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OZET

Sorkun, H.O. (2018) Sodyum tetraborat soliisyonu ile kaplanms titanyum
yiizeyinde ALP enzim etkinliginin Kkarsilastirmali incelenmesi. Yeditepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii, Ag1z, dis ve ¢ene cerrahisi ABD. Doktora
Tezi. Istanbul.

Gliniimiizde titanyum implantlarin gelistirilmesi biyolojik spesifik ylizey
modifikasyonlarina dogru yonelmektedir. Yapilan arastirmalarda Ti yiizeyinde
iyilesmeyi ve rejenerasyonu tetikleyebilecek modifikasyon yontemleri 6ne ¢ikmaktadir.
Gelistirilmesi amaglanan titanyum yiizeylerin amaci ise genel olarak implant
osseointegrasyon siiresinin  kisaltilmasi, daha gii¢lii kemik-implant baglantisi
saglamaktir. Bu dogrultuda tez calismamizda antimikrobiyal 6zelligi kanitlanmis, kemik
metabolizmasinda etkinligi siklikla aragtirilan bor (B) minerali yine son zamanlarda
yiizey kaplamasinda basarisi kanitlanmig bir yontem olan Mikro ark oksidasyon (MAQ)
yontemi ile titanyum yiizey lizerine kaplanmigtir. Hazirlanan bor kaplh titanyum disk
yiizeylerindeki alkalen fosfataz (ALP) etkinligi, islenmemis yiizey (MS) ve asitle
piiriizlendirilmis yiizeye (AE) sahip Ti diskler {izerindeki osteoblastlarin ALP etkinligi
ile karsilastirilmali olarak incelenmistir. Calismamizda hazirlanan titanyum diskler 5
gruba ayrilmistir ayrica disk yerlestirilmeyen sadece hiicre ekimi yapilan bir kontrol
grubu olusturulmustur. 3, 7, 14. giinlerde; 0.,6., 8., 43. ve 46. dakikalarda ALP enzim
seviyeleri Olclilmiistiir. Calismamiz sonucunda B’un osteoblastik aktivite iizerindeki
pozitif yonde etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Dolayisiyla B igeren titanyum
yiizeyleri lizerinde yapilacak ileri ¢calismalar ile implant osseointegrasyon siirelerinde
kisalma ve daha giiclii osseointegrasyon saglanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu ylizey
Ozelligini tastyan ve implantasyon amaciyla kullanilacak materyaller i¢in daha kapsamli

in vivo ve in vitro ¢aligmalar yapilmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler : Titanyum, yiizey, Bor, ALP, MAO
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ABSTRACT

Sorkun H.O. Comparative study of ALP enzyme activity on titanium surface
coated with sodium tetraborate solution. Yeditepe University, Institute of Health
Science, Department of Oral and Maxillofacial Surgery. phD Thesis. Istanbul.
2018.

Nowadays, the focus of improvement efforts of titanium (Ti) implants is heading
towards biologically specific surface modifications. The modification methods having
ability to induce regeneration and healing on the Ti surface stand out in the studies
conducted in this very field. The main functional purpose of Ti surfaces to be developed
is to shorten the overall implant osseointegration time in order to provide a stronger
bone-implant connection. In this thesis, Boron (B) mineral, which has been proved to
have an antimicrobial property and of which efficiency has been intensively
investigated, was used to coat the surfaces of Ti discs by making use of Micro Arc
Oxidation (MAO) method, a proven method of surface coating. ALP (Alkaline
Phosphatase) activity on prepared B-coated Ti disc surfaces was investigated in
comparison with ALP activity of osteoblasts on Ti discs with untreated surface (MS)
and acid-roughened surface (AE). The Ti discs prepared in our study were divided into
5 groups and a control group without disk placement but with only implanted cell was
also created. ALP enzyme levels were measured on 3™, 71 14" days and at 0, 6", 8",
439 and 46™ minutes. The surfaces of Ti discs were coated with sodium tetraborate
solution by MAO method. As a result of this study, Boron is thought to have a positive
effect on osteoblastic activity. Therefore, it is assumed that with further studies on
titanium surfaces containing Boron, implant osseointegration time might be shortened
and stronger osseointegration can be ensured. More extensive in vivo and in vitro

studies are required for the specified surface.

