedir. Biyolojik ortamda yapilan korozyon ¢alismalari, titanyumun miikemmel
korozyon direncinin varligimi dogrulamistir. Ti yiizeyinde olusturulan TiO, tabakasi
sayesinde yiizeyde bir piiriizliik meydana getirilir. Artan yiizey pliriizliliigi, yiizey tizerine
yapilacak bir bagka kaplama i¢in mikro tutuculugu, rotasyon ve g¢ekme direncini artirir.
Ayrica TiO; kaplandiktan sonra yapay viicut sivist igerisinde bekletilen Ti yiizeylerinde
daha fazla homojen ve yogun kalsiyum ve fosfor agisindan zengin bilesik olusumu
goriilmiistiir. Bu kapsamda; osseointegrasyona olumlu etkisi oldugu bilinen ve tez
caligmalarinin sonraki basamaklarinda uygulanacak olan yilizeyin HA ile kaplanmasi islemi
oncesi Ti plakalarin ¢esitli yontemlerle oksitlendirilerek yiizeyde TiO, tabakasi

olusturulmasi hedeflenmistir.

Tez kapsaminda Ti plakalarin bazik oksidasyon islemi 10N NaOH igeren ¢ozelti igerisinde
60°C'de 24 sa boyunca bekletilerek gerceklestirilmistir. Bu esnada NaOH ¢ozeltisinin
yiiksek normalitesi ve uygulanan yliksek sicaklik nedeniyle plaka yiizeylerinde sodyum
titanat/TiO, tabakasinin olusumu saglanmistir. Cozelti igerisinden ¢ikartilan ve oda
kosullarinda kurumaya birakilan numuneler iki gruba ayrilarak bir grup NaOH

muamelesinden sonra hemen kurumaya birakilirken, diger grup 1N HCIl ¢6zeltisi igerisinde
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1 sa bekletilmistir. HCI ¢ozeltisinden c¢ikarilan numuneler distile su ile yikanarak,

kurumaya birakilmistir.

Yiizeyi NaOH ile muamele edilmis ve NaOH uygulamasi sonras1t HCI uygulanmis olan her
iki grubun 6rneklerin yarisi sicakligi 40°C/dk hizinda artan firin igerisinde 600°C'de 2 sa
boyunca 1s1l isleme maruz birakilmistir. Bu sayede 1s1l islem uygulanmis ve uygulanmamais
ornekler arasindaki farkliliklardan yola ¢ikilarak, 1sil islemin yilizey kimyasinda yapacagi
degisimlerin anlasilmasi amaglanmistir. islem sonrasi firin igerisinde sogumaya birakilan
ornekler, oda kosullarina bir anda ¢ikarilmayarak sicaklik farkindan kaynaklanacak olasi
catlaklarin olusumu engellenmistir. Oda kosullarina gelen Orneklerin karakterizasyon

calismalar1 agagida detaylica anlatilmaktadir.
4.1.2.1. Taramah elektron mikroskopisi (SEM) analizi

Bazik oksidasyon islemi sonrasinda elde edilen ylizey hakkinda daha detayl1 bilgi edinmek
amaciyla SEM analizi gergeklestirilmistir. Sekil 4.3'de NaOH ile muamele edilen yiizey ile
NaOH sonras1 HC1 uygulanan yiizeyin SEM goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.3. Zimparalama islemi sonras1 NaOH ile bazik oksidasyona ugratilmis Ti yiizeyine
(a) x1.00 K, (b) 5.00 K; NaOH ile muamele sonrast HCl uygulanmis Ti yiizeyine (c)
x1.00 K, (d) x5.00 K ait SEM goriintiileri.

Sekil 4.3.a ve 4.3.b'de NaOH uygulamasi sonrasi elde edilen yiizeylerde sodyum tuzlari ve
alkali titanat tabakasi acik¢a goriilmektedir. Yikamalara ragmen uzaklagsmayan alkali
titanat tabakasinin HCI uygulamasi sonrasinda ortadan kalktigi ve yiizeyde sadece TiO;
tabakasinin kaldigr Sekil 4.3.c ve 4.3.d'de goriilmiistiir. HCI ile muamelenin bu yapiy1
uzaklagtirmasi, nano boyuttaki piiriizliligi artirllmasimna ragmen mikron boyuttaki

plirtizliilligii azaltmaktadir.

65



Yiizeyde meydana gelen alkali titanat tabakasini amorf veya kristalin yapida kararli bir
hale getirmek ve alkali muamele sonrasi yilizeyde olusan anataz fazindaki TiO, tabakasini
daha kararl yapidaki rutil faza doniistiirmek amaciyla 600°C'de 1s1l islem uygulanmustir.

Uygulama sonrasi elde edilen yiizeye ait SEM goriintiileri Sekil 4.4 verilmistir.

Sekil 4.4. NaOH ile muamele edildikten sonra 600°C'de 1s1l islem uygulanmis Ti yiizeyine
(a) x1.00 K, (b) x5.00 K; NaOH/HCI ile muamele edildikten sonra 1s1l islem uygulanmig
Ti yiizeyine (c) x1.00 K, (d) x5.00 K ait SEM goriintiileri.

Zimparalama sonrast NaOH ile muamele edilen Ti yiizeyinde sodyum titanat tabakasi
olusturulmus ve 1s1l islem uygulanmig plakalarin SEM goriintiilerinde, kiimelenmis yapida
olan sodyum titanat tabakasinin gekirdeklenerek biyiidiigii ve tiim ylizeyi kapladigi
goriilmektedir. Ust kisimlarinda bulunan sodyum titanatin hatlar1  yuvarlasarak
kiimelenmeye dogru gittigi goriilmustiir. Ti plakanin derinliklerine olusan TiO, tabakasinin

da tiim Ti yiizeyi kapladig1 agikg¢a ortadadir.

Zimparalama sonrast NaOH'a maruz birakilmig, ardindan HCI ile yikanmis ve 1s1l islem
uygulanmis plakalarin Sekil 4.4.c ve 4.4.d'de goriilen SEM goriintiilerinde ise yiizeyde 1s1l
islem uygulanmamig yiizeye oranla (Sekil 4.3.a, b, ¢ ve d) daha kalin yapida olan TiO,
tabakasina rastlanmaktadir. Nano boyutta piriizlilige sahip olan bu yapinin alt
kisimlarindan zimparalama ile olusturulan mikron boyuttaki oluklarin varligina

rastlanmaktadir.

Ilgili literatiir incelendigine NaOH ve HCI kullanarak yiizeyde bir oksit tabakasimin
olusturuldugu calismalara sik¢a rastlanmaktadir [137]. Takemoto ve ark., Ti yiizeyine
NaOH uygulamasindan sonra su ve seyreltik HCI uyguladiklar1 yiizeylerin apatitik
¢ekirdeklenme tizerine olan etkisini inceledikleri ¢alismada, HCI uygulanmis yiizeylerin
HA olusumunu daha iyi destekledigini belirtmislerdir. Fujibayashi ark. gergeklestirdikleri

histoloji ¢alismalarinda sodyumun uzaklastirildigi Ti yiizeylerin apatit olusumunu
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destekledigini belirtmislerdir. Fakat Ti substrati iizerinde olusan bu biyoaktif tabakanin
erken donemde g¢evre doku ile siki baglar yapmasina ragmen 8-10 hafta sonunda Ti
substrati ile biyoaktif yilizey arasinda, asirt baglanma nedeniyle kirilmalarin gergeklestigini
vurgulamiglardir. Oysa bu soruna yiizeyinde sodyum bulunduran Ti yiizeyinde

rastlanmamustir [138].

Yapilan deneysel calismalarda HA ¢ekirdeklenmesini destekleyecek ve tutunmasini
saglayacak Ti yiizeylerin elde edilmesi amaglanmistir. HCl uygulanmis yiizeylerin
cekirdeklenmeyi daha iyi desteklemesine ragmen HA'nin tutunmasi i¢in yeterli ylizey
plirtizlilliglini saglamadig1 goriilmistiir. Elde edilen degerler ve literatiirdeki bilgiler
1s1¢1nda tez calismasinin bundan sonraki basamaklarinda NaOH muamelesinden sonra HCI

uygulanmasindan vazgegilmistir.
4.1.2.2. AFM analizi

NaOH ile oksitlendirilmis Ti plakalarin termal uygulama sonrasi yiizeyinde meydana gelen
degisikliklerin tespiti icin AFM analizleri gergeklestirilmistir. Sekil 4.5'de bu gruplara ait
20pm x 20pum ve Spm x Sum Olgiilerindeki tic boyutlu AFM goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.5. NaOH ile muamele edildikten sonra 1s1l islem uygulanmig Ti yiizeyine (a) 20
urnz, (c) 5 umz; NaOH/HCI ile muamele edildikten sonra 1sil islem uygulanmis Ti
yiizeyine (b) 20 pm?, (d) 5 pm? ait AFM goriintiileri.
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Sekil 4.5.a ve 4.5.c'de NaOH ile muamele edilmis Ti yiizeyindeki piirtizliiliigiin Sekil 4.5.b
ve 4.5.d'de verilmis olan zimparalanmig ylizeylere oranla daha yogun oldugu
goriilmektedir. NaOH ile muamele edilen vyiizeyde sivri tepeciklerin olusumu
gozlemlenmektedir. Termal uygulama sonrasi bu sivri yapilarin yuvarlaklastigi ve ortadan
kayboldugu goriilmektedir. Ayrica NaOH sonrasi elde edilen piiriizliliiglin 1s1l islem
sonrast azaldigir gozlemlenmistir. Elde edilen bu veriler SEM goriintiileri ile paralellik
gostermektedir. Ghosh ve ark. ZnO ylizeyini zimparaladiktan sonra 1s1l islem uygulamisglar
ve 1s1l islem sonrasi elde ettikleri yiizeyin piriizliliginin azaldigin1 gostermislerdir.
Calismanin AFM goriintiileri incelendiginde tez c¢alismasinda elde edilen AFM
goriintiileriyle benzerlik gostermektedir [139].

Zimparalama islemleriyle ylizey alani arttirilan ve yiizeyinde sodyum titanat/TiO, tabakasi
olusturulan Ti plaklarin pirizlilik degerleri Cizelge 4.3'de verilmistir. Ayrica
zimparalanmamig yiizey, zimparalanmis ylizey, NaOH ile muamele edilmis yiizey ve
NaOH muamelesinden sonra termal islem uygulanmis yiizeyin piirtizlillik degerleri Sekil

4.6'daki grafikte karsilastirilmastir.

Cizelge 4.3. Zimparalama sonrasi NaOH ile bazik oksidasyona ugratilmis (Ti,/g )ve NaOH
ile oksitlendirildikten sonra 1sil islem uygulanmis (Ti,/g/Is1) Ti yiizeyine ait ortalama

ptiriizliiliik degerleri.

Yiizey ozelligi Ra (nm) Rqg (nm) Rmax (nm)
Tiys 457 338 1859
Tiys/Is1 260 257 1000

Yiizey piirtzliliik degerlerine bakildiginda NaOH muamelesi ardindan uygulanan 1sil
islem sonrast Ra ve Rq degerlerinde azalma goriilmektedir. Ayrica Rmax degerindeki ani
diisis AFM ve SEM goriintiilerinde goriilen sivri tepeciklerin termal islem sonrasi

yumusak hatli yapilara doniismesiyle paralellik gdstermektedir.
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Sekil 4.6. Zimparalanmamis yiizeyin, zimparalanmis yiizeyin, NaOH ile muamele edilerek
bazik oksidasyona ugratilmis yiizeyin ve bazik oksidasyon sonrasi 1sil islem uygulanmis

yiizeyin piirlizliiliikk degerlerinin karsilagtirilmasi.

Sekil 4.6 incelendiginde higbir yiizey modifikasyonu yapilmamig Ti'a oranla
zimparalanmis Ti ylizeyinde piirtizlilligiin arttig1 goriilmektedir. Bazik oksidasyon islemi
sonrast Yyiizeyde meydana getirilen piiriizliilikte dnemli bir artis tespit edilmistir. Yer yer
mikron boyutlarina varan bu piriizlilik 1s1l islem sonrasinda belirgin bir bicimde

diismektedir.
4.1.2.3. Su temas acis1 tayini

Tez ¢aligmalar1 kapsaminda yukarida bahsi gegen ylizey modifikasyonlar1 sonrasindaki
Ti'un yiizey yiikii, yiizey hidrofilisitesi veya hidrofobisitesi ve yiizey enerjisi hakkinda
bilgiler edinmek amaciyla su temas acisi analizleri gerceklestirilmistir. Ayrica 1s1l islem
uygulanmis Ti yiizeylerin su temas acis1 degerleri Cizelge 4.4'de verilmistir. Ek olarak
deneysel ¢alismalar boyunca Ti yilizeyine uygulanan tiim yiizey modifikasyonlari sonucu

elde edilen su temas agis1 degerleri Sekil 4.7 de dzetlenmistir.
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Cizelge 4.4. Zimparalama sonrasi NaOH ile bazik oksidasyona ugratilmis (Ti,/g ), NaOH
den sonra HCI uygulanmis (Tiys/HCI), NaOH ile oksitlendirildikten sonra 1sil islem
uygulanmis (Ti,/g/Is1) ve HCI uygulandiktan sonra 1s1l islem uygulanmis (Tizg/HCV/Is1) Ti

ylizeyine ait su temas agis1 degerleri (n=3).

Yiizey ozelligi Su temas agis1 (Osu [°])
Tiys 0.0+0,0
Tiys/HCI 49.2+4.0
Tiys/Is1 5.9+0.0
Tiys/HCVIs1 55.3+3.0

Cizelge 4.4'de belirtilen su temas acist verilerinden de anlasilacag: {izere tiim islemler
sonras1 ylizey hidrofilik yapidaki 6zelligini korumaktadir. NaOH muamelesinden sonra
yiizeyin tamamen hidrofilik ozellik kazandigi goriilmektedir. Bu durumun yiizeyin
morfolojik 6zelliginden de kaynaklandigi sdylenebilir. HCI uygulanmis yiizeylerde ise
azalan ylizey pirtzliligi ve uzaklasan sodyum tuzlar1 ve sodyum titanat tabakasindan
dolay1 su temas agisinin yiikseldigi goriilmektedir. Isil islem sonrasi su temas agilarinin her
iki grup igin de arttig1 gézlemlenmis ve hidrofilisitede azalma olmasina ragmen anlamli bir

farkliliga rastlanmamugtir.
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Sekil 4.7. Yiizeye uygulanan tiim modifikasyon islemleri sonrasi elde edilen su temas agis1

degerleri karsilagtirilmasi.

