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Eylil 2015, 112 sayfa

Bu galisma 2210-C TUBITAK Oncelikli Alanlara Yénelik Yurt ici Yiksek Lisans
Burs Programi Destedi ile hazirlanmigtir. Sunulan tez galismasi kapsaminda
osseointegrasyonu destekleyecek antibakteriyel 6zellige sahip titanyum (Ti)
kaplamalarin  gelistiriimesi amacglanmigtir. Ti plakalar, osseointegrasyonu
saglayacak hidroksiapatit (HA) partikillerle islevsellestiriimis, antibakteriyel
Ozellikte polietilen oksit fiberler ile kaplanarak, malzeme karakterizasyon
calismalari yapilmigtir. Ayrica Uretilen plakalarin osteojenik ve antibakteriyel
etkinlikleri, in-vitro hucre kultir galigmalariyla incelenmigtir.

Tez c¢alismasinin ilk asamasinda kaplama kararhliginin arttirmak ve fiber
kaplamalar i¢in genis yuzey alani olusturmak amaciyla, saf ticari Ti plaka (CP Ti)
(1x1 cm?) yiizeylerine mekanik ve kimyasal uygulamalar yapilmistir. ilk olarak Ti
plakalar, P280/400 numara zimpara kagidi ile iki yonli zimparalanmig, ardindan
farkli surelerde %4’ 10k nitrik asit (HNO3) uygulamasi yapilarak yuzeyde nano
boyutta puruzler olugturulmustur. Zimparalanmig ve kimyasal olarak agindiriimig Ti
plakalar, NaOH ve HCI c¢ozeltilerine batirilarak yuzeylerinde titanyum oksit
tabakasi olusumu saglanmistir. Malzemelerin ylzey Ozellikleri ve topografisi,
profilometre, su temas acisi ve AFM analizleriyle incelenmistir. Yuzey



uygulamalari ile hem mikron, hem de nano boyutta yapilar olusturulmustur. Yuzey
uygulamalari sonrasinda su temas acisi 84°°den 69°’ye dusmus ve islatilabilirligi
daha yuksek bir yizey olusumu saglanmigtir.

Calismanin sonraki asamasinda, osseointegrasyonu desteklemek amaciyla
biyomimetik yontemle, yapay vicut sivisi igerisinde, farkli tip HA partikdl Gretimi
gerceklestiriimistir. M-HA ve B-HA partiklller (bor katkili HA) mikrodalga enerjisi
uygulanarak biyomimetik yontemle, O-HA partiklller ise oda sicakliginda
biyomimetik yontemle dretilmistir. Ti plakalarin yizeyleri, elektroegirme ile farkli
oranlarda HA partikdl iceren, polietilen oksit fiberlerle kaplanmis ve en uygun HA
miktari belirlenmigtir. Nanofiberlerin morfolojileri, HA yerlesim ve dagilimlari, TEM
ve SEM analizleri ile incelenmis, fiber c¢aplari, Image J programi kullanilarak
hesaplanmistir. Analizler, HA partikillerin fiber yapisini bozmadan fiber ici ve
uzerine dagildigini gostermistir. Ayrica HA katkisi sonucunda fiber g¢aplarinda
(210+41nm) buylk degisimler gézlenmemisgtir.

Ti plakalarin osteojenik aktiviteleri, 28 gunlik MC3T3-E1 preosteoblast hicre
kaltdr calismalar ile incelenmistir. Mitokondriyal aktivie test (MTT) sonuglari, HA
katkisinin hucre yapismasini destekledigini ve hlcre uremesini PEO fiber kapli
orneklere gore 2 kat fazla olacak sekilde, logaritmik olarak arttirdigini géstermistir.
HA/PEO fiberlerle kaplanmis Ti plakalarin osteojenik farklilagma kapasiteleri, ALP
aktiviteleri ile belirlenmis ve HA igeren drneklerin ALP aktivitesinin 28. gine kadar
arttigr gozlenmistir. Osteoblastlara 6zgu gen ifade seviyeleri (runx2, kollajen tip1,
osteokalsin, osteopontin), RT-PCR c¢alismalari ile incelenmigtir. Tum HA iceren
ornekler arasinda, bor katkili HA iceren grubun en yuksek gen ifade seviyelerini
gosterdigi belirlenmigtir. Hucre kultur ¢aligmalari ile, HA katkisinin, ylizeyde hucre
yapisma, ¢ogalma ve farklilagsma kapasitelerini arttirdigi sonucuna variimistir.

Ti plakalarin antibakteriyel etkileri, standart S. epidermidis (ATCC12228 ve 35984)
bakteri suslari kullanilarak belirlenmistir. Yapilan analizler, PEO fiber kaplamalarin
bakteri yapismasini belirgin bir sekilde azatligini, ayrica O-HA igeren grubun diger
gruplara gore en yuksek antibakteriyel etkiye sahip oldugunu gostermistir.

Sonu¢ olarak, Ti malzemelerin  ylzeylerine yapilan kaplamalarla
osseointegrasyonu basaril bir sekilde destekleyen, 6te yandan hicre yapigsmasini
belirli oranlarda engelleyen implant kaplamasi Uretilmigtir.

Anahtar kelime: Elektroegirme, poli(etilen oksit), titanyum, implant malzemeleri,
hidroksiapatit, yapay vucut sivisi.



ABSTRACT

BONE TISSUE IMPLANT MATERIALS: OSSEOINTEGRATION AND
ANTIBACTERIAL EFFECT

Derya KALELIOGLU
Master of Science, Bioengineering Division
Supervisor: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
September 2015, 112 pages

This study was prepared with the support of TUBITAK, 2210-C National
scholarship programme for MSc students. This study aims to improve antibacterial
titanium coating which enhanced osseointegration at the same time. Titanium (Ti)
substrates covered with antibacterial polyethylene oxide (PEQO) fibers which have
functionalized with hydroxyapatite (HA) particles to improve osseointegration and
their characterization studies were performed. Osteogenic and antibacterial
activities of coated Ti plates were examined with in-vitro cell culture analysis.

At the first step of the study, mechanic and chemical treatments were applied to
the commercially pure titanium plates (cpTi) (1x1 cm?) to improve coating stability
and to form extensive surface area for further fiber coating. First, Ti substrates
were grinded with 280/400 grit sandpapers in two directions. Then, they were
chemically etched by using 4% HNO3; which formed nanoscale roughness on Ti
surfaces. The polished and etched Ti substrates were immersed into NaOH and
HCl solutions to form titanium oxide layer. Material surface properties and
topographies were examined with profilometer, AFM and water contact angle
measurements. Surface characterizations showed that mechanical and chemical
treatments formed micro- and nanoscale features on titanium surfaces. Surface



treatments resulted in contact angle decrease from 84° to 69° which shows that
surface hydrophilicity increased.

In the next step, different types of HA particles were used to promote
osseointegration which were produced by biomimetic precipitation of concentrated
simulated body fluid (SBF). M-HA particles and B-HA particles (boron substituted
HA) were produced with biomimetic method supported by microwave irradiation
and O-HA particles were produced with biomimetic procedure at room
temperature. PEO fibers including different ratios of HA particles were coated on
Ti substrates by electrospinning and the most appropriate HA amount was
determined. The nanofibers morphology, the HA location and distrubition were
characterized via using SEM and TEM analysis. Fiber diameters were calculated
by using Image J software. The analysis shows that HA nanoparticles were
successfully entrapped in PEO nanofibers. Besides, PEO fiber (210£41nm)
diameters were approximately same after HA addition.

Osteogenic activities of Ti plates were examined by preosteoblastic MC3T3-E1
cell culture studies. Mitochondrial activity (MTT) assay results showed that HA
addition promoted cell adhesion and cell population increased exponentially which
was two times more than that of PEO fibers. Osteogenic differentiation capacity of
Ti substrates were evaluated by ALP activity and all HA coating fiber's values
increased till 28™ days. Expression rate of osteoblast specific genes (Runx2, Coll,
OCN, OPN) were evaluated by using RT-PCR. Among HA containing fibers, boron
substituted HA fibers showed highest gene expressions level. Cell culture studies
showed that addition of HA nanoparticles improved cell adhesion, proliferation and
differentiation.

The antibacterial effects of coated Ti plates were observed by using
Stapylococcus epidermidis (ATCC12228 and 35984) bacterial strains. Bacterial
adhesion rates showed that, PEO fiber coatings decrease the number of adherent
bacteria on Ti plates. The most successful antibacterial effect was provided on O-
HA/PEO fiber coated samples.

This study shows that protein and cell adhesion resistant PEO polymer coatings
are functionalized efficiently with hydroxyapatite nanoparticles and this coating
supporting osseointegration.

Keywords: Electrospining, poly(ethylene oxide), titanyum, implant materials,
hydroxyapatite, simulated body fluid.
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1.GIRIS VE GALISMANIN AMACI

Dunyada yash nufusunun artisi, ¢esitli nedenlerden dolayr meydana gelen kazalar
ve kalitimsal bozukluklar, biyomalzemelerin O6nemini ve uygulama alanini
arttirmaktadir. Biyomalzemeler, iskele ya da implant yapiminda kullanilan, eksik
veya hastalikli biyolojik yapilarin iglev ve eksikliklerini tamamlamak igin kullanilan
dogal ya da yapay malzemelerdir. Biyomalzeme biliminde ¢ok buyuk ilerlemeler
kaydedilmesine ragmen, vucuttaki her parganin yapay bir implantla degistirilebilme
imkani bulunmamaktadir. Dolayisiyla giniumuzde medikal uygulamalarda halen
asilamamig sorunlar vardir. Bunlarin ¢ézumunde biyomekanik, biyomedikal ve
doku mihendisligi, alternatif yaklagimlar sunmaktadir. Ozellikle nanoteknoloji,
bilisim teknolojileri ve fabrikasyon yodntemlerindeki gelismelere paralel olarak
biyomalzemelerin saglkh ve ekonomik olarak kullanilabilmeleri ve daha
mukemmel biyomalzemelerin  Uretilebilmesi yonunde yogun c¢alismalar
surdurtlmektedir.  Kendisini g¢evreleyen dokularin normal degisimlerine engel
olmayan ve dokuda istenmeyen tepkiler olusturmayan, yani biyouyumlu dogal
veya sentetik biyomalzemeler implant malzemeleri olarak kullaniimaktadir [1].
Kemik deformasyonu sonucunda olusan hastaliklarin tedavisinde implant
malzemesi olarak metalik titanyum malzemeler tercih edilmektedir [2].
Titanyum (Ti) implant malzemeleri, vicut icersinde istenilen mekanik o6zellikleri
karsilayabilmektedirler. Ancak implant kaynakli enfeksiyon olusumu ve implant
malzemesinin kemikle butinlesmemesi gibi implant ve canli doku arasinda bir
takim uyumsuzluklar olugsmasi, Ti implantlarin dnemli dezavantajlari arasindadir.
Klinikte karsilagilan sorunlarin engellenmesi igcin implant malzemelerinin
yuzeylerine c¢esitli modifikasyonlar uygulanmaktadir. Bunlar arasinda bakteri
yapismasini engelleyen ve osseointegrasyonu arttiran gesitli ylzey kaplamalari

sayilabilir [3].

Polietilen oksit (PEO); amfifilik, suda ve bazi organik ¢dzlculerde ¢bzunebilen,
bakteri ve protein yapismasina karsi dogal direngli bir poliesterdir. PEO yapisal
zincirlerinin olusturdugu sterik itme ve hidrofilik 6zelliginden kaynaklanan ozmotik
itme etkileriyle malzeme ve vucut sivilari arasinda bariyer gorevi gorerek protein,
hicre ve bakteri yapismasini engeller. PEO ve turevleri, malzeme ylzeyine
antibakteriyel 6zellik kazandirarak, implant kaynakl enfeksiyon olusumlarini

engellemek amaciyla, implant malzemelerinin yluzey modifikasyonlarinda



kullaniimaktadir [4]. PEO ve turevleri hlcre yapismasini da engellemeleri
nedeniyle, osseointegrasyonun saglanmasi icin tek basina yeterli olmamaktadir.
Bu sorunu asmak icin c¢esitli biyoaktif, dogal veya sentetik malzemeler sinyal
molekulleri ile islevsellestirilerek kaplama malzemesi olarak kullanilabilmektedir [5,
6].

Hidroksiapatitler, implant kaplamalarinda yumusak doku ile implant arasinda bir
ara yuzey olusturarak baglanmanin arttirlmasi ve lokal hasarlarin kapatiimasi igin
dolgu malzemesi olarak siklikla kullanilan biyoseramiklerdir [7]. Hidroksiapatitler
zayif mekanik 6zellikleri nedeniyle osseointegrasyonu arttirmak amaciyla dis ve
ortopedik implant uygulamalarinda kaplama malzemesi olarak kullaniimaktadir.
Yapilan calismalarda hidroksiapatit (HA) kaplanmis olan malzemelerin kemik
rejenerasyonunu destekledigi gosterilmistir [8]. HA Uretim ydntemleri arasinda,
“biyomimetik yontem” dogal kemik yapisina en vyakin HA dretiminin
gerceklestiriimesine olanak saglamasi nedeniyle buyuk onem tagimaktadir. Ayrica
HA'in biyoaktif davranigini gelistirmek, yigin ozelliklerini ve mekanik o6zelliklerini
degistirmek amaciyla iyon katkih  HA’ler Uretilmektedir. Bor katkih
hidroksiapatitlerin ~ kemik  olusumunu  destekledigini gdsteren c¢alismalar
bulunmaktadir [9, 10].

Sunulan bu tez c¢alismasi ile biyomedikal implant malzemesi olarak kullanilan
titanyum malzemelere, hem antibakteriyel, hem de osseointegrasyonu
destekleyecek Ozellik kazandirilmasi i¢in uygun bir yuzey kaplama yaklasimi
geligtiriimesi ve bdylelikle klinikte karsilagilan bir takim problemlerin agiimasi
amaclanmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda, osseointegrasyonun desteklenmesini
saglamak icin 10 kat konsantre sentetik vicut sivisi (10xSBF) kullanilarak
biyomimetik yontemle HA partikal Gretimi gerceklestiriimigtir. Titanyum implant
malzemelerinin yuzeyleri, HA partikiller ile iglevsellestiriimis PEO nanofiberlerle
kaplanarak, antibakteriyel etkinlik elde edilmeye calisiimistir. Calisma dahilinde
10xSBF’den mikrodalga destegiyle HA ve bor katkili hidroksiapatit (B-HA) Uretimi
gerceklestiriimigtir.  Ayrica 10xSBF’'den oda sicakhiginda HA  dretimi
gerceklestiriimistir.  Uretilen  HA'ler  ylizey kaplamalarinda  kullanilarak

osseointegrasyona etkileri karsilastiriimistir.

Hazirlanan HA/PEO kaplanmis titanyum plaklarin osteojenik potansiyeli, kemik

6ncllu hucre hatti olan MC3T3-E1 hicreleriyle incelenmis, bu malzemelerin kemik
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doku olusturma etkinligi cesitli analizler ile belirlenmigtir. Ayrica HA/PEO
kaplanmis Ti plaklarin antibakteriyel etkinlikleri, Staphylococcus epidermidis
suslart  kullanilarak bakteri yapisma ve biyofilm olusturma potansiyelleri

incelenmistir.



2.GENEL BILGILER

Bu bélimde tez calismasinin temelini olusturan literatir bilgileri ézetlenmistir. ilk
bolimde biyomedikal implantlar hakkinda kisaca bilgi verilmigtir. Ayrica tez
calisma kapsaminda kullanilan titanyum implant malzemelerinin 6zellikleri,
titanyumun implant malzemesi olarak kullanimi, neden oldugu sorunlar ve bu
sorunlari agmak igin uygulanan ylizey modifikasyonlarina yer verilmistir. ikinci
bolimde, antibakteriyel kaplama olarak kullanilacak olan PEO polimeri, kullanim
alanlari ve kaplama malzemesi olarak etkilerinden bahsedilmigtir. Ardindan yine
tez calismasi kapsaminda kullanilan implant malzemelerinin kemik butinlesmesini
destekleyecek olan hidroksiapatit uretim yontemleri ve iyon katkili HA’ler hakkinda

temel literatur bilgileri verilmistir.

2.1. Biyomedikal implantlar

Cesitli kaza, travma, hastaliklar sonucunda doku ve organlarin iglevlerini
kaybetmesi, insan yasam kalitesi ve standartlarini dnemli derecede etkilemektedir.
Uygulanan geleneksel tedavi yontemleri olan otogreft, allogreft, zenogreft
uygulamalarinin yetersiz kalmasi sonucunda, islevini kaybetmis olan dokular taklit
edebilecek biyomalzemelere ihtiyag duyulmaktadir [11]. Biyomalzemeler, insan
vucudundaki organ ya da dokularin iglevlerini yerine getirmek veya desteklemek
amaciyla kullanilan malzemeler olup vicut igerisinde gesitli fizyolojik ve mekanik
etkilere maruz kalmaktadirlar [12]. Biyomalzemelerin segimi ve tasarimi, planlanan
medikal uygulamanin tartine goére belirlenir. Yeni malzemelerin tasarimi, malzeme
bilimi ve muhendisleri, biyomedikal muhendisleri, patoloji uzmanlarinin ve Kklinik

tedavi uzmanlarinin igbirligi ile gerceklestirilir.

Yapay biyomalzemeler; insan vicudunun farkli bolgelerinde, yapay kalp kapaklari,
kan damarlarinda stent, omuz, diz, kal¢a, bilek, kulak, dental protez olarak
kullanilabilmektedir [1].
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Sekil 2.1. Biyomalzemelerin vacuttaki kullanim yerleri [1].

implant malzemelerinin insan viicudunda etkin bir bigimde kullanimini saglamak

icin bazi 6zelliklere sahip olmasi gerekir;

e Mekanik ozellikler: Spesifik uygulamalarda kullaniimak Uzere segilen
malzemelerin sertlik, cekme dayanimi, elastisite modulu ve uzama gibi
mekanik o6zellikleri, kullanilacak malzemenin tipini belirler. Biyomedikal
uygulamalarda, mekanik Ozellikleri uygulanacak dokuya yakin olan

malzemeler tercih edilir.

e Biyouyumluluk: Biyomedikal uygulamalarda  kullanilacak  olan
malzemelerin toksik olmamasi, insan vlcudunda herhangi bir alerjik
reaksiyona veya yanglya neden olmamasi beklenir. Biyomalzemenin
basarisi, insan vucudunun implanta karsi gosterdigi reaksiyona baghdir.

Gosterilen tepki biyomalzemenin biyouyumlulugunu belirler.



e Yuksek korozyon ve asinma dayanimi: Dusuk korozyon ve asinma
dayanimina sahip olan malzemeler, vicut sivilari i¢erisinde ¢evre dokulara
iyonlar c¢evre

uyumsuz metal iyonlarinin salimina sebep olurlar. Bu

dokularda birikerek alerjik ve toksik reaksiyonlara neden olurlar.

e Osseointegrasyon: implantin basarisi igin malzeme ylizeyinin cevre kemik
doku ile bitlinlesmesi cok énemlidir. implant yiizeyinin komsu kemik doku
veya diger dokularla entegre olmasindaki yetersizlikler implantin kaybina
neden olur.

Malzemenin ylzey kimyasi, purGzliligu ve topografisi

osseointegrasyonda énemli rol oynar [13].

Biyouyumlulugu ylksek olan malzemeler metalik, seramik, polimerik ve kompozit

biyomalzemeler olarak 4 grup altinda toplanmaktadir [1]. Biyomalzemelerin

avantaj ve dezavantajlari Cizelge 2.1’de incelenmigtir.

Cizelge 2.1. Vicutta kullanilan biyomazemeler ve genel 6zellikleri.

Malzemeler Avantaj Dezavantaj Ornek
-Yumusak dokular
Polimerler -Saglam degil, -Kan damarlari
(Naylon, silikon, -Esnek -Zamanla deforme -Kalga soketleri
kauguk, poliester, -Uretimi kolay olur -Burun
politetrafuloroetilen) -Bozunabilir -Kulak
-Dikis ipligi
-Eklem protezleri
M.etall'er . . .. -Dental implantlar
(Ti ve Ti alagimlari, -Kuvvetli -Korozyona ugrayabilir Kalp pilleri
Co-Cr alagimlari, Au, -Sert -Yoggn . _ —Dikip§ Ft)elleri
Ag paslanmaz gelik, -Slnek -Sekil verilmesi zor “Kemik plaklari
vb.) -Kemik vidalar
-Son derece Kirllaan
Seramik biyouyumlu 9

(allimina zirkonya,
hidroksiapatit,

-Korozyona ve
asinmaya karsi

-Esnek olmayan,
-Islenmesi zor
-Dusuk mekanik

-Dental implantlar
-Ortopedik implantlar

biyoaktif cam) dayanikli .
_Hafif dayanima sahip
Kompozitler
(karbon—karbon, tel -Kuvvetli ) i -
ya da fiber ile -Ozel olarak -Uretimi zor Kemik gimentosu

desteklenmis kemik
¢cimentosu)

tasarlanabilir

-Dental regine

Dis ve ortopedik implantlar gibi ylk tasiyan uygulamalarda kullanilan

biyomalzemeler, vicut igerisinde Ustlin korozyon direncine, yluksek kuvvet/disuk

modulis kombinasyonuna, ylksek yorulma ve asinma direncine ve ylUksek



suneklige sahip olmalidir. Ayrica vicut i¢cerisinde kullanilacak tum biyomalzemeler
mukemmel biyouyuma sahip olmall ve sitotoksik olmamalidir. Metalik malzemeler
kristal yapilari ve sahip olduklari gugli metalik baglar nedeniyle Ustin mekanik
Ozelliklere sahiptir. Bu nedenle paslanmaz c¢elik, kobalt krom alagimlari ve
titanyum, titanyum alagimlari gibi metalik malzemeler implant malzemesi olarak
tercih edilmektedir. Ancak uzun sureli kullanimlarda bu malzemelerin kemige gore
yuksek modulus degerlerine sahip olmasi, aginma ve korozyon direnglerinin duguk
olmasi ve biyouyumluluklarinin vyeterli olmamasi nedeniyle baz sorunlar

yasanmaktadir [14].

Yapilan ¢aligmalarda uzun sureglerde veya omur boyu kullanima uygun, implant
kaybi olmadan ve tekrar cerrahi operasyona gerek kalmadan uygulanabilecek ve
mikemmel  biyouyumluluga sahip implant malzemelerinin  gelistiriimesi
amaclanmaktadir. Bunun igin bir yandan yeni malzeme arayislari devam ederken,
bir yandan da mevcut malzemelerin yeni yaklasimlarla modifiye edilmesine
cahsiilmaktadir. Sahip oldugu mukemmel korozyon direnci ve doku uyumu

Ozellikleri nedeniyle titanyum ve titanyum alasimlari 6n plana ¢ikmaktadir.

2.1.1. Titanyum implantlar

Metalik implant malzemeleri arasinda 6zellikle ortopedik ve dental uygulamalarda
kullanilan, 316 paslanmaz c¢elik ve Co-Cr alagimlari, Ni, Cr, Co iyonlarini igerir ve
vucut icerisinde korozyona ugrayarak ¢cevre dokulara toksik etki gosteren iyonlar
salar. Ayricaimplant basarisinda énemli bir 6zellik olan elastisite modulu degerleri
kemige gore yuksektir ve gerilme kalkani (stress shielding) etkisine neden olarak
protezde gevsemeye neden olmaktadirlar [15]. Titanyum (Ti) ve Ti alagimlar
yuksek mukavemet, dustk yogunluk, yuksek korozyon direnci, vicut dokusunda
tam inertlik, kemik ve diger dokulara entegre olabilme ozelliklerinden dolayi
biyomedikal uygulamalarda siklikla tercih edilen malzemelerdir. Ayrica diger
metalik malzemelere goére kemige daha yakin modulis degerlerine sahiptirler.
Biyomedikal uygulamalar i¢in  hazirlanmig, aliminyum  (Al), vanadyum
(V), molibden (Mo), zirkonyum (Zr), niyobyum (Nb), paladyum (Pd) ve kalay (Sn)
gibi elementler iceren pek cok Ti alagimi bulunmaktadir. Ozellikle ticari saf Ti ve

Ti-6Al-4V alasimlari implant uygulamalarinda siklikla kullaniimaktadir.


http://tr.wikipedia.org/wiki/Al%C3%BCminyum
http://tr.wikipedia.org/wiki/Vanadyum
http://tr.wikipedia.org/wiki/Molibden

Kemik | 30
NiTi | 48
Ti-29Nb-13Ta-7.12r | 55
Ti-20Nb-13Ta-2Sn | 62
Ti-29Nb-13Ta-4.52r | 65
Ti-20Nb-13Ta-4.65n | 66
Ti-20Nb-13Ta-6Sn 74
Ti-29Nb-13Ta-4Mo 74
Ti-13Nb-13Zr 77|
Ti-29Nb-13Ta-4.6Zr (aged) 80
Ti-15Mo-5Zr-3A1 (ST) aged 80
Ti-12Mo-6Zr-2Fe 85|
Ti-16Nb-13Ta-4Mo 1|
CPTi 100 |
Ti-5Al-1.5B 110
Ti-6Al-7Nb 110
Ti-BAl-4V 12|
CPTa 200
AlSI 316L 210 |
CoCr(dokam) 240 |

0 50 100 150 200 250 300
Elastisite Modiilii (GPa)

implant Alasimlan

Sekil 2.2. Cesitli Ti alagsimlarinin kemikle karsilastirilmali elastisite modulleri (CP
Ti: Saf Ti, CP Ta: Saf Tantalum, ST: Cozelti uygulanmis, solution treated, Aged:
yaslh ).

Klinik uygulamalarda kullanilan iki tip Ti implant malzemesi bulunmaktadir: ASTM
(The American Society for Testing and Materials) standartlarina gore 1-4 CP saf
ticari Ti (commercially pure, CP) ve 5-31 Ti alagimlari. Alagim halde bulunmayan
saf titanyum (CP Ti), oksijen ve demir icerigine gore, Grade 1, Grade 2, Grade 3
ve Grade 4 olmak Uzere 4 farkli sekilde bulunabilir [16]. Sekil 2.2°de g¢esitli Ti
alagsimlarinin kemikle karsilastirilmali elastisite modulleri verilmistir [2]. Cizelge

2.2'de ise saf ticari Ti'nin kimyasal bilesimi bulunmaktadir.



Cizelge 2.2. Saf Ti'nin kimyasal bilesimi (%agirlik)

Element Gradel | Grade2 | Grade3 | Grade4
Azot (Max.) 0.013 0.030 0.050 0.050
Karbon (Max.) 0.100 0.100 0.100 0.100
Hidrojen (Max.) | 0.010 0.010 0.010 0.010
Demir (Max.) 0.200 0.300 0.300 0.500
Oksijen (Max.) 0.180 0.250 0.350 0.400
Titanyum(Max.) | 99.480 | 99.310 | 99.190 | 98.940

Titanyum implantlar ortopedik uygulamalarda kalga, diz omuz, omurga, ayak bilegi
gibi eklem protezi ve kemik yenileme malzemesi olarak veya givi, vida, plaka gibi
kemik sabitleme malzemeleri olarak kullanilir. Ote yandan ¢ene cerrahisinde, dis
implantlarinda, kalp-damar cerrahisinde kalp pili ve yapay kalp kapakciklari olarak

da kullanim alanlari bulunmaktadir [1].

Titanyum ve Ti alasimlari reaktif metallerdir ve oksijene maruz kaldiklarinda
yuzeyinde kendiliginden 3-10 nm kalinhginda, kararli oksit tabakasi olusur.
Titanyum ylzeyinde farkli sitokiyometriye sahip birkag c¢esit oksit tabakasi
olusmaktadir. Bunlar; TiO, Ti,O3 ve TiO, olup, en kararli olani TiO2dir. TiO,
anataz, rutil ve brukit olmak uUzere 3 farkli kristal yapida ve amorf olarak
bulunmaktadir (Sekil 2.3) [17]. TiO,'in kimyasal etkilere karsi oldukgca kararli
olmasi, kendini aninda yenileyebilmesi ve substrata oldukg¢a gug¢li yapismasi onu

korozyona en dayanikli metallerden biri yapmaktadir [18].

Rutil

Brukit
Anataz

Sekil 2.3. Farkh sitokiyometrilere sahip titanyum oksit kristalin faz yapilari [17].



Titanyumun sahip oldugu mukemmel kimyasal inertlik, korozyon dayanimi ve
biyouyumlulugu, oksit katmanin kimyasal kararliigindan ve yapisindan
kaynaklanmaktadir. Bu tabaka, malzemeyi vicut icerisinde karsilasacagi oksidatif
stres gibi kimyasal etkilere kargi direngli kilar ve malzemeyi inert hale getirerek
vucut icerisinde asinmasini engeller. Mevcut oksit tabakasi herhangi bir sekilde
zarar gorse bile hava ve su varliginda yeniden olusabilmektedir. Oksit tabaka
metalik iyonlarin difizyonunu sinirlayarak, ¢evre dokularda zararh iyon salimini
engeller. Bu tabaka implant ylzeyinde kalsiyum ve fosfat birikimini destekleyerek
kemik ve implant arasinda biyouyumlu bir yizey olusturur, biyomolekullerin ve
hicrelerin malzeme yuzeyine yapismasini destekler [19]. Titanyum yuzeyinde
kendiliginden olusan bu oksit tabaka, malzemenin serbest yuzey enerjisini
arttirmaktadir. Okside tabaka yapisal suyu baglayarak en dis tabakada -OH’ ve -
O% guruplari olusturarak malzeme yiizeyine hidrofilik 6zellik kazandirir. Elektrolit
cozelti ile temas ettiginde apatitik kalsiyum fosfat olusumunu saglar. Titanyum
oksit tabakasi, malzemenin yuzey enerjisini artirirarak protein yapismasinda,
hicre yapismasinda ve implantin kemikle buUtinlesmesinde onemli rol
oynamaktadir [20, 21]. Sekil 2.4’'de Ti yuzeyinde olugsan titanyum oksit tabakasi

bilesimi bulunmaktadir.
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Sekil 2.4. Titanyum oksit tabakasinin bilesimi [19].