Key Words: MAO, Boron, titanium, surface, ALP
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1. GIRIS VE AMAC

Titanyum’un (Ti) yiiksek dayanikliligi, biyouyumlulugu ve korozyon direnci
biyomateryal olarak kullanilan metaller arasinda en tercih edilen metallerden olmasinin
nedenlerindendir. Yillardir kalga protezleri ve dental uygulamalarda kullanilan Ti

ozellikle sert dokunun yerine konulmas1 amaciyla kullanilmaktadir.

Gilinlimiizde Ti implantlarin  gelistirilmesi ~ biyolojik  spesifik  ylizey
modifikasyonlarina dogru yonelmektedir. Yapilan arastirmalarda Ti yiizeyinde

lyilesmeyi ve rejenerasyonu tetikleyebilecek modifikasyon yontemleri 6ne ¢ikmaktadir.

Bor’un (B), 1900’lerden beri bitkiler i¢in gerekli temel maddelerden oldugu
bilinmektedir ancak insan ve hayvan organizmalari i¢in Onemi hala tam olarak
bilinmemektedir. Bitki metabolizmasinin yani sira bazi mikroorganizmalar i¢in de temel
maddelerdendir. Hatta bu sebeple autoinducer-2 (1), ve boromisin ve aplasmomisin gibi
baz1 antibiyotiklerin yapisina katilmstir. (2) .

Bor, olduk¢a genis bakteri, mantar ve maya spektrumuna karsi etkili bir
antimikrobiyaldir (3, 4). Memeliler {izerinde en bilinen temel etkisi ise kemik ve dis
gelisiminde oynadigi roldiir. Bor eksikliginde farelerde dis ¢ekimi sonrasi alveolar
kemikte geg iyilesme tespit edilmistir (5).

Son yillarda implant materyalleri lizerine yapilan ¢aligmalarda osseointegrasyon
stiresini kisaltmak ve daha giiclii osseointegrasyon elde etmek temel amaclardan
olmustur. Bu dogrultuda o6zellikle kemik yapimimi uyarici titanyum yiizey
modifikasyonlar1 {izerine yogunlagilmistir. Calismamizda da osteoindiiktif bir ylizey
olusturmak amaciyla titanyum ylizey lizerine kaplanan B’un osteoblastik aktivite

tizerinde pozitif yonde etkisi aragtirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Biyomateryal olarak kullanilan titanyumun 6zellikleri

Diinya niifusundaki yasli populasyonun artmasiyla birlikte yaslanma ile
kaybedilen dokular yerine c¢esitli biyomateryallerden iiretilmis c¢esitli protezlerin
uygulanmas1 olduk¢a yaygmlasmistir. Ozellikle kalga protezleri, dental implantlarin
kullanim1 6nemli 6lgiide artmistir. Metal biyomateryaller, sert doku protezleri i¢in en
uygun materyallerdir. Bu biyomateryaller arasinda en yaygin kullanilan alagimlar
titanyum (T1) alagimlaridir. Giiniimiizde Ti alagimlarin biyomateryal olarak bu denli
dikkat ¢ekmesinin sebepleri su sekilde siralanabilir; miilkemmel dayanikliligi ve
korozyon direnci, allerjik olmamasi, metal biyomateryaller arasinda biyouyumlulugu en
yiksek materyal olmasi. Saf Ti ve Ti-6Al-4V hala en yaygin kullanilan
biyomaterllerdir. Bu Ti alasimlara biyomedikal uygulamalarda oldukca fazla ihtiyag

dogmustur (6).

Ti ve alasimlar1 dental uygulamalarda da genis uygulama alani bulmustur.
Dental implantlar, giiniimiizde kismi tam digsizlik durumlarinda tedavi yontemi olarak
yaygin olarak kullanilmaktadir. Titanyum implantlarin iyi osseointegrasyon i¢in bazi
ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Bu 6zelliklerden en 6nemlisi titanyumun hava
ile temasiyla dogal olarak olusan oksit tabakasidir. Diger dnemli yiizey ozellikleri ise;

yiizey topografisi, ylizey kimyasi, 1slanabilirlik seklindedir (7).

Protein adsorpsiyonu, hiicre-yiizey etkilesimi, implant-doku yiizeyinde meydana
gelen hiicre-doku gelisimi gibi osseointegrasyon acisindan 6nemli faktorler yiizey

ozelliklerinden etkilenmektedir (8, 9).

Yiizey 1slanabilirligi biiyiik oranda yiizey enerjisine baglidir ve fizyolojik gevre
ile olan temasi belirler. Artmis 1slanabilirlik bu yiizden implant yiizeyi ve biyolojik
cevre arasindaki etkilesimleri arttirir. Kalsiyum ve fosfat iyonlart gibi inorganik

molekiiller, hidroksile olmus TiO> yiizeylere hizlica absorbe edilirler. (10).