Sekil 4.7'de belirtilmis yilizeye uygulanan tiim modifikasyon islemleri sonrasi elde edilen

su temas agis1 verilerine bakildiginda Ti'un NaOH ile oksidasyonu sonrasi su temas agisi
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degerlerinde siddetli bir diisiis goriilmektedir. Bu durum yiizey iizerinde bolca bulunan
sodyum tuzlar1 ve sodyum titanat/TiO; tabakasindan kaynaklanmaktadir. Azalan su temas
acis1 degeri ylizeyin hidrofilisitesindeki artisa isaret etmektedir. Ravichandran ve ark.
NaOH ile oksitlendirdikleri Ti plakalarin yiizeylerindeki su temas agilarinin belirgin bir
bi¢imde azaldigini tespit etmislerdir. Ayrica ylizeyde olusan TiO; tabakasi nedeniyle
serbest ylizey enerjisinin artmasiyla birlikte yiizeyin hidrofilik 6zellik kazandig1 sonucuna
varmiglardir [127]. Sekil 4.7'deki verilere bakildiginda bazik oksidasyon ve 1sil islem
sonras1 yiizey enerjisinin de arttig1 sodylenebilir. Yiizey enerjisindeki bu artisin, tez
kapsaminda bir sonraki agsamada uygulanacak olan yiizeyin HA ile kaplamasinda olumlu

etkileri olacag: diistiniilmektedir.
4.1.2.4. Enerji sa¢ihimh x-151lar1 (EDX) analizi

Enerji sacilimli x-1ginlar1 mikro analizi, elektron mikroskobu igerisinde bulunan
karakteristik X-isinlarmin enerji degerlerinin Glgiilmesi seklinde gergeklesmektedir. Bu
analizde numune iizerine disiiriilen taramali bir elektron demeti numune igindeki
elektronlar ile ¢arpisarak elektronlarin bir {ist seviyedeki orbitale ¢ikmalarini saglar.
Kararsiz yapida olan bu elektronlar kendi orbitallerine gecerken bir enerji agiga cikartir.

Yayilan bu x-1sinlar1 analiz edilerek, numunenin elementel bilesimi tespit edilebilir.

Tez caligmalar1 kapsaminda EDX analizi, bazik oksidasyon sonrasi yiizeyin elementel
icerigi hakkinda bilgi edinmek amaciyla gergeklestirilmistir. Yukarida bahsi gecen
analizler sonucu hedeflenen amaca en uygun gruplar olarak belirlenen NaOH uygulamasi
ve NaOH uygulamasindan sonra 1s1l isleme maruz birakilmis Ti yiizeylerin EDX analizi
yapilmistir. Cizelge 4.5'de EDX analizinin agirlikca atom yiizdeleri ve Cizelge 4.6'da
yiizeyde bulunan agirlikca oksitlenmis atom yiizdeleri verilmigstir. Taramali elektron
mikroskobuyla gerceklestirilen bu analizde 6rneklerin ekrandaki goriintiisiine bakilarak bir
alt kisma bir de iist kisma denk gelecek bi¢cimde analiz gergeklestirilmistir. Daha net

anlagilmasi i¢in bu durum Sekil 4.8'de sematize edilmistir.

Ust yiizey
Alt ylizey

Sekil 4.8. EDX analizinin yapildig alt ve iist ylizeyin sematik gdsterimi
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Cizelge 4.5. Zimparalama sonrast NaOH ile bazik oksidasyona ugratilmis (Ti,/g) ve NaOH

ile oksitlendirildikten sonra 1s1l islem uygulanmis (Ti /g/Is1) Ti ylizeyine ait kiitlece atom

yiizdeleri.

Oksijen  Sodyum  Titanyum  Klor  Kalsiyum

(0) (Na) (T (Cl) (Ca)
Ti /g (Alt) 19.56 0.27 80.18 - -
Ti /g (Ust) 50.97 34.97 4.36 - 0.7
Tig/g/Is1 (Alt) 42.91 26.74 27.38 0.67 2.3
Ti/g/Is1 (Ust) 60.52 39.17 0.31 - -

EDX analiz sonuglarina bakildiginda Ti,/NaOH deney grubunun alt kisimlarinda bulunan
O varlig1 TiO, tabakasindan kaynaklanmaktadir. Termal muamele sonras1 alt kisimlardaki
O miktarindaki artig artan TiO, tabakasmna isaret etmektedir. Bazik oksidasyon ile
oksitlendirilmis Ti yilizeyinin iist kisimlarda bulunan O yiizdesinin alt kisimlara oranla
daha fazla olmasi yiizeyde olusturulan TiO; tabakasma ilaveten sodyum  titanat

tabakasindan gelen O varligindandir.

Cizelge 4.6. Zimparalama sonrasi NaOH ile bazik oksidasyona ugratilmis (Ti,/g) ve NaOH

ile oksitlendirildikten sonra 1sil igslem uygulanmis (Ti/g/Is1) Ti yiizeyine ait kiitlece

oksitlenmis atom ytizdeleri.

Titanyum Kalsiyum
Sodyum oksit oksit oksit Fosift
(Na20) (PO,)
(TiOy) (CaO)
Ti /s (Alt) 42.11 53.35 3.76 0.67

Ti /s (Ust) 99.04 0.96 - )
Ti./s/Is1 (Alt) 0.27 99.73 - ]
Ti,/e/Is1 (Ust) 85.09 13.14 1.77 -
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Cizelge 4.6'da belirtilen bazik oksidasyon sonrasi yiizeyde bulunan agirlik¢a oksitlenmis
atom yiizdesi incelendiginde SEM goriintiilerinde de rastlanan sodyum titanat tabakasinin
varligi Tiyg Ve Ti,/g/Is1 6rneklerinin st yiizeylerinde yogun bir sekilde goriilmektedir.
Fakat her iki grubunda alt kisimlarindan alinan Slgimlerde Ti /g grubunda TiO, miktar
%353'lerde iken 1s1l islem sonrasi bu miktarin %99'lara ¢ikmasi yiizeyde bulunan TiO;

tabakasinin arttigina isarettir.

Titanyumun anataz fazindan daha kararli olan rutil faza tersinmez faz degisiminin 600—
800°C’de gergeklestigi bilinmektedir [97]. Bazik oksidayonla oksitlendirilmis yiizeylere
uygulanan 600 °C'lik 1s1 sayesinde yiizeyde rutil fazda TiO; olusumu saglanmistir, Forsgren
ve ark. Ti'u 800 °C ye maruz birakarak rutil fazda elde ettikleri TiO,'in HA olusumunu

diger fazlara oranla ¢ok daha fazla destekledigini belirtmislerdir [140].

Sonu¢ olarak bazik oksidasyon c¢alismalari sonrasi Ti yiizeylerinde TiO, tabakasi
olusturulmus ve bu tabakanin 1s1l islem ile kalinliginin arttirilmasi saglanmistir. Elde edilen
TiO; tabakasi rutil fazda olup tez kapsaminda istenilen amaca tam olarak hizmet

etmektedir.

4.1.3. Anodik oksidasyon islemi oncesi hazirlanan titanyum plakalarin

karakterizasyonu
4.1.3.1. Taramah elektron mikroskopisi (SEM) analizi

Tez kapsaminda ylizeyin oksitlendirilmesinde anodik oksidasyon teknigi de kullanilmustir.
Yiizeyde gerceklestirilecek modifikasyon islemi 6ncesi plakalar 5'er dk rastgele olacak
bicimde P120, P280, P400 ve P600 numarali SiC zimpara kagitlartyla zimparalanmistir.
Daha detayli bilgiler Bolim 3.2.2.1'de anlatilmistir. Yiizey hakkinda bilgi edinmek
amaciyla SEM analizi gergeklestirilmistir. Zimparalanmamis Ti ylizeyi ve anodik
oksidasyon Oncesi zimparalanmig Ti yiizeylerine ait SEM goriintileri Sekil 4.9'de

verilmistir.
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Sekil 4.9. Zimparalanmamis Ti yiizeyine (a) x1.00 K, (b) x5.00 K; P120, P280, P400 ve
P600 numarali zimpara kagitlariyla zimparalanmis Ti ylizeyine () X1.00 K, (d) x5.00 K ait
SEM goriintiileri

Sekil 4.9.c ve d incelendiginde islem gérmemis Ti yilizeyinde bulunan kirli dogal oksit
tabakasinin zimparalama iglemi sonrasi uzaklastigi goriilmektedir. Ayrica "aynalama"
olarak adlandirilan ve bir seri zimpara kagidiyla gergeklestirilen zimparalama iglemi
sonrast en son uygulanan P600 numarali SiC zimpara kagidinin tanecik boyutu nedeniyle
birbirine olduk¢a yakin ve derinligi az olan ortalama 2.5 pm (n=100) araliklarla oluklar

olusturuldugu belirlenmistir.

Zimparalama islemi sonrasinda anodik oksidasyon gerceklestirilmeden Once yiizeyde
bulunan dogal oksit tabakasinin tam anlamiyla uzaklastirillmasini saglamak igin %1 (v/v)
HF; %1.5 (v/v) HNOgs’liik ¢ozelti ile yapilan 6n uygulamanin, yiizey iizerine olan olasi
etkilerini anlamak amaciyla 5 ve 10 dk'lik iki farkli siire secilmistir. %1(v/v) HF; %1.5
(v/v) HNO3’liik ¢ozelti ile gergeklestirilen kimyasal agindirma islemi sonrasina ait SEM

goriintiileri Sekil 4.10'da verilmistir.
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Sekil 4.10. Bes dakika %1 (v/v) HF; %1.5 (v/v) HNOg3’liik ¢6zelti ile muamele edilmis Ti
yiizeyine () x1.00 K, (b) x5.00 K; On dakika %1 (v/v) HF; %1.5 (v/v) HNOgz’liik ¢ozelti
ile muamele edilmis Ti yiizeyine ¢) x1.00 K, (d) x5.00 K ait SEM goriintiileri

Sekil 4.8'de verilen 5 ve 10 dk'lik 6n yilizey uygulamalart arasinda 10 dk'lik yiizeyin daha
temiz goriilmesine ragmen iki siire arasinda anlamli bir farklilik bulunmamistir. Bu
nedenle 5 dk'lik 6n uygulama isleminin yeterli oldugu diisliniilmiis ve ¢aligmanin devami

bu islem siiresi lizerinden gergeklestirilmistir.
4.1.4. Titanyum plakalarin anodik oksidasyonu sonrasi karakterizasyonu
4.1.4.1. Taramah elektron mikroskopisi (SEM) analizi

Yiizde 1'lik HF ¢ozeltisi igerisinde, 0—30 volt (V) potansiyel farkina sahip, 0—5 akim (A)
araliginda dogru bir akim saglayan giic kaynagi ile pozitif (+) ucuna titanyum plaka ve
negatif (-) ucuna saf platin plaka tutturulan diizenekte anodizasyon islemleri
gerceklestirilmistir. Hazirlanan anodizasyon diizeneginde islem siiresi ve potansiyel
farkinda degisiklikler yapilarak optimum kosullar belirlenmistir. Sekil 4.11'de belirtilen
kosullara ait anodik oksidasyonla oksitlendirilmis Ti yiizeylerin SEM goriintiileri verilmis
ve elektrolit ve potansiyel farki degisimine gore yiizey morfolojileri Cizelge 4.7°de

Ozetlenmistir.
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Sekil 4.11. Anodizasyon yontemi ile oksitlendirilmis Ti yiizeylerine ait SEM goriintiileri
(x100.0 K); (a) 20V, 20dk, 1cm, (b) 20V, 20dk, 2cm, (c) 20V, 20dk, 3cm, (d) 20V,
30dk, 2cm, (e) 20V, 30dk, 3cm, (f) 20V, 45dk, 1cm.
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Sekil 4.11. devamm Anodizasyon yontemi ile oksitlendirilmis Ti yilizeylerine ait SEM
gorintiileri (x100.0 K); (g) 30V, 30dk, 2cm, (h) 30V, 30dk, 3cm, (i) 40V, 30dk, 2cm, (j)
40V, 30dk, 3cm.
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Cizelge 4.7. Elektrolit ve potansiyel farki degisimine gore yiizey morfolojileri.

Gerilim Anot/katot aras1 mesafe
(Uygulama siiresi) lcm 2cm 3cm
Homojen yapida,
Homojen yapida, kalin kalin cidarli,
cidarli, yaklasik 47 nm yaklagik 57 nm
40V civarinda ¢apa sahip | civarinda ¢apa sahip
(30 dK) ) seyrek delikli ve yogun delikli ve
kismen poroz kismen poroz
stingerimsi TiO, tabaka stingerimsi TiO,
tabaka
30V Homojen yapida Homojen olmayan
- kismen por6z gozeneksiz piiriizli
(30 dk) stingerimsi TiO, tabaka TiO, tabaka
Homojen olmayan H .
2 omojen olmayan
yapida disa dogru 2 .
20V koniklesen tiibiiler yap1da d1§a d ogru I-!ommen olr?a}/ ar.l.
1li bozulmu koniklesen tiibiiler sekli gozegeksm plirtizli
(20 dk) FOCH DozZUTMUY. bozulmus pordz TiO, tabaka
poToz sungerimsi stingerimsi TiO; tabaka
TiO, tabaka
. Homojen yapida
20V Homojen yapida ka}m kalin ci(Jlarhy k?smen
(30 dk) ) fndaﬂ.l kl.s men poroz pordz stingerimsi
stingerimsi TiO, tabaka TiO, tabaka
Homojen yapida,
kalin cidarly,
yaklasik 75 nm
20V civarinda ¢aplara ) i
(45 dk) sahip ¢ok yogun
delikli ve kismen
pordz slingerimsi
TiO, tabaka

Anodik oksidasyon g¢aligmalarindan elde edilen sonuglara gore anot/katot arasi mesafe
arttikca gozenekli yapinin azaldigi ve yiizeyin sadece piiriizlii bir hal aldig1 goriilmektedir.
Voltajin artmasiyla piiriizlii yapinin delikli, por6éz bir morfolojiye doniistiigii dikkat

cekmektedir. 20 volt anodizasyon degerinde 45 dk'lik uygulama siiresi sonrasi yaklasik 75
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nm kalinhiginda Ti yiizeyinden yukar1 dogru bireysel ve dairesel nano yapilar
goriilmektedir. Bu yapilar tam olarak tiibiiler bir bi¢im almamalarina ragmen homojen
halde tiim yiizeyi kaplamaktadirlar. Olusan bu por6z yapinin nasil meydana geldigi su ana
kadar tam olarak agiklanamamistir. Ancak, metal ylizeyinde bariyer gérevi goren tabakanin
kirilma gerilimi degerinin asilmasi sonucu olustugu diisiiniilmektedir. Yiizeydeki degisim
cukur bolgelerde elektrolitin tutunmasini saglar ve nano tiibiiler yapiya benzer volkanimsi

bir goriintiisii olan TiO, tabakas1 olusur.

Uygulanan diger voltaj, siire ve uzaklik degerlerinde i¢ i¢e girmis, homojenligi bozulmus
TiO; tabakanin varligina rastlanmistir. Bu nedenle 45dk, 20 V ve 1cm kosullarina sahip
anodizasyon isleminin istenilen amaca uygun oldugu diisiiniildiigiinden ¢alismanin bundan

sonraki basamaklar1 bu kosullarda gergeklestirilmistir.
4.1.4.2. AFM analizi

Optimizasyon ¢aligmalar1 sonrasindaki SEM goriintiilerinden yola ¢ikilarak tez
¢aligmalarinin bundan sonraki basamaklarinda uygulanma karar1 alinan 1cm mesafeden 20
V degerinde 45 dk'lik anodizasyon islemi sonrasi yiizeyin ii¢ boyutlu morfolojisinin
belirlenmesinde AFM analizi gergeklestirilmistir. Sekil 4.12'de bu yiizeye ait 20um x
20pm ve Sum x Sum odlgtilerindeki ti¢ boyutlu AFM goriintiileri verilmistir.

