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OZET

Magnezyum ve alagimlari giiniimiizde biyomalzeme uygulamalarinda son yillarin odak
noktasi haline gelen metalik biyomalzemelerdir. Bu tez galismasinda toz metaliirji (TM)
metoduyla iiretilen AZ91 Mg altlik yiizeylerine Tantal Oksit (Ta20s) ve Hidroksiapatit (HA)
ile sol-jel yontemiyle tabakali ve hibrit kaplamalar yapilarak kalici ortopedik implant olarak
kullanilabilme potansiyeli aragtirilmistir. Kaplamalarda fazlarin tayini i¢in XRD, morfolojik
degerlendirmesi ve elementel analizleri igin SEM-EDS analizleri gergeklestirilmistir.
Kaplama-altlik yapisma durumunu degerlendirmek i¢in ¢izik testi ve bag yapilarinin tespiti
icin FTIR analizleri yapilmistir. Potansiyodinamik elektrokimyasal korozyon 6zellikleri ise
HBSS, DMEM ve DMEM+%10 FBS ortamlari igerisinde degerlendirilmistir. Antibakteriyel
aktivite analizleri i¢in S. Aureus ve E. Coli bakterileri kullanilmistir. Numunelere PBS-
DMEM-SBF gibi farkli tampon c¢ozeltilerde 7 giinliik siire ile biyobozunurluk analizi
yapilmis ve giinliik pH ve morfolojik degisimlerin takibi yapilmistir. /n vitro biyouyumluluk
analizleri kapsaminda vasat ortaminda (DMEM-LG) numunelerin iyon salim analizleri ve
pH takibi 1, 7, 14, 21 ve 28. giinler i¢in ICP-OES cihazindan Ol¢timler alinarak
gergeklestirilmistir ve ayni periyotlarla pH takibi yapilmistir. Sitotoksisite testleri igin
kiMKH ve skOBH hiicreleri kullanilarak canliliklar1 kantitatif olarak ters faz mikroskobu ile
degerlendirilmistir. Kalitatif canlilik degerlendirmeleri i¢in ise haftalik olarak MTT kiti ile
ALP aktivitesi tespiti, histokimya analizlerinde vK ve AR boyamalari, immiinohistokimya
analizlerinde ise anti-kollajen-tip-1 ve anti-osteokalsin  antikor  boyamalari
gerceklestirilmistir. /n vivo deneyleri icin erkek Yeni Zelanda tavsanlari kullanilarak femur
kemigi proksimalinde mikromatkap yardimiyla lateralde trokanter major {izerinden
medialde trokanter mindr medial korteksine dogru bir tiinel acilarak 1,5 mm ¢ap, 6 mm
uzunluktaki test materyali, olusturulan bu tiinele yerlestirilmis ve 6-12 haftalik periyotlarda
takibi yapilmustir. /n vivo galismalar kapsaminda histolojik ve radyolojik incelemeler
gergeklestirilmistir. Tez ¢alismasi sonucunda, 6zellikle Hibrit kaplanan AZ91 Mg alasiminin
korozyon, in vitro ve in vivo c¢alismalari sonucunda kalici protez olarak kullaniima
potansiyelinin oldugu ortaya koyulmustur.
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ABSTRACT

Magnesium and its alloys are metallic biomaterials that have become the focal point of
attention in recent years for biomedical applications. In this thesis, the potential use of AZ91
Mg substrates produced by the powder metallurgy (PM) method was investigated as a
permanent orthopedic implant by applying layered and hybrid coatings of Tantalum Oxide
(Ta20s) and Hydroxyapatite (HA) using the sol-gel method. XRD was performed for phase
determination in the coatings, and SEM-EDS analyses were conducted for morphological
evaluation and elemental analyses. Scratch tests were conducted to assess coating-substrate
adhesion, and FTIR analyses were performed to detect bond structures. Potentiodynamic
electrochemical corrosion properties were evaluated in HBSS, DMEM, and DMEM+%10
FBS environments. S. Aureus and E. Coli bacteria were used for antibacterial activity
analyses. Biodegradation analysis was carried out in different buffer solutions such as PBS-
DMEM-SBF for a duration of 7 days, with daily monitoring of pH and morphological
changes. In vitro biocompatibility analyses included ion release analyses and pH monitoring
of samples in a standard medium (DMEM-LG) on the 1st, 7th, 14th, 21st, and 28th days
using ICP-OES, along with pH monitoring at the same intervals. Cytotoxicity tests were
conducted using hFOB and hMSC cells, and their viability was quantitatively evaluated
using phase-contrast microscopy. For qualitative viability assessments, weekly MTT assays,
vK and AR staining in histological analyses, and anti-collagen-type-1 and anti-osteocalcin
antibody staining in immunohistochemistry analyses were performed. In vivo experiments
were conducted using male New Zealand rabbits, with a 1.5 mm diameter, 4 mm length test
material inserted into a tunnel created from the lateral trochanter major to the medial
trochanter minor medial cortex of the femur bone proximal using microdrill assistance.
Follow-ups were performed at 6-12 week intervals. Histological and radiological
examinations were conducted as part of in vivo studies. The results of the thesis indicate the
potential use of the AZ91 Mg alloy, especially when coated with a hybrid layer, as a
permanent prosthesis based on corrosion, in vitro, and in vivo studies.
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sunulmustur.
Simgeler Aciklamalar
AZ91 Aluminyum ve ¢inko igerikli magnezyum alagimi
cm Santimetre
dk Dakika
E Desibel
Molarite
M Molarite
Mm Mili molar
mm Milimetre
N Normalite
nm Nanometre
ppm Milyonda bir
sn Saniye
Ta20s Tantal oksit
Ti6Al4V Aluminyum ve vanadyum igerikli titanyum alasimi
\Y Hertz
W Watt
1) Mikron
pl Mikro litre
Kisaltmalar Aciklamalar
ALP Alkalen Fosfataz
AR Alizarin Red
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMEM-LG Dulbecco’s Modified Eagle Medium-Low Glucose

EDS Enerji Dagilim Spektroskopisi



Kisaltmalar

FBS
FTIR
HA
HBSS
HDM
H&E
ICP-OES
kiMKH
MTT
PVD
SEM
skOBH
TBS
™
XRD
vK

Aciklamalar

Fotal Sigir Serum

Fourier Doniistimlii Kizilotesi Pektrometresi
Hidroksiapatit

Hank’in Dengeli Tuz Cozeltisi

Hiicre Dis1 Matris

Hematoksilen ve Eozin

Indiiktif Eslesmis Plazma - Optik Emisyon Spektrometresi
Kemik Iligi Mezankimal Kok Hiicreleri
Hiicre Canlilik Testi

Fiziksel Buhar Biriktirme

Taramal1 Elektron Mikroskobu

Sigan Kalvaria Osteoblast Hiicreleri

Tris Tampon Cozeltisi

Toz Metalurji

X-Ray Difraktometre

Von Kossa






1. GIRIS

Magnezyum ve alagimlar1 giiniimiizde biyomalzeme uygulamalarinda kullanilmak {izere
yogunlasmis ¢alismalarin odak noktast olan metalik biyomalzemelerdir. Metalik
biyomalzemeler farkli amaclar ile viicudun farkli bolgelerinde kullanilmakta ve doku
kaybin1 engelleyerek, iyilesme siirecini desteklemek ve kayip islevi yerine getirmek
amaglari ile tercih edilmektedir. Ozellikle ortopedik uygulamalarda genis bir kullanim
alanina sahip olan metalik malzemeler iistiin mekanik ve fiziksel 6zellikleri nedeni ile tercih
edilmektedir. Gilintimiizde en sik kullanilan metalik biyomalzemeler basta titanyum ve
alagimlart olmak tiizere nikel-titanyum alagimlari, paslanmaz celikler ve kobalt-krom
alasimlaridir. Bu alasimlara eklenen farkli alasim elementleri daha {istiin 6zellikler
kazandirabilir. Ancak bu alagimlarin ortak bir dezavantaji literatiirde “Gerilim Bariyer
Etkisi” olarak adlandirilan, 6zellikle yogunlugu kemigin yogunlugundan ¢ok yiiksek olan
metalik biyomalzemelerde goriilen ve implantasyon sonrasi implant etrafinda doku kaybina
neden olan olumsuz etkisidir. Bu doku kaybi ilerleyen zamanlarda daha biiyiik tahribatlara
neden olabilmekte, viicudun tepki vermesi ile implant kaybina kadar ilerleyebilmektedir.
Dolayisiyla fazlaca ikincil operasyon ve kullanim zorlugu ortaya cikmaktadir. Bu
dezavantajin yani sira tim metalik biyomalzemelerin biyouyumlulugundan bahsedilirken
biyotolerant ifadesi kullanilir. Biyotolerant ifadesi metalik biyomalzemelerin biyouyumu
seklinde tanimlanmakta olup aslinda tolere edilebilir negatif etkilerin varligi ile
aciklanabilmektedir. Bu negatif etkiler ise yogun iyon konsantrasyonu igeren viicut
icerisinde korozyona ugrayabilen metalik biyomalzemelerin aliiminyum, vanadyum gibi
zararli elementlerin viicut i¢ine salinimina ve birikimine neden olabilmesidir. Bu iyon
birikimleri ise néronlara ve osteoblastlara zarar vererek dementia ve alzheimer gibi norolojik

hastaliklara neden olabilmektedir.

Metalik biyomalzemeler arasinda en diisiik yogunluga sahip alasim grubu magnezyum ve
alagimlaridir ve bu alagimlarin yogunluk degerleri kemik dokusu ile yakin degerlerdedir.
Viicut i¢ine implante edilmeleri durumunda dokular ile implant arasinda minimal yogunluk

farkina neden olabilir, bu durumda gerilim bariyer etkisinin dniine gecilebilir.

Magnezyum ve alagimlari biyomalzeme olarak iki farkli kullanim alanina sahiptir.
Bunlardan ilki, magnezyum ve alagimlarinin viicut iginde kontrollii bir sekilde ¢6ziinmesini

ve yerini saglikli dokuya birakmasi {izerine gercgeklestirilen biyobozunma c¢aligmalarini



icerir. Magnezyum alasimlari diisiik korozyon dayanimlari nedeni ile viicut icinde mekanik
biitiinliiklerini uzun siire koruyamazlar ve ¢oziinmeye baglarlar. Magnezyum elementi
viicudun ihtiyaci olan ve vuciitta belirli toleranslar dahilinde bulunmas1 sakinca yaratmayan
bir elementtir. Bu nedenle magnezyum alasimlarinin viicut i¢ine stent, kontrollii ila¢ salinim
sistemleri veya doku iskelesi uygulamalarinda kullanimina yonelik bagarili ¢alismalar
stirdiirilmektedir. Magnezyum alasimlarinin biyomalzeme uygulamalarinda bir diger
kullanim alani1 ise kalic1 ortopedik uygulamalardir. Bu uygulamalarda temel amag gerilim
bariyer etkisinin negatif sonuglarindan kurtulmak ve dokular1 da destekleyebilecek, insan
yasami boyunca viicut i¢cinde mekanik biitiinliiglinli koruyabilecek bir implant eldesidir.

Bunu saglayabilmek i¢in de magnezyum alagimlarinin gelistirilmesi gerekmektedir.

Magnezyum ve alasimlar1 biyomalzeme uygulamalarinda kullanilmak tizere farkli kaplama
yontemleri kullanilarak metalik, oksitli, nitriirlii, polimerik ve kompozit kaplamalar
uygulanarak ¢aligilmalar yapilmistir. Alasimin kaplanmasinda PVD sigratma, elektroforetik
ve sol-jel kaplama yontemleri baslica kullanilan yontemlerdir. Magnezyum ve alasimlari
ergime sicakliklarinin diisiik olmas1 ve atmosferik ortamda ¢abuk oksitlenmesi sebepleri ile
yiiksek sicaklik ve ortam atmosferi ile temas gerektiren yontemler kullanilarak kolaylikla
kaplanamazlar. Ozellikle sol-jel yontemi yiiksek saflikta kaplama eldesi ve farkl kesitlere
sahip malzemelere daldirmali kaplama yontemi ile kolaylikla uygulanabilir bir yontem
olmasi nedeni ile tercih edilmektedir. Ayrica ¢ok yiiksek kurutma ve Kkalsinasyon
sicakliklarina da ihtiya¢ duyulmayan bu yontem magnezyum ve alagimlarinin kaplanmasi

icin de uygun bir yontemdir.

Magnezyum ve alasimlar1 sadece korozyon dayanimi i¢in degil, genel anlamda ylizey
ozelliklerinin iyilestirilmesi, asinma dayanimi, sertlik, fiziksel 6zelliklerin gelistirilmesi,
biyoaktiflik saglanmasi, radyoopaklik kazandirilmasi ve antibakteriyel 6zellik saglanmasi
sebepleri ile de kaplanabilir. Hidroksiapatit, biyouyum gostermeyen Ozellikle metalik
biyomalzemelerin biyoaktivitesini arttirmak amaci ile titanyum ve magnezyum alasimlar1 da
dahil olmak iizere farkli alagimlara uygulanan bir yiizey kaplamasidir. Hidroksiapatit dogal
kemik yapisinda da bulunan Kalsiyum, Fosfor ve Oksijen elementlerini igeren organik bir
yapidir ve implantasyon sonrast doku ile implant arasinda aktif bir baglanma saglayarak
osseointegrasyonu tesvik ettigi bilinmektedir. Tantal elementi, yliksek asidik ortam pH
degerlerinde ve iyon konsantrasyonlarinda bile korozyon 6zeliklerinin iyi olmasi ile bilinen

bir gegis metali elementidir. Kendi yiizeyinde kararli bir oksit filmi olusturabilir ve bu oksit



filmi ile korozyon dayanimi daha da artar. Ayrica literatiirdeki caligmalar incelendiginde
tantaloksitin antibakteriyel 6zellik gosterebilecegi, radyoopasitesinin yani X-isinlari altinda
goriniirliigiiniin yliksek oldugu, iyilesme siirecinde biyoinert karakteristige sahip olup viicut
icine herhangi bir salinim yapmadig1 ve herhangi bir konak¢1 tepkisine neden olmadigi
belirtilmistir. Bu avantajlar1 nedeni ile glinimiizde alasim elementi olarak farkli implant

malzemelerine eklenmekte ve viicut icinde giivenle kullanilmaktadir.

Gergeklestirilen tez ¢alismasinin temel amaci, kemik ile mekanik uyumluluk gésteren AZ91
Mg ana alagimimin tantal oksit (Ta:0s) katmani ile korozyon direncinin artirilmas,
radyoopak (MRI ve Rontgen’de goriilebilir olma 06zelligi) ve antibakteriyel oOzellik
kazandirilmasi, en iist katmanda ise hidroksiapatit (HA; Ca10(PO4)s(OH).) tabakasi ile
biyoaktifliginin arttirilarak biyouyumlulugunun gelistirilmesi ve biyolojik sabitlemenin
gerceklestirilmesidir. Gelistirilecek olan malzemenin yeni nesil implant sektoriinde birgok
ihtiyac1 ayn1 anda karsilayabilmesi, 6zgiin bir tasarim olarak literatiirde yerini almasi ve

ileride yapilacak caligmalara da 6ncii olmas1 hedeflenmistir.

Bu amagla, ana malzeme olarak segilen AZ91 Mg alasimi, toz metaliirji (TM) yontemi ile
iiretilmis ve mekanik testleri yapilarak optimum {iretim parametreleri belirlenmistir. Yiizey
hazirliklar1 tamamlanan numunelerin yilizeyine, Ta20s ve HA ¢ozeltileri ile sol-jel yontemi
kullanilarak farkli kombinasyonlarda kaplamalar yapilmistir. Tabakali kaplama i¢in Ta20s
kaplanan ylizeyler, kurutma isleminin ardindan, yine sol-jel yontemi kullanilarak HA ile
kaplanmigtir. Hibrit kaplama yapilacak olan numuneler ise, 6nce Ta20s ile kaplanmis ve
sonrasinda tizerlerine %35-10-25 oranlarinda Ta2Os/HA hibrit kaplamalart yapilmistir.
Hazirlanan tim numuneler kurutma ve Kkalsinasyon islemlerine tabi tutulmustur.
Numunelerin karakterizasyon islemlerinde; faz analizleri X-1511 kirinimi (XRD), arayiizey
baglanma ve ylizey kaliteleri taramali elektron mikroskobu (SEM), kimyasal yap1 ve bag
karakterizasyonu fourier dontigiimlii  kizilotesi spektrometre (FTIR) kullanilarak
incelenmistir. Asinma ve kaplamanin ylizeye tutunma davranislarini incelemek amaciyla
cizik testleri yapilmis ve korozyon davranislarinin belirlenmesi i¢in {i¢ farkli tampon ¢ozelti
ortaminda ii¢ tekrarli potansiyodinamik elektrokimyasal korozyon testleri yapilmistir.
Antibakteriyel 6zelliklerinin belirlenebilmesinde ise literatiir taramalar1 sonucunda implant
ile iligkili enfeksiyonlarin yaygin sebepleri olarak belirlenen, gram pozitif S. Aureus ve gram
negatif E. Coli bakteri kiiltiirleri kullanilmustir. /n vitro biyouyumluluk analizleri

kapsaminda vasat ortaminda (DMEM-LG) numunelerin iyon salim analizleri ve pH takibi



1,7, 14,21 ve 28. giinler i¢cin ICP-OES cihazindan 6l¢iimler alinarak gerceklestirilmistir ve
ayni periyotlarla pH takibi yapilmistir. Hiicrelerin canliliklart kantitatif olarak ters faz
mikroskobu ile alinan mikrograflarla degerlendirilmistir. Kalitatif canlilik degerlendirmeleri
icin ise haftalik olarak MTT kiti ve ALP aktivitesi tespiti, histokimya analizlerinde vK ve
AR boyamalari, immiinohistokimya analizlerinde ise anti-kollajen-tip-1 ve anti-osteokalsin
antikor boyamalar1 gerceklestirilmistir. 28. giin ise SEM analizleri gerceklestirilmistir. /n
Vivo deneyleri igin erkek Yeni Zelanda tavsanlari kullanilarak femur kemigi proksimalinde
mikromatkap yardimiyla lateralde trokanter major tizerinden medialde trokanter mindr
medial korteksine dogru bir tiinel agilarak 1,5 mm ¢ap, 4 mm uzunluktaki test materyali,
olusturulan bu tiinele yerlestirilmis ve 6-12 haftalik periyotlarda takibi yapilmistir. /n vivo
caligmalar kapsaminda biyomalzemelerin sitotoksisitesini belirlemek i¢in biyokimya

analizleri, radyografi ve histoloji analizleri gergeklestirilmistir.



2. BIYOMALZEMELER

Biyomalzeme kendi i¢erisinde ¢ok genis bir alan olup disiplinler arasi bir alan konumundadir
ve bir ka¢ miihendislik dali, tip, dis hekimligi, eczacilik ve veterinerlik gibi alanlarin ortak
bilgisine ihtiya¢ duyar. Ancak genel ve ortak bir tanim olarak biyomalzeme, farkli amaglar
ile viicudun farkli bolgelerinde kullanilabilen ve doku kaybini engellemek, iyilesme siirecini

desteklemek ve kayip bir islevi yerine getirmek amaci ile kullanilmaktadir.

Insan hayat kalitesini énemli dlciide etkileyen biyomalzemeler iizerine yapilan ¢aligmalar
¢ok eskiye dayanmaktadir. implantlara duyulan ihtiya¢ sadece yaslilik durumunda veya
dogumda karsilasilabilecek eksik uzuv vakalarinda ortaya ¢gikmamaktadir. Trafik kazalari,
spor sirasinda sakatlanmalar, postiirel bozukluklarin tetikledigi durumlar da iskelet
sisteminin islevini yitirmesine neden olabilir. Karsilasilan bu rahatsizliklar ortopedik
implantlar yardimiyla giderilebilmektedir. Ancak bu metalik implantlarin ortalama 10-15 y1l
olan omiirleri ileri yastaki hastalar i¢in kismen uygun olsa bile geng¢ hastalar igin yeterli
degildir. Hastalikli doku ve organlari desteklemek, tedavi etmek amaglariyla ve kimi zaman
da bu doku ve organlarin yerini alacak sekilde tasarlanan biyomalzemeler, uzun yillar bizlere
eslik etmektedir (lbrahim vd., 2017; Manivasagam vd., 2010). Insan hayat kalitesini bu denli
etkileyen malzemelerden ayni anda beklenen pek cok farkli o6zellikler mevcuttur. Bu
ozelliklerin hepsini ayni anda saglayabilecek ve tamamen dogal olan malzeme ile ayni
ozellikleri gosterebilecek bir biyomalzeme heniiz iiretilememistir. Dolayisiyla giiniimiizde
kullanilmakta olan biitiin biyomalzemeler gelisen teknoloji ve yeni olusturulan malzeme
kombinasyonlar: ile gelistirilebilir. Bu nedenle bu alanda yapilan ¢alismalar giin gegtikce

ilerleme kaydetmekte ve giincelligini hi¢gbir zaman kaybetmemektedir.

Viicut i¢cinde hasar gérmiis bir dokunun tedavisini saglamak ve sonrasinda viicuttan atilmak
veya bu doku ile temas halinde bir 6miir boyu viicutta kalic1 bir sekilde bulunmak {izere
iretilen, canli dokular ve viicut sivilart ile temas halinde iken toksik etki yaratmayan
malzemelere biyomalzemeler denir. Biyomalzemeler metalik, seramik, polimerik ve
kompozit olacak sekilde siniflandirilabilir. Kullanim yerlerine bagl olacak sekilde farkli
malzeme siniflari tercih edilmektedir. Ornegin, dental uygulamalarda sert malzemeler tercih
edilirken i¢ organlar1 desteklemek veya bu organlarin yerine kullanilacak yapay kalp
kapake¢ik uygulamasi gibi uygulamalarda polimerik biyomalzemeler tercih edilir. Bu konuda

esas olan, dogal olana en yakin oOzellikleri gdsterecek malzemeleri segebilmektir.



Biyomalzemelerin viicutta uzun siire durabilmesi i¢in dogalina yakin veya dogaldan biraz
daha yiiksek mekanik Ozellikler, yeterli asmnma dayanimi, biyouyumluluk ve
osseointegrasyon (kemik dokusu ile bag yapabilme) 6zelligi sergilemesi gerekmektedir.
Nihayetinde yerine gegecegi bolgedeki organ veya dokuyu birebir taklit edecek sekilde
tasarlanmaya calisilir. Istenilen 6zellikler ise kullanim yerine gére degisiklik gosterir.
Viicudun farkli bolgeleri farkli pH degerlerine sahip olabilir. Viicuda yerlestirilecek olan
biyomalzemenin o bolgedeki pH degeri ile uyumlu olmasi énemlidir (Kokubo vd., 2003;
Manivasagam vd., 2010). pH degerlerinin yami sira viicut i¢inde farkli bolgeler farkli
gerilmelere maruz kalabilirler. Tendon ve kaslar cekme gerilmesine, farkli bolgelerdeki
kemikler basma gerilmelerine maruz kalabilir. Bu gerilmelerin siddetleri 80 MPa’a kadar ve
hatta sigrama gibi faaliyetlerde bu gerilmeler 10 kat kadar daha fazla olabilir (Ramakrishna
vd., 2001). Bu nedenlerle viicut i¢inde kullanilacak biyomalzemenin sertlik, elastisite
modiilii, mukavemet degerleri 6nem arz etektedir. Ayrica belirli araliklarla veya siirekli
gerilmelere maruz kalacak biyomalzemeler i¢in yorulma dayanimi da onemli bir

parametredir (Li vd., 2016).

2.1. Biyouyumluluk

Biyouyumluluk, biyomalzemenin implante edilmesi sonras1 kendisini ¢evreleyen dokularda
herhangi bir hasar meydana getirmemesidir. Yani kullanilan biyomalzeme hiicrelerin
canliligina olumsuz etki etmemeli, 6dem veya alerjik/toksik reaksiyonlara sebep olmamali
ve kararli bir yapiya sahip olmalidir. Biyomalzemeler farkli sekillerde biyouyum
gosterebilirler (Geetha vd., 2009; Heimann, 2013; Oshida, 2007). Biyomalzemelerin
biyouyumluluklari; biyoaktiflik, biyoinertlik, biyocoziiniirliik ve biyotolerantlik seklinde
olabilir. Kullanim yerine gore biyomalzemeden beklenen 6zellikler dogrultusunda tiim bu
biyouyumluluk tiirlerinin tercih edildigi uygulamalar mevcuttur. Biyoaktiflik
biyomalzemelerin doku ile temas ettiginde dokunun kolaylikla biiyiimesini tesvik eder
niteliktedir. Biyoinert olmasi durumunda tam bir birlesme saglanamaz ve doku ne ¢oziiniir
ne de tam aktif bir ara yiizey sergiler. Biyog¢Oziiniir olmasi durumunda kullanilan
biyomalzeme zamanla ¢6ziiniir ve yerini saglikli dokuya birakir. Biyotolerant olmast halinde
ise genellikle metalik biyomalzemelerde gozlemlenen bir biyouyumluluk tiiriidiir. Malzeme
viicut sivilar1 ve dokular ile temas halinde iken bir miktar korozyona ugrar ve iyon salinimi

yapar. Bu iyon salinimi1 miktar1 az oldugu i¢in kisa zamanda olumsuz etkilerini gérebilmek



pek de miimkiin degildir ve bu etkiler tolere edilebilir etki olarak kabul edilir (Giiven, 2014;
Heimann, 2013; Kokubo, 2008; Oshida, 2007).

2.2. Metalik Biyomalzemeler

Metalik biyomalzemeler yiiksek mekanik ozellikleri nedeni ile biyomalzeme
uygulamalarinda eski donemlerden beri siklikla kullanilmaktadir. Biyomalzeme alaninda
biiylik pay1 olmasina ragmen metalik malzemelerin biyouyumlulugu diisiiktiir. Cogu zaman
biyotolerant kabul edilirler ve bu nedenle pek cok metal malzemeye c¢esitli islemler
uygulanarak ylizeyin doku ile uyumu arttiritlmaya ¢alisilmaktadir. Yiizeyin biyoaktivitesi
implantin ¢evre doku ile bag yapmasini dogrudan etkiledigi i¢in son derece 6nemlidir. Doku
ile bag kurulamaz veya zayif baglanma olursa implantta yiik ve zorlanma etkisi ile gevseme
sonucu istenmeyen bir durum olusabilir. Bu gibi durumlarda dokuda enfeksiyon olabilecegi
gibi implantin kullanilamaz duruma gelmesi de s6z konusu olabilir. Bu duruma sebep
olabilecek bir diger etmen ise korozyon ve buna bagli iyon salinimidir. Viicutta pasif olarak
bilinen biyomalzemelerde dahi uzun vadede veya asinma sebebiyle iyon salinimlar
gerceklesebildigi i¢in korozyon performanslarini iyilestirmeye yonelik ¢aligsmalar halen
devam etmektedir. Biyouyum ve iyon salimimi gibi dezavantajlarina ragmen yine de
mekanik olarak son derece iistiin performans gostermeleri nedeniyle metalik malzemeler en
cok tercih edilen biyomalzeme gruplarindan biridir. Bu grupta en ¢ok kullanilan malzemeler
ise paslanmaz celikler, kobalt-krom alasimlari, titanyum ile titanyum alasimlar1 ve
magnezyum alagimlaridir. Baz1 biyomalzemelerin mekanik ve fiziksel 6zellikleri Cizelge

2.1°de verilmistir.



Cizelge 2.1. Baz1 biyomalzemelerin fiziksel ve mekanik 6zelliklerinin karsilastirilmasi
(Carter ve Norton, 2013; Dowling, 2012; Gupta ve Sharon, 2011; Ibrahim vd.,
2017; Jamesh vd., 2015; Kokubo vd., 2003; Lide, 2003; Staiger vd., 2006)

Malzeme Yogunluk  Akma Mukavemeti Elastik Tokluk
(g/cm?) (MPa) Modiil (GPa) (MPavm)
Stingerimsi Kemik - 4-12 0,02-0,5 -
Kortikal Kemik 18-2,1 130-180 10-40 3-6
Tive Ti 4,4-45 590-1117 55117  55-115
Alasimlaari
Co-Cr Alasimlari 8,3-9,2 450-1896 200-253 100
Paslanmaz Celik 7,9-8,1 170-310 189-205 50-200
Mg Alagimlari 1,74-2,0 65-100 41-45 15-40
Yapay
hidroksiapatit 3.1 600 73117 0.7
Tantal Pentaoksit 8,2 - 100 3-10

2.3. Seramik Biyomalzemeler

Seramik biyomalzemeler tarihin en eski biyomalzemeleri olarak da bilinmekte olup fildisi
protezler ile baslayan ve giinlimiize kadar gelen bir kullanim siirecine sahiptir. Seramikler
kimyasal olarak kararli ve ¢ok yiiksek dayanima sahip malzemelerdir. Bu malzemelerin
insan viicuduyla uyumlu olmalari, 6nemli bir avantajdir. Sadece sentetik olarak
iretilmelerinin yani sira, dogal kaynaklardan da elde edilebilmeleri (6rnegin sigir kemigi,
yumurta kabuklari, midye kabuklari, balik kilgiklari, denizkestaneleri, mercan kayaliklari),
bu malzemelerin gesitli kaynaklardan temin edilebilmesini saglayarak biiylik bir avantaj
sunmaktadir. Ancak kirilgan yapilari, plastik deformasyona miisaade etmeden kirilmalarina
neden olur. Fakat basma mukavemetleri aksine oldukca yiiksektir. Bu kirilganlig: tolere
etdebilmek i¢in polimer veya metalik malzemeler matris olarak kullanilarak kompozit
malzeme halinde kullanilabilirler, 6zellikle metalik malzemelerde biyouyumlulugu artirmak
icin ylizey kaplamasi olarak tercih edilmektedir. Seramik biyomalzemeler viicutla etkilesim
sekline (kimyasal reaktifliklerine) gore “biyoinert”, “biyoaktif” ve “biyo¢dziiniir” olarak

lice ayrilir.

Biyoinert seramikler, viicutla etkilesime girmeyen, inert bir yapiya sahip olan
malzemelerdir. Ayn1 zamanda oksit seramikleri olarak bilinirler ve oksijen iyonlarindan
olusan diizlemde metal iyonlarin dagilmasi ile meydana gelen ¢ok kristalli seramiklerdir. Bu
seramikler, dokularla sadece mekanik bir baglant1 saglar ve kimyasal etkilesime girmezler.

Viicuda implant edildiklerinde, implant gevresinde ipliksi bir yap1 olan fibroz tabakay1



olusturur ve bu fibroz yap: doku-implant etkilesimine engel olur; herhangi bir toksik etkileri
bulunmaz. Ipliksi tabakanin kalmligi, seramik malzemenin biyoinertlik derecesine bagl
olarak degisebilir. Kimyasal bag olusturamamalar1 bir eksiklik olsa da, yiiksek
dayanikliliklar1 sayesinde ortopedik uygulamalarda basariyla kullanilmaktadirlar. Aliimina

(Al203) ve zirkonya (ZrO2) biyoinert seramik drnekleridir.

Biyoaktif seramikler, dokular ile bag kurduklarindan arayiizeyde fibroz tabaka gozlenmez.
Yiiksek biyoaktiviteleri sayesinde yiizeyde doku biiyliyebilmekte ve bodylece kemikle
biitlinlesme saglanabilmektedir (Kokubo vd., 2003). Bu sayede biyoinert ozellikteki
seramiklerin aksine gerilmelere ¢ok daha dayaniklidir. Aktif yiizey alanmin arttirilmasi
gerekli goriildiigiinde gozenekli halde iiretimi mimkiindiir. Siinek yapili olmamalari
nedeniyle daha ¢ok basma mukavemeti gereken yerlerde kullanilirlar. Bunun yani sira
yiiksek mukavemetli malzemelerle beraber kullanilarak mekanik 6zellikleri iyilestirilebilir.
Bu kullanimlara 6rnek verilecek olursa, ortopedik kaplamalarda, dis ve g¢ene kemigi
tedavilerinde, yiiz kemiklerinde, kulak kemiklerinde, kalga ve diz protezlerinde ise kemik
tozu seklinde kullanimlar1 mevcuttur. Biyoaktif seramiklerden en bilinenleri kalsiyum
fosfatlar ve diistik silikath camlardir (Tan vd., 2013). Hidroksiapatit te biyoaktif seramikler
grubunda yer alan bir yapidir. Bu gruptaki seramikler hasarli dokunun iyilesme siirecinde
olusan ara tabakanin muhafazasi ve implant doku baglanmasiin gelistirilmesi igin

kullanilmaktadir (Dhinasekaran vd., 2021; Jiang vd., 2022).

Biyobozunur seramikler, viicutta kullanildigi yerde zamanla bozunarak doku ile yer
degistirir ve ¢dziinen biyomalzeme ise viicut icerisinde emilir veya viicuttan atilir. Burada
onemli olan ¢oziinen maddenin toksik etki yaratmamasidir. Kullanilan biyomalzemenin
ylizey alani, kimyasal bilesimi, yiizey ozellikleri ¢6ziinme hizinin ve miktarinin kontrol
edilmesini saglar. Diinden bugiine saglik sektoriinde kemik dolgularin tedavisinde, dis¢ilikte
anemi tedavisinde, yarali ve kirik kemiklerin tedavisine kadar pek ¢ok alanda kullanimi
mevcuttur. Biyobozunur seramikler i¢in yaygin kullanima sahip malzemeler ise trikalsiyum
fosfat (TCP), aliminyum-Kkalsiyum-fosfat (ALCAP) ve ferrik-kalsiyum-fosfor-oksit
(FECAP) ornek olarak verilebilir.
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2.4. Polimerik Biyomalzemeler

Polimer malzemeler, polimerizasyon yontemi ile firetilirler. Bu iiretim yonteminin
yapitaglarini daha kiigiik birimler olan monomerler olusturur. Monomer yapilar birlestiginde
olusan polimerler zincirlerin biiyiikliigiine ve baglanma sekline gore birbirinden farkli
ozellikler sergilerler. Dogada kendiliginden olusan polimerlerin yani sira yapay tiretilmeleri
de miimkiindiir. Dogal polimerler, kimyasal reaksiyonlar sonucunda biyolojik sistemin bir
pargast olarak meydana gelirler. Proteinler (kollajen, jelatin, aktin, vb.), polisakkaritler
(kitin, nisasta, seliiloz, vb.) ve poliniikleotidler (DNA ve RNA) bunlara verilebilecek en
onemli 6rneklerdir. Yapay tiretilen polimerler biyomalzeme olarak pek ¢ok kullanim alanina
sahiptir. Ozellikle polipropilen (PP), polietilen (PE), polimetil metakrilat (PMMA),
politetrafloroetilen (PTFE), polilaktik asit (PLA), silikon kauguk, poliamidler, polivinil
kloriir (PVC), polietilen tereftalat (PET) ve hidrojeller &ne ¢ikan drneklerdir. Ornegin 15181
gecirmesi, hidrofobikligi, mukavemeti ve kimyasal kararlilig1 sayesinde gozle uyumlu bir
malzeme olan PMMA sert kontakt lenslerde kullanilirlar. Kalp kapakgiklari gibi elastikligin
onemli oldugu uygulamalarda veya biyobozunur ameliyet ipligi 6rnegi gibi uygulamalarda
kullanilabilirler. Sentetik ve dogal bir¢ok polimer kullanim yerindeki young modiilii ve
yogunluk degerlerine gore farkli uygulamalarda tercih edilebilirler (Giiven, 2014; Yang vd.,
2020b)(Gtiven, 2014; Kandala vd., 2021; Soni ve Rodell, 2021; Yang vd., 2020a). Dayanim
gerektiren kalca protezlerinde, kateterlerde o6zellikle yiiksek yogunluklu polietilen
(UHMWPE) kullanimi1 daha uygundur. Yiiksek sicaklikta sterilizasyon gerektiren
malzemelerde ise diisiik yogunluklu polietilen (LDPE) kullanimi uygun degildir.
Polipropilen (PP), PE’nin kullanildig1 pek ¢ok yerde kullanilabilmektedir. Kimyasal direng
ve sicaklik gerektiren uygulamalara politetrafloroetilen (PTFE) uygun bir polimerdir. Buna
ek olarak PTFE yiiksek hidrofobik 6zelligi sayesinde damar protezlerinde tercih edilir. Kan
nakli ve diyaliz makineleri gibi tibbi cihazlarda ise PVC (polivinil kloriir) kullanilmaktadir.
Plastiklestirici katildiginda, PVC'nin kirilgan yapis1 esnek hale getirilebilir; ancak zamanla
plastiklestiricilerin sizma egilimi gostermesi ve zehirli olmalar1 nedeniyle uzun siireli
kullanimda sorunlara neden olabilir. Mukavemetleri sayesinde dikis ipliklerinde naylonlar

kullanilirlar ( Bronzino ve Peterson 2015; Enderle ve Bronzino, 2012).

2.5. Kompozit Biyomalzemeler

Bir malzemenin tek basina tiim gereksinimleri karsilayamadigi durumlarda, eksik yonlerini
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tamamlamak i¢in bagka bir malzeme ile birlestirilmesi gerektigi durumlarda, biyokompozit
malzemelere bagvurulur. Bu malzemeler, en az iki farkli malzemenin bir araya getirilmesiyle
olusabilecegi gibi, birbirinden farkli malzeme kombinasyonlarini igeren ¢esitli bilesenleri
bir arada barindirabilirler. Istenilen &zelliklere sahip malzemelerin birlestirilmesi ile hafiflik,
sertlik, dayanim, biyouyum gibi farkli 6zelliklerin optimum birlesimine sahip olacak sekilde
iiretilmesine olanak saglanmis olur (Enderle ve Bronzino, 2012). Diger biyomalzemelere
gore biyokompozit malzemeler, ¢ok daha karmasik bir yapiya sahiptir ve bir dizi
parametreye baglidir. Bu malzeme, genellikle matris faz1 ve takviye elemanm fazi olmak
iizere iki ana bilesenden olusur. Takviye bileseni genellikle giiclendirici bir rol oynar ve
tamamen ¢Oziinebilir, kismi ¢oziinebilir veya inert bir karaktere sahip olabilir. Genellikle,
takviye bilesenleri arasinda karbon fiberler, cam fiberler, polimer fiberler ve seramik
partikiiller bulunurken, polimerler en sik kullanilan matris bilesenidir. Biyokompozitler
ozellikle doku-biyomalzeme uyumsuzluklarint azaltmak amaciyla kullanilir. Bu
malzemelerin kullanim alanlar1 arasinda ortopedik cerrahi uygulamalar, agiz ve ¢ene
cerrahisi, kalp-damar cerrahisi ve dermatoloji bulunmaktadir. Ornegin, cam fiber takviyeli
polimer matrisler, karbon/grafit fiber takviyeli seramik matrisler (kalsiyum fosfat), polimer
fiber (UHMWPE) takviyeli polimer matrisler (PMMA) ve seramik partikiil (HA) takviyeli
polimer matrisler (PE) biyokompozitlere 6rnek olarak gosterilebilir. (Bronzino ve Peterson,
2015; Enderle ve Bronzino, 2012).

2.6. Toz Metalurjisi fle Uretim

Boyut ve tolerans olarak hassas parga tiretimi TM yontemi ile ¢ok daha kolay bir sekilde
gerceklestirilebilir. Literatiirde toz metalurjisi yontemi kullanilarak iiretilen AZ91 Mg
alagimi triinlere yonelik yapilan ¢alismalarin siirli oldugu goriilmektedir. Taleghani, ve
Torralba, (2013) tarafindan yapilan ¢alismada AZ91 alagiminin sicak deformasyonu igin
optimum kosullarin 275-325 °C sicakliklarda elde edildigi belirtilmistir. Yapilan ¢calismada
koruyucu atmosfer olarak Ar tercih edilmistir (Taleghani ve Torralba, 2013). Diger
arastirmacilar tarafindan yapilan bir ¢alismada ise AZ91 Mg alasimi numuneler farkl
sicakliklar (380-400-420 °C), farkli basing degerleri (150-250 MPa) ve farkli siireler (1-3-5
saat) kullanilarak sicak preslenme yontemi ile %95 N2 + %5 H; atmosferi altinda {iretilmistir.
Elde edilen numunelerin yogunluk degerleri presleme basincindaki artisa bagli olarak
artarken, diger taraftan kalsinasyon sicakligi ve siiresinin egme mukavemetini olumsuz

yonde etkiledigi goriilmiistiir (Tahmasebifar vd., 2016).
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2.7. Biyomalzeme Olarak Mg Alasimlari

Magnezyum alasimlari spesifik mukavemet ve rijitliklerinin yiiksek (Hu vd., 2010; Jamesh
vd., 2015; Wang vd., 2011, 2016; Xiong vd., 2015), diisiikk yogunluklu (Fintova ve Kunz,
2015; Wang vd., 2010) ve yiiksek titresim soniimleme Kabiliyeti (Taleghani ve Torralba,
2013) sayesinde otomotiv sektoriinde vites kutular1 ve motorda, sasi ve kaporta pargalarinda,
hava-motor helikopter elemanlarinda yaygin olarak tercih edilmektedir (Hiromoto ve
Yamamoto, 2009; Oztiirk ve Kacar, 2012). Kemik ile benzer olan mekanik 6zellikleri
sayesinde mekanik biyouyumluluk gerektiren biyomalzeme uygulamalarinda da
kullanilmaktadir (Liu vd., 2011a; b). AZ91 alasimi ozellikle dokiim ve TM metodu ile
tiretilebilir (Tahmasebifar vd., 2016). Kisa iiretim siireci, seri tiretime yatkinlik ve uygun
maliyet acisindan dokiim metodu ile iiretim avantajli olsa da gézeneklilik, diisiik dayanim
ve soguk birlesme gibi olumsuz yonleri de mevcuttur (Taleghani ve Torralba, 2013). Buna
ek olarak boyut hassasiyetinin 6nem arz ettigi biyomedikal uygulamalarda gerekli toleransi

karsilayamamaktadir.