2.1.1. Titanyumun yiizey oksidasyonu

Titanyum hava ile temas ettiginde yiizeyinde kuvvetli pasif bir oksit tabakasi
olusmaktadir ve titanyumun korozyona olan direncini arttirmaktadir. Titanyumun
biyouyumlulugu olduk¢a yiiksek seviyedeki pasif olan oksit tabakasinin fiziksel ve
elektrokimyasal dayanikliligiyla direkt olarak iliskilidir. Titanyum oksijen igerigine gore
dort tipe ayrilmaktadir. Oksijen oran1 %0,4 oraninda olanlar 4. tip olarak, %0,18
oraninda oksijen igerenler de 1. tip olarak siniflandirilmaktadir (11)

Oksidasyon sirasinda titanyum yiizeyinde ¢esitli oksit yapilart olusabilmektedir.
Bu oksitlerden TiO2 en sik olusan ve en stabil olamidir. Amorf, anataz, rutil ve brukit
olmak iizere 4 farkli yapida bulunmaktadir. TiO, kimyasal ataklara karsi oldukca
dayaniklidir bu durum titanyumu korozyona karsi direngli bir materyal haline getirir.
(12, 13, 14)
st»  Titanyumun yiizeyinde olusan bu pasifize edici oksit tabakanin korozyona karst
direnci saglamanin yaninda fizyolojik sivilar ve proteinler gibi implantasyon sirasinda
yiizeyle temasa gegen maddelerle de kimyasal reaksiyona girdigi disiinilmektedir (14).
TiO2 kemik-implant araliginda biyolojik mekanizmalart etkileyen bir takim organik ve
inorganik kimyasal reaksiyonda aktif oldugu savunulmaktadir. Bu sebeple, titanyumun
oksit tabakasinin kalinligi, kristal yapist ve kompozisyonunda meydana gelen
degisimler, biyolojik performansi etkileyen 6nemli faktorler olarak kabul edilmektedir
(15, 16, 17).

Korozyon direnci, metal biyomateryallerin en Onemli &zelliklerindendir.
Korozyon, hem protezlerin bozulmas1 hem de protezlerden potansiyel olarak toksik
veya alerjik pargalarin salinmasi anlaminda ciddi problem olusturmaktadir. Hem saf Ti
hem de Ti6Al4V, korozyona karsi direnci yiiksek materyaller olarak yiiksek bir ilgiye
sahiptir. Titanyumun yiiksek korozyon direnci, ylizeyde olusan yaklasitk 10 nm
kalinligindaki solid oksit tabakasina (TiO2) baghdir. Bu oksit tabakasi, titanyumu asit
ataklarina, kimyasal ve termal etkilere karsi korumaktadir. Mevcut oksit tabakasi
herhangi bir sekilde zarar gorse bile hava ve su varliginda yeniden olusabilmektedir.
Oksit tabakasinda kalict hasarlarin olusmasi, agizda bulunmayan oldukg¢a yiiksek
etmenlerin varligina baghdir. Biyolojik ortamdaki korozyon calismalari, titanyumun

miikemmel korozyon direncini teyit etmistir (18).



2.2. Titanyum biyouyumlulugu

Biyouyumluluk bir materyalin spesifik bir uygulama sonunda uygun konak cevabi
gosterebilme yetenegidir (19).

Titanyum ve alagimlarinin tercih edilmelerinin en 6nemli nedeni biyolojik uyum
gostermeleridir. Titanyum ve alasimlarinin biyouyum o&zellikleri, {stiin korozyon
direncinden kaynaklanmaktadir. Bu korozyon direnci ise materyalin yiizeyinde olusan
oksit tabakasinin, materyali elektromanyetik ataklara karsi korumasiyla olusur.
Titanyumun kemikle osseointegrasyonunun mikemmel olmasi ve yiizeyinde
hidroksiapatite benzer tarzda kalsiyum fosfattan zengin bir tabakanin sekillenmesine

olanak tanimasi, biyolojik uyumu belirleyen diger kriterlerdendir (20, 21).