Sekil 4.12. Anodik oksidasyonla oksitlendirilmis Ti ylizeyine (Tiya) ait AFM goriintiileri
(a) 20 um?, (b) 5 pm?.

Sekil 4.12'deki AFM goriintiileri incelendiginde yilizey morfolojisinin nano boyutlarda
oldugu goriilmektedir. Yiizeyde goriilen sivri tepelerin bazik oksidasyon ile elde edilenlere
oranla daha kii¢iik boyutta ve daha yogun olduklar1 gézlemlenmektedir. AFM analiziyle

elde edilen piiriizlilik degerleri Cizelge 4.8'de verilmistir.
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Cizelge 4.8. Anodik oksidasyon Oncesi zimparalanmig (Ti,) ve anodik oksidasyonla

oksitlendirilmis yiizeye (Ti,/a) ait ortalama piirtizliiliik degerleri.

llgili literatiir incelendiginde anodizasyon islemleri sonrasi nano boyuttaki yiizey
puriizliligiiniin artarken mikro boyuttaki piirtizliiliigiin azaldig1 anlasilmaktadir. Larsson
ve ark. Ti yiizeylerini anodizasyon ile oksitlendirdikten sonra yiizeydeki piirtizliliigiin %33
arttigini ifade etmislerdir. Cizelge 4.8'de verilen piiriizlilik degerlerinden, anodizasyon
islemi sonrast zimparalanmis ylizeylere oranla nano boyuttaki piirizliligin arttig
goriilmektedir. Bu veriler SEM ve AFM analizi sonras1 alinan sonuglar1 destekleyecek

bigimdedir ve literatiirle 6rtiismektedir [141].
4.1.4.3. Su temas acisi tayini

Deneysel ¢alismalar kapsaminda anodize edilmis ylizeyin yiizey yiiki, yiizey hidrofilisitesi
veya hidrofobisitesi ve ylizey enerjisi hakkinda bilgiler 6grenmek amaciyla su temas agist
analizleri gerceklestirilmistir. Zimparalanmig ylizeyin ve anodik oksidasyon sonrasi Ti

yiizeyine ait su temas agis1 degerleri Cizelge 4.9'da verilmistir.

Cizelge 4.9. Anodik oksidasyon oOncesi zimparalanmis (Ti, ve anodik oksidasyonla

oksitlendirilmis ylizeye (Tiya) ait su temas agis1 degerleri (n=3).

68.4 £ 1.00
22.6 £3.00

Cizelge 4.9'da goriildiigii gibi yiizeye uygulanan modifikasyon islemleri arttikca ve nano
boyutta morfolojiye dogru gidildik¢e hidrofilisitede ve ylizey islatilabilirliginde artig
gorilmektedir. Zimparalanmis yiizeyin hidrofilisitesi anodizasyon sonrasi biiyiik artig

gostermistir. Bu durum yiizey enerjisinin de arttiginin gostergesidir.
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4.1.4.4. Enerji sagcihmh x-151nlar1 (EDX) analizi

Tez calismalar1 kapsaminda anodizasyon islemi sonrasinda yiizeyin elementel igerigi
hakkinda bilgi edinmek amaciyla EDX analizi gergeklestirilmistir. Cizelge 4.10'da
anodizasyon ile oksitlendirilmis yilizeyin atom yiizdeleri (kiitlece %) ve Cizelge 4.11'de

oksitlenmis atom yiizdeleri (kiitlece %) verilmistir.

Cizelge 4.10. Anodik oksidasyon Oncesi zimparalanmis (Ti;) ve anodik oksidasyonla

oksitlendirilmis Ti ylizeyine (Tiya) ait kiitlece atom yiizdeleri.

Oksijen  Sodyum  Titanyum  Klor  Kalsiyum

(0) (Na) (Ti) (CI) (Ca)
21.82 17.68 60.50 ; ]
42.91 11.76 45.33 - 2.30

Zimparalanmis yiizeydeki Ti yiizdesinin anodizasyon sonrasi diismesi ve O yiizdesinin

artmasi ylizeyde bulunan Ti'un TiO, doniistiiglinlin kanitidir.

Cizelge 4.11. Anodik oksidasyon oncesi zimparalanmis (Ti,) ve anodik oksidasyonla

oksitlendirilmis Ti yiizeyine (Tiya) ait kiitlece oksitlendirilmis atom yiizdeleri.

_ Titanyum Kalsiyum
Sodyum oksit ) . Fosfat
oksit oksit
(Na,0) . (PO,)
(TiO2) (CaO)
333 47.73 18.50 0.47

Wu ve ark. Ti'un rutil fazinin O-O bagi ile apatitin Ca-Ca baginin mesafesinin ve kafes
uygunlugunun, apatit kaplamasinda ¢ok oOnemli oldugunu bildirmislerdir. Ciinkii sivi
igindeki Ca iyonlar1 ilk olarak O’in birikmis oldugu yerlere girerek fosfat iyonlarin
kendine ¢eker ve apatit formunu olusturur. Kafes uygunlugu agisindan bakildiginda rutil

faz1 daha iyi apatit olusturma kapasitesine sahiptir [142]. Anodizasyon islemi sonrasi TiO,
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yiizdesindeki dramatik artig yiizeyin bagarilt bir sekilde TiO; kaplandigin1 gostermektedir.
Ustelik bu tabaka bazik oksidasyon ile olusturulan TiO, tabakasina oranla elementel agidan

daha az kirlilik icermekte ve kafes yapisi igerisinde rutil fazdan olugsmaktadir.

Sonug olarak anodik oksidasyon ¢alismalarinda Ti ylizeylerinde rutil fazda TiO, tabakasi
olusturulmustur. Elde edilen bu tabaka tez kapsaminda istenilen amaca tam olarak hizmet

etmektedir.
4.2. ikinci Boliim

Yukarida bahsedilen bazik ve anodik oksidasyon islemleri sonunda uygun ozellikleri
saglayan Ti yiizeyleri HA ile kaplanmistir. Bu bolimde HA kapli yiizeylerin
karakterizasyon islemlerinin sonuglar1 anlatilmistir. Yapilan analizler sonucu ¢alismanin
bir sonraki basamagi icin en uygun yiizey 6zelligini sergileyen deney gruplari secilmis ve
bunlar tizerine HPBCD Kkaplanarak karakterizasyon calismalar yapilmistir. Ardindan
HA/HPBCD kompozit tastyict sisteme mMmelatonin yiikkleme c¢alismalart sonucu

gerceklestirilen karakterizasyon ¢aligmalarinin sonuglarina yer verilmistir.

4.2.1. Bazik ve anodik oksidasyon islemi sonrasi titanyum plakalarin HA ile

kaplanmasi ve karakterizasyon ¢alismalar:

Hidroksiapatitin en 6nemli Gzellikleri arasinda miikemmel biyolojik uyumlulugu 6nde
gelir. Hidroksiapatitin gézenekli yapist; hiicrelerin, gézeneklerin i¢ine dogru biiyiimesini
sagladig1 gibi yiizeyi piiriizlii hale getirmesi yilizey alaninda artig saglamakta ve temas ettigi
ylizeyin tutunma direncini de arttirmaktadir. Bu nedenle HA kaplamalarin yayginlasmasi,
kaplama teknikleri agisindan 6nem arz ettigi gibi biyomimetik uygulamalar agisindan da
oldukg¢a 6nemlidir. Bu kapsamda tez ¢alismasinda kemik yapiya yakinligi ile bilinen HA'in
oksitlendirilmis Ti ylizeyler lizerine kaplanmasi amaclanmigtir. Yapilan deneysel

calismalar sonrasi gerceklestirilen analizlerin sonuglar1 asagida detaylica anlatilmistir.
4.2.1.1. ATR-FTIR analizi

Titanyum plakalarin biyoaktivitesini artirmak amaciyla biyomimetik yontem ile ylizeylere
kaplanan HA'in igeriginin tespitinde ATR-FTIR analizleri kullanilmistir. HA'in Ti plaka
yiizeyine kaplanma yontemi Boliim 3.3.1'de detaylica anlatilmistir. Ti plakalarin yiizeyine
kaplanan HA tabakasi spatiil yardimiyla kazinarak ATR-FTIR analizleri yapilmistir.
Ayrica ylizey lzerine ¢oken HA ile kapta bulunan HA arasinda olas1t bir farkliligin

varhi@inin tespiti i¢in ¢oktiirme yapilan kaptan da Ornek alinarak analiz islemleri
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gerceklestirilmistir. Sekil 4.13'de Ti ylizeyinden ve kaptan alinan HA partikiillerinin ATR-

FTIR spektrumlar1 verilmektedir.

(b)

(a)

Gegirgenlik

'3s00 3000 2500 2000 1500 1000

Dalga boyu (cm-!)

Sekil 4.13. Coktiirme yapilan kaptan (a) ve Ti yiizeyinden (b) alinan HA partikiillerine ait
FTIR spektrumlari

Ti yiizeyinden alinan HA'in ATR-FTIR spektrumlar1 (Sekil 4.13.a) incelendiginde, 3000—
3500 cm™ arahginda gorillen genis pik HA yapisina absorblanmus suyu, yaklasik
1640 cm™de gozlenen pik ise bagl olmayan HA iliskili suyun varhigmi gostermektedir.
3392 cm™ de goriilen karakteristik pik HA yapisindaki OH baglarina isaret etmektedir.
Ayrica 560, 600, 960 ve 1020 cm™ civarlarinda gozlenen piklerin yapidaki fosfat (PO4”)
iyonunun, 1410-1460 cm™ araligindaki ve 872 cm™de goriilen piklerin ¢okelme sirasinda
havadan ve SBF'den gelen karbonat (CO5?) iyonunun varligini gostermektedir. inorganik
yapida olan Ti'un herhangi bir kirlilik yaratma ihtimaline karsi ATR-FTIR spektrumlari
alinmig ve herhangi bir kirlilige neden olacak piklerin varligina rastlanmamistir. Ayrica
kontrol amagh ¢oktiiriilme isleminin yapildigi kabin cidarindan alinan HA'e ait FTIR
spekturumu Sekil 4.13.b'de gosterilmistir. Spektrumlardan da anlasilacag: tizere iki yap1

arasinda anlaml bir farklilik bulunmamaktadir.
4.2.1.2. Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

Fiziksel yiizey modifikasyonlar1 ve oksitlendirme islemleri sonrasinda kaplanan HA

tabakasina ait SEM goriintiileri Sekil 4.14'de gosterilmistir.



Sekil 4.14. NaOH ile bazik oksidasyona ugratilmis Ti yiizeyine kaplanan HA'e (a) x1.00
K, (b) x5.00 K; NaOH ile bazik oksidasyon sonrast HCI uygulanmis Ti yiizeyine kaplanan
HA'e (c) x1.00 K, (d) x5.00 K; NaOH ile bazik oksidasyona ugratildiktan sonra 1s1l islem
uygulanmis Ti yiizeyine kaplanan HA'e (e) x1.00 K, (f) x5.00 K; NaOH ile bazik
oksidasyon sonrast HCI uygulanmis Ti yiizeyine 1s1l islem uygulandiktan sonra kaplanan
HA'e (g) x1.00 K, (h) x5.00 K; ait SEM goriintiileri.

Zimparalama sonrast NaOH ile muamele edilmis ve 1s1l islem uygulanmis yiizeylerdeki
HA kaplamanin homojen bir yapida oldugu ve tiim yiizeyi yogun bir bicimde kapladig:
Sekil 4.14.a, 4.14.b, 4.14.e ve 4.14.fde goriilmektedir. Kiiresel formda olan HA
partikiilleri ortalama 1.3 pm boyutundadir. Sekil 4.14.c ve 4.14.d'de gozlenen HCI
uygulamas1 sonrast HA kaplamanin bazi yerlerindeki kalkmalar dikkat ¢cekmektedir. Bu
durumun azalan yiizey pirizliligi ve ince TiO; tabakasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. HCI uygulanmis yiizeylere termal muamele sonrasi artan TiOj'e bagl
olarak kaplamanin daha kararli bir hale geldigi Sekil 4.14.g ve 4.14.h'da agikca

goriilmektedir.

84



Sekil 4.15. Anodik oksidasyonla oksitlendirilmis yilizeye kaplanan HA'e ait SEM
goriintiileri  (a) x1.00 K, (b) x5.00 K.

Anodizasyon islemi sonras1t HA kaplamaya ait SEM goriintiileri Sekil 4.15'de verilmistir.
Anodizasyon uygulanmig ylizeylerdeki HA yapis1 bazik oksidasyon uygulanmis yiizeylerle
benzerlik gostermesine ragmen kaplamanin daha seyrek oldugu dikkat ¢ekmektedir. Ayrica
NaOH muamelesinden sonra termal islem uygulanmis yiizeylerdeki HA kaplamada olusan

HA tepeciklerinin ¢ok daha kalin yapida ve fazla sayida oldugu goriilmektedir.
4.2.1.3. Enerji sacihimh x-1s1nlar1 (EDX) analizi

Tez ¢alismalar1 kapsaminda gergeklestirilen HA kaplamanin elementel igeriginin tespitinde
EDX analizi kullanilmigtir. SEM fotograflarindan yola ¢ikilarak ¢alismanin diger
basmaklarinda HCI uygulamasindan vazgegcildigi i¢in NaOH ve NaOH uygulamasi sonrasi
1s1l iglem uygulanmis ve HA kaplanmis yiizeylerin atom yiizdeleri (agirlik¢a %) Cizelge
4.12'de ve oksitlenmis atom yiizdeleri (agirlikga %) Cizelge 4.13'de verilmistir.
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Cizelge 4.12. Bazik ve anodik oksidasyonlarla oksitlendirilmis ve 1s1l islem uygulanmis Ti

yiizeyleri iizerine kaplanmis HA'e ait atom yiizdeleri.

Oksijen Sodyum Fosfor Kalsiyum Magnezyum
(©) (Na) (P) (Ca) (Mg)
3.22 0.02 - - 3,22
4835 086 1715 3143 1.16
19.56 0.27 - - -
35.9 - 18.66 41.19 0.15
18.50 - - - 2.18
38.12 - 19.39 40.54 1.95

NaOH ile muamele edilmis ylizeylerin tist kistmda bulunan HA'in Ca/P oran1 1.83'diir. Bu
oran termal muamele sonrasi 2.2 ye ¢ikmistir. Anodizasyon ile oksitlendirilmis yiizeylerde
ise Ca/P orani 2.0 olarak hesaplanmistir. Dogal kemigin agirlikca %34.8'i Ca iyonundan,
%15.2°s1 ise P iyonundan olugsmaktadir ve Ca/P molar orani yaklasik 1.71 civarindadir.
Dogal kemik yapisindaki apatitte bulunan Ca/P orami tez kapsaminda olusturulan HA ile
karsilastirildiginda, kemik yapisi ile benzerlik gosterdigi belirlenmigtir. EDX analiz
sonuclarinin NaOH ile muamele edilmis ve NaOH sonrast termal iglem uygulanmis

yiizeylerin alt kisimlarin TiO; tabakasinin varligina rastlanilmaktadir.