Titanyum ve alagimlari, kobalt esaslt alasimlar ve paslanmaz celik gibi metalik malzemeler,
ozellikle sert doku tamirine yonelik biyomalzeme iiretiminde giiniimiizde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ancak, bu malzemeler kemikle kiyaslandiginda, yogunluklarinin asiri
yiiksek olmasi nedeniyle gerilme bariyer etkisine, bunun sonucunda doku-implant arayiizey
uyumsuzluklarina ve enfeksiyonlara sebep olabilmektedir. Sert ve yumusak dokularda
kullanilan biyomalzemelerin mekanik dayanimlar1 da ¢evresindeki dokular ile paralel olacak
sekilde olmalidir. Gerilim bariyer etkisi seklinde tanimlanan etki, mekanik dayanimin
implant1 ¢evreleyen dokulardan daha fazla olmasi sonucu etrafindaki dokularda hasara
neden olmasidir. Bu durumda aslinda mekanik 6zelliklerin ¢ok iistiin olmas1 degil, kullanim

yerine gore ¢cevresindeki dokulara uyum saglayacak yeterlilikte olmasi beklenir.

Boyle durumlar ¢ogunlukla implant kayb1 ve yeni travmatik doku hasar1 ile sonuglanmakta
ve dolayisiyla ikincil operasyon gerektirmektedir. Bunlara karsin Mg alagimlarmin
biyouyumluluguna ek olarak kemik ile benzer mekanik 6zellikleri ve diisiik yogunlugu
sayesinde bilimsel aragtirmalarda ¢aligma konusu haline gelmistir. Genellikle biyobozunur
ozelliginden faydalanilarak cesitli ¢aligmalar yapilmis ve ortopedik fiksasyon araglar1 (vida
ve plaka vb.) gibi biyomalzeme uygulamalarinda basarili oldugu goriilmiistiir. Giiniimtizde

metalik biyomalzeme olarak kullanilan malzemeler arasinda en diisiik yogunluga sahip olan
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magnezyumdur. Fakat diger metaller gibi magnezyumun da saf hali yapisal ve biyomalzeme
uygulamalarinda kullanim i¢in yeterli gelmez. Mukavemet arttirict yontemlerin basinda ise
alasimlama ve ¢okelti sertlesmesi mekanizmalar1 gelir. Mg alagimlari i¢in kullanilan alasim
elementlerinden Al, mukavemeti; Zn toklugu; Mn ise korozyon dayanimini arttirmaktadir

(Chen ve Thouas, 2015; Oztiirk ve Kacar, 2012).

AZ91 Mg alagimi, yukarida bahsedilen 6zellikleri agisindan Mg alagimlari i¢inde en iyi
kombinasyona sahip alagimlarindan biridir. Ancak biyobozunur olmasi kalic1 biyomalzeme
uygulamalari i¢in en biiyiik dezavantajidir ve bunun kontrol altina alinabilmesi i¢in bilimsel
aragtirmalar yapilmaktadir. Bu amagla kompozit tiirevlerinin olusturulmasi, yiizey
modifikasyonlar1 ve/veya farkli kimyasal ya da fiziksel kaplamalar yapilarak
biyobozunurlulugunun o6nlenmesi i¢in g¢alismalar yiiritilmektedir. Bu islemler sadece
korozyon dayanimi saglamaya yonelik olmayip, ayrica biyomalzemelerdeki farkli ihtiyaca
yonelik 6zelliklerin de gelistirilmesini amaglamaktadir. AZ91 Mg alasimi yaklasik olarak
%9 Al ve %1 Zn igermektedir (Hiromoto ve Yamamoto, 2009; Majumdar vd., 2008; Razavi
vd., 2010a; Zhang vd., 2010). Diisiik yogunlugu sebebiyle Mg alasima hafiflik saglarken,
yapisinda bulunan Zn ¢6kelme sertlesmesi, Al ise kat1 eriyik mukavemetlenmesi ile yorulma
dayanimi saglar (Murugan vd., 2009; Zhang vd., 2010, 2011). Magnezyum alasimlari
igerisinde korozyon direnci, hafiflik ve mukavemet agisindan optimum degerlere sahip olan
(Murugan vd., 2009) AZ91 alasimi yiiksek biyouyumlulugu, hafifligi ve mekanik
ozelliklerinin kemik ile ¢ok yakin olmasi sebebiyle biyomedikal uygulamalar i¢in yogun
olarak ¢alisiimaktadir (Hu vd., 2010; Niu vd., 2016; Xiong vd., 2015). Oncelikle AZ91
alasimi, fiksasyon gibi ikincil operasyonlart gerektiren islemlerindeki post operasyonlari
ortadan kaldirmak igin iizerinde ¢alisilmaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda ise son yillarda
viicuttaki iyilesme siirecini tamamlayabilesi agisindan, biyobozunma hizin1 ve siiresini
kontrol altina almaya yonelik ¢alismalar yapilmistir (Kayhan vd., 2016; Kumar vd., 2016;
Liu vd., 2011b; c; Razavi vd., 2010b, 2015). Biyobozunurluk siirecinde, Magnezyum
alagimlarinin korozyon iirlinleri olan iyonlar, toksik seviyeye ulasmadan bosaltim sistemi
yoluyla viicuttan atilmaktadir (Gopi vd., 2015). Bu iyonlarin viicuda herhangi bir zarari
olmadig gibi (Fintova ve Kunz, 2015), Mg iyonlar1 yeni kemik hiicrelerinin ¢ogalmasini da
tesvik ederek kemik gelisimine destek saglamaktadir (Gopi vd., 2015; Ren vd., 2015; Wang
vd., 2010). Ancak biitiin bu avantajlarin yan1 sira AZ91’in bilesiminde bulunan aluminyum

viicuda ¢ok hizli salindiginda viicuttan atilamamakta, ndronlara ve osteoblastlara zarar
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vererek dementia ve alzheimer hastaliklarina sebep oldugu diistiniilmektedir (Kumar vd.,

2016; Pan vd., 2015).

2.8. Biyomalzeme Olarak Tantal ve Tantaloksit

Tantal 5B grubuna ait gecis elementidir. Ergime sicakligi 3017 °C’dir ve refrakter
ozelliklidir. Yiiksek mukavemetlidir ve iyi siineklik gosterir. Korozyon direnci yiiksek
sicakliklarda kullanilmadig: siirece oldukga iyidir, sadece floriir iyonlarinca zengin asidik
cozeltilerden, serbest kiikiirt trioksit ve hidroflorik asitten etkilenir (Lide, 2003). Oksitleri
arasindaki en kararli formu tantal pentaoksittir (Ta20s) ve ergime sicakligi 1784°C’dir.
Ortalama 400°C sicakliga kadar amorf yapida olup bunun tizerindeki sicakliklarda alfa ve

beta olarak adlandirilan iki farkli kristal yapiya doniisiir (Stavrou vd., 2017).

Ta elementi miikkemmel kirilma tokluguna ve islenebilirlige sahip (Chang vd., 2014a),
yiizeyde kendiliginden olusturdugu kararli oksit tabakas1 sayesinde ¢ok iyi korozyon direnci
sergileyebilen bir elementtir (Cheng vd., 2006; Singh vd., 2019a; b; Sowa ve Simka, 2018;
Zhou vd., 2013). Ayrica asinmaya direngli, viicuda toksik etki gostermeyen, antibakteriyel
ve radyoopak (rontgen ve MRI goriintiilemelerinde optik 6zellikleri iyilestiren) 6zelliklere

de sahiptir (Chang vd., 2014a).

Ta korozyon dayanimi en yiiksek element olarak bilinmektedir. Sekil 2.1’de Ta elementine
ait potansiyel-pH diyagrami sunulmustur. Tantalin yiizeyde olusturdugu oksit katman ile
yilizeyini kararli hale getirdigi ve pasivasyon bolgesi olusturdugu Sekil 2.1.a’daki
diyagramdan da net bir sekilde goriilmektedir. Oksit olusmayan tek bolge ise bagisiklik
bolgesidir. Daha acik ifade edilecek olursa korozyon bdlgesi mevcut degildir (McCafferty,
2010). Yalnizca Sekil 2.1.b’de gosterildigi gibi ¢cok kuvvetli asidik ortamlarda (pH < 3)
korozyona ugramaktadir (Sapra vd., 2006).

Tantalin tiptaki kullanimi 1940°l1 yillara dayanmaktadir. Radyoopakligi sayesinde
radyolojik isaretlemelerde, biyouyumlulugu, yiiksek mekanik ve korozyon dayanimi
sayesinde endovaskiiler stentlerde, vaskiiler klipslerde, ortopedik ve kraniyoplasti
plakalarinda ve dis implantlar1 gibi genis bir yelpazede giinlimiizde kullanim alan1 bulmustur
(Chang vd., 2014a; Ma vd., 2016). Stabil oksit tabakasi1 sayesinde viicut i¢erisinde tamamen
biyoinert davranis gosterir (McCafferty, 2010).
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Sekil 2.1. a) Tantal elementinin potansiyel-pH diyagrami, b) 1,0 M’lik HF ¢6zeltisinin
i¢cindeki Tantal elementinin potansiyel-pH diyagrami (McCafferty, 2010; Sapra
vd., 2006)

Yiiksek asinma ve korozyon dayanimini sergileyen TaxOs’in bir¢ok alanda kullanimi

mevcuttur:

- Kimyasal ve biyolojik sensor uygulamalarinda ve segici gaz dedektorlerinde kullanilabilir
(Manjakkal vd., 2016; Wolf vd., 2013; Yildirim vd., 2005).

- Saf hali kolay islenebilir ve yiiksek sicaklik dayanimi sayesinde elektronik kondansorlerde,
jet ve ugak motor elemanlarinda kullanilmak amaciyla siiper alagim iiretiminde ve roket
parcalarinin imalinde, niikleer reaktorlerde kullanimlari mevcuttur (Krebs, 2006).

- Kimyasal kararliligi, iistiin fiziksel 6zellikleri ve biyouyumlulugu sayesinde implantlarda
(Rahmati vd., 2015a), cerrahi aletlerde ve ylizey hassasiyeti yiiksek olan optik sensor
uygulamalarinda kullanilmas1 miimkiindiir. Yiiksek korozyona dayanimi ve antibakteriyel
(Chang vd., 2014a) ozellikleri sayesinde biyomedikal alanda yiiksek potansiyele sahip bir
malzemedir. Ti alasimlar1 ve Ni-Ti alagimlart yilizeyine korozyon sebebiyle iyon salinimini
engellemek i¢in kaplama olarak uygulanmis ve oldukg¢a basarili sonuglar sergilemistir
(Arnould vd., 2010; Zein EI Abedin vd., 2005).

Implant ve protezlerde Ti, Nb, Mo, Zr ve Co-Cr alasimlarina takviye olarak veya yiizeylerine
kaplanarak kullanimlart s6z konusudur (Balagna vd., 2012, 2014; Biesiekierski vd., 2016;
Hussein vd., 2016; Liu vd., 2017). Ta alasim takviyesinin kullanildigi implant malzemelerde

biyouyumlulugun ve korozyon dayaniminin arttig1 goriilmiistiir (Biesiekierski vd., 2016; Ma
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vd., 2014, Singh vd., 2019a; b; Sowa ve Simka, 2018; Stenlund vd., 2015; Xu vd., 2015).
Takviye elemanlarinin kullanilmasinin yani sira farkli kaplama yontemleri kullanilarak da
ylizey Ozelliklerinin gelistirilebilecegi bilinmektedir. Tantal ve tantal oksit kaplamalar

yapilarak alasimlara radyoopak 6zellik kazandirilmasi miimkiindiir (Chang vd., 2014a; Zhou
vd., 2013).

TS5 TS-10 30mm

Sekil 2.2. Sicana implante edilen a) Kaplanmamis Ti malzemesi ve b) Ta-TaO-Ta20s kapli
Ti malzemesi ile kemik arayiizeyine ait Micro-CT goriintiileri (Yang vd., 2019).
¢) BS: Kaplanmamig NiTi; TS-5: 5 pm Ta kapli NiTi ve TS-10: 10 m Ta kaph
NiTi stent malzemelerinin X-Ray goriintiileri (Park vd., 2016)

Yang vd., (2019) Ti ile Ti altlik iizerine, Ta ve oksitli Ta yapilarindan olusan nanofilm
kaplanmis malzemeleri sigana implante ederek mikro-CT goriintiilerini almis ve kemik-
implant ara yiizeyindeki davranisi incelemislerdir. Sekil 2.2.a’da kirmiz1 ok ile gdsterilen
kemik yikimimin Sekil 2.2.b’deki nanofilm kapl ylizeyde gerceklesmedigi ve arayiizeyin
yekpare oldugu gorilmektedir. Bu durum, Ta kapli yapilarin integrasyonu arttirdigini,
enfeksiyon olusumunu elimine ettigini gostermektedir (Yang vd., 2019). Sekil 2.2.c’de
verilen Park vd., (2016)’nin yaptig1 ¢calismada ise NiTi stent malzemenin kaplanmamis hali
ile 5 ve 10 um’lik Ta kaplanmig stent malzemelerinin X-ray goriintiileri alinarak
radyoopakliklar1 karsilastirilmistir. Calisma sonucu, Sekil 2.2.c’de de acikca gorildiigi
tizere Ta kaplama tabakasi kalinliginin artmasi sonucu radyoopaklik artmistir (Park vd.,
2016). Ta kaplama Ti igerikli metalik implantlarin X-ray goriiniirliigini yani
radyoopakligini arttirmaktadir (Park vd., 2016, 2019; Yang vd., 2019). Radyoopak 6zelligin
yani sira korozyon 6zelliklerinde {istiin bir artig ve hiicre biiylimesini de destekler yapida Ta
ve Taz0s kaplamalar oldugu, bu kaplamalarla kemik apatit olusumunun hizlandirilabildigi
ve osseointegrasyonun saglanabildigi farkli ¢alismalarda da vurgulanmistir (Arnould vd.,

2010; Balla vd., 2010; Biesiekierski vd., 2016; Kokubo vd., 2003).

Kemik yapisindaki maddelerin yogunlugunun &lgiilmiinde, kemik madde kaybinin tespit

edilmesinde, kemik densitesinin saptanmasinda, dokular ile restoratif malzemelerin
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opasitelerinin degerlendirilmesinde ve teshiste densitometre kullanilir. Bununla birlikte
implantlarin  osteointegrasyonunun ve kemik greftlerinin kemiklesme oranlarinin
belirlenmesinde de yine densitometre kullanilmaktadir. Densitometrik Analizlerin
yapilmasinda ISO ve ANSI/ADA materyallerin radyoopasitesinin belirlenmesi ig¢in
aliminyum alasiminin referans olarak kullanildig: standart yontemler benimsenmistir. Buna
gore, materyallerin radyoopaklik miktarlarinin 6l¢tilmiinde, aliminyumdan yapilmis %99,5
saflikta 1 mm kalinliginda “Aliiminyum Step-wedge” referans olarak kullanilmaktadir.
Radyoopaklik ayrica klinik tanida da yardimci olan bir yontemdir. Ta2Os farkli kalsinasyon
sicaklik ve siirelerine bagh olarak bazi faz doniistimlerini gergeklestirmektedir (Roth ve
Waring, 1970). Kristalin yapidayken en iyi doku uyumuna ve hiicre tutunmasina sahipken,

amorf yapida en iyi antibakteriyel 6zelligi gostermektedir (Chang vd., 2014a).
2.9. Biyomalzeme Olarak Hidroksiapatit

Cas(PO4)3X genel formiiliine sahip kalsiyum fosfat apatitlerdeki X yerine F ~ iyonu gelirse
fluoroapatit; Cl ~ iyonu gelirse kloroapatit ve OH ~ iyonu gelirse de hidroksiapatit ad1 verilir.
Seramiklerin apatit grubunun en yaygin bilinen 6rnegi olan hidroksiapatit (HA),
Cas(PO4)sOH veya Caio(PO4)s(OH), formiilleri ile gosterilir. 3,219 g/cm® yogunluga
sahiptir ve hekzagonal kristal yapisina sahip olan HA’nin kafes parametreleri, a=b=9,432 A
ve ¢=6,881 A’dur.

Miikemmel biyouyum ve biyoaktif 6zellikler sargileyen HA biyomedikal uygulamalarda
ozel bir yere sahiptir. Stokiyometrik olarak 1,5-1,67 araliginda Ca/P oran1 gsteren kalsiyum
fosfatlar mitkemmel biyoaktiviteye ve biyouyumluluga sahiptirler (Sadat-Shojai vd., 2013).
Dogal kemik hacimde %50 oraninda bulunmaktadir. Kemige yerlestirildiginde dogrudan
kemik ile kaynasma saglayabilir ve kemikteki doku hiicrelerinin igeriye alinmasina izin
verir. Bu etkilesim osseointegrasyon olarak adlandirilir ve bu sayede kirik ve gatlakli kemik
dokularin tedavisi amaciyla kullanildiginda apatit biiyiimesini tesvik edici etkiye sahiptir
(Chen ve Thouas, 2015). Ortopedik ve dis implant uygulamalarinda dogrudan kemik yerine
kullanim1 mevcuttur. Bunun yani sira biyoaktivite gdsteremeyen biyomalzemelerde yiizey
kaplamasi olarak kullanilir ve bdylece biyouyumluluklar1 arttirilmis olur. Dahasi aginma
dayaniminin da arttirilarak metal iyonlarinin viicuda salinmasina engel olur (Bakhsheshi-

Rad vd., 2015; Rajendran vd., 2014; Tan vd., 2010).
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HA’nin basma mukavemeti 120-900 MPa, elastik modiili ise 80-110 GPa, egme
mukavemeti 38-250 MPa ve ¢ekme mukavemeti ise 38—300 MPa civarindadir. Vickers
sertligi 600 HV’dir. Klasik biyomalzemelere gore mekanik 6zelliklerinin kemik ile olan
benzerligi sayesinde, mekanik uyumsuzluk nedeniyle olusan ‘gerilme bariyer etkisi’ni

(stress shielding effect) ortadan kaldiracagi diistintiliir (Wang vd., 2011).

HA’nin hazirlanmasinda ve kaplanmasinda, yas kimyasal ¢oktiirme, sol-jel, hidrotermal,
termal piiskiirtme, elektroforetik kaplama, daldirmali kaplama, ultrasonik sprey pirolizi,
iyon demeti piiskiirtme, elektron demeti kaplama, elektrokimyasal kaplama, darbeli lazer
kaplama, plazma elektrolitik oksidasyonu, biyomimetik kaplama, sicak es basingli presleme,
mekanokimyasal, emiilsiyon ve kiyt mercanlarinin  doniistiiriilmesi  yontemleri
kullanilabilmektedir (Barranco vd., 2010; Gu vd., 2011; Kannan, 2016; Liu vd., 2011a; b;
Pasinli ve Aksoy, 2010; Ren vd., 2015; Tang ve Gao, 2016; Wang vd., 2010). HA kaplama
eldesi i¢in uygulanan bazi yontemler, bu yontemlerin ile elde edilen kaplama kalinliklari ve
yontemlere ait avantaj ve dezavantajlar Cizelge 2.2’de verilmistir. Bunlardan sol-jel yontemi
diisiik sicakliklarda molekiiler seviyede homojen karigimlarin elde edilmesini ve nano
boyutta tozlarin iiretilmesini miimkiin kildigindan diger yontemlere kiyasla daha avantajli

ve uygulamasi kolay bir yontemdir (Ma vd., 2014; Wang ve Bierwagen, 2009).

Kemik iyilesmesindeki olumlu etkilerinden dolayt HA hem takviye elemani, hem de
biyomalzemelere yilizey kaplamasi olarak kullanilmaktadir (Aktug vd., 2017). Kalsiyum
fosfatin tim formlar1 dokularla son derece uyumludur. Ancak kalsiyum fosfat fazlar
arasinda sadece HA ve dikalsiyum fosfat (DCP) insan viicudunun sicaklik ve pH degerinde
kimyasal olarak stabil kalabilmektedir. Cizelge 2.3’te mekanik 6zellikleri gosterilen HA
cogu zaman disik mukavemet ve toklugu nedeniyle tek basina implant olarak
kullanilamamaktadir (Kumar vd., 2016; Wang vd., 2010). Fakat dogal kemik dokusuna
kimyasal kompozisyonunun benzerligi sayesinde, biyomalzemenin dokuya daha kuvvetli
baglanmasin1 sagladigindan ve yiiksek biyouyumlulugu nedeniyle implant yiizeylerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Rojaee vd., 2013, 2014). Metalik altliklar iizerine HA
kaplama uygulanmas1 sayesinde seramik malzemenin biyoaktifligi ve metalin mekanik
ozellikleri bir arada kullanilarak, seramik kaplama kemik gelisimi i¢in gerekli gézenekliligi

saglarken altlik da yiiklemeye kars1 gerekli tokluk ve dayanimi saglamaktadir.
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(Sun vd., 2001)
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Cizelge 2.3. HA’nin mekanik 6zellikleri (Pasinli ve Aksoy, 2010)

Ozellik Deger
Elastisite modiilii (GPa) 4,0-117
Basing mukavemeti (MPa) 294
Egilme dayanimi1 (MPa) 147
Sertlik (Vickers, GPa) 3,43

Yogunluk (teorik, g/cm®) 3,16

Yeterli mekanik ozelliklere ve yiiksek biyouyumluluga sahip olan HA kaplama, korozyon

dayanimini arttirmasina ragmen (Kumar vd., 2016; Singh vd., 2019c) korozyon tamamen

Onlenememis ve yalniz basina kaplandigi takdirde, uzun siireli ortopedik uygulamalar i¢in

yetersiz goriilmiistiir. HA'nin doku ile birebir uyumlu olmasi, onu kaplamalarda vazgecilmez

hale getirmis ve tek basina yetersiz oldugu icin calismalar, g¢esitli takviye elemanlart ile
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birlikte kaplanmasi veya tabakali kaplamalar yapilmasi iizerine yonelmistir (Gao vd., 2015;
Huang vd., 2016; Singh vd., 2019c; Wang vd., 2016; Xiong vd., 2015).

2.10. Biyomalzemelere Uygulanan Yiizey Islemleri

Biyomalzemelere yiizey islemleri daha ¢ok biyoaktivitesini, antibakteriyel 6zelligini ve
korozyon direncini gelistirmek amaciyla yapilmaktadir. Bunun yani sira kullanilacagi
bolgeye gore asinma ve mukavemet arttirmak icin veya dizayn amaciyla dahi olsa ylizey
islemi uygulamalar1 mevcuttur. Dolayisiyla yiizeyi gelistirmek i¢in bu uygulamalar
kagiilmazdir. Sekil 2.3’te genel olarak malzemelere uygulanan yiizey islemleri verilmistir.
Cizelgeda yer alan islemlerden daha ¢ok yiizey modifikasyonlarindan o6zellikle iyon
implantasyonu ve yiizey kaplamalarinin hemen hepsi biyomalzemelerde sikc¢a c¢aligilan

ve/veya uygulanan yontemlerdir.

HA ve Ta;Os kaplama teknikleri arasinda en yaygin olarak kullanilan teknikler; termal
puskiirtme, iyon demeti piiskiirtmeli kaplama, elektron demeti kaplama, elektroforetik
kaplama, biyomimetik kaplama, darbeli lazer kaplama, sol-jel, dondiirmeli kaplama,
elektrokimyasal kaplama ve plazma elektrolitik oksidasyon yontemleridir (Gu vd., 2011,
Huang vd., 2016; Rafieerad vd., 2016; Ren vd., 2015; Rojaee vd., 2014; Surmeneva vd.,
2015; Surmeneva ve Surmenev, 2015; Xiong vd., 2015). Kaplamalar i¢in sol-jel yontemi
yaygin olarak kullanilmakta olup, bu yontemin diger yontemlere kiyasla kolay
uygulanabilirligi, tekrar edilebilirligi, ylizeyde homojen ve yiiksek saflikta kaplama elde
edilmesi ve diisitk maliyetli olusu tercih edilme nedenlerindendir (Niu vd., 2016; Rojaee vd.,
2013, 2014; Tepehan vd., 1997).
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Sekil 2.3. Yiizey mithendisliginde uygulanan metotlar (Arslan, 2005)

Magnezyum ve alasimlarinin mekanik biitiinliiklerini koruyabildikleri siirenin uzatilmasi
icin gelistirilen ¢esitli yilizey islem uygulamalari mevcuttur. Mg alasimlariin korozyonu
onleyecek veya kontrol altina alabilecek ¢esitli ylizey islemlerine veya takviye elemanlarina
ihtiya¢ duyulmustur (Gu vd., 2011; Hiromoto ve Tomozawa, 2011; Razavi vd., 2010b;
Rojaee vd., 2014). Ancak bu islemler yalnizca iyon salinimimin ve korozyonun 6nlenmesi
amaciyla degil, malzemeye antibiyotik salinimi, biyoaktiflik ve antibakteriyel o6zellik
kazandirilmasi, biyouyumluluk, asinma, kopma ve siiriinme dayaniminin arttirilmas: gibi
ozellikler kazandirmak i¢in de yapilmaktadir (Arnould vd., 2010; Chang vd., 2014b; Cheng
vd., 2006; Gao vd., 2015; Hiromoto vd., 2015; Huang vd., 2016; Ren vd., 2015; Surmeneva
vd., 2015; Xu vd., 2009; Zhou vd., 2013). Korozyon, mekanik ve asinma dayanimini
gelistirmek amaciyla SiC (Wang vd., 2017), Al.Os (Ahmadkhaniha vd., 2016), TiC (Sahoo
ve Panigrahi, 2016), TiB2, HA (Chen vd., 2016) ile AZ91Mg alasimmin takviye
uygulamalar1 mevcuttur. Biyomedikal uygulamalarda takviyeli yapilar, 6zellikle kemik

iskelesi olarak kullanilmakta olup, bir yandan iskelenin bosluklari arasinda hiicre biiytimesi
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saglanirken, bir yandan da takviye elemanlartyla korozyon hizini yavaslatarak iyilesme ve
viicuttan atilma siireglerinin dengelenmesi saglanmaktadir (Chen vd., 2016). Kompozit
yapilardan daha ziyade, yiizey islemlerinin yapilmasi korozyon hizini1 yavaglatma agisindan
daha etkilidir. Mg alasimlar1 iizerine korozyonu onlemek amaci ile yapilan oksidasyon,
elektroforetik depolama, biyomimetrik ¢oktiirme, si¢cratma, dondiirerek (spinning) kaplama
ve sol-jel kaplama tekniklerinin kullanim1 mevcuttur (Gu vd., 2011; Majumdar vd., 2008;
Rojaee vd., 2014; Wang vd., 2010). Bu teknikler ve performanslar1 Cizelge 2.2’de (Bkz.)
verilmistir. Fakat yukarida bahsedildigi gibi biyomedikal uygulamalar i¢in sadece korozyon
direnci yeterli degildir. lyilesme siirecinde, yiizeyde apatit olusumunun ve hiicre
biliyimesinin tesvik edilmesi, doku-implant uyumunun saglanmasi ve enfeksiyonlarin
engellenmesi de gerekmektedir (Chang vd., 2014b). Bu nedenle, Ta ve Ca-P gibi viicuda
zarar1 olmayan biyouyumlu katki malzemeleri (Rafieerad vd., 2016) kullanilarak yapilan
kaplamalar yiizeye olumlu 6zellikler katmaktadir. Bu tiir kaplamalar, 6zellikle sik kullanilan
Ti-6Al-4V ve Ni-Ti alasimlarinin toksik ve alerjik etkilerini ortadan kaldirmak (Rafieerad
vd., 2016), rontgen ve MRI uyumlulugu iyi olmayan alagimlarin rontgende daha net bir
sekilde goriilebilmesini ve iyilesme siirecinin takibinin daha iyi yapilmasini saglayabilmek
(Cheng vd., 2006; Zhou vd., 2013), hiicre biiyliimesini tesvik etmek (Almeida Alves vd.,
2016b; a; Rahmati vd., 2016), asinma ve korozyon dayanimlarini gelistirmek igin
yapilabilmektedir (Wang vd., 2007; Xu vd., 2016).

2.10.1. Sol-jel kaplama yontemi

Sol-jel metodu disiik islem sicakliklarinda uygulanan, yas kimyasal yontemlerdendir. Bu
yontem ¢ozeltiden yola ¢ikarak farkli uygulamalara yonelik seramik, cam ve kompozit
malzemeler liretim teknigine verilen genel isimdir. Sol, kolloidal parcaciklarin sivi ¢ozelti
icerisinde ¢okme olmaksizin askida oldugu halidir. Burada pargaciklar 500 nm ve daha
altindaki boyutlarda olup, ¢okmemelerinin nedeni, aralarindaki Van Der Waals ve
elektriksel itme kuvvetinin, yergekimi kuvvetine gore daha yiiksek olmasidir. Jel ise bu
kolloidal taneciklerin ¢oktiiriilerek sivi igeren yapiya doniismesi sonucu olusur ve viskozitesi

yiiksek bir fazdir.

Sol-jel yontemi ile degisik materyaller iiretilebilmektedir ve Sekil 2.4’de iiretilebilecek
malzeme gesitleri gosterilmistir (Toygun vd., 2013).
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Sekil 2.4. Sol-jel prosesi ile elde edilebilecek tiriinler (Toygun vd., 2013)

Sol-jel yonteminin asamalari

Sol-jel metodu, baslangic malzemesi (metalik tuzlar veya alkoksitler), ¢oziicii (alkoller) ve
katalizorler kullanilarak birkag basamakta tamamlanir. Islem basamaklar1 asagidaki gibidir

(Toygun vd., 2013; Wang ve Bierwagen, 2009);

* Hidroliz
* Polimerizasyon
* Jellesme
* Kurutma

« Kalsinasyon

Sol-jel yonteminde baslangic maddesi (precursor) olarak metalik tuzlar veya alkoksitler
kullanilir. Organik ¢oziicii ya da su se¢imini bu baslangic maddeleri belirler ve baslaticilar
uygun ¢oziiciiler igerisinde cozdiiriilerek sol elde edilir. En fazla kullanilan ¢o6ziici
etanoldiir. Organik ¢oziicii kullanildiginda reaksiyonlarin kontrolii daha kolay ve diislik
ylizey gerilimine sahip oldugundan daha esnek ve yiizeyi daha iyi 1slatan, ¢atlaksiz ve kaliteli

yiizey kaplamasi elde edilir (Barranco vd., 2010; Toygun vd., 2013).

Hidroliz: Hidroliz tepkimesi ile hidroksil grubu metal atomuna baglanir, su ve katalizér

miktarina gore hepsi OH’a doniiserek tepkime tamamlanir.
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Polimerizasyon: Polimerizasyon adiminda kullanilan elektrolitler sayesinde sol icerisindeki
tanecikler yiiklenir. Bu sayede kolloidal tanecikler daha kararli bir hale gelebilirler ve
cokmeleri engellenmis olur. Yiiksiiz haldeki taneciklerin dibe ¢okelmesine koagiilasyon
denir. Burada gerceklesen olaya ise koagiilasyonun tam tersi olup dekoagiilasyon olarak
adlandirilir. Tanecikler negatif yiiklendiginde OH" (bazlarla); pozitif yiiklendiginde ise H*
iyonlar (asitlerle) ile polimerizasyona ugrarlar. Eklenen elektrolit miktar1 gerektiginden az
veya ¢ok olursa polimerizasyon gergeklesmez. Elektrolit yiiksek miktarda olursa taneleri
yiiksiiz birakarak polimerizasyonu dnler; az miktarda olursa da ¢okelti olusumu devam eder.
Polimerizasyon, monomerlerin birleserek tanecikleri, taneciklerin biiyliyerek bir zincir
halini almasi ve sivi igerisinde ag yapisi olusturmasi ile biiyliyerek jellesmesi seklinde
gerceklesir. Polimerizasyon adimi reaksiyon hizi, pH, sicaklik, katalizor, yaslandirma

sicaklik ve siiresine baglidir (Toygun vd., 2013).

Jellesme: Polimerlerin birleserek ag tabaka haline gelmesi ve giderek yogunlasmasina
jellesme denir. Jellesme basladigi andan itibaren viskozitede anlik artis meydana gelir. Jel
icerisinde bulunan siv1 birbirine zayif ya da kuvvetli baglarla bagl ve kati-siv1 arasinda bir
faz olup viskoelastik bir yapiya sahiptir. Jel olusturulurken en 6nemli adim, jelde catlak
olusturmadan kurutmaktir. Cok yavas kurutma yapildiginda olusabilecek gerilmeler

minimize edilebilir (Toygun vd., 2013).

Kurutma: Istenilen yapida elde edilen jellerin yapisinda bulunan su ve alkoller kurutma
adiminda kismen uzaklastirilir. Film kaplamalar ince boyutlarindan dolay1 oda sicakliginda
kurutulabilirler. Bagka bir yontem ise otoklavda kritik noktada coziiciilerin yapidan

uzaklastirilmasidir (Toygun vd., 2013).

Kalsinasyon: Sol-jel ile bosluk icermeyen yogun oksit tabakalari olusturulmasi
hedeflenmektedir. Dolayisiyla son olarak kurutulan jeller kalsine edilerek porozitelerin

giderilmesi, yogun bir oksit yapisinin elde edilmesi hedeflenir (Toygun vd., 2013).
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3. LITERATUR OZETi

Magnezyum alasimlart yogunluk ve 6zgiil agirliklarinin diisiik (Esmaily vd., 2017; Wang
vd., 2013), 6zgiil dayanim ve rijitliklerinin yiiksek olmasi (Wang vd., 2013), titresim
sonlimleyebilme (Esmaily vd., 2017) 6zelliklerinden dolay1 birgok alanda kullanilmaktadir.
Literatiir ¢alismalar1 incelendiginde, biyouyumlulugu nedeniyle biyomalzeme uygulamalari
icin de biiyiik bir potansiyele sahip oldugu goriilmistiir (Chen vd., 2014; Kirkland vd.,
2012). Mg alasimlar1 viicutta kullanilmak i¢in gerekli biyouyumluluk 6zelliklerini
gosteriyor olsa da zayif korozyon dayanimi ve asinma ozellikleri sergiledigi ve kimyasal
aktivitesi sebebi ile tek basina kullanim i¢in ¢ok uygun degildir (Chen vd., 2014; Kirkland
vd., 2012). Korozyon Ozelliginin gelistirilmesi halinde, giiniimiizde kullanilmakta olan
biyomalzemelerden daha {istiin 6zelliklere sahip olabilecegi diisiiniilmektedir (Kirkland vd.,
2012; Pan vd., 2015).

AZ91 Mg alasimi mekanik Ozelliklerinin kemige yakin olmasi, hafiflik ve diger Mg
alagimlarina kiyasla yiliksek korozyon dayanimi nedeni ile biyomalzeme uygulamalarinda
kullanim potansiyeli en yiiksek olan alagimdir (Chen vd., 2014; Gopi vd., 2015). AZ91 Mg
alasitmi uygulamalarinda genellikle dokiim ve toz metalurji yontemleri kullanilmaktadir
(Esmaily vd., 2017). Dokiim yontemi diisiik maliyet ve seri tiretime uygunlugu nedeni ile
tercih edilmekte fakat bunun yaninda prosesin getirdigi soguk birlesme, porozite ve diisiik
mukavemet gibi dezavantajlari da biinyesinde barindirmaktadir (Chen vd., 2012). Toz
metalurji yontemi ise hassas boyut toleransina sahip kolay iiretim yapilabilir olmas1 ve diistik

maliyeti nedent ile tercih edilen bir yontemdir.

Mg alagimlarinin biyomalzeme olarak kullanimimin distiniildigii ilk yillarda yapilan
caligmalar cogunlukla AZ91 Mg alasiminin viicuda yerlestirildikten bir siire sonra ¢éziinerek
kaybolmasi ve yerini saglikli dokuya birakmasi {izerinedir. Fakat AZ91 Mg alasimi bazi
durumlarda 6zellikle iyilesme siiresinin uzun oldugu yaralanma durumlarinda uzun siire
viicutta stabil kalamaz ve iyilesme tamamlanmadan ¢6ziinebilir (Wu vd., 2013; Zheng vd.,
2014). Bu durumun engellenmesi i¢in korozyonu yavaglatmak veya uzun siireli kullanim
icin korozyonu tamamen engellemeye ¢alismak iizerine yapilan ¢aligmalar mevcuttur. Bu
caligmalardan bazilar1 sadece korozyon dayanimini arttirmakla kalmamis ayni zamanda
alasimin biyoaktifligini de arttirmay1 basarmistir (Kannan, 2016; Tan vd., 2013; Wu vd.,
2013).
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Mg alasimlariin aginma ve korozyon dayanimi ve mekanik 6zelliklerini gelistirmek icin
SIiC (Esmaily vd., 2016; Kamieniak ve Malik, 2015; Mingo vd., 2017), Al.Os3
(Ahmadkhaniha vd., 2016), TiC (Jia vd., 2005; Wang vd., 2010), TiB2 (Wang vd., 2010) ve
hidroksiapatit gibi oksitli ve karbiirlii sert partikiil takviyeleri ile yapilan g¢alismalar
mevcuttur. Biyomedikal alanda kullanim igin iiretilen bu malzemelerde Mg alasimlari
arasina dagitilan takviye elemanlari ¢oziinmeyi engellemekte ve Mg alasim kisimlari

¢oziindiik¢e yerinde saglikli doku olusumu gerceklesmektedir.

Mg ve alasimlar iizerine yapilan kaplamalar ise korozyon hizin1 azaltmada daha etkilidir.
Mg ve alagimlar iizerinde korozyon direncini iyilestirmek i¢in kimyasal olarak degismis bir
tabaka olusturulmasi seklinde uygulamalar mevcuttur (Wang vd., 2013). Mg alasimlarinin
yiizey Ozelliklerini gelistirmek ve biyomalzeme olarak kullanilmasini saglamak amaciyla
fiziksel buhar biriktirme (Gray ve Luan, 2002), iyon implantasyonu (Hiromoto vd., 2015;
Hornberger vd., 2012), mikro ark oksidasyonu (Zhang vd., 2015), plazma elektrolitik
oksidasyon (Hornberger vd., 2012), elektroforetik (Kumar vd., 2016; Xiong vd., 2015), sol-
jel (Agarwal vd., 2016; Rojaee vd., 2014), sigratma (Kiahosseini vd., 2017) teknikleri

kullanilarak yapilan seramik, polimerik ve metalik esasli kaplamalar mevcuttur.

Ta metali miikkemmel kirilma tokluguna ve islenebilirlige sahip, yiizeyde olusturdugu oksit
tabakasi ile yiizeyi kararli hale getirebilen ve bu sayede yliksek korozyon dayanimi
saglayabilen bir metaldir (Arnould vd., 2009; Hussein vd., 2016). Ayrica yiiksek aginma
dayanimina sahip, viicut igerisinde kullanildiginda toksik etki yaratmayan (Hussein vd.,
2016; Matsuno vd., 2001; Sun vd., 2013) antibakteriyel 6zellikli ve radyoopak (rontgen ve
MRI goriintiilemelerinde optik 6zellikleri iyilestiren) (Arnould vd., 2009), 6zellikleri i¢in de
giiniimiizde tercih edilmektedir. Protez ve implant malzemelerinde Ti, Nb, Mo, Zr ve Co-Cr
alasimlarina takviye edilerek veya kendi basma bir metalik implant olarak kullanimi
mevcuttur (Biesiekierski vd., 2016; Hussein vd., 2016; Liu vd., 2017; Stenlund vd., 2015;
Xu vd., 2015). Ta alasim elementinin kullanildig1 implant malzemelerde biyouyumlulugun
(Li vd., 2013; Stenlund vd., 2015) ve korozyon dayanimimin (Biesiekierski vd., 2016;
Stenlund vd., 2015; Xu vd., 2015) arttig1 goriilmistiir. Hatta yapilan in-vitro ve in-vivo
testlerde biyouyumluluk ve korozyon direngleri kiyaslanan metalik biyomalzemeler
arasinda Ti ve alagimlarindan bile daha iyi sonuglar verdigi goriilmustiir (Li vd., 2013; Liu

vd., 2017).
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Alagim elementi olarak kullanilmasinin yani sira farkli kaplama ve ylizey gelistirme
yontemleri kullanilarak da biyomalzemelerin 6zelliklerinin gelistirilebilecegi bilinmektedir.
Tantal metali ve tantal pentaoksit kaplanarak yiizeyleri gelistirilen biyomalzemeler de
mevcuttur (Hu vd., 2016; Rahmati vd., 2015b, 2016). Tantal ve tantal pentaoksit kaplamalar
yapilarak alagimlara; radyoopak 6zellik kazandirilmasi (Cheng vd., 2006; Maho vd., 2013;
Zhou vd., 2013) ve metalik biyomalzemelerin korozyon ve aginma dayaniminin arttirilmasi
(Almeida Alves vd., 2016b; a; Arnould vd., 2010; Balagna vd., 2014; Jin vd., 2017; Rahmati
vd., 2015a; b; Sun vd., 2013; Wang vd., 2007; Xu vd., 2016; Zein El Abedin vd., 2005),
antibakteriyel o6zelligin gelistirilmesi (Chang vd., 2014b) miimkiindiir. Bunlarin yani sira
hiicre biiytimesini de destekler yapida Ta ve Ta2Os kaplamalar oldugu (Arnould vd., 2010;
Jin vd., 2017; Maho vd., 2013), bu kaplamalar sayesinde kemik apatit olusumunun
hizlandirilabildigi ve osseointegrasyonun saglanabildigi goriilmistiir (Almeida Alves vd.,
2016a; Balla vd., 2010; Chang vd., 2014b; Frandsen vd., 2014; Rahmati vd., 2015b, 2016;
Sun vd., 2013; Xu vd., 2015).