Titanyum biyomalzemeler sahip olduklari Ustin o6zelliklere ragmen, klinik
uygulamalarda bazi sorunlarla karsilasiimaktadir. Kullanilan Ti ve Ti alagimli
implant malzemeleri uzun dénemli klinik uygulamalar igin yetersiz kalirlar ve bu
sorunlari  agabilmek icin malzemelere c¢esitli yuzey uygulamalari ve

modifikasyonlari yapiimaktadir.

2.1.2. Titanyum implantlarin Yiizey Ozellikleri ve Hiicre Yapigmasina Etkisi

Dental ve ortopedik implant biyomalzemelerinin uzun sureli basarisi, implant ile
doku arasinda kuvvetli bir bagin olusmasina bagldir. Kemik doku ve ylUk tagiyan
implant ylUzeyi arasindaki yapisal veya fonksiyonel baglantt olusumu,
osseointegrasyon veya osteointegrasyon olarak adlandirilir. lyi  bir
osseointegrasyon saglanamamasi durumunda implantta gevseme meydana gelir
[13]. Bu nedenle implant ile kemigin butunlesebilmesi ¢ok buyuk bir 6nem arz
etmektedir. Kullanilan implantin yuzey 6zelliklerine gére kemik dokusunun cevabi

farkli olmaktadir. Osseointegrasyonun saglanmasinda cerrahi teknik ve implant
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dizayninin yani sira, implant malzemelerinin yluzey kimyasi, yluzey purtuzluligu,
yuzey topografyasi ve yuzey enerjisi gibi yuzey ozellikleri de osseointegrasyonda
onemli rol oynar. Ayrica yuzey enerjisi gibi ylzey oOzelliklerinin de énemli oldugu
bilinmektedir. ideal implant malzemelerinin kemik iyilesme mekanizmasini
engellemeyecek bir ylizeye sahip olmasi ve hatta bu ylzeyin iyilesmeyi arttirici

etkisinin bulunmasi gerekmektedir [2].

implant malzemelerinin  ylizeylerine ¢esitli uygulamalar yapilarak ylizey
topografileri elde edilmekte ve hicre tiplerinin verdigi tepkiler degisiklik
gOstermektedir. PUrGzli ylzey topografilerine sahip implant malzemeleri
osteoblast hiucre yapismasini, farklilagsmasini, ekstraseltler matriks (ECM) Uretimi
ve mineralizasyonunu desteklemektedir. Mikron ve nano boyutta ylzey
topografilerine sahip implant malzemeleri ile yapilan c¢alismalarda, ylzey
topografilerinin ECM Uretimini etkili bir sekilde arttirdigi, daha hizli ve guvenilir bir

osseointegrasyonun olusumunu destekledigi gézlenmistir [22].

In-vivo ve in-vitro pek ok calismada yilizey purizliliklerinin hiicreler (zerine
etikleri incelenmistir. insan primer osteoblastlari ile yapilan bir c¢alismada,
yapisma, mineralizasyon, osteopontin, Runx2 gibi kemige 06zel proteinlerin
Uretimlerinin ylzey purizlulik oranina bagli olarak arttidi gosterilmistir [23]. Zinger
ve arkadaslari, nano ve mikron boyutta puruzlulige sahip Ti yuzeyler Uzerinde,
MG63 insan kemik kdkenli hucrelerin yapisma, yayillma ve ¢ogalma davraniglarini
incelemislerdir. Calismada, nano boyutlu puarizlilige sahip ylzeylerde kalin bir
hicre tabakasi olustugu ve duz yuzeydeki hicrelere gbére daha fazla hicre
uzantilarinin bulundugu gdézlenmigtir. Otuz-yliz mikron boyutundaki priazltliklerde
ise hdcrelerin buylk boyutta olan cukurlarin iclerine yerleserek, 3 boyutlu halde
¢ogaldigi, mikro ve nano boyutta purtzlUluklerin ise hucre gogalmasina sinerjistik
etki gosterdigi gozlenmistir [24]. Guehennec ve arkadagslarinin yaptidi baska bir
calismada, Ti yuzeylere farkl uygulamalarla yuzey puruzltlikleri elde edilmistir.
Bu calismada purizlilik orani artttkca MC3T3 osteoblast 6nclll hicrelerin
yapisma, yayillma, ¢ogalma ve ECM Uretiminin arttig1 gozlenmistir [25]. Gittens ve
arkadaslarinin yaptigi ¢alismada mikro ve nano kombine yapilarin osteoblast
benzeri hicrelerin olgunlagsmasini ve lokal faktér Uretimini destekledigi, ge¢
donem farkhlagsma belirteci olan osteokalsinin Uretiminde etkili oldugu gosterilmigtir
[26].
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implant malzemelerinin ylizey pirizIGligl, hicre yapisma ve farklilasmasini
desteklemesinin yani sira kemik olugsumunu ve malzemenin osseointegrasyonunu
da destekler. Elias ve arkadaglari farkli yuzey uygulamalari ile hazirlanmig, farkh
buyuklukte  puruzliluk oranlarina  sahip olan Ti dig implantlarinin
osseointegrasyona  etkilerini, New Zelland tavsanlarinda incelemigtir.
Zimparalanmis yuzeyler, asit uygulanmis yuzeyler, TiO, (70um) partikullerle
kumlanmis yuzeyler ve anodizasyon uygulanmis Ti yuzeylerin puarazltulikleri
kariglastinlmistir.  Ylzey partzltalGginin  ve hidrofilisitesinin  anodizasyon
uygulanmis yuzeylerde en ylksek oldugu gdézlenirken, en siki baglanmanin yine

anodizasyon uygulanmis yuzeylerde elde edildigi sonucuna ulasiimistir [27].

Malzeme ylzeyindeki nanoyapilarin hdcre davraniglari Uzerinde onemli etkileri
bulunmaktadir. Nano boyutta ylzey purazlalikleri birincil protein yapismasinda
gorev almakta ve daha sonraki hucre yapigsmasina etki etmektedir. Diger yandan
nanotopografiler yuzey islatilabilirligini ve ylzey kimyasini da degistirmektedir.
Nano vyapilarin hucresel aktiviteleri duzenledigi yoninde pek c¢ok calisma
yapilmistir ancak tek basina osseointegrasyonu saglamak icin yeterli olmadiklari
bilinmektedir. Malzeme yuzeyinde bulunan nanoboyuttaki purizlerin  hicre

davraniglarina etkisi Sekil 2.5'te gosterilmistir [28].

protein i hiicre j hiicre hiicre
yapismasi i yapismasi | gogalmasi farkhlasmasi
I e
(b) i

Sekli 2.5. Nano boyutta plrdzltligin protein yapismasi, hicre yapismasi,
¢ogalmasi ve farklilagsmasina etkisi. a) nanoboyuta yapilar icermeyen ylzey, b)

nanoboyutta yapilar iceren yuzeyler [29].

Yuzey puruzluligundn yani sira yuzey enerjisi, hicre cevabini etkileyen énemli bir

diger faktordur. Yuzey enerjisi, malzeme ylzeyinin polarite ve islatilabiliriligini
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etkilemektedir. Yuksek yuzey enerjisi, artan islatilabilirlik nedeniyle implant ylzeyi
ile biyolojik ¢evre arasindaki etkilesimleri arttirmaktadir. Yuzey hidrofilisitesi,
biyomalzemelerin biyouyumlulugunu belirlemektedir ve ylzey enerjisine bagldir.
Yuzey enerjisi daha yuksek olan, hidrofilik yizey o6zelligine sahip implantlarin
basari orani daha ylksektir. Bu implantlar hiicre ve protein yapismasini destekler,
hdcre yayllmasi ve ¢gogalmasini uyararak osseointegrasyonun gergeklesmesinde
onemli rol oynar [16]. Ericsson ve arkadaslarinin yaptigi in-vivo ¢alismada, sigan
tibiasina implante edilmisg, hidrofilik yuzeye sahip Ti diskler kullaniimistir. 8 gunlik
calismada malzeme yuzeyinde canli ve apoptotik hucrelerin bulundugu, BMP-2
pozitif hiicre sayisinin belirgin bir sekilde arttigi gézlenmistir [30]. ikinci defa
yaptiklari 3 haftalik in-vivo ¢alismada ise BMP-2, ALP, VEGF pozitif hicrelerin
varliklari incelenmigtir. Yuksek ylzey enerjisinin, dusuk ylzey enerjisine sahip
malzemelere gore hucre aktivasyonu ve farklilagsmasini destekledigi gosterilmigtir
[31]. Kennedy ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada cam lamel ylzeyler SAM (self
assembled monolayer) ile kaplanmis ve UV isin uygulamasi yapiimistir. En son
basamakta fibronektin ile kaplanan ytzeylerle MC3T3-E1 preosteoblast hicre hatti
kullanilarak ylUzey enerjisinin hucre davranislarina etkisi incelenmistir. Yapilan
kdltir calismasinda, ylzey enerjisinin ve hidrofilisitesinin artmasiyla dogru orantih
olarak hicre c¢ogalmasinin arttigi goésterilmistir [32]. Zaho ve arkadaslari; Ti
yuzeylerde mikron boyutta puruzlilik ve ylzey enerjisinin MG63 hucreleri
Uzerindeki sinerjik etkisini incelemiglerdir. Farkli yontemlerle purtzltlik olusturulan
Ti implant malzemeleri Gzerine gama 1sinI uygulanarak yutzey enerjilerinin daha
yuksek oldugu malzemeler hazirlanmistir. Yuksek ylzey enerjisinin tek basgina
hicre cevabi Uzerinde etkili olmadigi, ancak vyuksek pdartuzlalige sahip
malzemelerde sinerjik etki goOstererek osteoblast hucrelerinin  yapismasini,

¢ogalmasini, farklilagsmasini ve matris aretimini arttirdigr goézlenmigtir [33].

2.1.3. Titanyum implant Kaynakh Sorunlar

Biyomalzemelerin vucutta istenen islevleri yerine getirebilmesi icin mekanik gug,
yapisal batunluk ve biyouyumluluk ozelliklerini saglamasi gerekmektedir. Ancak
doku ve vicut sivilariyla temas halinde olan biyomalzemeler, olusan akut ya da
kronik yangisal reaksiyonlar, korozyon ve ¢6zulme gibi kimyasal degisimlerle
butiinliklerini ve islevlerini yitirebilir, zamanla deformasyona ugrayabilirler. implant

malzemelerinde olusan deformasyonlar, implantin gérevini yerine getirememesine
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neden olurken, malzemenin bozulmasi, bulundugu dokuda yikima neden olarak
ciddi sorunlar yaratabilir. Bir implantin vlcut igerisindeki basarisi, malzeme

Ozellikleri, dizayni ve biyouyumlulugu basta olmak Uzere birgok faktore baghdir.

Biyomedikal uygumalar icin kullanilan biyomalzemeler konusunda buyuk
gelismelere ragmen halen pek ¢ok sorunla Kkargilagiimaktadir. implant
malzemelerinin basarisiz olmalarina neden olan durumlar Cizelge 2.3’de

gOsterilmistir.

Gizelge 2.3. implant bagarisizliklarina neden olan durumlar [2].

implant basansizhig
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. Diisiik yorulma modiilii
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Ti ve Ti alagsimi biyomalzemelerin, mikemmel korozyon direnglerine ve yuksek
biyouyumluluga sahip olmalarina ragmen, uzun dénem kullanimlarinda 6zellikle Ti
alasimlarinda, aliminyum ve vanadyum salimi gozlenmekte, Ti malzemeler kayma
dayanimlarinin dusuk olmasi nedeniyle surtinme ile aginmaya ugramaktadirlar.
Bu nedenle Ti implant malzemelerinin korozyon direnci, asinma direnci, yuzey
Ozellikleri ve biyouyumluluklarini arttirmak icin ¢esitli yizey modifikasyonlari

uygulanmaktadir [34].

implant malzemelerinde karsilagilan énemli bir problem ise stres kalkani (stres
shielding) etkisidir. Bu sorun kemik olusumu ve sekillenmesi sirasinda kemige
uygulanan mekanik yuklerin implant malzemesi nedeniyle degismesi sonucu
olusur. Kemige implant uygulamasindan sonra, kemige gelen yUklemelerin
azalmasi, kemik kitlesinin ve geometrisinin degigsmesine neden olarak implant
cevresindeki kemik dokunun kaybina neden olur. Bu etki 6zellikle uygulanan
implant ile kemik arasindaki sertlik farki arttikgca daha fazla gértlmektedir. Ti ve Ti
alagimlarinin; elastik modultus degerlerinin kemige, diger metalik malzemelerden
daha yakin olmasi nedeniyle daha az stres kalkani etkisi gozlenir [15]. Ancak tum
bu avantajlarinin yani sira, Ti ve Ti alasimlarinin mekanik 6zellikleri tam anlamiyla
biyomedikal uygulamalar icin yeterli degildir ve bu nedenle Young modulus
degerleri kemige daha yakin olan farkli malzemelerin kullanimi giindeme gelmistir
[35].

Titanyum implant malzemelerinde karsilagilan en buyuk sorunlar ise; implant
kaynakli enfeksiyon olusumu ve osseointegrasyonun saglanamamasidir. Bu iki
problemi ¢o6zebilmek icin c¢esitli yuzey modifikasyonlari uygulanmaktadir. Tez
calismasi dahilinde implantlarin basarisini engelleyen bu iki sorunu ayni anda

¢ozmeyi hedefleyen yiuzey kaplamasinin geligtiriimesi amaglanmistir.

2.1.3.1. Kemik olusumu ve osseointegrasyonun saglanamamasi

Ortopedik biyomalzemelerin uzun suireli basarisi genel olarak implant ile doku
arasindaki osseointegrasyon sirecine baghdir. Kemik implant arasindaki siki
bagin olusumu implantin yerlestiriimesinden birkag ay sonra gergeklesir.
Yerlestirilecek kemigin niteligi, implant materyalinin doku uyum ve tasariminin yani
sira kullanilan implantin yuzey Ozellikleri osseointegrasyonun saglanmasinda

biyuk éneme sahiptir. Ayrica kemik olusumunun yeterli olmamasi sonucu implant
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cevresinde fibr6z doku olusumu gergekleserek osseointegrasyonun saglanmasini
engeller. Ti implant malzemeleri sahip olduklari yluzey o6zellikleri sayesinde tek
baglarina, kemik hdcrelerini yapismasini ve implant ¢evresinde kemik olusumunu
destekler ancak siki bir osseointegrasyonun olugsmasi igin yeterli olmaz [36]. TUm
kalca degisimi gibi ortopedik uygulamalarda kullanilan ¢imentosuz metalik
malzemeler basarili sonuglar gostermesine ragmen, kemik doku-metal arasinda
kemik olusumunu arttirmak, kiguk hareketleri engellemek i¢cin ameliyat sonrasi
erken donemde birka¢ hafta sinirli yik uygulanmasi dnerilmektedir. Ayrica distk
kemik kalitesi, osteoporoz, renal osteodistrofi, romatolojik hastaliklar ve yeniden
yapilan ameliyatlar (revizyon ameliyatlari), osseointegrasyonu geciktirir ya da
engeller. Biyomedikal uygulamalarda karsilagilan bu sorunlar implant kayiplarina
sebep olur. Geligtirilen biyolojik tedavilerle implant yuzeyinde kemik geligsiminin
desteklenmesi hedeflenmektedir [37]. Bu nedenle ameliyat sonrasi iyilesme
surecindeki riskleri en aza indirmek, implantin basarili bir gsekilde kemige
sabitlenmesini saglamak ve daha hizli kemik olusumu gergeklestirmek icin Ti
malzemelerin yuzeylerine ¢esitli uygulamalar yapilmaktadir [38]. Yuzeyleri biyolojik
olarak aktif tasarlanan implantlar kemik olusumunu arttirmakta ve dogru orantili
olarak iyilesme zamanini kisaltarak implant basarisizliklarini engellemektedir.
Yuzey kaplamalarinda ve modifikasyonlarinda hormonlarin kullaniimasi ya da
implant yuzeylerinin ECM motifleri ile modifiye edilmesi, osteoblast hucrelerinin

uyariimasinda ve biyomineralizasyonun olusumunda 6nemli rol oynamaktadir [37].

2.1.3.2. implant kaynakli enfeksiyon olusumu

Ortopedik ve dental implantlarda siklikla kullanilan Ti ve Ti alagsimlarinda g6zlenen
enfeksiyon olusumu; implant kaybi, hasta sikayetleri, finansal kayiplar ve 6lim gibi
pek cok yaygin ve énemli sorunu beraberinde getirmektedir [39]. implantasyonun
gerceklestigi erken fazlarda cerrahi uygulamanin yapildigi boélgede savunma
sistemi bozulmus olur ve bu donem enfeksiyon olusumu igin en tehlikeli donemi
olusturur. implant malzemelerinin aseptik kosullarda implantasyonu veya kullanilan
malzemelerin kontamine olmasi enfeksiyon olusumuna neden olabildigi gibi,
Ozellikle eksternal fiksasyon givileri ve dental implantlarda gézlenen hasta vucut
florasi bakterileri de enfeksiyonlara neden olabilir [40]. Cesitli sterilizasyon

uygulamalari ve operasyon sonrasi antibiyotik uygulamalari ile implant kaynakl
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enfeksiyon olugsumlari azaltimasina ragmen, bu durum hala implant

malzemelerindeki en buyuk sorunlardan birini olugturmaktadir [41].

implant kaynakli enfeksiyon olusumuna en ¢ok Stafilokok cinsi bakteriler,
Staphylococcus epidermidis ve Staphylococcus aureus neden olmaktadir.
Staphylococcus epidermidis normal deri florasinin bir pargasi olmasina ragmen
implantasyon sirasinda vicut igerisine girmesiyle enfeksiyon olusumuna neden
olmaktadir. Staphylococcus hominis, Staphylococcus haemolyticus, Pseudomonas
aeruginosa ve Enterococcus faecalis implant kaynakli enfeksiyon olusumuna
neden olan diger bakteri turleri arasindadir [41]. Enfeksiyon olusumunun en
onemli asamasi, bakterinin biyomalzeme yuzeyine tutunmasidir. Hucre
tutunmasiyla birlikte ylzeyde ¢odalmaya ve biyofilm olusumuna neden olurlar.
Biyofilm tabakasi, mikroorganizmalarin kendilerini antibiyotik, antikor ve bakteri
Oldurtcu ajanlardan (oksidan) c¢esitli mekanizmalar ile korumak igin urettikleri

ekzopolisakkarit yapida bir matrikstir [42].

Bakterilerin yuzeye yapisma mekanizmalari;

Bakterilerin malzeme yuUzeyine yapigsmasi sartlanma evresini takiben asagida
aciklanan 2 basamakta gergceklesmektedir. Bu basamaklari takiben de biyofilm

olusumu gorulebilmektedir.

Sartlanma evresi; malzemelerin vicuda implantasyonundan sonra fizyolojik
kosullarda malzeme yulzeyi, su, albumin, yag, ECM, fibronektin ve inorganik tuzlar
gibi molekiller ile modifiye olmaktadir [43]. Olugsan tabaka malzemenin yuzey
hidrofobisitesini degistirerek bakteriyel yapisma, koloni olusumu ve sonrasinda
biyofilm olusumuna kargi ylzeyi duyarli hale getirir [44].

Bakteriyel yapisma 2 basamakta gergeklesir;

Birincil yapisma (docking stage): Bakteriler kuvvetli olmayan fiziksel (hidrofobik,
elektrostatik) etkilesimlerle geri dontusumlu olarak yuzeye tutunur [45].

Ikincil yapisma (locking stage): Bakterilerin geri doéniislimsiiz olarak spesifik
yapisma molekulleri ve malzeme yuzeyi arasinda molekuler yapida baglanmanin
gerceklestigi fazdir. Birincil yapisma ile gevsek yapida ylzeye baglanmis olan
mikroorganizmalar, bu fazda ekzopolisakkarit Ureterek ya da pili ve fibrialari

aracihgiyla yluzeye tutunur [45].
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Biyofilm olusumu: Bakterilerin implant malzeme ylzeyine geri donisimsuiz olarak
baglanmasiyla biyofilm olusumu baslar. Cevresel hidrodinamik akis, i¢sel pH,
oksijen perfuzyonu, karbon kaynaklari, ve ozmolaritenin optimum kosullarda
saglanabilmesi biyofilmin olgunlasmasini destekler. Biyofilm tabakasinin kritik
hacme ulasmasi ile bakteriler biyofiimden ayrilarak baska yuzeylere kolonize olur
ve yeni biyofilm olusumlarina neden olurlar [42]. Sekil 2.6'te bakterilerin malzeme

yuzeyine yapismasi ve biyofilm olusumu gosterilmigstir [44].

, LY - p
<~
| | /L ]
! Faz! I Faz i " Biyofilm |
0s 2.3s 24 s Olugumu

Sekil 2.6. Biyofilm olusumu. Faz |. Bakterilerin malzeme ytzeyine geri donusumlu
olarak yapismasi (docking stage), Faz Il. Bakterilerin malzeme ylzeyine geri
donusimsuz olarak yapismasi (locking stage), Ekzopolisakkarit Uretimi (Biyofilm

olusumu) (s:saat).

Biyofilm olusumu gergeklestikten sonra uygulanan rutin antibiyotik tedavileri
implant kaynakli enfeksiyonu azaltmak igin yeterli olmaz. Hala implant kaynakh
enfeksiyonu engellemek igin etkin bir tedavi bulunamadigi igin problemi yok
etmede en etkili ¢ozum implantin yenisiyle degistiriimesidir. Bu durum ise hastayi
hem maddi hem de tibbi agidan olumsuz etkilemektedir [41, 46, 47]. Bu nedenle
enfeksiyonlarin engellenmesi i¢in yeni stratejilerin gelistiriimesine devam
edilmektedir. Kullanilacak malzeme yuzeylerine bakteri yapismasini engelleyecek
modifikasyonlar uygulanmakta, bakteri tutunmasi ve biyofiim olusumlari
engellenmeye calisiimaktadir. implant malzeme vyiizeylerine  antibiyotik,
antibakteriyel veya antimikrobiyal ajan hapsedilmis kaplamalar, antibakteriyel
biyoaktif polimerler veya yapisma direngli polimerlerle ylzey modifikasyonlari
uygulanmakta ve implant kaynakli enfeksiyon olusumunu engelleyecek implant
malzemeleri Uretilmeye calisiimaktadir [41, 48]. Yapilan tum bu islemler, i.ylzey
modifikasyonlari ve ii.ylzey kaplamalari olarak iki ana baslik altinda devam eden

bolumlerde agiklanmigtir.
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2.1.4. Titanyum implantlarin Yiizey Modifikasyonu

Titanyum biyouyumlu 6zellik géstermesine ragmen kemik olusumundaki biyolojik
suregleri pozitif yonde etki etmesi kisithdir. CuUnkl Ti kendi basina kemik
apozisyonunu uyaramaz. Bu nedenle son zamanlardaki arastirmalar erken
entegrasyonu hizlandiracak ve ihtiya¢ duyulan tedavi zamanini kisaltacak olan
yuzey kaplamalarinin ve yudzey iglemlerinin gelistiriimesine odaklanmigtir. Bu
amagla farkli ylzey isleme yontemleri uygulanarak biyomalzeme ylzeyine farkli
Ozellikler kazandirilmaktadir [33]. Cizelge 2.4’de Ti implant malzemelerine

uygulanan ylzey modifikasyon yontemleri listelenmistir.

Cizelge 2.4. Titanyum implant malzemelerine uygulanan yizey modifikasyonlari

Termal Puskirtme Asit Muamelesi isleme Protein Adsorbsiyonu
Biyomolekdllerin
Plazma Puskirtme Alkalin Muamelesi Tornalama Immobilizasyonu
(enzimler, ilaglar)
F|Z|ks_eI_Buhar Sol-Jel Muamelesi Kesme Flor ve H|(_Jl_rok3|apat|t ile
Biriktirme Modifikasyon
iyon implantasyonu  Anodik Oksidasyon Kumlama
Akkor Bosalma Kimyasal Buhar Parlatma
Plazma Muamelesi Biriktirme
Yizey Aktif
Maddeleriyle
Kaplama
Polimerlerle Kaplama
Antibakteriyel Ajanlar
ile Kaplama

Yuzey uygulamalari malzeme yuzeylerinde mikron ve nano boyutta ylzey
topografileri olusturmanin yani sira kimyasal 6zellikleri degistirmek amaciyla da
uygulanmaktadir. Bu uygulamalar, mekanik, fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal

yontemler olmak Uzere 4 grupta incelenebilir.

Mekanik yéntemler. Implant malzemelerinin vyizeylerine cesitli mekanik
uygulamalar yapilmakta ve farkli yuzey purtzltuligu oranlarina sahip malzemeler
hazirlanmaktadir. Farkl boyutlardaki partikuller ile yapilan kumlama iglemi yaygin
olarak uygulanan etkin bir mekanik ylzey puruzlendirme iglemidir. Kum puskirtme
islemlerinde siklikla silika (kum), rezorbe olabilen seramik, alumina ve titanyum

dioksit kullanilmakta ve olusan puruzlGluk boyutlari kullanilan partikal boyutlarina
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goére degismektedir [49-51]. Kum puskurtme yontemiyle hazirlanmig Ti implant
malzeme yuzeylerinde partikil olarak bozunabilen HA partikuller kullaniimis ve
tavsanlarda malzeme yuzeyinin kemik olusumuna etkisi incelenmistir. HA ile
kumlanan yuUzeylerin puruzduldlugunun arttigi ve duz yuzeylere gore kemik
olusumunu daha iyi destekledigi gézlenmigtir. PurGzIG Ti malzeme ylzeylerinin
purizslz yuzeylere gore daha fazla alkalen fosfataz (ALP) pozitif hdcrelerle
kaplandidi ve daha ylksek kemik-implant temas degerlerine sahip oldugu

g6zlenmistir [51].

Fiziksel yéntemler: Titanyum Plazma Sprey (TPS), implant ylzeyine yuksek
derecede Ti tozlar1 puskurtilerek, yuzeyde yaklasik 30 pym kalinhginda bir film
tabakasi olusturan bir ydntemdir. TPS kaplama ortalama 7 um’lik bir puruzIGlik
saglar ve implantin ylzey alanini genisletir. Ancak ¢evre dokulara metal partikul
salimina neden olabilecegi icin klinik uygulamalar igin uygun bir metot degildir [52].
Plazma sprey yontemiyle implant ¢gevresinde kemik olusumunu destekleyen ve

%60-70 oraninda HA igeren kaplamalar yapiimaktadir [16].

Kimyasal yontemler. Yuzey puruzlendirmek amaci ile kullanilan diger bir yontem
ise kimyasal purizlendirme iglemidir. Kimyasal yontemlerde, asit muameleleriyle
yuzeyde farkli topografiler olusturulurken, alkali uygulamalarda Ti malzeme
yuzeyindeki titanyum oksit tabakasinin kalinligi arttiriimaktadir [49]. Asit ile ylzey
puruzlendirme islemlerinde hidroklorik asit (HCI), sulfurik asit (H2SO4), nitrik asit
(HNO3) ve hidroflorik asit (HF) gibi glglu asitler kullaniilmaktadir [53]. Yluzeye
uygulanan asit ve alkalilerin malzeme ylzeyinde CaP apatit olusumunu

destekledigi pek ¢cok ¢calisma ile gosterilmistir [54-56].

Yuzeylerde daha duzensiz ve puruzlu bir gérinum elde edilmesi i¢in kumlama ve
asitle daglama yontemleri birlestirilerek uygulanmaktadir. Asitle daglama iglemi
yuzeyin topografik profilini arttirmayi ve iglemler sirasinda olusan artik dGrunleri
yuzeyden uzaklastirmayl amaglamaktadir. Kum puskirtme sonrasinda uygulanan
asitle daglama igslemlerinde hidroflorik asit, nitrik asit, sulfurik asit ya da farkli asit
cozelti kombinasyonlari kullaniimaktadir. Ayrica asitleme-kumlama uygulanan
yuzeylere hidrofilik 06zellik kazandirilarak iyilesme surecinin hizlandirildigi
gosterilmistir [25]. Titanyumun H>SO4, H3PO4, HNOj3; ve HF gibi guglu asitler
icerisinde  yiiksek yogunlukta (200 A/m? veya potansiyelde (100 V)

potansiyostatik veya galvanostatik anodizasyonu sonucu oksit tabakada mikro
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veya nano gdzenekli yapilar olusur. Anodizasyon sonucunda Ti yuzeyindeki oksit
tabaka 600-1000 nm veya daha kalin olmaktadir. Titanyum oksit tabakasi implant
yuzey enerjisini  arttirarak, hicre yapismasini ve osseointegrasyonu
desteklemektedir [57].