Cizelge 4.13 Bazik ve anodik oksidasyonlarla oksitlendirilmis ve 1s1l islem uygulanmig Ti

yiizeyleri iizerine kaplanmis HA'e ait oksitlendirilmis atom ytizdeleri.

Sodyum  Titanyum Kalsiyum  Magnezyum

Fosfat
oksit oksit oksit oksit
. (PO.)
(Na,0) (Ti0,) (Ca0) (MgO)
- 100 . ) )
’ 1.14 1.75 43.36 1.9 51.85
0.02 99.98 - - R

86



Cizelge 4.13. devamm Bazik ve anodik oksidasyonlarla oksitlendirilmis ve 1sil islem

uygulanmis Ti yiizeyleri tizerine kaplanmis HA'e ait oksitlendirilmis atom yiizdeleri

Oksitlenmis atom yiizdeleri (agirhikca %)

Yiizey ozelligi Sodyum  Titanyum  Kalsiyum
. . ) Magnezyum  Fosfat
oksit oksit oksit
) oksit (MgO) (POy)
(Na,0) (Ti0,) (CaO)
Ti /g /IsYHA (I"JST) - 5.6 47.22 0.26 46.92
Tiya/HA (ALT) - 100 - - -
Tiza/HA (UST) : 8.7 42.15 0.25 48.81

NaOH ile 6n ylizey islemi gérmiis Ti metali SBF ¢ozeltisine daldirildiginda bir¢ok Ti-OH
gruplar1 olusturur. Yiizeyde bulunan Na iyonlar1 H3O" ile yer degistirerek ortama Na+
iyonlarinin salinmasini saglar. Negatif yiliklenmis ylizey pozitif Ca?* iyonlar1 ile SBF
icinde kalsiyum titanatlar olusturur. Ca®+ birikiminin sonucu olarak yiizey tekrar pozitif
yiiklenir ve negatif yiiklii fosfat iyonlar1 ile amorf kalsiyum fosfatlar olustururlar. Bu
kalsiyum fosfat yar1 kararlidir ve sonug olarak kararli kristal yapili kemik benzeri apatite
doniistir. EDX analiz sonuglarina bakildiginda ylizeyde bulunan sodyum titanat/TiOj'e
bagli olarak elde edilen HA nin biyomimetik olarak sentezlenen kemik yapisinda oldugu

tespit edilmistir.
4.2.1.4. Mikro ¢izik analizi

Mikro ¢izik test cihazi, ince film ve kaplamalarin yiizeylerinin kirilma, deformasyon ve
yapisma gibi mekanik 6zelliklerini belirlemek i¢in kullanilir. Ayn1 zamanda altlik ve film
sisteminin siirtlinme ve yapisma kuvvetini karakterize etmede kullanilir. Bu teknik keskin
bir u¢ ile malzemede kontrollii bir ¢izik olusturmaya dayanir. Kritik yiik degerinde
kaplamada kirilmalar baglar. Kritik ylikleme degeri ylikleme koluna eklenmis olan ses

duyargaci ve optik mikroskop ile saptanir [143].

Titanyum plakalarin NaOH c¢ozeltisi ile muamelesinden sonra 1sil islem uygulanmis
yiizeyleri lizerine ve anodize edilmis yiizeyler iizerine kaplanan HA tabakasinin
kararliliginin tespitinde mikro ¢izik analizinden yararlanilmistir. Mikro ¢izik analizinde

4mm“lik mesafe boyunca yiik uygulanmigtir. Kaplama yapilmis numunelerin yiizeyinde
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0.1 N'dan baslayarak 1.2 N'a kadar artacak sekilde yiik verilmistir. Analizlerde radiisii 100
um olan Rockwell 1-128 elmas ug¢ kullanilmistir. Yiik 0.55 N/dk ve 2 mm olacak bigimde

uygulanmistir. Mikro ¢izik analizine ait veriler sekil 4.16 ve sekil 4.17'de verilmistir.
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Sekil 4.16. Bazik oksidasyon ile oksitlendirilmis Ti yiizeyi iizerine kaplanan HA'e ait
mikro ¢izik grafigi (Kirmizi egri: Stirtiinme katsayisi, Mor egri: Siirtiinme kuvveti, Bordo

egri: Kesite uygulanan dikey yondeki giig).
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Sekil 4.17. Anodik oksidasyon ile oksitlendirilmis Ti ylizeyi ilizerine kaplanan HA'e ait
mikro ¢izik grafigi (Kirmizi egri: Stirtiinme katsayisi, Mor egri: Siirtiinme kuvveti, Bordo

egri: Kesite uygulanan dikey yondeki giic).

Analiz sonuglarina bakildiginda Tiys/IsYHA deney grubuna ait baslangic kaplama
deformasyonu 0.39 N degerinde ve elmas ucun baslangi¢ noktasindan yaklasik 1 mm

uzaklagmasindan sonra basladig1 goriilmektedir. Bu deger yaklagik 19 um derinlige denk
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gelmektedir. 0.69 N kuvvet degerinde ise ilk yiizey katman ayrilmasi gergeklesmistir. Bu
kuvvet degeri elmas ucun baslangi¢c noktasindan 2.2 mm uzaklikta ve yaklasik 36 um

derinlige denk gelmektedir.

Anodik oksidasyon sonrast HA kapl yiizeylerde ise baslangi¢ kaplama deformasyonu
0.28 N degerinde, yatay eksende elmas ucun baslangi¢c noktasindan yaklasik 0.77 mm
uzakta yaklasik 15 pm derinlige denk geldigi goriilmektedir. Ilk yiizey ayrilmas: 0. 60 N
degerinde elmas ucun baslangi¢ noktasindan 1.8 mm uzaklikta ve yaklagik 30 pm derinlige

denk gelmektedir.

Iki oksidasyon yontemi ile olusturulan yiizeyler iizerine kaplanan HA tabakasmin mikro
¢izik analizlerine gore bazik oksidasyon ile elde edilmis kaplamanin kararliligimnin artan
stirtinme kuvvetinden yola ¢ikilarak daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Ayn1 zamanda
bazik oksidasyon yontemi ile elde edilen kaplamanin anodik oksidasyon ile elde edilen

kaplamaya oranla ¢ok daha kalin oldugu belirlenmistir.

4.2.2. Hidroksipropil-p-siklodekstrin temelli tasiyic1 sistemlerin olusturulmasi ve

karakterizasyon calismalari

Polimerik esasli doku iskelelerini fonksiyonellestirmek veya hidrojel formunda, ilaglarin
kontrollii salimint gergeklestirmek icin, metalik veya seramik esasli implant malzemeleri
ile birlikte kullanildigi uygulamalara ilgili literatiirde sik¢a rastlanmaktadir [144, 145].
Sahip oldugu iistiin 6zellikler sebebiyle HPBCD iizerindeki arastirtmalar yogunlasmustir.
Bu yapiya olan ilginin temel sebebi biyolojik bir iiriin olmas1 ve inkliizyon kompleksi
olusturabilmeleridir. 1lgili literatiir incelendiginde, suda serbest halde bulunan
siklodekstrin ve tiirevlerinin, inkliizyon kompleksi olusturabilme kapasiteleri sayesinde,
biyomolekiil salim1 veya istenmeyen molekiilleri hapsedebilme 6zellikleri iizerine olan
caligmalar son yillarda olduk¢a yogun olarak slirmektedir. Bunun yani sira
etilenglikoldiglisidileter (EGDE) [117] veya biitantetrakarboksilik asit (BTCA) [146] gibi
capraz baglayici ajanlarin kullanilmasi ile olusturulan HPBCD temelli hidrojellerin
sentezi sayesinde, suda c¢Oziinmeyen kararli yapilarin bahsi gecen uygulamalarda
kullanilmasi saglanmistir. Bu yaklasim, kemik doku miihendisligi uygulamalarinda doku
rejenerasyonu i¢in gerekli olan silire boyunca fiziksel kararlilifini koruyabilen ve
kontrollii biyosinyal salimimi gergeklestirebilen sistemlerin iiretimini miimkiin
kilmaktadir. Ayrica HPBCD kullanim1 ¢6ziiniirliigii diisiik olan ilaglarin ¢oziiniirligiini

artirmasindan dolay1 yiiksek biyoyararlanim, nantoksik 6zellik, artan raf dmrii, daha az
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yan etki gibi avantajlara da sahiptir [147]. Thi ve arkadaslari mikro gozenekli
hidroksiapatit doku iskelelerini HPBCD ile fonksiyonellestirerek ¢oziiniirliigii diisiik olan
iki farkli antibiyotik ile salim calismalar1 gergeklestirmistir [144]. Ayrica HA kaph
titanyum ve Co-Cr materyallerinin gesitli siklodekstrin tiirevleriyle kaplanarak antibiyotik
salimi i¢in kullanildigi ¢alismalar da bulunmaktadir [148, 149]. Nitekim, Taha ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada plazma sprey yontemi ile HA kaplanmig titanyum
yiizeyler siklodekstrin ve birkag¢ tiirevi ile modifiye edilmis ve bir antibiyotik ile
inklizyon kompleksi yapmalar1 saglanarak antibakteriyel c¢alismalardaki etkinligi
incelenmistir [150]. Bununla birlikte, biyomimetik yontem ile HA kaplanan titanyum
tizerinde HPBCD ile kemik rejenerasyonunu arttiracak 6zellikte bir biyosinyal saliminin
hedeflendigi, osseointegrasyonun arttirilmasina yonelik tasarlanmis kompozit sisteme
literatiirde rastlanmamustir. Bu kapsamda Ti/HA kompozit sistemler iizerine HPBCD'den
olugsan bir tasiyici tabaka olusturulmasi amaclanmistir. Yapilan deneysel c¢alismalar

sonrast elde edilen analiz sonuglart asagida detaylica anlatilmaktadir.
4.2.2.1. invert mikroskop ile goriintiileme

Tez kapsaminda yapilan deneysel ¢alismalarda HPBCD'nin ¢apraz baglanma reaksiyonu
BTCA ile termal muamele sonrasi gergeklestirilmistir. Isil islem uygulanmadan Once
Ti/HA yiizeyler iizerine damlatilan ¢dzeltinin pH'min 1 oldugu tespit edilmistir. Ilgili
literatiir incelendiginde, Lui ve ark pH: 6, 9 ve 14 degerlerinde HA yapilarin1 ve
yogunluklarini inceledikleri ¢alismalarinda pH diistiikce HA yogunlugunun azaldigimi
SEM goriintiileriyle gostermislerdir [151]. Ayrica Clark ve Zhang'in bir seri pH
degerleriyle (2-8) HA'nmin ¢oziiniirliigiinii inceledikleri ¢alismalarinda asir1 bazik ve asiri

asidik sartlarda HA'nin ¢6ziiniirligiiniin arttigini ifade etmislerdir [152]

Titanyum yiizeyine kaplanan HA ile HPBCD/BTCA ¢ozeltisi arasindaki iliskinin tespiti
icin farkli pH degerlerine sahip HPBCD c¢ozeltilerinin igerisine HA partikiilleri esit
miktarda ilave edilerek invert mikroskop ile incelenmistir. Sekil 4.18'de 10M NaOH ile
farkli pH degerlerinde hazirlanan HPBCD/BTCA c¢ozeltisine ait mikroskop goriintiileri

verilmistir.
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Sekil 4.18. Farkli pH degerlerine sahip distile su ve HPBCD ¢dzeltilerinin igerisindeki HA
partikiillerin invert mikroskop gorintiileri, distile su (pH:7) (a) x10, (b) x40; distile su
(pH:1) (c) x10, (d) x40; HPBCD ¢ozeltisi (pH:1) (e) x10, (f) x40; HPBCD ¢ozeltisi (pH:2)
(9) x10, (h) x40; HPBCD ¢ozeltisi (pH:4) (i) x10, (j) x40; HPBCD ¢ozeltisi (pH:6) (k)
x10, (1) x40.

Hem pH:1 hem de pH:7 degerinde distile su igerisine ilave edildikten sonra yiizeye
homojen bi¢cimde yayillan HA partikiillerine ait goriintii referans alinarak farkli pH
degerindeki HA partikiillerinin goriintiileri karsilastirilmistir. pH:1'deki polimer ¢ozeltisi
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icinde bulunan HA partikiillerinin pH'in etkisine bagli olarak neredeyse tamamen
¢oziindiigii goriilmektedir. Artan pH ile birlikte HA partikiillerinin yogunlugunun da arttig1
gozlemlenmektedir. Distile su igerisindeki yogun HA partikiillerine pH:4 ve pH:6
degerlerinde rastlanmustir. Literatiirdeki bu bilgiler 1s18inda pH etkisinin, tasarlanan sistem
tizerideki olast sonuglarint  gérmek amaciyla tez c¢alismasmmin bundan sonraki
basamaklarinda pH:1 ve pH:4'teki HPBCD polimer c¢ozeltilerinin kullanilmasi karari

alinmustir.
4.2.2.2. ATR-FTIR analizi

Bolim 3.3.2.'de anlatilan yontem ile hazirlanan capraz baglanmis HPBCD membranlarin
kimyasal yapisinin incelenmesi i¢cin ATR-FTIR analizi gergeklestirilmistir. Sekil 4.19'de
pH:1 ve pH:4'deki ¢apraz baglanmis HPBCD'nin ve bu ¢dzeltilerin HA igeren hallerinin

polimerizasyon islemi sonrasindaki FTIR spektrumlar1 verilmektedir.
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Sekil 4.19. a) HPBCD (pH:1), b) HPRCD (pH:4), ¢) HPBCD/HA (pH:1), d) HPBCD/HA
(pH:4) karisimlarina ait FTIR spektrumlari.

ATR-FTIR spektrumlari incelendiginde saf HPBCD 3333 cm™de gozlenen pik, yapida
bolca bulunan -OH baglarina isaret etmektedir. 2930-2970 cm™de -C-H vibrasyon pikine,
1647, 1331, 1150, 1080 cm™de ise -C-C-H, -C-O-C ve H-C-H baglarma ait piklere
rastlanmustir. Ayrica 946 cm™'de gdzlenen pik siklodekstrinin a-1,4 baglarina ait spesifik

bir piktir.
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Iki farkli pH degerinde (pH:1 ve pH:4) BTCA ile capraz baglanmis HPRCD'nin FTIR
piklerine bakildiginda 1000 cm™ ve 1700 cm™'de gozlenen pikler disinda kalan diger pikler
arasi benzerlik dikkat ¢cekmektedir. 1575 cm™*ve 1080 cm™ goriilen kapanmamis -C-H, -C-
O ve -C-C baglarma ait piklere bakildiginda, ¢apraz baglanma derecesinin pH degeri
arttikca azaldigi tespit edilmistir. Ayrica HA igeren pH:1 ve pH:4 degerlerindeki ¢apraz
bagli HPBCD'nin FTIR piklerinde anlamli bir farkliligin goriillmemesi, HA'In yapiya
kimyasal baglarla degil fiziksel baglarla katildiginin ispatidir. Her iki pH degerine sahip
yapilarin su, etanol ve aseton igerisine atildiginda higbir sekilde ¢éziinmemesi baglanma

dereceleri farkli olsa dahi yapilarin basarili bir sekilde ¢apraz baglandiginin gostergesidir.
4.2.2.3. Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

Titanyum plakalar iizerine olusturulan suda c¢oziinmez, capraz baglanmis HPBCD

membranlara ait ¢esitli SEM goriintiileri Sekil 4.20'de verilmistir.