Ta,0s kaplama teknikleri arasinda en yaygin olarak kullanilan teknikler; fiziksel ve kimyasal
buhar biriktirme (Frandsen vd., 2014; Ma vd., 2016; Sathasivam vd., 2017), plazma sprey
kaplama (Moldovan vd., 2004), sactirma (Almeida Alves vd., 2016a; Gladczuk vd., 2004;
Hu vd., 2016; Mannequin vd., 2016; Matson vd., 2000; Shang vd., 2013; Xu vd., 2016),
atomik tabaka biriktirme (Egorov vd., 2015; Kukli vd., 1997; Mannequin vd., 2016) ve sol-
jel (Maho vd., 2013; Tran vd., 2017) yontemleridir.

Ta ve Ta20s’in biyomalzeme olarak kullanilmasi iizerine literatiirde ¢alismalar mevcuttur.
Cesitli malzemelerin yiizeylerine yapilan Ta ve Ta>Os kaplamalar, tantalin bir¢ok 6zelligini
ortaya ¢ikarmistir. Tantalin SiC, titanyum alasimlar1 ve paslanmaz celikler {izerine farkl
uygulamalar1 mevcuttur. Giincel literatiirde magnezyum alasimlarinin korozyon dayanimini
gelistirmeye yonelik de tantal ve tantal-oksit kaplama uygulamalar1 kullanilarak ¢aligsmalar
gerceklestirilmeye baslanmistir. Li vd. (2013), yaptiklart ¢alismada gozenekli Ti6Al4V
alastmini tantal kaplamis ve yaptiklari in-vitro ¢alismalarda tantalin, mezenkimal kok
hiicrelerin tutunma, biiyiime ve proliferasyon o6zelliklerine pozitif etkisi oldugunu
gostermislerdir. Tantal kaplanmig olan numunelerin digerlerine gore biyouyumlulugunun
daha iyi oldugunu vurgulamislardir (Li vd., 2013). Rudnev vd. (2014), paslanmaz gelikler
ve titanyum tizerine Ta igerikli kaplamalar1 plazma elektrolitik oksidasyon yontemi ile

uygulamigtir (Rudnev vd., 2014). Calisma sonucunda korozyon dayanimini arttirma
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konusunda Ta elementinin pozitif etkisi vurgulanmistir. Xu vd. (2015), yaptiklar ¢aligmada
titanyum yiizeylere sol-jel metodu ile dondiirmeli kaplama kullanarak Ta>Os kaplamalar
yapmis, bu kaplamalarin korozyon dayanimina ve hiicre uyumluluguna etkisini incelemis ve
Ta0s kapli numunelerin hiicre biliylimesini destekler nitelikte oldugunu, kaplanmamis
yiizeylere kiyasla daha yiiksek korozyon dayanimina sahip oldugunu gostermislerdir (Xu
vd., 2015). Ma vd. (2016), yaptiklar1 ¢alismada, gozenekli SiC yap1 tizerini tantal ile
kaplamis ve daha sonra sitotoksisite ve hiicre biliyiimesi testleri yapmiglardir. Caligmada
hiicrelerin kaplama yiizeyine rahat¢a tutunabildigini ve tantal kapli SiC’lin biyomalzeme
uygulamalari i¢in mekanik 6zellikleri iyi olan gelistirilebilir bir biyomalzeme oldugunu
vurgulamiglardir (Ma vd., 2016). Xu vd. (2016), yaptiklart ¢alismada Ti6Al4V alagimi
iizerine B-Ta20s ve TaON nanoseramik kaplamalar yaparak asinma ve korozyon
davranislarini incelemistir. -Ta2Os kaplamalarin sertlik ve elastisite modiillerinin TaON
nanoseramik kaplamalara ve kaplanmamis Ti6Al4V alasimina gore daha yiiksek oldugu,
asinma test sonuglarina gére de TaON nanoseramik kaplamalara yakin degerlerde oldugunu
gostermislerdir. Agirlikca %5 HCI ¢ozeltisi i¢inde yaptiklar: korozyon deneyleri sonucunda
ise iki kaplamanin da kaplanmamis Ti6Al4V alasimina gore iistiin oldugunu gdstermislerdir
(Xu vd., 2016). Tran vd. (2017), yaptiklar1 ¢alismada kaplamaya uygun hale getirilmis
althiklarin {izerine tantal pentaoksit ve PDMS hibrit kaplamalar yapmis kaplamalari
karakterize etmis ve kaplamalarin iizerindeki fibroblast hiicrelerin gelisimini
gozlemlemistirler. Yapilan kaplamalarin fibroblast hiicre tutunmasini destekledigini gormiis
ve implantlarin enfeksiyona karsi direng gostermeleri i¢in, kaplamalarin kontrollii, lokal
salimimi saglamak i¢in kulanilmak iizere gelistirilebilecegini vurgulamiglardir (Tran vd.,
2017). Jin vd. (2018), yaptiklari ¢alismada Mg-Y-RE alagimi {izerine korozyon dayanimini
gelistirmek amaci ile TaN kaplamalar uygulamistir. PVD sigratma yontemini kullanmig ve
caligma sonucunda SBF ¢ozeltisi iginde 30 giin siire ile korozyon davranislarini incelemis
ve TaN filmlerin Mg alasimlarini SBF i¢inde uzun siire korozyondan korudugunu
vurgulamistir (Jin vd., 2018). 2019 yilina kadar literatiirde magnezyum alasimlarinin
korozyon ve antibakteriyel Ozelliklerinin gelistirilmesinde Ta igerikli kaplama
uygulamalarina rastlanmamustir. Bu tarih itibariyla Mg ve alasimlart da yogun bir sekilde
gelistirme calismalarma dahil edilmis ve tantal igerikli kaplama calismalar1 6zellikle
kompozit kaplama alaninda yogunlagsmaya baglamigtir. Bakhsheshi-Rad vd. (2019),
yaptiklar1 ¢alismada biyocdziinlir magnezyum alasimi uygulamalarinda ¢oziinme hizinin
kontroliiniin saglanmasi i¢in kaplamalar uygulamistir. MgO, Ag ve Ta20s kaplamalar

gergeklestirdikleri Mg alasim implant malzemelerinin  antibakteriyel 6zelliklerini
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incelemistir. Glimiis ve tantaloksitin magnezyum ve alasimlarindaki bakteri olusumunu
minimize ettigi ve alasimin korozyon Ozelliklerini gelistirdigini tespit etmislerdir
(Bakhsheshi-Rad vd., 2019). Biyomalzeme uygulamalarina yonelik olmasa da, AZ31B
magnezyum alasimi {izerine uygulanan Al, Ta ve Ti soguk sprey kaplama tabakalarinin
incelendigi Daroonparvar vd. (2020)’nin g¢aligmalarinda, tuz ¢ozeltisi i¢inde yaptiklari
korozyon test sonuglarina gére kompozit kaplamalarin ve 6zellikle tantalin olumlu etkilerini
vurgulamiglardir. Hatta tantal icerikli kompozit kaplamalarda magnezyumlarda sik
karsilagilan iki korozyon tiiriinden biri olan galvanik korozyonun etkisinin tamamen
engellendigi ve herhangi bir galvanik etkinin gozlemlenmedigi tespit edilmistir
(Daroonparvar vd., 2020). Cheon vd. (2021), ¢calismalarinda WE43 Mg alasimlari iizerine
Ta ve polieterimid kaplamalar gergeklestirmistir. Ta igerikli kaplamalarin in-vitro ve
tavsanlarda gergeklestirilen in-vivo ¢alismalarinda uzun siireli kullanima ve ortopedik
implant olarak kullanima uygun olabilecegi konusunda 6nemli bulgular elde etmislerdir
(Cheon vd., 2021a). Chen vd. (2021), titanyum alagimi iizerine sol-jel yontemi kullanarak
magnezyum igeren tantaloksit kaplamalar gergeklestirmistir. Calismada amag titanyumun
iyon salmimini azaltmak, korozyon dayanimini arttirmak ve ALP aktivasyonu ile
osseointegrasyonu incelemektir. Calisma sonucunda kaplanmamis titanyum alasimina gore
daha iistiin 6zellikte malzeme elde edildigi vurgulanmistir (Chen vd., 2021). Biyog¢oziiniir
bir stent uygulamasinda kullanilamak iizere gelistirilen bir magnezyum alasim c¢alismasi
Cheon vd. (2022) tarafindan gergeklestirilmistir. Yapilan calismada polimer ve tantal igerikli
kaplamalar fonksiyonel ve birgok o0zelligi tasiyan kompozit kaplama eldesi igin
kullanilmigtir. Calismada ilag salimim hiicre kiiltiir, hidrofiliklik gibi farkli 6zellikler
incelenmis ve tantal kullanilan kaplanmis numunelerde klinik bulgularin gelistigini ve
magnezyum stentlerin daha efektif kullanilabilecegini vurgulamistir (Cheon vd., 2021b).
Zhang vd. (2022), magnezyum alagimlari {izerine tantaloksit ve MAO kompozit kaplamalar
gergeklestirmis ve korozyon ozelliklerini incelemistir. Calisma sonucunda korozyon

davraniglarinin 6nemli 6l¢iide gelistirildigini vurgulamislardir (Zhang vd., 2022).

Chen vd. (2008) AZ91 Mg alasimu lizerine MAO kaplama yaparak korozyon performansini
incelemis ve kaplama yapilmayan alasima kiyasla korozyon direncinin arttigini
gozlemlemistir (Chen vd., 2008). Fakat sadece magnezyum oksit yilizeye sahip bir
magnezyum alagimi viicuda implante edildiginde yeterince uzun siire mekanik biitiinliigiinii
koruyamaz. Ayrica biyoaktifligi de yeterince iyi degildir. Bu nedenle Mg alagimlarinin HA

kaplamalari tizerine de ¢ok fazla ¢aligmalar yapilmaktadir. Hiromoto ve Yamamoto, (2009)
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saf Mg ve Mg alagimlart (AZ31, AZ61 ve AZ91) lizerine yiiksek Ca igerikli sulu ¢ozelti
kullanarak 8, 16 ve 24 saatlik islem siireleriyle, yiizeyde yiiksek derecede kristallenmis HA
kaplama elde etmislerdir. Bu numunelere korozyon testi yapilmis ve bu numunelerin
yaninda bir de parlatilmis numune korozyon deneyine tabi tutularak kontrol grubu
olusturulmustur. Sonug olarak islem gérmemis numuneden, islem siiresi en fazla olan
numuneye dogru korozyon direncinin arttig1 agikga goriilmistiir (Hiromoto ve Yamamoto,
2009). Wen vd. (2009) AZ31 Mg alasimu lizerinde katodik elektrokaplama yontemi ile HA
kaplama tabakas1 elde etmis ve kaplamanin SBF ortamindaki korozyonu azalttigin1 ortaya
koymuslardir (Wen vd., 2009). Xu vd. (2009) Mg-Mn-Zn alagimu iizerine bir dizi kimyasal
islem uygulayarak ardindan fosfat banyosuna daldirarak, yiizeyde kalsiyum fosfat (Ca-P)
kaplama elde etmislerdir. Ardindan islem gérmemis ve islem gérmiis numuneleri 1, 3 ve 5
giinliik siirelerle hiicre kiiltlirlinde inkiibe ederek yilizeye tutunan hiicre miktarini
incelemislerdir ve Ca-P kaplamanin hiicre tutunmasini arttirdigi gézlenmistir. Ayrica bu
numuneler tavsanlara yerlestirilerek hiicre biiylimeleri in-vivo olarak incelenmis ve
sonuglari in-vitro ¢alismalar1 ile desteklemistir (Xu vd., 2009). Tomozawa vd. (2010)
kimyasal ¢coktiirme metodu ile MAO-Mg lizerine Ca-P kaplama yapmis ve Ca-P kaplamanin
miitkemmel biyoaktivite ve iyi korozyon direnci gosterdigi gozlenmistir (Tomozawa vd.,
2010). Tan vd. (2010) kimyasal ¢oktiirme yontemini kullanarak AZ31 Mg alasimi {izerinde
Ca-P kaplama elde etmis ve yapilan kaplama sonucu korozyon direncinin, biyouyumlulugun
ve hiicre biiylimesinin arttigini kaydetmistir (Tan vd., 2010). Hiromoto ve Tomozawa (2011)
sulu ¢cozelti kullanarak AZ31 Mg alasim1 ylizeyinde HA kaplama elde etmis ve kontrol grubu
olan Mg alagimina gore korozyon direncinin son derece arttigin1 gézlemlemistir (Hiromoto
ve Tomozawa, 2011). Yanovska vd. (2012) diisiik manyetik alan ve diisiik sicaklikta
biyomimetik yontemle Mg yiizeyler iizerinde HA kaplama elde ederek, HA ’nin korozyon
direncini disiirdiigiinii ifade etmislerdir (Yanovska vd., 2012). Gao vd. (2015) biyomimetik
yontem kullanarak AZ91 Mg alasimi iizerinde grafen oksit kullanarak HA ¢ekirdekleyici
bolgeler olusturarak yiizeyde hizli ve etkili bir sekilde HA/GO kaplama tabakasi1 elde
etmislerdir. Bu kaplama sayesinde SBF icerisindeki korozyon direncinin etkili bir sekilde
arttig1 kaydedilmistir (Gao vd., 2015). Abdal-Hay vd. (2013) AZ31 Mg alasimin sprey
kaplama yontemi kullanarak HA katkili poli laktik asit (PLA) kaplamistir. Bu kaplamanin
biyoaktiviteyi ve korozyon dayanimini gelistirdigi gozlenmistir (Abdal-Hay vd., 2013).

Wang vd. (2013) AZ91 Mg alagimi iizerine iki asamada MgO/ZrO ¢ift katmanli elektrolit
kaplama yapmistir. Sonug¢ olarak, tek katmanli MgO kaplamaya gore, cift katmanlh
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MgO/ZrO; kaplamanin korozyon dayaniminin arttigin1 gézlemlemistir (Wang vd., 2013).
Rojaee vd. (2013) AZ91 alagimi iizerine sol-jel ve daldirmali kaplama yontemleri
kullanilarak nano-hidroksiapatit (n-HA) kaplama uygulanmistir. Hazirlanan numunelerin
ylizeyinde apatit benzeri ¢okeltiler elde edebilmek i¢in SBF ortaminda bekletilmislerdir.
Korozyon davranisini incelemek igin elektrokimyasal polarizasyon testleri yapilmis ve
kaplama yapilmayan numuneye gore korozyon direncinin daha yiiksek oldugu gézlenmistir
(Rojaee vd., 2013). Rojaee vd. (2014) AZ91 alasiminin yiizeyine elektroforetik kaplama ve
sol- jel ile daldirmali kaplama yontemlerini kullanarak n-HA kaplama yapmus ve iki farkli
yontem ile yapilan kaplamalarin korozyon direnglerini kiyaslamistir. Elektrokimyasal
korozyon testlerini 37 °C’de, SBF ortaminda gergeklestirmis ve her iki yontemin de
korozyon direnci sagladigini ancak elektroforetik kaplamanin sol-jel yontemine kiyasla daha
homojen ve kristalin yapida kaplama tabakasi olusturdugunu ve korozyon direncini az da
olsa arttirdigini ortaya koymustur (Rojaee vd., 2014). Gopi vd. (2014) AZ91 Mg alasiminin
biyolojik performansin1 ve korozyon dayanimini iyilestirmek amaciyla elektrokaplama
yontemi ile stronsiyum katkili poroz hidroksiapatit (Sr-HA)/¢inko oksit (ZnO) kaplama
yapmustir. Kaplamanin korozyona etkisi SBF ortaminda yapilan elektrokimyasal
yontemlerle belirlenmistir ve 6nemli 6l¢lide korozyon dayanimini arttirdigi goriilmiistiir
(Gopi vd., 2014). Roncevic vd. (2014) AZ91 alagimmin yiizeyi HA ile elektrokaplama
yontemi kullanilarak ve kimyasal kaplama (alternatif daldirma metodu) ile modifiye
edilmistir. Elektrokaplama ile kaplanan yiizeyler sicak alkali ¢ozelti ile muamele edilerek
elde edilen HA yapisinin kemige benzer yapiya doniismesi saglanmustir. Farkli islem
sicakliklarina bagli olarak kaplamanin koruyuculugu HBSS c¢ozeltisinde, polarizasyon
Ol¢iimleri 1le degerlendirilmis ve sonuglar HA kaplamanin yerel korozyonu net bir sekilde
diistirdiigii gortilmiistiir. Ayrica artan kaplama siiresi ile kaplama tabakasinin kalinliginin da
arttig1 gozlenmistir (Roncevic vd., 2014). Hiromoto vd. (2015) AZ31 Mg alagimu {izerine
kimyasal ¢oktiirme metodu kullanarak oktakalsiyum fosfat (OCP) ve HA kaplama yapmastir.
Kaplamalarin biyouyumlulugu ve korozyon direncini arttirdigs; in-vitro ve in-vivo korozyon
degerlendirmesine gore in-vitro deneylerde neredeyse homojen bir korozyon davranisi
goriiliirken in-vivo deneylerde ise yerel korozyonun hakim oldugu gozlemistir (Hiromoto
vd., 2015). Ren vd. (2015) mikrodalga enerji yardimiyla AZ31 Mg alasimi iizerine Ca
miktar1 az olan HA (CDHA) kaplama uygulamistir. Bu kaplamanin homojen bir sekilde elde
edildigini ve korozyon direncini arttirdigin1 kaydetmistir (Ren vd., 2015). Surmeneva ve
Surmenev (2015) radyo frekans teknigi ile AZ31 alagimi yiizeyinde nano yapili HA kaplama

tabakas1 elde etmistir ve kaplanmamis AZ31 ile kiyaslandiginda korozyon direncinin agikc¢a
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arttig1 gortiilmistiir (Surmeneva ve Surmenev, 2015). Niu vd. (2016) sol-jel teknigi ile AZ31
Mg alagimi tizerine Ca-P kaplama yapmis ve farkli kalsinasyon sicakliklarinin (300, 400 ve
500 °C) kaplamaya etkisini incelemistir. SBF ortaminda yapilan korozyon deneylerine gore
kaplanmamis AZ31 ile kiyaslandiginda korozyon direncinin arttigi ve artan kalsinasyon
sicakligina bagl korozyon direncinin azaldigi kaydedilmistir (Niu vd., 2016). Wang vd.
(2016) korozyon direncini ve biyoaktiviteyi arttirmak igin elektrolitik ve tavlama
yontemleriyle AZ91 Mg alasimi iizerine fosfat/zirkonya (CaP/ZrOz) kaplamistir. Burada
ZrO; ara tabakasi kalsiyum fosfatin ylizeye baglanmasinm1 kuvvetlendirici ve korozyonu
azaltic1 etki saglarken CaP ise biyoaktiviteyi arttiric etki saglamistir (Wang vd., 2016). Tang
ve Gao (2016) mikro-ark oksidasyonu (MAO) yontemi ile AZ31 Mg alasimi lizerine HA
iceren kaplama yapmistir ve kaplama yapilan numunelerde korozyon direncinin gelistigi
gozlenmistir (Tang ve Gao, 2016). Mukhametkaliyev vd. (2017) radyo frekans (RF)
manyeton piiskiirtme yontemi ile AZ91 iizerine nano boyutlu HA kaplama yaparak bu
kaplamanin elektrokimyasal olarak korozyon ve in-vitro olarak biyoaktivitesini
incelemislerdir. Yapilan testler sonucunda HA kaplamanin biiyliik dlclide korozyon
dayanimin1 ve biyoaktiviteyi arttirdigi goriilmistir (Mukhametkaliyev vd., 2017).
Kiahosseini vd. (2017) AZ91 alagiminin yiizeyine ZrN orta katmani kaplandiktan sonra bu
tabaka {lizerine iyon demeti piiskiirtme metodu ile 300 °C’de 180, 240, 300, 360 ve 420
dakika siirelerle HA kaplama yapmustir. Yiizey profilometresi ile kaplama kalinliklart
Ol¢iilmiis ve 180-420 dakikalik siirelerde 2-4,7um’lik kaplamalar elde edilmistir. Kaplama
stiresi arttikga yiizeydeki ¢atlak genisliklerinin arttig1 goriilmiis, bunun nedeninin kaplama
kalinlhig1 arttikca adhezyonun azalmasi ile agiklanmistir. Polarizasyon ol¢timleri ile yapilan
korozyon deneylerine gore 360 dakikaya kadar olan kaplamalarda korozyon akim
yogunlugunun 5,5 pA/cm?’den 0,33 pA/cm?’ye kadar diistiigii ancak bu siireden sonra, artan
kaplama siiresi arttikga akim yogunlugu da 8,2 pA/cm?’ye ¢ikmistir. Yine bunun nedeni
artan kaplama kalinligi ile gatlak oraninin artmasi ile agiklanmistir (Kiahosseini vd., 2017).
Harun vd. (2018) 6zellikle biyomedikal uygulama icin HA bazli kaplamalarin metalik
biyomalzemelerde yapigma 6zelliklerini kapsamli bir sekilde incelemistir. Bu incelemeler
sonucunda, HA kompozit kaplamalarin, saf HA kaplamalara kiyasla mekanik ve
biyokimyasal oOzellikleri gelistirmek i¢in onemli bir potansiyele sahip oldugunu tespit
etmislerdir (Harun vd., 2018). Ding vd. (2018) Mg alasiml1 altlik malzemesinin iizerine HA
iceren kaplamayir micro ark oksidasyonu (MAO) teknigini kullanilarak yapmislardir.
Elektrolit ¢ozeltisine ilave edilen HA partikiillerinin, kaplamalarin yiizey morfolojisi,

kalmhg ve sertligi iizerindeki etkileri incelenmistir. Ozellikle HA igeren ve icermeyen
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kaplamalarin korozyon direnci {izerinde durmuslardir. HA kapli yiizeyin daha iyi bir ylizey
morfolojisine sahip oldugu gozlemlenmistir. Ayrica HA iceren seramik kaplamalar,
magnezyum alasimlarinin biyouyumlulugunu ve korozyon direncini ayni anda gelistirmek
icin etkili bir yol olabilecegini yazmislardir. HA igeren kaplamanin ortalama mikro
sertliginin yaklasik 215,8 HV, HA katki maddesi igcermeyen kaplamanin ortalama mikro
sertliginin yaklasik 194,7 HV oldugu saptanmistir (Ding vd., 2018). Igbal vd. (2020), ¢inko
katkili hidroksiapatit kaplamalari magnezyum alasimlar1 {izerine daldirmali kaplama
yontemi ile uygulamis, korozyon, in-vitro ve antibakteriyel performanslarini incelemislerdir.
Uyguladiklar1 kompozit kaplamalar ile sadece korozyon dayanimini gelistirmekle kalmamis
ayni zamanda antimikrobiyal performansta da artis gézlemlenmistir (Igbal vd., 2020).
Askarnia vd. (2021), AZ91D alasimi iizerine HA, Chitosan ve grafenoksit ile kompozit
kaplamalar gerceklestirmistir. Elektroforatik biriktirme yontemi kullanarak yaptiklari
kaplamalarin ana malzemenin antibakteriyel ve biyoaktiflk &zelliklerine, korozyon
davranislarina etkisini incelemistir. Calisma sonucunda kompozit kaplamalarda grafen
oksitin antibakteriyel oOzelligi arttirici ve hidroksiapatitin de biyoaktifligi arttiric1 rol
oynayabilecegi dolayisiyla kompozit kaplama uygulamalarinin daha etkili sonug eldesinde
rolii oldugunu vurgulamistir (Askarnia vd., 2021). Chunyan vd. (2021), magnezyum ve
alasimlarinina polikaprolakton ve hidroksiapatit kompozit kaplamalar ile antibakteriyel
ozelliklerini arastirmistir. Kaplama yontemi olarak hidrotermal ve daldirma methodunu
kullanmigtir. Caligma sonucunda iyi hiicre uyumu gosterildigini fakat antibakteriyel
ozelliklerin gelistirilmesi gerektigini vurgulamistir (Chunyan vd., 2022). Yapilan literatiir
taramalar1 sonucunda magnezyum alasimlarinin baslangicta korozyon, biyoaktiflik ve viicut
icindeki mekanik ozelliklerini gelistirmeye yonelik ¢alismalar uygulanmis olsa da ilerleyen
zamanlarda teknolojinin de gelismesiyle daha iistiin 6zellikte kaplama uygulamalarina
baglanmistir. Kompozit ve takviyeli kaplamalar gergeklestirilmis ve korozyon ve in-vitro
ozelliklerinin yani sira antibakteriyel ozelliklerinin de gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu
yaklagimin sadece hidroksiapatit kaplama ile saglanmasmmin miimkiin olmadig,
hidroksiapatitin biyouyum ve biyoaktifligi arttirdig: fakat antibakteriyel 6zellik konusunda
cok da etkili olmadig tespit edilmistir (Askarnia vd., 2021; Chunyan vd., 2022; Igbal vd.,
2020; Kiahosseini vd., 2017; Niu vd., 2016; Tong vd., 2022).
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1. Materyal

4.1.1. Althk

Altlik malzemeler Zhejiang Bainianyin Industry and Trade firmasindan temin edilen <150
pm toz boyutlarindaki AZ91 magnezyum alagim tozlar1 (Agirlikca % bilesim, Al:8,77;
Zn:0,74; Ni<0,01; Cu<0,01 ve kalan Mg) kullanilarak toz metaliirji yontemi ile tiretilen pres
numunelerdir. Numuneler alasim tozlarin tek eksenli preste 350 MPa basing uygulanarak 1
saat boyunca 400°C sicaklikta bekletilerek sikistirilmis ve %99,7 teorik yogunlukta elde

edilmistir.

4.1.2. HA ve Taz0s cozeltilerinin elde edilmesi ve karakterizasyonu

AZ91 altik malzemelerin yiizeyinde olusturulacak olan HA ve Ta;Os kaplamalar igin
¢ozeltiler ayr1 ayri hazirlamis olup, kullanilan kimyasallar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Kimyasal malzemelerin her biri analiz safliginda olup Merck Millipore’dan temin edilmistir.

Cizelge 4.1. Ta20s ve HA ¢ozeltileri i¢in gerekli kimyasallar

Ta,0s ¢ozeltisi i¢in HA ¢ozeltisi igin

Etil Alkol

Tantal (V) Etoksit Etil Alkol

Etilen Glikol Fosfor Pentoksit

Asetik Asit Kalsiyum Nitrat Tetrahidrat
Saf Su

Numunelerin kaplama islemi sol-jel yontemi kullanilarak yapilmistir. Sekil 4.1°de Ta20s ve
HA ¢ozeltisinin hazirlanmasi sematik olarak gosterilmistir. ilk adimda Tantal (V) etoksit ve
etanol bir beher icerisine bire bir oranda katilarak 150 rpm ile oda sicaklifinda yarim saat
karistirilir. Ikinci adimda ise 1/125 oraninda Etilen glikol ile saf su karisimi elde edilerek bu
karistmdan 10 ml alinarak ficlincii adimda bire bir oranda ethanol ile Kkaristirilarak
siispansiyon elde edilir. Son olarak dordiincii adimda birinci adimda elde edilen tantal
¢ozeltisi lizerine tiglincii adimdaki ¢ozeltiden bir miktar damla damla ilave edilerek yine 150
rpm ve oda sicakliginda karigsmaya birakilir. Son olarak 0,7 ml asetik asit ilavesi yapilir. 5
saat karistirma isleminden sonra ¢dzelti hazir hale gelir. HA ¢6zeltisi hazirlanirken her iki

kimyasal 6nciil ayr1 beherlerde etanol igerisinde ¢ozdiiriiliir ve kalsiyum igerikli ¢ozelti diger
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cozeltiye damlatilarak ilave edilir ve 400 rpm ve oda sicakliginda 5 saat karistirmaya
birakilir. Boylece Sekil 4.1°deki agik sar1 berrak Ta2Os ve renksiz seffaf HA ¢ozeltileri elde

edilir.

“Tantal (V) Etoksit

Kalsiyum Nitrat

(Ta(OC,Hs)s) Tetra Hidrat
+ (Ca(NO;),.4H,0)
Etil alkol +
30dakika ( Etilen Glikol | Edl /‘Alkol Fosf
karistirilir + 30 dakika o O: ir't
Karistirilir entoksi
Saf Su (P,04)
. + ] +
o EULALDL Etil Alkol
p I
0,7 ml 15 dakika 20 dakika
Asetik karistirihir karlth|r|I|r
Asit S
\ ) - Damla
1 ) 5ml damla
~a | & ilave edilir
re
5saat
karigtirilir 28adl
karistirihr

Nihai Ta,0s Nihai HA
Soliisyonu Soliisyonu

Sekil 4.1. Ta20s ve HA ¢ozelti hazirlama akis diyagrami

Sekil 4.2. Elde edilen a) berrak agik sar1 Ta2Os ¢ozeltisi ve b) renksiz seffaf HA ¢ozeltisi

Bu ¢ozeltilerde Ta,Os ve HA yapilarinin elde edilip edilemedigi kaplama parametreleri ile
ayn1 kosullarda iiretilip kurutulan ve kalsine edilen ¢ozeltiden elde edilen tozun XRD deseni
alinarak bakilmistir. Bu amagla sol-jel yoluyla elde edilen ¢ozeltilerin kurutma ve
kalsinasyon sonucu toz haline getirilerek XRD 6l¢timleri alinmigtir. X-1511 analizleri Gazi
Universitesi Metalurji ve Malzeme Miihendisligi Boliimiine ait XRD Laboratuvarinda
Bruker D8 Advance marka XRD cihaz ile saniyede 0,03° derece tarama hizinda CuKa
(A=1.5418 A) 1511, 40 mA akim ve 40 V voltaj kullanilarak, 20-80° araliginda dl¢iimler

almarak gerceklestirilmistir.
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4.1.3. Sol-jel yontemi ile althklarin kaplanmasi

Kaplamalar Sekil 4.3 teki sematik gosterime gore altlik yiizeylere sol-jel daldirmali kaplama
yontemi ile uygulanmistir. Tabakal1 kaplamalar i¢in althik AZ91 Mg numuneler ultrasonik
banyoda temizlik asamasindan sonra tantal oksit ¢ozeltisine 3 defa 100 mm/dk sabit hizda
daldirilip ayni hizda geri ¢ikarilarak kaplanmaigstir. Yapilan kaplamalarin {izerine ise yine ayni
parametreler ile HA ¢ozeltisine 3 defa daldirilarak kaplama islemi uygulanmistir. Her bir
daldirma sonras1 60°C’de, 1°C/dk. 1sitma hizi1 ile numuneler etiivde 1 saat kurutulmustur. En
son daldirma adimindan sonra kurutulan numuneler sinter firininda 5°C/dk. 1sitma hiziyla 1

saat kalsine edilmis ve firinda sogutmaya birakilmistir.

Hibrit kaplamalar icin ise ayr1 beherlerde hacimce %5-10-25 oranlarinda Ta20s iceren HA
hibrit kaplama ¢ozeltileri elde edilmistir (Sekil 4.4). Bu seride yine 6nce AZ91 Mg altlik
iizerine 3 daldirma ile tantal ¢ozeltisinde kaplama yapilmis ve bu kaplama {izerine yine 3
daldirma ile hibrit ¢ozeltileri kullanilarak kaplama yapilmistir. Yine yukarida bahsi gecen
tabakali kaplamada oldugu gibi her bir daldirma adiminda ayni1 kosullarda kurutma ve son

olarak kalsinasyon islemi yapilmistir.

Tabakali Kaplama Yapisi Z Hitabakas]
/ Ta,0; tabakasi

o, A791 Mgalthik

HA / Ta,O; tabakasi
T, AZ91 Mg althk

Sekil 4.3. Tabakal1 ve Hibrit kaplama yapilarinin sematik gosterimi

Sekil 4.4. Hibrit kaplama i¢in hacimce a) %5, b) %10 ve c¢) %25 oranlarinda Ta,0s
karistirilan HA ¢ozeltileri
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XRD, FTIR, ¢izik, korozyon ve bakteri analizleri i¢in iiretilip kaplanan numuneler Sekil
4.5’te verilmistir. Analizlerin ve kaplama uygulamasinin kolaylig1 a¢isindan XRD, Cizik ve
Korozyon i¢in 60%10%2 mm ebatlarinda numuneler tiretilip kaplanmistir. Bakteri ve hiicre
kiiltiirii ¢aligmalart igin 8 mm c¢apmnda 1 mm kalinliinda pul numuneler {iretilip
kaplanmistir. Sekil 4.5’te bu numunelerin ultrasonik temizlik ve kaplama-kurutma sonrasi

hali gosterilmektedir. Sekil 4.6’daki goriintiiler ise kaplanmis ve kalsine edilmis numunelere

aifttir.

Sekil 4.5. Uretilen numunelerin a) ultrasonik temizlik ve b) kaplama-kurutma sonrasi
fotograflari

Sekil 4.6. XRD, Korozyon ve bakteri/hiicre kiiltiirii ¢aligsmalari igin kaplanip kalsine edilen
farkli sekillere sahip nihai numuneler
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In vivo deneyler i¢cin TS EN ISO 10993-6 (1ISO 10993-6:2016) standardina ve deney
hayvanlariin biiytikliigiine uygun olacak sekilde 1,5 mm c¢apinda ve 6 mm uzunlugunda
silindirik numuneler {iretilmistir. Uretilen numuneler hayli kii¢iik oldugundan kaplama,
kurutma ve kalsinasyon igin ayri ayri standlar tasarlanarak hazirlanmis ve Sekil 4.7°de

goriildiigii izere numuneler bu stantlara yerlestirilerek kaplama, kurutma ve kalsinasyon

islemleri yapilmistir.

A A

| SR S - — - e —

_.()4 _,a_% = _/z

Sekil 4.7. In vivo deneyler icin iiretilen silindirik numunelerin a) kaplama igin tablaya
tutturulmasi, b) kaplamaya hazir hali, ¢) kaplama an1 ve kaplandiktan sonra
kurutma igin standa yerlestirilmis hali

4.2. Kaplamalarin Karakterizasyonu

4.2.1. SEM/EDS analizi

Kaplanan numunelerin ylizey morfolojileri (X250), kesit goriintiileri (X500) ve korozyon
sonras! yiizey goriintiileri (X1000) Gazi Universitesi Metalurji ve Malzeme Miihendisligi
Boliimiinde bulunan Jeol 6064 LV marka modelli taramali elektron mikroskobu (SEM)
cihaz1 ile alinmistir. Bu cihaza ait enerji dagilimi spektrometresi (EDS) finitesi ile
numunelerin yiizeyindeki kaplamalarin kimyasal degisimlerini gorebilmek i¢in kesitten ve

korozyon sonrasi yilizeylerden bolgesel EDS analizleri yapilmistir.
4.2.2. XRD analizi

Ta,Os/HA tabakali ve hibrit kaplanmig AZ91 Mg alasim numunelerin X-1s1n1 analizleri Gazi
Universitesi Metalurji ve Malzeme Miihendisligi Boliimiine ait XRD Laboratuvarinda

Bruker D8 Advance marka XRD cihazi ile saniyede 0,03° derece tarama hizinda CuKa
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(A=1.5418 A) 15101, 40 mA akim ve 40 V voltaj kullanilarak, 20-80° aralifinda 6lciimler

alinarak gergeklestirilmistir.

4.2 3. FTIR analizi

Fourier doniisiimlii kizil &tesi spektrometresi (FTIR), ODTU Merkezi Laboratuvarda
bulunan Bruker IFS 66/S, FRA 106/S, HYPERION 1000, RAMANSCOPE II cihaz ile
gerceklestirilmistir. HA, TazOs, tabakali ve farkli oranlardaki hibrit kaplanmis AZ91 Mg
altlik numunelere ait farkli fonksiyonel gruplari belirlemek amacityla 400-4000 cm™ dalga

boyu araliginda dl¢timler kaydedilmistir.

4.2.4. Cizik testleri

Cizik testleri ODTU Merkezi Laboratuvarda bulunan Scratch test cihazi ile yapilmistir.
Elmas Rockwell ug ile Lineer Scratch yontemine gdre uygulanan testler 0,1-5 Newton

araliginda artan yiik ile 4 mm/dk. ilerleme hiz1 kullanilarak gergeklestirilmistir.

4.2.5. Korozyon testleri

Korozyon deneyleri kapsaminda numuneler 3 farkli fizyolojik ¢Ozelti ortaminda test
edilmistir. Bunlar, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) hiicre kiiltiirii temel besin
ortami, DMEM + %10 Fétal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum, FBS) karisimi ve Hank'in
Dengeli Tuz Cozeltisi (Hank’s Balanced Salt Solution, HBSS) ortamlaridir. Her bir ortamda,
her bir 6rnek i¢in 3’er tekrar yapilmistir. Bu testler Gamry Interface 1010 cihazi ve Echem
Analyst yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Deneyler ii¢ elektrotlu (¢calisma, yardime1

ve referans elektrotlar) korozyon hiicresi kullanilarak 37 °C’de gergeklestirilmistir.

Tafel egrileri ile korozyon potansiyeli (Ekor), korozyon akim degerleri (Ikor) Ve korozyon
hizlar1 korozyon cihazina ait yazilim ile hesaplanmistir. Degerler, egrilere ait anodik ve
katodik kollarda belirlenen noktalardan c¢izilen tegetlerin kesistirilmesi ile elde edilmistir.
Her bir numune igin 3 tekrar ve hesaplama yapilarak ortalamalar grafiklere ve Cizelgelere

aktarilmistir.
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4.2.6. Mikrobiyoloji analizi

Kaplanmig ve kaplanmamis numunelerin antibakteriyel aktivitelerinin tespit edilmesinde
Escherichia coli ATCC 25922 (Gram negatif) ve Staphylococcus aureus ATCC 25923
(Gram pozitif) suslar1 kullanilmistir. Suslar Brain Heart Broth besiyerinde 37°C sicaklikta
0,5 McFarland bulanikligina esit olacak sekilde (2-6 saat) inkiibe edilmistir. 100’er pl
bakteri slispansiyonu Mueller Hinton Agar besiyerine ekilmistir. Her iki sus i¢inde pozitif
kontrol olarak amfisilin antibiyotik diski kullanilmistir. Deney numuneleri, analiz 6ncesinde
etliv sterilizatorde 175°C’ta 1 saat siireyle steril edilmistir. Deney diizeneginin hazir hale
getirilmesinin akabinde, numuneler petri yiizeyine yerlestirilmistir ve petriler 37°C’de 16-
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrast numunelerin ¢evresinde olusan

inhibisyon zonlar1 6lgiilerek degerlendirilmistir.

4.2.7. In vitro biyouyumluluk analizleri

Numunelerin biyouyumluluklarinin belirlenebilmesi igin hiicresel analizlerden Once
numunelerin, farkli fizyolojik tampon ¢ozeltiler igerisindeki biyobozunurluk davranislari,
vasat ortamina iyon salim ve s1zabilir madde analizleri ile bu analizler siiresince ortamin pH

degerindeki degisimlerinin takibi gergeklestirilmistir.

Biyobozunurluk analizi AZ91 alagimi ve kaplanmis 6rnekler i¢in 3 farkli ortam kullanilarak
yapilmistir. Kullanilan ortamlar fizyolojik ortami taklit eden ve in vitro hiicre kiiltiirii ile

uyumlu olan ¢ozeltilerdir. Bunlar:

- Tuzlu fosfat tamponu (PBS), fizyolojik pH 7,4’¢ ayarl.
- Hank’in dengeli tuz ¢ozeltisi (HBSS), fizyolojik pH 7,4’e ayarl.
- Yapay viicut sivisi (SBF), fizyolojik pH 7,4’e ayarl.

Bu ¢ozeltilerden ilk ikisi 6zellikle in vitro hiicre ve doku kiiltiirleri ile biyobozunurluk
analizlerinde kullanilmaktadir. SBF ¢ozeltisi ise kalic1 implantlarin biyobozunurluk analizi
icin kullanilmaktadir. Numuneler ¢ozelti ortamina alindiktan sonraki davranislart giinliik
olarak takip edilmistir. Orneklerin ¢ozelti igerisinde morfolojik ve gravimetrik

degerlendirmeleri kayit altina alinmis ve pH takibi yapilmistir. Zamana gore biyobozunurluk
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dereceleri, skorlama g¢izelgesi olusturularak verilmistir. Kiitle artist olan numunelerdeki

coken yapinin ayrica FTIR spektrumlart alinarak kimyasal bilesimleri incelenmistir.