Biyokimyasal yéntemler: implantlar (zerine yapilan arastirmalar nanoyapili
cevreyi taklit ederek (ECM gibi) hicre ve doku buylimesini destekleyen
biyomalzemelerin tasarimina odaklanmistir. Gergek dokularda nanoboyutta
protein etkilesimleri; hicre ¢ogalmasi, hiucre gécu, ECM matriks Uretimi gibi hicre
fonksiyonlarini kontrol etmekte énemli rol oynarlar [16]. Ti implant malzemelerinin
nanoboyutta ylzey modifikasyonlari icin g¢esitli metotlar kullaniimaktadir.
Kendiliginden dizenlenen tek katmanlar (SAM), nanopartikil depozisyonu, litografi
ve cesitli fiziksel, kimyasal uygulamalarla ylzey modifikasyonlari yapilmaktadir
[29]. Ayrica osseointergrasyonu arttirmayr veya enfeksiyon olusumunu
engellemeyi hedefleyen, cesitli biyoaktif seramikler, biyosinyal molekuller ve
polimerlerle ylUzey kaplamalari yapilarak biyoislevselligi yuksek biyouyumlu

biyomalzemeler elde edilmektedir.

2.1.5. Titanyum implant Yiizey Kaplamalari

Titanyum implant malzemelerinin ylzey modifikasyonlari arasinda yer alan
kaplamalar enfeksiyon olusumunu engellemek amaciyla yapilan antibakteriyel
yuzey kaplamalari ve osseointegrasyonu arttirmak amaciyla yapilan kaplamalar

olmak Uzere iki baglik altinda toplanabilir.

2.1.5.1. Antibakteriyel yuzey kaplamalari

implant kaynakli enfeksiyon olusumu; ortopedik ve dental uygulamalarda en
onemli sorunlardan birini olusturmaktadir. implantasyon sirasinda kullanilan steril
operasyon teknikleri, ameliyat bdlgesinin yikanmasi, ameliyat sonrasi sistemik
dolasima antibiyotik veriimesi gibi uygulamalar implantlarda karsilagilan
enfeksiyon olusumunu engellemek igin yeterli olmamaktadir ve hastada agri ve aci
gibi sorunlara neden oldugu gibi ayni zamanda maddi kayiplara da yol agmaktadir
[58].

implante edilen malzemelerin yiizeylerinde gerceklesen, bakteri kolonizasyonu ve
biyofilm olusumu; kemik ve cevre dokularda enfeksiyona neden olmaktadir.

Biyofilm olusumundan sonra polisakkarit yapidaki tabakanin altinda antibiyotik ve
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konak immun sistemine karsi direncli hale bakteriler, malzeme ylzeyinde kemik
iyilesmesini veya buyumesini engellemekte, kiriklarin kaynamamasi ve implant

kayiplari gibi sorunlara neden olmaktadir [36].

implant kaynakli sorunlari ¢gézmek icin en etkili yontem implant ylizeyinde bakteri
kontaminasyonunu tamamen engellemektir. implant yiizeyine bakterilerin birincil
yapismasini engellemek amaciyla antibakteriyel ylzey kaplamalari gelistirilmistir.
Kaplamalar antibakteriyel ajan salimina bagli olarak aktif ve pasif kaplamalar
olarak ikiye ayrilir. Cizelge 2.5'de enfeksiyon oOnleyici yuzey kaplamalari

siniflandiriimigtir.

Cizelge 2.5. implant malzemelerine uygulanan enfeksiyon 6nleyici ylzey

kaplamalari
Aktif kaplamalar Kullanilan malzemeler
Gentamicin, Cephalothin, Carbenicilin,
Antibiyotik iceren kaplamalar Amoxicillin, Cefamandol, Tobramycin,
Vancomycin
Antibiyotik olmayan organik Kloroheksidin, Kloroksilenal,

antimikrobiyal ajan igeren kaplamalar | Poli(hekzametilenbiguanid)

inorganik antimikrobiyal ajan igeren

kaplamalar Gumds (Ag), Novaron

Pasif kaplamalar Kullanilan malzemeler

-Fiziksel ve kimyasal yuzey 6zelliklerinin
Yapisma direngli kaplamalar degistiriimesi
-Yapisma engelleyen polimer kaplamalar

Antibakteriyel biyoaktif polimerlerle

islevsellestiriimis kaplamalar Kitosan, Hyaluronik asit

Pasif kaplamalar; ¢evre dokulara bakterisit ajan salmadan, bakteriyel yapismayi
engelleyerek veya temas ile bakterileri 6ldUrerek biyofilm olusumunu ve
enfeksiyon olusumunu engelleyen kaplamalar olup implant malzemelerinin ylzey
hidrofilisitesini ve kristal yapisi gibi yluzey ozelliklerini degistirerek etki ederler.
Pasif kaplamalar, vucut igerisinde uzun sure bdlgesel veya genel yan etkileri

olmadan antibakteriyel 6zelliklerini korurlar [40].

Aktif kaplamalar; antibiyotik, antiseptik ajan, gimis (Ag), azot oksit (NO) gibi
bakterisit ajan salimi yaparak implant kaynakli enfeksiyon olusumunu engelleyen

kaplamalardir. Bu kaplamalar ancak ameliyat sonrasi erken dénemdeki cerrahi
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kontaminasyonlardan kaynaklanan enfeksiyonlari énleyebilir ve implantasyondan
sonra sinirh bir stre ajan salimi saglayabilirler. Ayrica yeterince bakterisit iceren
kaplamalar uretmek ve ila¢g salim miktarlarinin kontroli en buyUk sorunlarindandir
[40].

Antibiyotik iceren kaplamalar - Ameliyat sonrasi korunma amagli sistemik
dolasimla antibiyotik tedavisi gergeklestiriimesine ragmen bu tedavinin pek ¢ok
dezavantaji bulunmaktadir. Sistemik dolagima verilen antibiyotik dozlari,
hedeflenen bolgelerdeki enfeksiyonlara etkili olmakta yetersiz kalir ve verilen daha
yuksek dozlar toksisiteye neden olabilir [40]. Bu nedenle implant malzemelerinde
antibiyotiklerin lokal olarak kullanimi gundeme gelmistir. Yapilan pek c¢ok
calismada Ti malzemelerin ylzeyleri, antibiyotik iceren kaplamalarla modifiye
edilmistir. Antibiyotikler, Ti ylzeylere kovalent olarak baglanabilecegi [59, 60] gibi
cesitli polimer, nanotip ve HA gibi kaplama malzemeleriyle birlestirilerek ylzey

uygulamalarinda kullaniimaktadir [61-63].

Antibiyotik olmayan organik antimikrobiyal ajan igeren kaplamalar -
Bakterilerin antibiyotiklere kargi diren¢ olusturmasi sorununa karsi antibiyotik
olmayan klorheksidin, kloroksilenol gibi anitmikrobiyal ajanlar kaplama malzemesi
olarak kullanilabilmektedir [40].

inorganik antimikrobiyal ajan igeren kaplamalar - Cesitli inorganik
antimikrobiyal ajanlar, iyi antibakteriyel yetenekleri, miukemmel biyouyumluluklari
ve yeterli kararliliklari sebebiyle tercih edilirler. Katki maddelerinin arasinda gumus
(Ag) en ¢ok bilinenidir. Gimus, gram pozitif, gram negatif ve bazi direngli bakteriler
uzerine etkilidir. Bakterilerin biyomalzeme uzerine yapismasini engelledigi gibi yan
etki gostermeden uzun sureli antibakteriyel etkinlik gostermektedir [64]. Titanyum
malzemelerin ylUzeylerine gumuds, galvanizleme, plazma immersiyon iyon
implantasyonu (PlIl) ve fiziksel buhar biriktirme (PVD) yontemleriyle kaplanmakta
veya HA kaplama malzemesi igerisine katilarak antibakteriyel kaplamalarda
kullaniimaktadir [36, 64, 65].

Yapigsma direngli kaplamalar - YlUzey purizlalugua, yuzey kimyasi, hidrofilisitesi,
ylzey enerjisi ve ylzey potansiyeli gibi implant yldzey o6zellikleri hayvan
hdcrelerinin yapismasini etkiledigi gibi bakteriyel yapisma ve koloni olusumunda

da onemli rol oynamaktadir. Bu ylzey oOzellikleri, protein yapigsma miktari ve
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konformasyonlarini  etkileyerek, bakteri yapisma ve biyofim olusumunu
etkilemektedir [36]. Titanyum malzemelerinin yluzeyine UV 11k uyarimi ile anataz
tip okside tabaka olusturululur. Bu tabaka bakterilerin yapismasini engellerken,
malzeme yuzeyinde olugan titanyum oksit tabaka htcre aktivitesini arttirarak, hem
antibakteriyel 6zellige sahip, hem de osseointegrasyonu destekleyen yizeyler
olusturulmaktadir [66]. Bu uygulamalarin yani sira, malzemelerin ylUzeylerine
hidrofilik 6zellikte olan poli(metakrilik asit), poli(etilen glikol), poli(etilen oksit) ve
poliliretan gibi protein ve bakteri yapismasina direngli olan polimer kaplamalari da
uygulanmaktadir [44, 67, 68]. Ancak bu malzemeler ile kaplanmig olan ylzeyler
osteoblast fonksiyonlarini da azaltmaktadir. Bu sorunu ¢dzmek igin ylzey
kaplamalari gesitli biyoaktif molekullerle (RGD, serisin) iglevsellestiriimektedir [40].
Yapilan tez galismasinda da yapisma engelleyen polimerler ile titanyum yuzeylere

antibakteriyel 6zellik kazandirilmasi amaglanmistir.

Antibakteriyel biyoaktif polimerlerle islevsellestiriimis kaplamalar- Kitosan,
hyalUronik asit gibi biyoaktif 6zellikte olan polimerler, bakteri yapismasini,
cogalmasini ve aktivitesini engellemektedir. Bu polimerler hem osseointegrasyonu
destekledikleri, hem de implant yluzeyine antibakteriyel 6zellik kazandirdidi igin

kaplama malzemesi olarak tercih edilmektedir [69].

2.1.5.2. Osseointegrasyonu arttiran yuzey kaplamalari

Malzemelerin mekanik 6zellikleri (Young’s modulus degerleri, yorulma direnci),
malzeme cinsine bagh iken, biyolojik etkileri implant ylzeyi ve Ozellikleri ile
alakahdir. Saf titanyum hicre yapismasini ve kemik ile butinlesmeyi destekler
ancak tam bir osseointegrasyonun saglanmasi igin yeterli olmaz. implant
malzemelerine yapilan tUm yuzey modifikasyonlarina ilave olarak osteoblastik
aktiviteyi arttirabilmek ve kemik apozisyonunu saglamak icin cesitli yluzey
kaplamalari uygulanmaktadir. Metalik implantlarin kaplanmasindaki temel amag,
yuk tastyici 6zelligi gibi mekanik 6zelliklerini devam ettirerek, osseointegrasyonu
arttirmaktir. Kemik ile baglanma 0zelligi olan biyoaktif seramikler, apatitler,
kalsiyum fosfatlar ve kemik morfojenik proteinleri (BMP) ile muamele edilmis
osteokonduktif ve osteoinduktif malzemeler implant yuzeylerinin kaplanmasinda
kullanilarak pek ¢ok galisma yapilmistir [70]. Osseointegrasyonu arttiran yuzey

kaplamalari Cizelge 2.6’da siniflandiriimistir.
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Cizelge 2.6. Osseointegrasyonu arttiran ylzey kaplamalarinin siniflandirilmasi
[71].

Yiizey modifikasyonu Etkilesim
5 A
g CaP seramikleri , Qézﬂnme ve dogrudan tutunma yoluyla kemik ile
« kimyasal baglanma
3
i iyon katkisi — CaP kimyasal yapisinaiyon katkisi ve salim
'
]
% Biyomolekiil katkist ——> CaP kapl ylizeye dogrudan tutunma ve salim
c

ECM proteinleri — Malzemeye kimyasal olarak baglanmave dokuya
6zgl hiicrelerle etkilesimler

S
E BMPs ve biiyiime — Implant yiizeylerine dodrudan tutunma ya da
‘_Q"_ faktorleri kaplama icine katki yoluyla etkilesimya da salim
©
X
PE‘ Peptidler —* Malzemeye kimyasal olarak baglanma ve dokuya
g 6zgu hiicrelerle etkilesimler
|
@] . i

Farmakolojik olarak ~——  implantyuzeylerine dogrudan tutunma ya da

aktif molekuller kaplama igine katki ve salim

v

Titanyum implant ylzeylerine c¢esitli buyime faktdorl ve biyoaktif peptitler
immobilize edilerek osseointegrasyonun arttiriimasi amaglanmigtir. Kalsiyum fosfat
seramikleri (CaP); kemik dokunun mineral fazi ile ayni 6zelliklerine sahip olan,
biyobozunur, biyoaktif ve osteokonduktif sentetik malzemelerdir. CaP
seramiklerinin mekanik dayanimlarinin duguk olmasi sebebiyle, yuk tasiyan
uygulamalarda implant malzemesi olarak kullanimi sinirlidir. Bu nedenle CaP
seramikleri, kemik doku ile baglanti saglayabilecek uygun yuzeyler Uretilebilmesi
icin biyomedikal implantlarda kaplama malzemesi olarak kullaniimaktadir [71]. HA
implant ylUzey kaplamalari implant yuzeyi ve kemik arasindaki etkilesimleri
desteklemekte, osseointegrasyonu arttirmaktadir. Dogal kemik yapisinda bulunan
HA, yapisinda pek c¢ok iyon bulundurmaktadir. Yapilan c¢aligmalarda implant
malzemelerinin hlcre farklilagsmasi ve kemik olusumunun desteklenmesi ve
osseointegrasyonun saglanmasi icin gesitli (Sr, F, AI® Mg?*, Zn**, Cd*" ve Y**,
La**, In®* ve Bi*") iyon katkili hidroksiapatit tretimleri gerceklestirimektedir [72].
iyon katkill  hidroksiapatitlerden  ¢alismanin  ilerleyen  basamaklarinda

bahsedilecektir.
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Titanyum implant yuzeyleri, malzeme c¢evresindeki kemik iyilesme surecini
hizlandirmak icin, blUyume faktorleri gibi kemik uyarici ajanlarla kaplanirlar.
Donastariact buyume faktori (TGF-B) super ailesi uUyeleri, o6zellikle kemik
morfojenik proteinleri (BMP), platelet kokenli biyume faktéri (PDGF) ve insilin
benzeri buyime faktorleri (IGF-1 ve 2), Ti malzemelerin kaplanmasinda kullanilan
kemik uyarici ajanlardir [71]. BMP’ler Ti yuzeylerine immobilize olabilme
yetenekleri sayesinde pek ¢ok oral ve maksilofasiyal cerrahi implant
malzemelerinde kemik duzenleyici ajan olarak kullaniimaktadir. Yapilan
calismalarda BMP’lerin implant c¢evresinde kemik olugsumunu uyardigi
g6zlenmistir. BMP-2 kemik morfojenik proteinleri arasinda en yuksek osteoinduktif
Ozellige sahiptir ve osseointegrasyona etkisi pek ¢ok in-vivo c¢aligma ile
desteklenmigtir. BMP-2 kovalent bag ile metalik malzemelere baglanabilmekte ve

kemik olusumunu desteklemektedir [73].

Biyomalzemelerin yuzeylerinde hicre kontrolt ve doku cevabini kontrol etmek igin
cesitli biyomolekullerin immobilizasyonu gerceklestirilerek etkileri incelenmektedir.
Osseointegrasyonu  desteklemek amaciyla yuzey kaplamalarinda doku
rejenerasyonu ve tamirinde énemli role sahip olan, ECM proteinlerinden kollajen
tip 1 kullanilabilmektedir. Kollajen tip 1’in kalsiyum fosfat ile kompozit
kaplamalarda kemik olusumunu arttirdigi ve kemik ile implant arasinda fiksasyonu
destekledigi gosterilmigtir [74]. Hucreler yuzeylerindeki integrin reseptorleriyle,
fibronektin, laminin, vitronektin, kollajen tip1, osteopontin ve kemik siyaloproteinleri
gibi pek ¢ok plazma ve ECM proteinlerinin yapisinda bulunan spesifik aminoasit
dizilimleri arasinda baglanti kurarak yuzeylere yapismakta ve yayillmaktadir [75].
Evrensel hicre tanima motifleri olarak isimlendiriien RGD &6zel amino asit
dizilimleri; kendi ana molekullerine (Fibronektin, vitronektin vb.) gbre ¢ok daha
kUuguk yer kaplamakta, sentetik olarak Uretilebilmekte ve yuksek molekuler agirlikli
porteinlere gore sicaklik ve pH gibi etkilerle denatirasyona karsi daha fazla direng
gOstermektedirler [76]. RGD peptitleri; hlcre yapigsmasini desteklemek amaciyla
implant ylzeylerinde kaplama malzemesi olarak kullaniimaktadir [75, 77]. Cesitli
amino asit dizilimlerinin, Ti yUzeylerine hidroksil-, amino-, karboksil-, fonksiyonel
gruplari ile kovalent baglanarak malzeme yuzeyinde erken kemik olusumunu,
matriks mineralizasyonunu destekledigi ve implant ile kemik baglanmasini

uyardigi, yapilan gesitli caligmalarla gosterilmistir [74].
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2.2. Polietilen Oksit

Polietilen oksit (PEO) veya polietilen glikol (PEG), genis bir molekal agirhgi
arahdina sahip sentetik bir poliesterdir. (OCH>CHy), genel formulu ile gosterilir.
n;oxy-etilen gruplarinin ortalama sayisini ifade eder. Etilen oksit iki késesinde -
CH»- molekulleri bulunan, uglnclu kosesinde ise oksijen (O) atomu bulunan bir
epoksit halkasidir. Bu monomer bir katalizor varliginda tekrar Unitesi olan bir zincir
olusturur (-CH,-CH»-O-) [78].

N/ —— AL
O katalizor

Etil.en PEO
oksit

Sekil 2.7. Polietilen oksit sentezi

Polietilen oksit (PEO), etilen oksitin iyonik olmayan homopolimeridir. Molekul
agirhg 100,000 g/mol'den kuguk olanlar genellikle PEG olarak adlandirilirken
daha ylksek molekil agiriginda olanlar PEO olarak siniflandiriir ve molekdl
agirhg 8.000.000 g mol™ dederine kadar cikabilir [78]. Sekil 2.7’da PEQ’in sentezi
sematik olarak gosterilmistir. Sekil 2.8'de ise PEO’nun kimyasal yapisi ve farkl

molekuller agirliklara sahip PEO’nun fiziksel gérindmleri bulunmaktadir.

a
H-(O-CH_-CH.,), -OH

Sekil 2.8. a) PEO’nun kimyasal yapisi, b) (MA:400, 600, 3350 g mol-1) ve c)
Molekul agirliklarina goére degisen PEG/PEO polimerinin fiziksel gériantumleri (MA:
600000 g mol-1) [79].
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PEO polimerleri amfifiliktir, suda ve bazi organik ¢6zuculerde (metilen klordr,
toluen, aseton, kloroform, diklorometan/dimetilformamid) ¢oézunebilirler. Polimer
ana zincirindeki elektronca zengin oksijen, su ile hidrojen baglayici bir bolge sunar
ve boylelikle suda ¢ozunurlugu onemli derecede arttirir. Duguk molekul agirlikli
(My, <1,000) PEG’ler viskoz ve renksiz sivilarken, daha ylksek molekudl agirlikli
olanlar mum gibi veya beyaz toz seklindedirler. DuguUk toksisiteye, iyi kararliliga ve
iyi kayganlastirici etkiye sahiptirler. Erime sicakligi 65°C ve camsi gegis sicakhgi
-45-53°C arasinda degismektedir. PEQO’lar kozmetik ve eczacilik Urunlerinde, gen
tedavisi, antijenlerin maskelenmesi, omurilik hasarlarinin ve motor néronlarin

tedavisi gibi pek ¢ok klinik uygulamada kullaniimaktadir [79].

Protein ve hicre yapigsmasina dogal direngli olan PEO ve tlrevleri, biyomalzeme
kaynakli enfeksiyon olusumunu engellemek amaciyla biyomedikal implant

malzemelerinde kaplama malzemesi olarak kullaniimaktadir.

2.2.1. Polietilen Oksitin implant Malzemelerinde Kullanimi

Vucuda vyerlegtirildiklerinde implant malzemelerinin yuzeyleri; ECM, plazma
proteinleri ve diger plazma molekulleriyle kaplanir. Malzeme yuzeyine proteinlerin
yapismasi, doku-implant ara yluzeyinde gerceklesen hicresel olaylarda énemli rol
oynamaktadir. Proteinler, kan ile temas eden implant ylzeyinde bazi kimyasal
reaksiyonlari baslatir. Proteinlerin malzeme yuUzeyine yapigmasi, komplementer
sistemi aktive ederek immiin cevap olusumuna sebep olur. immiin sistem
aktivasyonu ile malzeme ylzeyine notrofil ve makrofajlar yapisir, superoksit
anyonlari ve hidrojen peroksitler gibi enzimler salarak malzeme yuzeyine yikici
ataklar baslatir [80]. Ayrica protein yapismasi implant yuzeyinde bakteriyel
kolonizasyonu destekler. Bu nedenlerden dolay! protein yapismasini engelleyen
implant yuzey kaplamalarinin yapilmasi implantin bagarisi i¢in olduk¢a onemlidir
[81]. Protein ve hucre yapismasina karsi dogal direngli olan PEO, implant
malzemelerinin  yUzeylerinde biyolojik  kirlenmeyi  engellemek amaciyla
kullanilabilecek kaplama malzemelerinden biridir. PEO ile modifiye edilmig
yuzeyler gama-globulin, fibrinojen gibi plazma proteinlerinin ylzeye yapismasini
engelledigi gibi, mikrobiyal yapigsmayl da engelleyerek biyomalzeme kaynakli
enfeksiyon olusumunu engeller [82]. PEO ile yapilan pek ¢ok c¢alismada

biyomalzeme kaynakli enfeksiyon (BCI) olusumuna neden olan S. epidermidis, S.
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aureus, and E. coli suglarinin malzeme ylzeyine yapismasini %90 oraninda

engelledigi gosterilmistir [4, 82-84].

PEO’nun protein ve hicre adsorpsiyonunu engelleme mekanizmasi tam
¢ozulememis olsa da, iki mekanizmayla protein ve hlcre yapigsmasini engelledigi
gosterilmistir: 1.PEO zincirleri malzeme yuzeyindeki adsorpsiyon bolgelerini
bloklayarak sterik bir itmeyle ylzeye protein ve bakterilerin yapismasini engeller
[4]. 2.Hidrofilik zincirler ylzeyde hidrasyon tabakasi olusturarak, proteinlerin
yuzeye tutunmasina karsi ozmotik bir bariyer olusturmaktadir. Zincir yogunlugu,
zincir uzunlugu, zincir konformasyonu, hidrasyon durumu, PEO tabakalarin protein
yapisma direncini etkileyen 6énemli faktorlerdir [85]. PEO kaplamalarda greftleme
yogunlugu ve zincir uzunluklari proteinlerin yuzeye tutunmasi ve bakteriyel
yapigsmasinda etkilidir. PEO yuUksek asilama yogunluklarinda firca morfolojide,
dusik asilama yogunluklarinda mantar morfolojisinde, malzeme ylUzeyi ve protein

molekulleri arasinda sterik bir bariyer olugturmaktadir [82].

PEO/PEG, biyomalzemelerin yuzeylerine, kimyasal tutunma, fiziksel tutunma,
kovalent asilama (grafting), vakum biriktirme ve kendiliginden dizenlenen tek
tabaka olusturma (SAMs) metodlariyla yuzey kaplamasi olarak uygulanmaktadir.
Bu kaplama yontemlerinin bazi eksiklikleri bulunmaktadir. Fiziksel tutunma ve
SAM’lar ile dusuUk kararlilikta kaplamalar elde edilmektedir. Kimyasal asilama ise

coklu basamaklar seklinde uygulanmaktadir ve tekrarlanabilirligi diguktur [85, 86].

2.2.2. Titanyum implantlarda Polietilen Oksit Yiizey Kaplamalari

implant basarisi icin osseointegrasyonu saglayabilmek amaciyla PEO kaplamalara
cesitli biyomodifikasyonlar uygulanmaktadir. PEO kaplamalari iglevsellestirmek
icin bakteri hucreleri tarafindan taninmayan ancak osteoblast hicrelerinin segici
olarak yapigsmasini saglayan RGD motifleri kullaniimaktadir [87]. Secici peptitlerle
islevsellestiriimis PEO kaplamalarin malzeme ylzeyine peptit, bakteri ve hicre

yapismasina etkileri Sekil 2.9'de gosterilmistir.
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Prokaryodik
hiicre

Osteoblastik
hii
Biyomolekiiller (protein v.b.) \ —

PEG firga

Sekil 2.9. PEG kaplanmis Ti substratlara protein ve hicre yapismasi, a)Bos Ti
yuzey, b) Polietilen glikol ile kaplanmis yuzey, b) Hucre yapismasini destekleyen,

biyomolekullerle modifiye edilmis PEG ile kaplanmis ylzey.

Yapilan bir ¢calismada RGD-PEG ile modifiye edilmis yUzeylerin protein yapismasi,
bakteriyel yapisma ve memeli hicre yapismasina etkileri incelenmistir. Sadece
polimer kaplamalarin, albumin, globulin, fibrinojen ve lizozim gibi bayuk protein
molekillerinin yapismasini énemli derecede azalttigi gézlenmigtir. Ayrica RGD ile
modifiye edilmis PEG kaplamalarin memeli fibroblast hicrelerini TCPS (Tissue

culture polysytrene) yuzeyler kadar destekledigi gozlenmistir [88].

Kumlanmis ve asitle muamele edilmis saf Ti ylUzeylerine, RGDSP-peptit dizilimi ile
modifiye edilmis, protein yapismasina karsi direngli olan poli(L-lizin)-graft-
poli(etilen glikol), (PLL-g-PEG) kaplamalar yapilmis ve serum ortaminda peptit-
hicre etkilesimleri incelenmistir. Osteoblastik, fibroblastik ve epiteliyal hicrelerle
yapilan in-vitro c¢alismalarda, RGD ile iglevsellestiriimis malzemelerde hucre
yapismasinin en yuksek oldugu gozlenmigstir [89]. Germenier ve arkadaslarinin
yaptigi bir calismada yine RGD ile islevsellestiriimis olan poli(L-lizin)-graft-
poli(etilen glikol) ile kaplanmis Ti malzemelerin kemik olusumlari, minyatir
domuzlarla yapilan in vivo ¢aligmalarda incelenmistir ve RGD ile modifiye edilmis

olan yuzeylerin kemik-implant degerlerinin en yuksek oldugu gozlenmistir [90].

Raynor ve arkadaslarinin yaptigi bir bagka caligsmada yapigsma peptitleri ile
islevsellestiriimis, poli[oligo (etilen glikol) metakrilat], [poly(OEGMA)], firca yapisi
ile yizeyi modifiye edilen Ti implant malzemelerinin protein ve hicre yapismasini
nasil destekledigi incelenmistir. Kararli protein yapigsmasina ve hucre yapismasina

direngli bir kaplama saglanmis, ancak bu kaplama GFOGER (O=hydroxyproline,
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G=glycine, F=phenylalanine, E=glutamic acid, and R=arginine) peptit dizilimi ile

modifiye edildiginde hicre yapismasini destekledigi gozlenmigtir [6].

2.3. Hidroksiapatit

Hidroksiapatit (HA), insan iskelet sisteminde dogal olarak var olan apatit ile benzer
kimyasal bilesime ve kristal yapiya sahip olan biyoseramiklerdendir. Apatit
yapisinda olan hidroksiapatitlerin genel formiilii; M1o(PO4)sX2 (M: Ca®*, Mg?*, Sr?*,
Ba®*, Mn%, A", K* ve X: F¥, CI*, Br¥, (OH)? COs%) olarak bilinmektedir. Saf
hidroksiapatitin formull ise Caio(PO4)s(OH)2'dir [91]. Sitokiyometrik HA'nin Ca/P
orani 1.67°dir. Biyolojik apatitler sitokiyometrik Ca/P oranina sahip degildirler, zayif
kristalin yapidadirlar. Basta karbonat olmak Uzere eser miktarda katyonik ve
anyonik iyonlar HA yapisina katilir. Biyolojik HA’nin yapisina en ¢ok katilan iyon
karbonat (COs?)tir ve kemikte adirlikca %5-8 arasinda bulunur. COs*, HA
yapisinda bulunan biitiin hidroksil (OH) iyonlari ve bazi fosfat (PO4*) iyonlariyla
yer degistirebilir. OH™ iyonu ile yer degistirmesi sonucu A tipi HA olusurken, PO,*
iyonlariyla yer degistirmesi sonucu B tipi HA olusmaktadir. Kemikte B tipi HA

yaygin olarak bulunur [9].

o o pA P g
%0 ’4‘ ’.l: 5 ‘:

@
' Ca;(PO,4)g(OH),

Sekil 2.10. Saf HA kristal yapisi

Hidroksiapatitler; sol-jel yontemi, sulu ¢ozeltilerden ¢oktliirme yontemi, hidrotermal
yontem, mikrodalga-hidrotermal yontem, coklu emulsiyon  yontemi,

elektrokristalizasyon yontemi ve biyomimetik ¢oktirme yontemi gibi birgok yontem
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ile Uretilebilmektedir. Ancak bu yontemler arasinda kemige en yakin bilesimde HA

uretimi biyomimetik yontem ile saglanmaktadir [9].

