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GIRIiS

Biomateryallerin biolojik ortamlardaki davraniglari, dig hekimli-
gi de dahil olmak tizere birgok disiplinin ortak ilgi alanidir(7). Son zaman-
larda dental implantolojideki bagarili kullanimi nedeniyle, Titanium (Ti)

6zellikle bu alanda en gok kullanilan metal haline gelmistir(3,44,68).

Diger biomateryaller gibi Ti metallerin yiizeyleri, proteinden zen-
gin viicut sivilariyla karsilastiklarinda, kaynagini iginde bulundugu ortam-
dan alan, gesitli protein molekiillerinden olusan ince bir filmle kaplanir.
Bu tabaka, implant ylizeyindeki hiicresel adhezyonunun ilk ve en 6nemli
evresidir ve yapisinda yer alan her molekiiliin konak ve bakteriyel hiicre-
nin adhezyonu agisindan birbirinden farkli ve spesifik roli vardir. Hiicre-
nin temel karakteristiklerinden sayilan "Adhezyon" 6zelligi gzoniine alinir-
sa, implant yiizeyinde hiicresel adhezyonun olugup olugmamasi veya hangi
tip hiicrelerin yer alacagi, direkt olarak implant materyaline ve 6zellikle
implant ylizeyinde olugan bu tabakanin karakterine bagli olacagi agik-

tir(24).

Albrektsson’a gore implantin kisa donemdeki bagarisi, kullanilan



materyalin biyolojik uyumlulugu (biokompatibilite) ve buna bagli olarak
gelisen yakin kemik-implant atagmaninin saglanmasiyla (Osseointegras-
yon) yakindan ilgili gibi gériinmektedir(5). Birgok yazar tarafindan basit
olarak kemik-implant temas1 veya atagmani olarak tarif edilmesine kargi-
lik, basarili implantlarda gérilen bu durum, molekiiler diizeyde g¢ok daha
karmagiktir. Gergekte hiicre, implant materyaline degil, implantasyonu

takiben implant yilizeylerde olusan protein filme tutunur(59).

Implantin uzun dénemdeki basarisi ise oral mikroflora ile imp-
lant materyali arasindaki ilgiye baglidir. Gintimiizde hizla ilerleyen biome-
dikal teknolojinin genis olanaklarina paralel olarak gelisen ve viicudun
cesitli nedenlerle fonksiyonlarini kaybetmis olan kisimlarini biokompatibl
materyallerle teldfi edebilen implantoloji disiplini iginde sadece dental
implantlar dig ortamla baglanti halindedir. Bu nedenle her bir implant ¢ivi-
si oral kaviteye yerlestirildigi andan baglamak {izere, hem kan hem de tiikii-
ritk sivisiyla kargilagir. Serum ve kan proteinlerinin implant yiizeylerindeki
adsorpsiyon karakteristikleri birgok aragtirici tarafindan genis olarak ince-
lenmis olmasina ragmen(10,43,48,65). Ti implantlarin yiizeylerinde, tiikii-
riik proteinlerinin 6111§turdugu film tabakasinin yapis1 tizerinde galigilma-

mig bir konudur.

Unutulmamasi gereken Onemli nokta, implantin bagarisinda
reper noktasi olan Osseointegrasyon bir yandan, kemik hiicresinin implant
ylizeyine adhezyonunu ve hizli hiicre ¢cogalmasini gerektirirken, diger yan-
dan bakteri hiicresinin adezyonu ve kolonizasyonu, basarisizliin gergek
nedeni olabilir. Bu nedenle yukarda s6zi edilen protein filmin ayrintilariy-
la incelenmesinin implantolojinin geligim siireci i¢ginde 6nemli yer alacag:

inancindayiz.



GENEL BILGI

Implant materyallerinin proteinden zegin sivilarla kargilagmala-
riyla baslayan reaksiyonlar zincirinin ilk evresini hizli protein adsorpsiyo-
nu olugturur. Bu etkilegim molekiiler seviyede, alici hiicre ile implant
materyali arasinda yer alan ve "Inter-Face" olarak tanimlanan alanda ger-
ceklegir. Bu alan implant materyali yoniinde oksit tabakasiyla alici hiicre
yoniinde ise protein molekiillerinin olugturdugu film tabakasiyla paylagi-
lir(14). Bu nedenle implant yiizeylerdeki adsorpsiyon progesinin karakteri,
implant metali ve bu implantin kargilagtig: biolojik sivilara bagli olmakla
birlikte, implant materyalinin yilizey 6zellikleriyle ve proteinin kendi yapi-

siyla da yakindan ilgilidir.

Konuyu daha yakindan tanimak amaciyla s6zii edilen parametre-
leri ayr1 ayr1 incelemenin ve her bir degigkenin adsorpsiyona olan etkileri-

ni degerlendirmenin dogru olacag: inancindayiz.
Adsorpsiyon Fenomeninde Proteinlerin Fonksiyonlar:

Proteinler, kuvvetli kovalent baglarla tutunmug amino asitlerin

olusturdugu uzun ve ii¢ boyuﬂu yapilanmalardir. Amino asit gruplarini bira-



rada tutan baglarin her yonde donebilme 6zelligi vardir, bdylece bir prote-
in molekiili 3 boyutta katlanarak sayisiz gekiller alabilir. Ancak biolojik
ortamlarda protein molekiili yan zincirleri ve bunlarin yerlerine bagh
olmak tizere tek bir gekil alir ki buna "KONFORMASYON" denir(51) (Se-
kil 1).

Amino asit molekiili nonkovalent baglariyla bir bagka amino asit
zinciri veya kendi zincirinin bir bagka segmentine baglanir. Meydana gelen
yapilanma, nonkovalent baglarin ortaya ¢ikardifi kuvvetle stabilitesini
korur ancak bu yap: reversibldir ve direkt olarak molekiiliin iginde bulun-
dugu ortama baglidir(2). Bu nedenle protein molekiiliiniin solid yiizeylere

adsorpsiyonu polimerin yapisinda konformasyonal degisikliklere neden

olur.

Genel olarak proteinler agag1 yukar: biitiin yiizeylere yapigma egi-
limindedir. Bu atagman protein zincirinin ylizeyden proteinin iginde bulun-
dugu ortama uzanan tek ya da multipl segmentleriyle saglanir ve varligi da
serbest ylizey enerjisi, ylizeyin elektrik yliki, hidrofobik olusu molekil agir-
1181, isoelektrik noktas: ve molekiliin baglama kapasitesi gibi proteine ait

birgok degiskenden etkilenir.

Bu degiskenlerin adrospsiyona olan etkileri farkli aragtiricilar
tarafindan ayrintili olarak incelenmistir. Schakenraad ve arkadaglari imp-
lant ylizeyi izerinde hiicrenin yayilmas: ile serbest ylizey enerjisi arasinda-
ki ilgiyi serum proteinleriyle incelemigler, ylizeyde hiicresel atagmanin sag-
lanabilmesi igin serbest ylizey enerjisinin 57 erg/cm?2 olmasi gerektigini bil-
dirmigler ve serbest yiizey enerjisi oldufu kadar serum proteinlerinin

yiizey 6zelliklerini degistirerek hiicresel atagmani etkiledigini géstermigler-

dir(65). ‘



Baier ise yiizey serbest enerjisi diigiik olan ylzeylerin biolojik
sivilarla kargilagmalarinda ylizey tarafindan adsorbe olan protein 6rtiiniin
son derece zayif bir film oldugunu (Poor Primer Coat) ve dolayis: ile bu
yizeylerde meydana gelebilecek olan hiicresel kolonizasyonun inhibisyona
ugradifini buna kargilik yeterli serbest ylizey enerjisine sahip olan yizey-
lerde iyi bir protein film adsorpsiyonu oldufunu ve yeterli biolojik etkile-

sim sonucu iyi bir hilicresel atagman saglandigini bildirmigtic(9).

Schakenraad, Arendsds ve Busher ise proteinle kaplanmig ylzey-
lerde hiicre tutunmasi ve yayilmasinin giplak yizeylere gore farkli oldugu-
nu gostermis ayrica ylizey ile hiicre arasindaki mesafenin proteinle kaplan-
mig olan alanlarda 20 nm. ye kadar indigi gorildiga halde bu filmin yoklu-

gunda mesafenin 100 nm. kadar gikt18in1 gdstermislerdir(66).

Jacop Dankert ve arkadaglar: ise protein film, bakteriyel adhez-
yon ve enfeksiyon dinamigini yakin ve uzak etkilesim (Short-Long Range)

sinirlarinda incelemiglerdir(19).

Kan, gézyasi, tiiktirik gibi proteinden zengin sivilarla kargilagtik-
larinda implant yilizeylerde meydana gelecek ilk reaksiyonlardan biri,
ortamdaki proteinlerin yiizeye adsorpsiyonudur. Ancak bu adsorpsiyon irre-
versibl bir reaksiyon olmayip, yiizeyde siirekli ve hizl: protein degisimlerin-
den olusan ve VROMAN etkisi olarak tarif edilen dinamik bir olaydir.
Yizeydeki degigim, implantin iginde bulundugu sividaki ayn: tiir proteinler

arasinda oldugu gibi, ylizeye olan affiniteleri farkl: proteinler arasinda da

olur(33,78).



Géoriildiigi gibi Inter-Face denilen alanda olusan protein filmin
kompozisyonunu degisik proteinlerin farkli affiniteleri tayin eder. Sonug
olarak filmin yapisinda bulunabilecek proteinler, ylizeye olan affiniteleri
en fazla olan proteinler olacaktir. Bu protein filmin kompozisyonu ve kine-
tigi implant yiizeylerdeki hiicresel atagmani direkt olarak etkileyeceginden
konunun énemi Baier(7) tarafindan ESANSIYEL BELIRTI olarak vurgu-

lanmigtir.

Yapay ylizeylerde hiicresel atagmanin olugmasi igin gerekli ilk
kosul, s6ziinli etmekte oldugumuz protein filmin varlifidir. Bu filmin olug-
masindan sonra implant ylizeylerinde bakteri hiicreleri de dahil olmak tize-
re aliciya ait hiicreler arasinda bir rekabet baglar. Protein adsorbsiyonu ve
hiicresel atagmana olan etkileri birgok aragtiricinin tizerinde durdugu bir
konudur. Baz: hayvan deneylerinde bu filmin 6zel olarak hazirlanmig sekli-
nin hicresel atagmanda inhibisyona neden oldugu gosterilmigtir(4). Klinik
yonden diiginiildiigiinde hiicresel atagsmani direkt olarak etkileyen protein
filmin fonksiyonu ve buna bagl:t olarak molekiiller ve aralarindaki rekabe-

tin gok 6nemli bir parametre oldugu ortaya gikar.

Adsorpsiyon fenomeni ydniinden incelenirse her bir protein

molekiiliniin;

1- Polar ve Hidrofilik
2- Nonpolar ve Hidrofobik
yan zincirleri vardir. Hidrofilik ytuzeyler karsilastirildiginda etkilegimin

hidrofobik yiizeylere gére gok daha fazla oldugu gériilir(79).