Hiicresel etkilesime dayali yiiriitilen c¢alismalarda ortam pH’indaki degisimi
belirleyebilmek i¢in numunelerin temel besi yeri icerisindeki davraniglar1 takip edilmistir.
Bu amagcla numuneler, 48 kuyucuklu petri kap igerisine koyularak {izerine hiicre kiiltliriinde
vasat ortami olarak kullanilan pH 7,4’e ayarli DMEM-LG (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium-Low Glucose) ¢ozeltisinden 500 pl eklenmis ve 37°C’ta 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda vasatin pH’1 pH metre (Hanna HI 2211-02, ABD) ile 8lciilmiistiir.
Sonuglari ise gizelge haline getirilerek degerlendirilmistir. Akabinde Kirli vasat ependorf tiip
icerisine almarak etiketlenmis, icerisindeki Na*, K*, Ca'?, Mg, AlI*®, PO,3, Zn*2
iyonlarinin (Na, K, Ca, Mg, Al, P, Zn) elementel analizi i¢in +4°C’de saklanmistir. Numune
iizerine 500 pl taze vasat eklenerek inkiibasyona devam edilmistir. Bu isleme giinliik olarak
28 giin siireyle devam edilmistir ve ortama sizan element konsantrasyonlar1 hiicre canlilik
analizleri ve proliferasyon dongiisii de dikkate alinarak 1, 7, 14, 21 ve 28. giinler i¢in
Indiiklenmis Eslesmis Plazma-Optik Emisyon Spektroskopi (ICP-OES) cihaz1 ile
gerceklestirilmistir. Vasat ortaminin analizi de kor olarak gergeklestirilmis olup, elde edilen
sonuglar kore gore degerlendirilmistir. Elde edilen veriler element bazinda degerlendirilerek,
ornekler arasinda karsilastirmali olarak grafige gecirilmistir. Analizler Kastamonu
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvart Uygulama ve Arastirma Merkezinde
yaptirilmistir. ICP-OES analizi i¢in numuneler, iginde partikiil kalmayacak sekilde
mikrofiltrelerden siiziilmiis ve analiz i¢in 250 kat seyreltme uygulanmistir. Seyreltmenin
yetersiz geldigi numunelerde cihazin okuma kapasitesine gore 416,6 kat seyreltme
uygulanmigtir. Kalibrasyon standartlarinin hazirlanmasinda, analize uygun standart ¢ozelti
secilerek ICP-OES i¢in temin edilen multielement standart stok ¢ozeltisi (Merck, Germany)
kullanilmistir. Hazirlanan 6rnekler ve kalibrasyon ¢ozeltileri SpectroBlue marka ICP-OES

cihazinda analiz edilmistir.

ICP-OES cihazinda metallerin konsantrasyonlari olgiiliirken cihaz kendiliginden ii¢ dlgiim
yapmaktadir (n=3). Daha sonra bu ii¢ 6l¢limiin ortalamasi alinarak standart sapma cihaz
yazilimi ile hesaplanmaktadir. Ortalama sonuglar daha sonra seyreltme faktorleri ile
carpilarak nihai konsantrasyon degerleri tespit edilmis ve standart sapmasi hesaplanarak

grafige gecirilmistir. [CP-OES cihazinin ¢alisma sartlar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. ICP-OES cihazinin ¢aligma kosullari

Cihaz SPECTRO BLUE |
Dalga boyu Nm

Tekrar 3

Sprey chamber Cyclonic
Nebulizator akist (L / dak) 0.8

Plazma Torc Quartz

Sogutucu Akisi (L / dak) 13
Yardimci1 Gaz Akist (L / dak) 0.8
Ornek Pompa Hizi (rpm) 30
Plazma Giicii (W) 1200

4.2.8. Hiicre Kiiltiirii cahismalar

Numunelerin sterilizasyonu ve hiicre kiiltiirinde kullanilan vasatlarin hazirlanmasi

Numuneler cam petri kaplarina yerlestirilerek petri kapaklar1 kapatilmistir. Hava akimim
asgari seviyede tutmak i¢in petri kaplar1 aliiminyum folyo ile iki kat kaplanmis ve tizerlerine
sterilizasyonun takibi i¢in kimyasal gosterge bandi yapistirilmigtir. Numune hazirlama
islemi bittikten sonra 1 saat siireyle 175 °C’ye ayarli kuru sicaklik etiiviinde (Memmert,

Almanya) sterilizasyonu gergeklestirilmistir.

Mezankimal kok hiicreleri (MKH) minimum besin igerigine sahip vasat ortaminda kiiltiire
edilmistir. Bu amagla temel besin sivisi olarak a-MEM (Minimum Essential Medium,
Sigma, ABD) kullanilmis ve igerisine %10 FBS (fotal sigir serumu, Sigma, ABD), %1
antibiyotik-antimikotik ¢ozelti (penisilin/steroptemisin, Sigma, ABD) eklenerek kok

hiicreler i¢gin tam vasat ortami olarak kullanilmistir.

Osteoblast (OB) hiicreleri numuneler ile etkilestirildiginde ostejenik vasat igerisinde kiiltiire
edilmistir. Osteojenik tam vasat, temel besin sivisi olarak DMEM-LG (Sigma, ABD)
icerisine %10 FBS (Sigma, ABD), %! penisilin-streptomisin (Euroclone, Italya), %1
askorbik asit (Sigma, ABD), %1 non-esansiyel aminoasit (Sigma, ABD), %1 beta-
gliserofosfat (Sigma, ABD), %1 dexametazon (Sigma, ABD), %1 L-glutamin (Euroclone,

Italya) ilave edilerek hazirlanmstir.

Tim hiicre calismalar1 i¢in temel besin sivi igerisinde ek katkilarla hazirlanan tam vasat

cozeltileri, vasat degisim giinlerinde taze olarak hazirlanarak kullanilmistir.
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Etik beyan

Sican kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri (MKH) ve osteoblast hiicreleri etik kurul izniyle
(2018/09 sayili Kastamonu Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (KU-
HADYEK)), Tarim ve Orman Bakanligi’ndan onayli ve ruhsathi birim olan Kastamonu
Universitesi, Miithendislik ve Mimarlik Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Unitesine getirilmis
olan Wistar 1rki si¢anlarin femur kemik iliginden ve kalvaria kemiginden izole edilmistir.
Elde edilen kemik iliginden MKH’1n ayristirilmas1 ve kiiltiire edilmesi islemlerine KU-
MERLAB biinyesinde bulunan Doku Miihendisligi, Biyomalzeme ve Kok Hiicre
Laboratuvarinda, kalvaria kemiginden eksplant kiiltiir ile osteoblast izolasyonuna Doku

Kiiltlir laboratuvarinda devam edilmistir.

Hiicrelerin izolasyonu ve cogaltilmasi

Biyouyumluluk ve sitotoksisite analizlerinde kullanilacak hiicreler, primer kaynaktan
izolasyon ile istenilen sayiya ¢ogaltilarak analizlere hazir hale getirilmistir. Tez kapsaminda
dretilen numunelerin in vitro memeli hiicre kiiltiirlerinde Mg alagimlarinda ve implant
caligmalarinda siklikla kullanilan skOBH (si¢an kalvaria osteoblast hiicreler) ve kiMKH
(kemik 1iligi mezankimal kok hiicreler) ile etkilestirilerek in vitro biyouyumluluklarinin
belirlenmesini amaglanmistir. Numunlerin in vitro korozyon ve biyouyumluluk analizleri
icin kemik 1ligi MKH sigan femur kemik iliginden aseptik kosullarda izole edilmistir.
Kastamonu Universitesi Kok Hiicre Laboratuvarinda steril kosullarda izole edilen hiicreler,
%10 FBS, %1 antibiyotik-antimikotik ¢ozelti (penisilin/steroptemisin 100x) igeren alfa-
MEM vasati igerisinde T-75 doku kiiltiir kaplarinda kiiltiire alinmistir. Hiicreler, ¢ogalarak
bolluga eristiginde tripsin-EDTA kullanilarak alt kiiltiire alinarak ¢ogaltilmistir. Hiicreler
Leica DMIL LED faz kontrast mikroskobu ile takip edilmistir.

Kontrol grubu olarak ticari osteojenik hiicre hatt1 yerine, implantin etkisini daha saglikli
sekilde belirleyebilmek igin EN ISO 10993-5 numarali standartta da tavsiye edildigi tizere
primer kaynaktan somatik osteoblast hiicreleri kullanilmistir. Bu amacla, MKH izolasyonu
sirasinda dogrudan primer kaynaktan (Wistar Albino Sicani) izole edilen ve farkli pasajlarda
dondurularak stoklanan sigan kalvaria osteoblast (SkOB) hiicrleri kontrol deneylerinde

kullanilmistir.
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Numunelere hiicre ekimi ve kiltiir islemi

Hiicreler ile etkilestirilen numunelere fenotipik karakterizasyon i¢in immiinhistokimya
analizinde anti-kollajen-tip-1 ve anti-osteokalsin antikor boyamalari, histokimya analizinde
hiicrelerin yapis1 hematoksilen-eosin (H&E) boyamasi, kalsiyum birikimi alizarin-red (AR)
ve von kossa (vK) boyamalari, hiicrelerin mineralizasyon aktivitesi alkalenfosfataz aktivitesi
Ol¢timii (ALP kit analizi); hiicre canlilig1 ve proliferasyonu mitokondriyal dehidrogenaz
aktivitesinin tespitine dayali MTT kit analizi ile (li¢ tekrar numune iizerinden) haftalik
periyotlarda, SEM analizi ise 28. Giin Ornekleri i¢in (tek tekrar numune {izerinden)
gergeklestirilmistir. Toplamda her bir implant malzeme i¢in MKH ve skOB Kkiiltiirlerinde
ayr1 ayri 45er adet, toplam 90 adet numune kullanilmistir. Kiiltiir ve analizler i¢in numune
toplama islemleri kok hiicre kiiltiirii ve ostejenik kiiltiir i¢in asagida agiklandigi sekilde aynm
prosediir iizerinden, her hiicre tipi i¢in kendi vasat bilesimleri kullanilarak ayr1 ayr

gerceklestirilmistir.

Steril numuneler, 48-kuyucuklu steril petri kaplar1 igerisine yerlestirilmistir. Her numune
iizerine 500 pl tam vasat eklenmis ve numuneler 30 dakika 1slanmasi i¢in bekletilmistir. Bu
asamada T-75 kaplarinda cogaltilan hiicreler tripsin-EDTA kullanimi1 ile zeminden
kaldirilmis ve temel besin sivisi ile yikanarak enzim ortamdan uzaklagtirilmistir.
Santrifiijleme ile yikama islemi sonucunda elde edilen hiicre pelleti tam vasat igerisinde re-
siispanse edilerek hiicre ekimine hazir hale getirilmistir. On 1slatma islemine tabi tutulan
numunelerin iizerinden vasatin tamami inkiibasyon siiresinin sonunda uzaklastirilarak her
kuyucuga 5x10° hiicre/numune olacak sekilde hiicre ekimi yapilmis ve viicut ortamini
uyarlayan 37°C’ta ayarli %5 CO2 %95 hava %90 nem iceren karbondioksit inkiibatdriine
kaldirilarak hiicrelerin numune yiizeyine adapte olmasi (yapismasi ve/veya tutunmasi) i¢in
30 dakika beklenmistir. Siire sonunda her kuyucuktaki vasat miktari, tam vasat kullanilarak
500 pl ye tamamlanarak tekrardan karbondioksit inkiibatoriine yerlestirilmistir. Ortam

pH’smin bazik yonde degismesi nedeniyle vasat ortami giinliik olarak degistirilmistir.

Analiz numunelerinin hazirlanmasi

Analizler i¢in haftalik zaman noktalarinda (7, 14, 21 ve 28. giin) numuneler, yapilacak

analize uygun yontemler kullanilarak hazirlanmistir.
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Histokimya ve immiinhistokimya analizleri i¢in ayrilan Orneklerin vasati tamamen
uzaklagtirildiktan sonra %10 formalin ¢ozeltisi ile 30 dk siireyle hiicreler fikse edilmistir.
Siire sonunda pipetaj yapilarak numune yiizeyindeki hiicre kiimeleri ependorf tiipiine
toplanarak 500 ul PBS ¢o6zeltisi ile 10 dakika stireyle 3 defa yikama islemi yapilmistir. Her
yikama adiminda 10 dakika 1500 rpm’de santrifiij islemi uygulanarak hiicre pelleti
formalinden uzaklastirilmistir. Yikama adiminin akabinde dondurarak kesit alma yontemi
icin hiicre pelleti iizerine 3 ml %15°lik siikroz ¢6zeltisi ilave edilerek +4°C’de 30 dakika
bekletilmistir. Siire sonunda siikroz ¢ozeltisi santrifiijleme ile uzaklastirilmistir. Olusan
hiicre pelleti, dondurma kaliplar1 kullanilarak dondurma medyumu (Tissue freezing
medium, Sigma, Germany) igerisine gomiilerek -20°C’de histolojik bloklar olusturulmustur.
Orneklerden dondurarak kesit alma cihaz1 Kriyomikrotom (Leica CM 1860 UV, Wetzlar,
Almanya) kullanilarak 8 um kalinliginda kesitler cam slaytlar {izerine alinarak boyamaya

hazir hale getirilmistir.

SEM analizi i¢in Ornekler %2,5 gluteraldehit ¢ozeltisi ile fikse edilmistir. Sonrasinda,
numuneler PBS ile yikanarak %70, %80 ve absoliit etanol ¢ozeltileri ile dehidratasyonu
yapilmistir. Numuneler, iizerindeki etanoliin uzaklasmasi ic¢in ¢eker ocak igerisinde
bekletilmistir. Hazirlanan malzeme-hiicre 6rnekleri Kastamonu Universitesi Merkezi
arastirma Laboratuvarinda bulunan FEI Quanta FEG 250 marka SEM cihaz1 ile

gorintiilenerek analizlenmistir.

Numunelerin = sitotoksisite testleri hiicre canliligina dayali in vitro testler ile
gerceklestirilmistir. Sitotoksisite analizlerinde hiicre canliligi, mitokondriyal dehidrojenaz
aktivitesini 6lgmeye dayali MTT [3-(4,5-dimetildiyazol-2-il)- 2,5 difenil tetrazolyum
bromiir] (Sigma, ABD) reaktifi ile standart protokol uygulanarak analizlenmistir. Bu
yontemde MTT reaktifi formazana indirgenerek kristalize halde ¢oker. Olusan formazan
kristallerinin miktar1 ve biiylikliigii canlt hiicre sayisi ile orantilidir. Formazan kristallerinin

¢Oziinmesi ile olusan renk siddeti spektrofotometrik olarak dl¢iilmiistiir.

Bu test icin numunelerin icerisinde bulundugu 48-kuyucuklu petri kabi kullanilmistir.
Oncelikle numunelerin iizerindeki kirli vasatin tamami kuyucuklardan uzaklastirilmis ve her
bir kuyucuga 270 pl %1 pen/strep igeren temel besin sivist (MKH i¢in a-MEM, OB igin
DMEM-LG) ve %10 konsantrasyonu saglayacak sekilde 30 pl MTT reaktifi (Serva, ABD)

eklenmistir. Kuyucuklardan birine 6rnek konulmayarak igerisindeki vasat kontrol olarak



47

kullanilmigtir. Reaksiyonun tamamlanmasi i¢in ornekler 4 saat siireyle karbondioksit
inkiibatoriinde bekletilimistir. inkiibasyonun sonunda formazan kristallerinin olusumu ters
faz-kontrast mikroskobunda (Leica DMIL LED, Almanya) incelenmistir. Sonrasinda ise
koyu mavi formazan kristalleri MTT ¢oziiciisii ile ¢oziilerek, her bir 6rnekten 200 pl alinarak
96 kuyucuklu steril petri igerisine konulmus ve optik yogunluklari 570 nm’de
spektrofotometrik olarak mikroplaka okuyucuda (BioTek, Synergy HTX, ABD)
Olclilmiistiir. Kiiltiirlere uygulanan MTT testleri ii¢ defa tekrarlanmis olup, li¢ farkli 6lgiimiin
ortalama degeri alinarak giinlere gore grafige gecirilmis ve MKH ile OB kiiltiirii 6rnekleri

karsilastirmali olarak incelenmistir.

Alkalen fosfataz aktivitesinin tayini

Hiicre kiiltiirlerindeki mineral matriks sentezi yapabilen hiicrelerin osteojenik fenotipinin
varlig1 ve haftalik periyotlara gore degisimi biyokimyasal analizle, alkalen fosfataz enzim
aktivisitesinin spektrofotometrik olarak Olglilmesi ile tespit edilmistir (Eaton, 1977,
Williamson, 1972). Bu amagla QuantiChrom Alkalene Phosphatase Assay Kit (DALP-250;
Gentaur, Kampenhout, Belcika) kullanilmistir. Analiz i¢in hiicresel numuneler asagidaki

protokole gore hazirlanmigstir.

48-kuyucuklu petri igerisindeki numunelerin kirli vasati uzaklastirilarak 500 pl PBS
cozeltisi eklenmistir. Pipetaj islemi yapilarak numune yilizeyindeki hiicre kiimelerinin
ayrilmasi saglanmistir. Ayrica, numune yiizeyinde hiicre kiimelerinin kalma ihtimalinden
dolay1 bir bisturi yardimiyla numunenin yiizeyi hassas bir sekilde siyrilarak PBS icerisindeki
hiicre slispansiyonu ependorf tiiplere toplanmistir. 10 dakika 1500 rpm’de santrifiij islemi
yapilarak hiicre pelleti olusmast saglanmistir. Siipernatant atilarak pellet {izerine 250 pl
Triton-100 ¢ozeltisi eklenmis ve oda sicakliginda 20 dakika aksiyel karistirici {izerinde
muamele edilmistir. Siire sonunda hiicre slispansiyonu ependorf tiipe toplanarak analiz i¢in

tiim haftalik 6rnekler toplanana kadar -20°C’de saklanmustir.

Hiicre kiiltiir islemleri 28. giin sonunda tamamlanmistir. Haftalik periyotlarla hazirlanan
ornekler -20°C’den ¢ikartilarak oda sicakliginda ¢ozlinmesi saglanmistir. Calisma ¢ozeltisi
standart kit protokolii ile 5 pl asetat (nihai 5 mM), 2 pl pNPP s1vi substrat (10 mM), 200 ul
assay buffer ¢ozeltileri karistirilarak hazirlanmigtir. ALP analizi ig¢in 96-kuyucuklu petrinin

1 kuyucuguna 200 pl distile su konulmustur. Baska bir kuyucuga 200 ul kalibrator ¢ozelti
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eklenmistir. Diger bos kuyucuklara 6n islemden gegerek hazirlanan hiicre siispansiyonundan
50 pl eklenmis ve iizerine 150 pl ¢alisma ¢ozeltisi eklenerek pipetaj islemi yapilmistir.
Orneklerin optik yogunluklar1 0 aninda (T=0 dk) ve 4. dakikada (T=4 dk) 405 nm’de
spektrofotometrik olarak mikroplaka okuyucuda (BioTek, Synergy HTX, ABD)
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen absorbans degerleri Es. 4.1°de yerine konularak numunelerdeki
alkalen fosfataz aktiviteleri (IU/L=pmol/(L.dk)) hesaplanmis ve grafige gegirilmistir.

Veriler MKH ve OB hiicre kiiltiirii calismalari igin karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

(0D,—0Dg)xRV

ALP Aktivitesi = X
(ODyatibrator—O0Dsu)xSVxt

35,3 Esitlik (4.1)

Omegin 405 nm’deki, OD4, t=4 dakikadaki optik yogunlugu, ODo, t=0 dakikadaki optik

yogunlugu; RV, reaksiyon hacmi; SV, 6rnek hacmi.

Histokimya analizleri

Hematoksilen-Eosin analizi;

Dondurarak kesit alma yontemine gore hazirlanan numunelerde hiicreler hematoksilen-eosin

histolojik boyasi ile agsagida agiklanan standart boyama prosediirii kullanilarak boyanmaistir.

1. Slaytlar distile su ile yikanmis ve suyun fazlas1 uzaklastirilmistir.

2. Hematoksilen boyasindan 2-3 damla damlatilarak yayma islemi yapilmis ve 5 dakika
bekletilmistir.

3. Siire sonunda distile su ile fazla boya yikanarak uzaklastirilmistir.

4. Ardindan eosin boyasi 2-3 damla damlatilarak 4 dakika bekletilmistir.

5. Boyamanin tamamlanmasinin ardindan slaylar distile su ile yikanmis ve kurumaya

birakilmaistir.

Boyanan ornekler 151tk mikroskobunda (Leica DMIL700, Almanya) 40X biiylitmede
goriintiilenerek fotograflanmustir. Implant numunelerine ait tiim Srnekler karsilastirmali

olarak incelenmistir.
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Alizarin Red analizi;

1. Slaytlar ddH20 (bidistile) ile yikanmis, fazla su uzaklastirilmistir.

2. Alizarin red boyasindan 2-3 damla damlatilarak dokularin tamamen boyanabilmesi i¢in
yayma islemi yapilmis ve 10 dakika bekletilmistir.

3. Siire sonunda ddH>O yikama yapilarak boyanin fazlasi uzaklagtirllmig ve slaytlar

kurumaya birakilmaistir.

Boyanan ornekler 1sik mikroskobunda (Leica DMIL700, Almanya) 40X biiyiitmede
goriintiilenerek fotograflanmistir. Implant numunelerine ait tiim &rnekler karsilastirmali

olarak incelenmistir.

VVon Kossa boyamast,

Haftalik olarak alinan numunelerden dondurarak kesit alma yontemine goére 8 pm
kalinliginda ince kesit olarak hazirlanan preparatlar, asagidaki sunulan standart protokole

gore von Kossa boyamasi ile analizlenmistir.

1. Slaytlar tizerindeki dokular, distile su ile yikanmis, 1 dakika bekletilerek fazla su
uzaklastirilmistir.

2. Reaktif 1 (glimiis nitrat ¢ozeltisi) 1 damla eklenmis ve 20 dakika 50 W 1s1k altinda
bekletilmistir.

3. Siire sonunda distile su ile yikanmis ve slaytlar iizerindeki fazla su uzaklastirilmistir.

4. Reaktif 2 (sodyum tiyosiilfat) c¢ozeltisinden 1 damla eklenerek dokulara yayilmasi
saglanmis ve 3 dakika bekletilmistir.

5. Distile su ile yikama islemi yapilmig ve kurumaya birakilmistir.

Boyanan ornekler 151tk mikroskobunda (Leica DMIL700, Almanya) 40X biiylitmede
goriintiilenerek fotograflanmustir. Implant numunelerine ait tiim Srnekler karsilastirmali

olarak incelenmistir.

Immiinhistokimya analizi

Immiinhistokimya analizi, kemigin yapisindaki ana kollajen bileseni olan kollajen-tip-1 ve

kemik olusumu i¢in ge¢ donem markorii ve kemik doku matriksinde en ¢ok bulunan non-
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kollajen protein olan osteokalsin i¢in standart avidin-biotin kompleks HRP kit sistemi
(DAB500 Merck Millipore, ABD) ile gergeklestirilmistir. immiinhistokimya boyamalari
icin monoklonal anti-kollojen-tip-1 ve monoklonal anti-osteokalsin primer antikorlar1 1:250
seyreltme oraninda kullanilmistir. Boyama islemleri i¢in asagida agiklanan standart HRP

protokolii uygulanmistir (Kog vd., 2008).

1. Orneklere ait ince kesitler, 15 dk hidrojen peroksit blok ¢ozeltisi ile muamele edilmistir.

2. TBS (Tris tampon ¢06zeltisi) ile yikanmis ve slayt {izerindeki fazla olan yikama ¢ozeltisi
uzaklastirilmistir.

3. %1’lik FBS igeren PBS ile 1/250 oraninda seyreltilmis primer antikorlar (ayr1 ayr1 anti-
kollojen-tip-1 ve antiosteokalsin) slaytlar lizerine 1-2 damla olacak sekilde eklenmis ve
ornekler ile etkilesimi i¢in oda sicakliginda 1 saat bekletilmistir.

4. TBS ile yikanmis ve slayt tizerindeki fazla olan yikama ¢6zeltisi uzaklastirilmistir.

5. 2-3 damla biotinlenmis sekonder antikoru eklenerek 6rneklere yayilmasi saglanmig ve 10
dakika bekletilmistir.

6. TBS ile yikanmis ve slayt iizerindeki fazla olan yikama ¢ozeltisi uzaklastirilmistir.

7. Streptavidin-Peroksidaz (HRP) ¢ozeltisinden 2-3 damla eklenmis ve 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir.

8. TBS ile yikanmig ve slayt iizerindeki fazla olan yikama ¢ozeltisi uzaklastirilmistir.

©

AEC kromojen-AEC substrat karisimindan 2-3 damla eklenerek boyamanin
tamamlanmasi i¢in 5-10 dakika inkiibe edilmistir.

10. Boyanin fazlas1 ddH20 ile yikanarak uzaklastirilmistir.

Boyanan 6rnekler, kurutulduktan sonra 1sik mikroskobunda (Leica DMIL700, Almanya)
40X biiyiitmede goriintiilenerek fotograflanmistir. Implant numunelerine ait tiim 6rnekler

karsilagtirmali olarak incelenmistir.

4.2.9. In vivo deneyler

Etik beyan

In vivo deneyler, 10.02.2018 tarihli ve 269 protokol ve onay numarasi ile KOBAY Deney
Hayvanlar1 Laboratuart Sanayi ve Ticaret A. . tarafindan etik kurul izniyle

gerceklestirilmistir.
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Deney hayvanlari

Deneylerde SAYLab Firmas1 Hayvan Laboratuvarindan temin edilen 2-2.5g agirliginda
erkek New Zealand tavsanlar kullanilmistir. Hayvanlar 12 saat gece-giindiiz periyodunda
21-24°C sicakliktaki hayvan barinma yerlerinde muhafaza edilmistir. Hayvanlarin deney
ortamina uyum saglayabilmesi i¢in deneye baslamadan Once laboratuvar sartlarinda en az
iki giin bekletilmistir. Bu bekleme siiresince hayvanlar standart yem ve su beslenmislerdir.
Deneylere baslamadan 24 saat 6nce hayvanlarin beslenmesi kesilmis ancak igtikleri su

serbest birakilmistir (ad libitum).

Implantasyon icin numunelerin hazirlanmasi

In vivo analizler femur kemigi lizerinde in situ olarak gerceklestirilmistir. Bu amagla
Titanyuim Grade 5 ve AZ91 Mg alasim numuneler silindirik olacak sekilde TS EN ISO
10993-6 standad1 ve deneklerin biiyiikligii dikkate alinarak 1,5 mm ¢ap ve 6 mm uzunlukta
islenmistir. Mg alasimlar1 %10’luk HNO3 ve Grade 5 numuneleri ise H.SO4-HCI ¢6zeltileri
ile yiizeyleri kimyasal olarak temizlenmistir. Daha sonra aseton ve ethanol ile ultrasonik
banyoda temizleme islemleri tamamlanmistir. AZ91 Mg alasimlar1 daha 6nceki kaplama
prosediirii tekrar edilerek kaplama islemleri gerceklestirilmistir. Uretimi ve kaplamasi
tamamlanan tiim numuneler cam petri kaplarina yerlestirilerek petri kapaklar1 kapatilmigtir.
Hava akimini asgari seviyede tutmak icin petri kaplari aliiminyum folyo ile iki kat kaplanmis
ve lizerlerine sterilizasyonun takibi i¢in kimyasal indikator bandi yapistirilmistir. Numune
hazirlama islemi bittikten sonra 1 saat siireyle 175 °C’ye ayarli kuru sicaklik etiiviinde

(Memmert, Almanya) sterilizasyonu gerceklestirilmistir.

Cerrahi islem

Implantasyon uygulamalar1 i¢in asagida belirtilen gruplar olusturulmustur:

Grup la (Kontrol grubu): Implant uygulanmayacak, 6. hafta sakrifikasyon
Grup Ib (Kontrol grubu): Implant uygulanmayacak, 12. hafta sakrifikasyon
Grup lla (Referans grubu): Ti6Al4V, 6. hafta sakrifikasyon

Grup b (Referans grubu): Ti6Al4V, 12. hafta sakrifikasyon

Grup llla: AZ91 Magnezyum alagimi, 6. hafta sakrifikasyon
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Grup Illb: AZ91 Magnezyum alasimi, 12. hafta sakrifikasyon

Grup IVa: %25 Hibrit kaplanmig AZ91 Magnezyum alasimi, 6. hafta sakrifikasyon

Grup IVb: %25 Hibrit kaplanmis AZ91 Magnezyum alagimi, 12. hafta sakrifikasyon

Grup Va: TaxOs/Hidroksiapatit Tabakali kaplanmis AZ91 Magnezyum alasimi, 6. hafta
sakrifikasyon

Grup Vb: TaOs/Hidroksiapatit Tabakali kaplanmig AZ91 Magnezyum alasimi, 12. hafta

sakrifikasyon

Tavsanlar intramuskiilert olarak uygulanan ketamin + ksilazin ile anestezisi altina alinmstir.
Ekstremiteler tiras edildikten sonra steril hale getirilmistir. Lateral cilt insizyonu yapilarak
biseps femoris kasi ve gluteus superficialis kaslar1 arasindan sol femura ulagilmistir. Kemik
proksimalinde mikromatkap yardimiyla lateralde trokanter major iizerinden medialde
trokanter mindr medial korteksine dogru bir tiinel acilarak daha dnce 1,5 mm (kalinlik) x 6
mm (uzunluk) ebatlarinda hazirlanmis olan test materyali, olusturulan bu tiinele
yerlestirilmistir. Kas planlar1 emilebilir siitiir, cilt emilemez siitiir ile kapatilarak islem
sonlandirilmistir. Kontrol grubundaki deneklerde agilan tiinele herhangi bir implant
yerlestirilmeksizin deney sonlandirilmistir. Sekil 4.8’de Yeni Zelanda tavsaninin implant

yapilan bolgesi, Sekil 4.9°da ise cerrahi islem basamaklarina ait goriintiiler verilmistir.

Sekil 4.8. Erkek Yeni Zelanda tavsanda implantasyonun yapildigi bolge



Sekil 4.9. Cerrahi islem basamaklari, a) traglama, b) ameliyata hazirlama, c) ilk kesinin
olusturulmasi, d) kan alma, e) implant yerlestirilecek olan femur kemigine
ulagilmasi, f) femur kemik, g) mikromatkap ile defektin olusturulmast, h)
implantlarin yerlestirilm esi ve 1) dikis ile kapatilmasi

Cerrahi islem sonrasinda sekonder enfeksiyon gelisimini dnlemek amaciyla her denege
subkiitan enjeksiyonla gentamisin (genis spektrumlu antibiyotik) uygulamasi yapilmistir.
Deneklerin cerrahi prosediir sonrasi kafes igerisinde serbestge yiiriimelerine izin verilmis ve
denekler 12 hafta siiresince takip edilerek 6. ve 12. hafta sonunda, radyolojik ve histolojik

analizler i¢in yiisek doz anestezik ile sakrifiye edilmistir.

Serum parametreleri

Mg icerikli implantlarin kanda Mg degerlerine etkisi ve bdbrek toksikasyonu yapip
yapmadigimi belirlemek amaciyla deneklerden cerrahi islem ve sakrifikasyon Oncesinde
retro-orbital ponksiyon yoluyla 0,5-1 c¢c kan almmistir. Serum parametrelerini
degerlendirmek {izere santrifiij cihazinda (Jouan-MR 1822, France) 4°C’de, 3000 rpm’de,
15 dk santrifiij edilen kan drneklerinde Na, Ure, Ca, K, ClI diizeyleri Roche Cobas C501
otoanalizér diyagnostik kitleri ve iyon selektif elektrot metotlar1 kullanilarak tespit
edilmistir. Magnezyum diizeyleri Perkin Elmer Atomik Absorbsiyon Spektrometresi ile

Ol¢iilmiistiir.



54

Radvyograflarin elde edilmesi, dansitometre

Postoperatif 6. ve 12. hafta sonunda sakrifikasyon oncesi anestezi altindaki deneklerin alt
ekstremitelerinin X-Ray filmi gekilerek implantlarin radyolojik incelemeleri yapilmstir.
Goériintiilerin elde edilmesi Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene
Radyolojisi Anabilim Dalinda gerceklestirilmistir. Analiz i¢in goriintiilerin elde edilmesinde
VistaScan Occlusal fosfor plaklar (Diirr Dental AG, Bissingen, Germany) kullanilmistir.
Olgiimler Imagel2x 2.1.7.2.2, (Rawak Software, Inc. Almanya) programi ile
gergeklestirilmistir. Fosfor plak iizerine 12 basamaktan olusan Aliiminyum Step-Wedge
(%99,5 aliiminyumdan yapilmis, ilk basamagi 1 mm olan ve her basamakta kalinligi 1 mm
artan), ornekler yerlestirilmistir. Fokal spot-film mesafesi 40 cm olacak sekilde 70 kVp, 8
mA, FS 0,1x0,1mm, total filtrasyon 2,5 mm Al, 1ginlama siiresi 0,25 sn olmak tizere Trophy

CCX Digital (Trophy Radiologie S.A., Vincennes, France) cihaziyla 1sinlamalar yapilmistir.

Isik mikroskobu goriintiileme

Histokimya incelemeleri igin sakrifiye islemi sonrasinda ¢ikarilan femur kemikleri %10
formalin ¢ozeltisinde fikse edildikten sonra Sekil 4.10°da gosterildigi gibi implantlarin
tizerinden postoperatif siiregte olusan doku drnekleri toplanmistir. Kemiklerden alinan doku
ornekleri 6nce PBS ile yikanmis, sonra siikroz (%15°lik) ¢ozeltisine alinarak en az yarim
saat +4 °C’ta bekletilmistir. Ardindan siikrozdan pens ile aliman Grnekler dondurma
medyumu iceren kaliplara yerlestirilerek 30 dk kadar bekletilmistir. Ardindan {izerine tekrar
dondurma medyumu ilave edilmis ve -20 °C’ta donmasi saglanmistir. Dondurulan bu
ornekler Leica CM 1860 UV cihazinda 5-8 pm kalinliginda kesitler halinde lam tiizerine
yerlestirilmis ve boyamaya hazir hale getirilmistir. Hazirlanan numunelerde hiicreler
hematoksilen-eosin, inorganik matriks Alizarin Kirmizisi ve von Kossa, organik matriks
Safranin-O ve Alcian Mavisi histolojik boyalart ile in vitro analizlerde agiklandigi gibi
standart boyama prosediirii kullanilarak boyanmaistir. Boyanan 6rnekler 151k mikroskobunda

40X biiylitmede incelenmistir.
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Sekil 4.10. a) Femur kemigin ilk ¢ikarildigi hali, b) Implant ierinde olusan doku &rneklerinin
toplanmasi ve c¢) Implant yiizeyinde olusan dokunun kaldirilmig hali

In vitro ¢alismalarda yer almayan Safranin-O ve Alcian Mavisi histolojik boyalar1 asagida

aciklanan standart boyama prosediirii kullanilarak boyanmustir.
Safranin-O analizi;

Demir hematoksilen (Weigert’s) ¢cozeltisi:

Cozelti A: 1 gr hematoksilen 100 ml %95°1ik etil alkolde hazirlanir.

Cozelti B: 4 ml %29’luk ferik klorit (FeCls), 95 ml saf su ve 1 ml derisik HCI karistirilarak

hazirlanir.
Esit hacimlerde A ve B ¢ozeltileri alinip karistirilarak Weigert’s ¢ozeltisi hazirlanir.

. Slaytlar ddH20 (bidistile) ile yikanmus, fazla su uzaklastirilmustir.

. Weigert’s demir hematoksilen ¢alisma ¢ozeltisi ile 7 dk boyanmastir.
. Akan musluk suyu altinda 10 dk yikama yapilmuistir.

. Fast Green ¢ozeltisi ile 3 dk boyanmustir.

. Hizlica %1’lik asetik asit ¢ozeltisi ile 10-15 sn yikama yapilmstir.

. %0,1 Safranin-O ¢ozeltisi ile 5 dk boyanmustir.

N OO O AW N

. %95 etil alkol, absolut etil alkol ve ksilen ile 2’ser dk suyu uzaklastirilarak temizlenmistir.

Alcian mavisi analizi;

1. Slaytlar ddH20 (bidistile) ile yikanmuis, fazla su uzaklastirilmistir.

2. pH 1°deki %1°lik Alcian Blue ¢6zeltisi ile 30 sn %70 giicle mikrodalgada boyanmusir.
3.0,1 N HCl ile 5 sn yikanmistir.

4. %95 etil alkol ile yikanarak dehidrate edilmistir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI

5.1. Kaplama Caozeltilerinin Karakterizasyonu

HA ¢ozeltisinin 400 °C’de kalsine edilmesi sonucu elde edilen toza ait XRD deseni Sekil
5.1°de verilmistir. Buradaki piklerin HA’ya ait ICDD kart numaras1 9-432 olup elde edilen

toz numunelerin pikleri ile ortlistiigii tespit edilmistir.

Tax0s ¢ozeltisinin kaplama kosullarinda, yani 400 °C’de kalsine edilmesi ile elde edilen toz
amorf bir yap1 sergilemektedir (Sekil 5.2). Bunun nedeni Ta2Os’in kristal yap1 sergiledigi
sicakliklarin  1200-1600 °C olmasidir. Dolayisiyla firetilen tozlarda, kristal yapiy1
gozlemleyebilmek ve Ta,Os eldesini dogrulayabilmek amaciyla 1200 °C ve 1600 °C
sicakliklarda da kalsinasyon yapilarak XRD analizleri yapilmistir. Sekil 5.3’te 1200 °C ve
1600 °C’de kalsine edilerek iiretilen Ta2Os tozlarinin XRD desenleri verilmistir. 1200 °C’de
kalsine edilen tozun 25-0922 ICDD kart numarali B- Ta2Os yapisina sahip oldugu ve 1600
°C’de kalsine edilen tozlari ise a-Ta20s yapisina sahip oldugu tespit edilmistir. Dolayist ile
elde edilen ¢ozeltiler Ta20s’in kristallesme sicakligina kalsine edildigi zaman kristal o ve B
Ta20s yapilart dogrulanmustir. Ta2Os farkli kalsinasyon sicaklik ve siirelerine bagl olarak
bazi faz doniisiimleri gergeklestirmektedir (Roth ve Waring, 1970). Kristalin yapidayken en
1yl doku uyumuna ve hiicre tutunmasina sahipken, amorf yapida ise en iyi antibakteriyel
ozelligi gosterdigi bilinmektedir (Chang vd., 2014b). Calisma i¢in istenen yapinin ise amorf
yap1 oldugu ve 400°C’de yapinin amorf oldugu Sekil 5.2°de goriilmektedir.

HA

|
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Sekil 5.1. 400°C’de kalsine edilerek tiretilen HA tozuna ait XRD deseni
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Sekil 5.2. 400 °C’de kalsine edilerek iiretilen amorf yapili Ta2Os tozuna ait XRD deseni
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Sekil 5.3. 1200 °C ve 1600 °C’de kalsine edilerek iiretilen f-Ta20s ve a-Ta20s tozlarina ait
XRD deseni

5.2. Kaplamalarin Karakterizasyonu
5.2.1. Yiizey ve kesit SEM/EDS analizi

HA, TaxO0s, TaxOs/HA tabakali ve %5-10-25 Hibrit kaplanmis numunelere ait ylizey
morfolojilerini gosteren SEM goriintiileri Sekil 5.4’te mevcuttur. Ayn1 numunelerin kesit
gorintiilerinden alinan kaplama kalinlik 6lgiimleri Sekil 5.5°te ve bu kesit goriintiilerindeki
kaplama ve altlik malzeme bolgelerinden alinan EDS analizleri ise Sekil 5.6’da verilmistir.
Ozellikle HA kapli numune Sekil 5.5.a’da gériildiigii {izere 4,3 pm ile en ince kaplama

tabakasina sahip numunedir. Cok ince tabaka olmasina ragmen yine de HA kaplamanin
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yilizeyde homojen dagildig: asikardir. Yine Sekil 5.4.b’de de Ta>0s kaplamanin homojen
dagildig1 net bir sekilde ifade edilebilir. Sekil 5.5.b’de bu kaplamanin kalinligi 15,5 pm
olarak Ol¢iilmiis ve diizgiin bir kaplama kalinlig1 dagilimi oldugu goriilmiistiir. Ayrica iist
iiste yapilan daldirmalar sonucu bazi bolgelerde belirgin olarak tabakalar belli olmaktadir.
Sekil 5.4.c’deki tabakali kaplamada da yine homojen bir dagilim gézlenmistir. Bu kaplamay1
diger kaplanmis numunelerden bariz bir sekilde one ¢ikaran ozelligi ise Sekil 5.5.c’de
goriildiigii tizere 54-60 pm olarak 6l¢iilen kaplama kalinligidir. Ayrica tabakali kaplama altta
3 katman Ta2Os ve onun iizerine 3 katman HA kaplama yapilarak kaplanmistir. Bu iki
kaplama malzemesine ait ayrim net bir sekilde renk farki ile goriintiilenebilmistir (Sar
kesikli cizgilerle gorintii lizerinde isaretlenmistir). Bu iki farkli renkteki katmanlarin
birbirlerine girisimleri saglanmistir. Ara yiizeyleri direkt bir ¢izgi gibi ayrik degil birbiri ile
i¢ ice geemis — biitiinlesmis — haldedir. Ayrica bu farkli renkteki tabakalardan ayr1 ayr1 EDS
alimmig ve alt tabakanin (agik renk) Ta»Os, iist tabakanin (koyu renk) ise HA’ya ait oldugu
dogrulanmistir (Sekil 5.7).

Sekil 5.4. a) HA kapli, b) Ta20s kapli, ¢) Tabakal1 kapl ve d) %S5, e) %10, f) %25 Hibrit
kaplamalara ait kaplama yiizey morfolojileri (X250)

Hibrit kaplamalar kendi aralarinda degerlendirilecek olursa %5 ve %10 Ta20s igerikli HA
cozeltisi ile yapilan hibrit kaplamalarin yer yer kalktigi goriilmekte olup bu durumun
%25’lik ¢ozelti ile yapilan kaplamada goriilmedigi ifade edilebilir. Ozellikle %25’lik
numunenin homojen kaplama katmanina sahip oldugu ve ylizeyden kalkmadigi sdylenebilir.