Biyolojik uyumu belirleyen diger bir kriter de normal sartlar altinda titanyumun
kemikle osseointegrasyonun miikemmel olmasi ve iizerinde hidroksiapatite benzer
tarzda kalsiyum fosfattan zengin bir tabakanin sekillenmesine imkan tanimasidir.
Biyomateryal olan titanyumla ilgili yapilan biyouyumluluk ¢alismalar1 ¢ok ¢esitli in-
vitro testlerden hayvan deneyleri ve in vivo ¢alismalara kadar uzanmaktadir.
Literatlirde, implant materyali olarak kullanilan titanyuma ait korozyon diirlinlerinin
lokal lenf nodlarinda ve i¢ organlarda biriktigi ve galvanik yan etkiler olusturdugu
gosterilmistir. Bununla birlikte bazi arastirmacilar tarafindan titanyuma karsi alerjik

reaksiyon vakasi da rapor edilmistir (22, 23, 24, 25)

20. yy sonu, 21. yy baslarinda biyouyumluluk terimi c¢ogunlulukla diistik
toksisite ile agiklanird1. Implantin yerlestirildigi bolgedeki yumusak dokuda reaksiyonu,
goreceli olarak aseliiler yabanci cisim kapsiilii olusturmak seklindedir ve titanyum

diisiik iyon salinimi ile tam olarak bu tanima uymaktadir (26)

ISO standartlarina gore (ISO 10993-1) bazi testler tanimlanmig olup bu testleri
basartyla gecen bir materyal biyouyumlu olarak tanimlanmaktadir. Bu testler; hayvan
caligmalari, genotoksisite ve karsinojenik etkiyi, gonotoksisiteyi, kanla etkilesim
testlerini, in vitro sitotoksisite testlerini, sistemik toksisiteyi, materyallerin
degredasyonunu, implantasyon sonrasi lokal etkilerin ve sterilizasyon artiklarmin
saptanmasini, irritasyon ve sensiviteyi, Orneklerin hazirlanmasini, degredasyon

tirtinlerinin saptanmasini ve miktarinin tayinini igeren testlerdir (27).



Urban ve ark 2000 yilinda yaptiklari in vivo ¢alismada kalga/diz protezi tasiyan
hastalar iizerinde koroziv iriinlerin viicuda yaygin olarak dagilabildigini ancak toksik
etkiler olusturmadigini gostermistir (23). Yapilan in vitro ¢aligmalar titanyumun
mutajenik ve diger toksik etkilerinin olmadigini géstermektedir (28, 29, 30, 31).

Metalik implantlarin biyolojik uyumu, metal salinimi ve protein baglama
kapasitesi gibi yiizey oOzelliklerine baghdir. Krom-kobalt (Co-Cr-Mo) ve titanyum
implantlarin karsilastirildigi ¢alismada, krom saliminin titanyuma goére daha fazla
oldugu gosterilmis ve iki yiizeyin protein baglanma ve konformasyon
mekanizmalarinda farkliliklar oldugu bildirilmistir (32). Metal ve alasiminin tipine baglh
biyofilmin kompozisyonu ve metal iyon salinimi, implant alagimlarin biyoreaktivitesini
belirlemektedir. Titanyum metalinin {istiin biyouyumlulugu, diisiik iyon salimina ve
viicut stvilari ile karsilastigi zaman yiizeyinde meydana gelen protein konformasyonuna
baglidir.

Implant materyallerinin yiizey 6zellikleri bu materyallere kars1 gelisen biyolojik
cevapta etkin rol oynamaktadir. Implantlarla ilgili temel giincel problem, implant-doku
ara yliztiniin ozelligidir. Yizey ozelliklerini belirleyen parametreler ise kimyasal
ozellikler, kristalizasyon, heterojenite, piirtizliilik ve 1slanabilirliktir. Her bir parametre
biyolojik cevap lizerinde 6nem tagimaktadir. Titanyum implantlarin yiizey 6zelliklerinin
iyilestirilmesi icin hidroksiapatit kaplamasi, lazer ve plazma uygulamasi, iyon

implantasyonu gibi islemler uygulanmaktadir (33).

2.3. Osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyon nedir?

Osseoindiiksiyon, osseogenezisin baslamasina yol agan asamadir. Bu asamada
olgunlagsmamis hiicreler uyarilarak preosteoblast hiicrelere doniismesi saglanir. Kemikte
gelisen hasar sonrasi kemik iyilesmesi biliyiik oranda bu agsamaya baglidir.