Hidrofobik yilizeyler, protein molekiiliniin i¢ kisminda ve bir

gekirdek olusturacak bigimde bulunur. Protein molekiilt hidrofobik bir



yizeyle kargilagtifinda, hidrofobik gekirdekte etkilesim baglar, bunun sonu-
cu molekil ¢oziiliir, intramolekiiler bandlar kopar, béylece amino asit mole-
kiliniin yapisi ve yan zincirlerinin kimyasal reaktivitesi degisir. Bu durum
protein molekiilinde konformasyonal degigikliklere neden oldugu gibi pro-
tein filmin kompozisyonu ve kinetigi -ile birlikte gelecekteki hiicresel

adrospsiyonu etkileyen en 6nemli parametredir.

Hidroksiapatit Yiizeyler ve Ozellikleri

Hidroksiapatit (HA) kalsiyum fosfatin doymug solisyonunun ¢6k-
mesiyle meydana gelen mikrokristal bir yapilanmadir (Ca ((PO,)4(OH),).
Bu formill igindeki OH iyonlari bagka iyonlarla degisebilir. Ornegin fluor
iyonu formiiliin yapisina girdiginde Ca, iyon baglantisinin stabilitesini artti-
rarak HA’in ¢6ziinebilirligini azaltir. Kristal yapisindaki Ca ve OH eksikli-
gi apatitin ylizeyinde yliksek baglanma kapasitesine neden olur. Nriagu ve
arkadaglari ise H in amfoterik &zellikte oldugunu ve bu nedenle hem asi-
dik hem de bazik proteinlere iyi bir gekilde baglandiginit géstermigler-
dir(54). Bu baglantinin asidik proteinlerde muhtemelen fosfat gruplariyla,
bazik proteinlerde ise Ca iyonlariyla oldugunu bildirmiglerdir. HA yiizey-
lerde protein adsorpsiyonundaki degisiklikler ya proteinler arasinda affini-
te farkindan ya da yilizeyin artan pozitif yiikii nedeniyle meydana gelir.
Ornegin PMN (Polimorfoniikleer 16kosit) de iiretilen ve bazik bir protein
olan lizozimin (Lz) Ca’a biyik bir affiniteyle baglandigi gosterilmis-
tir(21). Bennick ve arkadaglari HA’nin kimyasal reaktivitesinin, adsorpsi-
yonun dnemli bir fonksiyonu oldugunu, buna kargilik yiizeyin fiziksel 6zel-

liklerinin fazla etkili olmadigint savunmuglardir(12).



Titanium ve Yiizey Ozellikleri

Titanyum yumusgak, hafif, allotropik bir metaldir. Meteorlarda,
glneste, taglarda, minerallerde bulunabildigi gibi bitkiler ve insan viicudun-
da da bulunabilir. Metal saf oldugunda parlak ve beyazdir, dansitesi diagiik
olmasina ramen son derece kuvvetlidir. Metalin ylizeyinde bulunan pasif
oksit tabakas: metalin korozyona karsi son derece direngli olmasini saglar.
Bunlara ilave olarak kemigin Young Modulus’u ile Ti arasindaki benzerlik
ve metalin fizyolojik olarak inert olusu Ti’un implantoloji disiplinindeki

bagaril: kullanim nedenlerindendir(79).

Ti metali polikristalin yapidadir. Her bir kristal hegzagonal iinit-
lerden meydana gelir. Polikristalin yap: igindeki her kristalin spesifik
oryantasyonuna GRAIN denir. Kristallerin bu dizimlerindeki diizensizlik-

ler ise baslica ii¢ sekilde ortaya ¢ikar(48) (Sekil 3).

1- Grain Boundries : Grain denilen birimlerin spesifik oryantasyonla-

rinin bozuldugu alanlardir.

2- Twin Boundries : Orijinal atomik oryantasyonun yansimasi geklin-

deki diziligin gdruldagi alanlardir.

3- Dislocation : Metalin deforme oldugu durumlarda, bir ato-
mik kesitin bir digeri tizerinde kaymasiyla orta-
ya ¢ikan alanlardir.

Metal atomlarinin geometrik diziliglerindeki bu diizensizlikler metalin

ylizeyindeki baglama kapasitesini belirler(76). Yukarida s6ziini ettigimiz

diizensizliklerin sayis1 metalin doymamig baglarini, baglama kapasitesini

ve enerji potansiyelini gdsterir.



Saf Ti yiiksek enerji potansiyeli olan bir metaldir. Kullanilir
duruma gelinceye kadar gegirdii evreler Adell tarafindan gelistirilmis-
tir(1). Metalin hava ile temas: yiizeyde hizli bir oksidasyonu baglatir. Saf-
lagtirma iglemi sirasinda gok yiitksek bir enerji kullanildigindan hizli oksi-
dasyon kaginilmazdir. Oda 1sisinda Ti ylizeyinde olugan oksit tabakasi 5-70
AC’ye kadar ¢ikabilir. Yukarda sozii edilen yapisal bozukluklar, olugan
oksit tabakasinda kesintilere neden olsa da oksit tabakasi yeniden oluga-
rak 100 A%’ye varabilir. Kendiliginden olugan bu oksit tabakas: korazyona
engel olan koruyucu bir bariyer olmakla kalmayip, implantin konak ile kar-
silast181, konak hiicre veya bakteri hiircesi arasindaki etkilegimin yer aldi:
alandir(36). Bu oksit tabakanin koruyucu fonksiyonu tabakanin kalinligin:
arttirmakla sajlanabilir. Bunun igin gesitli yontemler geligtirilmigtir(48).
Ayrica metal ylizeyinde agikta olusan oksidasyonun kemik iginde gok daha
hizli oldugu gosterilmistir(49). Bu biiylime ya oksit tabakasina dogru metal
atom/iyon diffuzyonu geklinde ya da oksit ytzeyden igeri dogru oksijen
tagiyan molekiillerin taginmasiyla saglanabilir(40) (Sekil 4). Bu etkilesim
Gomer ve arkadagslari tarafindan "SURFACE DIFFUSION" olarak tanim-
lanmigtir(23). |

Yiizeye ait 6zelliklerden bir digeri de yiizeyin elektriksel yuki-
diir. Bu konuda dncit olan arastiricilar net negatif yiiklii yiizeylerin hiicre-
sel atagmani engelledigini bildirmisler, buna karsilik birgok ¢aligma elek-
triksel yiikiin biolojik adhezyonda az etkili oldufunu 6ne stirmiigtiir. Ancak
bu konudaki en son galigmalar yiizey elektriklenmesinin biolojik adhezyon-
la yakindan ilgili oldufunu ortaya koymusgtur. Ayn1 yiikle yiikli yizey ve
molekiller birbirlerini minimum 10 nm. uzaklia itme egilimindedirler.
Van der Waal’s kuvvetleri protein molekiillerini ylizeye yakin olarak belirli

bir pozisyona sokmaZa yeterlidir(19,57). Ancak molekillerin Van der
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Waal’s kuvvetleriyle olan baglantilar1 oldukga zayiftir ve ancak 15 nm.
uzaklifa kadar etkili olabilen hidrofobik kuvvetlerle yenilebilir. Hidrofo-
bik baglantiyla ortaya gikan kuvvetler Van der Waal’s kuvvetlerine gore
10-100 kez daha fazladir(25). Bu nedenle molekiillerle yiizey arasindaki

iyonik baglantinin gogu hidrofobik kuvvetlerle saglanir.

Yizey gerilimi, yani ylizeyin serbest enerji diizeyi, gdzdniine alin-
mas: gereken bir diger 6nemli parametredir. Kritik serbest yiizey enerjisi
ile hiicresel atagyman arasindaki iligki Baier tarafindan bildirilmis-
tir(19,84). Minimal bioadhezyon saglanmas: igin gerekli olan enerji 20-30
dyn./cm?'dir(53). Revel ve arkadaglari(60) proteinden zengin ortama yer-
legtirdikleri petri kaplarinda yaptiklar: galigmada hiicrelerin direkt olarak
protein filme tutunduklarini Schakenraad ve arkadaslari da maksimum hiic-
re tutunmasi ve yayilmasinin proteinle kaplanmis olan implant yiizeylerin-
de g¢iplak yiizeylere gore anlamli derecede fazla oldufunu bildirmisler-

dir(66,77).

Protein Filmin Ozellikleri ve Fonksiyonlari

Implantin agiz ortamina yerlestirilmesi i¢in kullanilan teknikle-
rin arasinda en basarili olanlar: iki safhali cerrahi girisim gerektirenleri-
dir(6). Teknigin ilk evresini uygun implant givilerinin ¢ene kemigi iginde
dnceden planlanan yerlere yerlegtirilmesi ve mikroskobik seviyede direkt
kemik-implant temas: olarak tarif edilen "osseointegrasyon" olugturur.
Osseointegrasyonun saglanmasinda gerekli iki énemli kogul enfeksiyona
engel olmak ve en az 3 aylik bekleme siiresince implant givisi lizerine her-
hangi bir ylik bindirmemektir. Gerekli kemik-implant baglantisinin saglan-

masindan sonra uygulanan ikinci cerrahi girigimle mukoza ile ortili olan
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implant ¢ivilerinin lizeri agilir ve ¢ivilerin agiz ortami tarafindaki kisimlar:
"Abutment" denilen kiigik kapakgiklarla kapatilir, béylece kemik dokusu
ve kanla temasta olan implant ¢ivisi ikinci cerrahi girisimden sonra agiz-

sivilariyla karsilasmig olur(3,8,17,31).

Oral kavitedeki diger biitiin ylizeyler gibi Ti ytizeyleri de biiyiik
bir kism1 major ve mindr tiikiiritk bezlerinden, kiigitk bir kismi ise gingival
sulkustan gelen agiz sivilariyla kaplanir(70). Agiz sivilar: bilindigi gibi
tikiiritk salgisinin organik ve inoraganik komponentlerini ayrica bakteri
hiicreleri, dokiilmiiy epitel hiirceleri ve serumdan gingival sulkusa sizan,
savunma sisteminin diiglik konsantrasyondaki komponentlerini igerir(56).
Bu sivilara ait proteinlerin adsorpsiyonu proteinin kargit yiiklii veya hidro-
fobik gruplarinin katmanlar olugturacak gsekilde yigilmasiyla olur. Adsorpsi-
yon degerleri bir platoya ulasincaya kadar adsorbe olan proteinle yiizeyin
biolojik sivi ig¢inde kaldig1 zaman periodu arasinda bir korelasyon vardir.
Adsorbe olan protein konsantrasyonunun ylizeyden digari dogru azalmasini
Juriaanse ve arkadaglar:1 belli bir uzakliktan sonra iyon konsantrasyonunun
daha fazla adrospsiyon igin ¢ok diisiik olusuna baglamigtir(37,38,39).
Adsorpsiyonlarin gok katmanli oldugunu (Multi Layer Film) ilk defa
Dawes agiklamigtir(20). Saxton ise bu tiir aselliiler ve bakteri igermeyen fil-
min mine yiizeylerinde oral sivilarla karsilagmalarindan hemen sonra olug-

tugunu bildirmistir(64).