Kaplama kalinliklari ise birbirine yakin degerlerde olmustur. %5 ve 25’lik ortalama 15 pm
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iken %10’luk ise 9 um civarinda 6l¢iilmiistiir. En homojen dagilimli kaplamaya sahip olan
%25’lik hibrit kaplama tabakali kaplamaya gore daha piirlizsiiz ve homojen goriiniimlii

olmasinin yani sira adaciklar aras1 mesafesi ¢ok daha dardir.

X2,888 18mm

GAZI MET

Sekil 5.5. a) HA kapli(2000X), b) Ta>0s kapli (X500), ¢) Tabakali kapli ve d) %S5, e) %10,
f) %25 Hibrit (X500) kaplamalara ait kesit goriintiileri ve kaplama kalinliklar1
ol¢timii

Sekil 5.8’de verilen kesit goriintiilerindeki kaplama ve altlik malzemelere ait bolgelerden
alman alan EDS analizlerinde alinan sonuglar tamamen beklendigi gibi kaplama ¢ozelti
icerigi ile aym olmustur. Ozellikle 50-60 pum kalinliga sahip olan tabakali kaplama icin
bolgesel EDS haricinde bir de ¢izgisel EDS analizi alinmis ve Sekil 5.7°de verilmistir.
Burada renk farkinin oldugu bolgelerden ayr1 ayri alinan EDS 6l¢iimleri alt tabakanin Ta20s
ve st tabakanin ise HA oldugunu dogrulamis ve kaplama kesiti boyunca kirmizi ok ile

gosterilen Cizgi 3’e ait EDS verilerinde elementlerin degisimi de bu sonuclar1 desteklemistir.
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Sekil 5.6. a) HA kapli (2000X), b) Ta20s kapli (X500), c¢) Tabakal1 kapli (X500) ve d) %5,
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Sekil 5.7. Tabakali kaplamaya ait kesit goriintiisii ve ¢esitli EDS analizleri

5.2.2. Kaplamalarin FTIR spektrumlari

Kaplama sonrasi kurutulup Kkalsine edilen numunelerde olusan baglarin tespiti i¢in FTIR
analizi kullanilmis ve elde edilen FTIR spektrumlar1 Sekil 5.8°de grafik olarak verilmistir.
Elde edilen tiim yapilarda baglanmalarin, olusan C, O, H baglarinin tespiti i¢in bu analiz
gereklidir. Yapida olusan kovalent baglar biiyiik ¢ogunlukla M-O-M baglarindan olusur
(Aparicio vd., 2012; Klein vd., 2018). HA kapli AZ91 Mg alagiminin FTIR spektrumunda
3185 cm™ dalga sayisinda pik yapan 3000-3600 cm™ dalga sayisindaki pik O-H esnemesini
gostermektedir. Bu pik ve 440 cm™ dalga sayisinda gozlemlenen pik OH™ grubuna aittir.
2227 cm’* degerinde gdzlemlenen 2000-2350 cm™ araligindaki pik ise C-H baglarin igerir.
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1416 cm? (CO3)? grubuna ait asimetrik gerinme pikidir. Orta emilim piki olarak
adlandirilan ve karbonat gruplarina ait olan bu pikler daha yiiksek kalsinasyon
sicakliklarinda kaybolmaktadir. 1035 cm™ (PO4) 2 grubunun ana ve en belirgin pikidir ve P-
O baglarini igerir. 857 cm™ (CO3)? grubunun biikiilme pikidir. Karbonat gruplarina ait olan
ve 1416 cm™ ve 857 cm™ dalga sayilarinda gézlemlenen bu pikler daha yiiksek kalsinasyon
sicakliklarinda kaybolmaktadir. 571 cm™ dalga sayisindaki pik ise (PO4)>’{in asimetrik
biikiilme piki olup O-P-O baglarini igerir.

Tantal oksit kapli numunenin FTIR spektrumu sonucu incelendiginde Ta—O ve Ta-O-Ta
gerilme titresimi nedeniyle olusan piklerin tespit edildigi ve bu sayede olusmasi beklenen
kovalent baglarin olustugu gézlemlenmistir. Her ne kadar kalsinasyon islemi yapilmis olsa
da yapida bir miktar su bulunmaktadir. Bu durum yine FTIR analizlerinde gézlemlenen
hidroksil grubuna ait titresimler ve H,O veya O—H’in olusturdugu gerilme piklerinden
anlasiimaktadir. 500-1000 cm™®’de Ta—O ve Ta—O-Ta gerilme titresimi nedeniyle olusan
pikler goriilmektedir. 856 cm™ civarindaki pik ise C—C ve C—O biikiiliimiinden kaynaklidur.
1580 cm™"deki pik ise hidroksil grubuna aittir. 2658 cm™’de bulunan yayvan pik H,O veya
O-H’1n olusturdugu gerilme titresimine aittir. Ono ve Koyanagi (2000)yaptiklari caligmada,
Ta ve O arasindaki bag olusumlar1 ve bu olusumlarin etkisini incelemisler ve elde ettikleri
baglarin, bu tez ¢calismasinda iiretilen Ta20s baglar ile ¢ok benzer oldugu goriilmiistiir (Ono

ve Koyanagi, 2000).

Tabakali
%25 Hibrit — e — o~~~
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Sekil 5.8. HA, Ta20s, %5-10-25 Hibrit ve Tabakal1 kapli numunelerin FTIR spektrumlari
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Tabakali ve hibrit kaplamalarin FTIR analizleri sonucunda Ta—O ve Ta—-O-Ta gerilme
titresimi nedeniyle olusan pikler, hibrit ¢dzeltide bulunan Ta>Os orani arttik¢a artmistir. Bu
durum ise hibrit ¢ozeltide kullanilan baslatici miktarinin artmasi ile kovalent bag
olusumunun tesvik edildigini gostermektedir. Tabakali kaplamada 1000 cm™ dalga
sayisindaki pikin siddetinde azalma gozlemlenmistir. %10 Hibrit kaplama olan numunede
460 cm™°deki pik siddetinde ve 2300 cm™’de artis gézlemlenmistir. 500-1000 cm™’de Ta—
O ve Ta—O-Ta gerilme titresimi nedeniyle olusan piklerin, hibrit ¢ozeltide bulunan Ta20s
orani arttik¢a artt1g1 gozlemlenmistir. 3000-3600 cm™ dalga sayisindaki pik O-H esnemesini
gosterir ve OH™ grubuna aittir. Bu pikin tabakali kaplamada hibrit kaplamalara gore daha
siddetli oldugu sdylenebilir. 2227 cm™ degerinde gdzlemlenen 2000-2350 cm™ araligindaki
pik ise C-H baglarini igerir. 1416 cm™ (CO3) grubuna ait asimetrik gerinme pikidir. Orta
emilim piki olarak adlandirilan ve karbonat gruplarina ait olan bu pikler daha yiiksek
kalsinasyon sicakliklarinda kaybolmaktadir. 1035 cm™ (PO4)™ grubunun ana ve en belirgin
pikidir ve P-O baglarini igerir. 857 cm™ (COs)? grubunun biikiilme pikidir. Karbonat
gruplarina ait olan ve 1416 cm™ ve 857 cm™ dalga sayilarinda gézlemlenen bu pikler daha
yiiksek Kkalsinasyon sicakliklarinda kaybolmaktadir. 571 ¢m™ dalga sayisindaki pik ise
(PO4)®*iin asimetrik biikiilme piki olup O-P-O baglarini icerir. 1000 cm™*deki pik ise C—C
and C-O biikiiliimiinden kaynaklidir. 1580 cm™’deki pik ise hidroksil grubuna aittir. 2658

cm™*de bulunan yayvan pik H>0O veya O—H’1n olusturdugu gerilme titresimine aittir.
5.2.3. Lineer c¢izik test sonuglari

Cizik testleri kaplama ile altlik malzeme araylizey baglanmasin1 degerlendirmek amaciyla
yapilmistir, ancak sayisal olarak yapisma derecesini ifade etmek oldukga zordur. Ciinkii Lc,
kritik yiikii, althik malzeme, kaplama kalinlig1, arayiizeyde olusan baglar ve sertlik gibi pek
cok faktorden etkilenmektedir. Siirtiinme kuvveti egrisindeki ani yilik degisimleri Lc kritik
yiikiin belirlenmesi i¢in 6nemlidir. Ayrica ¢izik testi sonucu olusan iz de bu testin
yorumlanmas i¢in faydali bilgiler saglamaktadir. iz baslangicindan itibaren kaplamanin ilk
kalktig1 nokta ve kaplamanin tamamen deforme oldugu bolgeleri gormeyi kolaylastirdig:
gibi, ilerleyen mesafe ile izin genisliginin ne kadar arttifina bagli olarak deformasyon

miktari ile ilgili bilgiler de saglar (Ferraris vd., 2020; Lenis vd., 2020).

Cizik testi referans 6l¢iimlere dayanan karsilastirmali bir yontemdir ve bu nedenle kritik yiik

olarak kabul edilen kriterler kullanici tarafindan belirlenir. Bu tez ¢alismasinda ¢izik testi
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kaplamay1 degerlendirmek adina yapildigindan, kaplamadan altlik malzemeye gecisin
gerceklestigi anda uygulanan yiik, kritik yik olarak kabul edilmistir. Cizik testi
sonuglarindan elde edilen grafik ve ¢izik testi sonras1 4 mm uzunlunda olusan izden alinan

SEM goriintiileri grafik tizerinde birlestirilerek degerlendirilmistir.

Sekil 5.9°da HA kaplanan 0rnege ait ¢izik testi sonuglar1 verilmistir. HA kaplt numunede
kaplama kalinlig1 ortalama 4 mikron civaridir. 0,6 mm mesafeye kadar yiizeydeki kaplama
tabakas1 devam etmektedir ve bu noktada penetrasyon derinligi 5 mikrona ulasmis ve artik
altlik malzeme goriinmeye baslamistir. Dolayistyla kaplamanin ilk kalktig1 nokta Lc=0,8 N,
kritik ylik degerine tekabiil etmektedir. Bu mesafenin sonrasinda sem goriintiilerinde altlik
malzemede yarim ay seklinde chevron izlerine rastlanmis ve bu izler 1,725 mm mesafenin
sonrasinda tamamen kaybolarak yerini siddetli deformasyon sonucu plastik deformasyon
izlerine birakmistir. Maksimum kuvvet uygulandig1 andaki penetrasyon derinligi ise 56

mikron civarindadir.

Ta,0s kapli numuneye ait sonuglar Sekil 5.10°da verilmistir. Ta2Os kaplama kalinligi
ortalama 15 mikron civarindadir. 0,79 mm mesafeye kadar ylizeydeki kaplama tabakasi
devam etmektedir ve kaplama tabakasinda chevron izleri mevcuttur. Bu noktadan sonra
kaplama goriilmemektedir ve grafikten penetrasyon derinligi -23 pm olarak okunmaktadir.
Dolayisiyla kritik yiik olarak kabul edilen kaplamanin kalktig1 bu noktada Lc degeri 1,08 N
olarak okunmaktadir. Bu mesafenin sonrasinda SEM goriintiilerinde altlik malzemede ¢izik
yoniine paralel derin ¢izik izleri mevcuttur. Maksimum kuvvet uygulandigi andaki

penetrasyon derinligi ise 96 um civaridadir.

%35 Hibrit kapli numuneye ait sonuclar Sekil 5.11°de verilmistir. %5 Hibrit kaplama kalinligi
ortalama 15,5 um civarindadir. 0,85 mm mesafeye kadar yiizeydeki kaplama tabakas1 devam
etmektedir ve kaplama tabakasinda chevron izleri mevcuttur. Bu noktadan sonra kaplama
yer yer goriilse de penetrasyon derinligi bu noktadan sonra kaplama kalinligin1 asmustir.
Kaplama olarak goriilen tabaka kuvvetle muhtemel rockwell ucunun yiizeyden kaldirdigi
kaplama tabakasinin yine yiizeye yapismasina sebep olmasi ile alakalidir. Kaplamanin
kalktig1 ilk andaki noktada Lc degeri 1,16 N’dur. Bu andaki penetrasyon derinligi -17 um
olarak okunmaktadir. Cizigin sonlarinda gosterilen sem goriintiilerinde altlik malzemede
cizik yoOniine paralel derin ¢izik izleri mevcuttur. Maksimum kuvvet uygulandigi andaki

penetrasyon derinligi ise 60 um civarindadir.



65

%10 Hibrit kapli numuneye ait sonuglar Sekil 5.12°de verilmistir. %10 Hibrit kaplama
kalinlig1 ortalama 10 mikron civarindadir. 0,49 mm mesafeye kadar yiizeydeki kaplama
tabakas1 devam etmektedir ve kaplama tabakasinda belli belirsiz chevron izleri mevcuttur.
Bu noktadan sonra kaplama goriintiisii daha da azalmaktadir. Bu andaki penetrasyon
derinligi ise 12 um gibi bir degerde olup yine bu deger kaplama kalinligindan biraz fazla
oldugundan altlik malzemeye ulasildigini ¢ok net anlayabiliriz. Dolayisiyla buna karsilik
gelen Lc degeri grafikten 0,6 N civarindadir. Yakindan alinan SEM goriintiisii siddetli
deformasyon izlerini igermektedir. Maksimum kuvvet uygulandigi andaki penetrasyon

derinligi ise 62 mikron civarindadir.

®  Sirtiinme kuvveti (N) 4 Penetrasyon derinligi (um)
g ® Akustik emisyon (%) @ Uygulanan kuvvet (N)
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Sekil 5.9. HA kapli 6rnegin Lineer ¢izik test sonuglari ve ¢izik izi SEM (250X) goriintiisii
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Sekil 5.10. Taz20s kapli 6rnegin Lineer ¢izik test sonuglari ve ¢izik izi SEM (250X)
goruntiisu
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Sekil 5.11. %5 Hibrit kapli 6rnegin Lineer ¢izik test sonuglar1 ve ¢izik izi SEM (250X)
goruntusu
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®  Siirtinme kuvveti (N) 4 Penetrasyon derinligi (ium)
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Sekil 5.12. %10 Hibrit kapli 6rnegin Lineer ¢izik test sonuglar1 ve ¢izik izi SEM (250X)
goruntisu

Sekil 5.13, %25 Hibrit kapli numunenin sonuglarimi gostermektedir. %25 Hibrit kaph
numunede kaplama kalinligi ortalama 15 um civarindadir. 0,95 mm mesafeye kadar
yiizeydeki kaplama tabakas1 devam etmektedir ve kaplama tabakasinda yogun chevron izleri
mevcuttur. Bu noktadan sonra kaplama goriilmemektedir ve grafikten penetrasyon derinligi
-43 um olarak okunmaktadir. Dolayistyla kritik yiik olarak kabul edilen kaplamanin kalktig1
bu noktada Lc degeri yaklasik 1,3 N olarak okunmaktadir. Bu mesafenin sonrasinda sem
goriintiilerinde althk malzemede yogun deformasyon ve yirtilmalar oldugu goriilmiistiir.

Maksimum kuvvet uygulandigi andaki penetrasyon derinligi ise 125 pm civarindadir.
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Sekil 5.13. %25 Hibrit kapli 6rnegin Lineer ¢izik test sonuglar1 ve ¢izik izi SEM (250X)
goruntusi

Tabakali kaplanan numunenin sonuglart Sekil 5.14’te verilmistir. Tabakali kapli numunede
kaplama kalinlig1 ortalama 55-60 mikron araligindadir. Altlik malzemeye temas etmeyen bu
cizik testinde 1,42 mm mesafede ¢izik sem gorintiilerinde belirgin farkliliklar oldugu
gorilmektedir. 1,42 mm mesafeye kadar ylizeydeki kaplama tabakasinda chevron izleri
mevcuttur. Bu mesafeye denk gelen penetrasyon derinligi grafikten -24 pm olarak
okunmaktadir. Tabakali kapli numunede yaklasik 60 pm olan kaplamanmn 2 tabakadan
olustugu (istte HA, altta Ta»>Os tabakasi) ve kesit SEM goriintiilerinden ise tabakalarin
kalinliginin ortalama 25-30 um oldugu goriilmektedir (Bkz. Sekil 5.7). Dolayisiyla bu
noktadan sonra HA tabakasindan Ta2Os tabakasma ge¢ildigi tahmin edilmektedir. Bu
mesafeye kadar devam eden HA tabakasinda goriilen chevron izleri Ta20s katmaninda
goriilmemektedir. Maksimum kuvvet uygulandig1 andaki penetrasyon derinligi ise 51 pm
civarindadir. Bu demek oluyor ki altlik malzemeye ulasilmamis ve hala kaplama tabakasi
goriintiilenmektedir. Dolayisiyla kaplama tabakasinin tamamen kalkip altlik malzemenin

goriildiigli nokta olarak kabul edilen Lc degeri belirlenememistir.
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Sekil 5.14. Tabakali1 kapl1 6rnegin Lineer ¢izik test sonuglari ve ¢izik izi SEM (250X)
goruntusi

5.3. Mikrobiyoloji Analizleri

Antibaktriyel aktivite analizleri yapilan numuneler asagida numaralandirilmistir. 1 numarali
numune kontrol numunesi olup, lizerine kaplama uygulanmamis AZ91 altlik numunesidir.
2, 3, 4, 5, 6 ve 7 numaralann ile kodlanmis ornekler ise alagimin kaplamalar
gerceklestirildikten sonra 10 mm c¢apinda disk seklinde kesilmeleri ile elde edilmistir. 8
numarali1 son ornek ise; 10 mm ¢apinda tek parca disk seklinde iiretilen AZ91 alagiminin

tiim yiizeylerinin Tantaloksit ile kaplanmasi sonucu elde edilmistir.

Kaplanmamis AZ91altlik, kontrol numunesi,
Tantaloksit kapli AZ91 alagimi1

HA kapli kapl1t AZ91 alagimi

%S5 Hibrit kapli AZ91 alagimi

%10 Hibrit kaplt AZ91 alasim

%25 Hibrit kaplt AZ91 alagim

Tabakali kapli AZ91 alasimi

© N o o B~ w NP

Yekpare tiim yiizeyi Tantaloksit kaplt AZ91 alagimi
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Escherichia Coli ATCC 25922 (Gram negatif) susuna ait petride amfisilin inhibisyon zonu
22,8 mm (Sekil 5.15), Staphylococcus Aureus ATCC 25923 (Gram pozitif) susuna ait petride
amfisilin inhibisyon zonu 50,3 mm (Sekil 5.16) olarak tespit edilmistir. Buna karsin
kaplanmamis ve kaplanmis AZ91 6rneklerinin E. Coli ATCC 25922 ve S. Aureus ATCC

25923 suslar igerisinde kabul edilebilir bir zon olusturmadiklar tespit edilmistir.

Literatiirde HA’nin S. Aureus ve E. Coli bakterileri ile yapilan galismalarinda, tek basina
antibakteriyel 0Ozellik sergilemedigi ancak yapisina c¢esitli dopantlar katildiginda
antibakteriyel 6zellik sergileyebildigi gosterilmistir (Calabrese vd., 2021; Franco vd., 2021,
Wang vd., 2021). Ornegin, Ullah vd. nin (2020) yapt181 ¢aligmada, iiretilen HA peletlerinden
Sr*2 ve Zr*2 katkili olanlar S. Aureus ve E. Coli bakterilerine kars1 antibakteriyel dzellik
sergilerken, katkisiz HA peletinde antibakteriyel 6zellik sergilemedigi vurgulanmistir (Ullah
vd., 2020). Ayn sekilde Dhandapani vd.’nin (2020) yaptig1 calismada, S. Aureus ve E. Coli
bakterilerine karsi tek bagina HA numunesinin inhibisyon zonu olusturmadigi, ancak Ag
katkisinin inhibisyon zonunu 18-22 mm’ye ¢ikardig1 kaydedilmistir (Dhandapani vd., 2020).
Benzer sekilde Citradewi vd.’nin (2021) yaptig1 calismada da HA’nin inhibisyon zonu

olugturmadig1 kaydedilmistir (Citradewi vd., 2021).

Sekil 5.15. E. Coli susuna ait bakteri kiiltiiriinde 6rneklerin ve amfisilin diskinin olusturdugu
inhibisyon zonu goriintiileri

Gram pozitif S. Aureus ATCC 25923 susunda gergeklestirilen antibakteriyel analizlerde ise

bazi 6rneklerin ¢evresinde kismen zon olustugu (Sekil 5.16) gozlenmistir. Ancak, olusan

zonlar O6rnegin 360 derecelik ¢evresinin tamaminda yer almadigindan, ayrica tekrar

analizlerde ayni1 sonuca ulasilamadigindan antibakteriyel 6zelliginin varlig1 kabul edilebilir
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degildir. Ozellikle kaplanmayan ve HA kapli numunelerde hi¢ zon gdzlenmezken,
Tantaloksit ve hibritlerin bazilarinda tam ¢gevrelemeyen kismi zonlar gézlenmistir. Fakat tam
cevreleme olmadigindan zon olugmadigi kabul edilerek Olciim alinmasi uygun
goriilmemistir. Kismi zon olugsan ve Ol¢lim alinmayan numunelerin yan yiikseklik
ylizeylerinde kaplama olmasi ve altlik malzemenin temas ylizeyinin minimuma indirilmesi
halinde tiim numune yiizeyini ¢evreleyebilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle, literatiirde
antibakteriyel 6zelligi kabul gérmiis olan Tantaloksit kaplama i¢in yeniden tek basina ve
direck 10 mm capinda 2 mm kalinliginda olacak sekilde pul numune iiretilerek tiim

ylizeylerinin kaplanmasi saglanmis ve bakteri testine tabi tutulmustur (Sekil 5.17).

Sekil 5.16. S. Aureus susuna ait bakteri kiiltiiriinde 6rneklerin ve amfisilin diskinin
olusturdugu inhibisyon zonunun goriintiileri

Ik 7 &rnegin antimikrobiyal analizlerinin sonucuna istinaden, 8 numarali érnek {iretilmis
olup, dogrudan 10 mm ¢apinda disk seklinde iiretilen AZ91 alasiminin tiim yiizeylerinin

Tantaloksit ile kaplanmasi ile elde edilmistir. Son 6rnekteki kaplamada temel fark, yan
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kisimlarda (yiikseklik) da kaplamalarin bulunmasi ile kesmeden kaynaklanan mikro
kiriklarin ve mikrogdzenekliliklerin bulunmamasidir. Bu sekilde, kaplamanin bakteri ile
temas yiizeyi artirilmistir. Bdylece yan yiizeylerden, agikta kalan i¢ kisma vasatin
difiizyonunu kolaylastiran mikrocgatlaklar ve mikrogozeneklilikler asgari seviyeye

cekilmeye ¢aligilmistir.

E. Coli ATCC 25922 (Gram negatif) susuna ait petride amfisilin inhibisyon zonu 17 mm,
numunenin olusturdugu inhibisyon zonu ise 10 mm’lik numune ¢ap1 dahil 12 mm olarak
tespit edilmistir (Sekil 5.17.a ve b). Gram pozitif S. Aureus ATCC 25923 susunda
gerceklestirilen antimikrobiyel analizde daha biiyiik bir zon tespit edilmistir. Kontrol 6rnegi
amfisilin ile 35 mm’lik bir zon elde edilmisken, tantaloksit kapli 6rnekte 14 mm’lik bir zon

olustugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 5.17.c ve d’de verilmistir.

Literatiirde de Tantaloksitin antibakteriyel oldugu bir¢cok calisma ile gosterilmistir.
Bunlardan 6zellikle Chang vd.’nin (2014) yaptig1 ¢alismada, amorf Tantaloksit tabakasinin
A. Actinomycetemcomitans (Gram-negatif) ve S. Aureus (Gram-pozitif) bakteri tutunmasini
kristalin Tantaloksit ve Tantaldan daha fazla engelledigi vurgulanmistir (Chang vd., 2014a).
Bu tez caligmasinda da amorf yapili Tantaloksit kullanildigindan inhibisyon zonu

olusturmasi beklentiyi karsilar niteliktedir.

Basgka bir caligmada S. Aureusa karsi1 Tantaloksit ve farkli oranlarda Ag katkilanmis
Tantaloksit kapl paslanmaz ¢elik numunelerin antibakteriyel 6zellikleri karsilastirilmistir.
Buradaki sonuglara gore paslanmaz celik kontrol numunesine kiyasla Tantaloksit kaplanmis
numune ve %12 Ag icerikli Tantaloksit kapli numune ayn1 derecede bakteri tutunmasini
engelledigi ve yar yariya diisiirdiigii, %23 Ag katkili Tantaloksit kaplanan numunenin de
bir miktar daha distirdiigii grafiklerde gosterilmistir. Ancak Ag katkisinin sagladig diisiis
kayda deger degildir (Huang vd., 2014). Titanyum iizerine Ta>Os ve PEO-Ta>0s kaplamalar
yapilarak S. Aureus bakterisine kars1 aktivitesi arastirilmis ve bakteri tutunmasinin en iyi
Ta20s kaplama ile saglandigi vurgulanmistir (Huang vd., 2019). Yine bir ¢alismada,
Ti6Al4V  dizerine  Cu-Ta20s/Ta20s/Ta0s-TiO2/TiO2/Ti (kisaca  Cu-MTaz0s)
katmanlarindan olusan kaplamalarda Cu konsantrasyonunun S. Aureus bakteri tutunmasini
nasil etkiledigini go6zlemlemislerdir. Cu olmasa dahi Ta>Os kaplanan numunenin
antibateriyel Ozelligi 2 katindan daha fazla arttirdigi ve Cu iceren kaplamalarin ise

konsantrasyon etki etmeksizin 4 kata kadar arttirdig1 goriilmiistiir (Ding vd., 2020).
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Sekil 5.17. E. Coli susuna ait petride a) Tantaloksit ile tamamen kapli AZ91 6rneginin ve
amfisilin diskinin olusturdugu inhibisyon zonunun goriintiisii, b) Olusan
inhibisyon zonunun petrinin arka kismindan alinan manuel dl¢iimiin goriintiisii
ve S. Aureus susuna ait petride c¢) Tantaloksit ile tamamen kapli AZ91 6rneginin
ve amfisilin diskinin olusturdugu inhibisyon zonunun goriintiisii, d) Olusan
inhibisyon zonunun petrinin arka kismindan manuel 6l¢iimiin goriintiisti

Antimikrobiyel analizlerden elde edilen sonuglar, altlik malzemenin sekli verildikten sonra
kaplanmasinin, vasat ile etkilesiminde daha kararli oldugunu gostermistir. Bu sekilde tiretilip
Tantaloksit kaplanan 6rnekte gram pozitif ve gram negatif bakteri kiiltiirlerinde inhibisyon

zonu olustugu acikca goriilmiistiir.
5.4. Potansiyodinamik Elektrokimyasal Korozyon Testleri

Ug farkli ortamda yapilan korozyon testleri igin korozyon hizi grafikleri mm/y1l cinsinden
Sekil 5.18’de verilmistir. Yapilan korozyon testleri sonrasinda numunelerin yiizeylerinden
SEM goriintiileri (Sekill 5.19, Sekil5.20, Seki5.21 ve Sekil 5.22) ve EDS analizleri (EK-1)

almmigstir. HBSS ortaminda yapilan korozyon deneyinde en diistik korozyon hizi Tabakali
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kapli, en yliksek korozyon hizi ise kaplanmamis AZ91 ve HA kapli numunelere aittir. Hibrit
kapli numunelerden ise en diisiik korozyon direncine sahip olan Ta;Os oraninin en fazla
oldugu %25 Hibrit kapli numune olmustur. DMEM ortaminda gerceklestirilen deneyler
sonucunda ise en diisiik korozyon oranit HA kapl ve %25 Hibrit kapli numunelerde
goriiliitken yine en fazla korozyon orant kaplanmamis numunede goriilmiistiir.
DMEM+%10 FBS ortaminda ise Tabakali kapli numune en iyi korozyon performansi
sergilerken, en ¢cok korozyona ugrayan bu defa %25 Hibrit kapli numune ile kaplanmamaisg

numune olmustur.

20 B i85S
18] [ |DMEM
[ ] DMEM+%10 FBS

—_ —_ _
Ny L [«)]
1 1 1

7,7

Korozyon Hiz1 (mm/y1l)
©» B

35

HA Ta205 %5 %10 %25 Tabakah
Hibrit  Hibrit  Hibrit

Sekil 5.18. HBSS, DMEM ve DMEM+%10 FBS ortamlarinda kaplanmamis AZ91, HA,
Tax0s, %5 Hibrit, %10 Hibrit, %25 Hibrit ve Tabakali kaplanmis numunelerin
korozyon hizlarina ait siitun grafigi

Korozyon potansiyel degeri pozitif yone gittikce ve akim yogunluk degeri kiigiildiikce
korozyon hiz1 azalmaktadir. Teorik olarak birim anot yiizey alanindan gecen akim siddeti,
korozyon hizin1 vermektedir (Callister ve Rethwisch, 2007). Korozyon sirasinda ortamla
temas eden ¢alisma numunesinin yiizeyinde dogrudan koruyucu film olusumu baslar, ancak
pH ve iyon konsantrasyon degisimi oldukc¢a olusan bu filmin direnci azalarak kirilir ve bu
kirilma yerlerinden tekrar korozyon olay1 devam eder. Olusan bu film direncine gore de
korozyon hizi artar veya azalir (Gu vd., 2009). Korozyon ortamlarinin igeriklerinden
kaynakli her ortam icin korozyon hizlar1 oldukca farkli ¢ikmustir. Ornegin en fazla
korozyona ugrayan kaplanmamis numuneyi dikkate aldigimizda HBSS ortamina kiyasla

DMEM’de 1,4 kat ve DMEM+%10 FBS’de ise 8,8 kat daha az korozyona ugradig
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goriilmektedir. Ayni sekilde en az korozyona ugrayan numunelerden biri olan Tabakal1 kapl
numunede de yine DMEM ve DMEM+%10 FBS’te hemen hemen ayni degerler s6z konusu
olup, 4 kat daha diislik korozyon gozlenmistir. Korozyon ortamlarinin igeriginin bu denli
korozyon hizina etki etmesinin temel sebebi tamponlama kapasitesine baglidir. Korozyon
testi yapilan bu numuneler insan viicudunda kullanilmasit hedeflenen malzemeler
oldugundan insan viicut sivisi ve kan plazmasinin yapisina uygun iceriklere sahip tampon
cozeltiler ile bu testler gerceklestirilir. Boylece insan viicudunda bu malzemelerin nasil
davranis sergileyecegi tahmin edilebilir. Insan kan plazmasi dyle bir tampon ¢dzeltidir ki
viicuda alinan herhangi bir sey sonucu (implant veya agizdan alinan her tiirlii gida ve ilag
tiirevleri) kandaki H* ve OH™ iyon dengesi mutlaka dengede tutulmaktadir (Xin vd., 2010).
Oyle ki dengeden sapma olursa ve bunu kan tamponlama gorevini yerine getiremez ise liim
ile sonuglanir. Burada korozyon testine indirgenecek olursa en iyi tamponlamanin
gerceklestigi ¢ozeltide pH degisimi minimum olacagindan bu ¢ozeltideki sonuglarin
gercekleri daha dogru yansitmasi beklenir. Ayrica pH degisiminin en az olmasi sonucu
korozyona ugrama oranlarinin da tiim numuneler i¢in diger ortamlardan daha diisiik ¢ikmasi

beklenen bir sonugtur.

Kandaki temel tamponlar, plazmada bikarbonat-karbonik asit ve eritrositlerde ise
hemoglobindir. Hem kan hem eritrositlerde ortak olarak bir de protein fonksiyonel gruplari
yer almaktadir. Bunlarin disinda plazmada fosfatlar da smirli olsa da tampon gorevini
kismen iistlenirler. O halde HBSS, DMEM ve DMEM+%10 FBS ortamlarinda farkl
sonuglarin ¢ikmasi dogrudan ¢ozelti igeriklerine bagli olarak tamponlama kapasiteleri ile
alakalidir denilebilir. HBSS igerigi Cizelge 5.1’ de, DMEM medyumunun igerigi ise Cizelge
5.2’de verilmistir. HBSS’te sadece inorganik tuzlar mevcut iken, DMEM medyumu igerigi
amino asitler, inorganik tuzlar ve vitaminler agisindan oldukg¢a zengindir ve haliyle insan
kan plazmasina daha benzer iceriktedir. DMEM igerisine %10 FBS (fetal bovine serum)
ilave edilen ortamda ise FBS’den kaynakli DMEM’den farkli olarak proteinler igerir. FBS
hiicre kiiltlir ¢alismalarinda hiicrelerin ¢ogalmasi amaci ile kullanilan, dogal kandan elde
edilmis zengin bir protein ¢dzeltisi olup hormonlar, enzimler, hiicrenin biiylimesi ve
cogalmasini saglayan biiylime faktorleri, ylizeylere tutunabilmesini saglayan hiicrelerarasi
matris proteinlerinden olusur. Igerigi her iiretimde partiden partiye farklilik gdstereceginden
tam olarak icerik verilememektedir (URL 1). Ancak bir ¢alisma yapilirken ayni partiden

tiretilmis olan FBS’nin kullanilmas1 daha dogru olacaktir.



76

Cizelge 5.1. HBSS bilesenlerine ait miktar ve konsantrasyonlar (URL 2)

Bilesen Miktar (mg/L) Konsantrasyon (M)
NaCl 8000 0,14

KCI 400 0,005

CaCl> 140 0,001
MgSO4.7H20 100 0,0004
MgCl..6H20 100 0,0005
NazHPO4.2H20 60 0,0003
KH2PO4 60 0,0004
D-Glukoz 1000 0,006
NaHCO3 350 0,004
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Cizelge 5.2. DMEM medyumuna ait bilesenlerin miktar ve konsantrasyonlar1 (URL 3)

Bilesen Miktar (mg/L) Konsantrasyon (mM)
Glycine 30 0,4
L-Argininie hydrochloride 84 0,3981
L-Cystine 2HCI 63 0,2012
L-Glutamine 584 4,0
L-Histidine hydrochloride-H;0 42 0,2
b L-Isoleucine 105 0,8015
% | L-Leucine 105 0,8015
< | L-Lysine hydrochloride 146 0,7978
£ | LMethionine 30 0,2013
< LPhenylalananine 66 0,4
L-Serine 42 0,4
L-Threonine 95 0,7983
L-Tryptophan 16 0,0784
L-Tyrosine disodium salt dihydrate 104 0,3984
L-Valine 94 0,8034
Choline chloride 4 0,0285
D-Calcium pantothenate 4 0,0083
3 Folic Acid 4 0,0090
E Niacinamide 4 0,0327
8 Pyridoxine hydrochloride 4 0,0194
> | Riboflavin 0,4 0,0010
Thiamine hydrochloride 4 0,0118
i-Inositol 7,2 0,04
Calcium Chloride (CaCly) (anhyd.) 200 1,8018
8 Ferric Nitrate (Fe (NO3)3"9H,0) 0,1 2,4752
E Magnesium Sulfate (MgSO.) (anhyd.) 97,67 0,8139
) Potassium Chloride (KCI) 400 5,33
‘€ | Sodium Bicarbonate (NaHCO3) 3700 44,0476
£ | Sodium Chloride (NaCl) 6400 110,3448
WS Sodium Phosphate monobasic (NaH2POs- 125 0,9057
H.0)
5 D-Glucose (Dextrose) 4500 25
.’5‘3 Phenol Red 15 0,0398

Sonug olarak ayn1 numunelerin ayni sartlarda yapilan testlerde, her bir ortamda farkli oranda
korozyona ugramalar1 bu medyumlarin igerigine baglidir. DMEM ortamina FBS ilave
edilmesi 6zellikle proteinlerin yiizeye yapismasina ve korozyona karsi bariyer olusturmasina
neden olmaktadir. Proteinlerin ylizey tarafindan adsorblanmasi ylizeyin pH degisiminden
etkilenmesini engellediginden korozyon hizini azaltmaktadir (Gu vd., 2009). Yapilan pek
¢ok calismada da buna vurgu yapilmaktadir. Ornegin Gu vd.’nin (2009) ¢alismasinda yine
ayni1 bu ii¢ farkli ortamda yapilan korozyon deneyleri sonucu icerige atfederek DMEM+FBS
cozeltisinde yiizeyde olusan filmin digerlerine kiyasla daha kararli ve direngli olmasi nedeni
ile korozyon hizinin bu ortamda diisiik ¢ikmasindan bahsedilmektedir. Bunun disinda bir
diger sebep olarak kloriir konsantrasyonunun daha diisiik olmasina da atfedilmektedir.

Ozellikle Mg olan althkta kloriiriin konsantrasyonuna bagli olarak korozyonun
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hizlanmasinin s6z konusu olduguna, hidrokarbonatlarin ise ylizeyde pasivizasyon
saglayarak korozyonu azalttigina vurgu yapilmaktadir (Gu vd., 2009). Xin vd. (2008) de
yaptig1 calismada kloriiriin gukurcuk korozyonunu arttirirken fosfat iyonlarinin ise yiizeyde

bir pasivasyon tabakasi olusturarak diistirdiigii sonucuna varmistir (Xin vd., 2008).

Sekil 5.19. AZ91 altlik numunesinin a) HBSS, b) DMEM ve ¢) DMEM+%10 FBS
ortamlarinda korozyonu sonrasi ylizey SEM morfolojileri (X1000)

HBSS, DMEM ve DMEM+%10 FBS’de korozyon sonrast SEM goriintiilerinden yukarida
bahsedildigi gibi HBSS disindaki ortamlarda yapilan korozyon deneyleri sonucu yiizeyde
farkli yapilarin homojen olarak dagildig1 ve buna benzer bir yapinin HBSS’te gozlenmedigi
net bir sekilde goriintiilenmektedir. Ayrica HBSS’te test edilen numunelerin yilizeylerinde
digerlerinden farkli olarak korozyon iirlinlerinde daha heterojen yapilanmalarin s6z konusu
oldugu ve kaplamalarin fazlaca kalktig1 goriintiilenirken, DMEM esasli ortamlarda test
edilen numunelerin yiizeyindeki kaplamalarin daha az bozundugu halen mevcut oldugu
gorlintiilenmistir. DMEM igerikli ortamlarda numune ylizeylerinde ortalama 10 mikron ve
daha kiiciikk boyutlarda pitting noktalarinin olustugu goriilmektedir. Bu noktalardan ve
yiizeye homojen dagilmis olan kiiciik yapilarin ise Ca ve P’ce zengin oldugu EK-1de verilen
EDS analizlerinden anlasilmaktadir. Yiizeyi sardig1 i¢in pasivasyon tabakasi olusturdugu
diistintilen proteinlerin, kaplamalarin arasinda yer alan kilcal ¢atlaklar1 doldurdugu ve bu

nedenle de korozyona kars1 daha direncli hale geldigi diisiintilmektedir.
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Sekil 5.20. HBSS ortaminda a) HA, b) Ta20s, c¢) Tabakali, d) %5 Hibrit, e) %10 Hibrit, f)
%25 Hibrit kapli numunelerin korozyon sonrasi yiizey SEM morfolojileri
(X1000)

Sekil 5.21. DMEM ortaminda a) HA, b) Ta20s, ¢) Tabakali, d) %5 Hibrit, e) %10 Hibrit, )
%25 Hibrit kapli numunelerin korozyon sonrasi yiizey SEM morfolojileri
(X1000)



Sekil 5.22. DMEM+%10 FBS ortaminda a) HA, b) Ta20s, ¢) Tabakali, d) %5 Hibrit, e)
%10 Hibrit, f) %25 Hibrit kapli numunelerin korozyon sonrasi yiizey SEM
morfolojileri (X1000)

5.5. In Vitro Biyouyumluluk Analizleri

5.5.1. Biyobozunurluk sonuglari

Morfolojik analiz

Numunelerin ¢6zelti ortamina alindiktan sonraki davranislari giinliik olarak takip edilmistir.
Orneklerin  ¢dzelti igerisinde reaksiyon verme durumlari, morfolojik degisimleri
gorlintiilenerek kayit altina alinmistir. Genel olarak numunelerin kullanilan her ii¢ ortam ile
benzer sonuglar verdigi ve biyobozundugu tespit edilmistir. Zamana gore biyobozunurluk
dereceleri, skorlama gizelgesi olusturularak verilmistir (Cizelge 5.3, Cizelge 5.4 ve Cizelge
5.5).