Sekil 4.20. Suda ¢oziinmez, ¢apraz baglanmis HPBCD membranlara ait SEM goriintiileri
(a) x1.00 K, (b) x2.50 K, (b) x5.00 K, (a) x10.00 K.
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Bazik oksidasyon ve anodik oksidasyon islemleri sonrasinda HA kapl yiizeylere farkli pH
degerlerinde damlatilarak olusturulan capraz bagli HPBCD'nin ylizeyi tamamen ve
homojen bigimde kapladigi goriilmektedir. Her iki pH degerinde de ayni morfolojinin
gozlemlendigi membranlarin ylizeyi incelendiginde, membranin neredeyse tamaminda
Sekil 20.b'de goriilen yaprakeiklar halinde yiizeyde kiimelendigi goriilmektedir. Ayrica bu
membranin yiizeyi bir tabaka halinde kaplamadigi, yer yer HA partikiillerinin varligt SEM
gorlntiilerinden goriilmektedir. HPBCD membranin ylizeyinde 1s1l isleme ve vakuma bagl
olarak catlak olusumu ve Sekil 20d'de goriilen gozenekli yapr dikkat ¢ekmektedir. Su

igerisine daldirilan membranin yapisinda herhangi bir degisim gézlenmemistir.

Ayrica Bolim 3.3.5'de anlatildigi gibi suda ¢ozinilir, ¢apraz baglanmamis
HPBCD/Melatonin inkliizyon kompleksi igeren ¢ozeltinin Ti/HA yiizeylere bir tabaka
halinde olusturuldugu sisteme ait ¢esitli SEM goriintiileri Sekil 4.21'de verilmistir.

Sekil 4.21. Suda ¢6ziiniir, ¢apraz baglanmamis HPBCD/Melatonin inkliizyon kompleksi
iceren membranlara ait SEM goriintileri (a) x1.00 K, (b) x2.50 K, (c) x5.00 K,
(d) x10.00 K.
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Hidroksiapatit kapli yiizeyler iizerine damlatilarak olusturulmus Suda ¢oziiniir, capraz
baglanmamis HPBCD/Melatonin inkliizyon kompleksi iceren membranin yilizeyi homojen
bir bicimde kapladig1 goriilmektedir. Kaplama esnasinda damlat/kurut islemleri sonucu

yapisindaki suyu kaybetmesi sebebiyle polimer ylizeyinde ¢atlamalar meydana gelmistir.

Bazik ve anodik oksidasyon ile oksitlendirilmis Ti/HA yiizeyler iizerine olusturulan bu
yapimnin 5 dk ve 10 dk boyunca durgun suda bekletildikten sonraki SEM goriintiileri Sekil
4.22'de verilmistir.

Sekil 4.22. Ti /g /HA iizerine kaplanan suda ¢oziiniir HPBCD/Melatonin kaplamanin 5 dk
suda bekletilen yiizeyine (a) x1.00 K, (b) x10.00 K; Ti,/a /HA iizerine kaplanan suda
¢oziiniir HPBCD/Melatonin kaplamanin 5 dk suda bekletilen yiizeyine (¢) x1.00 K, (d)
x10.00 K; Ti /g /HA {izerine kaplanan suda ¢oziiniir HPBCD/Melatonin kaplamanin 10 dk
suda bekletilen yiizeyine (e) x1.00 K, (f) x10.00 K; Ti/a/HA iizerine kaplanan suda
¢oziiniir HPBCD/Melatonin kaplamanin 10 dk suda bekletilen yiizeyine (g) x1.00 K, (h)
x10.00 K ait SEM goriintiileri.

Sekil 4.22 incelendiginde serbest haldeki HPBCD'nin melatonin ile kompleks

olusturmasindan sonra elde edilen sulu ¢dzeltisinin yiizeye herhangi bir ¢apraz baglama
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ajant kullanilmadan dogrudan tabaka halinde kaplanmasindan dolay1 yapinin su igerisine
girdiginde ¢Ozilinerek uzaklastigi goriilmektedir. Ayrica bu uzaklasma esnasinda ylizeye
tutunan HA'nin yogunlugunda da azalmaya rastlanmistir. Bunun nedeninin pargalar
halinde kopan melatonin tabakasinin alt kisimdaki HA'lar1 mekanik olarak
uzaklastirmasindan kaynaklandigr disiiniilmektedir. Su ile temas siiresi arttik¢a
¢ozinlrligin arttigi gézlenmistir. Bes dk su igerisinde tutulan yiizeyin alt kisimlarinda
kaplanan polimer tabakanin varligina rastlanirken 10 dk suda beklemis yiizeylerde bu
tabakanin neredeyse tamamen uzaklastigi goriilmektedir. Bu durum her iki oksidasyon

yontemi sonrasi i¢in ayni sonucu gostermistir.
4.2.2.4. Termogravimetrik-differensiyal termal analiz (TGA)

Iki farkli pH degerindeki (pH:1 ve pH:4) HPBCD polimerinin termal o&zellikleri
belirlenmesi amaci ile yapilan TGA analizinden elde edilen termogramlar Sekil 4.23'de ve

termal 6zelliklerine ait sayisal veriler Cizelge 4.14'de verilmistir.
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504

(©)
(b)

(@)

40+

% Agirlik

301
20+

104
0

100 200 300 400 500 600
Sicaklik (°C)
Sekil 4.23. a) Saf HPBCD, b) pH:4'deki ve ¢) pH:1 HPBCD'e ait TGA egrileri

Cizelge 4.14. Saf HPBCD, pH:1 ve pH:4'deki HPBCD'e ait TGA egrilerinde elde edilen

sayisal degerler.

Saf HPBCD HPBCD (pH:1) HPBCD (pH:4)

Baslangi¢c bozunma sicakhg (°C) 255 202 220
Maksimum bozunma sicakhg (°C) 520 405 430
Bozunma sicakhg (°C) 349 311 341
Kalint1 miktar1 (%) 10 40 40
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Sekil 4.23'de goriildiigii ve Cizelge 4.14'de belirtildigi tizere saf HPBCD'nin termal
bozunmas1 349°C'de gerceklesmektedir. Tek asamali bozunmanin gerceklestigi bu
termogramda malzemenin kararli oldugu sicaklik araligi 250°C ile 520°C olarak tespit

edilmistir.

Tez kapsaminda BTCA ile gergeklestirilen ¢apraz baglanmanin muhtemel reaksiyonu Sekil

4.24'de gosterilmistir.
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Sekil 4.24. HPBCD ile BTCA'nin muhtemel ¢apraz baglanma reaksiyonu [144].

pH:1'de c¢apraz baglanmasi gerceklestirilen HPBCD'nin termograminda bozunma
sicakhiginin 311°C'ye kadar diistiigii gdzlenmistir. Coklu bozunmanin gergeklestigi bu
termogramda ara tiriinlerin varhigi goriilmektedir. Artan termal kararsizlik nedeniyle diisiik
sicakliklarda bozunmanin gerceklestigi tespit edilmistir. Capraz baglanma sonrasi termal
karakterdeki bu diislisiin nedeninin Sekil 4.24' de gosterilen ¢apraz baglanma reaksiyonun
yani sira diisiik pH degerinin glikoz birimleri arasindaki glikozidik baglar1 kirmasindan
kaynaklanan termal kararsizligin artmasina bagli oldugu distiniillmektedir. pH'in 4
yiikselmesiyle termal bozunma sicakhiginin 341°C'e ¢ikmasi bu teoriyi dogrulamaktadir.

Ayrica azalan pH degeriyle birlikte yapinin kristalinitesinin arttig1 sdylenebilir. Artan pH
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degeriyle birlikte termal 6zelliklerin saf HPBCD'ne benzerlik gostermesi kristalinitenin ve

termal kararsizligin azaldiginin géstergesidir.

4.2.3. Hidroksipropil-p-siklodekstrin/Melatonin inkliizyon kompleksinin

olusturulmasi ve karakterizasyonu

Viicutta birgok gorevi oldugu aydinlatilan melatoninin kemik metabolizmasina olan etkisi
tizerinde calismalar halen devam etmektedir. Melatonin dongiisiiniin engellenmesi sonucu
serum kalsiyum konsantrasyonunun diistiigli, melatonin uygulamasinin ise bu degerleri
artirdif1 goriilmiistiir. Ilgili literatiirde melatonin ve siklodekstrinin bir arada bulundugu
bir¢ok calismaya rastlanmaktadir. Melatoninin UV 1sinlarina maruz kaldiginda bozunmasi
ve sudaki ¢Oziiniirligiiniin sinirli olmasi gibi sorunlarinin asilmasinda siklodekstrinler
yaygin olarak kullanmaktadir. Bongiorno ve ark., melatonin ve CD gesitlerinin arasinda
olusturulan inkliizyon kompleksi ile melatoninin sudaki ¢oziiniirlik davraniglarim
inceledikleri ¢alismalarinda tim CD gesitlerinin melatonin ile 1:1 sitokiyometride
kompleks olusturdugunu ve sudaki melatonin ¢oziiniirliigiiniin fCD>aCD>yCD olarak
siralandigini tespit etmislerdir [153]. Babu ve ark. melatonin ile HPBCD ve RMBCD
(rastgele modifiye edilmis metilen BCD) arasinda olusturulan inkliizyon kompleksi
sayesinde melatoninin nazal gegirgenliginin arttigin1 belirtmislerdir [154]. Bu kapsamda
osseointegrasyonda olumlu etkileri bilinen melatonin hormonunun Ti/HA iizerine
olusturulmus HPBCD tasiyic1 sistemler iizerine yiiklenerek ¢oziiniirlilk artisiyla birlikte

kontrollii saliminin saglanarak osseointegrasyon potansiyelinin arttiritlmasi hedeflenmistir.
4.2.3.1. ATR-FTIR analizi

Bolim 3.3.3'de anlatilan yontemler ile olusturulan ¢apraz bagli HPBCD polimeri ile serbest
haldeki HPBCD'nin melatonin ile yaptig1 inkliizyon kompleksinin yapisinin aydinlatilmasi
amaciyla ATR-FTIR analizleri gerceklestirilmistir. Sekil 4.25'de saf HPBCD, saf
melatonin, iki farkli pH (pH:1 ve pH:4) degerlerinde gapraz baglanmig HPBCD ile farkli
¢oziiciilerde ¢oziilmiis melatonin arasinda gergeklestirilen iki farkli ylikleme islemi sonrasi

olusturulan inkliizyon komplekslerine ait FTIR spektrumlari sunulmustur.

98



(h)
(9)

(f)
(e)

(d)
(c)

(b)
(a)

‘3500  se00 2800 2000 1500 1000

Dalga boyu (cm™)

Sekil 4.25. a) Saf HPBPCD'nin, b) saf melatonin, c) pH:l'deki ve d) pH:4'deki
HPBCD/Melatonin fiziksel karigiminin, suda ¢6ziilmiis melatonin ile e) pH:1'deki ve f)
pH:4'deki ¢apraz bagli HPBCD'nin kompleks yapmis halinin, su/etanol Kkarisiminda
¢ozlilmiis melatonin ile g) pH:1'deki ve h) pH:4'deki ¢apraz bagli HPBCD'nin kompleks
yapmis halinin FTIR spektrumlari.

Hidroksipropil-BCD ve melatonine ait spesifik pikler Sekil 4.25.a ve 4.25.b'de
goriilmektedir. Sekil 4.25.c ve 4.25.d'de pH:1 ve pH:4'deki HPBCD/Melatoninin fiziksel
karisimi verilmistir. Her iki pH degerinin fiziksel karigimlarin ait FTIR spektrumuna
bakildiginda agirlikli olarak melatonin pikinin baskin oldugu ve iki molekiil arasinda FTIR

pikinde tespit edilecek kadar kuvvetli bir etkilesimin gergeklesmedigi goriilmektedir.

Ayrica Sekil 4.25.e ve 4.25.f'de goriilen suda ¢o6ziilmiis melatonin ve pH:1 ve pH:4'deki
capraz bagli HPBCD'in komplekslerine ait FTIR spektrumlart ile fiziksel karigimlarda
goriilen spektrumlar arasinda anlamli bir farklilik goriilmemektedir. Ancak su/etanol
karisimi igerisinde ¢oziilen melatonin ile pH:1 ve pH:4'deki HPBCD komplekslerine ait
spektrumlarda 1556 cm™ ve 1216 cm™de goriilen pikin yogunlugundaki ve siddetindeki
azalma iki yap1 arasindaki inkliizyon kompleksi olusumuna isaret etmektedir. Ayrica
3000-3600 cm™ araligindaki melatonine ait -OH pikinin genislemesi melatonin ve HPBCD

molekiillerinin -OH gruplarinin etkilesimini gostermektedir.
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4.2.3.2. In vitro sahm cahsmalar

Melatonin tastyict Ti/HA/HPBCD kompozit sistemlerin viicut igerisindeki kullanim
potansiyelinin anlasilmasi amaciyla PBS (37°C, pH=7.4) igerisinde salim calismalar
gergeklestirilmistir. UV-Vis spektrofotometrede yapilan analizler sonucu elde edilen salim
miktarlarindan kiimiilatif salim degerleri hesaplanmis ve salinan melatonin miktari
kiimiilatif salim miktar1 (mg/cm® Ti) olarak grafige gegirilmistir. Melatoninin PBS
igerisindeki kalibrasyon grafigi EK.1’de verilmistir. Sekil 4.26'de melatonin tasiyici
Ti/HA/HPBCD kompozit sistemlerden salinan melatonin miktariin ilk 20 giiniine ait salim

egrileri verilmistir.

Sekil 4.26°de 1em?lik Ti plakalarin lizerine pH:1 ve 4'deki ¢apraz baglanmis membranlara
yiiklenen melatonin i¢in 20 gilinliik kiimiilatif salim miktarlari mg olarak verilmistir.
Hazirlanan Ti/HA/HPBCD kompozit tasiyici sistemlerden melatonin salimi, 20 giiniin

sonunda yaklasik yiiklenen melatonin miktarinin %60—%80'i oraninda tamamlanmustir.

Salim profillerine bakildiginda pipetleme ve daldirma yontemleriyle gergeklestirilen
yiikleme ¢aligmalar1 sonucunda pipetleme tekniginin daha yiiksek salim degerleri verdigi
goriilmektedir. Bunun nedeninin pipetleme esnasinda ylizeye emdirilen melatoninin i¢
kisimlarina kadar difiizlenmeyip membran yiizeyinde tutulmasindan ve yikama basamagi
uygulanmamasindan dolayr salim ortamina dogrudan verilmesinden kaynaklandigi
sOylenebilir. Bununla birlikte daldirma yonteminde melatonin, yapiya biyik olgiide

membran ile inkliizyon kompleksi olusturarak katilmstir.