Biyoaktif seramik olan HA, kemik ile benzer yapisal ve kimyasal benzerlikleri
nedeniyle kemik olusumunu destekler. Hidroksiapatit kemik dokusuna yakin
Ozelliklere sahip olmasina ve biyoaktif, osteokonduktif, non-toksik ve non-
immunojenik 6zellikler tagimasina bagli olarak kemik iskele ve biyomalzemelerin
uretiminde dolgu maddesi olarak tercih edilmektedir [92-94]. Ancak zayif mekanik
Ozellikleri acgisindan, yuke dayanim gerektiren bolgelerde tek basina bir
biyomalzeme olarak kullanima uygun degildir. Bu nedenle, HA osseointegrasyonu
arttirmak amaciyla dis ve ortopedik implant uygulamalarinda kaplama malzemesi

olarak kullaniimaktadir [95].
2.3.1. implant Malzemelerinde Hidroksiapatitin Kullanimi

Metalik implantlar Gzerine HA kaplama igin c¢esgitli teknikler geligtiriimigtir. Bu

teknikler Cizelge 2.7’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.7. Titanyum implantlara CaP kaplama yontemleri [74].

.. . ) Kaplama
Yoéntem Avantaj Dezavantaj .
kalinhg
. . . -Kompleks sekilli malzeme kaplama ..
Biyomimetik pieks ¢ P -pH kontrold, <30 um
-Biyomolekdillerle birlikte birikim -Sure uzunlugu
. -Kompleks sekilli malzeme kaplama | -Ortam sartlarinin kontrolu
Sol-jel <1 um
-Dusuk isleme sicakhgi -Pahali ham madde
-Biyomolekiillerle birlikte birikim
Elektrosprey -Kaplama bilesimi ve seklinin -Disik mekanik dayanim 0.1-5 pm
Kontrolu
-Disuk kaplama kalinligi
RF Magnetron -Homojen ve yogun kaplama "$ P 9
T o -Sure uzunlugu 0.5-5 ym
Puskiirtme -Gugli tutunma
-Tek tarafli kaplama
Plazma sprey -Yuksek kaplama kalinligi -Kaplamada kararsizlik 0.1-5 ym
-Kaplama bilesimi ve seklinin
Pulslu lazer . -Tek tarafli kaplama 0.05-5 um
kontroll
iyon demeti ) L -Tek tarafli kaplama
. . -Yiksek yapigsma glcu 0.05-1 ym
dinamik karigtirma -Yiksek sinterleme sicakligi
iyon demeti aracili
biriki -Artan gerilme dayanimi -Tek tarafli kaplama 0.05-1 um
irikim
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Bu teknikler arasinda, plazma puskurtme, uygulama kolayligi ve ekonomik olmasi
nedeniyle en yaygin kullanilan kaplama yontemidir. Osteokonduktif etkisi ve
kemige baglama davranisi pek ¢ok calismayla desteklenmesine ragmen [96], bu
yontem ile elde edilen kaplamalarin, metalle arasindaki baglanma glcinde yer yer
degiskenlik gosterdigi, kalinhk ve yogunluk agisindan homojen olmadigi, ayrica
HA'nin kristal yapisi ve faz bilesiminde lokal farkhliklar oldugu bildirilmigtir [74]. Bu

nedenle farkh kaplama yontemleri tercih edilmeye baglanmigtir.

Biyomimetik ¢oktirme yontemi, diger apatit kaplama yontemleri ile
karsilastirildiginda, kolay ve hizh olma, 6zel ekipmanlara ya da yuksek isleme
sicakliklarina ihtiyag duymama gibi bazi avantajlar1 sebebiyle tercih edilmektedir.
Biyomimetik yontemde; insan vicut sivisi iyon derisimine esit olan yari kararh
sentetik vucut sivisi’'ndan (SBF) HA Uretimi gerceklestirimektedir. Fizyolojik pH’da
ve uygun sicakliklarda SBF’de kendiliginden nano boyutlu, karbonath ve kemik
benzeri HA c¢ekirdeklenmeleri gozlenir [97]. Ancak, SBF’nin doygunluk seviyesi
nedeniyle ¢okelme hizi yavas olmakta ve osteoinduktif materyaller Uzerinde Ca/P
olusumu 2-3 hafta kadar zaman almaktadir. Daha kisa strede HA Uretimi
saglanmasi i¢in iyon derigimleri, kan plazmasindan n=1, 5, 2, 5, 10 kati kadar fazla

olan gesitli SBF ¢ozeltileri kullaniimaktadir [98, 99].

Ozellikle Ti ve Ti alasimi implant malzemeleri, SBF ¢dzeltilerine daldirilarak
titanyum oksit tabakasi sayesinde yuzeylerine basaril bir sekilde HA kaplamalarin

yapildigi pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir [100-102].

2.3.2. iyon Katkili Hidroksiapatitler

Biyolojik HAp yapisinda Na*, K*, Mg®*, F', CI' ve COs* gibi pek ¢ok sayida iyon yer
almaktadir. Bu nedenle, biyoaktif davranisini gelistirmek, yigin o6zellikleri ve
mekanik 6zelliklerini degistirmek amaciyla, kemik mineral faz yapisini ve bilesimini
taklit eden iyon katkili HA'ler iiretiimektedir [103]. iyon katkilari, hidroksiapatit ic
yapisinda degisikliklere sebep olmakta ve HA boyut ve mekanik ozellikleri
degiskenlik gbstermektedir [72]. Kalita ve Bhatt yaptiklar bir calismada Mg?*, Zn**
eklenen HA malzemelerin iyon katkisiyla mekanik dayanimlarinin artmis oldugunu,

ancak HA bozunma hizlarinin azaldigini géstermislerdir [104].

Kemik olusumu ve mineralizasyonunda énemli rol oynayan ginko (Zn%"), kemik

olusumunu desteklerken, osteoklast aktivitesini azaltmaktadir. Cinkonun
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osteoblast hucreleri Uzerine etkilerinin incelendigi bir c¢alismada, Ti ylzey
kaplamasi olarak kullanilan HA yapisina basarili bir sekilde, % 1.04 oraninda

katildigi ve hicre gogalmasini ve ALP aktivitesini destekledigi gozlenmistir [105].

Webster ve ark., (+2 )ve (+3) degerlere sahip Mg*, zn**, La**, Y**, In®" ve Bi**
katkili hidroksiapatitlerin osteoblast hiicreleri tizerine etkilerini incelemislerdir. Y3*
katkih HA'lerin saf HA'lere gore iki kat daha fazla hicre yapismasini destekledigi
gozlenmistir. Ayrica +3 degerlikli iyonlar ile desteklenmig olan hidroksiapatitlere

osteoblast hucrelerinin yapismasinin daha hizl ve fazla oldugu goézlenmistir [106].

HA yapisina gumus, bakir ve ginko iyonlarinin katilmasi antibakteriyel 6zelliklerini
arttirmaktadir [107]. Saf Ti malzeme yuUzeylerine gimus ve stronsiyum katkili HA
kaplamalarin antibakteriyel 6zellikleri ve osseointegrasyona etkileri incelenmistir.
Ag katkisinin P. aeruginosa bakteri suglarinin koloni olusumunu énemli derecede
azalttig1 gozlenmis, stronsiyum katkisiyla birlikte, gumusin osteoblast hucreleri
Uzerinde olusturdugu negatif sitoplazmik etkiler azaltilmis, hicre g¢ogalmasi ve
farklilagsmasi belirgin bir sekilde artmistir [108]. Xia ve arkadaglarinin yaptigi
calismada Ti implant malzemelerin ylzeyi kemik kuvvetini arttiran, kemik yikimini
azaltan, stronsiyum katkili kalsiyum fasfat ile kaplanmigtir. Bu c¢alismada
biyomimetik yontemle %10-33 oraninda Sr igceren kalsiyum fosfat ile Ti ylzey
kaplamasi olusturulmustur [109]. Sr katkili hidroksiapatit kaplamalarin yapilan in
vitro c¢alismalarla osteoblast benzeri hicrelerin ¢ogalmasini destekledigi ve
farklilagsmasini  arttirdigi, in-vivo deneylerle ise Sr katkisinin malzeme
biyoaktivitesini ve kemik baglanma kapasitesini arttirdidi gézlenmistir [110, 111]. Ti
malzemelerle yapilan bir diger ¢calismada, flor ile modifiye edilmis yuzeylerin hicre
farklilasmasini ve osseointegrasyonunu destekledigi gosterilmigtir. Titanyum oksit
ile kumlanmig ve flor ile modifiye edilmis yuzeyler insan mezenkimal kok
hdcrelerinin ¢gogalmasini desteklemis ve kemik siyaloprotein, BMP-2 dretimini
arttirmistir. Spraque Dawley siganlarla yapilan incelemede ise implant gevresinde
kemik olusumunu destekledigi gozlenmistir [112]. /n-vivo ve in-vitro pek ¢ok
calismada florlanmis yuzeylerin osteoblast farklilasmasini ve blyumesini

destekledigi ve kemik olusumunu arttirdigi gozlenmistir [28, 113].

2.3.2.1 Bor katkili hidroksiapatit
Bor; hayvanlar, bitkiler ve insanlar i¢cin énemli bir iz elementtir. Beslenme yoluyla

vucuda alinan bor, bircok metabolik enzimin aktivitesini etkilemesinin yani sira,
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steroid hormonlarin ve kalsiyum, magnezyum, vitamin D gibi pek ¢ok mikro besinin
metabolizmasini da etkilemektedir [114]. Bor, oseteogenez ve kemik iyilesmesinde
onemli gorev almaktadir. Yapilan hicre kultir ¢aligmalarinda borun kemik 6ncula
hicrelerinin  farkhlagsmasini destekledigi gosterilmistir [115]. Hidroksiapatitilere
yapilan iyon katkilari arasinda, bor katkili hidroksiapatitler de bulunmaktadir. Bor,
hidroksiapatit yapisina, Ca10{(PO4)6x(BO3)x}{(BO3)y(BO2),(OH)2.3y-7}
sitokiyometride, fosfat (PO4=) ve hidroksil (OH) gruplari ile yer degistirerek
katilmaktadir [116].

Barhein ve arkadaslarn tarafindan yuksek sicaklik kati hal reaksiyon yontemi ile
bor katkili kristalin yapida HA (retimi gerceklestiriimistir. in vitro biyobozunma
deneylerinde bor katkili olan HA’larin B-trikalsiyum fosfat ve HA’ya gére daha hizh
bozundugu goézlenmistir [117]. Hayakawa ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada
Islak kimyasal yontemle ve sonrasinda is1 uygulamalariyla, bor katkili HA Uretimi
gerceklestirimis ve HA mikroyapisi incelenmistir. Uretilen HA yapisindaki Ca/P
orani 1.60, bor miktarl ise %0.4 olarak bulunmustur. Isi uygulamasiyla birlikte
borun HA kafes yapisina katildigi gézlenmistir [118]. Yapilan bir baska ¢alismada,
asit bazli kimyasal reaksiyonla borlu HA Uretimi gerceklestiriimigtir. Bor katkili
HA’ler mezenkimal kok hucrelerin yapismasini, ¢cogalmasini ve farklilasmasini
desteklemistir. Calismanin  sonunda bor katkii  HA’lerin  kemik doku
rejenerasyonunda ve osteoporoz tedavilerinde kullanilabilecegi yorumu yapilmistir
[119].

Grubumuzda daha 6nce yapilan bir galigma kapsaminda mikrodalga uygulamasi
ile desteklenmis biyomimetik yontem kullanarak, amorf yapida ve karbonat
oranlariyla dogal kemik yapisina benzer bor katkili HA Gretimi gergeklestirilmistir.
Ardindan bor katkili hidroksiapatit-kitosan (B-HAp/Kitosan) kompozit doku
iskeleleri hazirlanmis ve bor katkisinin HA'nin osteoinduktif etkisini gug¢lendirdigi
MC3T3 hucreleri ve mezenkimal kok hucrelerle yapilan calismalarda ortaya
konmustur [9, 120].

36



3.DENEYSEL CALISMALAR

Bu bdlumde, tez galismasi kapsaminda kullanilan malzemeler ve gerceklestirilen
deneysel yontemler agiklanmistir. Calismanin birinci agamasinda titanyum (Ti)
malzemelerin ylzeyleri uygun zimparalama islemleri ve ardindan, asit muamelesi
ile purGzlendirilmistir. Calismanin ikinci asamasinda, yapay vucut sivisindan (SBF)
biyomimetik yontemle hidroksiapatit (HA) ve bor katkih HA (B-HA) dretimi
gerceklestiriimig, Ti malzemelerin yuzeyleri bu HA nanopatiklllerle desteklenmis,
egirilmis polietilen oksit (PEO) fiberlerle kaplanmistir. PEO ¢ozeltisine eklenecek
olan HA miktar1 ve fiber ozellikleri belirlenmis ve ardindan MC3T3 preosteoblast
hdcreleri kullanilarak gergeklestirilen hicre kultiru ile kaplamanin osteoblastik
hicre davranislarina etkisi incelenmistir. Calismanin en son basamaginda biyofilm
olusturan ve olusturmayan iki farkl bakteri susu, S. epidermidis (ATCC 35984), S.
epidermidis (ATCC 12228) kullanilarak antibakteriyel galigmalar yapilimistir.

3.1. Deneysel Caligmalarda Kullanilan Malzemeler

Titanyum %99.98 saflikta, 0.24 mm kalinhgindaki seritler seklinde BAG-SAN
Titanyum Metal (Turkiye) firmasindan satin alinmig ve 1xlcm’lik kare plakalar
seklinde kesilmistir. Titanyum plakalarin ylzey puruzlendiriimesinde kullanilan
nitrik asit (HNO3) ve hidroklorik asit (HCI), Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan
temin edilmistir. Ti malzemelerin ylzey puruzlendirmesinde ve bor katkil HA
hazirlanmasinda, pH'nin ayarlanmasi i¢in kullanilan sodyum hidroksit (NaOH),

Merck (Almanya) firmasindan satin alinmigtir.

PEO fiberlerin (iretiminde kullanilan molekil agirhg M,: 600,000 g mol™* olan, PEO
ve PEO fiberlerin ¢apraz baglanmasinda kullanilan pentaeritritol triakrilat (PETA),
Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan alinmistir. PEO fiberlerin ¢apraz baglama
islemi icin 12 Watt'lik 366 nm dalga boyunda i1sima yapan UV lamba (UV12)
kullaniimis ve bu lamba GLT Gase-und Labortechnik (Almanya) firmasindan temin

edilmistir.

SBF hazirlanmasinda kullanilan tuzlardan potasyum klorar (KCI), kalsiyum klorur
dihidrat (CaCl,.2H,0), magnezyum klorir hekzahidrat (MgCl,.6H,0) ve sodyum
dihidrojen fosfat monohidrat (NaH,PO4.H,0), Merck (Almanya) firmasindan,
sodyum klortr (NaCl), Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan, borik asit (H3BO3),
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BDH Chemicals Ltd. (ingiltere) firmasindan, sodyum bikarbonat ise (NaHCOj3),

Merck (Almanya) firmasindan satin alinmigtir.

Hidroksiapatitilerin yilkanmasinda, titanyumlarin temizlenmesi ve sterilizasyon
islemlerinde kullanilan etanol (%96), Colony Sugar Mills (Pakistan) firmasindan

satin alinmigtir.

Hucre kultlr ¢galismalarinda kullanilan MC3T3-E1 preosteoblast hiicre hatti, Riken
hicre bankasindan (Tsukuba, Japonya) temin edilmistir. Hlcre kultirinde
kontaminasyonu engellemek amaciyla kullanilan antibiyotikler; penisilin-
streptomisin, Biological Industries (israil) firmasindan satin alinmigtir. Yine hiicre
kultirinde preosteoblast hicrelerinin farklilasma ortaminda kullanilan, B-gliserol
fosfat ve askorbik asit ise Sigma (Almanya) firmasindan satin alinmigtir. Hicre
canhiliginin takibinde kullanilan 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-difenilterazolyum bromur
(MTT) ve izopropanol Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin edilmistir.
Hucrelerin fiksasyonunda kullanilan gluteraldehit, Sigma (Almanya) firmasindan
satin alinmigtir. Alkalen fosfataz (ALP) aktivitesinin dlcimunde kullanilan Triton X-
100, Merck (Almanya) ve 2-amino-2-metil-1,3-propanol Sigma-Aldrich (Almanya),
ise Merck (Almanya) firmalarindan temin edilmistir. Hlcrelerden RNA

izolasyonunda kullanilan Trizol ise Ambion (ABD) firmasindan satin alinmistir.

Antibakteriyel calismada kullanilan Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
Staphylococcus epidermidis (ATCC 35984) bakteri suslari, (Kwick-stick)
Microbiologics, (ABD) firmasindan temin edilmistir. Bakterilerin ¢ogaltilmasi ve
kultur caligmalar sirasinda kullanilan Mueller-Hinton Agar ve Mueller-Hinton

Broth, Becton Dickinson (Fransa) firmasindan saglanmistir.

3.2. Titanyum implant Malzemelerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu
3.2.1. Titanyum Malzemelerinin Yiizey Hazirliklarindaki On iglemler

Titanyum plakalarin ylzeylerinde mikron boyutta puruzler olusturmak, ylzeyde
olan kirlilikleri uzaklastirmak ve standart yuzey elde edilebilmesi i¢in oncelikle 280
numara, daha sonra ise 400 numaral zimpara kagitlari ile malzemelerin yuzeyleri

Sekil 3.1.’de gdsterildigi gibi, ¢ift yonll olarak 5’er dakika zimparalanmistir.
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Sekil 3.1. Titanyum plakalarin zimparalanma yonleri, a) ilk zimparalama yonu, b)

ikinci zimparalama yonu

Zimparalama uygulamasi sirasinda Ti malzemelerin ylzeylerinde olusan
kirliliklerin uzaklagtirlmasi amaciyla, zimparalanmis plakalar, %95’lik etanol
icerisinde 15 dk ultrasonikator ile yilkanmis ve oda sicakliyinda, hava ortaminda
kurutulmustur. Ti plakalar, etanol icerisinde hazirlanan, %4’lik HNO3; ¢ozeltisi ile
muamale edilmis ve oda sicakliginda kurumaya birakilmigtir. Nitrik asit ile yapilan
asindirma iglemi ile Ti malzemelerin ylzeylerinde nano boyutta puruzler
olusturulmustur. En uygun asindirma suresinin belirlenmesi igin farkli gruplara 1
dk, 5 dk, 10 dk, %4’lik HNO3 uygulanmigtir. Ti plakalar, 10N NaOH c¢ozeltisi
icerisinde, 24 sa 60°C’de bekletilmis ve oda sicakliginda kurutulmustur. Ardindan
10N HCI ¢ozeltisi icerisinde oda sicakliginda 1 sa bekletiimis ve kurutulmustur. Ti
malzemelerin yluzeyleri, 0.1M HCI iceren distile su ile calkalanarak 3 kere
yikanmig, oda sicakliginda kurutularak yuzey kaplamalari icin hazir hale

getirilmigtir.

3.2.2. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) Analizi

On iglemler uygulanmis, farkli sirelerde asit (1dk, 5dk, 10dk HNOz uygulamasi) ile
muamele edilmis Ti plakalarin yuzey topografilerinin belirlenmesi igin Atomik
Kuvvet Mikroskobu (AFM, Vecoo Multi Mode V-AS-12) ile tiklama modunda
(tapping mode) calisilarak yuzeylerin iki boyutlu ve U¢ boyutlu goéruntileri elde

edilmistir.

3.2.3. Su Temas Agisi Olgiimleri

On islemler uygulanmis, farkl surelerde asit (1dk, 5dk, 10dk HNO3 uygulamasi) ile
muamele edilmis ve asit uygulanmamig Ti plakalarin statik su temas ag¢i olgumleri,
Krus DSA 100 (Almanya) marka cihaz ile oda sicakliginda, asili damla (sessile

drop) yéntemi ile yapiimistir.
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3.2.4. Pertometre Analizi

On islemler uygulanmis, farkli siirelerde asit (1dk, 5dk, 10dk HNO3 uygulamasi) ile
muamele edilmis Ti plakalarin, ylzey purtzlUlik degerlerinin belirlenmesi igin
pertometre (Mahr, M2, ABD) kullaniimigtir. Kontrol grubu olarak bos Ti ve yalnizca
zimparalanmig Ti gruplar kullaniimis ve ylUzey muameleleri yapilmis gruplarin

yuzey puruzltlikleri ile kargilagtiriimigtir.

3.2.5. Ti malzeme ylizeyinde HA olusumu

On islem uygulamalari yapilmis (5 dk HNOs) uygulanmis olan Ti plakalarin
biyoaktivitelerinin incelenmesi amaciyla Bolim 3.3.3'de bahsedilen 10XSBF
¢ozeltisi hazirlanmis ve Ti plakalar bu ¢ozelti icerisine batirilarak yuzeyleri HA ile
kaplanmistir. Bu c¢alismada 4 farkh ylzey kaplamasi dretilmigtir. Hazirlanan

gruplar;

1) 18 saat HA kaplama
2) 24 saat HA kaplama
3) 18x2 saat HA kaplama
4) 18x3 saat HA kaplama

Birinci ve ikinci grubun hazirhginda, Ti plakalar 10xSBF igerisine batirilarak oda
sicakhginda, 18 saat ve 24 saat sureyle bekletiimis ardindan ornekler yikanarak
oda sicakhginda kurutulmustur. Uglinc ve dérdiincl gruplar 18 saat’lik donguler
tekrarlanarak hazirlanmigtir. SBFigerisinde 18 sa bekletilen Ti plakalar 6nce distile
su ile yikanmig, ardindan taze SBF icerisine batirilmis ve yuzeylerinde daha kalin
bir apatit tabakasi olugsumu saglanmistir. Ardindan Ti plakalarin ylizeyinde olusan
apatit cekirdeklerin dagihmi ve morfolojilerinin incelenmesi amaciyla altin-
paladyum ile kaplanarak SEM cihazinda (Zeiss Evo 50, Almanya) incelemeler

yapilmistir.

3.3. Biyomimetik Yéntemle Hidroksiapatit Partikiillerin Uretimi ve
Karakterizasyonu

Hidroksiapatitlerin dretiminde, Mavis ve ark. tarafindan hazirlanan insan kan
plazmasindaki kalsiyum ve fosfat iyon derigsimlerinin 10 katina sahip olan 10XSBF
cOzeltisi kullanilmistir [98]. Cizelge 3.1.de verilen 10XSBF recgetesi, Ca/P

cekirdeklenmelerinin daha hizl gergeklesmesini saglamaktadir.
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Cizelge 3.1. 10xSBF ¢ozelti regetesi (Toplam hacim 1L)

Sira Bilesen Miktar (g) Molarite [mM]
1 NaCl 58.443 1000
2 KCI 0.373 5
3. CaCl,-2H,0 3.675 25
4 MgCl,-6H,0 1.016 5
5 NaH,PO4-H,O 0.250 3.62
6. *NaHCO; 0.840 10

*100 mL SBF igin

Calisma kapsaminda biyomimetik yontemle 3 farkli HA Gretimi gergeklestirilmistir.
Ornek gruplarindan ikisi; 10XSBF kullanilarak mikrodalga destegiyle ¢oktiriilen
HA ve bor katki HA partikdlleridir. Bu islemlerde grubumuz tarafindan daha
onceki calismalar kapsaminda gerceklestirilen proses parametreleri kullaniimistir
[9]. Son grup icin ise yine 10XSBF kullanilmig ancak mikrodalga enerjisi

uygulanmadan Ca/P g¢ekirdeklenmeleri oda sicakliginda gergeklestiriimigstir.

3.3.1 Mikrodalga Destekli Biyomimetik Yéntemle HA Partikiillerin Uretimi

Cizelge 3.1.’deki 10XSBF recgetesinde bulunan ilk bes tuz, 800 mL distile su
icerisinde ¢6zllmis ve son hacim distile su ile 1000 mL'ye tamamlanmigtir. Bu
stok ¢oOzelti ¢oktirme oOncesine kadar oda sicakliginda ya da +4°C'de

saklanabilmektedir.

Coktirmeyi yapmadan once 100 mL stok c¢ozelti icerisine 0.084 g NaHCOs;
eklenerek (konsantrasyonu 10mM olacak sekilde) mikrodalga enerjisi uygulanmis
ve HA kristallerinin olusturulmasi saglanmistir. Mikrodalga enerjisi (Milestone,
italya) firin icerisinde 600 W giig, 30 s siireyle, 9 kere uygulanmistir. Bu sekilde
uretilen HA partikiller “M-HA” olarak adlandiriimistir.

3.3.2. Mikrodalga Destekli Biyomimetik Yontemle Bor Katkili HA Partikiillerin
Uretimi

1000 mL ultra saf su icerisine 10g borik asit eklenerek karistirildiktan sonra
cokelme icin uygun pH’yi (pH 6.5-7.4) saglayabilmek icin NaOH eklenmisgtir.
Cizelge 3.1’de belirtilen ilk bes tuz distile su icerisinde ¢ozulerek bor katkih HA

uretimi icin stok ¢ozelti hazirlanmistir.
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Coktirme igsleminden 6nce 100 mL stok ¢ozelti igerisine 0.084 g NaHCO3 eklenmis
(konsantrasyonulOmM olacak sekilde) ve yukarida belirtilen kosullarda mikrodalga
enerjisi uygulanarak bor katkili CaP (B-HA) kristallerinin  olusturulmasi

saglanmistir.

3.3.3 Biyomimetik Yontemle Oda Sicakhginda HA Partikiillerin Uretimi
Cizelge 3.1’de gosterilen 10xSBF recgetesindeki ilk bes tuz ultra saf su igerisinde
¢6zulmus ve daha sonra hacim ultra saf su su ile 1000 mL’ye tamamlanarak stok

¢ozelti hazirlanmigtir.

Cokelme oncesinde yine 100 mL stok ¢ozelti igine, konsantrasyonu 10 mM olacak
sekilde NaHCO;3; eklenerek, hava ile temas edecek sekilde, 18 sa boyunca
manyetik karigtiricida karigtirilarak ¢ekirdeklenmelerin olugsmasi saglanmistir. Bu

gruptaki HA partikuller “O-HA” olarak adlandiriimistir.

Uretilen tim HA (M-HA, B-HA, O-HA) partikiller, istenmeyen fazlarin
uzaklastirimasi amaciyla iki defa distile su ile, bir defa %96’lik etanol ile her
defasinda 13000 rpm'de 15 dk santrifijlenerek yikanmis ve 37°C’de bir gece

boyunca kurutulmustur.

3.4 Titanyum Implant Malzemelerinin HA ligceren PEO Nano-fiberlerle
Kaplanmasi ve Karakterizasyonu

Polietilen oksit fiber tretimi icin grubumuzca daha 6nce gergeklestirilen bir ¢calisma
kapsaminda belirlenen elektroedirme parametreleri kullaniimistir [79]. Molekuler
agirhgi, 600,000 g mol™ olan PEO, %4 (w/v) oraninda distile su igerisinde 1 gece
boyunca karigtirilarak polimer ¢ozeltisi hazirlanmis ve Cizelge 3.2’de belirtilen
miktarlarda HA partikuller eklenerek 72 sa boyunca manyetik karistiricida, sabit
hizda karigtiriimistir. Elektroegirme isleminden hemen once ¢apraz baglayici olan
PETA %10 (w/w) oraninda eklenmis ve 1 sa karigtinimistir. Akis hizi 0.4mL/sa
degerinde tutulup, 18kV elektriksel alan altinda, siringa ucu ile toplayici arasindaki
mesafe 23 cm iken, karanlik ortamda elektroegirme islemi gerceklestiriimistir.
(1x1cm) boyutlarinda hazirlanmig Ti plakalar toplayicida konumlandiriimis ve
yukarida belirtilen kosullarda yuzeylerinin HA iceren PEO fiberlerle kaplanmasi
saglanmigtir. Uygun HA oraninin ve kaplama surelerinin belirlenmesi igin Cizelge
3.2’de goOsterilen oranlarda c¢esitli denemeler yapilmig ve yapilan

karakterizasyonlar ile en uygun degerler belirlenmigtir.
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Cizelge 3.2. Ti plakalarin HA igeren PEO fiberlerle kaplama kosullari.

o HA oranlari Kaplama siireleri Akis hizi | Mesafe
Kullanilan HA tipi
(Y%owiw) (dk) (mL/sa) (cm)
M-HA 1,2,3,4,5,10, 15, 20
B'HA 1, 2' 3, 4, 5, 10, 15’ 20 51 10, 15 04 23
O-HA 3,4,5,10, 15, 20

PEO ile kaplanan Ti plakalar 8 gin boyunca 37°C’de kurutulmus ve 4 cm
uzakliktan, 50 dk boyunca UV12 isik kaynagdi ile muamele edilerek capraz

baglama iglemi gerceklestiriimigtir.

3.4.1. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Capraz baghh PEO nancofiberler ile kaplanmis olan Ti malzemelerin ylzey
morfolojileri ve fiziksel yapilari SEM (Zeiss Evo 50, Almanya) ile analiz edilmistir.
Goruntileme oOncesi orneklerin ylzeyi altin tabakasi ile kaplanmistir. PEO ve
HA/PEO fiberlerin ortalama c¢aplari, Imaged yazilimi ile SEM goéruntilerinden

hesaplanmistir.