PBS ortaminda yapilan biyobozunurluk analizinde (Cizelge 5.3), bozunmaya en direngli
yapi 3 giinliik stire ile tabakali kaplama yapilmis AZ91 alagimi olsa da en stabil numune HA
kapli alagimlardir ve tamamen parcalanma gozlenmemistir. 1. Saatin sonunda 6lciilen pH
degerlerinin, tim numuneler i¢in 11’in {izerinde oldugu, dolayisiyla ortamin asir1 bazik
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, Ta20s kapli numunlerin, i¢erisine konuldugu tiim ¢ozeltileri
absorbladig1 ve sistigi tespit edilmistir. Bu nedenle, bu numunelerin bulundugu kuyucuklara

ayrica 500 ul ¢ozelti ilavesi yapilmstir.
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Cizelge 5.3. PBS igerisinde islem géren numunelerin zaman igerisindeki davraniglarina ait
skorlama ve ¢ozeltilerin pH 6lgtim gizelgesi (Skor degerleri: Reaksiyon ve/veya
bozunma; Yok (1), Az-Siirekli (2), Hizli-Siirekli (3), Kismi Pargalanma (4),
Tam Pargalanma (5), Beyaz ¢okelti olusumu (+))

AZ91 | HA Ta,0s | %5 Hibrit | %210 Hibrit | %25 Hibrit | Tabakali
1. Saatin
sonunda pH | 11 12 14 13 13 12 14
Olglimii
1. saat 3, + 2, - 2, + 1,- 2, - 1,- 1,-
1. giin 4, + 2, + 4, + 3, + 3, + 4, + 2, +
2. giin 4, + 2, + 4, + 4, + 4, + 4, + 2, +
3. giin 4, + 2, + 4, + 4, + 4, + 4, + 2, +
4. giin 5, + 4, + 5+ 5+ 5+ 5+ 5+
5. glin 5+ 4, + 5+ 5+ 5+ 5+ 5+
6. giin 5+ 4, + 5+ 5+ 5+ 5+ 5+
7. glin 5+ 4, + 5+ 5+ 5+ 5+ 5, +

HBSS igerisinde numunelerin PBS ortamina gére daha hizli bozunduklar1 ve 4. Giinden
sonra tim numunelerin pargalandigi tespit edilmistir. 1. Saatin sonunda o6l¢iilen pH
degerlerinin, tiim numuneler i¢in 10’un ilizerinde oldugu, dolayisiyla ortamin asir1 bazik
oldugu tespit edilmistir. Buna kargin tantaloksit kaplama hari¢, ortam pH degerinin PBS

ortamina gore daha asidik oldugu sdylenebilir.
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Cizelge 5.4. HBSS igerisinde islem géren numunelerin zaman igerisindeki davraniglarina ait
skorlama ve ¢ozeltilerin pH 6lgtim gizelgesi (Skor degerleri: Reaksiyon ve/veya
bozunma; Yok (1), Az-Siirekli (2), Hizli-Siirekli(3), Kismi Pargalanma (4), Tam
Pargalanma (5), Beyaz ¢okelti olusumu (+))

AZ91 | HA Ta0s | %5 Hibrit | %210 Hibrit | %25 Hibrit | Tabakali
1. Saatin
sonundapH | 10 11 14 11 10 10 11
Olglimii
1. saat 3, - 2, - 3, + 2, + 2, - 2, - 2, -
1. giin 3, + 3, + 3, + 4, + 4, - 4, + 2,+
2. giin 2, + 4, + 3, + 4, + 4, + 4, + 4, +
3. giin 2, + 4, + 3, + 4, + 4, + 4, + 4, +
4. giin 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 4, + 5+
5. glin 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+
6. giin 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+
7. glin 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+ 5+

SBF igerisinde gerceklestirilen biyobozunurluk analizinde, numunelerin tamamen
bozunmalari, 5. glinde gerceklesmistir. Ortam pH degerinin, 1. saatin sonunda tabakal1 ve
tantal oksit kaplamalar1 hari¢ pH 8 civarinda kaldigr ve SBF’nin pH degerini (7,5-7,7)
fazlaca degistirmedigi tespit edilmistir. ilk andan itibaren numunelerin iizerinde beyaz renkli
cokeltilerin olustugu gozlemlenmistir. Bu durumun, SBF’nin asir1 iyonik yapisi ile
numunelerin reaksiyon vermesi sonucu gerceklesmis olacagi diisiiniilmektedir. Bununla
birlikte, SBF apatit ¢ekirdeklenmesi i¢in kullanilan bir ¢6zeltisi olmasi nedeniyle de ortamda

bulunan numuneler iizerinde apatit olusturabilmektedir.
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Cizelge 5.5. SBF igerisinde islem géren numunelerin zaman igerisindeki davranislarina ait
skorlama ve ¢ozeltilerin pH oOl¢tim ¢izelgesi (Skor degerleri: Reaksiyon
ve/veya bozunma; Yok (1), Az-Siirekli (2), Hizli-Siirekli(3), Kismi Par¢alanma

(4), Tam Pargalanma (5), Beyaz ¢okelti olusumu (+))

AZ91 | HA Ta;0s | %5 Hibrit | %210 Hibrit | %25 Hibrit | Tabakali
1. Saatin
sonundapH |8 8 14 8 9 8 11
Olglimii
1. saat 2, + 2, - 3, + 2, - 3, - 2, - 1,-
1. giin 4, + 2, + 4, + 4, + 4, + 4, + 2, +
2. giin 4, + 4, + 4,+ 4, + 4, + 4, + 3, +
3. giin 4,+ |4+ |4+ |4+ 4, + 4, + 3, +
4. giin 5.+ |4+ |5+ |4+ 4, + 4,+ 4,+
5. giin 5+ |5+ |5+ |5+ 5, + 5, + 5, +
6. giin 5+ |5+ |5+ |5+ 5, + 5, + 5, +
7. giin 5+ |5+ |5+ |5+ 5, + 5, + 5, +

Gravimetrik analiz

Numunelerin biyobozunurluk analizleri, kiitledeki degisimleri tespit edilerek gravimetrik

olarak da takip edilmistir. Numunelerin sifir anindaki kiitleleri ile 7. giin sonundaki kuru

kiitleleri tartilarak degisim yiizdesel olarak tespit edilmis ve Cizelgeda verilmistir (Cizelge

5.6). 7 ginliik silire igerisinde numunelerin tamamina yakini pargalanarak sekillerini

kaybetmistir. Sadece PBS icerisindeki HA kapli numune verilen sekli biiyiik Olclide

muhafaza etmistir. Buna karsin gravimetrik analizde genel olarak kati kiitlesinde bir artis

meydana gelmistir. Bu durum, genel olarak ¢dzeltilerde bulunan iyonlarin, numuneler ile

reaksiyona girerek kati halde numune iizerine ¢okmesinden ileri gelmektedir. Coken

partikiillerin bilesimleri ise FTIR analizi ile tespit edilmeye caligilmistir.
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Cizelge 5.6. Degredasyon analizinin gravimetrik incelemeleri

Ik Son Kiitle % Kiitle Degisimi
Numune
Kiitle PBS HBSS SBF PBS HBSS SBF
AZ91 0,09946 | 0,21022 | 0,17206 | 0,26617 211,36 172,99 267,62
HA 0,12789 | 0,21916 | 0,25528 | 0,20908 171,37 199,61 163,48
Ta:0s 0,25470 | 0,53047 | 0,49620 | 0,53040 208,27 194,82 208,24

%5 Hibrit 0,12308 | 0,30024 | 0,29010 | 0,28823 243,94 235,70 234,18
%10 Hibrit | 0,13100 | 0,31094 | 0,25650 | 0,26324 | 237,36 195,80 200,95
%25 Hibrit | 0,17390 | 0,22090 | 0,28310 | 0,25720 127,03 162,80 147,90
Tabakali 0,15654 | 0,33377 | 0,27169 | 0,19555 | 213,22 173,56 124,92

Numunelerin tizerinde olusan ¢Okeltilerin FTIR spektrumlan

Analiz siiresince ornekler iizerinde biriken beyaz ¢okeleklerin FTIR spektrumlari alinmastir.
Bir FTIR spektrumunda 470, 550, 600, 950 ve 1000-1100 cm™ civarindaki pikler fosfat
gruplarin1 temsil etmektedir. Orneklerin hepsinde, 1100-900 cm™ araliginda farkli
siddetlerde pik goriilmektedir. Bu piklerden en siddetli olanlari, PBS icerisinde
gerceklestirilen analizlere ait 6rneklerde goriilmektedir. Bu durum ¢oken yapi igerisinde
fosfat gruplarinin oldugunu gostermektedir. Ayrica drneklerin hepsinde goriilen 3690 cm™
de goriilen pikler, yapidaki O-H esnemesini gostermektedir. Bu pik, hidroksiapatit i¢in 3600
cm™ civarinda goriilen karakteristik OH™ genisleme pikine uyum gostermektedir. Bu durum

olusan ¢okeltinin hidroksiapatitin yapisinda oldugunu giiclendirmektedir.

HA kapli numunelerde OH, H,0, COs bantlar: siddetli pik verirken 960 cm™ civarindaki
fosfat piki zayiftir. Ancak, PBS igerinde inkiibe edilen HA 6rnegi lizerinde biriken ¢okeltide
hidroksiapatite karakteristik 1406 ve 865 cm™ de karbonat ve 1045 ve 571 cm™ de fosfat
pikleri goriilmektedir. SBF icerisindeki HA kaplamal1 6rneklerde ise bu pikler, zayif siddette
goriilmiistiir. Kontrol olarak analizlenen AZ91 alasimi ise Ozellikle fosfat tamponu
icerisindeki analizinde, 1044 cm™ civarinda siddetli fosfat piki ile 1404 ve 863 cm™ de
karbonat piki vermistir. Bu durum AZ91’1n iistiinde fosfat ve karbonat gruplarinin biriktigini
gostermektedir. Ozellikle AZ91 spektrumunda gdzlenen 2000-2350 cm™ araliginda goriilen
pikler, yapidaki karbondioksit absorbsiyonunu gdstermektedir (Sekil 5.23).
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Sekil 5.23. Kaplanmamig AZ91, HA, Ta>Os ve Tabakali kaplanmis 6rnekler iizerinde biriken
beyaz ¢okeleklerin FTIR spektrumlari

Analiz siiresince hibrit kaplanmis Ornekler {izerinde biriken beyaz cokeleklerin FTIR
spektrumlar1 (Sekil 5.24) incelendiginde; 3300-3400 cm™ araliginda gozlemlenen bant,
yaptya absorblanmis H,O molekiiliinii gdstermektedir. 1400 cm™ civarinda tiim
spektrumlarda goriilen pik ile %10 hibrit kaplamali numunenin SBF i¢indeki inkiibasyonu
sonucu olusan ¢okeltinin FTIR spektrumunda 860 cm™ civarinda gériilen pik, karbonat

iyonlarinin varligim1 gostermektedir.

Numunelerin hepsinde oksit bilesikler bulunmaktadir. Ayrica, degredasyon analizi i¢in
kullanilan tim c¢ozeltilerde fosfat iyonlar1 bulunmaktadir. Sulu ¢ozeltilerde inkiibasyon
sicakligt da (37 °C) dikkate alindiginda, fosfat gruplar ile havadaki karbondioksitin
reaksiyonu sonucu olusan karbonat iyonlarinin yer degistirerek c¢okmiis olabilecegi

diistintilmektedir. Bu durum, yapilardaki kiitle artisin1 da agiklayabilmektedir.
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Sekil 5.24. Hibrit kaplamal1 6rnekler tizerinde biriken beyaz ¢okeleklerin FTIR spektrumlari
(400-4000 cm™)

5.5.2. ICP-OES iyon salim analizi ve pH degisimleri

Ortam pH’indaki degisimi belirleyebilmek i¢in giinliik takip edilen pH degerlerinin

ortalamasi alinarak ¢izelge haline getirilmistir (Cizelge 5.7).
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Cizelge 5.7. Numunelerin DMEM-LG igerisindeki giinliik pH degisimleri

Giin Hidroksiapatit Ta20s %25 Hibrit | Tabakali
1 11,1 11,1 11,2 10,4
2 11,2 9,4 11,1 10,4
3 10,3 10,3 11,2 9,1
4 9,1 9,3 10,3 10,2
5 9,2 10,5 11,1 11,2
6 9,2 9,4 9,4 10,4
7 8,4 8,2 9,2 11,2
8 9,2 8,3 8,5 10,1
9 9,3 8,4 9,4 9,2
10 9,4 8,4 8,2 10,2
11 8,4 9,2 8,3 10,1
12 10,2 9,4 9,4 10,8
13 9,4 9,4 8,4 11
14 9,2 10,2 9,2 10,9
15 9,3 9,3 9,5 11,1
16 10,4 9,5 9,4 11
17 9,1 9,4 9,2 10,2
18 9,2 9,2 9,3 10,1
19 9,4 8,3 9,4 9,2
20 9,2 9,4 8,4 9,8
21 9,3 8,4 8,2 9,1
22 8,4 9,2 9,5 9,2
23 9,9 9,4 10,4 8,9
24 10,2 9,4 9,2 9,2
25 9,4 10,3 9,3 10
26 9,2 9,3 8,4 10,1
27 8,3 9,5 8,4 9,3
28 9,3 9,4 8,2 9,3

Ortalama 9,436 9,339 9,346 10,061

ICP-OES analizlerine kadar olan tiim analiz sonuclarindan yola ¢ikarak hiicre kiiltiirii
caligmalarinda numune gruplarindan en iyi performans alinan gruplar ve bunlarin kontrol
gruplart ile ¢alismalara devam edilmistir. Bu numune gruplar1 kaplanmamis AZ91, HA
kapli, TaOs kapli, %25 Hibrit kapli ve Tabakal1 kapli gruplardir ve grafikler Sekil 5.25 ve
Sekil 5.26 da verilmistir. pH degisimlerinin tim numuneler i¢in genel olarak benzer ve bazik

degerlerde oldugu belirlenmistir. Ta20s kaplamalarda pH degisiminin 11,1-8,2 araliginda ve
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ortalama 9,339; HA kaplamalarda pH degisiminin 11,2-8,3 araliginda ve ortalama 9,436;
%25 Hibrit kaplamlarda pH degisiminin 11,2-8,2 aralifinda ve ortalama 9,346; Tabakali
kaplamalarda pH degisiminin 11,2-8,9 araliginda ve ortalama 10,061 degerlerde oldugu
tespit edilmistir. Bu sonuglar 1s181inda en yiliksek pH degerlerine tabakali kaplama ile

ulagildig1 goriilmiistiir.

DMEM-LG (pH 7.4) icerisinde, seramik kapli iskelelerin iyon salimlar1 ICP-OES cihazi ile
Olciilerek sonuglar1 giinlere gore grafige gecirilip degerlendirilmistir (Sekil 5.25 ve Sekil
5.26). Degerlendirme sirasinda ortamdaki iyonlarin sonuglara etkisini belirlemek icin kor
olarak vasat bilesimi de ayni elementler i¢in analiz edilerek 6rneklerin sonuglart kore gore
degerlendirilmistir. Vasat ortami igerisinde, 6l¢iimii yapilan elementlerden sadece Mg ve Al

iyonlarinin olmadigi, diger iyonlarin ise belirli oranlarda bulundugu belirlenmistir.

Analiz sonuglari sodyum iyonunun (Na*) genel olarak, 1. giinde daha yiiksek olmak lizere
tim Orneklerde bes zaman noktasinda en yiiksek konsantrasyonda salinarak cozeltiye
gectigini gostermektedir. En yliksek Na* saliminin saf tantal kaplanan numunelerde oldugu,
bunu yiizeyde en son Ta20s bulunan tabakali kaplamin izledigi ve en diisiik Na* saliminin
ise HA kaplamalarda oldugu ve periyodik zaman noktalarinda diizenli bir diisiis gosterdigi
belirlenmistir. Bes zaman noktasi {izerinden yapilan 6l¢iimlerde toplamda en yiiksek Na*
saliminin 12608,75 ppm ile tabakali kaplamada, en diisiik Na* saliminin 9062,083 ppm ile
HA kaplamalarda oldugu tespit edilmistir.

Potasyum iyonu (K*) él¢iimiinde, HA kapli numunelerde sodyum salimia benzer sekilde
ilk giin tiim ornekler icerisinde en yiiksek salimin gergeklestigi (235,833 ppm) ve periyodik
zaman noktalarinda diizenli bir diisiis gosterdigi belirlenmistir. Tabakali kaplamalarda ise
ilk giin HA kaplamlara ¢ok yakin K* salimmin oldugu, devam eden periyodik zaman
noktalarinda diger numunelere oranla daha yiiksek K* salinimi yapildigi, tiim dl¢iimler i¢in
254,583 ppm ile en yiiksek K* iyon salimmin 14. giinde tabakali kaplamada gerceklestigi
belirlenmigtir. Bes zaman noktasi tizerinden yapilan dlgiimlerde toplamda en yiiksek K*
salimimin 1041,75 ppm ile tabakali kaplamada, en diisiik K* saliminin 623,25 ppm ile Ta20s

kaplamalarda oldugu tespit edilmistir.

Magnezyum iyonunun (Mg*?) salimimin, 1. giinde 350-425 ppm araliginda tiim numunelerde

yiksek oldugu, buna karsin 6zellikle HA igeren numunelerde takip eden zaman noktalarinda
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salimin dramatik sekilde diistiigii ve yaklagik olarak sifirlandig1 (0,073, 0,035, 0,0 ve 0,0
ppm) goriilmiistiir. Tabakal1 ve %25 Hibrit numunelerde salim hizinin nispeten daha yiiksek
miktarda ve haftalara gore azalarak devam ettigi ve 21 ve 28. Giinlerde sifira yaklastigi
belirlenmistir. Bes zaman noktas1 iizerinden yapilan 6l¢iimlerde toplamda en yiiksek Mg*?
saliminin 774,753 ppm ile tabakali kaplamada, en diisiik Mg*? saliminin 424,274 ppm ile
HA kaplamalarda oldugu tespit edilmistir.

Cinko iyonunun (Zn*?) salimmin, tiim numunelerde 1 ppm konsantrasyondan daha az
gergeklestigi goriilmiigtiir. Salimin haftalar bazinda farklilik gosterdigi ve Ta20s, %25 Hibrit
ve Tabakali numunelerinde 1. giinde salim miktar sifirken 7, 14 ve 21. giinde nispeten
ortama salimin gergeklestigi belirlenmistir. Sadece HA numunelerinin, tiim zaman

noktalarinda 0,56-0,88 ppm araliginda Zn?" salinu yaptig1 goriilmiistiir.

Analizi gergeklestirilen iyonlar igerisinde en ilging sonuglar kalsiyum ve fosfat iyonlarinda
tespit edilmistir. Kalsiyum iyon saliminin pozitif konsantrasyonu Ta>Os kaplamalar igin 7
ve 14. giinlerde, %25 Hibrit kaplama icin 21. giinde tespit edilmistir. Diger zaman

noktalarinda iyon saliminin sifira yakin ya da kore gore negatif degerde oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 5.25. Numunelerin sodyum, potasyum, magnezyum, ¢inko, kalsiyum ve fosfat iyonlari

salimi i¢in ICP-OES analiz grafikleri
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Aluminyum
Sekil 5.26. Numunelerin aluminyum iyonu salimi i¢in ICP-OES analiz grafigi

Numunelerdeki Aliiminyum iyonunun salimi (AI®*) sadece 1. giinde HA, %25 Hibrit ve
Tabakali numunelerinde tespit edilmis olup, degeri en diisiik 0,016 ppm (HA) ve en yiiksek
0,334 ppm (Tabakal1) araliginda eser miktarda oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak kalsiyum iyonlarmin genel olarak saliminin 6nemli oranda ger¢eklesmedigi,
buna Kkarsin ortamdan kalsiyum iyonlarinin ¢ekildigi gortilmistiir. Benzer sekilde fosfor
bilesimi i¢in fosfat iyon konsantrasyonun da tiim 6rnekler i¢in tiim zaman noktalarinda kore
gore negatif degerde oldugu belirlenmistir. Fosfor iyonlar1 sulu ortamda fosfat iyonlari
seklinde bulunmakta olup, fosfat iyonlarinin bazik pH degerlerinde ¢oziintirliigii diistiktir.
Bu nedenle, dogal kemigin mineralizasyonuna benzer sekilde fosfat iyonlariin 28 giinliik
periyotta ortamdan kalsiyum iyonlar1 ile birlikte ¢okerek ayrildigi diisiiniilmekte ve bu
biyobozunurluk analizinde numune lizerindeki c¢okeleklere yapilan FTIR sonuglar ile
ortiismektedir. Ayrica bu sonuglar numunelerin biyoaktif 6zellikte oldugunu, osteokondiiktif

oldugunu ve osteointegrasyonu destekleyebilecegini gostermektedir.

5.5.3. Hiicre kiiltiirii analizleri

Hiicrelerin izolasyonu ve cogaltilmasi

Steril kosullarda izole edilen hiicreler, %10 FBS (fetal bovine serum), %1 antibiyotik-
antimikotik ¢ozelti (penisilin/steroptemisin 100x) iceren alfa-MEM vasati igerisinde T-75

doku kiiltiir kaplarinda kiiltiire alinmistir. Hiicreler, cogaltilarak tripsin-EDTA ile alt kiiltiire
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alinmis ve ¢ogaltilmistir (Sekil 5.27). Hiicreler Leica DMIL LED faz kontrast mikroskobu
ile takip edilmistir.

Sekil 5.27. Wistar albino siganlarin femur kemik iliginden izole edilen kiMKH a) PO, b) P1,
c) P2 ve d) P3 asamalarinda faz kontrast mikroskopu ile takip edilen hiicrelere
ait fotograflar (X10)

Dogrudan primer kaynaktan (Wistar Albino Sigani) izole edilen sigan kalvaria osteoblast
hiicrelerinin pasajlama islemi ile ¢ogaltilmasi sonucu elde edilen kontrol grubu hiicreleri ise

Sekil 5.28’de verilmistir.
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Sekil 5.28. Wistar albino si¢anlarin kalvaria kemiginden izole edilen skOBH a) PO 3. Giin,
b) PO 6. giin c¢) P1 ve d) P2 asamalarinda faz kontrast mikroskopu ile takip edilen
hiicrelere ait fotograflar (X10).

Mikroskobik incelemeler ve MTT analiz sonuclari

Kiiltiirler giin asir1 ters faz kontrast mikroskobu ile takip edilmis olup, hiicre-malzeme
etkilesimleri 7 gilinliikk analiz zaman noktalarinda MTT analizi sirasinda fotograflanarak
kayit altina alinmigtir (Sekil 5.29, Sekil 5.30, Sekil 5.31 ve Sekil 5.32). HA kaplamada
yiizeyin daha piiriizsiiz ve agik renkli oldugu, yer yer ¢ikintili yapilar oldugu goriilmiistiir.
Ta,Os kaplamalarinda ise ylizeyin adaciklar seklinde oldugu belirlenmistir. Tabakali ve
Hibrit yapilarda ise Ta2Os’ten kaynakli oldugu diisiiniilen, yer yer c¢atlamis plakalar
seklindeki olusumlar ile HA’dan kaynakli oldugu diisiiniilen yer yer daha piiriizsiiz alanlar
dikkati cekmistir. HA kaplanan numunelerde hiicrelerin yiizeydeki gozeneklerde daha fazla
tutundugu, buna karsin Ta;Os igeren kaplamlarda hiicrelerin malzeme ylizeyinde birikme
yaptig1 ancak, yiizeyde malzeme ile baglanmadan kapsiil benzeri yapi olusturdugu
goriilmiistiir. OB hiicreleri ile gergeklestirilen kiiltiirlerde numune ylizeyiyle etkilesimde
olan hiicre miktarinin ve hiicre kiimelerinin daha fazla oldugu Sekil 5.29 ve Sekil 5.31°de

verilen mikrograflardan agikca goriilmektedir.
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Sekil 5.29. Numunelerin 28 giinliik in vitro OB hiicre kiiltiiriindeki degisimlerinin ve hiicre-
malzeme etkilesimlerinin ters faz kontrast mikroskobu ile incelenmesi
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Sekil 5.30. Numunelerin 28 giinliik in vitro OB hiicre kiiltiiriinde haftalik periyotlar ile

gergeklestirilen MTT analizi sonrasindaki formazan kristallerinin olusumunun
ters faz kontrast mikroskobu ile incelenmesi
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Sekil 5.31. Numunelerin 28 giinliik in vitro MKH hiicre kiiltiiriindeki degisimlerinin ve

hiicre-malzeme etkilesimlerinin ters faz kontrast mikroskobu ile incelenmesi
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Sekil 5.32. Numunelerin 28 giinliik in vitro MKH hiicre kiiltliriinde haftalik periyotlar ile
gergeklestirilen MTT analizi sonrasindaki formazan kristallerinin olusumunun
ters faz kontrast mikroskobu ile incelenmesi

Kiiltlirlere uygulanan MTT testleri {i¢ defa tekrarlanmis ve {i¢ farkli 6l¢iimiin ortalama degeri
alinarak giinlere gore grafige gecirilmis ve Sekil 5.33’te verilmistir. MTT analizinde reaktif
madde ile inkiibasyon siiresinin sonunda ¢ekilen mikrograflar Sekil 5.30 ve Sekil 5.32°de
sunulmustur. Goriintiilerde, 6zellikle HA kapli numunelerin yilizeyinde formazan
kristallerinin olusumu net bir sekilde goriilmektedir. Ta2,Os igeren numunelerde ise formazan
kristallerinin olusumu malzeme yiizeyindeki bosluklarda ya da mikrograflarda bulutsu
sekilde goriintiilenen yiizeydeki hiicre kiimelerinde tespit edilmistir. Formazan kristallerinin
Tabakali ve Hibrit yapilarin ylizeyinde ve mikrogdzeneklerin igerisinde olustugu
gozlenmistir. Bunun yanisira malzeme iizerine zayif baglanan hiicrelerden zemine

sacilanlarin civarinda da formazan kristallerinin olustugu goriilmektedir.

Yari-kantitatif MTT analizlere gore, ayni1 hiicre sayisi ile baslayan kiiltiirlerde hiicre canliligi
ve proliferasyon oraninin OB ve MKH Kkiiltiirlerinde haftalik bazda ayni deseni verdigi

goriilmiistiir. Farkli olarak, OB hiicre kiiltiirtindeki hiicre proliferasyonu ve canlilik oraninin
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ayni hiicre sayisi ile baglayan MKH kiiltiirline kiyasla yaklasik %725 daha fazla oldugu
Ol¢tilmiisttir. Her iki kiiltiir ortaminda da en yiiksek proliferasyon hizi 21. giinde tabakali
kaplamada ger¢eklesmistir. Diger numunelerde maksimum canlilik ve proliferasyon hizi 14.

giinde olgiilmiistiir (Sekil 5.33).
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Sekil 5.33. OB ve MKH ile gerceklestirilen kantitatif biyouyumluluk analizleri kapsaminda
mitokondriyal dehidrogenaz aktivitesine dayali MTT analizi ile hiicre canliligt
tespiti

ALP aktivitesinin tespiti

MKH ve OB hiicre kiiltiirlerinde haftalik zaman noktalarinda ger¢eklestirilen ALP aktivitesi
analiz sonuglar1 Sekil 5.34’te sunulmustur. Grafiklerden agikca goriildiigii tizere OB hiicre
kiiltiirtinde net olarak ALP aktivitesi gozlenmesine karsin MKH Kkiiltiirlerinde 7. giinde
sadece %25 Hibrit numunede (0,253 IU/L), 21. giinde ise sadece Ta20s numunede diisiik
miktarda (0,253 TU/L) ALP aktivitesi gozlenmistir. Sadece 14. glinde tim numune tiirlerinde
ALP aktivitesi olustugu ve numunelerden sadece Ta,Os, HA ve %25 Hibrit 6rnekleri 28.
giin sonunda diisiik miktarlarda (sirasiyla 0,886, 0,633, 0,633 IU/L) ALP aktivitesi

gosterdigi ancak Tabakali numunelerde ALP aktivitesinin gdzlenmedigi belirlenmistir.
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Sekil 5.34. OB ve MKH ile gerceklestirilen kantitatif biyouyumluluk analizleri kapsaminda
hiicrelerin osteojenik fenotipi alkalen fosfataz aktivitesini 6l¢gmeye dayali ALP
analizi

Histokimya analiz bulgulari

Dondurarak kesit alma yontemine gore hazirlanan orneklerde histolojik analizler; hiicre
proliferasyonunu gostermek amaciyla hematoksilen ve eosin (H&E) (Sekil 5.35 ve Sekil
5.36), osteojenik fenotipte kalsifikasyonu belirlemek i¢in von Kossa (vK) (Sekil 5.37 ve
Sekil 5.38) ile Alizarin Kirmizisi (AR) (Sekil 5.39 ve Sekil 5.40) ile boyanmis ve 151k
mikroskobunda incelenmistir (40X).

Histolojik bulgular genel olarak hiicre proliferasyonunun MKH ve OB Kkiiltiirlerinde, artan
kiiltiir giinleri ile uyumlu sekilde ilerledigini gostermistir. Ayrica, hiicrelerin zamanla
dagilmis goriintiiden uzaklasarak doku benzeri yapi olusturmak {izere hiicre kiimeleri
seklinde bir araya geldikleri goriilmiistiir. Ozellikle OB kiiltiirlerinde hiicre kiimelerinin
miktarimin ¢ok daha fazla oldugu (H&E) ve igerisinde kalsiyum mineralizasyonun
gergekleserek kemik doku-benzeri yapilarin olustugu (VK ve AR) tespit edilmistir.
Numuneler igerisinde dogal kemigin yapisinda bulunan HA igeren Orneklerde numune

yiizeyinde hiicre tutunmasinin ve mineralizasyonun daha fazla gerceklestigi belirlenmistir.
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Sekil 5.35. Numunelerin 28 giinliik in vitro OB hiicre kiiltiiriindeki canli hiicrelerin H&E

histolojik boyama ile incelenmesi
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Sekil 5.36. Numunelerin 28 giinliik in vitro MKH hiicre kiiltiiriindeki canli hiicrelerin H&E

histolojik boyama ile incelenmesi
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Sekil 5.37. Numunelerin 28 giinliik in vitro OB hiicre kiiltiiriindeki kalsiyum birikiminin vK
histolojik boyama ile incelenmesi
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Sekil 5.38. Numunelerin 28 giinliik in vitro MKH hiicre kiiltiiriindeki kalsiyum birikiminin
vK histolojik boyama ile incelenmesi
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Sekil 5.39. Numunelerin 28 giinliik in vitro OB hiicre kiiltiiriindeki kalsiyum birikiminin AR
histolojik boyama ile incelenmesi
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Sekil 5.40. Numunelerin 28 giinliik in vitro MKH hiicre kiiltiirtindeki kalsiyum birikiminin
AR histolojik boyama ile incelenmesi

MKH kiiltiirlerinde numuneler {izerinde hiicre yogunlugunun daha az oldugu histolojik boya
yogunluklarindaki azalma ile degerlendirilmistir. Ayrica AR ve vK boyamalarinin tiim kesit
alan1 igerisinde sadece sinirlt alanlarda pozitif sonu¢ verdigi, buna kargin OB kiiltiiriin de
boyama yogunlugunun ve oranin tim kesit alaninda daha yiiksek oranda gergeklestigi

gorilmiistiir.

Immiinhistokimya analiz bulgulari

Immiinhistkimya analizi osteojenik fenotipi belirlemek icin kemik dokusunun protein
iceriginde bulunan en 6nemli biyobelirteglerden kollajen-tip-1 ve osteokalsin proteinleri i¢in

yapilmistir.

Kolajen-tip-1 miktarini belirlemek igin anti-kollajen-tip-1 antikoru ile yapilan boyamalarda,
tim numunelerde OB Kkiiltlirlerinde 7. giinden itibaren yogun boyanmalar gdzlenmistir.

Boyanan matriks yapisinin, dolayisiyla kollajen-tip-1 sentezinin ilerleyen kiiltiir giinlerinde
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tiim kesit alani1 igerisinde artis gosterdigi belirlenmistir (Sekil 5.41). MKH kiiltiirlerinde ise
anti-kollajen-tip-1 boyamalarin 6zellikle 7. Giinde tiim numunelerde pozitif sonu¢ verdigi
ve yogun bir boyanma oldugu, ancak ilerleyen giinlerde tiim numunelerde boyanma

yogunlugunda azalma oldugu ve dar alanlar icerisinde sinirli bolgelerde renk yogunlugunun

oldugu gozlemlenmistir (Sekil 5.42).

Ta,0; Kaplama HA Kaplama %25Hibrit Kapl Tabakah Kapl
e -y ¢ . P 2 o §
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Giin 14__

Giin 21

Giin 28

Sekil 5.41. Numunelerin 28 giinliik in vitro OB hiicre kiiltiirtindeki kemige 6zgii kollajen-

tip-1 sentezinin, Anti-Kollajen Tip-1 immiinohistokimya boyamasi ile
incelenmesi
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Sekil 5.42. Numunelerin 28 giinliik in vitro MKH hiicre kiiltiiriindeki kemige 6zgii kollajen-
tip-1 sentezinin, Anti-Kollajen Tip-1 immiinohistokimya boyamast ile
incelenmesi

Isik mikroskobu ile alinan goriintiilemelerde, OB kiiltiirlerine ait tlim numunelerde yiiksek
oranda osteokalsin boyamas1 oldugu ve ilerleyen giinlere gére boyama yogunlugunun da
arttigi  belirlenmistir. Osteojenik indiiksiyon altinda osteokalsin sentezinin TazOs
kaplamlarda da arttigi, bununla birlikte numunelerdeki artan HA oraninda osteokalsin
yogunlugunun da yine arttig1 belirlendi. (Sekil 5.43). MKH kiiltiirlerinde ise osteokalsin i¢in
kismen de olsa pozitif sonu¢ gdzlenmistir. Osteokalsin sentezinin OB kiiltiiriine gore daha
az miktarda ve tiim kiiltiir icerisinde diisiik yogunlukta gergeklestigi gdzlemlenmistir.
Numuneler igerisinde en diisiik osteokalsin sentezinin Ta;Os numunesinde oldugu, buna
karsin tiim numunelerdeki artan HA oraninda osteokalsin yogunlugunun da arttigi

belirlenmistir (Sekil 5.44).
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Sekil 5.43. Numunelerin 28 giinliik in vitro OB hiicre kiiltiiriindeki kemige 6zgii osteokalsin
sentezinin, Anti-osteokalsin immiinhistokimya boyamasi ile incelenmesi
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Sekil 5.44. Numunelerin 28 giinliik in vitro MKH hiicre kiiltiirtindeki kemige 6zgii
osteokalsin sentezinin, Anti-osteokalsin immiinhistokimya boyamasi ile
incelenmesi

SEM ile morfolojik analiz bulgular1 ve biyoaktivite tespiti

Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile implant numunelerinin morfolojik analizleri,
numuneler hiicreler ile etkilestirilmeden once ve tiim hiicre kiiltlirii gruplari i¢in 28. giin
sonunda yapilmistir. Bu sayede numuneler iizerinde hiicrelerin tutunma ve doku
olusturabilme durumlari belirlenmeye g¢alisilmistir. Hiicre-malzeme etkilesimlerine bagh
olarak implant numunelerinin biyoaktif ve/veya biyoinert olma durumlar1 diger analiz
sonuglart da dikkate alinarak yorumlanmistir. Numunelerin hiicresiz, OB ve MKH ile
kiiltiirlerindeki goriintiileri Sekil 5.45 ve Sekil 5.46°da, farkli biiylitme oranlarinda (120X ve
500X) karsilastirmal1 olarak verilmistir.
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Sekil 5.45. Numunelerin hiicresiz, 28 giinliik in vitro MKH ve OB hiicre kiiltiiriindeki
davraniglarina ait morfolojik 6zelliklerin SEM ile incelenmesini gdsteren
mikrograflar (120X)
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Sekil 5.46. Numunelerin hiicresiz, 28 giinliik in vitro MKH ve OB hiicre kiiltiirtindeki
davranislarina ait morfolojik 6zelliklerin SEM ile incelenmesini gosteren
mikrograflar (500X)

Hiicresiz numunelerde;

Ta20s kapli numunelerin yiizeyinde adacik seklinde yapilar olustugu ve yiizeydeki kaplama

gorlintiisliniin bir biitiin halinde olmayip ¢ok sayida kiiclik adacigin bir araya gelmesiyle
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olustugu goriilmiistiir. HA kapli numunelerin ylizeyindeki kaplamanin biitiin halinde
olmakla birlikte, yilizeyde yer yer piiriizliiliik oldugu goriildii. HA ve Ta>Os kullanilarak
tiretilen %25 Hibrit ve Tabakali drneklerinin her ikisinde de saf HA ve Ta>Os kaplamlara
benzer goriintiiler bir arada tespit edilmistir. %25 Hibrit 6rneklerinde adacik yap1 goriintiisii
ve aralaria serpistirilmis puriizlilikk bir arada gozlenmistir. Piiriizlii kisimlar iizerinde
catlamalar olmamakla birlikte, tim kaplama ile birlesim sinirlarinda c¢atlamalar oldugu
gorilmistiir. Tabakali oOrneklerinde yiizeydeki catlakliklarin ve adacik dagiliminin
homojene yakin dagilimda oldugu, boyutlarinin ise saf Ta>Os Orneklerine oranla nispeten
daha biiylik oldugu goriilmiistiir. Kaplamada yer yer HA varligindan kaynakli oldugu
diisiiniilen piiriizlerin oldugu ve bu tiimseklik goriintiisiindeki piiriizlerin tizerinde kaplama

kalintilar1 ve iizerinde ¢atlaklarin olustugu gézlenmistir.

MKH-Implant kiiltiirlerine ait numunelerde;

Ta,0s ornek yilizeyinde yer yer hiicrelerin doku benzeri bir yapi1 olusturarak, tabakalar
halinde yiizeye yayildig1 goriilmiistiir. Ancak, hiicre tabakalari ile malzeme yiizeyi arasinda
bosluklar oldugu, baglanmalarin olmadigi gozlenmistir. HA ornekte ise yiizeyin hiicre
katmani ile kaplandig1, ancak katman kalinliginin tiimsek seklindeki piiriizlerin seviyesinden
daha az oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte yiizeyde inorganik yapida oldugu anlasilan
kristal yapilarin da olustugu goriilmiistiir. %25 Hibrit 6rneginde yiizeyde bulunan ¢atlaklarin
arasinda ince tabakalar olugsmaya basladig1 ve bu ¢atlaklar1 kismen kapattig1 ancak ylizeyle
tam bir entegasyonun olmadigi goriilmiistiir. Olusan bu katmanlarin tiimseklikler tizerinde
ve etrafinda daha fazla oldugu ve doku-benzeri yapilarin tiimseklikler etrafinda daha fazla
miktarda olustugu belirlenmistir. Tabakali 6rneginde %25 Hibrit 6rnegine benzer bir
morfolojik degisim belirlenmistir. Ancak, ylizeyde lifsi yapida kristallerin olustugu

gozlenmistir.

OB-Implant kiiltiirlerine ait numunelerde;

Ta,0s orneginde doku-benzeri katmalarin olustugu ve st iiste tabakalar halinde zemini
kapladig1 goriilmiistiir. Ancak, katmanlarin kesintiye ugradigir kisimlarda dokulagsmanin
zeminle baglanmadigr ve zeminin {iistiinde aralarinda bosluk kalacak sekilde yerlestigi
goriilmiistiir. HA oOrnekte tiim yiizeyde doku benzeri bir katman oldugu ve katman

kalinhigimin MKH Kkiiltiirtine gore daha fazla oldugu gozlenmistir. Yiizeyde ayrica yeni
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kristaller olusumlar dikkat ¢cekmis olup, bu kristallerin yiizeyinde de hiicresel katmalarin
oldugu gorilmiistiir. %25 Hibrit 6rneginde ylizeydeki catlaklarin biiyiik dlglide hiicresel
olusumlar ve/veya yeni seramik cokiintiiler ile dolduruldugu gériilmiistiir. Ozellikle HA
kristallerinden kaynakladig1 disiiniilen tiimseklikler iizerinde ve c¢evresinde hiicre
kiimelerinin daha fazla oldugu, bununla birlikte yeni kristal yapilarin yiizey iizerinde
coktiigli goriilmiistiir. Tabakali 6rneginde yiizey kaplamasindan disar1 dogru ¢ikintilar
olustugu ve bunlarin iizerinde doku benzeri katmandan ziyade inorganik goriiniimlii apatit

tabakalarin olustugu goriilmiistiir.

5.6. in Vivo Analizler

In vivo analizlerin gerceklestirilmesi igin, in vitro ¢alismalarda yenilik¢i hedef olan &rnekler
(%25 Hibrit ve Tabakali kaplanmis) se¢ilmistir. Bu 6rnekler i¢in kontrol grubu olarak ta
kaplanmamuis hali olan AZ91 Mg alasimi 6rnegi kullanilmistir. Radyografi 6rneklerinde ise

ayrica piyasada kullanilan Ti6Al4V alasimi da kontrol grubuna eklenmistir.

5.6.1. Biyokimyasal parametre sonuclari

Biyokimyasal analiz bulgular1 Cizelge 5.8’de verilmis olup numune gruplar1 asagidaki

gibidir:

Grup la (Negatif kontrol grubu): Implant uygulanmayacak, 6. hafta sakrifikasyon

Grup Ib (Negatif kontrol grubu): Implant uygulanmayacak, 12. hafta sakrifikasyon

Grup lla (Referans grubu): Ti6Al4V, 6. hafta sakrifikasyon

Grup Ilb (Referans grubu): Ti6Al4V, 12. hafta sakrifikasyon

Grup llla: AZ91 Magnezyum alagimi, 6. hafta sakrifikasyon

Grup Illb: AZ91 Magnezyum alasimi, 12. hafta sakrifikasyon

Grup IVa: %25 Hibrit kaplanmis AZ91 Magnezyum alagimi, 6. hafta sakrifikasyon

Grup IVb: %25 Hibrit kaplanmis AZ91 Magnezyum alagimi, 12. hafta sakrifikasyon

Grup Va: Ta:0s/Hidroksiapatit Tabakali kaplanmis AZ91 Magnezyum alasimi, 6. hafta
sakrifikasyon

Grup Vb: TaOs/Hidroksiapatit Tabakali kaplanmis AZ91 Magnezyum alasimi, 12. hafta

sakrifikasyon
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Tez caligmas1 kapsaminda yapilan biyokimyasal analizlerin sonucuna gore, kanda kalsiyum
seviyelerinin deney gruplarindan Grup II, Grup IV ve Grup V’te 6. ve 12 hafta sonuglarinin
Grup I, ve Grup IlIl’e kiyasla oldukga yiiksek oldugu belirlenmistir. Calisma sonuglari
tiretilen %25 Hibrit ve Tabakali kapli 6rneklerin (Grup 1V ve Grup V) referans madde olarak
kullanilan Ti6Al4V (Titanyum-6-Aliiminyum-4-Vanadyum) alagimma (Grup II) yakin

sonuclar verdigini, kanda kalsiyum seviyelerinde artisa neden oldugunu gostermistir.