Kemik ve komsu dokular; osteoblast, osteoklast ve osteosit gibi farklilagmis
kemik hiicrelerinin yan1 sira ¢ok sayida farklilasmamis hiicre de igermektedir. Bu
farklilasmamais hiicreler, kemik iyilesmesi ve osteointegrasyon i¢in olduk¢a onemlidir
clinkli osteoprojenitor hiicrelere, zamanla da kemik hiicrelerine doniisebilmektedirler
(34). Dogru stimulus ile farklilagmamis mezenkim hiicreleri, kemik olusumunu baglatan

preosteoblastlara doniisebilir (Sekil2-1) (35).



Osteokondiiksiyon, genellikle kemik i¢i implantlarin yiizeyinde kemik olusumunu
ifade eder. Osteokondiiktif yiizey, lizerinde ve por/tiibiillerinin igine dogru kemik

bliylimesine izin veren yiizey anlamina gelmektedir.

Implant yiizeyinde kemik olusumu farklilasan kemik hiicrelerinin aktivitesine
bagh olarak gerceklesmektedir. Bu hiicreler daha 6nceden var olan, travma ile aktive
olan osteoblastlardan ya da osteoindiiksiyon sonucu olusan primitif mezenkimal
hiicrelerden koken alabilmektedir (35). Dolayisiyla osteokondiiksiyon, bir onceki
asama olan osteoindiiksiyon ile direkt olarak iligkilidir. Kemik olusunda ¢esitli kemik
bliylime faktorleri (BGF) 6nemli rol oynamaktadir. Bu BGF’lerden hemen hemen
hepsi; insulin-like biiyiime faktorii (IGF I-11), fibroblast biiytime faktorii (FGF), PDGF
ve TGF-B icermektedir. Biiylime faktorleri hiicre sinyal ajanlar1 olarak gdrev yapan

kiigiik proteinlerdir (36).

Kemik i¢i implant vakalarinda, kemik tamiri, sadece kemik kondiiksiyonuna
degil, kullanilan materyalin tipi ve reaksiyonuna da baglidir. Calismamizda bu durum
g6z Oniinde bulundurularak implant yiizeyinde osteokondiiktif olabilecek bir ylizey

modifikasyonu yapilmigstir.

@G> Farklilasmamis mezenkimal hiicre
.
Osteojenik indiiksiyon —'¢@>  Preosteoblast
-
Kemik olusturan hiicre _’Eﬁ Osteoblast

‘
B

Osteosit

Sekil 2- 1:Yeni olusan kemik hiicreleri (35)



2.4. Osseointegrasyon

Gegtigimiz 40 yilda dental implantlarin dissiz agizlarin tedavisinde 6nemli bir
alternatif haline gelmistir. 1950’11 yillarda subperiosteal implantlarin kullanimi, 1960’11
yillarda yerini endoosseoz implantlara birakmistir. Bu implantlar, kemik ile arasinda
stabilizasyonu artirabilecek baska bir madde bulunmaksizin primer stabilite saglayacak
hassaslikta ¢ene kemigi i¢ine yerlestirilir.

Osseointegrasyon, ilk olarak Branemark ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir.
Albrektsson ve arkadaslari tarafindan canli kemik ve implant yiizeyi arasindaki
devamli, direkt temas olarak tanimlanmigtir. Osseointegrasyonun histolojik olarak
tanim1 ise soyledir; implant yiizeyinin kemik tarafindan arasinda fibr6z doku
bulunmaksizin direkt olarak baglanmasidir. Fakat bu histolojik tanimlarin klinik olarak
belirlenmesi zordur. Bu sebeple osseointegrasyon prensibi biyomekanik bir fenomen
olarak degerlendirmekte ve klinik olarak fonksiyonel yiikleme sirasinda asemptomatik
rijit fikse alloplastik implant materyalleri osseointegre olarak kabul etmektedir (36).

Osseointegrasyon, osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyon ile direkt iligkili bir
kavramdir. Ornegin toksik olan bir materyal osteokondiiksiyona izin vermeyecegi igin
osseointegrasyon da s6z konusu olamaz. Implant-kemik yiizeyi direkt kontakta olmayip
arayiizde kalinligi 40-500 nm arasinda olan amorf bir tabaka oldugu bildirilmistir.
Yapilan bir ¢alismada 17 yillik takip sonrasinda sokiilen implantlarin ancak %70-80
osseointegre oldugu gosterilmistir (37, 38). Son yillarda yapilan calismalar ise bu
baglant1 ylizeyini artirmak, osseointegrasyon siiresini azaltmak {izerine yogunlagmistir.