Agi1z swvilarinin komponentleri arasinda adsorpsiyon agisindan
en 6nemli olanlar mikromolekiillerdir. Bu molekiillerden de organik filme
en ¢ok katkida bulunanlar ise fosfo-proteinler ve glikoproteinlerdir. Ayri-
ca dikkate alinabilecek miktarda lipit ve bunlarin asidi inhibe edici etkile-

ri bildirilmigtir(69).
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Tuktragin glikoproteinleri hem ser6z hem de miikéz tiikiirik
bezlerinin bir fonksiyonu olmakla birlikte en ¢ok miikdz titkiiritk bezlerin-
den salgilanir. Ayrica interstisiyel dokunun plazma hiircelerinde karbonhid-
rat igeren immunoglobulinler bulunur(46). Tikiiriik bezi kanallar sistemi-
nin bazal hiicrelerinin de protein igerdigi bildirilmistir(42). Immunolojik
galismalar ¢ok kiigitk miktardaki glikoproteinin serumdan sizint1 ile tiikirii-
ge gectigini gostermektedir(56). Protein igerigi son derece karisik olan
tiukiriikte gok sayida glikoprotein izole edilmis ve biolojik aktiviteleri aga-

gidaki gibi siniflandirilmigtir(46).

1- Kan grubu aktivitesi

2- Ca ve diger metallerle baglanabilme kapasiteleri.
3- Bazi bakterileri agglutine edebilme 6zellikleri

4- Enzimatik aktiviteleri

5- Antibakteriyel 6zellikleri

6- Influenza virusunun hemaglutasyonunu inhibe edebilmesi.

Major tiikiirtik bezlerinden olan Submandibular gland % 75 seréz
ve % 25 miikéz tipte, Sublingual ve mindr tikirik bezleri gogunlukla
miik6z tipte acinar hiicre igermektedir. Buna kargi Parotis bezi tamamiyla
serdzdiir. Submandibular tikiiriik parotis tiikiirigiine ait total proteinin

2/3’sini igermekle birlikte karigik bir tuktirtktir.

Mukus hiicrelerinden salgilanan musin, salginin yapigkan visko-
elastik kalitesini saglar. Mukus hiicreleri ayrica daha kiigiik molekiilli

anyonik glikoproteinler iretir.

Ser6z hiicreler ise parotis tiikiiriigiinde bulunan gliko-proteinleri

salgilar, ancak konsantrasyonlar: parotis tiiklirligline gére daha diigiiktiir.
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Bu glikoproteinler amilazin glikozitli izoenzimleri, katyonik ve anyonik gli-
koproteinler, IgA’nin sekretuar pargasi, fosfoproteinler, IgG, IgM ¢ok az
miktarda olmak tizere kallikrein, laktoferrin, laktoperoksidaz ve eser mik-
tarda serum proteinleridir(46). Ayrica Guggler ve arkadaglari Ca affinitesi
olan Submandibular tiikiirige ait bir proteinin varlifina dikkat ¢ekmig(26)
Boat ve arkadaglari ise(15) 1970°de kismen(16) 1974’de ise tamamiyle
karakterize edilen % 0.85 oraninda fosfor igeren proteini bildirmislerdir.

Ca’u presipite edebilen (CaPP) bu proteinin molekiiler agirl1g1 ise 12000
Dalton idi.

Yukarida sézii edilen proteinlerden bagka submandibular glanda
ait karakterize edilememiy, parotis salgisindaki konsantrasyondan daha
yiiksek konsantrasyondaki bazi proteinlerin varligi ve bunlarin seréz hiicre-

lerden kaynaklandi3: bildirilmistir.

Seroz tabiatina ramen parotis titkiiriigiiniin submandibulélr tuki-
riie gére gok daha fazla miktarda karbonhidrat igeren glikoprotein salgila-
dig:r bildirilmistir. Bu glikoproteniler asagidaki gibi siralanabilir. Major
katyonik glikoproteinler (Prolin, Glisin, Lizin, Histidin), glikozitli isoami-
laz, sekretuar pargast ve "j" zinciri de dahil olmak tizere IgA, IgG, IgM, lak-
toferrin, kallikrein, Ca presipite edebilen fosfoprotein ve karakterizasyonu

yapilmamig bazi anyonik glikoproteinlerdir(46).

Farkli tukiiriik bezlerinden salgilanan glikoproteinlerin gegitliligi
nedeniyle agiz iginde herhangi bir ylizeyde olugan filmin kompozisyonunun
lokalizasyona gore varyasyonlar gdsterece§i diisiiniilse de, mine yiizeyinde
olusan organik filmin lokalizasyondan etkilenmedi§i ve benzer profili gos--

terdigi bildirilmigtir(47,70).
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Selektif olarak adsorbe olan glikoproteinlerin miktar: organik fil-
min olgunlagtig: ilk 1-1.5 saat arasinda artar. Bu proteinler arasinda miisin

glikoproteinlerin HA yiizeylerine olan affiniteleri gosterilmistir.

Bu proteinin agiz boglugundaki non-immunolojik korunmay: sag-
ladig distinilmektedir(41,67,74). Misin glikoprotein baglica iki formda
ortaya gikar: MG1 ve MG2 MG1 digerine gore daha biiyiikk molekiilliidir.
Ayrica bu iki formdan MG1’in HA’e daha kuvvetli affinitesi vardir(73).

Selektif olarak adsorbe olan ve depolanan miisinin mine yiizeyin-

de demineralizasyon ve remineralizasyon progesinde rolii oldugu bildiril-

migtir(20,81,82).

Ayrica milsin a1z ortamindaki bakterilerin ve 6zellikle Strepto-

kokkus Sanguis’in  eliminasyonunu saglamasi yéniinden énemli-

dir(41,52,67,71).

Bennick ve arkadaglar: asidik prolinden zengin fosfoproteinlerin
mine yiizeyinde olusan protein filmin total protein miktarinin % 42’sini tes-
kil ettigini bildirmiglerdir. Bu proteinler adsorpsiyonun ilk 1/2 saatinde
protein filmin majér komponentini olustururlar(12). Asidik prolinden zen-
gin fosfoproteinler hem parotis hem de submandibular tiikiiriikte detayli

bir sekilde aragtirilmig, karakterize edilmis ve kantitatif olarak incelenmis-

tir(28).

Asidik prolinden zengin fosfoproteinlerin en énemli fonksiyonla-
r1, igerdikleri fosfoserin grubuyla sagladiklari Ca baglama kapasiteleridir.
Ca’un HA yiizeylere optimum baglanmasi igin her protein molekiliinin iki
molekil fosfor tagimasi1 gerekmektedir. Asidik prolinden zengin proteinle-

rin Ca degisimindeki potansiyelleri 6zellikle bu proteinler igin 6nemli-
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dir(12). Bunun yaninda HA yiizeylerinin yitksek reaktivitesinde bu etkilesi-
min rolii Nriagu tarafindan bildirilmistir(54). Hay ve arkadaglar1 ise HA
yiizeyindeki organik filmin majér komponentinin g¢egitli fosfoproteinler

oldugunu bildirmiglerdir(28).

Organik film yapisina giren IgA, IgG lizozim, laktoferrin, albu-
min, glikoziltransferaz ayrica incelenmig olmakla beraber bunlar selliiler
tabakanin ktgtk bir kismini tegkil ederler. Genel olarak organik film yapi-
sina giren bazi proteinler digerlerine gére daha fazla regiilarite gdsterirler
ve her biri farkli konsantrasyondadir. Iki benzer protein arasindaki kon-
santrasyon farklar: direkt olarak bireysel farkliliklara ve incelenen protei-

nin ilgili kigideki konsantrasyonuna baglidir.

Konsantrasyondaki bu varyasyonlar bakteri adhezyonu ydniinden
O6nem tagir. Bakteriyel atagman fenomeninin bakteri duvariyla organik film
arasmdaki spesifik etkilesim oldugu bildirilmistir(11,30,55). Bakteri hiicre-
sini baglayabilen bazi tikiirik komponentlerinin HA yilizeylerinden izole
edilen filmin yapisinda oldugu gosterilmis ve tikiriigiin biiyik molekilli
glikoproteinlerinin streptokok kolonilerinin agregasyonunda etkili oldugu
bildirilmigtir(32). Bakterilerin Ti ylizeylerdeki davraniglar1 HA kadar
detayli incelenmemistir. Streptokokkus Mitior, Streptokokkus Sanguisle
yapilan in vivo ve in vitro ¢aligmalar S.Mitiorun Ti yilizeylere adhezyon insi-
dansinin yiiksek oldufunu géstermistir(22,32,35). Mikroorganizmalarin
farkli ytizeylerde gosterdikleri adhezyon karakterlerini Fine ve arkadagla-
r1(21) ylizey 6zelliklerine ve protein filmin kompozisyonuna baglamislar,
Kraus ve arkadaglari ise bu protein filmin kompozisyonunun ilk bakteriyel
atagman: baglatabilecegi kadar durduracagini da bildirmiglerdir(42,63).

Ti’un bagarili kullanimlar: giderek artmakla birlikte enfeksiyon, bagarisizli-
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gin bagta gelen nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir. Implant yiize-
yinin 6zellikleri, hiicre duvar: ve Interface denilen alanda bulunan protein
film, primer hiicre atagmanini ve kolonizasyonunu baglatan faktérlerdir.
Viicuda yerlestirilen diger implantlarin aksine dental implantlar enfeksi-
yon potansiyeli yiiksek bir ortamla baglant: halindedirler. Ti ylizeylerdeki
protein tabakasinin bakteriyel atagmandaki rolii nedeniyle implant ylizeyin-
de yerlegerek enfeksiyona neden olabilecek bakterilerin gelecegi bu prote-

in tabakasinin kompozisyonuna bagli olacaktir(83).

Bu galigmay: HA ve TI yiizeylerdeki protein filmin varlifini ve
karakterini aragtirmak ve her iki yiizey arasindaki farkliliklar: ortaya koy-

mak amaciyla yaptik.
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Sekil 1: Protein molekiiliiniin konformasyonu ve iskeletsel yapis1 (Weast’dan)

unfolded polypeptide

Sekil 2: Protein molekiliiniin agilmis sekli (Weast’dan)
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GEREC VE YONTEM

Tiikiiriik Toplanmasi1 ve Hazirlanmas1

Caligmaya herhangibir sistemik hastalit olmayan yag ortalamasi
28 olan 30 kisi katildi. Tiikiiriik toplama islemlerinin tiimii 6gleden 6nceki
bir saatte yapildi ve deneklere yemek yemeden gelmeleri séylendi. Tiki-
riitk bezlerinin stimiilasyonu parafin kagit ¢cignetmekle saglandi. Her denek-
ten 20 ml. kadar karigik titktiriik toplandi. Bu ig igin 50 ml.lik sogutulmug
erlenmayerler kullanildi. Toplanan titkiiriik bekletilmeden hidrofilik 6zelli-
gi minimal olan 6zel olarak hazirlanmig corex tiiplerine aktarildi. titkiirii-
gun iginde bulunabilecek artik ve dokiilmiis hiicreleri ayirmak amaciyla 10

dak. siireyle 9000 rpm.de santrifiije edildi. (Du Pont Sorval RCS5)

Yiizeylerin Hazirlanmasi

Hidroksiapatit (HA) (BDH Chemical Gallard Schlesinger) parti-
kiilleri ve Titanium (Ti) tozu (Aesar % 99.9 Lot no: 19-837) galigilacak
ylzeyler olarak segildi. Her iki materyal 0.75 gr.lik kisimlara bolindi ve

kullanilincaya kadar oda sicaklifinda saklandi.
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Tiikiiriik Proteinlerinin in Vitro Adsorpsiyonu