Melatoninin sadece suda ¢Oziilmesiyle olusturulan HPBCD/Melatonin inkliizyon
kompleksinin pH:1 ve pH:4'deki kiimiilatif salim olarak degerlendirildiginde birbirine ¢ok
yakin degerlerdedir. Fakat su/etanol karisimi igerisinde ¢oziilen melatoninin HPBCD ile
yapmis olduklar1 inkliizyon kompleksine ait salim profilinde pH:4'de salimin daha yiiksek
degerlerde oldugu bulunmustur. Artan pH degeriyle birlikte ¢apraz baglanma derecesinin
azalmasindan dolay1 sisteme yliklenen melatoninin HPBCD molekiilleri arasindan gegisinin

kolaylastig1 ve ortama daha fazla salindig1 s6ylenebilir.
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Sekil 4.26. Capraz bagli HPBCD/Melatonin kompozit sistemlerin 20 giinliik salim egrileri.
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Sekil 4.27. Capraz bagli HPBCD/Melatonin kompozit sistemlerin 20 giinliik salim egrileri.
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Her iki yiikleme tekniginde de su/etanol karisiminin ani salim ve toplam salimda suya
oranla daha yiikksek salim degerleri verdigi tespit edilmistir. Bunun nedeni Bdliim
4.2.3.1'de verilmis olan FTIR analizi sonuglarindan da goriildiigii gibi su/etanol karisimi
igerisinde ¢Oziilen melatoninin HPBCD ile inkliizyon kompleksi olusturmasi sayesinde

¢ozlinlirliiglinlin artmasidir.

Ti/HA/HPBCD tasiyict sistemlerden melatonin salimimin ilk 24 saatlik diliminde yapidaki
melatonin yaklasik %50 sini ani olarak saldigi goézlemlenmektedir. Sekil 4.27'de ilk 24

saatlik salim verilerine ait grafik verilmistir.

Sekil 4.27'de goriildiigii gibi HPBCD membranlardan melatonin salimi ¢ok hizli bir
bicimde gerceklesmektedir. Bunun nedeninin olduk¢a ince bir kalinlikta olan HPBCD
membran tiizerine yiiklenen asir1 melatoninin salim ortamina bir anda verilmesinden
kaynakladigi ve ilk 5 saat sonrasinda geri kalan az miktardaki melatoninin saliminin ise

difiizyonla gergeklesmesinden kaynaklandigi diisiniilmektedir.

Sonug olarak olusturulan kompozit sistem ilk baslarda ani sonrasinda ise kontrollii ve
uzatilmig bir salim profili sergilemektedir. Taha ve ark. Ti ylizeyini HA ile kapladiktan
sonra BCD, HPBCD, ve MeBfCD'ni yiizeye capraz baglayarak bir tabaka halinde yiizey
kaplamasi olusturmuslardir. Hazirlanan Ti/HA/CD disklerin toluidine blue O (TBO) ile
inkliizyon kompleksi yapmasinmi saglayarak kontrollii bir salim profili elde etmisler, bu
sayede Ti ylizeyinde olusturulan bu ¢ok katmanli sistem ile siklodekstrinlerin implant
malzemelerinde yilizey modifikasyon yontemi olarak kullanilabilecegini gostermislerdir
[118]. Ayrica grubun yaptigi diger bir ¢calismada ayni yontemle hazirladiklar1 Ti/HA/CD
kompozit sistemdeki CD ile antibiyotik ajanlardan rifampicin ve tobramycin ile inkliizyon
kompleksi yapmasi saglanmis, ¢aligmanin sonunda antibakteriyel amagl kullanilabilecek,
geciktirilmis ve uzatilmig salim profili sergileyen implant malzemeleri elde edildigini
belirtmislerdir [119]. Bu durum tez kapsaminda olusturulan Ti/HA/HPBCD/Melatonin
kompozit sistemlerin kontrolli ve uzatilmig salim profilini desteklemektedir. Tez
kapsaminda gergeklestirilen in vitro salim degerleri ilgili literatiirii ile karsilastirildiginda

benzerlik gostermektedir.

Capraz bagli polimer membranlara alternatif olarak olusturulan ve Ti yiizeyine kaplanan
HPBCD/Melatonin inkliizyon kompleksine ait 15 giinliik salim profilleri Sekil 4.28'da

verilmistir.
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Sekil 4.28. Serbest HPBCD/Melatonin kompozit sistemlerin 15 giinliik salim egrileri.

Bu c¢alismada c¢apraz baglanmamis, suda ¢oziinen HPBCD/Melatonin kompleksi
(Tiys/HAHPBCD/Melatonin) ile ¢apraz baglandiktan sonra melatonin ile kompleks
yaptirtlan HPBCD (Tiyzs/HA/HPBCD4/Melatonin) membran sistemlerin salim davranislari
arasindaki farkliliklarin tespit edilmesi amag¢lanmistir. Bu kapsamda elde edilen veriler
incelendiginde ¢apraz baglanmamis HPBCD/Melatonin tabakanin saliminin neredeyse
tamaminin ilk giin gergeklestigi goriilmektedir. Bazik ve anodik oksidasyonlarla
oksitlendirildikten sonra HA kaplanan ve yiizeyine c¢apraz baglanma olmamaksizin
HPBCD/Melatonin tabakasit olusturulan yiizeyler karsilagtirildiginda bazik olarak
oksitlendirilmis ylizeyden daha fazla salim ger¢eklesmesine ragmen aralarinda anlamli bir
farklilikk  bulunmamistir.  Melatonin  ile yiliklenmis ¢apraz baglanan HPBCD
(Tiys/HA/HPBCD4/Melatonin) membranlardan elde edilen salim egrisi incelendiginde
daha once elde edilen salim profiline olduk¢a benzer bir egri elde edilmistir. Bu durum

tasarlanan sistemin tekrarlanabilirliginin var oldugunun gostermektedir.

Ani salimin gerceklestigi bu sistemdeki olas1 degisikliklerin daha iyi anlasilmasi igin

salimin ilk 24 saatine ait egriler Sekil 4.29'da verilmistir.
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Sekil 4.29. Serbest HPBCD/Melatonin kompozit sistemlerin 24 saatlik salim egrileri

Sekil 4.29  incelendiginde  Tiya/HA/HPBCD/Melatonin =~ kompozit  sistem  ile
Tiyg/HA/HPBCD/Melatonin sistemin salim ¢alismasinin ilk saatlerinde neredeyse
tamaminin ortama salindigi goriilmektedir. Oysa capraz baglanmis kompozit sistemde

salim geciktirilmistir.
4.3. Uciincii Boliim

Bu boliimde istenilen amaca uygun Ti/HA/HPBCD/Melatonin kompozit tastyict sistemin
uygunluguna yonelik in vitro bulgular elde etmek amaciyla hiicre kiiltiir ¢aligmalar

gerceklestirilmistir.
4.3.1. On hiicre kiiltiir cahsmalari

Ana hiicre kiiltiir ¢alismalarinda Ti/HA/HPBCD/Melatonin kompozit tasiyici sistemler
lizerine uygulanacak hiicre kiiltiir kosullarinin tespiti i¢in 6n hiicre kiiltiir caligmalar

gerceklestirilmistir.
4.3.1.1. On hiicre kiiltiirii MTT Analizi

Asagida belirtilen gruplar {izerine ekilen hiicrelerin plakalardaki iiremesi, MTT testi
kullanilarak incelenmis ve karsilagtirmalar yapilmistir. Plakalarin yilizeylerinde 8 giinliik
inkiibasyon periyodunda g¢ogalmasi saglanan MC3T3-E1 hiicrelerinin 1., 3., 5. ve 8.
giinlerdeki MTT analiz sonuglar1 Sekil 4.30°da verilmistir.
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Incelenen Ti plakalar;

1) TCPS,

1) Zimparalanmis Ti plaka (Tiy),

2) Bazik oksidasyon sonras1t HA ile kaplanmis Ti plakalar (Tizs/HA),

3) Bazik oksidasyon sonrasi membran halinde olusturulmus HPBCD (pH:4) ile kaph
Ti/HA plakalar (Tiys/HA/HPBCD,),

4) Sadece etanol ile sterillenmis melatonin yiikli Tizs/HA/HPBCD, plakalar,

5) Etanol/UYV ile sterillenmis melatonin yiikli Tiys/HA/HPBCD4 plakalardir.
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Sekil 4.30. TCPS, Tiy, Tiyg/HA Ti, Tiyg/HA/HPBCDy, Tiys/HA/HPBCD4/Melatonin (UV),
Tiyg/HA/HPBCDy/Melatonin - (UV-EtOH) plakalar iizerinde ¢ogalan MC3T3-El
hiicrelerine ait MTT grafigi. Istatistiksel anlam farklihg, n=3, * p<0.05, ** p<0.01,
*** n<0.001.

Gergeklestirilen ©On hiicre kiiltlir ¢aligmalarinda titanyum yiizeyinde olusturulan
HA/HPBCD/Melatonin kompozit sistemin hiicre yapigsmasina ve canliligina olan etkilerinin
incelenmesi amaglanmistir. Ayrica melatonin yiikli orneklerde iki farkli sterilizasyon
yaklasimi uygulanarak, hiicre ekimi Oncesi malzemelere yiiklenen melatoninin

aktivitesinin ve varliginin korunmasi iizerine ¢aligmalar yapilmistir.
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MTT sonuglart incelendiginde, hiicre ekiminden bir giin sonra gruplarin absorbans
degerlerinin diisiik ve birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Caligmanin 1.glinlindeki hiicre
canliligina bakildiginda HA kapli yilizeydeki (Tiyg/HA) canliligin zimparalanan Ti
yiizeylerine (Ti,) oranla istatistiksel olarak anlamli derecede (p<0.05) yiiksek oldugu

gorilmiistiir.

Kiiltiirtin 3. giinline ait absorbans degerleri incelendiginde en yiiksek absorbansa TCPS
grubunda rastlanmistir. Bununla birlikte Ti bazli modifiye yiizeyler arasinda anlamli bir
farklilik elde edilmemistir. Sadece Tiyg/HA kapli yiizeyin UV ile sterillenmis
Tiys/HA/HPBCD4/Melatonin kapli yiizeye gore anlamli derecede (p<0.05) yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Ucgiincii giinde elde edilen absorbans degerlerinin diisiik olmas1 (<0.10)

bulgularin degerlendirilmesini zorlagtirtlmistir.

Kiiltiirin 5. giniinde HPBCD kapli Ti plakalar (Tiys/HA/HPBCDy,) harig tiim yiizeylerdeki
hiicre canliliginin kiiltiiriin 3. giiniindeki hiicre canliligina benzerlik gosterdigi sdylenebilir.
Tiys/HA/HPBCD, plakalarin hiicre canliliginda 3. giine oranla %50 bir diisiis saptanmustir.
Kiiltiiriin 8. giinline gelindiginde hiicre canliliginin tiim gruplarda arttifi goriilmektedir.
Tiyg/HAM istatistiksel agidan Tiyg ve melatonin igeren diger guruplar arasinda 6nemli
derecede (p<0.01) yiiksek hiicre canlilig1 gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica melatonin
yiiklii HPBCD kapli Ti yiizeyleri tizerindeki hiicre canliliginin artmasi dikkat ¢ekerken, bu

artigin diger gruplara oranla istenilen seviyede olmadig tespit edilmistir.

Genel olarak elde edilen hiicre canlilig1 verilerine bakildiginda Ti bazli modifiye yiizeyler
tizerine ekilen hiicrelerin Ti; ve Tiys/HA kapli yiizeye, kiiltiiriin erken donemlerinde diger
gruplara gore daha fazla tutundugu ve ¢ogaldig1 goriilmektedir. Knabe ve ark. Ti plakalarla
yaptiklari ¢aligmada HA kaplanan Ti yiizeylerin hiicre tutunmasini ve ¢ogalmasini daha iyi
destekledigini belirtmislerdir. Bunun nedeninin HA kaplamadan salinan iyonlarin hiicreyi
olumlu yonde etkilemesi oldugunu ifade etmislerdir [155]. Ayrica Vercaigne ve ark.
yaptiklart ¢alismada Ti implantlarin yilizeyinde piiriizliilik olusturmak i¢in plazma sprey
kaplama (Plazma-Spray Coating, TPS) yontemini kullanmis ve yine ayni yontem ile Ti
yiizeyinin HA ile kaplanmasii saglamistir. Kegilerde yiiriitiilen in vivo calismalarda,
HA’nin kimyasal etkisinin kemik biiyiimesini arttirdigini ve bu etkinin yiizey piirtizIiligi
etkisinden daha fazla oldugunu gorilmiistir [156]. Bu nedenle 6n hiicre g¢alismalar
kapsamima HA kaplanmis ylizeylerdeki hiicre canliliginin yiliksek olmasi literatiirdeki

verilerle uyumludur.
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Piiriizlii ylizeyler, yiizeye bagimli hiicreler icin daha fazla tutunma noktas: saglamaktadir.
Ayrica artan ylizey alanmi hiicre yapigsmasi Oncesi yiizeye tutunan serum proteinlerinin
artmasina neden olarak hiicre yapismasini desteklemektedir. Tez ¢alismasinda kullanilan
Zimparalanmis ve HA ile kaplanmis Ti ylizeylerin piiriizlii olmasinin da hiicre yapismasini
destekledigi disiiniilmiistiir. HPBCD kapli yiizeylerin de Sekil 4.18'de goriildiigii gibi
yiizeyleri oldukea piiriizliidiir. Buna ragmen MTT sonuglarina bakildiginda bu yiizeylerin
hiicre tutunmasini desteklemedigi goriilmiistiir. Bunun nedeninin ylizeyin fiziksel
Ozelliklerinden ¢ok kimyasal igeriginden oldugu diisiilmektedir. Hidrofilik yiizeyler hiicre
yapismas1 Oncesi serum proteinlerinin malzeme yiizeyine tutunmasinda yardimer olur. Bu
da hidrofilik yiizeylere hiicre tutunmasimni ve c¢ogalmasini kolaylastirir. Fakat asiri
hidrofilik ylizeyler su molekiilleriyle etkilesim igine girer ve ylizeyde bir hidrasyon
tabakasi olusturur. Yiizey tizerinde osmotik bir itme kuvveti uygulayarak proteinlerin
yiizeye tutunmasini engeller [157]. HPBCD'nin molekiiler yapisindaki -OH baglarinin
yapiya hidrofilik 6zellik kazandirdigi goriilmektedir. Ayrica BTCA ile ¢apraz baglanma
reaksiyonu sonrasi yapiya katilan fazladan -COOH baglart yapinin hidrofilisitesini
arttirmaktadir. Bu nedenle asir1 hidrofilik hale gelen ¢apraz baglanmis HPBCD yiizeyi

hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasini engelledigi diisiiniilmektedir.