Ayrica sivi ortamda fiber davranislarinin incelenmesi amaciyla PEO/Ti, B-
HA/PEO/Ti, M-HA/PEO/Ti ve O-HA/PEO/Ti gruplari hazirlanmig ve 30 dk etanolde
sterillenerek, a-MEM, %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin iceren kultir
ortamina alinmis ve 3 giin boyunca, 37°C’de bekletilmistir. U¢ giiniin sonunda Ti
plakalar 37°C’de kurutularak ylzeyleri altin-paladyumla kaplanmigs ve SEM

goruantaleri alinmigtir.

3.4.2. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi

PEO fiberlerin igerisine hapsolmus HA nanopartikil morfolojileri ve dagilimlari,
yilksek gecirimli elektron mikroskobu (FEI Tecnai G?Spirit BioTwin CTEM) ile
goruntilenmigtir. Holey karbon 1zgaralar (Grid) Uzerine 15-20 s, Bolum 3.4'te
aciklanan kosullarda egirme islemi gerceklestirilerek ornekler hazirlanmig ve

karakterizasyonlari yapilmistir.
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3.5. Hiicre Kiilturu Galigmalar

Ti plakalarin osteojenik farklilagsma kapasiteleri, MC3T3-E1 fare preosteoblast
hidcre hatti kullanilarak in-vitro hicre kaltara calismalari ile belirlenmistir. Onbirinci
pasajda dondurulmus olan hucreler dnce flasklarda %10 (v/v) FBS, %1 penisilin-
streptomisin iceren a-MEM kultir ortami igerisinde gogaltiimistir. Bu ¢alismalar

kapsaminda kullanilan érnekler sunlardir;

1. On uygulama yapilmamis saf titanyum (Ti),

2. On uygulama yapilmig ve PEO fiberlerle kaplanmig Ti plakalar (PEO/Ti),

3. On uygulama yapilmis ve mikrodalga destegi ile Uretilmis HA igeren PEO
fiberlerle kaplanmig Ti plakalar (M-HA/PEO/Ti),

4. On uygulama yapilmis ve bor katkili HA iceren PEO fiberlerle kaplanmis Ti
plakalar (B-HA/PEO/Ti),

5. On uygulama yapilmis ve oda sicakliginda, mikrodalga destegdi olmadan
uretilen HA igeren PEO fiberlerle kaplanmig Ti plakalar (O-HA/PEO/Ti).

Ti plakalarin sterilizasyonlari 30 dk, %70’lik etanol ve 30 dk UV isini ile muamele
edilerek gerceklestirilmistir. Ti plakalar sterilizasyon igleminden sonra etanolin
uzaklastiriimasi icin steril PBS ile yikanmis ve malzemelerin serum proteinleri ile
etkilesimi icin 1 sa, %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin iceren a-MEM ortami
icerisinde 37°C’de bekletilmistir. Laminer akigl kabinde (Bioair, Tip Il Laminar
Akisli Kabin, italya) her bir érnek ylizeyine, %10 (v/v) FBS ve %1 (v/v) penisilin-
streptomisin iceren o-MEM ortaminda hazirlanan 10pL, 1x10* hiicre mL™
derisimdeki hucre suUspansiyonu eklenmigtir. Kaltir kaplari %5 CO, ve %95
nemlendirilmis hava karisimi saglayan inkubatore (Heraus Instruments, Almanya)
kaldirilmistir.  Yirmidort saat sonra Ti plakalar Uzerinde bulunan besi ortami
cekilerek, 10 mM B-gliserol fosfat ve 50 pg/mL askorbik asit igeren osteojenik
farklilasma ortami eklenmigtir. Kiltir siresi boyunca Ti plakalarin bulundugu
ortam 2 gunde bir yari yariya degistirilerek tazelenmis ve hdcre kultar ¢alismalari

28 gun boyunca surdurtlmustar.

3.5.1. MTT Analizi
Titanyum plakalarin yuzeylerinde bulunan MC3T3-E1 hdcrelerinin  canhiligi,
kaltaran 1, 7, 14 ve 28 inci gunlerinde, metabolik aktivite dlcimd yapilan MTT

analizi ile belirlenmigtir. MTT analizi, mitokondriyal aktiviteleri devam eden canli
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hicrelerin sari renkte olan tetrazolyum tuzlarini, suda ¢6zinmeyen renkli
formazan kristallerine donusturmesi sonucu kalorimetrik olarak hicre miktarinin
kantitatif olarak belirlenmesine dayali olan bir yontemdir. Titanyum plakalarin
uzerinde bulunan kualtar ortami uzaklastirilarak her plaka Uzerine 600 pL serumsuz
besi ortami ve 60 pL sari renkte olan MTT c¢ozeltisi (2.5 mg/mL PBS) eklenmistir.
Ug saat 37°C’de inkiibasyondan sonra ortamlar uzaklastiriimis ve drnekler baska
24 g6zl kdaltdr kaplarina aktariimigtir. Her gbéze 400uL, 0.04 M HCI iceren
izopropanol ¢ozeltisi eklenerek formazan kristallerinin ¢ézinmesi saglanmistir.
Mor renkte olan ¢ozeltiden 200uL alinarak 96 gozlu kultur kaplarina aktariimig ve
690 nm referans olmak uUzere 570 nm’de, mikroplaka okuyucu (ASYS Hitech UVM
340 Plate Reader, Avusturya) kullanilarak spektrofotometrede absorbans olgimu
yapilmistir.

3.5.2. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Hucrelerin - Ti  malzemelerin  yUzeylerindeki morfolojileri ve hicre-hlcre
etkilesimleri, SEM (ZeissEvo 50, Almanya) ile goruntulenmistir. Kultiran 7 inci ve
28 inci gunlerinde orneklerin Gzerindeki kiltdr ortami uzaklastiriimis ve plakalar
farkhh 24 gozIlu kdltur kaplarina alinarak iki kez PBS (pH:7.4) ile yikanmistir.
Hucrelerin fiksasyonunu gergeklestirmek amaciyla Ti plakalar % 2.5'luk (v/v)
gluteraldehit ¢ozeltisi ile 30 dk boyunca oda sicakliginda ve karanlikta muamele
edilmigtir. Ornekler analize kadar PBS igerisinde 4°C’de saklanmistir. SEM
analizinden once, Ti plakalar sirasiyla %30, %50, %70, %90 ve %100’10Uk (v/v)
etanol ¢ozeltilerinde 2’ser dk bekletilerek dehidrasyon iglemi gergeklestirilmigtir. Ti
plakalar, daha sonra hekzametildisilazan (HMDS) igerisinde 5 dk muamele edilmis
ve oda sicakhginda kurutulmustur. Ti plakalar, altin-paladyum ile kaplanarak SEM

goruntuleri alinmistir.

3.5.3. Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Analizleri

Titanyum malzemelerin yuzeylerine tutunan hucrelerin osteojenik farkhilagmalari,
RunX2, KOL-I, osteokalsin ve osteopontin gen ekspresyon seviyelerinin gergek
zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile incelenmesi sonucu

belirlenmistir.
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PCR analizleri igin;

i) Kalip DNA,

i) Cogaltilacak DNA bolgesine uygun primer dizileri,

iii) Deoksinukleotit trifosfatlar (ANTPs),

iv) Yuksek sicakliklara dayanabilen Tag Polimeraz enzimi ve

V) Enzimin caligsmasi igin uygun pH’ylr ve iyon degisimlerini saglayabilecek

tampon ¢ozeltisi gerekmektedir.

PCR islemi 3 basamakta gergeklesmektedir.

1. Basamak; 94-98°C sicaklik araliginda uygulanan ‘denatlrasyon’ basamagidir.
Bu basamakta sicaklik arttirilarak ¢ift zincir haline bulunan DNA zincirleri, tek zincir
haline getirilerek kalip DNA’lar hazirlanmaktadir.

2. Basamak; Oligonukleotid primerlerin kalip DNA Uzerinde kendilerine uygun
bolgelere baglandigi ‘annealing’ basamagidir. Sentezlenecek DNA bodlgesine
uygun olarak tasarlanan pirmerlerin annealing sicakliklari bulunmaktadir. Bu
basamakta uygun sicakliklara dusurulerek, primer dizilerinin DNA Uzerinde
baglanmasi saglanmaktadir.

3.Basamak; DNA polimeraz enzimi ile dNTP’lerin kalip DNA’ya gére 5’-3’ yonunde
arka arkaya baglandigi ‘polimerizasyon’ asamasidir. U¢ basamaktan olusan

donguler tekrarlanarak DNA sentezlenmektedir.

Kaltarin 7., 14., ve 28., gunlerinde Ti plakalar kesilerek Eppendorf tlplere
alinmigtir.  Ustlerine 500uL Trizol eklenerek, —80°C’ye kaldirilmigtir. RNA
izolasyonunun gergeklestirilecegi zaman donmus Trizol i¢erisinde bekletilen Ti
plakalar oda sicakligina getirilerek vortekslenmistir. Uzerlerine 125uL kloroform
eklenmis hafifce ¢calkalanmis ve 12,000 rpm’de +4°C’de, 10 dk santrifljleme iglemi
uygulanmigtir. Ependorflar igerisinde olusan sivi faz yeni Eppendorf tuplere
aktarilmistir. Daha sonra sivi faz Gzerine 250 uL %70’lik etanol eklenmigtir. Bu
¢cozeltiler RNA igin segici olan filtreler iceren kolonlara aktariimig ve 12,000 rpm’de
1 dk santrifuj uygulanmigtir. Kolonlarin alt kisminda kalan sivi faz uzaklastiriimig
ve 700 pl RW1 tamponu eklenmigtir. 30 s, 12,000 rpm’de santrifij uygulanarak
yine kolonun altinda kalan kisim uzaklagtiriimistir. Kolonlarin tzerine 500uL, RPE
tamponu eklenerek 30 s, 12,000 rpm’de santrifujlenmis, kolonun altinda kalan sivi
uzaklastirimis ve bu basamak 2 kere tekrar edilmistir. Kolonun altinda bulunan

toplama tlpleri temiz tlplerle degistirilerek 12000 rpm’de 1 dk santrifljlenmigtir.
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Toplama tupleri ile kapakh steril kapakl tupler degistirilmistir. 50uL, RNAse free su
eklenerek 1dk 12,000 rpm’de santrifUjlenmistir. Elde edilen RNA miktarlari
Nanodrop (Thermo Scientific nanodrop 2000c) ile belirlenmis ve RNAse free su

eklenerek RNA baslangi¢ hacimleri esitlenmistir.

RT-PCR analizi, Applied Biosystems Kit cDNA (ABD), SolisBioDyne 5 Hot
FirePol® EvaGreen®qgPCRMix Plus (Estonya) kitleri ile
LightCycler®Nanolnstrument (Roche, Almanya) cihazinda gerceklestirilmistir. izole
edilen RNA’lardan, cDNA sentezi, reverse transkripsiyon ile 40°C’de 120 dk’da
gerceklestiriimistir. Ardindan, PCR analizi, aktivasyon basamagi 95°C’de 15 dk’da,
uzatma basamagi 95°C’de 15 s, 60°C’de 20s, 72°C’de 20 s ve ayrilma basamagi
60°C’de 4s ve 95°C’de 20 s olmak Uzere 45 donglde gercgeklestirilmistir.

“‘Housekeeping gen” olarak B-aktin kullanilmistir. B-aktin, runx2, kollajen tip 1
(KOL-I), osteokalsin (OCN) ve osteopontin (OPN) genlerinin primer dizileri (Motek,
Turkiye) Cizelge 3.3'te verilmigtir. Yapilan analizin sonuglari bagil gen
ekspresyonu olarak verilmigtir. TUm veriler 224 metoduna goére hesaplanmigstir

(Livak ve Schmittgen, 2001).

Cizelge 3.3. Polimeraz zincir reaksiyonu igin primer dizileri.

Gen bolgeleri Primer dizileri

Forward primer 5-CAAGATGTGCCACTCTGACT-3'

Kollajen tipl (KOL-1) )
Reverse primer 5-TCTGACCTGTCTCCATGTTG-3'

Forward primer 5-CTTTCTGCTCACTCTGCTG -3'

Osteokalsin (OCN) )
Reverse primer 5-TATTGCCCTCCTGCTTGG-3'

Forward primer 5-GCATGGCCAAGAAGACATCC -3'
Reverse primer 5-CCTCGGGTTTCCACGTCTC -3'

Run X2

Forward primer 5-CACTTTCACTCCAATCGTCCCTAC-3’

Osteopontin (OPN) )
Reverse primer 5-ACTCCTTAGACTCACCGCTCTTC-3

Forward primer 5-GTGCTATGTTGCCCTAGACTTCG-3'

B-aktin )
Reverse primer 5-GATGCCACAGGATTCCATACCC-3'
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3.5.4. Alkalen Fosfataz (ALP) Analizi

Titanyum malzemelerin ylzeylerinde bulunan MC3T3 preosteoblast hicrelerinin
osteojenik farklilagsmalari ALP aktivite analizleri ile incelenmistir. Hicre kaltirinin
7.,14. ve 28 inci gunlerinde Ti plakalar kesilerek Eppendorf tuplere alinmigtir.
Ornekler (zerine 500uL 0.01(v/v) Triton-x-100 ¢ozeltisi konularak calismanin
yapilacagi gine kadar -80°C’de saklanmistir. Ornekler -80°C’den alinarak oda
sicakhg@ina getiriimis ve daha sonra 30 dk +4°C’de inklbe edilerek hicrelerin liziz
islemi gercgeklestirilmistir. 12,000 rpm’de +4°C’de 10 dk santrifdj edilmistir. 100uL
supernatan alinarak 96 gozlu plaklara konmus ve Ustlerine 125uL ALP ¢ozeltisi
(TmM magnezyum klortr, 56mM 2-amino-2-metil-1-propanol igeren 10mL p-
nitrofenilfosfat sivi substrat sistemi) eklenmistir. Cdzelti, 37°C’'de 30 dk boyunca
calkalamali etivde inkube edilmistir. Her bir 6rnek Gzerine 50 pL, 2.5M NaOH
eklenerek reaksiyon durdurulmustur. 405 nm dalga boyunda, mikroplaka
okuyucuda (Asys UVM340, Avusturya) spektrofotometrik olarak p-nitrofenol

absorbansi dlgulmustar.

3.5.5. istatistiksel Analiz

Calisma sonuglar Graph-Pad Software InStat programi kullanilarak istatistiksel
acidan degerlendirilmistir. Gruplarin istatistiksel olarak kargilastiriimasi igin Tukey-
Kramer Multiple Comparison Test kullaniimis ve p<0.05 oldugu durum istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmigtir. Verilerin ortalama * standart sapma degerleri ile
belirtiimistir. Farkli gruplarin istatistiksel olarak karsilastiriimasi icin Student’s t-
testi kullanilmis ve p-degerinin 0.05’ten az oldugu durumlar anlamh kabul

edilmistir.

3.6. Antibakteriyel Etkinin Belirlemesine Yonelik Caligmalar

HA ile desteklenmis PEO fiber kapli Ti plakalarin ytzeylerine bakteri hicrelerinin
tutunabilirliginin incelenmesi amaciyla S.epidermidis (ATCC 12228), S.
epidermidis (ATCC 35984) suslari kullaniimistir. Bakteri kultir c¢aligmalarinda

kullanilan érnekler sunlardir;

1. On uygulama yapilmamis saf titanyum (Ti),

2. On uygulama yapilmis ve PEO fiberlerle kaplanmis Ti plakalar (PEO/Ti),

3. On uygulama yapilmis ve mikrodalga destegi ile Uretilmis HA iceren PEO
fiberlerle kaplanmig Ti plakalar (M-HA/PEO/Ti)
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4. On uygulama yapilmis ve bor katkili HA igeren PEO fiberlerle kaplanmig Ti
plakalar (B-HA/PEO/Ti),

5. On uygulama yapiimis ve oda sicakliinda mikrodalga destedi olmadan
uretilen HA iceren PEO fiberlerle kaplanmis Ti plakalar (O-HA/PEO/Ti).

Ti plakalar 24 go6zIU kaltr kaplari i¢erisinde, 30 dk %70’lik etanol ve 30 dk UV ile

muamele edilerek sterilize edilmigtir.

Dondurulmus bakteri suslari, Blood Agara ekilerek 1 gece 37°C’de inkube
edilmistir. Blood Agar Uzerinde olugan koloniler, Mueller Hinton Agar dékilmus
olan Petrilere tek koloni seklinde ekilerek, 1 gece 37°C’de inkube edilmiglerdir.
Olusan tek kolonilerden Mueller Hinton Broth icerisinde gecelik bakteri sivi
kultarleri hazirlanmis ve 1 gece 37°C’de inkube edilerek bakterilerin logaritmik
ureme fazina gegmeleri saglanmistir. Gecelik kdlturlerden Mueller Hinton Broth
icerisinde, MacFarland 0.5 standartlarina gore bakteri ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Spektrofotometre Olgimleri ile her bakteri susu icin, 600 nm dalga boyunda 0.1
absorbans veren ve 1x10® cfu/mL bakteri konsantrasyonu igeren sivi hiicre
suspansiyonlari hazirlanmistir. Hazirlanan c¢ozeltiler 1 kez 1:150, 1 kez 1:2

seyreltilerek, 5x10° bakteri konsantrasyonlari elde edilmistir.

3.6.1. Yapisma Analizi

24 go6zIu kaltdr kaplar igerisinde sterillenen Ti malzemelerin ylzeylerine 1mL
5x10° cfu bakteri iceren hiicre siispansiyonu eklenerek, 2 sa boyunca 37°C'de
inkiibe edilmistir. Bakteri sUspansiyonu uzaklastirildiktan sonra Ti plakalara
tutunmayan bakteri hicrelerinin uzaklastiriimasi amaciyla 3 kere 500uL serum
fizyolojik (%0.9'luk NaCl) ile yikanmigtir. Plakalar 1 mL steril serum fizyolojik
icerisine alinarak vorteks ile karigtirlmis ve ylzeye yapisan hucrelerin ¢ozelti
icerisine gegcmeleri saglanmigtir. Farkli oranlarda seyreltimeleri yapildiktan sonra
bakteri iceren c¢ozeltiden 100 yL alinarak, 2mL Ust agar igerisine karistirilip
onceden hazirlanmig Mueller Hinton Agar bulunan Petrilere dokulmastur. Petri
kaplari 37°C’de 1 gece inkube edilerek koloni sayimlari yapiimig ve Ti ylzeylerine

yapigsan bakteri sayilari hesaplanmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISILMASI

Bu bdlimde tez kapsaminda gergeklestirilen deneysel ¢alismalarin sonuglarindan
bahsedilmis ve bulgular (zerine tartismalar yapilmistir. ilk olarak, titanyum implant
yuzeylerine yapilan 6n uygulamalar ve karakterizasyon sonuglari incelenmistir.
ikinci kisimda ise osseointegrasyonu desteklemek amaciyla kullanilacak olan HA
nanopartikul Uretimleri ve malzemelerin ozellikleri ayrintili bir sekilde tartisiimigtir.
Ardindan, implant yuzeylerinin, HA iceren PEO fiberler ile kaplama yontemi
anlatilmig ve sonuglari incelenmistir. Son kisimlarda ise yuzey kaplamalarinin hem
osseointegrasyona etkisi, hem de antibakteriyel etkinligi, hucre kudltar
caligsmalariyla test edilmis ve sonuglar literatur galigmalari ile karsilastirilarak

degerlendirilmigtir.

4.1 Titanyum implant Malzemelerinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu
Titanyum, dayanikli ve sert yapisi, mikemmel korozyon direnci, elastik modul
degerlerinin diguk olmasi gibi Ustin mekanik 6zelliklerinin yani sira, biyouyumlu
ve kemik apozisyonunu uyarabilen bir malzeme olmasi nedeniyle 0zellikle
biyomedikal uygulamalarda kullanim alani bulmaktadir [2, 121]. Ti metali, implant
malzemesi olarak kullaniminda avantaj ve dezavantaj olusturacak bir takim ylzey
ozelliklerine sahiptir. Ti hava ile temas ettiginde, malzeme yuzeyinde kendiliginden
bir oksit tabakasi olugsmaktadir. Bu tabaka malzemeye korozyon direnci ve
biyouyumluluk 6zelligini kazandirmasinin yani sira hucre yapismasini destekleyen
bir 6zellik de saglamaktadir. Ti implantlar, vicuda yerlestirildiginde, ¢evre dokular
implant ytzeyindeki TiO, tabakasiyla dogrudan baglanabilme yetenegine sahiptir
[122].

Ti malzeme vyuzeylerinin sahip oldugu kimyasal Ozellikler kemik hucrelerinin
implant yuzeyine yapigsmasini desteklemekte, ancak osseointegrasyonun tam
olarak gergeklesmesi icin vyeterli olamamaktadir. implant ylizey topografisi,
osteoblastik hlcre yapismasini, gogalmasini, farklilasmasini ve hicre disi matriks
dretimini bayuk olctude etkilemektedir. Tum bu iglevlerin, Ti malzemelerin ylzey
purdzlaligunin artmasiyla ve purtz boyutlanin degismesiyle etkilendigini gosteren
cok sayida calisma yapilmistir [23, 26, 123, 124]. Titanyum’un yuzey Ozellikleri
sadece Okaryotik hicrelerin degil, diger yandan buyuk bir dezavantaj olusturan

prokayotik hucrelerin de yapismasini desteklemektedir. Bakterilerin malzeme
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yluzeyine yapismasi ve biyofiim olusumu, implant kaynakh enfeksiyonlara ve

implant kayiplarina neden olmaktadir [125].

Titanyum implant malzemelerinin, klinik uygulamalarinda karsilasilan sorunlari
engellemek amaciyla, malzemelerin ylUzeylerine yapilan modifikasyonlar, Bolim
2.1.4 ve Bolium 2.1.5'te agiklanmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda hem enfeksiyon
olusumunu engelleyen hem de osseointegrasyonu destekleyen yuzey kaplamalari
hazirlanmistir. Kaplama malzemesi olarak, antibakteriyel 6zellikte PEO fiberler ve
osseointegrasyonu destekleyecek olan HA’lar kullaniimistir. Titanyum ylzeyler

kaplama oncesi Bolum 4.1.1'de bahsedilen bir takim 6n islemlere tabii tutulmustur.

4.1.1. Titanyum implant Malzeme Yiizey Hazirliklarindaki On iglemler

Sunulan tez caligsmasinda, Ti malzemelerin yuzeylerinde kendiliginden olugan
amorf titanyum oksit tabakasini ve kirlilikleri uzaklastirmak, kaplamada
kullanilacak olan fiberlerin yuzeye daha siki tutunmasini saglayabilmek igin bir
takim on iglemler yapilmistir. Ti plakalarin yuzey alanini arttirmak amaciyla,
mekanik ve kimyasal muameleler yapilmis ve en uygun yuzey hazirhdi icin gesitli

denemeler yapilarak, etkin parametreler ve uygulama kosullari belirlenmistir.

Ti malzemelerin ylzeyinde ¢esitli uygulamalarla olugturulan puruzlulikler, yuzeye
baglanacak kaplama tabakasina daha fazla ylzey alani olugturmaktadir. Yizey
alanindaki artis1, Ti-polimer arasindaki etkilesimleri ve baglanma kuvvetini
arttirarak, daha kararli bir kaplama yapilmasina olanak saglayacaktir [126]. Bu
nedenle Ti plaka ytzeyinde, mikron boyutlu puUriGzler olusturmak amaciyla
oncelikle 280 numara, daha sonra 400 numara zimpara kagitlariyla, 5dk sureyle iki
yonlu olarak zimparalanmistir. Zimparalama igleminin ardindan ylzeyde hem
mikron hem nano boyutta yapilarin olusmasi igin Ti plakalar nitrik asit ile muamele
edilmistir. Uygulanacak olan kaplamanin kararlihgini desteklemek amaciyla 1, 5,
10 dk asit uygulamasi yapilarak Ti plakalar Gzerindeki etkileri incelenmis ve AFM,

temas acisi Olgcumleri ve profilometre analizleri ile en uygun sure belirlenmistir.

Asit uygulamasindan sonra NaOH ve HCI muamelelerinin yapildigi bir 6n
uygulama basamagi daha gergeklestiriimis ve karakterizasyonlari yapiimistir. Bu
basamak ile malzeme yuzeyinde titanyum oksit tabakasi olusturularak kaplama
kararlihginin  arttinlmasi  amaglanmigtir.  NaOH uygulamasiyla malzeme

yuzeyindeki amorf TiO, tabaka ¢dzulerek uzaklasir ve arkasinda sodyum titanat
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tabaka kalir. Daha sonra uygulanan HCI ile apatit olusumunu uyaran nano boyutta

purdzll bir yuzey olusur.

Ravichandran ve ark. [122] Ti malzeme ylzeyine vyapilan asit ve alkali
uygulamalarin malzeme ylzey Ozellikleri Uzerine etkilerini incelemigtir. HNO3,
NaOH ve HCI uygulamalari sonrasinda, Ti yuzeylerinde, osseointegrasyonu
destekleyen ve titanyumun biyouyuyumluluk o6zelligini arttiran, basarili bir TiO,
tabakasinin  olusturuldugunu belirtmigler ve 0©0n uygulamalar sonrasinda
mikrodokulu yudzey vyapisinin, nanodokulu ylzey vyapisina donustiguna

g6zlemlemiglerdir.

Patannayanak ve ark. [127] NaOH ve HCI uygulamasi ile hazirlanan yuzeylerin
apatit olusumuna etkilerini gézlemlemislerdir. NaOH uygulamasindan sonra farkh
konsantrasyonlarda HClI muamelesinin, malzeme yuzeyinde apatit olusumunu
arttirdigini, daha biyouyumlu ylzeyler olusturuldugunu ve uygulanan HCI
konsantrasyonunun artmasiyla, apatit olusum kapasitesinin arttigini ve malzeme
yuzeyinde ag formunda nano yapilarin olugtugunu gozlemlemislerdir. Yaptiklari bir
diger calismada ise [128] NaOH-HCI uygulamasindan sonra yuzeyde olusan TiO
tabakasinin, isil islem uygulamasi sonrasinda, anataz formundan, rutil forma
gectigini ve 800°C’de ylizeyin tamamen rutil formda TiO, tabakas! igerdigini

g6zlemlemiglerdir.

Tez calismasi kapsaminda da vyapilan 6n iglemlerin Ti malzeme ylzey
morfolojisindeki etkileri literatire benzer olarak c¢esitli tekniklerle incelenmis ve

devam eden bolumlerde sonuglar ve yorumlari verilmigtir.

4.1.2. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) Analizi

On uygulama yapiimis Ti plakalarin atomik kuvvet mikroskobu goriintileri
Sekil 4.1’de verilmigtir. Ti plaka ylzeylerine, 3 farkli surede asit (HNO3)
uygulamasi yapilmis ve yuzey uzerindeki morfolojik, topografik degisimler

incelenmistir.

Bir dk HNO3 (Sekil 4.1 a) uygulanmig olan Ti plakalarda yuzeyde paralel gizgiler
halinde uzanan, zimparalama basamaginin etkisiyle olusan vyapilar
gbzlenmektedir. Ancak asit uygulamasinin yuzeyde etkisi ¢ok belirgin degildir.
Sekil 4.1.b’de bulunan 5 dk asit muamelesi yapilmig Ti gorunttlerinde, hem

zimparadan kaynaklanan oluk seklindeki yapilar, hem de asindirmanin etkisi
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aclkca gozlenmektedir. Asit uygulama suresinin arttirilmasiyla ylzeyde nano
boyutlu vyapilarin daha yogun oldugu gorualmuastar. On dk asit uygulanan
orneklerde ise yuzey puruzluligunan, 5 dk asit uygulanan drneklere gore ¢gok daha
fazla oldugu ve zimparalama ile olusan mikron boyutlu damarlanmalarin buylk
oranda kayboldugu goézlenmektedir (Sekil 4.1.c). Ayrica puriz boyutunun 5 dk’lik
uygulamaya gore ki¢ulmus oldugu da dikkat ¢ekicidir.

Cizelge 4.1. Zimparalama sonrasi asitle muamele ediimis ve NaOH/HCI
uygulamasi yapilmis Ti plakalarin puartzltlik degerleri.

Ornekler Ra (nm) Rq (nm) Rmax (nm)
1 dk HNO3z uygulanmis Ti* 45 55.6 524
5 dk HNO3 uygulanmig Ti* 83.5 105 779
10 dk HNO3z uygulanmig Ti* 69.7 88.2 866

*Ti plakalar 280/400 numara zimpara ile zimparalanmis, asitle belirlenen siirelerde muamele
edilmis ve NaOH-HCI uygulamalari yapilmistir.