Tiikiiriik proteinlerinin HA ve TI yiizeylere adsorpsiyonu énce-
den hazirlanarak ayrilmis olan bu tozlarin santrifiije edilmig tiktrikteki
inkiibasyonu ile saglandi. Dakikada 90 salinim yapacak gekilde ayarlanan
vertikal karigtiriciya yerlegtirilen coreks tiipleri 1.5saat siireyle oda 1sisin-
da bekletildi. Inkiibasyonu takiben kat: fazi g¢okertmek amaciyla 9000
rpm.de santrifiije edildi. Stipernatant (geri kalan) tiikiiritk total protein
tayini amaciyla ayrildi. Partikiiller distile suyla yikandi. Tiuktrtagin ortam-
dan tam olarak uzaklagtirilmasi igin yikama iglemi 3 kez tekrarlandi ve her
yikama isleminin sonunda yine 9000 rpm’de santrifiijje edildi. Kullanilan
distile su kontrol amaciyla saklandi. Partikil yiizeylerine adsorbe olan pro-
teinlerin ekstraksiyonu igin 0.2 M NaH,PO, (pH7) ¢ozeltisi kullanildi. 5
ml Na,PO, ¢ozeltisi ve titkiiriikle inkiibe edilmis HA, Ti partikilleri verti-
kal kar.1§t1r1c1da 90 dak. siireyle karigtirildi, ekstraksiyonu kolaylagtirmak
amaciyla her 10 dakikada bir olmak tizere tiipler horizontal y6nde hareket
ettirildi. Kat1 faz daha 6nce de oldugu gibi santrifije ederek ayrildi. Likit
faz ise molekiiler gegirgenligi 6000-8000 olan yar1 gegirgen membrandan
hazirlanmig torbaciklarda toplandi, +4 C'de 48 saat siireyle distile suya
karg1 dializ edildi. Dializ iglemi tamamlandiktan sonra membran torbacik
steril bir makasla penetre edilerek torbacik igindeki likit tekrar bir corex
tiibiine aktarildi. Ti ve HA yiizeylerden elde edilen bu 6rnekler kuru buz
iginde tabaka tabaka donduruldu (Shell freezing) ve her 6rnek yaklagik 20
saat slireyle liyofilize edildi. Liyofilizasyonu takiben ekstreler 1 ml. distile
suyla ¢6ziildii. Corex tiipiiniin ¢eperlerinde herhangi bir kayba neden olma-
m5.81 igin kullanilan miktardaki suyla tiip i¢indeki ekstrenin tamaminin

¢oziinmesine 6zen gosterildi. Daha sonra bu ¢6zelti 1.5 ml. lik kapakli pro-
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pilen tiiplere transfer edilerek Shell freezing igleminin ardindan ikinci kez
liyofilize edildi. Ekstreler bu defa 300 mikrolitre suyla ¢6ziildi. HA ekstre-
leri igin 300 mikrolitre distile su kullanilirken, Ti ekstreleri i¢in ayn: kisi-
den yukarda agiklanan gekilde elde edilen 3 6rnek bir araya toplanarak
300 mikrolitrelik ¢ozelti elde edildi. Béylece Ti 6rneklerinin HA 6rnekleri-
ne gore 3 kez daha konsantre olmasi saglandi. Elde edilen protein ekstrele-
ri agagida siralandig1 gibi hem kalitatif hem de kantitatif yontemlerle ana-

liz edildi.

Total Protein Tayini

Tuktiriikteki, HA ve Ti siipernatantlarindaki, partikiillerin yikan-
ma artiklarindaki ve iki ylizeyden elde edilen ekstrelerdeki total protein
tayinin de kolorimetrik analiz tekniginden yararlanildi ve bunun igin
BIO-RAD total protein analiz kiti kullanildi. Analizi istenen 0.2 ml.lik
érnek 0.6 ml. de iyonize suyla seyreltildi ve daha sonra 0.2 ml. lik BIO--
RAD aktivatoriiyle reaksiyona sokularak 10-15 dak. bekletildi. Reaksiyo-
nun tamamlanmasindan sonra dalga boyu 595 nm. ayarlanmis olan Spektro-
fotometrede (Perkin Elmer B-55) okundu. Bu analizde Bovine serum albu-
mininin orantili konsantrasyonlari standart olarak kullanildi. Boylece
yogunlugu bilinen standartlarin x-y koordinatlari tizerinde ¢izilen egrisi
tizerinde spektrofotometrede okunan protein miktarlarinin konsantrasyon-

lar1 mg. cinsinden bulundu.
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Proteinlerin Kalitatif Analizleri

Albumin (Alb) laktoferrin (Lf) 7S IgA, 118 IgA lizozim, histidin-
den zengin proteinlerin kaltitatif analizleri Rocket Immunoelektroforez
teknigi kullanilarak tayin edildi (Dr.Mandel tarafindan ortaya konulan tek-
nik)(80). Bu teknik 0.2 cm. kalinlifinda ve 5x5 biyiiklagindeki 6zel olarak
hazirlanmig cam platelere (plak) dékiilen % 1’lik agaroz jelinde gergekleg-
ti. Analizde kullanilacak olan pipet erlenmayer ve volumetrik kaplar 1sis1
56°-60° ye ayarlanmig olan su banyosuna yerlestirildi. Kullanilan agarin
(Bio-Rad low motility) % 1’lik konsantrasyonunu elde etmek igin 1 gr.hk
agaroz 20 ml. stok tampon ¢6zeltisi (Na Barbitol 39 gr. NaN36 gr. 5 It. dis-
tile su ile glisin 168.8 gr. Tris (Tham) 135.6 3 It. distile su) 30 ml. distile
su ve 50 ml. PEG (Polietilengilisin) de ¢6ziildii. Céziilme iglemi kaynayan
su banyosunda tutulan 250 ml.lik erlenmayere konulan toz halindeki aga-
rin polimerizasyonuna engel olmak amaciyla su banyosunun isist 56° de
sabit tutuldu. Her bir protein igin fark!li konsantrasyonda olmak iizere sivi
halindeki bu ortama aranan proteine spesifik antiserum karigtirildi (Cap-
pel), daha sonra da jel 6zel olarak temizlenmis ve yere olan paralelligi
ayarlanmig olan yiizeylere yerlestirilmis cam platelere pipetler yardimiyla
doékiildii. Her plate igin yaklagik 14 ml. agar jeli kullanildi. Jel sertlestik-
ten sonra en az iki en gok 12 saat olmak tizere 4°C’de bekletildi ve platein
kenarindan yaklagik 0.5 cm. uzaklikta olmak ilizere "Whell" denilen 13 adet
kuyucuk agildi. Bu kuyucuklarin her biri 6 lamdalik 6rnek alabiliyordu.
Analizi yapilmas: amaglanan proteine ait standartlar 100 ml.de 20 mg. dan
baglamak iizere 10, S5, 2.5, 1.25 ve 0.628 mg. olacak gekilde seyreltildi ve
bunlar1 standartlari bulunmak istenen o6rnekler izledi. Yikleme islemi

digik gerilim altinda ve LKB Multiphor elektroforez sisteminin siirekli



23

sogutulan yiikleme levhasi iizerinde yapildi. Sistemde gegirgen olarak
Stock tampon ¢dzeltinin 1:4 oraninda seyreltilmis sekli kullanild: (pH 8.6)
Plate’in cm? sine diigen elektrik akimi 4 miliamperden baglamak lizere saat
bag: arttirilarak 12 ve 20 miliampere yiikseltildi. Elektroforez igleminin
tamamlanmasindan sonra plateler sicak hava ile kurutuldu. Daha sonra da
15 dak. siireyle % 0.9’luk NaCl ¢6zeltisinde stabilize edildi ve distile suyla
galkalandi. Jel tizerindeki suyun ugurulmas: bir miktar etanolle saglanarak
0.025, % 0.125, % 0.25 konsantrasyonlardaki (Bio-Rad) Coomasie Brilli-
ant Blue ile boyandi. Boyanin fazlas: % 7’lik asetik asitle ¢ikartildi. Arani-
lan proteinlerin mutlak degerleri igerdikleri protein miktar1 mg. cinsinden
agar icinde aldiklar1 mesafe cm. cinsinden bilinen standartlarin koordinat
sisteminde gdsterilmesiyle gizilen standart egrisi tizerinde mg. cinsinden

bulunmug oldu.

Orneklere Ait Proteinlerin Analizi

HA ve Ti 6rnekleri Ultrathin pore gradient Horizontal SDS

elektroforezinde incelendi(72). Bu analiz igin:

1- LKB2117 Multiphor System

2- LKB Elektrofocusing Constant Power Supply

3- Gradient Mixing Chamber sistemleri kullanildi. Analiz igin
gerekli stok soliisyonlar1 ise asafida agiklanacak bigimde hazirlandi. Alt

jele ait tampon ¢bzelti Lower gel Buffer (LGB): 182.2 gr. Tris (Hydroxyme-

til aminometthane), 0.4 gr. SDS (Sodium dodecylsulfat) volumetrik kapta
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100 ml. distile suyla ¢oziildii, pH’s1 8.8’e ayarlandi.

Ust jele ait tampon ¢ozelti Upper gel Buffer (UGB): 6.05 gr.
Tris, 0.4 gr. SDS volumetrik kapta 100 ml. distile suyla ¢o6zildia. pH’s1
8.3’e ayarland:.

Laemmli tampon ¢ozeltisi: 30.285 gr. Tris, 144.18 gr. glisin ile 1
1t. distile suda ¢6ziildii ve pH’s1 HCl ile 6.8’e ayarland:.

SDS jel hazirlanmasi:

SDS gradient jel konsantrasyonu % 5’den % 30’a dogru artan alt
béliim ve % 4 konsantrasyondaki iist bélimden olugmaktaydi. Kalinlig1 1
mm. olmas: istenen jel, dnce distile su banyosundan sonra da metanol ban-
yosundan gegirilmis, kisa kenarlarindan ikiger adet klampla sikigtirilmig
iki cam arasindaki mesafe 1.2 mm. kalinlifindaki plastik gubuklarla saglan-
mig olan sisteme dékildi. Jelin alt bélimiindeki degradasyon % 5 ve % 30
konsantrasyonlarda hazirlanan iki ayr: jelin Gradient karigtiricida karigti-
rilmasiyla saglandi. Bunun igin % 5’lik jel: 4 ml., % 30’luk akrilamid 6 ml,,
LGB, 14 ml. H,0, 50 mikrolitre % 10’luk ammonyumpersulfat ve 10 mikro-
litre TEMED (Tetrametil etilen di amin) in karigtirilmasiyla, % 20’lik jel
ise 6.66 ml. % 30’luk Akrilamid, 1.67 ml. LGB, 1.67 ml. % 75°lik siikroz 20
mikrolitre % 10’luk amonyumpersulfat ve 15 mikrolitre TEMED in karigti-
rilmasiyla hazirlandi. Daha sonra da karigtiricinin birinci haznesine % 20
konsantrasyondaki jel konuldu. Ikinci haznedeki % 5 konsantrasyondaki
jelle bilegik kaplar prensiplerine gore ve birinci hazneye yerlegtirilen mag-