Ayrica ylizeye yukarida bahsedilen nedenden dolayr hiicrelerin yiizeye tutunamayip
¢ogalamamasi arastirma konusu olan igin sterilizasyon yonteminin etkisinin net olarak

anlagilmasini engellemistir.
4.3.2. Ana hiicre kiiltiir calismalar

On hiicre kiiltiir ¢alismalarinda ¢apraz bagli HPBCD yiizeyler iizerine hiicre yapigmasi
saglanamadiginda dolay1 kemik ara ylizeyinde melatonin HPBCD kompleksinin etkisinin
arttirtlabilmesi i¢in HPBCD/Melatonin kompleksinin HA kaplhi Ti yiizeylere capraz

baglanma gergeklestirilmeden eklenmesine karar verilmistir.

On hiicre kiiltiir galismalarindan elde edilen veriler 1s131nda asagida belirtilen gruplar
tizerine ekilen hiicrelerin, hiicre canliligt MTT testi ile incelenmis ve karsilastirmalar
yapilmustir. Ayrica hiicre morfolojilerinin incelenmesi amaciyla kiiltiiriin 7., 14. ve 21.

giinlerinde SEM analizi yapilmigstir.
Incelenen Ti plakalar,
1) Zimparalanmig Ti plakalar (Tiz),

2) Bazik oksidasyon sonrast HA ile kapli Ti plakalar (Tizs/HA),
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3) Bazik oksidasyon sonras1 HA ile kapli Ti plakalar {izerine ¢apraz baglayici bir ajan
kullanmadan membran halinde olusturulan ve melatonin ile inkliizyon kompleksi yapmis

HPBCD kapl1 plakalar (Tizs/HA/HPBCD/Melatonin),

4) Bazik oksidasyon sonrasi HA ile kapli Ti plakalar {izerine capraz baglanmis
membran halinde olusturulan ve melatoninle inkliizyon kompleksi yapmis HPBCD (pH:4)
ile kapli plakalar (Ti,s/HA/HPBCD4/Melatonin),

5) Anodik oksidasyon sonras1 HA ile kapli Ti plakalar (Tiya/HA),

6) Anodik oksidasyon sonrast HA ile kapli Ti plakalar iizerine ¢apraz baglayici bir
ajan kullanmadan membran halinde olusturulan ve melatonin ile inkliizyon kompleksi

yapmis HPBCD kapli plakalardir (Tiya/HA/HPBCD/Melatonin).
4.3.2.1. Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

Yukarida bahsedilen gruplar tizerinde tireyen hiicrelerin morfolojilerini belirlemek
amactyla yapilan ana hiicre kiiltiir ¢aligmalarinin 7,. 14., ve 21. giinlerin SEM goriintiileri
Sekil 4.31'de verilmistir.

Kiltirin 7. glininde Sekil 4.31'de verilmis ¢apraz baglanmis HPBCD/Melatonin
kompleksi i¢eren Tiyg/HA/HPBCD4/Melatonin yiizeyler diginda tiim ylizeylerde hiicrelerin
tutundugu ve yayildigr goriilmektedir. Beyaz oklar hiicrelerin sitoplazmik uzantilar
sayesinde birbiriyle ve malzeme ile olan etkilesimlerini gostermektedir. 7.giine
bakildiginda hiicrelerin tiim yiizeylerde ayrik morfolojide olduklar1 goriilmektedir. Tiyg
/HA/HPBCD4/Melatonin grubunun yiizeyinde hiicresel kalintilara rastlanmig ancak saglikli
bir hiicre-ylizey etkilesimi olmadigr goriilmiistiir. Kiiltiirtin 14. ¢ilinline ait SEM
goriintlilerinde, hiicre katmanlarinin artarak plaka yiizeyini yogun bir sekilde sardigi ve
kendi ECM'lerini irettikleri gozlenmektedir. Yedici giinde ayrik morfolojide olan
hiicrelerin kiiltliriin 14. giiniinde hiicresel uzantilar kurarak hiicre katmani olusturduklari
goriilmektedir. Ayrica nitel olarak Tiya/HA/HPBCD/Melatonin ve
Tiya/HA/HPBCD/Melatonin gruplarinin yiizeyinde hiicre yogunlugunun daha fazla oldugu
sOylenebilir. Tiys/HA/HPBCD4/Melatonin grubuna ait yiizeyde ise yiizeyinde hiicre
bulunmamaktadir. Kiiltlirtin 21. giinlinde yiizeyinde hiicre tutunmasina izin veren tiim
gruplarda hiicrelerin malzeme yiizeyini kapladigi gozlenmekteyken,
Tiyg/HA/HPBCDy/Melatonin  grubunu hiicre tutunmasini hala destelemedigi agik¢a

gorilmektedir.
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Sonu¢ olarak capraz baglanmis HPBCD iceren grup hari¢ tim gruplarda hiicre
tutunmasinin, yayilmasmin ve c¢ogalmasmin desteklendigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda
hiicre ¢ogalmasiyla birlikte modifiye yilizeylerdeki ECM birikiminin 7. giinden 21. giine
arttig1 tespit edilmistir. Capraz baglanmis HPBCD/Melatonin kompleksi igeren yiizeylerin
hiicre yiizey etkilesimine izin vermedigi goriilmiistiir. Bunun nedeninin Boliim 4.3.1.1'de
aciklanan yiizeyin kimyasal icerigi nedeniyle asir1 hidrofilik yapida olmasinin hiicrelerin

malzeme yiizeyine yapismasini biiyiik 6l¢iide engelledigi diisiincesidir.
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7.gin 14.giin 21.giin

Tiz

TizB/HA

TiasHAHPBCDIMelatonin

Sekil 4.31. Ana hiicre kiiltiir calismasina ait SEM goriintiileri: (1, 2, 3a), (1, 2, 3c), (1, 2, 3e) x5.00 K, (1, 2, 3b), (1, 2, 3d) x10.00 K.
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Tias/HA

TiasHAHPRCDe/Melatonin - Tias/HA/HPPCD!Melatonin

Sekil 4.31. devamm Ana hiicre kiiltiir galismasina ait SEM goriintiileri: (4, 5, 6a), (6b), (4, 5, 6¢), (4, 5e) x5.00 K, (4, 5b), (4, 5d) x10.00 K.
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4.3.2.2 Ana hiicre kiiltiirii MTT Analizi

Ana hiicre kiiltiir calismalar1 kapsaminda hiicre canlilignt MTT testi ile incelenmis ve
karsilagtirmalar yapilmistir. Plakalarin yilizeylerinde c¢ogalmasi saglanan MC3T3-El
hiicrelerinin 1., 3., 7., 14. Ve 21. ginlerine ait MTT analiz sonuglar1 Sekil 4.32°de

verilmistir

MTT sonuglar1 incelendiginde hiicre ekiminden bir giin sonra ©n hiicre kiiltiir
calismalarinda oldugu gibi gruplarin absorbans degerlerinin diisiik ve birbirine yakin
oldugu gorilmiistiir. Bununla birlikte, yapilan istatistiksel analiz gruplar arasinda anlaml
farkliklar oldugunu ortaya koymustur. Istatiksel analiz sonuglari incelendiginde
anodizasyon sonrast HA kapl yiizeylerde (Tiya/HA) hiicre tutunmasinin diger gruplardan
daha fazla oldugu goriilmiistiir. Gruplar arasindaki farkliliklar Sekil 4.32'de ayrintili bir

sekilde gosterilmistir.
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Sekil 4.32. Tiy, Tiys/HA, Tiys/HA/HPBCD/Melatonin, TiyalHA,
Tiza//HA/HPBCD/Melatonin, Tiys /HA/HPBCDs/Melatonin plakalar iizerinde cogalan
MC3T3-El hiicrelerine ait MTT grafigi. Istatistiksel anlam farkliligi, n=3, * p<0.05,
** p<0.01, *** p<0.001.



Kiiltiirtin 3. giiniinde zimparalanmis Ti (Ti,) ylizeylerdeki hiicre canliliginda dikkate deger
bir artis goriilmektedir. Bununla birlikte, diger gruplardaki hiicre canliliginin Ti,'a gore

onemli derecede diisiik (p<0.001) ve benzer oldugu dikkat gekmektedir.

Kiiltiiriin 7. giiniinde zimparalanmis Ti yiizeyi (Ti;) hari¢ diger gruplarin hiicre
canliliklarinda dikkat ¢ekici bir artis goriilmemistir. Bununla birlikte zimparalanmis yiizey
(Tiy) ile diger yiizeyler arasindaki anlamli farklilik (p<0.001) devam etmektedir. Ayrica
bazik oksidasyon sonrasi HA kapli Ti vyiizeylerin (Tiyg/HA) ¢apraz baglanmis
HPBCD/Melatonin kompleksi igeren yiizeylere (Tiys/HA/HPBCD4/Melatonin) gore
anlamli derecede (p<0.001) yiiksek oldugu tespit edilmistir. Her ne kadar absorbans
degerleri diisiik olsa da bu sonug ¢apraz baglit HPBCD yapisinin serbest halde olana gore

hiicre canliligin1 daha az destekledigini isaret etmektedir.

Kiiltiirtin 14. giiniinde tiim gruplarin absorbans degerlerinde artisa rastlanmistir. Bu durum
hiicre canliligin1 tim gruplarda siirdiirdiigii anlamina gelmektedir. Kiiltiirin 3. ve 7.
giinlerinde elde edilen verilere benzer olarak zimparalanan yiizeyde (Ti;) hiicre canliligi
diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli derecede (p<0.001) yiiksek bulunmustur.
Bunla birlikte 6n hiicre kiiltlir ¢aligmalarina benzer olarak, en diisiik hiicre canliligina
capraz baglanmigs HPBCD/Melatonin (Tiyzs/HA/HPBCD4/Melatonin) iceren grupta
rastlamistir. Kiiltlirin 14. giiniinde oksidasyon yonteminin ya da melatonin varliginin hiicre

canlilig1 iizerinde dikkate deger bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir.

Kiiltiiriin 21. giiniine gelindiginde zimparalan Ti yiizeyindeki (Ti,) hiicre canliliginda
azalma gozlenirken diger gruplarin hiicre canliliginda dikkat cekici artis goriilmektedir.
Istatiksel agidan degerlendirildiginde capraz baglanmis HPBCD/Melatonin  kompleksi
bulunan yiizeyde diger tiim yiizeylere gore anlamli derecedeki (p<0.001) farklilik devam

ederken diger gruplar arasinda herhangi bir farklik tespit edilmemistir.

Titanyum yiizeyde hiicre canliliginin azalmasi, kiiltiiriin ilerleyen gilinlerinde malzeme
ylizeyinin tamamen hiicrelerle kaplanmasi ve {iremenin bu nedenle yavaslamasi ile
aciklanabilecegi gibi hiicrelerin osteojenik olarak farklilasmasmin da hiicre canliligini

etkiledigi sOylenebilir.

Genel olarak MTT sonuglar incelendiginde bazik ve anodik oksidasyon sonrasinda HA ile
kaplanan yiizeylerde benzer diizeyde hiicre canliliginin elde edilmesi oksidasyon
yonteminin elde edilen HA tabakasinin biyouyumluluk o6zelliklerini degistirmedigini

ortaya koymustur. Yiizeyin HA ile kaplanmasi hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasima olumlu
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yonde etkilemistir. Hiicrelerin ¢apraz bagli HPBCD igeren yiizeylere tutunmamasindan ve
¢ogalmamasindan dolayr melatoninin osseointegrasyondaki etkisi goriillememistir. Ti
plakalar iizerine olusturulan suda c¢oziinir HPBCD membran tabakanin kiiltiiriin ilk
giinlerinde hiicre canliligin1 baskilamasina ragmen ge¢ zamanda hiicre canliligini

destekledigi goriilmiistiir.

Ayrica HPBCD varliginin ve melatonin derisiminin hiicreler {izerine olan etkisinin tespit
edilebilmesi i¢in bir hiicre kiiltiir ¢alismasi daha gergeklestirilmistir. Yiizeye capraz
baglanarak olusturulan, suda ¢oziinmez (gapraza bagli) HPBCD4/Melatonin membran ile
mikrodalga ile olusturulan HPBCD/Melatonin kompleksi igeren suda ¢oziiniir membranlar
kiiltiir ortamina birakildiktan belirli bir siire salim yapmaktadir. Hiicre kiiltiir
calismalarinda hiicrelerin gerekli olan besininin saglanmasi i¢in belirli zaman araliklarinda
ortam degisimi gergeklestirilir. Bu degisim esnasinda kiiltiir ortamina salinan melatoninde
uzaklastirilmaktadir. Bu nedenle ortama eklenen melatoninin etkisi net bir bi¢imde
goriilememektedir. Melatoninin etkisinin arastirllmasi ig¢in yapilan hiicre kiiltiir
caligmasinda TCPS kaplara ekilen ve ¢ogalmaya birakilan MC3T3-E1 preosteoblastik
hiicre hattinin {lizerine her ortam degisimi sonrasi asagida belirtilen konsantrasyonlarda
melatonin ilave edilmistir. Bu sayede ortamda bulunan siirekli melatonin varliginin
hiicreler iizerine olan etkisinin tespit edilmesi saglanmistir. Hiicre kiiltiir ¢aligmalari

asagida belirtilen gruplar ile gergeklestirilmistir. Bunlar,

1) Kontrol grubu olarak TCPS,

2) TCPS kaplara 20 mM derisimde serbest halde bulunan melatonin,

3) TCPS kaplara 2 mM derisimde serbest halde bulunan melatonin,

4) TCPS kaplara 20 mM derisimde HPBCD ile kompleks yapmis melatonin,
5) TCPS kaplara 2 mM derisimde HPBCD ile kompleks yapmis melatonin

bos TCPS kaplara ekilerek tizerine 15. pasajda bulunan 1x10* hiicre.mL™ derisimdeki
hiicre siispansiyonu eklenmistir. Tiim hiicre kiiltiir c¢alismalar1 ii¢ paralel 6rnekle

yuritilmistir.
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Sekil 4.33. 20 mM derisimde serbest halde bulunan melatonin, 2 mM derisimde serbest
halde bulunan melatonin, 20 mM derisimde HPBCD ile kompleks yapmis melatonin, 2
mM derisimde HPBCD ile kompleks yapmis melatonin iceren TCPS kaplar iizerinde
cogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait MTT grafigi. Istatistiksel anlam farkliligi, n=3,
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

Sekil 4.33'de verilen MTT sonuglarina bakildiginda kontrol grubu olan TCPS yiizeylerde
hiicre yapismasinin ve canlili@nin 1. ginden 21. giine kadar diizenli olarak arttigi
gozlemlenmistir. 1 giin elde edilen veriler degerlendirildiginde 20 mM derisimdeki
HPBCD/Melatonin ve serbest melatonin igeren gruplarinin hiicrelerin canliliklarin
yitirdikleri dikkat ¢ekmektedir. Ayrica 2 mM serbest melatonin igeren grubun kontrol
grubuna yakin bir canlilik diizeyi sahip oldugu gorilmiistir. Bununla birlikte 2 mM
derisimde ki HPBCD/Melatonin hiicre canliginin istatistiksel olarak anlamli derecede
(p<0.001) diisiik oldugu dikkat ¢ekmistir.