On uygulamalari yapilmis Ti plakalarin ylzey purizIGlGga AFM analizi ile
incelenmis ve puaruzlaluk parametreleri Cizelge 4.1‘de verilmigtir. Ra, yuzey
Uzerindeki dik kesiten ¢izilen ortalama cizginin, arti ve eksi yondeki yukselti ve
cukur Olculerinin mutlak degerlerinin ortalamasini vermektedir ve malzeme yluzey
purtzliligu genellikle Ra parametresi ile ifade edilmektedir. Ra degerinin
artmasiyla ylzey puruzluligu artmaktadir. Ayrica ylzey yapilari ¢ok farkli olan
malzmeler ayni Ra deg@erlerine sahip olabilmektedirler. Rmax yuzey Uzerindeki en
yuksek ve en derin noktalar arasindaki mutlak farki gdéstermektedir. Rq (Rrms)
degerleri ise ortalamalarinin kareleri toplaminin karekokunu vermektedir. AFM
goruntuleri (Sekil 4.1) ve puruzliluk degerlerinden (Cizelge 4.1) yola ¢ikilarak, Ra
ve Rq degerleri en yuksek olan, 5 dk HNO;3; uygulanmis olan Ti plakalar tez
calismasinin diger basamaklari i¢in segilmis ve PEO fiberler bu ylzeyler Gzerine
kaplanmistir. Yuzey puarazalugu ile ilgili daha ayrintili ¢aligmalar pertometre

analizleri ile yapiimis ve Bolum 4.1.4’de bahsedilmistir.
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Sekil 4.1. Zimparalama sonrasi asitle muamele edilmis ve NaOH/HCI uygulamasi
yapilmig Ti plakalarin AFM goéruntuleri a) 1 dk HNO3 uygulamasi, b) 5 dk HNO3

uygulanmasi, c) 10dk HNO3 uygulamasi. Sol taraftaki fotograflar 2 boyutlu, sag
taraftaki fotograflar ise 3 boyutlu gérintilere aittir.
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4.1.3 Pertometre Analizi

Malzeme yuzey puruzlilik degerlerinin  belirlendigi pertometre analizi
Cizelge 4.2’de bulunmaktadir. Uygulama yapilmamis Ti plakalarin zimparalama
isleminden sonra puruzitlik degerlerinde blyuk oranda artis gdzlenmektedir.
AFM ve pertometre analizleri, asit uygulamasi ve NaOH/HCI uygulamalarinin
yapllmasiyla Ra degerlerinin azaldigini gostermektedir. Pertometre analizi
sonucunda farklh slrelerde asit uygulanmis olan o&rnekler arasinda fark
g6zlenmemistir (Cizelge 4.2). Cizelge 4.1’de bulunan AFM analizlerinde, 20x20um
boyutunda bir alan taranmig ve Sekil 4.1’de bulunan goérUntulerin purazalalik
degerleri hesaplanmistir. Malzeme Uzerinde farkli alanlarda yapilacak olgimlerde
farkll sonuglarin elde edilecegi disunilimektedir. Ote yandan pertometre ile
yapilan analizlerde ise malzeme ylzeyinde buyUk alanlar taranarak puruzlaluk
degerleri belirlenmigtir. Bu nedenle iki farkli cihaz ile yapilan dlgimler arasinda
blaylk oranda fark oldugu goézlenmektedir ve pertometre analizinin gercege daha
yakin sonuglar yansittigi dusuntlmektedir. Her iki analizin ¢alisma prensipleri ve
cihaz duyarhliklari farkli olmasina ragmen, 1 dk ve 5 dk asit uygulamasi yapilimig
olan plakalarin, yuzey purzulalik degisimlerinin birbirine benzer oldugu asit suresi

arttikga purzululugun arttigr gozlenmistir.

Cizelge 4.2. On uygulamalari yapilimis olan Ti plakalarin purtzlilik degerleri.

Ornekler Ra degerleri (nm)
Yuzey uygulamasi yapilmamig Ti 146122
Zimparalanmig Ti (P280/400) 277138
1 dk HNO3uygulanmig Ti* 242134
5 dk HNO3 uygulanmig Ti* 255132
10 dk HNO3z uygulanmig Ti* 258132

*Ti plakalar 280/400 numara zimpara ile zimparalanmis, asitle belirlenen siirelerde muamele
edilmis ve NaOH-HCI uygulamalari yapilmistir.

4.1.4 Su Temas Acisi Olgiimleri

Ti plakalar ylzeyinde yapisik damla metodu kullanilarak gergeklestirilen su temas
acisi olgumlerine ait degerler Cizelge 4.3’de verilmistir. Mekanik ve kimyasal
uygulamalar sonrasinda Ti plakalarin su temas acisi degerlerinin dustugu
g6zlenmektedir. Ozellikle daha fazla nano boyutta plrizliige sahip olan 5 ve 10 dk

HNO;3; uygulanmis oOrneklerde su temas agillarinin dusuk olmasi, 0n
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uygulamalardan sonra malzeme yuzeyinin daha hidrofilik o6zellik kazandigini

gOstermektedir.

NaOH ve HCI uygulamasi malzeme ylzeyinde anataz fazda TiO, tabakasinin
olusumunu saglamaktadir. Yapilan pek ¢cok calisma TiO, tabakasinin malzemenin
serbest yluzey enerjisini arttirarak ve hidrofilik 6zelliklerinin arttigini géstermektedir
[33, 122, 129].

Cizelge 4.3. Ti plakalarin su temas agisi élgimleri

Ornekler Su temas agi (°)
Yuzey uygulamasi yapiimamig Ti 84.80+1.32
1 dk HNO3uygulanmig Ti* 76.651£2.65
5 dk HNO3 uygulanmig Ti* 69.03+0.75
10 dk HNO3z uygulanmisg Ti* 62.27+4.25

*Ti plakalar 280/400 numara zimpara ile zimparalanmis, asitle belilenen surelerde muamele
edilmis ve NaOH-HCI uygulamalari yapilmistir.

Tdm bu ©On uygulamalar sonucunda, yuzeyde olusturulan nano-boyutlu
puruzltlikler, calismanin ilerleyen basamaklarinda Uretilecek olan nano-fiberlere
yuzey alani olusturacak, fiberler, metal ylzey ve oksit tabaka Uzerindeki ¢atlak ve
porlara penetre olarak mekanik bir baglanma saglayacaktir. TUum ylzey
karakterizasyon sonuglari karsilastirildiginda 5 dk asitle asindirma uygulanan
gruplarin, hem zimpara etkisiyle mikron boyutta, hem de 6n uygulamalar sayesine
nano boyutta ylzey topografisine sahip oldugu ve bdylelikle nano fiber kaplamalar
icin uygun bir yuzey olusturacadl duasutnudlerek hicre kultir g¢alismalarinda bu

gurubun kullaniimasi karar verilmigtir.

4.1.5. Ti malzeme yuzeyinde HA olusumu

implant olarak kullanilacak malzemeler viicut icerisine yerlestirildiginde yiizeyinde
kemik yapisina benzer apatit olugsmaktadir ve malzemenin kemik ile baglanma
kapasitesini gOstermektedir. Bu nedenle malzemelerin in  vivo kemik
biyoaktivitelerini belirlemek amaciyla Kokubo ve ark. insan kan plazmasi iyon
derisimiyle ayni olan SBF c¢ozeltilerini geligtirmistir [130]. Gunumuzde SBF
coOzeltileri biyoaktiviteyi arttirmak amaciyla malzeme ylzeylerinin kaplanmasinda
da kullaniimaktadir [98, 120, 131].
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Tez calismasi kapsaminda apatit ¢ekirdeklenmelerin ¢ok daha kisa surelerde
olusturulmasi amaciyla SBF’'nin 10 kati iyon derisimine sahip olan 10xSBF
kullanilmistir.  Partikil olusum surelerinin incelenmesi ve biyoaktivitelerinin
belirlenmesi igin 6n iglemler uygulanmig olan Ti plakalar, 10XSBF icerisine
daldirilarak, 18 ve 24 saatlik surelerde, plakalar Uzerinde apatit ¢okelmesi
gerceklestiriimistir ve SEM analizleriyle olusan apatitlerin morfolojileri incelenmigtir.
Sekil 4.2°de bulunan SEM goérintilerinde, 18 sa ¢okelme isleminden sonra
malzeme yuzeyinin HA ile kaplandigi ve apatitik kalsiyum fosfat yapisina 6zgu
karnabahar goérintisinin olustugu goézlenmistir. On sekiz saat ve 24 sallik
coOkturme yapilan ornekler arasinda morfolojik olarak fark gézlenmemektedir.
Yapilan analiz sonucunda 18 sa sure icerisinde, 10XSBF ile basarili bir sekilde
Ca/P kristallerinin olusturuldugu gozlenmistir. Bunun Uzerine, ¢gOkelmelerin taze
SBF’den 18 sa'lik periyotlarla tekrarlanmasina karar verilmis ve bdylelikle apatit

yapilarinin bayudigu ve kaplama kalinh@inin arttigr belirlenmigtir.

Sekil 4.2. On iglem uygulanmis ve ylizeyi SBF ile HA kaplanmis Ti plaka SEM
géruntileri, a)18 sa HA kaplama, 2,000X, b) 24 sa HA kaplama, 2,000X, c) 2x18
sa HA kaplama, 2,000X, d) 3x18 sa HA kaplama, 2,000X.
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4.2. Biyomimetik Yéntemle Hidroksiapatit Partikiillerin Uretiimesi

Tez calismasi kapsaminda Ti malzeme yuzeylerine yapilacak olan kaplamalarin
osseointagrasyonu saglayabilmesi igin farkli &zelliklerde HA partiklller
kullanilmistir. Ti yUzeyler Gzerine antibakteriyel bariyer olarak kaplanacak PEO
fiberlerin osteojenik etkilerinin arttirlimasi, biyomimetik ydntemle dretiimis HA

partikillerin katkisiyla saglanmigtir.

Biyomimetik Uretim yontemi sayesinde, Ca/P orani kemige daha yakin olan ve
sitokiyometrik bilesimde olmayan HA partikulleri Uretilmektedir. Bu ydntemde,
insan kan plazmasi inorganik bilesimini taklit eden ve fizyolojik sicaklik ve pH’'da
kendiliginden apatit yapisinda, Ca/P kristallerinin olugsmasina olanak saglayan
yapay vucut sivilari (SBF) kullanilmaktadir [132]. Calisma kapsaminda HA
partiktller Mavis ve ark. [98] Uretilen, insan vicut sivisi iyon derisiminin 10 katina
sahip olan 10XSBF c¢ozeltisi kullanilarak, 3 farkh yaklagimla gerceklestirilmigtir.
Bunlar; i) Oda sicakliginda ¢oktirme, ii) Mikrodalga ile ¢oktirme, iii) Mikrodalga ile
bor katkilandirma. 10XSBF literatirde kullanilan diger SBF c¢ozeltileri ile
karsilagtinldiginda daha yuksek doygunluk seviyesine sahip oldugunu igin, Ca/P
cekirdeklenmelerinin ¢ok daha hizli olmasina olanak saglar. Ayrica Uretim
sirasinda, diger SBF c¢ozeltilerinde kullanilan Tris ve HEPES gibi normalde kan
plazmasinda bulunmayan, organik tamponlarin  kullanilmasina  gerek
duyulmamaktadir. SBF ¢0zeltilerinde bu tamponlarin  kullanilmamasi farkli
bozunma oranlarina sahip kalsiyum fosfat Uretimine de olanak saglamaktadir
[100].

4.2.1. Oda Sicakliginda Biyomimetik Yontem ile Hidroksiapatit Partikiillerin
(O-HA) Uretilmesi

Kemik mineralleri, mikemmel oranli sitokiyometrik HA’e gére mono- ve divalent-
katyonlar igeren kusurlu bir yapiya sahiptir. Kemik minerallerinin sahip oldugu bu
kusurlu kimya, biyo-bozunur 6zelliginin artmasini saglamaktadir. Yapay vicut
sivisindan ¢okturulerek hazirlanan HA’ler kemik benzeri mineral yapisina sahiptir
[133].

Calismanin bu kisminda Mavis ve ark hazirladigi [98] 10XSBF igerisinde, uygun
pH'da ve oda sicakliginda, ekstra enerji uygulanmadan, kendiliginden Ca/P

cekirdeklenmelerinin  gergeklesmesi saglanmistir. Bolum 4.15de  yapilan
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incelemeler sonucunda kaplama malzemesine katilmak Uzere hazirlanan HA

partikullerin 18 sa’lik ¢oktirme sureleriyle hazirlanmasina karar verilmistir.

Beskardes ve GUmusderelioglu [134], 10XSBF kullanarak PCL iskele ylzeylerine
Ca/P kaplamasi yapmiglar ve SEM, XRD incelemeleri ile olugsan Ca/P
morfolojilerini incelemiglerdir. SEM goéruntuleri, malzeme yuzeyinde, 6 sallik
kaplama suresinde kalsiyum fosfat ¢ekirdeklenme noktalarinin olustugunu ve 24
saatlik kaplama suresinde apatitik kalsiyum fosfat yapisina 6zgu karnabahar
benzeri morfolojinin olustugunu gostermigtir. XRD analizlerinde ise apatitik

kalsiyum fosfat i¢in karakteristik olan pikler goruimustar.

4.2.2 Mikrodalga Destekli Biyomimetik Yontemle Hidroksiapatit Partikullerin
Uretilmesi

Bu basamakta, 10XSBF c¢ozeltilerine 30 s slresince, 9 kez, 600W mikrodalga
enerjisi uygulanarak, HA Uretimi gerceklestiriimistir. Bu yontemde, oda
sicakhgindaki c¢okelmeler ile karsilastinldiginda, saniyeler bazinda, c¢ok kisa
surede, yuksek verim ve saflikta, amorf yapida apatit ¢okelmesi gergeklestirilmistir
[99].

Yari kararli bir ¢ozelti olan SBF c¢odzeltisi igerisinde bulunan iyonlar sistemin
enerjisini dugsurmek amaciyla, eksik kalsiyumlu HA (CDHA-dahlit), amorf kalsiyum
fosfat (ACP), oktokalsiyum fosfat (OCP), dikalsiyum fosfat dihidrat (DCPD) ve
dikalsiyum fosfat anhidréz (DCPA) gibi daha dusik enerijili ve termodinamik agidan
daha kararli olan Ca/P fazlarini olusturur. HA, termodinamik agidan en kararli olan
fazdir ve ACP ve DCPA, HA onculleri olarak kabul edilmektedir. Sekil 4.3’'de SBF
¢cOzeltisi igerisinde sistemin izleyecedi yollarin sematize edildigi grafik
bulunmaktadir. Sisteme yeterli enerji verilmedigi zaman SBF ig¢erisinde bulunan
iyonlar kristalizasyonla once B-ii sonra B-iii yollarini izleyerek veya dogrudan B-i
yolunu izleyerek HA olusumunu saglarlar[98]. SBF ¢o6zeltisine mikrodalga enerjisi
uygulanmasi, ara fazlara ugramadan dusik enerji seviyesine sahip olan (Sekil
4.3.A) HA olusumunu saglamaktadir(Sekil 4.3) [135].
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Sekil 4.3. Gibbs enerji seviyesinin dismesiyle olusan Ca/P fazlari ve olusum
yollari [135].

Dogal kemik agirlikga, %34.8 oraninda kalsiyum, %15.2 oraninda fosfat iyonu
icermektedir ve dogal HA’nin, Ca/P molar orani yaklasik 1.71 dir. Sitokiyometrik
HA ise %39.6 oraninda kalsiyum, %18.5 oraninda fosfat iyonu icerir ve Ca/P orani
yaklasik olarak 1.67’dir. Ca/P orani HA’nin homojenligini ve ¢6zUnurligunu buyuk
Olclde etkilemektedir. Yapilan ¢alismalar biyolojik HA'lar ve biyomimetik yontemle
utretilen HA’larin, sitokiyometrik HA'lara gore biyouyumluluklarinin daha yuksek

oldugunu gostermistir [136)].

Tez calismasi kapsaminda, daha 6nce laboratuvarimizda belirlenen mikrodalga
kosullari kullanilarak, SBF igerisinde biyomimetik yontemle, kemik apatit yapisina
benzer, agirlikgca %9.22 karbon igerigine sahip (karbonatlanmigs HA yapisinda),
Ca/P orani 1.61 olan ve B tipi HA vyapisina sahip partikil ¢okelmesi
gerceklestiriimektedir [99]. Mikrodalga enerjisinin uygulanmasi ¢oézelti icerisinde
enerji transferini saglayarak reaksiyon suresini 6nemli miktarda kisaltmistir ve oda

sicakhginda Uretime gore ¢ok daha kisa surede HA partikuller hazirlanmistir.

4.2.3. Mikrodalga Destekli Biyomimetik Yontemle Bor Katkili Hidroksiapatit
Partikallerin (B-HA) Uretilmesi

Yapilan pek ¢ok c¢alisma borun kemik metabolizmasinda rol oynadidi,
osteoinduktif etkiye sahip oldugu ve osteojenik farklilasmayi destekledigini

goOstermektedir. Kemik olusumundaki bu roll sayesinde bor, osteokonduktif olan
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HA yapisina katillarak kemik doku muhendisliginde kullanilabilmektedir. Cesitli
uretim yontemleriyle bor katkili-HA Uretimi gergeklestiriimektedir [116, 117, 137].
Bu calismada mikrodalga destegiyle olan Bor katkili-HA (B-HA) partikuller
grubumuzca daha 6nce yapilan galigmalar [9] temel alinarak Uretilmis ve Ti
plakalarin yuzey kaplamasinda osseointegrasyonu destekleyecek malzeme olarak

kullaniimistir.

Biyomimetik yontemle B-HA Uretilmesi igcin SBF ¢0zeltisi igerisine, iyon derisimini
degistirmeyecek oranda borik asit eklenerek, hazirlanan B-SBF {zerine
mikrodalga enerijisi uygulanmis ve B-HA partikul Gretimi gergeklestiriimistir. Bor HA
yapisina BO3> olarak OH ya da PO.* iyonlari ile yer de§istirerek katilmaktadir.
Ayrica BO, olarak apatitik yapidaki kanallara, B®* iyonu seklinde Ca®" ile yer
degistirerek de HA yapisina katilmaktadir. Mikrodalga enerjisi uygulanarak B-
10XSBF’den, Ca/P orani 1.40 olan ve bor igerigi agirlikca % 1.15 olan, ¢cubuk
morfolojisinde, B-HA partikul Gretimi gergeklestirilmistir [9].

4.3 Titanyum implant Malzemelerinin HA/PEO Nano Fiberlerle Kaplanmasi ve
Karakterizasyonu

Calismanin bu agsamasinda elektroegirme yontemiyle Uretilmis olan PEO fiberler
ile Ti plaka yuzeyleri kaplanmistir. Elektroegirme, sistem kurulumunun ve ¢aligma
kosullarinin kolay uygulanabilir olmasi sebebiyle tercih edilen bir fiber Uretim
yontemidir ve ihtiyac duyulan yapisal ve mekanik ozelliklere goére malzeme

Uretimine olanak saglar [138].

Osseointegrasyonu arttirmak amaciyla, Ti implant ylzeylerine, HA kaplamalar
cesitli yontemlerle uygulanmakta, ancak ginumuizde kullanilan yaklagimlarin bazi
dezavantajlari bulunmaktadir. Ozellikle kaplama islemlerinde kullanilan yiksek
sicakliklar, HA yapisinin bozulmasina neden olmaktadir. Ote yandan kaplama
kalinliginin  kontrol edilemedigi yontemlerde, kalin ve kararhligi dusuk olan
kaplamalar Uretilmektedir. Mekanik acidan dayaniksiz implant yuzey kaplamalari,

vucut igerisinde yluzeyden koparak implant basarisini dustirmektedir [74].

Tez calismasi kapsaminda, PEO fiberlerin igerisine HA partiklller eklenerek,
herhangi bir isil islem kullanmadan, Ti plaka ylzeylerinde homojen ve kompozit
yapida HA/PEO tabakalarin olusturuimasi amaglanmistir. PEO/HA karigimlari

malzeme ylzeyine elektroegirme yontemiyle homojen bir sekilde yayilarak, kemik
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oncult hicreleri tutunup baglanmasini saglayacak biyoaktif bolgeler olusturan ve

osseointegrasyonu destekleyen yuzey kaplamalari Uretilmistir.

Elektroegirme isleminde kullanilacak ¢ozucu tura ve dielektrik katsayisi Uretilecek
olan fiber 6zellikleri agisindan blyidk éneme sahiptir. Dielektrik katsayisi, ¢ézicu
polaritesini belirleyen bir o&lguttir. Elektroegirme islemi sirasinda, dielektrik
katsiyisi yluksek olan c¢ozuculer ile taginan yukler fazla oldugu icin, jete ylksek
geriime kuvveti uygulanir ve daha kuguk ¢apta, daha az miktarda boncuk iceren
fiber Uretimine olanak saglar [139]. PEO, ylksek hidrofilik yapisi sayesinde distile
suda rahatlikla ¢6zUnmektedir ve bu nedenle elektroegirme isleminde ¢obzucu
olarak, yuksek dielektrik kat sayisina sahip olan distile su kullaniimistir. Suyun
kullanilmasi diger organik ¢ozculerin hucre c¢alismalarinda olusturdugu toksik

etkileri azaltacag! igin buyuk dneme sahiptir.

Uretilen PEO fiber kaplamalarinda, foto-capraz baglayici olan pentaeritritol
triakrilat (PETA) kullaniimistir ve fiberler, 366 nm dalga boyunda igima yapan 12
Watthk stk  kaynagr ile muamele edilerek c¢apraz baglanma islemi

gerceklestiriimigstir.
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Sekil 4.4. PEO’in foto-¢apraz baglayici PETA ile gapraz baglanmasi [140].

62



Simsek ve GuUmusderelioglu [79], fiber yapisinda PEO’nun, PETA ile ¢apraz
baglanma kosullarini belirlemis ve yapisal karakterizasyonlar sonucunda uygun
polimer ve capraz baglayici oranlarini saptamiglardir. Calisma kapsaminda da
ayni degerler (polimer, PETA orani, slre v.b.) kullanilarak ¢apraz baglama iglemi
gerceklestiriimistir. Sekil 4.4'te PEO ve PETA c¢apraz baglanma reaksiyonu
sematize edilmistir. PETA foto-¢apraz baglayicisi, UV ile uyarilarak, PEO’dan bir
proton (H*) koparir ve C=0 baglari agilir. PETA'nin, PEQ’ya yapti§i atak ile birlikte
ortamda PETA ve PEO radikalleri olusur. Daha sonra PEO ve PETA arasinda
¢apraz baglama reaksiyonlari gergekleserek, fiberler suda ¢éztinmeyen hale gelir.
Ote yandan capraz baglama islemi, UV uyarisi olmadanda kendiliginden

gerceklesebilmektedir [79].

Elektroedirme uygulamasi igin, igerisinde farkli oranlarda B-HA, M-HA, O-HA
partikiiller ve PETA iceren PEO ¢ozeltisi hazirlanmistir. On uygulamalari yapilmig
olan Ti plakalarin yuzeyleri Bolum 3.4te anlatilan c¢alisma parametreleri
kullanilarak 15 dk boyunca kaplanmigtir. Sekil 4.5.°da gdsterilen Ti plakalarin
yuzeylerindeki HA-PEO fiberler, 8 gun sureyle kurutulduktan sonra c¢apraz
baglama islemleri gerceklestiriimigtir. Polimer yapisina eklenen HA partikul
miktarinin belirlenmesi igin agdirikga %1, %2, %3, %4, %5, %10, %15 ve %20
oraninda HA  igeren  ¢oOzeltiler hazirlanmig  ve  karakterizasyonlari
gerceklestiriimistir. Sonuglar tum oranlarda HA'in, PEO fiber yapisina katildigini ve
fiber morfolojisini belirgin bir sekilde degistirmedigini ayrica ¢apraz baglanmalarin
basarili bir gekilde gercgeklestigini gostermistir. Analiz sonuglari devam eden

boliumlerde sunulmus ve tartisilmistir.
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(d) (e) (f)

Sekil 4.5. PEO fiberlerle ylUzeyleri kaplanmis olan Ti plakalar a) Yuzey
uygulamalari yapilmamig Ti, b) On islemler uygulanmig Ti, c) PEO fiberlerle
kaplanmis Ti, d) Mikrodalga destegi ile Uretilmis HA iceren PEO fiberlerle
kaplanmis Ti (M-HA/PEO/Ti), e) Bor katkili HA iceren PEO fiberlerle kaplanmig Ti
(B-HA/PEO/Ti), f) Oda sicakliginda uretilmis HA iceren PEO fiberlerle kaplanmis
Ti (O-HA/PEO/T)).

4.3.1 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

HA-PEO fiberlerin morfolojileri, HA yerlesimleri ve yapilarinin incelenmesi igin
SEM analizleri yapilmistir. Sekil 4.6. a ve b’de sirasiyla HA igcermeyen PEO
fiberlerin SEM fotografi ve Image J programi kullanilarak hesaplanan ¢ap dagihm
grafigi verilmigtir Goruntuler, boncuk icermeyen homojen ¢ap dagilimina sahip
fiberlerin olustugunu gdstermektedir. PEO fiberlerin ¢aplarinin ortalama 210£41nm
oldugu hesaplanmistir. Simsek ve Gumusderelioglu [79], %4 (w/v) oraninda PEO
ve %10 (w/w) oraninda PETA igeren fiberlerinin ¢aplarinin 184148 nm oldugunu

g6zlemlemiglerdir.

Ortalama= 210 nm

N

i
.
.

DN

Sekil 4.6. Ti ylzey Uzerine kaplanmig PEO fiberlerin, a) SEM goérintusa, (5,000x),
b) Cap dagilhim grafigi.
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Sekil 4.7°de HA igeren ¢apraz bagh PEO fiberlerinin SEM fotograflari verilmigtir. O-
HA igeren fiberler, B-HA ve M-HA iceren fiberler ile kargilastirildiginda, O-HA
partikullerin PEO fiberlerin igcerisinde dagildigi ve fiber yuzeyinde kiimelenmelerin
bulunmadigi gézlenmektedir (Sekil 4.7.c). M-HA partikullerin ise buyuk kumeler
olusturarak fiberler Uzerinde yerlestikleri gézlenmektedir. HA igeren fiberler ile
icermeyen fiber caplar kargilastirildiginda, HA katkisiyla birlikte fiber ¢aplarinin
buaylk degisiklikler gostermedigi gozlenmigtir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Farkli oranlarda HA i¢ceren, PEO fiberlerin ortalama ¢ap degerleri.

HA orani B-HA/PEO fiber M-HA/PEO fiber O-HA/PEO fiber
(%) caplari (nm) caplari (nm) caplari (nm)
1 179142 198171
2 202+48 184173
3 177446 194168 191449
4 213161 201158 200+129
5 229186 2351165 191+118
10 213165 2124147 180455
15 214164 212+198 187143
20 200451 195481 20325

65



L
I

.

_

Sekil 4.7. Ti yuzeyler Gzerine kaplanan, HA igeren PEO fiberlerin SEM goruntuleri

(w/w) oraninda B-HA igeren fiberler, (5,000X),

b)%20 (w/w) oraninda M-HA iceren fiberler, (5,000X), c) %20 (w/w) oraninda HA

ve ¢ap dagilim grafikleri. a) %20
iceren fiberler, (5,000X).
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Ti ytizeylerin hucre kiiltir ortamiyla etkilegsimi sonrasi SEM analizi

Sekil 4.8'da PEO/Ti, O-HA/PEO/Ti, B-HA/PEO/Ti, M-HA/PEO/Ti plakalarin hicre
ekilmeden 3 gun hicre kultir ortaminda bekletildikten sonraki fiber ve HA
goruntileri gdézlenmektedir. TUm orneklerde fiberlerin siserek Ti ylzeyini tamamen
kapladigi, HA partiklllerin ise malzeme ylzeyinde esit bir sekilde yayildigi
gozlenmektedir. Sekil 4.8'da bulunan goruntuler, hucre kultiru ve antibakteriyel
calismalarda hucrelerin nasil bir yizey Uzerine tutundugunu gostermektedir. Sekil
4.8.a ‘da bos PEO fiberler tamamen ylzeyi kaplamis ve antibakteriyel 6zellik
saglayacak bir ara yuzey olusturmustur. HA igceren fiberler kendi aralarinda
kiyaslandiginda Sekil 4.7°de bulunan SEM goéruntulerine benzer olarak O-HA
iceren gruplarin, M-HA ve B-HA igeren gruplara gore daha kuguk kimeler halinde
yuzeye yayildigi gézlenmistir. Ayrica, O-HA igeren fiberlerle gok daha purizistz
bir ylzey kaplamasi Uretiimesine olanak sagladigi belirlenmistir ve antibakteriyel

Ozellige etkisi BOlum 4.5.’de anlatiimistir.

Sekil 4.8. Yuzeyi HA iceren PEO fiberlerle kaplanmis olan Ti plakalarin 3 gun
hicre kultar ortami igerisinde bekletildikten sonraki SEM goéruntileri. a) PEO/TI,
2,000X, b) O-HA/PEOI/Ti, 2,000X, c) B-HA/PEO/Ti, 2,000X, c) M-HA/PEOI/TI,
2,000X.

67



4.3.2. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi

HA partiklllerin fiber yapi igerisinde dagilimlarinin incelenmesi i¢cin TEM analizleri
yapilmis ve HA partikillerin basarili bir sekilde PEO yapi igerisine katildig
g6zlenmistir (Sekil 4.9, 4.10, 4.11). Sekil 4.9.a ve b ve d’de B-HA/PEO partikuller
kirmizi  oklarla isaretlenmistir ve fiberlerin iclerinde  konumlandiklari
gozlenmektedir. Sekil 4.9.d'de ise B-HA partikillerin kiimelenmis halde fiber
yapisina katildigi gozlenmektedir.

Sekil 4.9. %20 (w/w) oraninda mikrodalga destegi ile Uretilmis, bor katki HA
iceren PEO fiber (B-HA/PEQO) TEM géruntuleri. Olgek boyutlari, a) 500 nm, b) 500
nm, ¢) 200nm, d) 1um, kirmizi oklar fiber icerisine hapsolmus B-HA partikdlleri

goOstermektedir.
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Sekil 4.10. %20 (w/w) oraninda mikrodalga destegi ile Uretilmis HA iceren PEO
fioer (M-HA/PEO) TEM géruntlleri. Olgek boyutlari, a) 200nm, b) 100nm,
¢) 500nm, d) 500nm.