netik bir karigtirici yardimiyla bir taraftan giderek konsantrasyonunun diig-
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mesi saglanirken diger taraftan birinci haznenin alt kenarina baglanmig
polietilen tiipten jelin yukarida agiklanan bigimde hazirlanmig sisteme
dékiilmesi saglandi. Jel istenilen yiikseklige ulaginca polietilen tiip kapatil-
d1 ve sivi halindeki jelin hava ile temasini kesmek ve bdylece diizgiin bir
polimerizasyon saglamak amaciyla etanol izolasyonu yapildi. Polimerizasyo-
nun tamamlanmasindan sonra etanol ortamdan uzaklastirildi ve sistemin
iist kismina final konsantrasyonu % 4 olan jel dokiildii. Bu jel 6.67 ml. %
30’luk Akrilamid, 12.50 ml. UGB, 30.38 ml. H 20,0.02 gr. amonyumpersul-
fat ve 100 mikrolitre TEMED’in karistirilmasiyla hazirlandi. Sistemin st
1/4 kismini olusturan bu kisim érneklerin yiiklendigi kisimdir. Orneklerin
yitklenecegi bolimleri ayirmak amaciyla, dékiilen jel polimerize olmadan
Comb denilen aygit sistemi st kenardan kapatacak bigimde yerlestirildi.
Polimerizasyonu takiben Comb ¢ikartildi ve CamJel-Cam diizenindeki sand-
wich LKB Multiphor sistemine yerlestirildi. Tris glisin tampon ¢6zeltisinin
100 ml. si % 10’luk 10 ml. SDS ve 890 ml. distile suyla karigtirilmasindan
elde edilen Laemmli tampon ¢ézeltisi sistemde gecirgen olarak kullanildi.
Ornekler yiiklenmeden 6nce 6rnek tampon ¢dézeltisiyle 1/4 oraninda diliie
olacak bigimde karigtirilarak 3 dak. siireyle kaynayan su banyosunda tutul-
du. Bu sekilde hazirlanan 6rnek ve standartlar jele yiiklendi. Kullanilan
miktarlar x seviyesindeydi. Protein 6rneklerin jel igindeki durumunu ve
ilerleyigini izlemek amaciyla % 0.001’lik Bromfenol Mavisi indikator ola-
rak drneklere ilave edildi. Bu analiz i¢in molekiiler agirliklar: 200.000°den
14.000’e kadar olan proteinleri igeren Bio-Rad SDS-Page High Range
161-030 ve Bio-Rad SDS-Page Low Range 161-0304 protein standartlar:
kullanildi. Yikleme igleminin tamamlanmasindan sonra sistem yiiksek geri-
lime baglandi. Akim giddeti ise yavag yavas yikseltilerek 80 miliampere

getirildi ve proteinlerin vertikal yonde jelin alt kenarina dogru ilerlemesi
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yaklagik 8 saat kadar siirdii. Brom Fenol Mavisi jelin alt kenarina ulagtiin-
da akim durduruldu. Jel tampon ¢6zelti banyosu iginde sistemden serbest-
lendi ve ortadan ikiye ayrilarak yarisi Southern-Western Blot analizi igin,

diger yarist coomasie ve giimiis boyama metodu igin kullanildi.

Jelin Boyanmasi:

Sistemden g¢ikartilan jel 6nce 2.75 gr. Coomasie Brilliant Blue,
500 ml. % 10’luk Metanol, 500 ml. distile su ve 100 ml. Glasial Asetik Asi-
tin karigtirilmasiyla elde edilen boyada yaklagik 1 saat bekletildi. Boyanin
fazlas1 75 ml. glasial asetik asit, 50 ml. etanol ve 875 ml. distile suyun
karigimi ile elde edilen soliisyonda bekletilerek ¢ikartildi. Coomasi ile
boyamanin ardindan glimiis boyama teknigi uygulandi. Bunun igin Once
Coomasie’nin tiimint ¢itkartmak amaciyla jel 500 ml. distile su, 500 ml.
metanol, 100 ml asetik asit iginde bekletildi. Daha sonra da giimiig§ boyama
icin % 40 metanol % 10 asetik asitte 30 dak. ve % 10 etanol % 5 asetik
asitte 15 dak. bekletildi. Tespit igleminden sonra Bio-Rad Silver Stain
kitinde bulunan oksitleyici ile 5 dak. oksitlendi. Meydana gelen sari renk
yok oluncaya kadar deiyonize su ile birkag kez yikandi, glimig aktivatérde
20 dak. bekletildi. Jel daha sonra sodyum karbonat ve paraformaldehid ige-
ren banyoda yaklagik 10 dak. siireyle tutuldu. Reaksiyon % 5’lik asetik asit
soliisyonuyla durduruldu. Jel 1 numara Whatman kagitlar1 arasinda ve

vakumlu kurutucularda kurutularak saklandi.

Protein Karakterizasyonu

Jelin boyanan yarisinda gorillen proteinlerin karakterizasyonu,
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érneklerin simetrik olarak yiiklendigi diger yarisinin Southern Western
Blot teknigini kullanarak nitroselliiloz kagida transferiyle saglandi(18,75).
Bu islem igin Trans-Blot apareyi kullanildi. Transferi istenen jel 6ncelikle
25 mM Na,NPO, (pH 9.15) soliisyonda bir saat siireyle stabilize edildi.
LKB Elektrofocusing Constant Power aygitina baglanan transfer apareyi
100 mA. den baglamak iizere her 1/2 saatte arttirilarak 350 mA.’lik akim
altinda 12 saat siireyle bekletildi. Transfer igsleminin tamamlanmasindan
sonra nitrosellilloz kagit % 3’lik Bovine serum albumini (BSA) (Sigma
Bovine alb. Fraction 5 % 9699) igeren Tris,Buffer-Saline (TBS) (pH7.4)
tampon ¢dzeltisi icinde (10 mM Tris, % 0,8 Nacl, % 0.03 NaNj;) 1 saat
siireyle stabilize edildi. Daha sonra nitroselliiloz kagit iki tiir antiserayla

reaksiyona sokuldu:

1- % 3’litk BSA, % 5’lik CS (Calf Serum) ve TBS. Tampon ¢6zel-
tinin her 3 ml. icin 100 ml antisera kullanildi. Bunlar karakterizasyonu
yapilacak olan proteine kargi tavsanda hazirlanmig olan Antihuman IgA,
Lf, IgG, Alb (Cal. Behring Biomedikal USA) kullanildi. Nitroselliiloz kagit
bu ¢ézeltinin iginde 37°C de 1 saat kadar inkiibe edildi. Ikinci antiserayla
reaksiyona girmeden 6nce de TBS pH 7.4 témpon ¢Ozeltisinde 20 dak.

siireyle yikandu.

2- Yikanan nitrosellilloz kagit bu defa 200 pl peroksidaz konjuge
Goat-Anti Rabbit immunoglobulinleri iceren (Heavy and Light chain spesi-
fik Cooper Biomedical Cappel USA) 40 ml. BSA, Cs, TBS ¢ozeltisiyle 37°C
45 dak. inkiibe edildi. Daha sonra da nitroselliloz kagit TBS (pH 7.4)
¢ozeltisinde 45 dak. yikandi.
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Bu iglemlerden sonra 250 gl benzidin dihidroklorit 40 ml. TBS
iginde gozilerek % 30’luk 40 gl H,0, ilave edildi ve nitrosellilloz kagit bu
¢Ozelti icinde bekletilerek aranilan proteinlere ait bandlarin olugmasi izlen-

di. Daha sonra da distile suyla yikanarak filtre kagidinda kurutuldu.

Protein Molekiil Agirliklarinin Tayini

SDS PAGE jel analizlerinde varligini gdsterdigimiz ve karakteri-
ze ettigimiz proteinlerin molekil agirliklar: molekiiler agirlig bilinen stan-
dartlara gore hazirlanan egri yardimiyla saptand:. Bunun igin jel iizerinde
her bandin jelin st ve alt kisimlarinin birlegme sinirina olan uzaklifi mm
cinsinden 6lgiildii. Koordinatlarin semilogaritmik kagida aktarilmasiyla

migrasyona gore molekiiler agirlig1 bilinmeyen proteinlerin ortalama deger-

leri bulunmug oldu.
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BULGULAR

HA ve Ti yiizeylerin yukarda aciklanan yéntemlerle yapilan pro-
tein analizleri iki ylizey arasinda protein baglama ydniinden kalitatif ve

kantitatif farkliliklar oldugunu géstermektedir.

Total Protein’in Kantitatif Analizleri

Karigik titkirik, HA ve Ti ile inkiibe edilmis tiikiiritk analizleri
inklibasyondan sonra karigik tikiriigiin total protein miktarlarinin HA ile
inkiibe edilmig olan tiikiiritkte % 13.9, Ti ile inkiibe edilmig olan tiikiiriikte
ise % 9.47 oraninda azaldigin1 géstermektedir (Tablo 1). Yiizeylerden eks-
trakte edilen proteinlerin gergek degeri kargilagtirildiginda HA 6rnekleri-
nin Ti 6rneklerine gére 13.33 kez fazla protein igerdikleri gériliir. Adsor-

be olan total proteinin miktari mg/dl cinsinden tablo 2’de gériilmektedir.
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Immunoelektroforez Yontemiyle Proteinlerin

Kalitatif Analizleri

Albumin Laktoferrin, lizozim 7S IgA 118 IgA, Histidinden zen-
gin proteinlerin kalitatif analizleri HA ve Ti yiizeylerinin bu proteinleri
baglama kapasitelerinde anlamli farkliliklar oldugunu goéstermektedir. HA
ekstrelerinden elde edilen 6rneklerin ayr1 ayri yapilan IgA analizleri her
HA ekstresinde IgA’nin varlifini kantitatif olarak ortaya koymug olmasina
ragmen Ti’a ait ekstrelerde IgA’nin 6lglimi yapilamadi. Clnkil 6rneklerde-
ki IgA konsantrasyonu kullanilan analizin duyarlilik derecesinin altinday-
di. Bu sinirin iizerine gikabilmek amaciyla degisik drnekler bir araya topla-
narak IgA analizi yapildiginda Ti érnekler igindeki IgA miktar1 immunoe-
lektroforezle tayin edilebilecek seviyede oldugundan Ti 6rneklerdeki IgA’-
nin varlifi gdsterilmis ol.du. Bundan bagka laktoferrin, albumin, lizozim ve
HRP varligi hem HA yitizeylerden, hem de Ti yiizeylerden elde edilen eks-

trelerde kalitatif olarak gosterildi (Resim 1, 2).

Orneklerdeki Protein Yapisinin Tayini

Orneklerin kalitatif olarak SDS Poliakrilamid jel elektroforeziy-
le yapilan analizlerinde Coomasie ile boyanan jeller analizi yapilan 6rnek-
lerdeki proteinlere ait bandlari gosteremedi. Bu nedenle duyarlilik derece-
si Coomasie boyasindan birkag kez fazla olan giimiig boyas: kullanildi(50).
Giimilgle boyanan jeller incelendiginde (Res. 34) segici adsorpsiyonun olug-
tugu gozlendi. Ti’a ait tim bandlar HA ekstrelerinde goriiliirken, bazi

“bandlarin Ti ekstrelerinde goriilmedigi bazilarinin da boyanmasinda HA’a
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gore farkliliklar oldugu saptandi. Karsilagtirilan 6rneklerden bandlarin
daha iyi degerlendirilmesi i¢in Orneklerin konsantrasyonlar: relatif olarak
esitlenmege caligildi. Bunun icin Ti ylizeye ait ekstrelerin HA yiizeylerden
elde edilen ekstrelere gore 9 kez daha konsantre olmas: gerektigi bulundu.
Bu sartlar altinda hem HA hem de Ti’a ait 6rneklerde albumin bélgesine
rastlayan alanda oldukg¢a koyu boyanmig birbirine yakin iki band gériildi.
Bu bandlarin boyanma yogunluklar:1 HA’e gére az da olsa Ti’un diger band-
larina gére en koyu boyananlariydi. HA ve Ti ekstrelerinde dikkati ¢eken
ikinci 6nemli alan standartlara gore prolinden zengin proteinler bélgesine

uymaktaydz.