Yedici giinde kontrol grubuna benzer olarak 2 mM serbest melatonin igeren grubun hiicre
canliligimin arttig1 diger gruplarda ise hiicre canliliginin anlamli derecede (p<0.001) diisiik
oldugu goriilmistiir. Bununla birlikte 7. giinde 2 mM serbest melatonin igeren grubun
hiicre canliliginin baskiladig1 goriilmektedir. Kiiltiiriin 14. gliniine 20 MM melatonin igeren
deney gruplarindaki hiicre canlilifi tamamen ortadan kayboldugu goriilmiistiir. 2 mM
melatonin iceren gruplarda ise hiicre canlilifi 7. giine oranla yaklasik 2 kat artis
gostermistir. Kontrol grubu ile serbest melatonin igeren grubun HPBCD/Melatonin igeren

grupla olan anlamli derecedeki (p<0.001) farkliliginin devam ettigi goriillmektedir.
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Kiiltiiriin 21. giiniinde gelindiginde TCPS, 2 mM serbest melatonin ve HPBCD/Melatonin
iceren gruplarin hiicre canliliklarinin artarak devam ettigi goriilmektedir. Tiim gruplarin
hiicre canliliginda kiiltiiriin 14. giinline benzer sonuglar verdigi tespit edilmistir. 20 mM
melatonin varhi@inin toksik etki gostererek hiicreleri 6ldiirdiigi gozlenmistir. Liu ve ark.
(2013), insan osteosarkoma MG-63hiicre hatt1 kullanarak, melatoninin artan konsantrasyon
miktarina bagl olarak hiicre tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Yaptiklar: hiicre kiiltiir
caligmalarinda 1 nM'den 2 mM'a kadar melatoninin hiicre liremesini engelleyecek herhangi
bir etki yaratmadigini fakat 4 mM ile 10 mM araligindaki melatonin konsantrasyonlarinda
hiicreler iizerinde iiremeyi durdurucu etkisi oldugunu belirtmislerdir. [123]. Bu kapsamda
20 mM konsantrasyondaki melatoninin hiicreler tiremesini durdurmast beklendik bir
durumdur. Ayrica gergeklestirilen tiim hiicre kiiltiir ¢alismalarinda melatonin varliginin her

kosulda hiicre canliligini baskiladig: goriilmektedir.

Tez kapsaminda gerceklestirilen deneysel calismalarda ilk giinden 21. giine kadar 2 mM
serbest melatonin i¢eren gruplardaki hiicre canliliginin HPBCD igerenlere oranla daha fazla
oldugu dikkat ¢ekmektedir. Canliligin azalmasinda HPBCD'nin ¢ok biiyiik rolii oldugu
diigiiniilmektedir. Farmosétik uygulamalarda yaygin olarak kullanilan HPBCD'nin toksik
etki yaratmadig ilgili literatiirde belirtilse de hiicreler {izerine olan etkisinin arastirildig
herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu kapsamda, bu konuyu aydinlatmak ag¢isindan

tez calismasinda elde edilen bulgular 6nem tasimaktadir.
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda, Ti implantlarda osseointegrasyonu hizlandirmak ve
etkinligini arttirmak amaciyla, HA ve biyosinyal tasiyici hidroksipropil-beta-
siklodekstrin (HPBCD) esasli, ¢ok katmanli bir kompozit yapinin meydana getirilmesi
hedeflenmistir. Bu dogrultuda, ilk asamada titanyum yiizeyinde mekanik olarak
plriizlilik olusturulmus, ardindan bazik oksidasyon ve anodik oksidasyon
yontemleriyle yiizeyde titanyum oksit (TiO;) tabakasi meydana getirilmistir. Bu tabaka
HA ile kaplanarak Ti osseointegrasyon kapasitesi arttirilmistir. HA kaph ylizeyler
tizerine suda ¢oziiniir/suda ¢oziinmez HPBCD/Melatonin inkliizyon komplesi i¢eren bir
polimerik tabaka olusturulmustur. Hazirlanan melatonin yiikli HA/HPBCD kompozit
tasiyicilarla  kaplanmis  titanyum  plakalarin  osseointegrasyon  potansiyeli,
preosteoblastik MC3T3-E1 hiicre hatt1 ile yiiriitiilen in vitro kiltiir ¢alismalari ile
incelenmistir. Deneysel caligsmalar sonucunda goézlenen Onemli bulgular asagida

Ozetlenmistir.

¢ Bazik oksidasyon Oncesi yiizeye uygulanan zimparalama teknigi ile Ti ylizeydeki
dogal oksit tabakasinin uzaklastirilmis, birbirine paralel oluklar olusturulmus ve bu
purtizliiliik sayesinde yiizey alaninin artigt saglanmistir.

¢ Yizey pirizlilik degerlerine bakildiginda zimparalanan Ti ylizeylerde
zimparalanmamig yiizeylere oranla piiriizliliigin daha fazla oldugu goriilmiis,
yiizeyde meydana getirilen bu piiriizliiliiglin sadece yilizey alaninin arttirmakla
kalmayip 1slatilabilirligi ve yiizey enerjisini de arttirdigi bulunmustur.

*» Zmmparalama isleminden sonra artan yiizey piiriizliiliigline bagli olarak su temas
acisinda diisiis goriilmiis.

% Bazik oksidasyon caligmalarinda NaOH uygulamasi sonrasi elde edilen yiizeylerde
sodyum tuzlari, alkali titanat tabakasi ve TiO; igeren bir kaplama gergeklestirilmis,
HCI uygulamasi sonrasinda sodyum tuzlari, alkali titanat tabakasi ortadan kalktigi
ve ylizeyde sadece TiO, tabakasinin kaldigi goriilmiistiir. HCI ile muamelenin bu
yapiy1 uzaklastirmasi, nano boyuttaki piiriizliliigli artirllmasina ragmen mikron
boyuttaki piiriizliliigli azaltmaktadir.

% Bazik oksidasyon sonras1 600°C'ye maruz birakilmis érneklerdeki TiO, tabakasinin
1s1l islem uygulanmamis yiizeylere daha kalin yapida oldugu goriilmistiir.

¢ Bazik oksidasyon sonrasi alinan AFM goriintiileri ve piiriizliiliik degerlerine gore

yiizeyi NaOH ile muamele etmek ylizey piiriizliliigiinii arttirmis ve fakat 1s1l islem
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uygulamas1 sonrast piriizlilik yar1 yariya azalmistir. Ayrica NaOH
uygulamasindan sonra yiizey asir1 hidrofilik bir 6zellik kazanmus, 1s1l islem sonrasi
bu 6zellikte azalma gozlenmistir.

Bazik olarak oksitlenmis yiizeylerde olusturulmasi istenen TiO; tabakasinin varlig
EDX analizleriyle ispatlanmis ve 1sil islem sonrasi bu tabakanin yiizeyi %100' e
yakin kapladig1 goriilmiistiir.

Anodik oksidasyon Oncesi yiizeye uygulanan zimparalama teknigi ve ve 5 dk'lik
HF:HNO3; muamelesinin Ti yiizeydeki dogal oksit tabakasinin uzaklastirilmasi i¢in
yeterli oldugu tespit edilmistir.

Gergeklestirilen optimizasyon calismalari sonucunda istenilen amaca en uygun
yiizey Ozellikleri 20V gerilim altinda, 45 dk islem siiresince ve anot/katot arasi
mesafenin 1cm oldugu durumda elde edildigi bulunmustur.

Anodizasyon isleminde bazik oksidasyon yontemine oranla ylizey piirtizlilligiinde
daha fazla artis saglandigi tespit edilmistir.

Anodizasyon iglemi sonrasi artan nano boyutta morfolojisiyle hidrofilisitesinin de
arttig1 gorilmiistiir.

Anodik olarak oksitlenmis yiizeylerde olusturulmasi istenen TiO, tabakasinin
varligi EDX analizleriyle ispatlanmig ve bu tabakanin yiizeyi %100' e yakin
kapladig1 goriilmiistiir. Ayrica bazik oksidasyona oranla elementel igeriginin daha
temiz oldugu tespit edilmistir.

Her iki oksidasyon yontemi sonrasi ylizeye kapalan HA'in kemik benzeri yapida
oldugu tespit edilmis ve tiim yiizeyleri yogun bir sekilde kapladig1 gériilmiistiir.
Bazik oksidasyonla elde edilmis yiizey lizerine kaplanan HA tabakasinin tutunma
kararliliginin anodik olarak oksitlendirilmis yilizeylere oranla daha fazla oldugu
bulunmustur.

HA kaph Ti yiizeyler iizerine olusturulacak capraz bagli HPBCD membran i¢in en
uygun pH degerinin 4 oldugu, bu pH da HA partikiillerinin ¢6ziinmedigi, yapiya
kimyasal baglarla degil fiziksel baglarla katildigin1 tespit edilmistir.

Ti/HA tastyict sistemleri lizerine olusturulan ¢apraz bagli HPBCD membranlarin
neredeyse tamaminda yaprakg¢iklar halinde yiizeyde kiimelendigi ve yiizeyi bir
tabaka halinde kaplamadigi goriilmiistiir. Ayrica yer yer HA partikiillerinin
varligia rastlanmig, polimerizasyon islemi sirasindaki sicakliga ve vakuma bagl

olarak gozenekli bir yapinin olustugu gorilmistiir.
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Serbest haldeki HPBCD'in melatonin ile kompleks olusturmasindan sonra elde
edilen sulu ¢ozeltisinin ylizeye herhangi bir ¢apraz baglama ajan1 kullanilmadan
dogrudan tabaka halinde kaplanmasindan dolay1 yapinin su igerisine girdiginde
¢Oziinerek uzaklastig1 goriilmiistiir. Su ile temas siiresi arttikca ¢oziiniirliigiin arttig
gozlenmistir. Ayrica bu uzaklasma esnasinda yiizeye tutunan HA'nin yogunlugunda
da azalmaya rastlanmustir.

pH:1 ve pH:4'deki ¢apraz bagli HPBCD membranlarin sadece su/etanol karigimi
igerisinde ¢oziilen melatonin ile inkliizyon kompleksi yaptig1 tepsit edilmistir.
Hazirlanan Ti/HA tastyict sitem iizerine olusturulan c¢apraz baghh HPBCD
membranlardan melatonin saliminin, ilk 6 saatte ani olarak gergeklestigi ve daha
sonra uzatilmis ve gecikmeli bir salim profili sergiledigi bulunmustur.

Pipetleme ve daldirma yontemleriyle gergeklestirilen yiikleme ¢aligsmalari
sonucunda pipetleme tekniginin daha yiiksek salim degerleri verdigi goriilmiistiir.
Melatoninin sadece suda ¢oziilmesiyle olusturulan HPBCD/Melatonin inkliizyon
kompleksinin pH:1 ve pH:4'deki kiimiilatif salim olarak degerlendirildiginde
birbirine ¢cok yakin degerlerde oldugu fakat su/etanol karisimi igerisinde ¢oziilen
melatoninin HPBCD ile yapmis olduklari inklizyon kompleksine ait salim
profilinde pH:4'de salimin daha yiiksek degerlerde oldugu bulunmustur.

Her iki yiikleme tekniginde de su/etanol karisiminin ani salim ve toplam salimda
suya oranla daha yiiksek salim degerleri verdigi tespit edilmistir.

Bazik ve anodik oksidasyonlarla oksitlendirildikten sonra HA kaplanan ve
ylizeyine ¢apraz baglanma olmamaksizin olusturulan HPBCD/Melatonin
tabakasindan melatonin saliminin nerdeyse tamaminin ilk 4 saat iginde
gercekleserek ani salim profili sergiledigi goriilmiistiir.

Gegeklestirilen 6n hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda Ti bazli modifiye yiizeyler iizerine
ekilen hiicrelerin Ti, ve Tiyg/HA kapli yiizeyde, kiiltiiriin erken donemlerinde diger
gruplara gore daha fazla tutundugu ve ¢ogaldigi anlasilmistir.

Ti/HA tastyict ylizey iizerine olusturulan ¢apraz bagli HPBCD hiicre tutunmasini
desteklemedigi goriilmiistiir.

Ana hiicre kiiltiir ¢alismalarinda, yiizeye ¢apraz baglanmadan olusturulan serbest
HPBCD/Melatonin  kompleksinin  tabakanin kiiltiirin  ilk  giinlerinde hiicre
canliligint baskilamasma ragmen ge¢ zamanda hiicre canliligini destekledigi

gorilmiistiir.
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% Gergeklestirilen tiim hiicre kiiltiir ¢aligmalarinda melatonin varliginin her kosulda
hiicre canliligini baskiladig: tespit edilmistir.
¢+ Serbest melatonin igeren gruplardaki hiicre canliliginin HPBCD igerenlere oranla

daha fazla oldugu anlasilmis ve bu durumun HPBCD varliginin toksik etki

yarattigindan kaynaklandig1 bulunmustur.
Mgili literatiir incelendiginde Ti implantlar {izerinde yiizey piiriizliiliigiiniin ve titanyum
oksit tabakasi olusumunun saglandig1 bir¢ok ¢alismaya rastlanmistir. Ayni zamanda bu
implantlarin HA ile kaplandigi veya polimerik tasiyicilarla birlestirildigi bazi ¢alismalar da
mevcuttur. Fakat birbirinden bagimsiz olan bu calismalarin bir arada bulundugu bir
calisma literatlirde rastlanmamustir. Tez kapsaminda bahsedilen kompozit sistemlerin bir
arada inceledigi Ti/HA/HPPCD/Melatonin tasiyict kompozit sistem sayesinde Ti
imptlantlarin HA kaplanmasinin osseointegrasyonu destekledigini bulunmustur. Ayrica
ilaclarin uzatilmis ve geciktirilmis salimma olanak sagladigi kanitlanan g¢apraz bagh
HPBCD membranlarin  hiicre  yapismasinin  istenmedigi ve  0Sseointegrasyonu
destekleyebilecek alternatif bir implant kaplama malzemesi oldugu tespit edilmistir.
Bazik ve anodik oksidayon yontemleri ile TiO; olusturma ve bunlarin osseointegrasyon
etkinligi literatiirde daha once hi¢ karsilastirilmamistir. Bu kapsamda tez ¢aligmalarindan
elde edilen bulgular 1s18inda, bazik oksidasyonla elde edilmis yiizeylerin HA tutunma
dayanimi ve osseointegrasyonu desteklemesi agisindan daha uygun yiizeyler oldugu tespit
edilmistir. Ayrica bu ¢alisma HPBCD ve melatonin arasindaki inkliizyon kompleksi
olusumunun saglandii, ¢apraz bagl suda ¢oziinmez halde bulunan HPBCD nin melatonin
ile inkliizyon kompleksinin olusturuldugu ilk calisma olarak literatiire katki saglamaktadir.
Bununla birlikte HPBCD'nin hiicreler iizerine olan etkisinin ilk kez arastirildigi bu tez
caligmasi1 bundan sonra gerceklestirilecek calismalar igin Onciilik etmekte ve eksik olan
ozelliklerim tamamlanmasiyla biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecek alternatif bir

kaplama malzemesi liretimine olanak saglanmaktadir.
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