Sekil 4.10'da M-HA/PEO fiber goéruantuleri bulunmaktadir. Partikillerin  buyuk
kimeler olusturdugu ve fiber morfolojilerini bozmadan fiber yapisina katildigi
fotograflardan agikga gbézlenmektedir. Sekil 4.11'de bulunan, O-HA/PEO fiberler ile
karsilastirildiginda, hem B-HA, hem de M-HA partiklllerin daha buyuk kimeler
olusturdugu, O-HA partiklllerin ise daha kuguk gruplar halinde fiber yapisina
katildigi gézlenmektedir (Sekil 4.9, 4.10 ve 4.11). TEM goruntuleri Sekil 4.7°deki

SEM goruntuleri ile de uyumlu olup, her 2 analizde birbirini desteklemektedir.
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Sekil 4.11. %20 (w/w) oraninda oda sicakliginda Uretilmis HA iceren PEO fiber
(O-HA/PEO) TEM gérunttleri. Olgek boyutlari, a) 500 nm, b) 500 nm, ¢) 200 nm,
d) 1um.

4.4 Hiicre Kultiura Calismalari

Calismanin bu basamaginda, yluzeyleri PEO fiberlerle kaplanmis olan Ti plakalarin
osteojenik aktivitelerinin belirlenmesi icin MC3T3-E1 preosteoblast hcreleri
kullanilarak 28 gunlik hacre kiltar gahismalari yapiimistir. Hicre canlihdi kontrolu
MTT testi ile hiicre morfolojileri SEM analizi ile incelenmis ve hilcrelerin osteojenik
farklilasmasi, Bolum 4.4.2. ve 4.4.3'de anlatilan ALP analizleri ve RT-PCR
analizleriyle takip edilmistir. Alp ve Rt-PCR analizlerinde asagidaki guruplar
kullaniimistir. SEM ve MTT incelemelerinde Asagidaki gruplara ek olarak negatif

kontrol olan PEO/Ti grubu da kullaniimistir.
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1) On iglemler uygulanmamis Ti plakalar (Ti)

2) On iglemler uygulanmis ardindan B-HA/PEO fiberlerle kaplanmis Ti plakalar
(B-HA/PEO/T))

3) On islemler uygulanmis ardindan M-HA/PEO fiberlerle kaplanmis Ti
plakalar (M-HA/PEO/Ti)

4) On islemleri uygulanmis ardindan O-HA/PEO fiberlerle kaplanmis Ti
plakalar (O-HA/PEO/Ti)

4.4.1. MTT Analizi

Ti, PEO/Ti, B-HA/PEO/Ti, M-HA/PEO/Ti, O-HA/PEOI/Ti plakalardaki hicre
uremesi, 28 gunluk inkibasyon periyodunda mitokondriyal aktivite tayin testi (MTT
testi) ile incelenmis ve Ti plakalarla yuzeyleri fiberlerle kaplanmis gruplar arasinda
kargilagtirmalar  yapilmistir.  Plakalarin  ylzeylerinde ¢ogalan MC3T3-E1
hdcrelerinin 1, 7, 14 ve 28. gunlerdeki MTT analiz sonuglar Sekil 4.12.’de

verilmigtir.
1,4 -
mTi HEH

1o | DPEOT
E ’ 0B-HA/PEO/Ti
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1.glin 7.giin 14.giin 28.giin
Zaman (giin)
Sekil 4.12. Ti, PEO/Ti, B-HA/PEO/Ti, M-HA/PEO/Ti, O-HA/PEO/Ti plakalar
Uzerinde ¢ogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait MTT grafigi. istatistiksel anlam

farkhligir, n=3, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Ti kontrol grubudur); # p<0.05, ##
p<0.01, ### (PEO/Ti kontrol grubudur).
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MTT grafigi incelendiginde 1. gunden 14. glne, hucre canliidinin tim gruplarda
arttigi, 28. gune gelindiginde hafif bir azalma gosterdigi belirlenmistir. Sadece PEO
fiber ile kaph olan gruplarda (PEO/Ti), hicre canhliginda 1. gunden 7.gune, 7 kat
(p<0.001), 7. ginden 14. gune 1.5 kat (p<0.001) artis gézlenmis kultirindn diger
gunlerinde sabit kalmistir (p>0.05). Kultdrtn 1. guninde gruplar arasinda buyUk bir
fark gozlenmezken, 14 ve 28.gunlerde PEO/Ti’ da bulunan PEO fiberlerin yiksek
hidrofilik 6zelligine ragmen, HA iceren; B-HA/PEO/Ti (p<0.01), M-HA/PEO/Ti
(p<0.01), O-HA/PEO/Ti (p<0.05) gruplarinda hlicre canliliginda istatistiksel olarak
anlamli bir artis oldugu gozlenmigtir. Hucre canlihgr HA igeren gruplarda 1.ginden
14.glne logaritmik olarak artmis ve 14. gunde en yuksek seviyeye ulagsmistir. 14.
gun sonuglari, PEO/Ti grubuna goére, B-HA/PEO/Ti, M-HA/PEO/Ti, O-HA/PEO/Ti
gruplarinda hucre canhiliginin iki kat arttigini ve HA katkisinin hiicre yapismasini

belirgin bir sekilde destekledigini gostermigtir.

Genel olarak MTT verileri incelediginde, PEO/Ti grubu ylzeyinde bulunan hicre
metabolik aktivitelerinin nerdeyse sabit kaldigi, HA katkisi ile hicre canlilik
degerlerinde belirgin bir artis oldugu goézlenmistir. Farkli 6zelliklere sahip HA
gruplari arasinda anlamh olan bir fark bulunmazken, tim hidroksiapatitlerin hicre
tutunmasini ayni oranda destekledigi gozlenmistir. Yapilan bu c¢alismada HA
katkisi ile yuksek hidrofilik 6zellikte olan PEO fiberlerin hicre yapismasini ve
¢ogalmasini destekleyen bir 6zellige ulagsmasi saglanmistir. HA ile modifiye edilen

kaplamalar Ti plakalar kadar hiicre tutunmasini desteklemistir.

Literatirde de bu caligmadaki sonuglari destekleyen bulgular yer almaktadir.
Simsek ve Gumusderelioglu'nun [79], MC3T3-E1 hucreleri kullanarak yaptigi bir
calismada PEO fiber ile kaplanan Ti malzemelerin hicre yapigmasina etkisi
incelenmistir. Bu ¢alismada, PEO ile kaplanmis yuzeylerin, kaplanmamig olan Ti

yuzeylere gore hucre yapismasini onemli derecede azalttigi belirtiimistir.

Tosatti ve ark. [141], kumlama ve asit ile puruzlendiriimis (SLA-Ti) Ti yuzeylere
poli-(I-lizin)-g-PEG kaplamalari yapmis ve MG63 osteoblast benzeri hucreleri
kullanarak malzeme yuzeyine yapisma miktarlarini incelemiglerdir. PEG bazli
yuzey kaplamasinin osteoblast benzeri hicre yapismasini SLA-Ti yuzeylere gore

(p<0.05) % 50 azalttigi gozlenmistir.
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Ito ve ark. [142], HA ile iglevsellestiriimis, PEG kompozit hidrojellerinin osteojenik
aktivite degisimlerini MG63 insan osteoblast benzeri hicreleri ile yapilan kdltar
calismalarinda incelemiglerdir. Kalsiyum selatlayici ajanlar eklenerek farkli kristalin
Ozelliklere sahip kompozit kalsiyum fosfat-PEG hidrojelleri Uretilmigler ve 7 gunlik
hicre kaltirhd periyodunda, tum HA katkilarinin, malzeme Uzerine yapisan hicre
sayisini belirgin bir sekilde arttirdigini gostermiglerdir. Ayrica kultirin 7. guninde
daha dusuk kristalin 6zellige sahip HA igeren hidrojellerin hicre yapigsmasini HA

icermeyen PEG hidrojellere gore 2.5 kat (p<0.05) arttirdigi gézlenmistir.

4.4.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi
Hazirlanan Ti, PEO/Ti, B-HA/PEO/Ti, M-HA/PEO/Ti ve O-HA/PEOI/Ti plaka
yuzeylerinde bulunan MC3T3-E1 preosteoblast hicrelerinin morfolojileri ve hicre-

malzeme etkilesimleri SEM goruntileri ile incelenmigtir.

Ti plakalar Gzerindeki hicre morfolojileri Sekil 4.13’de verilmistir. Kaltirdn 7. gun
SEM goériuntulerinde (Sekil 4.13. a, b, ¢ ve d) hucrelerin Ti plakalara tutunduklari,
yayildiklari ve yogun hicre katmanlari olusturduklari agikga gozlenmektedir. Sekil
4.13.d’'de kirmizi oklar ile isaret edilen, hlcrelerin sitoplazmik uzantilari sayesinde
birbiriyle ve malzeme ile olan etkilesimleri gorilmektedir. Kulturin 28.gint SEM
goruntulerinde (Sekil 4.13. e, f, g ve h) hicre katmanlarinin artarak plaka yuzeyini

tamamen sardigi ve hicre disi matris Urettikleri gozlenmektedir.

PEO/Ti plakalarin yuzeyinde bulunan hucrelerin 3. ve 14. gun SEM goruntileri
Sekil 4.14’te bulunmaktadir. Bu grup orneklerinde hlcresel kalintilara rastlanmig
ancak saglikli bir hicre-ylzey etkilesimi olmadigi gézlenmistir. PEO fiberlerin
hidrofilik 6zellikleri, hicrelerin malzeme ylzeyine yapismasini blyluk Olgide
engellemistir. Kulturan ilerleyen gunlerinde diger gruplardaki gibi yogun hicre

tabakalarina ve hicre digi matris katmanlarina bu grupta rastlanmamisgtir.

M-HA/PEO/Ti plakalarin Gzerindeki hucrelerin 7. gin ve 28. gun SEM goruntuleri
sirasiyla, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16" de verilmistir. Sekil 4.15.b, ¢ ve d’de verilen 7.
gln goruntlulerinde hucrelerin malzeme yuzeyini kapladigi goézlenmektedir. Sekil
4.15.b ve c’de kirmizi okla gdsterilen yapilar, malzemede bulunan HA partikul
kimeleridir ve 7. ginde hucreler bu kimeler Gzerine yapilmis ve yayilmistir. Sekil
4.15.a’'da M-HA igeren ¢apraz baglanmis fiberlerin hicre kultirinde kullaniimadan

onceki goruntileri bulunmaktadir ve 7. gin SEM goruntdleri ile karsilastirildiginda
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(Sekil 4.15.b, ¢ ve d), kemik onculi hucrelerin HA partikillerinin kiimelendigi
yerlerde cogaldigi gézlenmektedir. Kilttriin 28. ginindeki fotograflarda ise (Sekil
4.16), malzeme yulzeyindeki hicre miktarinda belirgin bir artis oldugu ve hicre

katmanlarinin yogun bir sekilde malzeme yuzeyini kapladigini gérilmektedir.

7.gin

28.giin

Sekil 4.13. Ti plakalarin (Ti) yuzeylerinde bulunan MC3T3-E1 hucrelerinin 7. glin
(a,b,c,d) ve 28. gun (e,f,g,h) SEM goruntuleri. (a) 2,000X, (b) 5,000X, (c) 2,000X,
(d) 5,000X%, (e) 2,000X, (f) 10,000X, (g) 2,000X, (h) 5,000X. (a, €) Kirmizi oklar
MC3T3 hucrelerin sitoplazmik uzantilarini géstermektedir. (f) Kirmizi ok hucre digi

matris katmanlarini isaret etmektedir.
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Sekil 4.14. PEO ile kapli Ti (PEO/Ti) plakalarin Gzerindeki MC3T3-E1 hucrelerinin
(a) 3. glin, (b) 14. gin SEM géruntdleri. (a, b) 5,000X.

Sekil 4.15. (a) Mikrodalga destegi ile uretiimis HA iceren PEO fiberler ile
kaplanmis Ti plakalarin (M-HA/PEO/Ti) SEM géruntisi, 2,000X. (b, ¢ ve d) (M-
HA/PEO/Ti) Uzerindeki MC3T3-E1 hdcrelerinin 7.gin SEM goérantaleri. (b, c)
2,000X, (d) 5000X. Kirmizi oklar M-HA partikul kiimelerini isaret etmektedir.
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Sekil 4.16. Mikrodalga destegi ile Uretilmis HA iceren PEO fiberler ile kaplanmis Ti
plakalarin (M-HA/PEO/Ti) uzerindeki MC3T3-E1 hucrelerinin  28.gun SEM
goruntdleri. (a) 2,000X, (b)10,000X, (c) 2,000X, (d) 5,000X, (e) 5,000X, (f)
10,000X.

Sekil 4.17de, Ti ve M-HA/PEO plakalarin 28. gin SEM goéruntileri
karsilastiriimistir. M-HA/PEO/Ti plaka ylzeylerinde bulunan hicre uzantilarinin Ti
plakalara gbére daha fazla oldugu gorulmektedir. Hicreler HA ile kimyasal ve
fiziksel etkilesime girerek sitoplazmik uzantilari ile apatitlere dogru
yonelmektedirler. Bolum 4.4.1’de incelenen MTT degerleriyle malzeme

yuzeylerindeki hucre miktar artislarinin paralel oldugu goézlenmektedir.
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PEO/Ti (28.giin) M-HA/PEO/Ti (28.giin)

Sekil 4.17. a) Ti plakalarin 28.gun htcre kultari SEM goérintisu, (2,000X). b) M-
HA/PEO/Ti plakalarin 28.gun hicre kultura SEM goéruntusu, (2,000X).

Sekil 4.18'de bor katkili HA (B-HA) iceren fiberler ile kaplanmis Ti plakalarin (B-
HA/PEOQO/Ti) 7 ve 28. gun hucre kulturd SEM goéruntdleri bulunmaktadir. 7. gln
goéruntulerinde (Sekil 4.18.a, b), M-HA/PEO/Ti érneklerinde oldudu gibi hiucrelerin
Ozellikle B-HA partiklil kimelerinin Uzerlerini sardigi ve malzemeyi tamamen
kapladigi gozlenmektedir. Kaltirin 28. guninde malzeme yuzeyinde ¢ok yogun

hdcre katmanlari ve hucre digi matris olusumu gozlenmektedir.

Oda sicakliginda dretilmis HA partiklller iceren PEO kaplamalarin yizeylerinde
ureyen MC3T3-E1 hucrelerinin 7 ve 28. gun SEM goéruntuleri Sekil 4.19°da
bulunmaktadir. Yine 7. ve 28. gun Orneklerinde hucrelerin ylzeyi tamamen
kapladigi ve yogun hicre digi matris Urettikleri gdozlenmektedir. 28 gunde malzeme
yuzeyinde hucre miktarinin belirgin bir sekilde arttigi gozlenmis, 6zellikle kollajen
fiber goruntuleri Sekil 4.19.h°’de ve hicrelerin  Urettigi mineral kimeler

Sekil 4.19.fde belirgin bir sekilde gozlenmektedir.

Bu sonuclar, PEO fiberlere HA katkisinin, MC3T3-E1 hdcrelerinin tutunmasini,
yayllmasini, Uremesini ve osteoblastik farklilasmasini destekledigini gostermistir.
SEM goruntuleri MTT sonuglarini destekleyen niteliktedir. 7. ve 28. gunde MTT
sonuglarl (Sekil 4.12) yuksek olan HA iceren (B-HA/PEO/Ti, M-HA/PEO/Ti, O-
HA/PEO/Ti) ve Ti gruplarinin SEM gdéruntulerinde kemik oOncult hicrelerin
malzeme yuzeyini tamamen kapladigi gézlenmistir. PEO ile kapli ylUzeylerde ise

yine MTT sonuglarini destekleyecek sekilde hlcre malzeme etkilesiminin dusuk
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oldugu ve diger guruplarda goézlenen huicre tabakalarinin ve katmanlarinin bu

gruplarda bulunmadigi gézlenmistir.

7.giin

28.giin

Sekil 4.18. Mikrodalga destegi ile Uretilmis bor katkili HA igeren PEO fiberler ile
kaplanmig Ti plakalarin (B-HA/PEO/Ti) vyuzeylerinde bulunan MC3T3-E1l
hdcrelerinin (a,b,c,d) 7 ve (e,f,g,h) 28. gun SEM goéruntuleri. (a) 2000, (b) 5000X,
(c) 5000X, (d) 10000, (e) 2000X, (f) 5000X, (g) 10000X, (h) 15000X. Kirmizi oklar
B-HA partikul kimeleri Uzerinde ¢ogalan hicre tabakalarini gostermektedir.
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7.giin

28.giin

Sekil 4.19. Oda sicakliginda Uretilmis HA iceren PEO fiberler ile kaplanmig Ti
plakalarin (O-HA/PEQO/Ti) yuzeylerinde bulunan MC3T3-E1 hicrelerinin (a,b, c, d)
7 ve (e,f,g,h) 28. gin SEM goéruntdleri. (a) 2,000X, (b) 5,000x, (c) 5,000X, (d)
15,000X, e) 2,000X, (f) 5,000X, (g) 5,000X, (h) 15,000X. (f) Kirmizi oklar, hicre
disI matris tabakalarini gostermektedir. (h) Kirmizi oklar, hicrelerin Urettigi kollajen

fiberleri isaret etmektedir.
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4.4.3. Alkalen Fosfataz (ALP) Analizi

Osteoblastik hucreler sayilarini arttirdiktan sonra hicre digi matris salgilamaya
baslarlar. Matris Uretimini yiksek seviyelerde ALP Uretimi ve matris modifikasyonu
ile karakterize edilen farkllasma fazi takip eder [143]. Alkalen fosfataz, htcre
membranina bagli olarak bulunan ve aktivitesi osteoblastik farklilasma belirteci
olarak kullanilan bir enzimdir. ALP enzimi pirofosfatlari fosfata cevirerek HA
kristallerinin olusumunu desteklemektedir ve sert doku olusumunun onemli bir
bilesenidir [144]. ALP enzimi kemik olusumu siresince sentezlenir. Kemik hicre
disi matriksinde minerallerin  birikmesi sonucu osteoblastlarin osteositlere
donismesi ile aktivasyonu azalmaktadir [145]. Tez calismasi kapsaminda, Ti
plakalara ekilen hicrelerin osteojenik farklilagsmalarinin kontroli amaciyla ALP

seviyeleri hucre kultirinun 7, 14 ve 28. gunlerinde ALP analizi ile belirlenmistir.
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Sekil 4.20. Ti, B-HA/PEO/Ti, M-HA/PEOI/Ti, O-HA/PEO/Ti plakalar Uzerinde
gogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait ALP grafigi. istatistiksel anlam farkhhgi, n=3, *
p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Ti kontrol grubudur).

Sekil 4.20’te bulunan ALP seviyeleri incelenecek olursa 7. ginden 14. glne
sayisal olarak Ti grubunda 28 kat, B-HA/PEO/Ti ve M-HA/PEO/Ti grubunda 12
kat, O-HA/PEO/Ti grubunda ise 19 kat artis godzlenmektedir. 14. gin ALP
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seviyeleri tum gruplar arasinda birbirine c¢ok yakin ve anlamli fark
bulunmamaktadir. 28 gun seviyeleri incelendiginde Ti ve B-HA gruplarinin diger
HA iceren gruplara gore daha ylksek oldugu goézlenmektedir. 14. gunden, 28.
gune Ti (p<0.01) ve, B-HA/PEO/Ti (p<0.001) gruplari istatistiksel olarak anlamli bir
artis gostermistir. B-HA igeren grubun 28. gunde ALP seviyelerinin en yuksek
oldugu, M-HA/PEO/Ti grubuna goére sayisal olarak 2 kat O-HA/PEO/Ti grubuna
gére 1.5 kat artmig olmasina ragmen aralarinda anlaml bir fark olmadigi
g6zlenmistir. M-HA/PEO/Ti grubu, 14. ginden 28. gine artis géstermemis ALP

seviyesi sabit kalmistir.

Genel olarak ALP aktivite sonuglari incelenecek olursa 14. ginden itibaren ALP
aktivitelerinin yikseldigi belirlenmistir. Ozellikle SEM géruntilerinde de yogun
mineral yapilarini destekleyen (Sekil 4.18, Sekil 4.19) B-HA/PEO/Ti ve O-
HA/PEO/Ti gruplarinda ALP aktivitesi artmis ve B-HA/PEO/Ti grubuda, HA igceren
gruplar arasinda, en yuksek degere ulagsmistir. Yapilan bu calismada PEO
malzemelerinin hlcre yapismasi ve farklilagsmasindaki negatif etkilerine ragmen

yapilan HA katkisinin osteojenik farklilagsmayi destekledigi belirlenmistir.

Literatirde vyapilan c¢aligmalar elde edilen sonuglari destekler niteliktedir.
Ravichandran ve ark. [122], PLGA/kollajen nanofiber kapli Ti plakalarin ytzeylerini
biyomimetik yontemle nano-HA ile islevsellestirmis ve insan mezenkimal kok
hacreleri (hMSC) kullanarak ALP aktivitelerini karsilagtirilmigtir. Bu ¢alisma ile HA
gibi mineralize malzemelerin ALP aktivitelerinin 14. gudnden itibaren arttigi ve

mezenkimal kok hicrelerin farklilagsmasini destekledigi sonucuna variimistir.

Bolum 4.4.1’de hicre yapismasina etkilerinden bahsedilen Ito ve arkadaslarinin
[142] yaptigi calismada biyomimetik yontemle dretien HA ve PEG kompozit
hidrojellerinin osteoblastik aktiviteleri MG63 insan osteoblast benzeri hicreleri ALP
aktivite analizleri ile incelenmistir. Bu calisma ile dusuk kristal yapiya sahip
HA'lerin ALP aktivitelerinin daha yuksek oldugu ve etkili bir sekilde kemik

olusumunu destekledigi belirlenmistir.

4.4.4. Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu, nukletik asit miktarinin belirlenmesini
saglayan bir yontemdir. Bu yontem, DNA ¢ogaltiimasi sirasinda, cift zincirli (ds)

DNA'’ya baglanan SYBR-Green | gibi floresan boyalarin isimalari izlenerek, DNA
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kopya sayilarini sayisal de@erlere donudsturup kantitatif sonuclar alinmasina
olanak saglamaktadir. RT-PCR ydntemi, hem DNA Uzerindeki hedeflenen
bolgenin ¢ogaltiimasi hemde ¢ogaltilan Grunlerin saptanmasi ayni cihaz igerisinde
gerceklestirilen, klasik PCR yodnteminde ihtiya¢ duyulan elektroforeze gerek

kalmadan kisa surede analizlerin yapildigi pratik bir yontemdir.

Hucrelerin  ¢esitli  gen  ekspresyon  seviyeleri mRNA  miktarlariyla
belirlenebilmektedir. PCR analizleri i¢in oncelikle hucrelerden RNA izolasyonlari
yapilir ve ardindan reverse transkriptaz enzimi kullanilarak komplementer DNA
(cDNA) sentezi gercgeklestirilir. Elde edilen cDNA molekdlleri PCR analizlerinde

kullanilir.

Malzeme yuzeyine ekilen osteoblastik hucreler, hucre sayilarini arttirarak ECM
uretimi gerceklestirirler. Farklilasma ile birlikte OCN, ALP, KOL-1 gibi cesitli
kemige 6zel bazi genlerin seviyelerinde artiglar gézlenmektedir [146]. Farklilasma
fazi ylksek seviyede ALP Uretimi ve matris modifikasyonu ile karakterize
edilmektedir. Kollajen tip 1, mineralize matris olusumundan once uretilen hicre
dis1 matriksin dnemli bilesenlerinden biridir. Osteokalsin ve BSP ise osteoblastlar
tarafindan salinan, mineralizasyon ve matris olusumunu dizenleyen kemik bagimli
belirtegleridir [147].

Tez c¢alismasi kapsaminda, Ti plakalara ekilen hucrelerin osteojenik
farklilagsmasinin belirlenmesi amaciyla hucrelerdeki kollajen-I (KOL- 1), Runx2,
osteokalsin (OCN) ve osteopontin (OPN) genlerinin ifade seviyeleri, RT-PCR ile
belirlenmistir. Ekspresyon seviyeleri housekeeping gen olan (-aktin ile normalize
edilmis, Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23 ve Sekil 4.24 ‘de verilmigtir.
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Sekil 4.21. Ti, B-HA/PEO/Ti, M-HA/PEOI/Ti, O-HA/PEO/Ti plakalar Uzerinde
gogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait KOL-1 gen ifadesi grafigi. istatistiksel anlam
farklihgi, n=3, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Ti kontrol grubudur); # p<0.05, ##
p<0.01, ### p<0.001 (B-HA/PEO/Ti kontrol grubudur) ; + p<0.05, ++ p<0.01, +++
p<0.001 (M-HA/PEOI/Ti kontrol grubudur).

Yeni kemik olusumu sirasinda hdcrelerin ¢ogalmasiyla birlikte osteoblast
hicrelerinden ilk olarak kollajen tip 1 sentezi gergceklesmektedir. Osteoblast

hicrelerinin olgunlagsmasinin ileri dénemlerinde KOL-1 sentezi dismektedir [148].

Titanyum plakalar Gzerindeki hucrelerin kollajen-1 (KOL-1) gen ekspresyon
seviyeleri, Sekil 4.21.’de verilmistir. Cogalan hicrelerden erken dénemde
salgilanan KOL-1, 7 glinde Ti grubunda diger gruplara goére daha yuksek seviyede
ifade olmustur (p<0.001). Yedinci glinden, 14. gine B-HA/PEO/Ti (p<0.001), M-
HA/PEO/Ti (p<0.05), O-HA/PEO/Ti (p<0.01) anlamh olarak arttigi Ti grubunda ise
sayisal bir artis gbzlenmesine ragmen anlamh bir fark bulunmamaktadir. B-
HA/PEO/Ti grubunda 7. gune goére 14. gunde 8 katlik bluylk bir artis oldugu
g6zlenmistir. Borlu HA iceren grupda kollajen ekspresyonu 14. glinde en yuksek
seviyesine ulasmistir ve tum diger gruplarla aralarinda sayisal ve istatistiksel
olarak oldukga anlamh (p<0.001) fark bulunmaktadir. 28.ginde KOL-1
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ekspresyonunun hucrelerin farklilagsmaya ydnelmeleri nedeniyle tum gruplarda

dustigu gozlenmistir.

Ying ve ark.[149]’'nin farkll bor konsantrasyonlarinin kemik iligi stromal hucrelerinin
osteojenik farklilagsmasi Uzerine etkilerini inceledikleri ¢alismada, KOL-1 gen
ifadesinin 7. gunde bor eklenen gruplarda artirdigi goézlenmistir. Tuncgay ve
GUmusderelioglu’'nun [9] MC3T3-E1 hicreleriyle yaptiklar bir galismada, borlu HA
ve HA ile islevsellestirilimis kompozit kitosan doku iskelelerinin, KOL-1 ekspresyon
seviyelerinin kontrol gruba goére arttigi ve 14. gunde en yuksek seviyeye ulastigi
g6zlenmistir. Ayrica, RT-PCR analizleri, bor katkisinin, HA’e goére, KOL-1
ekspresyonunu (p<0.001) destekledigini gostermigtir. Yine yapilan bagka bir
calismada ise [10] borik asitli-kitosan nanopartikul igeren, kitosan doku
iskelelerinde, bor ile desteklenmis gruplarin, 14. giin KOL-1 gen ifade seviyelerinin

kitosan gruba gore yuksek oldugu (p<0.01) goézlenmistir.
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Sekil 4.22. Ti, B-HA/PEO/Ti, M-HA/PEOI/Ti, O-HA/PEOI/Ti plakalar Uzerinde
gogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait Runx2 gen ifadesi grafigi. istatistiksel anlam
farklihgi, n=3, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Ti kontrol grubudur).
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Runx2, kondrosit ve osteoblast farklilagmasini duzenleyerek iskelet gelisimini
kontrol eden multifonksiyonel transkripsiyon faktorudar. Osteojenik farkhlagsmanin
erken donemlerinde Uretilerek, osteoblast farklilasmasi slresince birgok hlcre disi

matris proteinlerinin gen ifadelerinin dizenlenmesinde gorev alir [150].

Ti plakalar Uzerindeki hlcrelerin, Runx2 gen ifadeleri incelendiginde (Sekil 4.22),
Ti grubunda, 7.ginden 14. gine az miktarda artis gostermisken, B-HA/PEO/Ti
(p<0.05), M-HA/PEOI/Ti (p<0.01) , O-HA/PEOI/Ti (p<0.01) gruplarinda belirgin artis
gozlenmektedir. Tum gruplar i¢cin Runx2 gen ifadeleri 14. gunde en yuksek
seviyeye ulasmistir. 7. ve 14. gun B-HA igeren gruplarin gen ifadeleri, M-HA ve O-
HA igceren gruplara gore sayisal olarak daha yuksek olmasina ragmen, aralarinda
istatistiksel olarak anlamh bir fark bulunmamaktadir. 28. ginde HA igeren tim
gruplarda Runx2 gen ifadelerinde disus gozlenmektedir (p<0.05). Ti grubu ise 7,
14, 28 glnleri boyunca Runx2 gen ifade seviyelerinde ¢ok blUyuk degisiklikler

gbstermemis, sabit seyretmigtir.