Her iki ylizeye ait ekstrelerde biiyiilk molekiilli proteinlere ait
kuvvetli bandlar gériilmedi. HA’e ait kolonlarda gériilen son derece zayif
ince bandlar Ti ekstrelerinde zorlukla segilebiliyordu. Bu bandlarin hemen
altinda yer alan bir bagka biiylik molekiilli protein olan IgA hem HA ve
hem de Ti’a ait ekstrelerde, standartlardaki IgA bdlgesine uyan iki net ¢iz-
gi olarak ortaya gikti. Buna karsilik karigik tiikiiritk ve Ti ekstrelerine ait
o6rneklerde hafif olarak goriilen ve laktoferrin bdlgesine uyan band ise HA

orneklerinde oldukga belirgin boyanmisti.

Daha kiigiik molekiillii proteinler segici adsorpsiyon tarzi goster-
diler. Bu segicilik tiim érneklerde kendini tekrarladi. Genel olarak kargilag-
tirildiginda bu bandlarin HA ekstrelerinde Ti ekstrelerine gére daha koyu
boyandif: gorildi. Bununla birlikte Ti’a ait 6rneklerdeki kii¢iik molekilli
bandlardan sadece biri HA 6rneklerinde ayn1 bblgeye rastlayan banda gére
keskin ve netti. Buna kargilik HA 6rneklerinde bu bandin hemen iizerinde-

ki band oldukga belirginken, Ti 6rneklerinde ise zorlukla segilebiliyordu.
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Diger bir fark da albumin bdlgesinin alt sinirindaki en koyu boya-

nan bandin hemen altinda Ti’da goriilmeyen ilave bir bandin bulunmasiydi.

Farkli deneklerden toplanarak elde edilen ve ayri ayr1 birgok
sayida analizleri yapilan HA ve Ti ylizeylere ait ekstreler 1srarla ayni segi-
ci adsorpsiyonu gosterdiler. Bireysel farkliliklar bu bandlarin relatif boyan-
ma yogunluklarin: etkileseler de yukarda sozii edilen segici adsorpsiyonun

sekli degigmedi.

Protein Transferi

Nitroselliiléz kagida transfer edilen proteinlerden albuminin
hem HA hem de Ti’a ait ekstrelerdeki varlig1 immunolojik olarak gosterilir-
ken, IgG sadece HA ekstrelerinde bulundu. Buna kargilik IgA ise her iki
ekstrede vardi. Analizlerde daha kiigiik molekilli APRP, Lz ve CRP’in var-
l1ig1 aragtirildi. CRP diginda diger proteinlerin her iki ylzeye ait ekstreler-
de bulundugu goésterildi. Bir diger 6nemli protein olan Lf, HA ekstrelerin-

de gosterildigi halde Ti ekstrelerinde bulunamadi.

Molekiiler Agirliklarin Tayini

Semilogaritmik kagitta biuyik ve kiglik molekiilli protein stan-
dartlarina gore gizilen egri tizerinde (Grafik 1) HA ve Ti ekstrelerine ait
orneklerin yaklagik degerleri en kiigitkten biiyiie dogru olmak fizere aga§i-

daki gibidir. Ti 6rneklerinde en kigitk belirgin band 12.250 dalton olarak
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bulundu. Bu bandi HA ve Ti ekstrelerinde gériilen birbirine yakin ii¢ band
izledi. Yaklagik molekiiler degerleri sirasiyla 13.750, 14.00, 15.000 olarak
hesaplandi. Bu gruptan sonra goriilen bir diger band grubunun ise HA eks-
trelerine spesifik, yaklagik 21.500 dalton biiyiikligindeki proteinlere ait
bandla bagladif goriildii. Bu bant Ti ekstrelerinde yok denebilecek kadar
silik goéraliyordu. Daha sonraki band grubunun ise fazla koyu boyanmadi:
ve molekiil agirliklarinin 31.000 ile 39.000 dalton arasinda olduBu bulun-
du. Buna kargilik bir sonraki koyu boyanan grup HA’e spesifik 55.000 dal-
ton molekill agirlifindaki proteine ait bandla bagliyordu. Bu grup jel analiz-
lerinde goriilebilen en son band grubuydu. Daha sonraki bandlarin oldukga
acik renk oldugu izlendi. Her iki ekstrenin analizlerinde bu bdélgede géri-
len ve agik renk boyanan birbirine yakin {i¢ banda ait proteinlerin molekiil
agirliklar1 110.400, 112.000, 132.000 dalton olarak hesaplandi. Bu grubuda
her iki 6rnekte goriilen agik fakat belirgin boyanan, molekal agirlig: yakla-

sik 180.000 ve 225.000 olan iki band izliyordu.

HA ve Ti ekstrelerine ait major bandlar Commercial Bio-Rad
SDS Page standartlarina gore incelendiginde her iki grupta en kiigitk mole-
kiiler agirlikli proteinlere ait bandlarin mol. agirlig1 12.000 daltondan bas-
layan lizozim ve histidinden zengin proteinler oldugu diigiiniildi. Ornekler-
de ilk géze carpan grup standartlarin Hen egg White protein bdlgesine rast-
lamaktaydi. Bunu izleyen ikinci bolge ise fosfoprotein bdlgesine uyuyordu.
Bu bandlar mol. agirligi 21.000 olan Tripsin inhibitdra ile 31.000 dalton
olan karbonik anhidraz arasindaydi. Ugiincli dnemli bélge ise standartlarda-
ki Ov-albumin ve Bovine serum albumin bdlgesine rastlamaktayd: (45.000
66.000) Albumin bolgesinin tizerindeki alanda her iki ylizeye ait ekstreler-

de kuvvetli boyanan bandlar gériilmedi. Bu jelin kapasitesinin 10.000 dal-
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ton ile 300.000 dalton arasinda oldugu hatirlanarak yukarda varilan sonu-

cun ancak bu sinirlar igindeki proteinleri kapsadigi unutulmamalidir.

Jelin alt bolimilne rastlayan daha kiigiikk molekiilli proteinler
oldukga segici bir adsorpsiyon tarzi gésterdiler. Bu segicilik tiim 6rnekler-
de kendini tekrarladi. Genel olarak kargilagtirildiginda bu bandlarin HA
ekstrelerinde Ti ekstrelerine gore daha koyu boyandig: gorilldii. Bununla
birlikte Ti'a ait 6rneklerde kiigik molekiilli bandlardan sadece biri HA
orneklerinde ayni bélgeye rastlayan banda goére kesin ve netti. Buna karsi-
lik HA drneklerinde bu bandin hemen iizerindeki band oldukga belirgin-
ken, Ti 6rneklerinde ise zorlukla segilebiliyordu. Diger bir fark da albumin
bolgesinin alt sinirindaki en koyu boyanan bandin hemen altinda Ti ekstre-

lerinde gdriinmeyen ilave bir bandin bulunmasiydi.

Farkli 6rneklerden elde edilen ve ayri ayri birgok sayida analizle-
ri yapilan HA ve Ti yiizeylere ait ekstreler 1srarla ayn: segici adsorpsiyonu
gosterdiler. Bireysel farkliliklar bu bandlarin relatif boyanma yogunluklari-

n1 etkileseler de yukarda sozii edilen segici adsorpsiyonun gekli degigmedi.
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Tablo I
(HA ve Ti ile islem gormiig titkiiriiklerin kantitatif analizleri)

n:25§ Karigik Titkriik HA ile Tiile
“Total protein
108.73 93.70 100.10
(mg/dl)
% Adsorption -———- 13.90 9.47
Tablo II

HA ve Ti ekstrelerinin Kantitatif Analizleri
(Ortalama + Standart Sapma)

n:28 HA Ti Karigik Tiikiiriik
Total protein 7.4200 0.5570 129.80
7S1IgA 0.0336 0.0012 1.00

11S IgA 0.9300 0.0045 3.00
Laktbferrin 0.0550 < 0.0005 1.40
Albumin 0.1290 < 0.0005 6.75
Lizozim 0.0870 0.0047 0.78

HRP 0.0026 < 0.0005 0.35
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Resim 1: Rocket Immunoelektroforez analizleri

Resim 2: Rocket immunoelektroforez analizleri
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Resim 3: SDS poliakrilamid jel analizleri

Resim 4: SDS poliakrilamid jel analizleri
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Resim 6: HA tozlarimin mikroskop altindaki gﬁrﬁntﬁsﬁ
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TARTISMA

Bu galismanin sonuglar: Ti ve HA yiizeylerde olugan organik film
yapilarinda 1srarli ve anlamli farkliliklar oldugunu ortaya koymaktadir.

Hem kalitatif hem de kantitatif olan bu farkliliklar, dogurduklari1 sonuglar
yoniinden 6nem tagirlar.

- Adsorpsiyon fenomeni biokimyasal oldugu kadar fiziksel etkile-
simler zinciridir.

- Tukiirik proteinleri farkl: yizeylerde farkli atagman karakteris-
tikleri gostermektedir. '

- Farkli kisilerden alinan 6rnekler kargilagtirildifinda kalitatif
farkliliklar gériillmemesine ragmen kantitatif farklar ve kigiye bagli varyas-
yonlar ilgi gekicidir.

- Ti ylizeylerde olugan protein filmin hem hiicresel hem de bakte-
rial atagmanin saglanmasindaki hazirlayici etkisi, implantin uzun dénemde-

ki bagarisinda rol oynar. Bu da konunun 6nemini ortaya koymaktadir.

Elde edilen protein ekstreleri incelendiginde gériilen kantitatif
farkliliklar anlamlidir. Bu farkliliklarin sayisiz tekrarlarda ayni sonuglar:

vermig olmasi1 HA yiizeylerin Ti yiizeylere gore ¢ok daha fazla protein bag-
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lama kapasitesi oldugunu gostermektedir. Iki yiizey arasindaki adsorpsiyon

farkliliklar1 HA’in daha dnce de s6zi edilen yiiksek reaktivitesine baglana-
bilir(54).

Bennick ve arkadaglarinin da bildirdikleri gibi(13) bu sonuglar
yiizey kimyasinin adsorpsiyondaki 6nemini vurgulamaktadir. Siiphesiz daha
Once sozii edilen faktorlerin adsorpsiyona olan hazirlayic1 etkileri HA igin
Ti gore gok daha fazladir. Ancak her gseye ragmen Ti yiizeylerde organik

bir filmin varlif1 ve yapisina giren proteinler bu galigmada ortaya konmug-
tur.

leri siiriilecek sorulardan biri galigmada kullanilan yiizeylerin
formlar1 olabilir. Calisilan yiizeyi ve buna bagli olarak galigilacak protein
miktarini arttirmak amaciyla HA ve Ti’un toz gekilleri tercih edildi. HA
(Resim 5) partikiilleri mikroskop altinda diizgiin dairesel veya eliptik tane-
cikler olarak gériinmelerine ragmen Ti (Resim 6) partikilleri irregular
sekilli dizgiin olmayan yiizeyler olarak goériildii. 100 mikron ve lizerindeki
diizensizliklerin mekanik ydnden baz: sonu.glar doguracag: bilinmektedir.
Yiizey diizensizliklerinin 1-100 mikron arasida oldugu hallerde ise yiizeyle

temas halindeki makromolekiillerin iskeletsel yapisinda bazi degigiklikler
beklenebilir.