Diger biyokimyasal parametrelere bakildiginda kanda sodyum, potasyum, klor ve iire azotu
seviyelerinde 6. ve 12. hafta karsilastirmasinda higbir grupta anlamli derecede bir

degisikligin olmadig1 gozlenmistir.

Cizelge 5.8.Test 6rneklerinin serum parametrelerine etkisi

Potasyum Kloriir Kalsiyum Ure azotu | Magnezyum
Parametre | Sodyum (€EQ/L) |~ e o) (MEg/L) | (mg/dL) (mg/dL) (mg/L)
Grup la
(Kontrol 4122.04+£168.47 | 41.62+£1.53 | 59.34+£8.12 | 3.23+0.41 20.19+£1.45 0.27+0.16
grubu)
Grup Ib
(Kontrol 4208.21+126.41 41.82+1.34 | 57.18+£5.13 | 3.13+£0.42 21.57+1.48 0.26+0.08
grubu)
Grup lla
(Referans 4713.22+140.16 | 33.75£1.68 | 49.04+9.42 | 3.48+0.38 24.82+2.13 0.24+0.05
grubu)
Grup IlIb
(Referans 4924.32+148.15 | 32.22+1.19 | 50.08+9.41 5.67£2.39 | 23.07+2.61 0.25+0.04
grubu)
Grup Illa 4392.34+103.17 | 33.75+¢1.24 | 55.18+£3.17 | 3.13£1.22 17.01£2.53 0.22+0.07
Grup Illb 4418.61+107.21 32.26+4.39 | 54.43+£7.26 | 3.19+1.13 17.98+0.36 0.41+0.09
Grup IVa 3093.05+196.51 34.174£3.21 | 52.76+3.18 | 2.71+0.32 11.434+0.65 0.21+0.26
Grup IVb 3156.17+£102.05 | 35.23+1.16 | 53.72£3.21 | 3.06+0.58 11.96+0.77 0.30+0.09
Grup Va 3892.04+71.13 31.26+£2.08 | 50.18+3.13 | 3.26+0.35 | 14.26+0.61 0.23+0.06
GrupVb 3982.14497.61 31.54+£1.42 | 50.23+4.13 | 4.25+0.47 13.37+1.28 0.29+0.02

Mg icerikli implantlarin kanda Mg degerlerine etkisi ve bobrek iizerinde herhangi bir
toksikasyona neden olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla yapilan magnezyum
Ol¢ciimlerinde, en yiiksek seviyede yiikselmenin Grup III’te oldugu, bunu Grup IV ve Grup
V’in takip ettigi goriilmiistiir. Ancak elde edilen verilerin daha dnce yapilan literatiir bilgileri
gbdz Oniinde bulunduruldugunda kanda ve bobrekte herhangi bir toksikasyonu gosterir

nitelikte olmadig1 belirlenmistir (1lhan vd., 2014).
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5.6.2. Radyografi ve histogram

Sakrifiye edilmeden 6nce deneklerden alinan rontgen goriintiileri Sekil 5.47°de verilmistir.
Bu goriintiilerde implantlarin goriintirlikkleri ve c¢evresinde bulunan dokularda gozlenen
degisimler histogram grafigine aktarilmis ve Sekil 5.48’de verilmistir. Radyolojik
goriintiilerde iiretilen tiim implantlarin goriintiilenebilir olmast yeterlidir. Fakat kendi
aralarinda degerlendirilecek olursa Sekil 5.47°de 6 haftalik numuneler i¢cin hemen hemen
her bir implant radyoopaklik bakimindan yeterince goriilebilir haldedir. Ancak 12 haftalik
rontgenlere bakildiginda 6zellikle AZ91 ve Tabakali kapli 6rnekler icin goriintiilenebilirligin
yeterince iyi olmadigi gozlenmektedir. Ayrica AZ91 6rneginde 6 haftalik siire sonunda
implant ¢cevresinde doku kayb1 oldugu goriintiilenmektedir. Bu 6rneklerin aksine %25 Hibrit
kapli numune hem 6 hem de 12 haftalik siirecin sonunda halen ¢ok iyi bir radyoopaklik
sergilemistir. Kontrol amagl implante edilen Titanyumdan sonra en goriiniir implant %25
Hibrit kapl1 6rnek olmustur. 6 ve 12 hafta i¢cin %25 Hibrit kapli numune birbirine yakin optik
yogunluk degeri Sergilemistir. Bu durumda bu implantin radyoopaklik agisindan diger

numunelerden daha iyi gériintiilenebilir 6zellikte oldugu agik¢a goriilmektedir.

Ti6Al4V Negatif Kontrol AZ91 Tabakal %25 Hibrit

6 Hafta

12 Hafta

Sekil 5.47. 6 ve 12 haftalik implantasyon sonrasi deneklerden alinan rontgen goriintiileri

Histogram grafiginde mavi renk siitunlar implantin ¢evresindeki dokunun histogram
degerini, turuncu siitun ise kontrol amacgli implantin uzak boélgesinden alinan histogram
degerini ve gri siitun ise implantin histogram degerini vermektedir. Incelenen yapinin
goriintii dansitesi ile ilgili degerleri veren histogram analizlerine (Sekil 5.48) gore, implant
kullanilmayan ve kemiklerin sadece delindigi negatif kontrol grubu ile AZ91 implantlarin

cevresindeki kemigin histogram degerleri kendi iclerinde birbirine yakindir. Kemik igine
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Ti6Al4V implantlarin yerlestirildigi 6rneklerde ise implant ¢evresindeki kemigin 6. hafta ile
12. hafta histogram degerlerinin birbirine yakin oldugu gozlenmistir. Bunlarin aksine, AZ91
ve %25 Hibrit kapli implantin ¢evresinin 6. hafta ile 12. Haftada implant ¢evresindeki
kemigin fraktal degerleri biraz farklilik gostermektedir. Bu farkin, ayn1 materyalden mamiil
implantlar olsa da farkli dansiteye (farklt mimariye) sahip kemiklere yerlestirilmesinden ve
goriintii alimirken farkli acidan implantin  goriintiilenmesinden kaynakli olabilecegi
diistiniilmektedir. Bunun yaninda step-wedge kullanilarak yapilan kiyaslamali histogram
degerlendirmesinde ayn1 materyalden mamiil implant veya sadece delik olusturulan kemik
cevresi bolgeleri histogram degerleri birbirleriyle tutarlilik gdstermektedir. Bu
numunelerden farkli olarak Tabakali ve %25 Hibrit kapli numunelerin histogram degerleri
Ti6Al4V kontrol grubunun degerlerine yakin degerler vermistir. Bu durumun bu
kaplamalardaki tantal igerigi ile ilgili oldugu distiniilmektedir. Tim O6rneklerde,
implant/delik ¢evresi fraktal degerler saglikli uzak bolge kemik fraktal degerlerine gore daha
diistiktiir, bu sonug islem goren bolgelerdeki (implant/delik) kemigin g¢evresinin igsel
mikroyapisal 6zelliginin azalma yoniinde degistigi seklinde yorumlanabilir. Ancak 6zellikle
%25 Hibrit kapli numune i¢in 6 ve 12 haftalik siire sonunda implant ¢evresinden alinan
fraktal degerin, saglikli uzak bir noktadan alinan dokunun fraktal degerinden daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Bu durumda doku kaybi olmayip yeni doku olusumunun meydana

geldigi distliniilmektedir.
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Sekil 5.48. 6 ve 12 haftalik implantasyon sonrasi rontgen goriintiilerinden elde edilen
kontrol doku ve implant ¢evresinden alinan histogramlar

Implantlarin kullanildig1 6rneklerde veya sadece delik olusturulan 6rneklerde, bu implant ve
delikler cevresindeki histogram degerleri, ayn1 6rnegin saglikli uzak bir bolgesinden elde
edilen histogram degerleri ile genelde yakin degerler gostermistir. Bu sonuglar, yerlestirilen
implant cevresindeki kemigin farkli haftalardaki radyografik degerlendirmesinin farkli
ornekler lizerinde yapildig1 bu calisma igin tutarli olmustur. Tiim numuneler ve kontrol
numuneleri degerlendirilecek olursa hem rontgen hem de implantlarin histogram
verilerinden, Tabakali ve Hibrit numunelerinin radyoopakliginin Ti6Al4V ile ¢ok daha
yakin oldugu net bir sekilde anlasilmaktadir. Bu durum literatiirde de benzer sekilde
Titanyum implanlatin Tantal ve Tantal oksit kaplanarak radyoopakliginin iyilestirildigi
Yang vd. (2019) yaptigi calismada da mevcuttur (Yang vd., 2019). Yine bagka bir ¢aligmada
Ni-Ti alasiminin Tantal kaplanarak radyoopak 6zelliklerinin arttirildigi kaydedilmistir (Park
vd., 2016).

5.6.3. Histokimya analiz bulgulari ¢alismalari

Denekler sakrifiye edildikten sonra, kemige yerlestirilen implant bdlgesinden kazinarak

alinan doku ornekleri dondurararak kesit hazirlama yontemi ile hazirlanmis ve histoloji
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boyamalar1 gergeklestirilmistir. Histokimya analizleri standart hematoksilen-eosin (Sekil
5.49), Safranin-O (Sekil 5.50), Alcian Mavisi (Sekil 5.51), Alizarin Kirmizisi (Sekil 5.52)
ve von Kossa (Sekil 5.53) yontemleri kullanilarak yapilmistir. Bu boyama yontemleri
hazirlanan implantin osteojenik kapasitesini belirlemek amaciyla malzeme yiizeyinde olugsan

kemik mineralizasyonunu 1sik mikroskobunda goriintiileyerek gergeklestirilmistir.

Sekil 5.49°da verilen H&E boyamalari1 implant {izerinden toplanan doku 6rneklerindeki canlt
hiicreleri gdstermektedir. Hem 6 hem de 12 haftalik periyotlarda en fazla boyamanin %25
Hibrit 6rneginde oldugu goriilmektedir. Boyamalardaki renk yogunlugunun fazla olmasi

pozitif yonde yorumlanmustir.

6 Hafta 12 Hafta
T L ot R R

% 25 Hibrit

Sekil 5.49. 6 ve 12 haftalik implantasyon sonrasi elde edilen dokulardaki canli hiicrelerin
H&E histolojik boyama yontemi ile 151k mikroskobu altinda incelenmesi (40X)

Hiicreler farklilasmaya basladiklarinda kendi HDM’lerini olusturmaya baslarlar. Yeni HDM
olustururken kolajen molekiilleri hiicre i¢cerisinde sentezlenmeye baslar ve daha sonra hiicre
disarisina tasinir. Ilerleyen giinlerde ise iiretilen kolajen lifler hiicrelerarasi bdlgede
(intertiritoryal matrikste) sinirlandirilmis olurlar. Safranin-O ile yapilan histoloji boyamalar1

kolajen varligin tespit etmede kullanilir. Hiicre ¢ekirdekleri siyah, sitoplazma gri-yesil ve
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hiicre graniilleri yani kolajen molekiilleri ise turuncu-kirmizi tonlarinda boyanirlar. Sekil
5.50’de orneklerin Safranin-O ile etkilesimi verilmistir. Her bir 6rnek i¢in hem yesil hem

kirmiz1 tonlar fazlasiyla agiga ¢ikmustir.

6 Hafta ___12 Hafta_

]’a baka I|

% 25 Hibrit__

Sekil 5.50. 6 ve 12 haftalik implantasyon sonrasi elde edilen dokulardaki kolajen
molekiillerinin Safranin-O histolojik boyamast ile incelenmesi

Sekil 5.51’de ise HDM yapisinda yer alan proteoglikanlarin varligini Mavi renge
doniistiirerek tespit eden Alcian Mavisi boyamasi goriilmektedir. Proteoglikan molekiilleri
hiicre icerisinde sentezlendikten sonra hiicre disina ¢ikarilarak HDM yapisina katilirlar ve
HDM igerisinde genel olarak hiicre g¢evresinde (teritoryal matrikste) lokalize olurlar.
Proteoglikanlar insan bag dokusundaki zemin maddesinde bulunurlar. Kikirdakta
sentezlenebilirler ve hiicrelerarasi dolgu maddesi olan hayvansal hiicre dis1 matriksinin
biiylik bir bilesenidir. %25 Hibrit kaplanmis 6rnekte etkili bir boyama s6z konusu olup

ozellikle Tabakal1 kapli 6rnekte daha zayif bir boyama s6z konusu olmustur.
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Sekil 5.51. 6 ve 12 haftalik implantasyon sonrasi elde edilen kesitlerde HDM’deki
proteoglikanlarin Alcian Blue histolojik boyama yontemi ile 151k mikroskobu
altinda incelenmesi (40X)

Dokulardaki kalsiyum birikimi ise iki farkli boyamatiirii ile Sekil 5.52°de Alizarin Kirmizisi
ve Sekil 5.53°te von Kossa ile verilmistir. Burada kalsiyum mineralizasyonun gergekleserek
kemik doku-benzeri yapilari olugturdugu tespit edilmistir. %25 Hibrit kapli 6rnekte Tabakali
kapli 6rnege kiyasla 6zellikle de 12. Hafta i¢in hiicre tutunmasinin ve mineralizasyonun daha

fazla gergeklestigi belirlenmistir.
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6 Hafta 12 Hafta
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Tabakali

% 25 Hibrit

Sekil 5.52. 6 ve 12 haftalik implantasyon sonrasi elde edilen dokulardaki kalsiyum
birikiminin AR histolojik boyama ile incelenmesi

6 Hafta _ 12 Hafta
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Sekil 5.53. 6 ve 12 haftalik implantasyon sonrasi elde edilen dokulardaki kalsiyum
birikiminin vK histolojik boyama ile incelenmesi
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6. TARTISMA

Yiiriitiilen tez c¢alismasinda ilk hedef altlhlk malzeme {izerine kaplamalarin farkli
parametrelerde uygulanarak test edilebilmesi olmustur. Altliklar i¢in AZ91 Mg alasim
tozlar1 toz metalurji metoduyla daha ©nce belirlenen optimum parametrelere gore
iretilmistir. AZ91 Mg alasim tozlar1 400°C sicaklik ve 350 MPa basing uygulanarak inert
atmosferde preslenerek %99,7 teorik yogunlukta elde edilmistir. Kaplamalar i¢in Ta2Os ve
HA ile sol-jel yontemi i¢in uygun kimyasal ¢6zeltilerin gelistirilmesi ve bunlarin istenen
yapida elde edilebilmesi onem tasimaktadir. Bu noktada c¢esitli kimyasal c¢ozeltiler
denenerek istenen yapinin elde edilip edilemedigi bazi analizlerle (XRD, FTIR gibi) tespit
edilmeye calisgilmistir. Nitekim elde edilen ¢ozeltiler kristallesme sicakliginda kalsine
edilerek dogru yap1 olup olmadigi arastirilmis ve dogrulugu tespit edildikten sonra altlik
numunelerin kaplamasi gergeklestirilmistir. Kaplanan numuneler SEM-EDS analizleri
yapilarak morfolojik agidan incelenmis ayrica kesitlerinden goriintii alinarak hem kaplama
kalinlig1 hem de kaplamadaki elementlerin varligi tespit edilmistir. Sonuglar HA nin ¢ok
ince bir tabaka halinde (3-4 um) kaplandigini gosterirken, Ta2Os ve Hibrit kapli numunelerin
benzer kalinliklarda ve 9-15 pm araliginda seyrettigini, Tabakali kaplamanin ise 55-60 um
civarinda oldugunu gdstermistir. Uretim tamamlandiktan sonra kaplamalarm malzeme
acisindan karakterize edilmesi ve uygun goriilen numuneler ile tezin ikinci agamasi olan in
vitro ve in vivo ¢alismalara gecilmesi uygun goriilmiistiir. HA, Ta20s, Tabakal1 ve %5-10-
25 Hibrit kaplamalarin her biri i¢in kaplama dayanikliligini 6lgmek adina ¢izik ve viicut igi
kullanim ortamim1 simiile eden farkli tampon c¢ozeltilerdeki korozyon davraniglarinm
incelemek i¢in de potansiyodinamik elektrokimyasal korozyon testleri yapilmistir. Elde
edilen sonuglar ¢izik testlerinden alinan en iyi sonucun tabakali kapli numuneye ait oldugunu
ve bu durumun 6zellikle kesitten alinan SEM goriintiileri ile kolaylikla agiklanabilir oldugu
goriilmektedir. Bu numunelerden alinan c¢izik testinde cizilme sirasinda altlik malzemeye
ulagilmadigi, kaplama tabakasinda ¢izilme gergeklestigi goriilmiistiir. Diger numunelerde
ise ¢ok hizli sekilde altliga ulasildig1 ve kalic1 deformasyon gozlendigi sdylenebilir. Ayni
numunelerin 3 farkli tampon ¢ozeltide yapilan korozyon testleri sonucu her bir ortama gore
korozyon sonuclarinin farklilik gosterdigi ve korozyon miktarinin en fazla HBSS
cozeltisinde gerceklestigi goriilmiistir. DMEM ve DMEM+%10 FBS ¢ozeltilerinde ise
birbirine yakin ve daha iyi korozyon dayanimi sergilemelerinin sebebinin bu medyumlarin
icerigine bagli oldugu diistiniilmektedir. DMEM ortamia FBS ilave edilmesi 6zellikle

proteinlerin yiizeye yapismasini ve korozyona karsi bir bariyer olusturmasini saglamaktadir.
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Proteinlerin ylizey tarafindan adsorblanmasi yiizeyin pH degisiminden etkilenmesini
engellediginden korozyon hizini azaltmaktadir (Gu vd., 2009). Yapilan pek ¢ok ¢aligmada
da buna vurgu yapilmaktadir. Ornegin Gu vd.’nin (2009) ¢alismasinda yine ayn1 bu ii¢ farkli
ortamda yapilan korozyon deneyleri sonucunda igerige atfederek DMEM+FBS ¢ozeltisinde
yiizeyde olusan filmin digerlerine kiyasla daha kararli ve direngli olmasi nedeni ile korozyon
hizinin bu ortamda diisiik ¢ikmasindan bahsedilmektedir. Bunun disinda bir diger sebep
olarak kloriir konsantrasyonunun daha diisiik olmasina da atfedilmektedir. Ozellikle Mg olan
althikta kloriiriin konsantrasyonuna bagli olarak korozyonun hizlanmasimin s6z konusu
olduguna, hidrokarbonatlarin ise yiizeyde pasivizasyon saglayarak korozyonu azalttigina
vurgu yapilmaktadir (Gu vd., 2009). Xin vd. (2008) de yaptig1 ¢alismada kloriiriin ¢ukurcuk
korozyonunu arttirirken fosfat iyonlarinin ise yilizeyde bir pasivasyon tabakasi olusturarak

korozyonu yavaglattigi sonucuna varmistir (Xin vd., 2008).

HBSS, DMEM ve DMEM+%10 FBS’de korozyon sonrast SEM goriintiilerinden yukarida
bahsedildigi gibi HBSS disindaki ortamlarda yapilan korozyon deneyleri sonucu yiizeyden
alinan SEM goriintiilerinde (EK-1) farkli yapilarin homojen olarak dagildig1 ve buna benzer
bir yapmin HBSS’te gézlenmedigi net bir sekilde goriintiilenmistir. Ayrica HBSS’te test
edilen numunelerin yiizeylerinde digerlerinden farkli olarak korozyon firiinlerinde daha
heterojen yapilanmalarin s6z konusu oldugu ve kaplamalarin fazlaca kalktig
goriintlilenirken, DMEM esasli ortamlarda test edilen numunelerin yiizeyindeki
kaplamalarin daha az bozundugu halen mevcutta bulundugu goriintiilenmistir. DMEM
icerikli ortamlarda numune ylizeylerinde ortalama 10 mikron ve daha kii¢lik boyutlarda
pitting noktalarinin olustugu goriilmektedir. Bu noktalardan ve yiizeye homojen dagilmis
olan kiiglik yapilarin ise Ca ve P’ce zengin oldugu EK-1’de verilen EDS analizlerinden
anlasilmaktadir. Yiizeyi sardig1 i¢in pasivasyon tabakasi olugturdugu diisiiniilen proteinlerin,
kaplamalarin arasinda yer alan kilcal ¢atlaklar1 doldurdugu ve bu nedenle de korozyona kars1

daha direngli hale geldigi diisiiniilmektedir.

Viicut i¢i uygulamalara yonelik {iretilen kalici ya da gegici implant malzemelerin
biyouyumluluk analizlerinde canli hiicreler ile etkilesimleri ve biyokimyasal aktiviteleri
malzemenin kullanilabilirliginin tespitinde Onemlidir. Tibbi cihazlarin giivenirliklerini
diizenleyen ve lilkemizde de kabul géren EN-ISO 10993 numarali standart kapsaminda bir
biyomalzemenin canlilarda kullanilabilirliginin onaylanmasi biyomalzemenin fiziksel,

kimyasal, mekaniksel ve biyolojik uyumunun tespit edilmesi ile elde edilen sonuglarin
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mevzuatta belirlenen kabul edilebilir sinirlarda kalmasi gereklidir. Belirtilen standart
biyouyumluluk analizlerinin detaylarini belirten ve TSE tarafindan kabul gdren 20 alt
basliktan olugsmaktadir (Hentliz TSE’de yayinlanmamus alt basliklar1 da mevcuttur). Standart
kapsaminda Onerilen test stratejisi non-biyolojik analizlerle baslamakta olup, biyolojik
analizlerde, ex vivo, in vitro ve deneklerde in vivo (ve/veya in situ) analizler sirasini takip
etmektedir. Malzemenin tiiriine gore biyolojik analizlerin hepsi ya da bir kisminin yapilmasi
yeterli olarak kabul edilmektedir. Biyolojik uyum analizlerinin igerisinde en Onemli
analizlerden biri olan ve ilk olarak yapilmasi tavsiye edilen analizlerden in vitro sitotoksisite
analizleri, malzemenin canli hiicreler ile etkilesimini belirlemede Onemli bilgiler

vermektedir.

MTT, 1983 yilinda memeli hiicrelerinin hayatta kalmalarinm1 ve proliferasyonlarin
belirlemek icin kantitatif kolorimetrik bir 6l¢iim olarak Mosmann tarafindan Onerilmistir.
Giintimiizde, in vitro biyouyumluluk analiz standartlarini belirleyen in vitro hiicre canliligini
belirlemeye dayali EN-ISO 10993-5 standardi kapsaminda hiicrelerin mitokondriyal
dehidrogenaz aktivitelerini 6lgmeye dayali sitotoksisite analizlerinde siklikla kullanilan bir
yontem haline gelmistir (Mosmann, 1983). MTT testinin temelini, prolifere olan hiicrelerin
durgun fazdaki hiicrelerden daha yiiksek mitokonriyal dehidrogenaz aktivitesi gostermesi
olusturur. Ayrica reaksiyon, mitokondrisi bozulmamis, yasayan ve yeterli oksijeni bulunan
hiicrelerde gergeklesir. Bundan dolay1 bu test hiicrelerin farkli metabolik oranlarini 6lgmek
icin uygundur (Hoper, 1997). Hiicrelerin canliliginin fazla olmasi, mitokondriyal aktivitenin
artmasina neden olacagindan, hiicre canliligini takip etmek i¢inde kullanilan bir yontemdir.
Bu nedenle in vitro arastirmalarda, ornek igerisindeki artan hiicre sayisini belirmek i¢in

uygulanabilir.

Tez calismasi kapsaminda gerceklestirilen MTT analizlerinde implant numunelerinin
hepsinin hiicre proliferasyonunu destekledigi goriilmektedir. Ancak, ayni hiicre sayisi ile
baslanan MKH ve OB Kkiiltiirlerinde canlilik oranlarinin grafiksel olarak ayni deseni
olusturmakla birlikte farkli seviyelerde olustugu goriilmiistiir. Bu durum genel olarak ilik
iceren kemigin anatomik ve sitolojik yapisi ile uyum gostermektedir. Kemik dokusu, dis
kistmda dokuya seklini veren mineralize hiicre dist matriks (HDM) igerisine gOmiilii
osteojenik hiicrelerden (osteoblast, osteosit, osteoklast) olusmaktadir (Insal ve Piskin, 2017).
I¢c kisminda ise bir bosluk bulunmakta ve bu kavite igerisinde kemik iligi bulunmaktadir.

Kemik iligi kok hiicreler ve progenitdr hiicreler bakimindan zengin bir igerige sahiptir. Kan
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hiicreleri, kemik iliginde yogun olarak bulunan hematopoetik kok hiicrelerden kemik
iliginde tretilerek kan akimina verilmektedir. Ayrica, nispeten daha az miktarda bulunan
stromal (mezankimal) kok hiicreleri de kemik iliginde kok hiicre nisi icerisinde lokalize
olmustur ve hiicre dongiisiinde durgun fazda bulunur. MKH’ler bag dokusu hiicrelerine
farklilagabilen multipotent ozellikte kok hiicrelerdir. Uyarilmalar1 halinde asimetrik
boliinme ile ¢ogalarak bir kismi ihtiya¢ olan dokuya giderken, kalan kismi nis icerisinde
durgun fazda lokalize olarak varligini korur. Bu nedenle MKH ilik igerisinde ve kemik
dokuya yakin belirli bolgelerde sinirli sayida bulunmaktadir. Kok hiicre nisi, MKH’leri
fenotipik farklilagsmaya ugramadan durgun fazda yasamsal faaliyetlerine devam etmeleri i¢in

koruyucu bir gorev iistlenir (Emin, 2012).

Yiiriitiilen ¢caligmalarda MKH kiiltiirlerinde hiicre proliferasyonun fazla artis géstermemesi
dogal siirecle benzerlik gostermektedir. Hiicreler kendi nis ortamlarini olusturup, béliinmek
icin uyarilmadiklar1 siirece durgun fazda kalma egilimindedir. Durgun fazda ise
mitokondriyal aktivite minimum seviyededir (Hoper, 1997). Grafiksel olarak ayni deseni
olusturan osteojenik indiiksiyon altinda OB kiiltiiriinde hiicre canliliginin tiim numunelerde
arttigr goriilmils olup, AZ91 alasimlarma uygulanan kaplamalarin hiicrelerin fenotipik
ozelliklerini destekleyerek cogalmalarini ve 28 giinliik kiiltiirde dokulagmalarini tegvik

ettigini gostermektedir.

Viicut i¢i implant ¢aligmalarinda, biyolojik sabitlemeyi desteklemesi, doku-malzeme
arayiizey uyumunu artirmasi nedeniyle doku ile arasinda bag olusumunu destekleyen ve
doku ile temasta bulunan ara yiizeyinde spesifik tepkimeler yoluyla kuvvetli baglar
olusturabilen biyoaktif malzemelerin kullanimi tercih edilmektedir (Davies, 1991; Hench ve
Ethridge, 1982). Hidroksiapatit ve biyoaktif camlar, biyoaktif seramik malzemeler olarak
kemik dokuya yonelik biyomalzeme iiretiminde yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Bu
yaklasimdan yola ¢ikarak hazirlanan malzemelerin yiizeylerinde, kemige fiziksel ve
kimyasal olarak benzerlik gosteren yapilar1 olusturmak amaciyla HA kaplamalar
kullanilmistir. Ayrica, implantasyon sonrasinda radyolojik takibi miimkiin kilmasi ve
antimikrobiyal o6zelligi nedeniyle Ta2Os, hibrit kaplama igerisinde HA ile birlikte
kullanilmigtir. Kontrol olarak da saf Ta>Os ve saf HA kaplamalar da olusturulmus ve test
edilmistir. Numunelerin fizyolojik tampon ¢ozeltiler igerisindeki davranislar1 PBS ve HBSS
cozeltisi ile test edilmistir. Bu testler sirasinda ortam pH’sinin 3 ila 6 saat araliginda 7,4 ten

PR

14’e kadar bazik yonde degistiginden bulgular bdliimiinde bahsedilmistir. Alkali ortam
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kemik mineralizasyonunu tesvik etmekle birlikte asir1 alkali ortam hiicre canliligina zarar
verebilmektedir. Farkli nedenlerle plazma pH degerinin 7,2-7,4 araligina diismesine bagl
olarak kemik dokunun asidoza ugramasi ile doku pH’sinin 7’nin altina diismesi, kemik
dokuda osteoklast aktiviteyi artirarak doku yikimina neden olmaktadir. Asidik pH,
osteoklastlar1 aktive ederek kemikte demineralizasyonu ve doku yikimimni artirmaktadir
(Chen vd., 2020; Frassetto vd., 2018; Galow vd., 2017). Buna karsin ortam pH degerinin
7,4-7,6 araliginda olmasi durumunda ise ALP aktivitesinde artis oldugu,
demineralizasyonun nerdeyse gozlenmedigi bulunmustur. Yiiksek pH degerlerinde kemik
rezorbsiyonunun azaldig1r ve osteoblastik aktivitenin artarak kollajen sentezini uyardigi
bulunmustur. Bu bakimdan pH degerinin asidoz ya da alkaloz altinda olmas1 kemik dokunun
metabolizmasi i¢in diizenleyici etki gdsterir. Yapilan arastirmalarda viicuttaki bircok dokuda
oldugu gibi kemik dokunun alkaloz altinda olmasinin ortam pH’in1 diizenleyerek asit-baz
dengesini sagladigi bildirilmistir. Bu mekanizmada ise organizmadaki karbonat
tamponlarinin etkin rol aldig1 gosterilmistir (Arnett, 2008; Frassetto vd., 2018; Galow vd.,
2017). Ortam pH degerinin alkali olmasinda diyetle alinan kalsiyum iyonlarnin etkisi de
onemli olup, kalsiyum-fosfat yapilarinin alkali pH’larda ¢6ziiniirliigiiniin diisiik olmas1 da

osteogenezi tesvik etmektedir(Arnett, 2008; Chen vd., 2020).

Numunelerin 6n ¢alisma olarak hiicre ile etkilesmeleri sirasindaki ortam degisimleri dikkate
alinarak, numunelerin daha fazla organik katki iceren temel besin sivist DMEM-LG
icerisindeki davranisi 28 giin siireyle takip edilmistir. Bu siire¢te numune ylizeyindeki
cokeltilerin diger fizyolojik tamponlardaki olusumlardan daha az oldugu, numune
biitlinliigiiniin korundugu ve pH degisimin maksimum 11,2 olarak degistigi goriilmiistiir. pH
degisimin ortamdaki iyonlar ve su ile numune kaplamalarinin reaksiyonu sonucu ortama
salinan bazik iyonlardan kaynaklandigi, ¢okeltilerin FTIR spektrumlar ile ortiismektedir
(Sekil 5.23 ve Sekil 5.24). FTIR spektrumlarinda karbonat ve fosfat yapilarinin numune
ylizeyinde ¢okelti olusturdugu daha 6nceden tespit edilmis olup, bu sonu¢ pH degisimin
nedenini agiklamaktadir. Ayrica, ICP-OES ile iyon salim konsantrasyonlarindaki degisim de
bu sonugclarla 6rtiismektedir. Bunun yanisira ortam pH degerinin alkali degerlerde olmasinin,
literatiirle uyumlu olarak hiicresel ¢aligmalarda osteogenezi daha fazla destekledigi fenotip
belirleme analiz sonuglar1 ile desteklenmektedir. Hiicresel c¢alismalarda, ortamin
tamponlama kapasitesini 24 saatlik siirede genel olarak korundugu ¢ozeltideki pH indikatorii

ile tespit edilmistir. Bu durumun olusan serbest iyonlarin hiicreler tarafindan matriks
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yapisinda kullanilmak {izere emildiginden, ortamdaki iyon derisiminin azalmasindan

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

DMEM-LG igerisinde 28 giin inkiibe edilen orneklerden 1, 7, 14, 21 ve 28. giinlerde
numuneler alinarak ortamda bulunabilecek 6nemli elementler dikkate alinarak Na*, K*,
Ca*2, Mg*, AI"®, PO4s3, Zn*? iyonlar igin iyon salim takibi yapilmistir. Dogal kemik
dokusunda hidroksiapatitin yiizeyindeki iyonlar hidrate edildigi igin kristalin etrafi su ve
iyonlardan olugsmus bir tabaka ile kaplanmistir. Hidratasyon kabugu adi verilen bu tabaka
viicut sivilari ile kristal arasindaki iyon aligverisinin ger¢eklesmesini saglar. Bu bakimdan
HA igerisinde bulundugu bilinen iyonlarin belirli oranlarda ortama salindig tespit edilmistir.
Ortamda serbest olarak tespit edilen sodyum iyon miktarinin diger iyonlara kiyasla yiiksek
konstrasyonlarda bir salim kinetigi gostermesinde HA igerisindeki kristal 6rgiide yer alan
zengin sodyum igerigi rol almaktadir (Davies, 1991; Tanahashi vd., 1994). Diger
numunelerden 6zellikle Ta20s numunelerinde sodyum igeriginin fazla olmasinin, kaplama
isleminden Once altlilk malzemelere uygulanan on islemlerde kullanilan sodyumlu
bilesiklerden kaynaklandig: diistintilmektedir.

AZ91 igerisinde %9 aliiminyum bulunmaktadir. Bu bakimdan ortama salmabilecek Al*3
iyonlar1 (sulu ortamda Al(H.O)s*® seklinde hidratlasmis olarak ¢oziiniir) ayrica test
edilmistir. Saglikli bir insanda viicuttaki toplam aliiminyum seviyesi 30-40 mg kadardir.
Genel olarak aliiminyum gidalarla alinmakta olup, sadece % 0,5-1’1 emilime ugradiktan
sonra kalan biiyiik kismi gaita ile atilir. Emilen Al'nin %80'1 transferin tasiyicisi proteinine
baglanmakta, serbest kisim ise glomertillerden filtre edilerek atilmaktadir. Sindirim
sisteminden direk kana gecen aliiminyum miktar1 %1°den azdir. Aliminyum normal yollarla
sindirim sisteminden alindiktan sonra serumda ¢ok az miktarlarda bulunmaktadir (0,002
ppm). Aliiminyumun biiyiik bir kism1 kemik ve akciger olmak tizere c¢esitli dokularda
depolanmaktadir (Bakar ve Baba, 2009; Karakulluk¢u vd., 1994; Malluche ve Faugere,
1985). Aliiminyumun dokulardaki toksikolojik etkisi en fazla sinir sistemi ve beyinle
iliskilendirilmistir (Bakar ve Baba, 2009; Freundlich vd., 1985; Krewski vd., 2007). Bununla
birlikte uzun siireli aliiminyum maruziyetinde, kemikte birikme gdsteren aliiminyum kemik
dokuda da toksik etki gdstermektedir. Aliiminyumun kemik dokuda birikmesi osteomalasiye
neden olmakta ve bu durumda kemik kitlesinde azalma, lamellar osteodin hacminde artis,
diistik osteoblastik ve osteoklastik indeks, diisiik mineral birikim hizi, diisiik kemik olusum

hiz1 gelismektedir (Malluche ve Faugere, 1988; Winterberg vd., 1984). Yiiriitelen tez
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kapsaminda AZ91 alasiminin farkli seramik malzemelerle kaplamasi ile iretilen implant
numunelerindeki Al*® iyon konsantrasyonu sadece 1. giin &rneklerinde tespit edilmistir.
Tespit edilen salinim miktarida 500 pl’lik toplam ¢6zelti hacminde Ta2Os igin
gbzlenmezken, HA i¢in 0,016 ppm, %25 Hibrit i¢in 0,101 ppm, Tabakal1 i¢in 0,334 ppm
olup, kan serum diizeyiyle karsilagtirildiginda tolere edilebilir dozdadir. Ayrica, diger zaman

noktalarinda herhangi bir Al

iyon salimi ger¢eklesmemistir ve bu durumun kronik bir iyon
salimina bagl toksisiteye neden olmayacagi asikardir. Ayrica, kemik dokuda aliiminyum
birikmesine bagli olarak bildirilen semptomlar, 28 giinlik MKH ve OB Kkiiltiirlerinde

izlenmemistir.

Insan viicudunda toplam magnezyum orani yaklasik 20-28 gramdir. Magnezyum esas olarak
kemiklerde depolanmaktadir ve plazmada bulunan magnezyuma doniisemez. Depo
magnezyumun %60°1 kemikte kalsiyum ve fosfatla beraber bulunur (Gérmiis ve Ergene,
2004; Stahl vd., 2017). Magnezyumun iyon salim degerlerine bakildiginda 1. giinde yiiksek
miktarda salinmasma karsin ilerleyen giinlerde ¢oziinmiis Mg*™? seviyesinin diistiigii
goriilmektedir. Bu durumun, literatiir ile uyumlu olarak magnezyumun Ca*? ve PO4*
iyonlar: ile birlikte tutuldugu ve ¢okerek numune yiizeyinde birikmesinden ileri geldigi
diisiiniilmektedir. Ayrica, magnezyum ve ¢inko iyonlart ALP enziminin kofaktorii olup,
enzim aktivitesi i¢in gereklidir. Ortamdaki magnezyum iyonlar1 sadece malzemeden

kaynakl1 olup, bu durum ALP aktivitesinin olusmasini desteklemektedir.

Ca'? iyonlarinin ve POs? iyonlarinin analizlerinde, bu iyonlarin 6rneklerden ortama
saliminin oldugu, bununla birlikte vasatta bulunan ¢6zlinmiis tiirlerinin ise ¢okerek ayrildigi
kore gore degerlendirilmistir. Bu durumda Ca*? ve PO4? iyonlarmin ¢oziiniirliigiinde
dinamik bir denge kuruldugunu, denge yoniiniin ise kati madde olusumu yoniinde baskin
oldugunu gostermektedir. Bu durum numune yiizeylerinde yeni seramik c¢okiintiilerin
olusmasint agiklamaktadir. SBF kullanilarak apatit ¢cekirdeklenmesi uygulamalarinda, althik
malzemelerin mikro ve mezo gozeneklilige sahip olmasinin ve de negatif yiklii gruplar
icermesinin apatit ¢ekirdeklenmesini kolaylastirdigi bulunmustur (Pereira vd., 1995; Pereira
ve Hench, 1996). Ayrica, molekiiler seviyede de olabilecek yiizey kusurlarinin yine apatit
olusumunu indiikledigi ileri siiriilmektedir (Hench, 1991). Yapilan ¢alismalarda, ortamdan
Ca*2 ve PO4™ iyonlarmin cekilerek numune yiizeyinde ve ¢atlak bdlgeler civarinda yogun
olarak ¢okmesi literatiirle benzerlik gostermektedir. Ayrica, kalsiyum fosfat bilesikleri dogal

kemigin yapisinda bulunmaktadir ve izole hiicreler kiiltiire alindiklar1 ilk giinden itibaren
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indiiksiyona alindiklarinda kendi HDM’lerini olusturmaya baslamaktadir (Declercq vd.,
2005; Ito vd., 2015). Kemik benzeri dokularin olugsmasinda mineralizasyon son derece
onemli olup, kemik matriksinin olusmasi igin gereklidir (Insal ve Piskin, 2017). Ortamdaki
serbest iyonlardan ¢oken kalsiyum fosfat yapilarinin kemik-benzeri dokuyu olusturmak
iizere kullanildig: kalsiyum birikimi i¢in erken donem markdrii olan ALP ile ge¢ donem
markorii olan vK boyamalari ile de dogrulanmaktadir (Chen vd, 2020). Ayrica, osteokalsin
proteinlerinin olusumu da ortamdaki Ca*? ve PO4? iyonlarinin doku igerisine emilimini

uyardigini gostermektedir.

Osteogenezde biyomarkdr olarak kullanilan alkalen fosfataz (ALP), kemik sialoproteini 11,
osteonektin ve kemik morfojenik proteini-2 oncii olarak sentezlenirken, osteopontin ve
osteokalsin sonraki evrelerde sentezlenmektedir (Jaiswal vd., 1997; Zhu vd., 2001). ALP,
kemik metabolizmasinda osteoblastlarin farklilasmasiyla baglantili olan kemik matriks
enzimidir. Kemikte bulunan ALP, ortama serbest fosfat iyonlar1 agiga ¢ikartarak matriks
olusumu sirasinda kalsifikasyon metabolizmasinda rol almaktadir (Stein vd., 1990). Bu
nedenle ALP aktivitesi, osteoblast farklilasmasi ve osteojenik 6zelliklerinin belirlenmesinde
en sik incelenen parametre olup, osteojenik aktivitenin bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Chen vd., 2020; Ohbayashi vd., 1999). ALP analiz sonuglarinda OB ve MKH
kiiltiirlerinde grafiksel olarak benzer bir desen elde edilmistir. Bu durum implant
numunelerinin ALP aktivitesini uyarmada uyarici ilk unsur oldugunu gostermekle birlikte,
konstrasyon artiginin dolayisiyla kemiklesmenin tesvikinde tam osteojenik indiiksiyon
uygulanmasi gerektigini gostermektedir. Analizlere gére OB kiiltiirlerinde tiim numunelerin
kemik mineralizasyonunu uyardigini ancak HA, Ta>O0s ve %25 Hibrit numunelerde daha
fazla oldugunu gostermektedir. Ayrica implant numuneleri haricinde ortamda herhangi bir
osteojenik indiiksiyon kullanilmayan MKH kiiltlirlerinde de kismen ALP aktivitesi
goriilmesi, gelistirilen implant numunelerinin ostejenik fenotipi destekledigini ve
osteoindiiktif etkiye sahip olduklarmi gostermektedir. ALP, bazik sistemlerde fosfat
monoesterlerin hidrolizini katalizleyerek aktivite saglayabilmesi i¢in magnezyum ve
cinkoya ihtiya¢ duyan glikoprotein yapida membran bagl bir metalloenzimdir (\Warnes,
1972). ICP-OES sonuglarina goére malzemeden ortama salinan Mg ve Zn iyonlar
osteoindiiktif ajan olarak etkiyerek ALP aktivitesi {izerinden kemiklesmeyi
desteklemektedir.
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Biyomalzeme olarak iiretilen implantlarin osteojenik kapasitesini belirlemede malzeme
ylizeyindeki ve yiizeyde olusan doku benzeri yapidaki mineralizasyonu belirlemek en
giivenilir yontemlerden birisidir. Bu amagla Alizarin Kirmizi (AR) ve von Kossa boyamasi
gibi histokimyasal yontemler yaygin olarak kullanilmaktadir (Baykan vd., 2014; Kog vd.,
2008). AR ve vK boyalar1 mineral kristallerine spesifik olarak baglanabilmektedir. Yapilan
analizlerde AR ve vK boyamalarmin haftalik periyotlarla uyumlu olarak OB ve MKH
kiiltiirlerinde artis gosterdigi, dolayisiyla doku benzeri yapilarda mineralizasyonun arttigi
gorilmiistiir. Ancak bu mineralizasyonun OB kiiltiirlerinde belirgin olarak daha fazla oldugu

tespit edilmistir.