Wu ve ark [151], farkli konsantrasyonda bor igeren porlu mezopor biyoaktif
camlarla yaptiklari ¢alismada, bor salimlari ve borun insan osteoblast hucreleri
Uzerine etkilerini incelemiglerdir. Kontrolll bir sekilde bor salimi saglayan biyoaktif
camlarin, hicre proliferasyonunda 1. ginden 14. gline kadar logaritmik olarak artis
oldugu, kualtirin 14. gunlerinde ise bor eklenmis olan gruplarda KOL-1 ve Runx2

gen ifadelerinde artig oldugunu gozlemlemiglerdir.
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Sekil 4.23. Ti, B-HA/PEO/Ti, M-HA/PEO/Ti, O-HA/PEO/Ti plakalar Uzerinde
gogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait OCN gen ifadesi grafigi. istatistiksel anlam
farklihgi, n=3, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Ti kontrol grubudur); # p<0.05, ##
p<0.01, ## p<0.001 ### (B-HA/PEO/Ti kontrol grubudur).

Osteokalsin, osteoblastlar tarafindan  sentezlenen, farkllasmanin  geg
donemlerinde ortaya ¢ikan, non-kollajendz proteindir. En ylksek seviyesine kemik
matirasyonu sagladiktan sonra ulasir ve mineralize dokuya spesifik bir proteindir
[148].

Osteokalsin gen ekspresyonlari incelendiginde (Sekil 4.23) tim gruplarda 7. ginde
gen ifadeleri ¢ok dugukken, 14. gunden itibaren tum gruplarda (p<0.001) yuksek
oranda arttigi gézlenmektedir. 7.gunden 14.gine, Ti (p<0.001), B-HA/PEO/Ti
(p<0.001), M-HA/PEO/Ti (p<0.001), OCN gen ekspersyonlarinin arttigi ve 28
ginde sabit kaldigi gozlenirken (p>0.05), O-HA/PEO/Ti grubunda 7. glnden
28.gune logaritmik olarak arttigi ve en yuksek seviyesine ulastigi gozlenmektedir.
B-HA/PEO/Ti grubunda OCN, en yuksek seviyeye 14. ginde ulasmakta ve diger
HA igeren gruplara gore (M-HA, p<0.01, O-HA, p<0.001) aralarinda anlamli fark

bulunmaktadir.

Tungay ve Gumusderelioglu [9] B-HA ve HA katkilarinin, Runx2 ve OCN gen
ifadelerine etkileri incelendiginde iki grubunda, kultirin 21. ginde maksimum
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seviyeye ulastigl ve kontrol grubuna gore aralarinda buyuk fark (p<0.001) oldugu
belirlenmigtir. Yapilan c¢alisma ile B-HA kaplanmig olan kitosan iskelelerinin

osteoinduktuf ve osteokonduktif 6zelliklerini arttirdigi sonucuna variimistir.
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Sekil 4.24. Ti, B-HA/PEO/Ti, M-HA/PEOI/Ti, O-HA/PEO/Ti plakalar Uzerinde
gogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait OPN gen ifadesi grafigi. istatistiksel anlam
farklihgi, n=3, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Ti kontrol grubudur); # p<0.05, ##
p<0.01, ## p<0.001 ### (B-HA/PEO/Ti kontrol grubudur) ; + p<0.05, ++ p<0.01,
+++ p<0.001 (M-HA/PEO/Ti kontrol grubudur).

Osteopontin, kemigin sekillendirimesinde gérev alan farklilasmanin geg¢
evrelerinde mineralizasyonu inhibe etmekte gorevli olan, onemli bir proteindir
[152].

Osteopontin gen ekspresyonlari incelendiginde (Sekil 4.24), 7. gin B-HA igeren
grupta OPN gen ifadesinin en yuksek oldugu ve tim gruplarla arasinda anlamli bir
fark oldugu gdzlenmistir. Ti, M-HA/PEO/TI, O/HA/PEQ/Ti gruplarinda 7 giinden
14.gunde OPN ifadelerinin anlaml bir sekilde arttigi (p<0.001) ancak B-HA/PEO/Ti
ve M-HA/PEO/Ti grubunda 14. ginde sayisal olarak bir azalma (p>0.05)
g6zlenmektedir. B-HA/PEO/Ti gurubunun OPN ekspresyon orani 28. glinde en
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yuksek seviyesine ulasmistir ve Ti, M-HA/PEO/Ti (p<0.05), O-HA/PEO/Ti

(p<0.001) aralarinda anlamli bir fark gézlenmektedir.

Genel olarak hicre kultird sonuglari degerlendirildiginde, PEO fiberlere HA
katkisinin hudcre proliferasyonunu, Ti plakalar kadar destekledigi ancak PEO
fiberler kaplanmis olan Ti plaka ylzeylerine hiicre yapismasi yeterli olmadigi SEM
goruntuleriyle ve MTT degerleriyle belirlenmigtir. RT-PCR sonuglar ve literatur
karsilastinldiginda PEO kaplamanin kemik oncult hdcrelerin malzeme yuzeyine
yapismasi, farklilagsmasi Uzerine negatif etkilerine ragmen HA katkisinin hicre
yapismasi, farklilagsmayi arttirmamis ve hicre digi matris olusumunu destekledigi
belirlenmistir. Bu ¢alismalar borun sahip oldugu osteoindiktif ve osteokonduktif
etkileri nedeniyle diger HA iceren gruplara goére hicre farklilagsmasini buylk

oranda destekledigini gostermigtir.

4.5. Antibakteriyel Etkinin Belirlemesine Yonelik Caligmalar

Bakterilerin, biyomalzeme ylzeyine yapigsmasi ve ¢ogalmasi, genellikle biyofilm
olusumuyla sonuglanmakta ve saglik agisindan ciddi sorunlara neden olmaktadir.
implant kaynakl enfeksiyon tedavilerinde, sistemik dolagima verilen antibiyotikler,
biyofilm olusumunu engellemede yetersiz kalmakta ve antibiyotik kullanimina bagli
olarak direngli mikroorganizmalarin ¢cogalmasi ve yayllmasina neden olmaktadir.
Bu problemleri ¢ézebilmek igin birincil bakteri yapismasini ve biyofilm olusumunu
engelleyen antibakteriyel yulzeyler gelistiriimektedir [36]. Ylzey uygulamalari,
bakterisit etki gosteren yuzey kaplamalari olabildigi gibi bakteri direngli yuzey
modifikasyonlari olarak da uygulama alani bulmaktadir. Bakterisit 6zellige sahip
kaplamalar, malzeme ylzeyinde canh biyofilm olusumunu engellemesine ragmen
yuzeyde kalan olu bakteri kalintilari, yangiya veya immun cevaba neden
olabilmektedir. Bu nedenle bakteri yapigsmasini engelleyen yuzey kaplamalari ile

ilgili cesitli caligmalar yapilmaktadir [48].

Mikroorganizmalarin (sesil) yuzeye bagiml, biyofilm olugturan ve (planktonik)
serbest olarak yuzen iki formu bulunmaktadir. Stafilokoklar ylksek frekansta
fenotipik c¢esitlilik gostermektedirler. Bu fenotipik farkliliklar, gen ifadelerinde
degisikliklere sebep olmaktadir. Yuzen planktonik hucreler fenotipik degisiklikler
gOstererek yluzeye yapisan ve biyofilm olusumuna neden olan sesil forma
donlismektedir [153]. Yapilan antibakteriyel ¢calismada PEO fiber kaplamalarin

bakteri tutunmasi Uzerine etkileri incelenmis ve calisma esnasinda biyofilm
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olusturan S. epidermidis (ATCC 35984) ve biyofilm olusturmayan S. epidermidis
(ATCC 12228) olmak uzere 2 farkl bakteri susu kullanilarak, kultir ¢aligmalari
yapilmistir. Calisma basamaklarinda Ti, PEO/Ti, B-HA/PEO/Ti, M-HA/PEO/Ti, O-
HA/PEO/Ti olmak Uuzere 5 farkli deney grubu hazirlanmig ve antibakteriyel

etkinlikleri kargilastiriimistir.

20x104 ]
mTi
18x10° 1 peoymi
\ 0 B-HA/PEO/Ti

_ 16x10* 1 @ m-na/pEO/TI
—E' it @ O-HA/PEQ/Ti “:”
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4x10* 1
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o4

S. epidermidis (=) S. epidermidis (+)

Sekil 4.25. S. epidermidis (ATCC 12228), biyofilm(-) ve S. epidermidis (ATCC
35984), biyofilm(+) suslarinin; Ti, PEO/Ti, B-HA/PEO/Ti, M-HA/PEO/Ti, O-
HA/PEO/Ti yiizeyler Gzerindeki tutunma grafikleri. Istatistiksel anlam farklihgi, n=4
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 (Ti kontrol grubudur); # p<0.05, ## p<0.01, ###
p<0.001 ### (PEO/Ti kontrol grubudur) ; e p<0.05, ee p<0.01, eee p<0.001 (B-
HA/PEO/Ti kontrol grubudur); + p<0.05, ++ p<0.01, +++ p<0.001-M-HA/PEO/Ti

kontrol grubudur).

Sekil 4.25'de 2 saatlik malzeme-hlcre inkUbasyonu sonrasinda, Ti plaka
yuzeylerine tutunan bakteri sayilarinin, koloni sayim yontemiyle belirlendigi grafik
bulunmaktadir. Koloni sayimlari sonucunda iki tip susdan; S. epidermidis 12228’in
malzeme ylzeyine yapisan bakteri yogunlugunun, S. epidermidis 35984 bakteri
yogunluguna gore daha az oldugu gozlenmistir. Yani iki farkh sus kiyaslandiginda

Ti plakalarin yuzeylerine, biyofilm olusturan ve ylzeye bagimh olan bakteri
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susunun, daha fazla yapistigi sonucuna variimigtir.

Kaplama yapilmamis Ti plaka yuzeylerine, biyofiim negatif S.epidermidis susunun
diger gruplara kiyasla oldukga fazla miktarda (p<0.001) yapistigi, ortama eklenen
bakteri miktarinin yaklagik olarak %10’luk bir kisminin (Sekil 4.27) malzeme
yuzeyine tutundugu goézlenmektedir. Biyofilm negatif (ATCC 12228) susla yapilan
diger sayim caligmalari incelendiginde, PEO kaplamalarin (HA iceren veya
icermeyen) yluzeye tutunan hicre sayilarini, Ti grubuna goére belirgin bir sekilde
azalttig1 dikkat cekmektedir. HA eklenmis olan gruplar arasinda, ATCC 12228
susunun en ¢ok M-HA/PEO/Ti plaka yuzeyine yapistigi gozlenmistir. Biyofilm
pozitif (ATCC 35984) susunda ise PEO/Ti grubu, Ti’ a gbre (p<0.001) belirgin bir
sekilde bakteri yapismasini azaltmistir. B-HA/PEO/Ti ve M-HA/PEO/Ti plaka
yuzeylerine, O-HA/PEO/Ti (p<0.001) grubuna gore ¢ok daha fazla hicre yapismis
olmasina ragmen Ti grubuna gore hicre yapigmasini azaltmis ve aralarinda
oldukga anlamli (B-HA/PEO/Ti, p<0.001; M-HA/PEOI/Ti, p<0.05) fark oldugu
gozlenmigtir. O-HA/PEO/Ti ile PEO/Ti gruplari karsilastinidiginda bakteri
yapismasini Ti plakalara goére benzer oranlarda (Sekil 4.25 ve 4.27) engelledigi

gozlenmektedir.

Sekil 4.26’da malzeme ylzeyinden yikanan hicrelerin koloni sayimlarinin
gerceklestirildigi petri fotograflari bulunmaktadir. Bakteri koloni boyutlarinin farkh
olmasi, yapisan bakteri sayilari arasinda buyuk fark olmasindan dolayi ve sayimin
daha kolay yapilmasi igin 2 farkh seyreltme oraninda hazirlanan petrilerde, Ti
grubunun yogun koloni dagilimlari gosterdigi ve PEO kaplamalariyla yodunlugun

azalmis oldugu acgik¢a gorulmektedir.
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12228 S. Epidermidis Biyofilm (-)

Ti PEO/Ti B-HA/PEO/TI M-HA/PEO/TI O-HA/PEOITi

35984 S. epidermidis Biyofilm (+)
PEO/Ti B-HA/PEO/Ti M-HA/PEO/Ti O-HA/PEO/Ti

Sekil 4.26. S. epidermidis (ATCC 12228), biyofiim(-) ve S. epidermidis (ATCC
35984), biyofilm(+) suslarinin; Ti, PEO/Ti, B-HA/PEO/Ti, M-HA/PEO/Ti, O-
HA/PEO/Ti gruplarinda yapisma analizi hicre koloni goruntileri. (12228 bakteri

sus gruplarinin sulandirma katsayisi 1:10), (35984 sus gruplarinin sulandirma kat
sayisi 1:200).
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S. epidermidis (-) S. epidermidis (+)

Sekil 4.27. S. epidermidis (ATCC 12228), biyofiim(-) ve S. epidermidis (ATCC
35984), biyofim(+) suslarinin; Ti, PEO/Ti, B-HA/PEO/Ti, M-HA/PEOI/TI,
O-HA/PEO/Ti yuzeyler Gzerindeki ylizde tutunma grafikleri.
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Sekil 4.27 incelenecek olursa M-HA/PEO/Ti plakalara yapisan biyofilm (-) bakteri
oraninin diger HA igeren gruplara gore daha yuksek oldugu, biyofilm(+) oraninin
ise hem M-HA/PEO/Ti, hem de B-HA/PEO/Ti gruplarinda fazla oldugu
gozlenmektedir. Yapisan bakteri oranina malzemeye eklenen HA partikul boyutlar
ile hucrelerin yaptigi etkilegsimler ve malzemenin puruzlilugua onemli rol
oynamaktadir. Sekil 4.8'de bos PEO fiberler ve HA eklenmigs PEO fiberler ile
kaplanmis Ti plakalarin hicre ekilmeden, 3. gtin hicre kultir ortaminda bekletilmis
SEM goruntileri bulunmaktadir. Yapisina su alarak hidrojel formuna gegen PEO
fiberler [79], 3.gun sonunda malzeme yuzeyini tamamen kaplamig ve duz bir
yuzey olusturmustur. M-HA ve B-HA eklenmis olan gruplar bayik HA kdmeleri
halinde yuzeye dagilmis ve puruzli bir 6zellik kazandirmistir. O-HA igeren PEO
kaplamalarda ise paritkuller daha kucuk ve daha az kimeler halinde malzeme
yuzeyine yayillmistir. O-HA iceren grup, diger HA iceren gruplarla kiyaslandiginda
daha az puruzlulige sahip bir yluzey oOzelligi saglamaktadir. Tum bu analizler
sonucunda M-HA ve B-HA gruplarindaki hicre yapisma oranlarinin fazla olmasi,
HA partikdllerinin - malzeme yuzeyinde olusturdugu puruzli topografyadan

kaynaklandigi sonucuna variimistir.

Literatirde yapilan c¢alismalarda, HA yapisinin hlcre yapismasina etkisi tez
calismasini destekler niteliktedir. Ribeiro ve ferraz [154] farkli sicakliklarda
sinterlenerek hazirlanan HA malzemelerin, farkh stafilokok suslarinin yapisma
davraniglari Uzerine etkileri incelemistir. Yapilan ¢alismada 725°C’de sinterlenen
nano-Hidroksiapatit (nHA) yapilarin 1000°C sicaklikta sinterlenen nHA’lere gore
daha yuksek ylzey alanina sahip oldugu gozlenmistir. Ayrica daha fazla 725°C’de
sinterlenen nano-Hidroksiapatit daha fazla porlu yiizey yapisina sahiptir. Metisilin
direngli ve direngsiz S. aureus (MSSA, MRSA), S. epidermidis (ATCC 35984) ve
S. epidermidis hastane kaynakli suglariyla yaptiklari koloni sayim g¢aligmalarinda
daha yuksek puruzlulige sahip olan HA yuzeylerine yapigan bakteri sayisinin tim

suslarda belirgin bir sekilde daha fazla oldugu gozlenmistir.

Siswomihardjo ve ark. [155] zirkonya ile mekanik ozellikleri arttiriimis olan HA
biyomalzemelerin S.epidermidis yapismasini engelledigini belirtmistir. Yapilan
calismada HA ylzey purtzltliginin, Zr-HA gruplarina gére daha fazla oldugu, Zr
katkisi ile HA malzeme ylUzeyindeki porlarin dolmasiyla daha puruzsuz bir yizey

Ozelligine sahip oldugunu SEM analizleriyle gozlemlemisler.
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Simsek ve Gumusderelioglu [79], PEO ile kaplanmig Ti plakalarin S.epidermidis
susu Uzerine antibakteriyel etkinliklerini incelemiglerdir. 24 saatlik bakteri
inkibasyonu sonrasinda Ti plakalarla PEO kapl plakalarin ylzeyinde bulunan
bakteri miktarlari SEM goéruntuleriyle karsilastiriimis ve PEO ile kaplamalarin etkili
bir sekilde malzeme ylUzeyine yapigan bakteri miktarini azalttigi ve buyuk koloni

olusumlarinin bu guruplarda gézlenmedigi sonucuna varmislardir.

Khoo ve ark. [156] Ti plakalara antibakteriyel etkinlik kazandirmak amaciyla PEG
kaplama yapmis ve S. aureus susu ile antibakteriyel etkinligi incelenmistir. PEG ile
kaplanmis olan yuzeylerin Ti gore bakteri yapismasini blyuk oranda azalttig

gozlenmigtir.

Kaper ve ark.[67] PEO firga yapisi ile kaplanmis olan cam vyuzeylerin S.
epidermidis hucrelerinin yapismasini normal cam yuzeylere gore engelledigini

gOstermislerdir.

TUm bu sonuglar ve literattr karsilastirildiginda, Ti plakalara gore tum PEO fiber
kaplamalarinin her iki bakteri susu iginde basarili oldugu, hicre yapigsmasini belli
oranlarda azalttigi gézlenmektedir. Ozellikle O-HA/PEO/Ti grubu bakteri
yapismasini desteklemeyen, en yuksek antibakteriyel etkinliJe sahip olan grup
olarak belirlenmistir. O-HA/PEO/Ti grubu hicre kualtiri MTT sonuglari ve SEM
goruntuleri degerlendirildiginde, MC3T3-E1 perosteoblast hucrelerinin malzeme
yuzeylerine yapigmasini, diger HA gruplari kadar basarili destekledigi ve PEQO’in
etkisine ragmen, hicre yapigsmasini Ti plakalar kadar arttirmis oldugu goézlenmigtir.
PCR sonuglari ise O-HA/PEO/Ti grubunun hicre farkhlagsmasini destekledigi
ancak Bor katkili HA sonuglarina goére, osteoblast farklilagsmasini daha az
destekledigi sonucuna varilmigtir. TUm gruplar arasinda antibakteriyel etkinligi en
distk olan grup M-HA/PEO/Ti gurubu olarak belirlenmistir.  Hlcre Kkualtura
karakterizasyonlarinda O-HA/PEO/Ti grubuna yakin sonuglar elde edilmistir. Bor
iceren grup ise antibakteriyel etkinligi M-HA/PEO/Ti grubuna gére daha ylksek
olan, hucre farklilasmasini diger tim diger HA gruplarina ve Ti'ye goére ¢ok en

yuksek seviyede destekleyen grup olarak belirlenmistir.

Yapilan ¢aligmalar, hazirlanan Ti ylzey kaplamalarinin osseointegrasyonu buyuk
oranda destekledigi diger yandan bakteri hdcrelerinin yapismasini azaltici bir

etkiye sahip oldugunu godstermektedir. Biyomimetik yontemle HA hazirlanmasi

93



yapisina pek c¢ok molekul katiimasina olanak saglamaktadir.  Yapilan tez
calismasinda hazirlanan kaplamalar c¢esitli antimikrobiyal ajan ve biyosinyal
molekullerle desteklenerek daha kuvvetli antibakteriyel ozellik ve daha etkili
osteojenik Ozellikler kazandirilarak klinik uygulamalarda kullanilacak bir implant

malzemesi uretiimesine olanak saglamaktadir.
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5.GENEL SONUCLAR

Sunulan tez ¢aligsmasi kapsaminda titanyum implant ylzeylerine, bakteriyel hiicre

yapismasini engelleyen ve kemik olusumunu destekleyen kaplamalar yapilmistir.

Antibakteriyel etki, PEO fiberlerle saglanmis, kemik olusumu ise SBF kullanilarak

biyomimetik ydntemle dretilen HA partikillerle gergeklestiriimistir. Deneysel

c¢aligmalar sonucunda gozlenen onemli bulgular agsagida 6zetlenmistir.

R/
o

X/
°o

Calismanin birinci asamasinda Ti malzemelere ylzey uygulamalari
yapilmistir. Mekanik uygulamayla malzeme ylzeyinde amorf yapida olan
titanyum oksit tabakasi ve Uretimden kaynakli kirlilikler uzaklastiriimis,
yuzeyde purlzlulik olusturularak nanofiber kaplamalar i¢cin malzeme yuzey
alani arttinlmigtir.

Ti plakalara farkl surelerde asitle asindirma basamagi uygulanmis ve
yuzey karakterizasyonlariyla (NaOH ve HCI de uygulandiktan sonra) en
uygun siure belirlenerek, malzeme ylzeyinde nano boyutta puaruzler
olusturulmustur.

Asit uygulamasinin ardindan NaOH ve HCI ile Ti plaka yuzeyleri muamele
edilmis, Ote yandan apatit olusumu, hucre yapigmasi ve kaplama
kararliligini da etkileyecek olan daha hidrofilik 6zellige sahip titanyum oksit
tabakasi olusturulmustur.

10xSBF c¢ozeltisi igerisine Ti plakalar daldirilarak hem malzemenin
biyoaktivitesi incelenmig, hem de oda sicakhginda kendiliginden
cekirdeklenmelerin olusum streleri ve uygun apatit formunun olusturuldugu
sureler belirlenmistir. Ti yuzeylere yapilacak olan kaplamalarda kullaniimak
uzere belirlenen surelerde (18 sa) mikrodalga enerjisi uygulanmadan HA
partikil (O-HA) Uretimi gerceklestiriimigtir.

Mikrodalga enerjisi kullanilarak kemik benzeri yapiya sahip SBF
¢cozeltisinden HA (M-HA) ve borik asit iceren SBF ¢ozeltisinden bor katkili
HA (B-HA) paritkdl Gretimi gergeklestirilmistir.

Uretilen HA partiklller PEO cozeltileri icerisine karistirilarak elektroegirme
yontemiyle Ti plaka yuzeylerine kaplanmistir. Uygun HA oranlari belirlenmis
ve % 20 oraninda HA eklenmesi kararlastirlmistir. Cap kalinliklari
PEO/Ti=210£41 nm, B-HA/PEO/Ti=200+51 nm, M-HA/PEO/Ti=195+81 nm
ve O-HA/PEO/Ti=203+25 nm olan fiberlerin Uretimi gergeklestirilmistir. HA
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partiktllerin fiber i¢ ve dis kisimlarinda konumlandigi, TEM ve SEM
goruntuleri ile gozlenmistir. Ayrica, B-HA ve M-HA partiklllerin daha buyuk
kimeler olusturarak fiberlerin disinda konumlandigi, O-HA partiklllerin ise
buyuk kimelenmeler olusturmadan fiberler icerisinde dagildigr gézlenmisgtir.
MC3T3-E1 preosteoblast hucreleri kullanilarak yapilan hucre kultur
¢alismalarinda hicre canlihginin kontroliU MTT analizleri ile yapilmis ve
PEO fiber yapisina HA katkisinin hucre yapigsmasini buyuk oranda arttirdigi
gozlenmistir. Ti, M-HA/PEO/Ti, B-HA/PEO/T, O-HA/PEO/Ti gruplarinda
hicre ¢ogalmasi 14. gune kadar logaritmik olarak artmig, 6te yandan
PEO/Ti gruplan ise hicre yapigsmasini ve ¢ogalmasini yeterli oranda
desteklememistir.

PEOI/Ti yuzeylerinde Uremis olan MC3T3 hicrelerinin SEM goérintileri,
hidcre-malzeme etkilegimlerinin yeterli olmadigini gostermistir. HA iceren
gruplarin goéruntulerinde ise hucrelerin malzeme ylzeyine yapisarak,
yaylldigi ve kaltirin 28. gunuinde yodun hidcre disi matris Uretimi
sonucunda yogun katmanlar olustugu gozlenmistir.

Ti plaka yuzeylerinde Uremis olan MC3T3 hucrelerinin ALP aktiviteleri tim
gruplarda 14.gunden itibaren ylUkselmistir. ALP aktivitesi, B-HA iceren
grupta 28. gunde en yuksek seviyesine ulagsmigtir ve diger HA igeren
gruplara gore sayisal olarak daha ylksek degerlerdedir. Ayrica 28. ginde
tim gruplarda yukselmis olan ALP aktiviteleri SEM goruntulerindeki yogun
mineral katmanlarini destekler niteliktedir.

Ti plakalara ekilen hcrelerin osteojenik farkhlagmalarinin belirlenmesi
amaciyla Kol-1, Runx2, OCN ve OPN gen ifade seviyelerinin belirlendigi RT-
PCR analizleri yapilmistir. Yapilan analizler sonucunda Kol-I gen ifade
seviyelerinin tUm gruplarda 14. gunde arttigi gozlenmistir. 14. ginde B-
HA/PEO/Ti grupta, Kol-1 gen ifadesi ¢ok yuksek seviyelere ulasmis ve diger
tim gruplarla arasinda oldukga anlamh bir fark oldugu gozlenmistir. Ote
yandan 28. ginde tim gruplarda osteoblast olgunlagsmasi ile birlikte Kol-1
gen ifadelerinde dusus gozlenmigtir. Erken donem farklilagsma belirteci olan
Runx2 gen ifadelerinin, 14. gunde tUm gruplarda artis gOsterdigi
g6zlenmistir. B-HA/PEO/Ti grubu sayisal olarak daha ylksek gen ifade
seviyeleri gostermesine ragmen diger gruplarla arasinda anlamli bir fark

bulunmamaktadir. Ge¢ donem osteoblastik farklilasma belirteci olan OCN
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gen ifadesi, 14 ginden itibaren tum gruplarda yukselmigtir. 14. ve 28.
gunlerde en yuksek OCN seviyesi Ti ve B-HA/PEO/Ti gruplarinda
gozlenmigstir ve diger HA igeren gruplara gore istatistiksel olarak anlaml bir
fark bulunmaktadir. Farklilasmanin son dénemlerinde matrisin olgunlagmasi
suresince ifade olan OPN gen ifadeleri, Ti ve O-HA-PEO/Ti gruplarinda 14.
gunde belirgin bir sekilde ylukselmis ancak 28. glinde seviyelerde dusus
gozlenmistir. Kalturin 28. gununde, B-HA/PEO/Ti grubunun OPN gen
ifadesi en yuksek seviye ulagsmis ve tum gruplar arasinda anlamlh bir fark

olacak sekilde artmigtir.

%

% MC3T3 hucreleriyle yapilan hicre kaltir ¢alismalari PEO fiber yapisina HA
katkisinin hicre yapismasi, proliferasyonu ve farklilagsmasini destekledigini
gostermistir.  Tum HA igceren gruplar arasinda osteoinduktif ve
osteokonduktif ozellikte olan B-HA katkisinin hucre farklilagsmasini buyuk

oranda destekledigi belirlenmistir.

K/
A X4

S. epidermidis biyofilm (+) ve biyofilm (-) suslari ile yapilan antibakteriyel
calimalar, Ti plakalara PEO ile yapilan kaplamalarin hlcre yapigsmasini
bayUk miktarda engelledigini gostermektedir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
O-HA/PEO/Ti grubunda antibakteriyel etkinligin en yiksek oldugu
go6zlenmistir. B-HA/PEO/Ti ve M-HA/PEOI/Ti gruplarininda bakteriyel hicre
yapismasi belirli oranlarda azalmis ancak O-HA iceren grup kadar etkin
olmamistir. Yapilan yuzey karakterizasyon caligsmalari, M-HA ve B-HA
partikillerinin malzeme yuzeyinde kiimelenerek daha purtzli bir topografi
olusturdugunu goéstermis ve HA partikil morfolojileri sebebiyle antibakteriyel

etkinin azaldigi sonucuna varilmistir.

Tez kapsaminda elde edilen sonuglar dogrultusunda, HA ile iglevsellestiriimig
PEQO’in, hem bakteri yapismasini azaltabilecek, hem de osseointegrasyonu
destekleyebilecek alternatif bir implant kaplama malzemesi oldugu dusunulmustar.
Normal sartlarda hicre yapigsmasini desteklemeyen PEO kaplamalarin osteojenik
etkisinin HA katkisiyla biylk oranda arttirilabilecedi kanitlanmistir. Uretilen PEO
fiber antibakteriyel etkisinin, O-HA katkisiyla degismedigi, B-HA ve M-HA
katkisiyla azalmasina ragmen bakteri yapismasini belirli oranlarda engelledigi

gozlenmigtir. Elde edilen sonuglarla basarili kaplamalar elde edilmistir ve eksik
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olan ozelliklerin tamamlanmasiyla biyomedikal uygulamalarda kullanilabilecek

alternatif  bir  kaplama  malzemesi uretimine  olanak  saglanmistir.
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