Iskeletsel yapidaki degisikliklerin, implant yiizeylerindeki 6nem-
li parametrelerden biri olan elektro-magnetik alani ve buna bagli olarak
Bjursten’in de bildirdigi gibi(14) molekiillerin adsorpsiyonunda rol alan
Van der Waal’s kuvvetlerini etkilemesi olagandir. Bu nedenle protein
adsorpsiyonu yilizey diizensizlikleri yoninden degerlendirildiginde, implant
yizeylerdeki adsorpsiyon progesinin yiizey topografisinden etkilenmis
olmasi diigiiniilse de, Ti ylizeylerdeki total protein miktar1 ve adsorpsiyona

etkili faktorler de gozdniine alinirsa bu etkilegimin minimal diizeyde olaca-
g1 agiktir.

Tikiirik proteinlerinin farkl ytizeylerdeki adsorpsiyon karakter-
leri daha 6nce yapilan galismalarda bildirilmigtir. Juriaanse(38) mine ile
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HA’in Fine ve arkadaglari ise mine ve sementin adsorptif kapasitelerini
kargilagtirmiglar, bulunan anlamli sonuglar1 organik ve inorganik kompo-
nentler arasindaki farkliliklari ve kristal yapilarin biiytikliklerine baglamig-
lar, ayn1 galigmada bazik proteinlerin semente olan affinitelerinin mineye
gore ¢ok daha fazla oldugunu ortaya koymuglardir.

Ruan ve arkadaglar1 da yaptiklar1 galijmada mine ve sementin
adsorptif kapasitelerini kalitatif yonden kargilagtirmiglardir(62). Bizim
galigmamizda da HA ve Ti’un adsorptif kapasiteleri arasinda anlamli farkli-
liklar bulundu. Kimyasal yapilarindaki benzerlige rafmen mine ve semen-
tin farkli adsorpsiyon karakteristikleri gézoniine alinirsa, tiikiirik protein-
lerinin Ti yiizeylerde ¢ok farkli bir tavir almasi olagandir. Ti ve HA yiizey-
lerden elde edilen protein ekstreleri gogunlukla kantitatif farkliliklar gés-
termelerine ragmen bazi kalitatif farkliliklarin varli1 dikkati ¢cekmektedir.
Kantitatif farklar SDS jel ile gézlemsel olarak boyanma yogunluklarinin
kargilagtirilmasiyla gosterilebildigi gibi, total protein ve immunoelektrofo-

rez analizleri her iki ylizeyin baglama kapasitelerini ortaya koymaktadir.

Kalitatif olarak SDS jelin incelenmesinden sadece Ti’a 6zel bir
proteinin bulunmadigi, HA yiizeylerden elde edilen ekstrelerde gériilen
bandlarin bir kisminin Ti ekstrelerinde bulundugu gézlenmigtir. Her iki
yizeyin ekstrelerinin jel analizleri kargilagtirilacak olursa kiigiik molekiilli
proteinlerin segici bir baglanma gésterdikleri dikkati ¢ekmektedir.

Ti ekstrelerinin analizi lizozim (Lz) standartlarinin gérildiaga
kiigik molekiilli proteinler bdlgesinde net ve belirgin iki bandin varligini
ortaya koymustur. Diger bir deyisle Western Blot analizlerinde de nitrosel-
liloz kagitta rabbit-anti-human lizozimiyle reaksiyon verdiginden SDS jel-
de goriilen bu bandlardan biri katyonik protein olan lizozimdir. Daha &nce
de belirtildigi gibi lizozimin affinitesinin organik inorganik matrisle ve
kristal yapiyla ilgili oldugu dugiiniilmektedir. Buna karsilik gézlemlerimiz
Lz’in Ti’a olan gegici affinitesinin organik etkenlerden ¢ok implantin

yiizey 6zelliklerine ve protein molekiliniin elektriksel yiikiine bagli oldugu-
nu digiindirmektedir.
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Kiugik molekiillii proteinler bolgesinde saptanan diger band His-
tidinden zengin proteinler bélgesine uyar. Bu proteinin de Lz gibi katyonik

oldugu hatirlanirsa, segici affinitede iyonik etkilesimin rolii ortaya gikar.

Vertikal jelde gdériilen bir diger belirgin grup ise HRP ve Lz’e
gore daha yukarda yer alan ve relatif olarak biilyiitk molekiilli fosfoprotein
bolgesine uymaktadir. Bu grup ig¢inde her iki yiizeyden elde edilen ekstre-
lerde goérilen ve daha Once mine yiizeylere affinitesi gosterilmis
olan(13,28) prolinden zengin proteinler yer almaktadir.

Ayrica Hay, statherin ve bazi fosfoproteinler tikirikte kendili-
ginden kristal olusumunu inhibe ederek minenin kristal yapisinin siireklili-
gini korudugunu(29), Juriaanse ise mine yiizeylerde fosfat grubu dominant
oldugundan, negatif yiikli proteinlerin bityiik bir olasilikla Ca ile reaksiyo-
na girecegini ve etkilesimin amino asit, OH gruplar: vasitasiyla oldugunu
ileri siirmiigtir(38). Bizim galigmamizda Ti ve HA yiizeylerden ekstrakte
edilen 6rneklerin vertikal jelde incelenmesinden fosfoproteinlerin her iki
gruba ait 6rneklerdeki majér komponentlerden biri'oldugunu gostermekte-
dir. Bu spesifik protein baglanma mekanizmasi gériildagi gibi daha ¢ok
kimyasal temellere dayanmaktadir. Ti yiizeylerde fosfoproteinlerin HA
yiizeylere gore gok daha az bir diizeyde tutunmas: her iki yiizey arasindaki
"Free Surface Energy” (serbest ylizey enerjisi) farklarina ve kimyasal yap:-
larina baglanabilir. Her iki yiizeyin fosfoproteinler yoniinden adsorptif

kapasitelerindeki farklar jel analizlerinde de agik¢a goriilmektedir.

Her iki ylizey arasindaki farklar prolinden zengin proteinler ince-
lendiginde de gorillmektedir. Orstavik ve arkadaslar1 tarafindan(55) HA
yiizeylerdeki major proteinlerden oldugu bildirilen prolinden zengin prote-
inler bizim ¢aligmamizda da ekstrelerdeki dominant protein olarak ortaya
¢ikmistir. Ti ekstreleri icin de ayni sonuglar gegerli olmakla birlikte HA
ekstrelerine gore daha gok agik boyanir. Bu durum serbest yiizey enerjisi

ve kimyasal yapinin adsorpsiyonda etkili oldugunu birkere daha diigiindiir-
mektedir.
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Fosfoprotein grubundaki bir diger protein olan sisteinden zengin
protein CRP’dir. Ancak ekstrelerin bu proteini igerdigi ne immunoelektro-
forez ve ne de Western Blot teknikleriyle gdsterilebilmigtir.

Caligmada kullanilan titkirigiin ve toplama yénteminin kritik bir
rolii vardir. Titanyum givisinin sonug olarak karigik tikiiriik banyosunda
olacag: gézdniinde alinirsa, karigik tikiirtigiin en uygun sekil olacag: orta-
ya gikar. Ekstereleri izole etme progesi iginde tiikiirigiin yapisindaki prote-
inlerin denatiire olmamalar: igin santrifiij hizinin 9000 rpm gegmemesine
6zen gosterildi. Ayrica kullanilan deney tiiplerinin geperlerinde olabilecek
adsorpsiyon gdzdniine alinarak hidrofilik 6zelligi minimum olan tipler kul-

lanildi. BSylece protein kaybinin en az diizeyde kalmasi sagland:.

Rélla(61) ve Ruan(62)’in galigmalarinda albumin’in HA yiizeyle-
re olan affinitesini bildirmiglerdir. Caligmamizda ise albuminin Ti yiizeyle-
re de segici affinitesi oldugu gosterildi. Ancak HA ekstreleriyle boyanma
yogunluklar: yéntinden kargilagtirildifinda, her iki 6rnek igin belirgin olan
bu bolgenin HA yiizeylerden elde edilen ekstrelere gdére gok daha koyu
boyandif1 goérilmektedir. Her iki 6rnege ait analizlerde iigiincii énemli
band olarak ortaya ¢ikan albuminin kantitatif analizleri de bu proteinin

tukiiritkteki dominant pozisyonunu yansitmaktadir.

Albuminden sonra gbzlenebilen bir diger band ise laktoferrin bal-
gesine uymaktadir ve bu alan karigik tiikiriik analizlerinde izlenen lakto-
ferrin bandina gére hafif¢e koyudur. Bu da Ruan ve arkadaglarinin sonugla-
riyla uyum gostermektedir(62). HA ve Ti yiizeylere ait ekstreler laktofer-
rin yoniinden kargilagtirildiinda bu proteinin HA’e olan affinitesinin Ti’a
gore gok daha fazla oldugu goériilmektedir. Bu durum kantitatif olarak
immunoelektroforez analizleriyle gosterilmigtir.

Varhigi her iki yiizeyden elde edilen drneklerde gosterilen IgA,
SDS analizlerinde gok ince hafif bir band olarak gériinmektedir. IgA’nin
HA yiizeylerdeki protein filminin bir komponenti oldugu bilinir(45). Bu
nedenle galiyma daha 6ncekilerle uygunluk gostermekle kalmayip, IgA’nin
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HA yiizeylere olan affinitesinin Ti’a gore gok daha fazla oldugunu da orta-
ya koymaktadir. IgA tiikiiriikte iki formda bulunur:

1- Serum IgA (7S)
2- Sekretuar IgA (11S)

Serum IgA gingival sulkustan sizintiyla titkiirife karigtigindan miktar: son
derece kiigiiktir. Bu nedenle tikiirikteki varlifi bilinmesine ragmen,
duyarlilik derecesi oldukga yiiksek olan Western Southern Blot teknigi ile
goOsterilemedi. Nitroselliiloz kagitta reaksiyon veren IgA ise serum ve sek-

retuar IgA standartlarina gore sekretuar IgA’dir.

Kaynagini gingival sulkustan alan ve SDS jelde vertikal kolonla-
rin baglangicinda yer alan bir diger immunoglobulin ise IgG’dir. Bu galig-
mada HA yiizeylerden elde edilen ekstrelerde IgG varlify gosterilmig ve
karakterize edilmi§ olmasina ragmen Ti yilizeylere IgG baglandif:1 gosterile-
medi. Bunda kullanilan yontemin son derece diigiik seviyedeki IgG’yi tespit
etmeye yetmeyeceginin etken olabilecegi digliniilse de kiigik molekiiler

agirlikli proteinlerin ylizeye olan affinitelerinin daha iyi oldufu gdzden
uzak tutulmamalidir.