Kemigin organik yapisinda 6nemli olarak kollajen proteinleri ve non-kollajen proteinler
bulunmaktadir. Protein bilesenlerden en énemlisi ana kollajen bileseni olan kollajen-tip-1
olup, kollajenden sonra kemik matriksinde en fazla bulunan (%210-20) ve non-kollajen
protein olan osteokalsin gelmektedir (insal ve Piskin, 2017; Park vd., 2013). Osteokalsin
kiigiik bir protein olup, yapisinda karboksillenmis ii¢ glutamik asit kalintisi igermesi
nedeniyle kemik gama-karboksiglutamik asit igeren protein (BGLAP) olarak da
adlandirilmaktadir. Kollajene ve HA’ya baglanabilmektedir. Osteoblastlar, odontoblastlar
tarafindan sentezlenmektedir ve kemik dokunun hidroksiapatit olusturmak tizere kalsiyum
ve mineral baglamasinda ve iyon dengesinin saglanmasinda gorev almaktadir. Bu nedenle
kemiklesmenin baslamasi ve kemik dokunun yenilenmesinde gorev almaktadir. Osteokalsin
miktarindaki artis kemik doku minerelizasyonun artisina isaret etmektedir (Kog vd., 2008,
2014; Namiduru ve Tarak¢ioglu, 2011; Park vd., 2013). Yiiriitiilen ¢alismalarda OB ve MKH
gruplarinin her ikisinde de anti-kollajen-tip-1 boyamasindan pozitif sonuglar alinmis,
bunlardan OB Kkiiltiirlerinde boyama yogunlugu periyodik zaman noktalar1 ile uyumlu bir
artis gosterirken MKH Kkiiltlirlerinde sadece ilk haftalarda ve belirli bolgelerde bir boyama
yogunlugu tespit edilebilmistir. OB kiiltiirlerinde kollajen-tip-1 miktarindaki artis dogrudan
kemik doku gelisimiyle iliskilendirilerek literatiirle uyumluluk gostermektedir (Arnett,
2008; Chen vd., 2020; Insal ve Piskin, 2017). Osteokalsin sentezinin de OB ve MKH
kiiltiirlerinde kollajen-tip-1 sentezine benzer sekilde gergeklestigi tespit edilmistir.
Osteokalsin miktarindaki artiy dogrudan ALP aktivitesi ile kalsiyum ve fosfat iyon
konsantarasyonundaki diisiis ile iliskilendirilebilir. Artan ALP aktivitesi, fosfat iyonlarinin
hiicreler tarafindan tutulmasina yardimei olurken osteokalsin proteini, yapisindaki gama-
karboksiglutamik asit sayesinde konformasyonel degisim gostererek kalsiyum iyonlarinin

fosfat iyonlar ile birlikte hidroksiapatit benzeri yapilar olusturmak {izere doku iizerinde
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kollajen molekiilleri ile baglanmasina yardimeci olmaktadir. Bu asamada magnezyum
iyonlar1 da kalsiyum iyonlar1 ile birlikte yapiya alinmakta, iyonik yapilarin ¢oziintirliik

dengesi ICP sonuglarinda goriildiigii gibi, dinamik dengede tutulmaktadir.

MKH kiiltiirlerindeki gozlemlenen kollajen sentezinin ise diger analiz sonuclar1 da dikkate
alindiginda iki sekilde yorumlanmistir. Birincisi; kollajen tip-1 molekiilleri yaygin olarak
hem bag dokusunda hem de diger dokularda bulunmaktadir. Cok sayida somatik hiicreye
farklilasma kapasitesine sahip MKH’lerin de kollajen sentezleyebilecegi ve kendisine in
vitro ortamda nis olusturmak iizere bir matriks sentezi yapabilmesi literatiirle uyumludur.
MKH’ler eslenik hiicrelerin yer aldig: hiicreli niste ya da sadece MKH’lerin kollajen lifler
ve proteoglikanlardan olugan bir matriks icerisinde bulundugu HDM nisinde lokalize olur.
Bilindigi itizere MKH’ler, nis ortaminda durgun fazda bulunduklarindan cogalma
dongiisiine, uyarilmadiklar siirece girmemektedirler (Li ve Xie, 2005). Bu durumda diger
metabolik falliyetlerini de yerine getiremediklerinden azalan mitokondriyal aktivite
nedeniyle matriks sentezinin dokulagsma boyutunda devam etmemesi ve MTT ile H&E
boyamas1 sonuglarindaki gibi hiicre proliferasyonunun diisiik seviyede kalmasi olagandir.
Ikinci durumda ise implant malzemelerinin osteojenik indiiksiyon 6zelliklerinin bulundugu
ALP, AR, vK ve anti-osteocalsin boyamalari ile agikga gosterilmistir. Plastisitesi yiiksek
olan MKH’lerde hiicre ekim aninda uyarildiklarindan proliferasyona baglamis olup, bu
asamada belirli bir kisminin osteojenik olarak farklilastigi fenotip belirmeye yonelik
analizlerle belirlenmistir. Bu durumda farklilasabilen hiicreler belirli oranda osteojenik
aktivite gostererek kemige Ozgli markdrlerin sentezini gergeklestirmistir. Ancak, bu
farklilasma diger ortam kosullar1 ile desteklenmediginden kisitlanmis ve dokulasma
tamamlanmamistir. Siirli boliinme yetenegi olan primer hiicreler, MKH’lerden in vitro
kosullarda farklilasma ile elde edildiklerinde, hiicreler proliferasyonunun biyokimyasal
olarak desteklenmemesi durumunda in vitro kiiltlirlerde sinirli bir siire canli kalabilmektedir.
Bu nedenle de ilerleyen zaman noktalarinda hiicre sayilarinda azalma ile markor

molekiillerin miktarinda diisiis gozlenmektedir.

Biyokimyasal ve histopatolojik incelemeler, farkli tekniklerle hazirlanan implant
malzemelerin osteoindiiktif etki gosterdigini ve hiicreler icin sitotoksik olmadigini agik¢a
gostermistir. Ayrica, potansiyel kemik implanti olarak kullanilmasi planlanan malzemelerin
hem kemik iligi hem de dogal kemik dokusu ile etkilesimde olacag diisiiniilerek deney plani

olusturulmustur. Bu baglamda elde edilen sonuglar malzemelerin hepsinin kiMKH ile
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uyumlu oldugunu ve sinirlt bir kismi hari¢ onlar farklilagtirma prosesine sokmadan, kendi
niglerini olusturmalarini destekledigini gostermistir. Ayrica sigan kalvaria kemiginden izole
edilen OB hiicrelerini, yeni kemik dokusu olusturmak tizere tesvik ettigi ve kollajen-tip-1
sentezi ile HDM’nin organik fazin1 olustururken osteokalsin sentezini artirarak

mineralizasyonu tesvik ettigi gosterilmistir.

AZ91 alasimlarinin Ta;0s ve HA ile kaplanmasi sonucu iiretilen ve karsilagtirmali olarak
analizlenen implant malzemelerin SEM analizlerinde, HA ve Ta;Os kaplamalarin farkli
morfolojilere sahip oldugu belirlenmistir. Morfolojik farkliliklar1 hiicreler ile olan
davraniglariin takibini kolaylastirmistir. S6z konusu seramiklerden Ta>Os’in hiicreler ile
dogrudan baglanmazken HA’nin baglanabildigi SEM mikrograflarinda acikca
goriilmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda Ta2Os biyoinert yapida olup, etrafinda hiicresel bir
kapsiil olusmaktadir. Ta»Os hiicrelerle interaksiyonu agisindan bioinert olarak
siiflandirlabilmesine karsin osteoindiiktif etkisi agisindan biyoaktiftir. HA seramikleri
yogunluklar1 ve fiziksel sekillerine bagli olarak hiicrelerle etkilesimleri acisindan hem
biyoinert hem biyoaktif hem de biyobozunur 6zellikte olabilir. Tez kapsaminda iiretilen HA
yiizeylerde ise hiicrelerin yiizeye baglanarak malzeme yiizeyinde dokulasabildigi, ICP-OES
sonuclarina gore de ¢oziiniir olmadig1 sonug olarak biyoaktif yapida oldugu belirlenmistir.
Yapilan biyokimyasal ve histopatolojik analizler agik¢a gostermektedir ki iiretimi yapilan

HA yiizeyler etkin bir osteoindiiktiif etkiye sahiptir.

In vitro galismalrinin tamamlanmasi ile kimyasal, fiziksel ve mekanik karakterizasyonu
yapilarak Ozellikleri yeterli goriilen %25 Hibrit ve Tabakali kaplanmig AZ91 numuneleri,
biyolojik uyumluluk testleri sonucunda da biyouyumlu olarak belirlenmistir. Ayrica, Ta20s
ve HA kullanilarak iiretilen tabakali ve hibrit kaplamalarda, bu malzemelerin tek baslarina
kullanilmalarindan kaynakli olumsuzluklar1 giderildigi diisliniilmektedir. Bu baglamda
Ta20s yapinin antimikrobiyal o&zelliklerini 1iyilestirirken HA, malzemenin biyoaktif
ozelligini artirmistir. Tabakali ve %25 Hibrit kaplamalarda benzer sonuglar alinmakla
birlikte, olumlu 6zelliklerdeki artisin %25 Hibrit kaplamalarda bir miktar fazla oldugu tespit

edilmistir.

In vitro sonrasi daha ileri biyouyumluluk analizleri i¢in &nceki calismalarin genelinde en iyi
performansi sergileyen numuneler (%25 Hibrit ve Tabakali kapli) ve bunun kontrol

numuneleri (kaplanmamis AZ91, Ti6Al4V ve Negatif kontrol) i¢in in vivo ¢alismalar New
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Zealand erkek tavsanlara implantasyon yapilarak gerceklestirilmistir. Postoperatif 6 ve 12
haftalik zaman periyotlarinda takip edilerek in vivo biyouyumluluk (yerel etkiler, sistemik
toksisite, irratasyon vd) ve radyolojik olarak goriinebilirlikleri (radyoopaklik) test edilmistir.
Elde edilen implant materyallerin radyoopakliklari rontgen sonuglart ve bunlardan
hesaplanan histogram bulgulari ile degerlendirilmistir. Degerlendirmeler sonucunda standart
Ti6Al4V implant materyali ile kiyaslandiginda %25 Hibrit ve Tabakali 6rneklerin her
ikisinin de rontgende net bir sekilde goriintiilenebildigi ancak histogram analizlerine gére
Tabakali ornegin daha radyoopak oldugu gozlenmistir. AZ91 Mg alasimi ise
biyobozunurluguna bagli olarak radyoopasitesinin diisik oldugu distinilmektedir.
Histogram bulgular1 ve rontgen goriintiileri beraber degerlendirildiginde 6zellikle implant
cevresindeki doku ile saglikli uzak bir bolgedeki doku dansite olarak kiyaslandiginda en
olumlu davranig sergileyen grup 6zellikle 6 haftalik AZ911 ve 12 haftalik %25 Hibrit kaph
ornek olmustur. Bu numunelerde implant ¢evresindeki dokuda kayip olmadigi gibi doku
yogunlugunda artis s6z konusu olmustur. Esasinda Tabakali 6rnek radyoopaklikta %25
Hibrit 6rneginden daha goriiniir olsa da kar-zarar dengesine bakildiginda %25 Hibrit 6rnegi
yeterli bir goriiniirliigiin yan1 sira doku iyilesmesinde de oldukga etkili bir davranis
sergilemistir. Tez ¢alismasi kapsaminda yapilan biyokimyasal analizlerin sonucuna gore,
kanda kalsiyum seviyelerinin kontrol Ti6Al4V, %25 Hibrit ve Tabakali 6rneklerde 6. ve 12.
hafta sonuglarinin Negatif kontrol ve kaplanmamis AZ91 orneklerine kiyasla oldukg¢a
yiikksek oldugu belirlenmistir. Diger biyokimyasal parametrelere bakildiginda kanda
sodyum, potasyum, klor ve iire azotu seviyelerinde 6. ve 12. hafta karsilagtirmasinda hicbir
grupta anlamli derecede bir degisikligin olmadig1 gozlenmistir. Mg igerikli implantlarin
kanda Mg degerlerine etkisi ve bobrek ilizerinde herhangi bir toksikasyona neden olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla yapilan magnezyum olgiimlerinde, en yliksek seviyede
yiikselmenin kaplanmamis AZ91 6rneginde oldugu, bunu %25 Hibrit 6rneginin ve Tabakali
ornegin takip ettigi gorilmiistiir. Ancak elde edilen verilerin daha 6nce yapilan literatiir
bilgileri g6z oOniinde bulunduruldugunda kanda ve bobrekte herhangi bir toksikasyonu

gosterir nitelikte olmadigi belirlenmistir (I1lhan vd., 2014).

Yapilan in vivo deneyler sonrasinda almman doku Orneklerinin histopatolojik
degerlendirmeleri yapilmistir. Bu amagla standart H&E, AR, vK boyamalar1 ve bunlarin
yanisira Safranin o ve Alcian Blue boyamalar1 da gergeklestirilmistir. Hiicre canliligi ve
proliferasyonu i¢in yapilan H&E boyama sonucunda en fazla ve yogun boyama %25 Hibrit

orneginde goriilmiistiir. Kalsiyum birikimi i¢in erken ve ge¢ donem markorii olan AR ve vK
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boyamalarina bakildiginda 6zellikle de 12. haftanin sonunda yine %25 Hibrit kaplamada
Tabakalidan daha yogun bir boyanma séz konusu olmustur. HDM yapisinda yer alan
proteoglikanlarin varligin1 Mavi renge dontistiirerek tespit eden Alcian Blue boyamasinin
%25 Hibrit 6rneginde ¢ok daha yogun oldugu goriilmiistiir. Proteoglikan molekiilleri hiicre
icerisinde sentezlendikten sonra hiicre disina ¢ikarilarak HDM yapisina katilirlar ve HDM
icerisinde genel olarak hiicre c¢evresinde (teritoryal matrikste) lokalize olurlar.
Proteoglikanlar insan bag dokusundaki zemin maddesinde bulunurlar. Kikirdakta
sentezlenebilirler ve hiicrelerarasi dolgu maddesi olan hayvansal ekstraselular matriksinin
biiyiik bir bilesenidir. %25 Hibrit kaplanmis 6rnekte etkili bir boyama s6z konusu olup
Ozellikle Tabakali kapli 6rnekte daha zayif bir boyama s6z konusu olmustur. Kolajen
varligini tespit etmede Safranin-O ile yapilan histoloji boyamalar1 kullanilmistir. Hiicreler
farklilagsmaya basladiklarinda kendi HDM’lerini olusturmaya baglarlar. Yeni HDM
olustururken kolajen molekiilleri hiicre igerisinde sentezlenmeye baslar ve daha sonra hiicre
disarisina tasimir. Ilerleyen giinlerde ise iiretilen kolajen lifler hiicrelerarasi bolgede
(intertiritoryal matrikste) sinirlandirilmis olurlar. Hiicre ¢ekirdekleri siyah, sitoplazma gri-
yesil ve hiicre graniilleri yani kolajen molekiilleri ise turuncu-kirmizi tonlarinda boyanirlar.
Safranin-O ile etkilesen her bir 6rnek igin hem yesil hem kirmizi tonlar fazlasiyla agiga

cikmustir.

Zaman periyotlarinda alinan kan 6rnekleri, radyolojik incelemeler ve histopatolojik analizler
degerlendirildiginde, Onceki g¢alismalarda da digerlerine nazran optimum performans
sergileyen %25 Hibrit kapli numune in vivo deneylerde de son derece iyi davranis sergilemis

ve diger analizlerle de orantili sonuglar elde edilmistir.
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7. SONUC VE ONERILER

Yapilan tez c¢alismasinin altlik malzemeleri AZ91 Mg alasim tozlarindan toz metaliirji
yontemi ile sicak preste 350 MPa basing ve 400°C sicaklikta inert ortamda %99,7 teorik
yogunlukta iiretilmiglerdir. Kaplama islemleri igin {iretimlere segilen basing ve sicaklik
parametresi kullanilarak devam edilmistir. Ta20s kapli, HA kapli, Tabakali ve %5-10-25
Hibrit kapli AZ91 Mg alasimlar1 optimum kaplama parametreleri tespit edilerek
kaplanmistir. Yapilan kaplamalardan Ta>Os kapli, HA kapli, Tabakali ve %5-10-25 Hibrit
kapli numuneler istenildigi sekilde yilizeyde elde edilebilmistir. Tiim kaplama tabakalar1 min.
4 mikron kalinliginda olup yiizeylerde en az 3-6 katman kaplamalar yapilarak, HA kapl
numunede ~4 mikron, Ta20s kapli numunede =15 mikron, hibrit kaplamalarda ortalama =15

mikron ve tabakali kapli numunede ise =55 mikron kalinlikta kaplamalar elde edilmistir.

Yapilan SEM analizlerinde, kaplama yiizeylerinin homojen karakteristikte oldugu, Mg
alagimlariin yiizeylerini tamamen kapladigi gézlemlenmistir. Kaplama yiizeylerinde termal
gerilmeler ve kurutma ve kalsinasyon sirasinda ¢oziiciilerin u¢gmasi sebepleriyle catlakli
bolgelerin oldugu ancak birden fazla daldirma sayisi ile ylizeyler kaplandigi igin catlak
bolgelerin sonraki daldirmada kaplama ¢ozeltisi ile kaplandigi gozlemlenmistir. Boylece
altlik alagim ile ortam iligkisinin kesildigi tespit edilmistir. Kesitlerden alinan SEM ve EDS
analizlerinde, kaplama tabakalarina ait elementlerin beklenen sekilde tespit edildigi,
kaplama tabakalar1 arasinda artan daldirma sayisinin herhangi bir olumsuz etkisinin
gozlemlenmedigi goriilmistiir. Ta20s kapli ve HA kapli numuneler, Tabakali ve %25 Hibrit
kapli numuneler ile karsilastirildiginda, en iyi arayiizey uyumunun Tabakal1 ve %25 Hibrit

kaplamalarda gozlemlendigi tespit edilmistir.

Kaplama c¢ozeltileri, kaplama kosullarinda amorf yapida elde edileceginden, hazirlanan
¢ozeltilerin dogrulanmasi ve olusacak yapinin teyit edilmesi i¢in ¢ozeltiler ayrica kalsine
edilerek kristalize edilmis ve XRD analizleri yapilarak literatiirdeki ¢alismalar ve ICDD pdf
kart numaralar1 ile eslestirilmistir. Antibakteriyel 6zellik saglanabilmesi i¢in Ta20s
yapisinin amorf yapida elde edilmesi gerekmektedir ve iglem sicakligi olan 400°C’de Ta20s
amorf yapida elde edilmektedir. FTIR analizleri ile kaplama yapilarinda ve arayiizeylerde

elde edilen baglar da dogrulanmustir.
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Cizik testleri sonucunda kaplamalarin mekanik 6zellikleri belirlenmis ve SEM analizleri ile
Olciilen kaplama kalinliklart penetrasyon derinlikleri karsilastirilarak cizik testleri ile de
dogrulanmistir. Olusan ¢izik izlerinden SEM goriintiileri ve EDS analizleri alinarak
uygulanan yiik karsisinda kaplama tabakalarinin aginip altlik malzemeye gegisin saglandigi
kritik ylik degerleri tespit edilmistir. Mekanik 6zellik bakimindan karsilastirildiginda max 5
N uygulanan yiik ile, ortalama 55 mikron kalinliga sahip tabakali kaplamada altlik
malzemeye gecis gozlemlenmemis, diger numunelerde ise Ta2Os kapli numunede 1,08 N,
HA kapli numunede 0,8 N, %S5 hibrit kapli numunede 1,16 N, %10 hibrit kapli numunede
0,6 N ve %25 hibrit kapli numunede ise 1,3 N ortalama kritik yiik degerlerinde gecis
gozlemlenmistir. Bu durumda tabakali kaplamanin penetrasyon derinliginin kaplama
tabakasini agsmadig1 ve mekanik 6zelliklerinin diger numunelere gore 5 kattan daha fazla
iistiin oldugu tespit edilmistir. Cizik izleri incelendiginde HA kapli numunenin en derin ve
genis iz genisligine sahip olmasi nedeniyle plastik deformasyonun en fazla goriildigi
numune oldugu tespit edilmistir. Ta,Os bir miktar daha az olsa da plastik deformasyonun
yaygin bir sekilde gozlemlendigi fakat %25 Hibrit ve Tabakali kaplamalarda iz genislik ve

derinliklerinin daha az oldugu tespit edilmistir.

Gram-pozitif S. Aureus ve Gram-negatif E. Coli bakterilerine ait kiiltiirler tiim numunelere
yapilan bakteri testleri ile gozlemlenmistir. Ta2Os kapli numune hari¢ diger numunelerde
inhibisyon zonu dlgiilebilir kaydadeger sonuglar vermemistir. Ozellikle iist tabakada HA
bulunan numunelerde inhibisyon zonu gozlemlenmemistir. Ancak hibrit numunelerde,
numune etrafini tam gavrelemeyecek sekilde kismi zonlar mevcut olsa da kabul edilebilir ve
olgiilebilir degildir. Ta20s kapli numunede ise E. Coli bakterisinde 12 mm ve S. Aureus i¢in

ise 14 mm’lik zon gozlemlendigi tespit edilmistir.

Korozyon testleri sonucunda farkli medyum kullanilmas1 ¢ozeltilerin tamponlama
kapasitesine bagli olarak, sonuglar1 dogrudan etkiledigi gozlemlenmistir. HBSS, DMEM ve
DMEM+%10FBS medyumlar1 arasindan tamponlama kapasitesi en diisik olan HBSS
cozeltisi oldugundan ortam iyon konsantrasyonunun agresiflesmesine ve pH degisimlerine
neden oldugundan korozyon hizlarinin tiim numunelerde HBSS’te daha fazla oldugu
gozlemlenmistir. Tamponlama kapasitesi daha yiiksek olan DMEM ve DMEM+%10FBS
cozeltilerinde ise korozyon hizlar1 benzer seyretmis olup FBS igerikli ¢ozeltide yiizeyde
koruyucu etki saglayarak korozyon hizini daha da diisiirmiistiir. Ayrica ortamin tamponlama

kapasitesinin artmasi korozyon hizlar1 arasindaki farkin azalmasini saglamistir. En agresif
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ortam olan HBSS i¢inde numuneler kendi arasinda karsilagtirildiginda en yiiksek korozyon
hizinin 17,68 mm/y1l degeri ile kaplanmamis AZ91 Mg alasiminda numunede goézlemlendigi
tespit edilmistir. HA kapli numune 13,47 mm/yil ile % 23 oraninda, Ta20s kapli numunede
3,54 mm/y1l ile %80 oraninda, %5 hibrit kapli numunede 3,77 mm/yil degeri ile %78
oraninda, %10 hibrit kapli numunede 4,48 mm/y1l ile %74 oraninda, %25 hibrit kaph
numunede 3,08 mm/y1l degeri ile %82 oraninda ve son olarak tabakali kapli numunede 2,05
mm/y1l korozyon hizi degeri ile %89 oraninda azalma kaydedilmistir. DMEM c¢d6zeltisi
icinde yapilan korozyon testlerinde, kaplanmamis AZ91 Mg alagiminin korozyon hizi1 13,07
mm/y1l 6l¢iilmiis olup, korozyon hizinda HA kaplamada %98, Ta>Os kaplamada %34, hibrit
kaplamalarda ortalama %83 ve tabakali kaplamada ile korozyon hizinda %99,7 oraninda bir
azalma tespit edilmistir. DMEM+%10 FBS c¢ozeltisi i¢inde ise minimum korozyon hizi
degerleri gbzlenmis olup, kaplanmamis AZ91 Mg alagiminin korozyon hiz1 2,32 mm/yil
Ol¢tilmiistiir. Korozyon hizlarindaki azalma ise HA kapli numune i¢in %50, Ta20s kaplt
numune i¢in %24, hibrit kaplamalarda ortalama %13 ve tabakal1 kaplamada ise %76 olarak
Olciilmiistiir. Korozyon test sonuglarina gore tim medyumlar degerlendirildiginde
korozyona en dayanikli kaplamanin tabakali kaplama oldugu tespit edilmistir. Tabakali
kaplamada korozyon sonrasi alinan SEM gériintiilerinde de korozyon tiiriiniin homojene
yakin tespit edildigi ve kaplama tabakasinin biitiinliigiinii daha 1iyi1 koruyabildigi

gbzlenmistir.

Numunelerin 6n ¢aligma olarak hiicre ile etkilesmeleri sirasindaki ortam degisimleri dikkate
alinarak, numunelerin daha fazla organik katki igeren temel besin sivist DMEM-LG
icerisindeki davranis1 28 giin siireyle takip edilmistir. Bu siirecte numune yiizeyindeki
cokeltilerin diger fizyolojik tamponlardaki olusumlardan daha az oldugu, numune
biitiinligiiniin korundugu ve pH degerinin maksimum 11,2 olarak ol¢iildiigii goriilmiistiir.
pH degisimin ortamdaki iyonlar ve su ile numune kaplamalarinin reaksiyonu sonucu ortama
saliman bazik iyonlardan kaynakladigi, ¢okeltilerin FTIR spektrumlar: ile Ortiismektedir.
FTIR spektrumlarinda karbonat ve fosfat yapilarinin numune yiizeyinde ¢okelti olusturdugu
daha dnceden tespit edilmis olup, bu sonu¢ pH degisimin nedenini agiklamaktadir. Ayrica,
ICP-OES ile iyon salim konsantrasyonlarindaki degisimde bu sonugclarla ortlismektedir.
Bunun yanisira ortam pH degerinin alkali degerlerde olmasinin, literatiirle uyumlu olarak
hiicresel ¢alismalarda osteogenezi daha fazla destekledigi fenotip belirleme analiz sonuglari
ile desteklenmektedir. Hiicresel ¢aligmalarda, ortamin tamponlama kapasitesini 24 saatlik

stirede genel olarak korundugu ¢ozeltideki pH indikatdrii ile tespit edilmistir.
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Yapilan hiicre kiiltiir incelemelerinde biyouyumluluk ve sitotoksisite analizlerinde
kullanilacak hiicrelerin, primer kaynaktan izolasyonu saglanmistir. Osteoblast hiicreleri
hazir satin almak yerine pasajlama yapilarak ¢ogaltilmasi yoluna gidilmis ve dogrudan
primer kaynaktan (Wistar Albino Sigani) izole edilen sigan kalvaria osteoblast hiicrlerinin

pasajlama islemi ile gogaltilmasi sonucu istenen sayida hiicre elde edilmistir.

Yapilan analizlerde AR ve vK boyamalarinin haftalik periyotlarla uyumlu olarak OB ve
MKH Kkiiltiirlerinde artis gosterdigi, dolayisiyla doku benzeri yapilarda mineralizasyonun
artt1g1 goriilmiistiir. Ancak bu mineralizasyonun OB kiiltiirlerinde belirgin olarak daha fazla
oldugu tespit edilmistir. Bu durum, deneysel tasarimda asil hedefin kemik iligini
baskalastirmadan kemik gelisimini desteklemek oldugu i¢in, MKH kiiltiiriinde osteojenik
indiikleyici bir ortam kullanilmazken, OB kiiltiiriinde osteojenik indiiktif 6zellikte bir ortam
kullanilmasindan kaynaklanmaktadir. Boylece MKH hiicrelerinin baskalagsmadan canli
kalabildiklerini, sigan kalvaria kemiginden izole edilen OB hiicrelerinin ise yeni kemik
dokusu olusturmak tizere tegvik edildigi ve kollajen-tip-1 sentezi ile HDM nin organik fazini
olustururken osteokalsin sentezini artirarak mineralizasyonunun tesvik edildigi ALP, AR,

vK ve anti-osteocalsin boyamalari ile agik¢a goriilmiistiir.

Ta20s, HA, %25 Hibrit ve Tabakali kaplanmis AZ91 numuneler, biyolojik uyumluluk
testleri sonucunda biyouyumlu olarak degerlendirilmistir. Ayrica, Ta2Os ve HA kullanilarak
iiretilen tabakali ve hibrit kaplamalarda, bu malzemelerin tek baslarina kullanimindan
kaynakli olumsuzluklarin giderildigi, yapinin TazOs ile antimikrobiyal ozelliklerinin
iyilestigi ve HA ile biyoaktif 6zellik kazandig1 degerlendirilmistir. Tabakali ve %25 Hibrit
kaplamalarda benzer sonuglar alinsa da, olumlu 6zelliklerin %25 Hibrit kaplamalarda bir

miktar fazla oldugu degerlendirilmistir.

Daha ileri biyouyumluluk analizleri i¢in 6nceki ¢alismalarin genelinde en iyi performansi
sergileyen numuneler (%25 Hibrit ve Tabakali kapli) ve kontrol numuneleri igin New
Zealand erkek tavsanlar 6 ve 12 haftalik zaman periyotlarinda in vivo analizler, femur
kemigine implantasyon ile in situ olarak gerceklestirilmistir. in vivo deneyler kapsaminda
biyokimyasal analizlerin sonucuna gore, kanda kalsiyum seviyelerinin deney gruplarindan
Ti6AI4V, %25 Hibrit ve Tabakali kapli implantlarda 6. ve 12 hafta sonuglarinin 6rneklere
kiyasla oldukga yiiksek oldugu belirlenmistir. Uretilen %25 Hibrit ve Tabakali kaplanmis

numunelerin referans olarak kullanilan Ti6Al4V alagimina yakin sonuglar verdigini, kanda
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kalsiyum seviyelerinde artisa neden oldugunu gostermistir. Diger biyokimyasal
parametrelere bakildiginda ise kanda sodyum, potasyum, klor ve {ire azotu seviyelerinde 6.
ve 12. hafta karsilagtirmasinda higbir grupta anlamli derecede bir degisikligin olmadigi
gorilmistir. Mg icerikli implantlarin kanda Mg degerlerine etkisi ve bobrek lizerinde
herhangi bir toksikasyona neden olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla yapilan
magnezyum Ol¢limlerinde, en yiiksek seviyede yiikselmenin AZ91 Mg alasgimlarinda
oldugu, bunu %25 Hibrit kapli ve Tabakali kapli numunelerin takip ettigi goriilmiistiir.
Ancak elde edilen verilerin daha Once yapilan literatiir bilgileri g6z Onilinde
bulunduruldugunda kanda ve bobrekte herhangi bir toksikasyonu gosterir nitelikte olmadigi

belirlenmistir.

6 ve 12 haftalik siire¢ sonunda elde edilen radyografi sonuglarina gore optik yogunluga bagh
olarak en iyi goriiniirligiin Tabakali ve %25 Hibrit kaplamada oldugu tespit edilmistir.
Ayrica %25 Hibrit kaplamanin Tabakaliya kiyasla doku kaybindan ziyade doku iyilesmesini

tesvik edici etkiye sahip oldugu histogram bulgularindan belirlenmistir.

Yapilan in vivo deneyler sonrasinda almman doku Orneklerinin histopatolojik
degerlendirmelerine gére H&E, AR, vK boyamalari ve bunlarin yanisira Safranin-O ve
Alcian Blue boyamalarinda en belirgin boyamanin %25 Hibrit kapli 6rneklerde oldugu

gbzlenmistir.

Zaman periyotlarinda alinan kan 6rnekleri, radyolojik incelemeler ve histopatoloji sonuglari
degerlendirildiginde, dnceki caligmalarda da ¢ok iyi performansi sergileyen %25 Hibrit ve
Tabakali kapli numune in vivo deneylerde de olduke¢a iyi performans sergilemis ve diger

tiim analizlerle orantili sonuglar elde edilmistir.

Tez ¢alismasi sonucunda, AZ91 Mg alasimi HA ve TazOs ile Hibrit ve Tabakali sekilde
basariyla kaplanmustir. Ozellikle %25 Hibrit kaplanmis olan AZ91 Mg alasiminin korozyon,
in vitro ve in vivo ¢alismalar1 sonucunda kalic1 protez olarak kullanilma potansiyelinin
oldugu degerlendirilmistir. Elde edilen bu sonuglar, ALEDA makine, NORMMED ve
BONEARTS gibi ortopedi firmalariyla goriisiilerek daha kapsamli caligmalar1 igeren ve
prototip iiriin ortaya konulabilecek klinik dncesi bir projeye doniistiiriilebilir. Bu amagla
Tiirkiye Saglik Enstitiileri Baskanligi’na (TUSEB) proje 6nerilebilir. Bu sayede, ortopedik

implant olarak kullanilmakta olan diger (Ti, Co alagimlar1 ve paslanmaz c¢elik gibi)
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metallerin agir olmasi nedeniyle meydana gelen doku-implant uyumsuzlugun, ara yiizeyde
meydana gelen enfeksiyonlarm, implantin degistirilmesi ve/veya c¢ikarilmasi gibi
olumsuzluklarin kaynakli ortadan kaldirilmasi i¢in bir segenek ortaya ¢ikabilir. Dolayisiyla

hem ekonomik kazanim saglanmis olur hem de yerli bir iiriin ortaya konulmus olur
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EK-1. Korozyon sonrast yiizeyden alinan eds verileri
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Sekil 1.1. Kaplanmamis AZ91 numunesine ait HBSS ortaminda yapilan korozyon testi
sonrasi ylizey SEM goriintiisii (X1000) ve EDS analizi tablosu
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Sekil 1.2. HA kapli numuneye ait HBSS ortaminda yapilan korozyon testi sonrasi yiizey
SEM goriintiisii (X1000) ve EDS analizi tablosu
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Sekil 1.3. Ta20s kapli numuneye ait HBSS ortaminda yapilan korozyon testi sonrasi yiizey
SEM goriintiisii (X1000) ve EDS analizi tablosu
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Sekil 1.4. %5 Hibrit kapli numuneye ait HBSS ortaminda yapilan korozyon testi sonrasi
ylizey SEM goriintiisti (X1000) ve EDS analizi tablosu
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Sekil 1.5. %10 Hibrit kapli numuneye ait HBSS ortaminda yapilan korozyon testi sonrasi
yilizey SEM goriintiisii (X500) ve EDS analizi tablosu
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Sekil 1.6. %25 Hibrit kapli numuneye ait HBSS ortaminda yapilan korozyon testi sonrasi
ylizey SEM goriintiisii (X1000) ve EDS analizi tablosu
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Sekil 1.7. Tabakal1 kapli numuneye ait HBSS ortaminda yapilan korozyon testi sonrasi

ylizey SEM goriintiisii (X1000) ve EDS analizi tablosu
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Sekil 1.8. Kaplanmamis AZ91 numunesine ait DMEM ortaminda yapilan korozyon testi

sonrasi ylizey SEM goriintiisii (X1000) ve EDS analizi tablosu
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Sekil 1.9. HA kapli numuneye ait DMEM ortaminda yapilan korozyon testi sonrasi yiizey
SEM goriintiisii (X1000) ve EDS analizi tablosu
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Sekil 1.10. Ta20s kapli numuneye ait DMEM ortaminda yapilan korozyon testi sonrasi

ylizey SEM goriintiisii (X1000, X3000) ve EDS analizi tablosu
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Sekil 1.11. %5 Hibrit kapli numuneye ait DMEM ortaminda yapilan korozyon testi sonrasi

ylizey SEM goriintiisii (X1000) ve EDS analizi tablosu
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Sekil 1.12. %10 Hibrit kapli numuneye ait DMEM ortaminda yapilan korozyon testi
sonrasi ylizey SEM goriintiisii (X1000) ve EDS analizi tablosu
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Sekil 1.13. %25 Hibrit kapli numuneye ait DMEM ortaminda yapilan korozyon testi
sonrasi yiizey SEM goriintiisti (X1000) ve EDS analizi tablosu
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Sekil 1.14. Tabakal1 kapli numuneye ait DMEM ortaminda yapilan korozyon testi sonrasi
yilizey SEM goriintiisii (X1000, X3000) ve EDS analizi tablosu
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EK-1. (devam) Korozyon sonrasi yiizeyden alinan eds verileri

Agirlik¢a %
G 1 2
0 0 | 23
3 0 0 0
29 | 9 | 23|20
9 0 4 8
1 0 0 0
1 1 1 4
1 1 0 2
2 1 1 4
4 6 4 4
3 1 6 8
9 6 |12 | 9
38 |74 |26 | 41

Sekil 1.15. Kaplanmamis AZ91 numunesine ait DMEM+%10 FBS ortaminda yapilan
korozyon testi sonrasi ylizey SEM goriintiisii (X1000) ve EDS analizi tablosu

Agirlik¢a %

112 |3

0 (3|0

0 2 |0

12| 5 | 15| 9
4 22|59
13 1 7 8
0 0 0 0
7 |58 |12 | 25
0 1 11]0
2 2 1 3
16 | 2 | 12 | 15
1 1 0 |
8 | 7 6
37| 1 4 | 24

Sekil 1.16. HA kapli numuneye ait DMEM+%10 FBS ortaminda yapilan korozyon testi
sonrasi yiizey SEM goriintiisii (X1000) ve EDS analizi tablosu
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EK-1. (devam) Korozyon sonrasi yiizeyden alinan eds verileri

Agirlikga %

; G 1 2 3 4

0 0 2 3 111

3 0 2 2 5

9 2 5 4 | 16
Na| O il 2 1 3
S 0 0 0 0 0
a | 2 2 6 1 8
K 1 2 0 0 0
Fe | 2 1 1 1 2
Ca |12 | 9 |11 | 3 7
Al | 0 1 0 0 1
Zn 5 2 5
Mg| 7 (10| 3 1|13

Sekil 1.17. Ta20s kapli numuneye ait DMEM+%10 FBS ortaminda yapilan korozyon testi
sonrasi yiizey SEM goriintiisti (X1000) ve EDS analizi tablosu

Agirhkega %
1 2 3
ofo0of|oO
0 0 0
7 6 7
1 0 1
6 4 3
ofo0f|oO
1 0 1
ofo0f|oO
3 2 1
10 | 9 6
1 0 0
6 5 1
51 3 2
14 | 71 | 78

Sekil 1.18. %5 Hibrit kaplt numuneye ait DMEM+%10 FBS ortaminda yapilan korozyon
testi sonrasi ylizey SEM goriintiisii (X1000) ve EDS analizi tablosu



EK-1. (devam) Korozyon sonrasi yiizeyden alinan eds verileri

._.“1:' -’_

Agirlik¢a %

1 2 3
0 6 0
0 0 0
3 8 4
0 0 1
2 4 8
0 0 0
0 0 2
0 0 i
3 3 i
3 8 9
0 0 0
4 1 3
1 2 3

84 | 68 | 68
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Sekil 1.19. %10 Hibrit kapli numuneye ait DMEM+%10 FBS ortaminda yapilan korozyon
testi sonrasi yiizey SEM goriintiisii (X1000) ve EDS analizi tablosu

Agirhkga %

G 1 2 3 4
4 0| 3|52
1 0 1 2 8
7 3 6 8 | 22
1 1 1 1 4
7137 ]8]6
ofo|o0]|]oO0|oO
4 | 3|3 1] 8
1 10| 1|2
212 (3]2]2
13 (11|13 |10 | 8
0 0 1, 0 0
4 0
5 |12 4 |20
53 | 60 [ 55|56 | O

Sekil 1.20. %25 Hibrit kapli numuneye ait DMEM+%10 FBS ortaminda yapilan korozyon
testi sonrasi yiizey SEM goriintiisii (X1000) ve EDS analizi tablosu
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EK-1. (devam) Korozyon sonrasi yiizeyden alinan eds verileri

Agirlikga %
G|1|2|3] 4
4 0 0 0 5
1] 2 1 1|2
7016|6127
1 1 1|9 1
7 4 |12 | 4 1
0 0 0 0 0
4 13 ]29|1
1]10|0/|0O0 1
2 1 3 1 1
9 5 (16| 6 7
ofof|1]|]0]|O
2 1 2 0 1
10 2 [31]23| 2

52 | 72|19 | 20 | 67

Sekil 1.21. Tabakali kapli numuneye ait DMEM+%10 FBS ortaminda yapilan korozyon
testi sonrasi ylizey SEM goriintiisii (X1000) ve EDS analizi tablosu
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