Biiyiik molekilli bir glikoprotein olan miisinin varlifi vertikal
jelde gosterilememis olmasina ragmen, jelin kapasitesi ve molekiiler agir-
lik faktorin dikkate alinirsa incelenen ekstrelerde "mucin bulunmamakta-

dir" gibi kesin bir sonuca varmak yanligtir.

Daha dnce de belirtildigi gibi bakteriyel atagmanda rol alan
molekiller HA yiizeylerdeki protein filmin yapisinda bulunmaktadir. Bun-
dan da s6zil edilen molekilllerin ya bakterinin atagman igin reseptdr gore-

vi yaptiklar:1 ya da atagmanla bakteriyel agregasyonu saglayarak bakterile-
rin elimine edilebilecegi sonucu ¢ikar.

Yukarda varlig1 gosterilmis ve karakterize edilmig olan proteinle-
rin klinik 6nemi bakteriyel atagmana olan etkilerinden dolayidir.
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Ornegin kiigik molekiilli ve katyonik bir protein olan lizozimin
gram pozitif bakterinin hiicre duvarinda bulunan negatif yiikli Lipoteicho-
ic asit ile iyonik etkilesimi daha 6nce bildirilmigtir(58). Bu proteinin s6zl
edilen segici affinitesi, tiikkiiriikle kaplanmig Ti yiizeylerdeki Streptokokus
Sanguis ve Streptokokus Mitior’un segici baglantisini agiklayabilir(35).

Daha 6nce de vurgulandig1 gibi kiigiik molekillii proteinler bolge-
sinde ortaya g¢ikan ve kendilerini birgok deneyde tekrarlayan bu proteinle-
rin S.Mitiorun Ti yiizeylere olan segici affinitesini ne diizeyde etkileyebile-

cegi, ilerde bu konuda aragtirilmas: gereken sorulardan biridir.

S.Mitiorun agregasyonunda etkili olan tiikiiriik proteinlerinin
HA yiizeylere olan yitksek affinitesi Hay tarafindan gosterilmistir(27,52).
S.Mitiorun Ti yiizeylerdeki segici adhesif 6zelligi ya HA yiizeylerde bulu-
nan agregasyon faktorlerinin Ti yiizeylerde bulunmamasi ya da Ti ylizeyler-

de S.Mitioru baglayici proteinlerin varligiyla agiklanabilir.

Ti ekstrelerinde bulunan albuminin de lizozim gibi bakteri duva-
rinda lipoteichoic asit ile reaksiyona girdigi bilinmektedir. Sonuglara gore
Ti yiizeyindeki protein tabakada bulunan albumin, HA yiizeyindekine gdre
az da olsa mikroorganizmalar igin reseptdr roliinii oynar.

Tiikiiriikte bulundugu gibi nétrofillerin triinlerinden olan lakto-
ferrinin Ti yiizeylerdeki adsorpsiyonu, bu enzimin bakteriostatik 6zelligi
yéniinden 6nem tagir. Laktoferrinin mikrobiyal agregasyon kalitesi Tacona
tarafindan bildirilmigtir(34). Demirin laktoferrin tarafindan baglanmasina
bagli olarak gelisen demir eksikligi mikoroorganizmanin 6limiine neden
olur. Bu nedenle Ti implantlarin yiizeylerinde karakterize ettigimiz ve
organik filmin yapisina giren laktoferrinin mikroorganizmalara karsi koru-
yucu bir fonksiyonunun olabilecegi dikkate alinmalidir.

Karakterize edilen bir diger immunoglobulin sekretuar IgA’dir.
Bu immunoglobulinin de bakteriyel agregasyonla ilgili oldugu ve ozellikle
S.Sanguisin aggregasyonunda yer aldig: bildirilmigtir(45).



47

Imbedorf ise S.Sanguis’in Ti yiizeylere olan affinitesinin HA
yiizeylere gore ¢ok daha fazla oldugunu gdstermistir(35). Ayrica IgA’nin
HA ve Ti yiizeylerde gosterdigi kantitatif farklihiklari, S.Sanguisin Ti
yiizeylerdeki varligini ve daha diigiik diizeydeki agregasyonunu agiklar.

Kisaca Ti ylizeylerde varligin: gosterdigimiz protein filmin yapisi-
n1 olugturan 1f, alb. APRP, HRP ve Lz’in yukarda belirtildigi gibi klinik
6nemleri vardir. Ozellikle kiigiik molekiillii katyonik proteinlerin Ti yiizey-
lere olan affinitesi, Ti yiizeylerdeki selektif adsorpsiyonu gosterilmig olan
S.Mitiorun baglanmasinda etkili olabilecegini disiindirmektedir.

Tikiirik, oral mikrofloramin dengesini saglayan ve bakterinin
selektif adhezyonunda etkili proteinler igermekle beraber tiikiirigiin anti-
bakteriyel fonksiyonuyla da ilgili proteinleri igerir. Bunlar lizozim, lakto-
ferrin, laktoperoksidaz ve IgA’dir(34,52).

Galigmamizda her iki ylizeyden elde edilen ekstrelerde bulundu-
gunu gostererek karakterize ettigimiz lizozim, laktoferrin, ve IgA’nin imp-

lant yiizeylerde antibakteriyel fonksiyonlarini stirdiirecekleri agiktir.

Bakteriyel adhezyonunun implant ¢evresinde geligebilecek enfek-
siyondaki baglatic: fonksiyonu nedeniyle cerrahi girigim sirasinda implante
edilecek olan birimin yiizey 6zelliklerini bozmamak amaciyla sadece Ti dan
imal edilmig aletlerle dokunulmasi, ameliyattan 6nce perioral ve intraoral
alanlarda maksimum dezenfeksiyonun saglanmasi, ameliyat sirasinda ameli-
yat odasinin ve aletlerin mutlak sterilizasyonuna uyulmasi, post operatif

olarak hastanin agiz hijyeni yoniinden motive edilmesi garttrr.

Orstavik ve Kraus(55) mine yiizeylerindeki protein filmin yapis:-
na giren baglica 6 protein bildirmigler ve bu proteinlerin rélatif konsantras-
yonlarinin bireysel degigikliklere bagli varyasyonlar gosterdiklerini savun-
muglardir. Bizim ¢aliymamizda da ekstrelerin analizlerinde rutin olarak

varlig1 gosterebilen proteinlerin kisiye bagli konsantrasyonlar1 goriilmisg-
tir.
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Hem bakteriyel faktorler, hem de hiicresel atagmanda etkili pro-
tein faktorleri gozoniine alindiginda bir implantin alici tarafindan kabul
edilmesi ve afiz ortamindaki varligini stirdirmesi, kullanilan implant siste-
mi, metalin 6zellikleri, ameliyat teknigi, agiz plani, agiz hijyeni ve tikiri-
gin biokimyas1 gibi birgok degiskenden etkilenen multifaktoriyel etkilegim-
ler kompleksidir. Bu nedenle implantolojinin her safhasi 6zenli ve ayri
galigmay: gerektirmektedir.
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SONUC

HA ve Ti ylizeylerin, kaynagini kargilagtiklar1 biolojik sividan alan bir

protein filmle kaplandig: gesitli analizlerle saptandi.

Bu filmin kalitatif ve kantitatif analizleri Titanium yizeylerdeki

adsorptif kapasitelerinin HA yiizeylere gore az oldugunu gdstermekte-

dir.

Yizeylerden elde edilen proteinlerin konsantrasyonlar: kargilagtirildi-
ginda HA yiizeylerden elde edilen ekstrelerdeki total proteinin, Ti

yﬁzeylerd‘en elde edilenlere gore yaklagik 13 kat fazla oldugu belirlen-

di.

HA ve Ti yiizeylerinin adsorptif kapasitelerindeki farklar tiikiiriik pro-

teinleri agisindan degerlendirildiginde, Ti yiizeylerinin distiinliigi sap-

tandi.

Ti yiizeylerde varlig: gosterilen kalitatif ve kantitatif analizleri yapila-
rak karakterize edilmig olan proteinlerin Lz, HRP, PRP, fosfoprotein-

ler, Alb, Lf ve IgA oldugu bulundu,
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Titanium yiizeyindeki bu protein film tikiirigin antibakterial fonksi-

yonlarinin yapan proteinleri igerdigi goriildi.

Ti yuizeylere segici bir affinite gdsteren 6zellikle kiigitk molekiillii pro-

teinlerin, enfeksiyon potansiyelindeki fonksiyonlar1 aragtirilmalidir.

Farkli bireylere ait tikiiriikklerdeki proteinlerin kantitatif farkliliklar:
Ti ylizeylerde olugan protein filme aynen yansir. Bu da klinik y6nden
implantin bagarisinda rol oynayan hiicresel atasman ve enfeksiyon

potansiyeli yoniinden 6nem tagir.
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OZET

Bu galigma tiikiiriik proteinlerinin HA ve Ti yiizeylerde hem kali-
tatif hem de kantitatif farkliliklar gosterdigini ortaya koymaktadir. Ti’a
spesifik bir protein bulunmamasina ragmen kiigitk molekiilli katyonik pro-

teinlerin bu yiizeylere olan affinitesi dikkat gekicidir.

Genel olarak ayni segici affinite HA yiizeylerde de izlenir ancak
bu durum Ti ylizeylere gore gok daha fazladir. Bundan da Ti yiizeylerde
HA yiizeylere gore diigitk bir diizeyde etkilesim oldugu sonucu qikar. Ti
yizeylerdeki adsorpsiyon fenomeni genel olarak fiziksel dzelliklerin fonksi-
yonudur ve bu nedenle protein molekiilleriyle Ti yiizeyi arasinda kurulan

baglar, HA ile kurulan baglara gdre gok daha zayiftir.

Relatif olarak az protein birikimi daha az bakteriyel baglant ve
bunun sonucu olarak da zayif bir enfeksiyon potansiyeli anlamina gelir.
Tikirik proteinlerinin adsorpsiyonu ydniinden degerlendirildiginde Ti

yizeylerin HA yiizeylere olan istiinliigii ortaya gikar.

Gelecekte bu konuda yapilmas: ilging olabilecek ¢aligma, kigiik

molekiilli katyonik proteinlerle bakterilerin iligkisini aragtirmak olacaktur.



52

ABSTRACT

Behavior of salivary proteins on the HA and Ti surfaces was
compared in an in vitro model system. Attachment was provided by coating
HA beads and powdered Ti with whole saliva. Saliva treated HA and Ti
were subjected to NaHPO, buffer to extract attached proteins. The eluted
proteins were quantitated and examined by rocket immunoelectrophoresis,
and SDS-PAGE and Western Southern electro blot protein transfer assays.
Albumin IgA, IgG, Lf, Lz, cysteine-rich and histidine-rich peptides were

characterized and quantitated.

It was found that Ti has much less ability to bind proteins
compared to HA. Adsorption of salivary proteins on Ti occurred
selectively as it does on HA surfaces. This selectivity did not show any
difference when HA and Ti extracted samples were compared. There was
no protein specific to Ti. However, low molecular weight cationic proteins

seem to have special affinity for Ti. Albumin, IgA, IgG. Lf, Lz, were

characterized and quantitated.

These data suggest that it would be of interest to further study.
The specific role of low molecular weight proteins in selective adherence

of S.Mitior on Ti surfaces.
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