Dental implantlarin klinik basaris1 erken osseointegrasyon kabiliyetleri ile direkt
olarak iliskilidir. Yiizey topografileri ve geometrileri implantlarin uzun ve kisa dénem
basarilar1 agisindan kritik 6nem tasimaktadir. Bu parametreler hassas cerrahi tekniklerle
yakindan iligkili olup, basarili erken klinik sonug i¢in 6n kosuldur (39).

Implantasyondan hemen sonra implant yiizeyi biyolojik sivilar ve dokularla direkt
temas halindedir. Titanyum ylizeyinde direkt kemik apozisyonu, dental implantlarin
erken yiiklenmesi i¢in cok 6nemlidir.

Implantasyondan sonra iki tip cevap vardir. Ilkinde, implantin etrafinda fibroz bir
yumusak doku kapsiiliiniin olusmasidir. Bu fibréz doku kapsiilii, uygun biyomekanik
fiksasyonu saglamamakta ve dental implantin klinik basarisizligina yol a¢maktadir.

Ikinci tip kemik cevabi, araya giren bir bag dokusu tabakasi olmadan dogrudan kemik-



implant temasi ile ilgilidir. Bu cevap, osseointegrasyon olarak adlandirilmaktadir. Bu
biyolojik fiksasyon implant destekli protezlerin ve uzun vadeli basarilarinin bir 6n
kosulu olarak kabul edilir. Titanyum implantlarda osseointegrasyon orani ve kalitesi
ylizey Ozelliklerine baghdir. Yizey oOzellikleri, hidrofilite ve ylizey piriizliligu,

implant-doku etkilesimi ve o0sseointegrasyonda rol oynayan parametrelerdir (40).

2.5. Yiizey topografisinin osseointegrasyona etkisi

Implant yiizeyinin 6zellikleriyle kemik arasinda iliski yillardir biyomateryal bilmi
tarafindan en ¢ok arastirilan konulardan biridir. Calismalar, ylizey topografisi ve
yiizeyin fizikokimyasal yapisi gibi baslica iki ylizey oOzelliginin doku ile implant
arasinda gerceklesen olaylart yonlendirdigini vurgulamaktadir (41, 42).

Son yillarda, arastirmalar, osseointegrasyonu optimize edebilmek ve
hizlandirabilmek i¢in bu yiizey 6zelliklerinde bir takim modifikasyonlar yapmak iizere
yogunlagmistir.  Arastirmacilar doku cevabini  artiracak  yiizey  Ozelliklerinin
gerekliliginin lizerinde durmaktadirlar (43,44). Fakat yiizey morfolojisinde yapilan
diizenlemeler ¢cogunlukla yiizey kimyasinda da bir takim degisimlere sebep oldugu i¢in
birbirlerinden bagimsiz degerlendirilmeleri zorlagsmaktadir.

Zhao ve ark. 2007 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada ylizey mikrotopografisi ve
yiiksek yiizey enerjisinin sinerjistik ¢alisarak osteoblast cevabini artirdiginin altini
cizmislerdir (45).

Kim ve ark. 2008 yilinda yaptiklari bir ¢alismada ise nanotopografik yiizey
modifikasyonlarinin osteojenik marker seviyelerinde belirgin bir artis gosterdigini
belirtmislerdir (46).

Primer kiiltiire edilmis insan osteoblastik hiicrelerinin kullanildigi ¢alismalarda,
piiriizlii yiizeylerde elde edilen diisiik hiicre baglanma ve ¢ogalma degerlerinin yaninda,
yiizey plrizliginiin artisina bagh hiicre ¢ogalmasindaki artis1 gosteren ¢alismalar da
mevcuttur (47). Bazi arastirmacilar, ¢alismalar arasindaki bu farklar1 kullanilan farkli
hiicre modellerine baglamakta ve piiriizlillik hakkinda bir sonuca varilmasini
zorlastirdigint  belirtmektedirler (48). Yine de bircok c¢alismanin ve sistematik
derlemelerin vardigi ortak goriis, orta Seviyede bir yiizey piiriizligiiniin implant

cevresinde gergeklesen osteogenez iizerinde olumlu etkileri oldugudur (49). Ayrica



piiriizlii ylizeylerin hem trombosit hem de monosit baglanmasini arttirdigi gosterilmistir
(50, 51).

Hayvan ¢alismalarimi degerlendirdigimizde de benzer ¢eliskili sonuglar karsimiza
cikmaktadir. Bazi ¢aligsmalar, artan yiizey piiriizliiliigliniin kemik implant kontaginda bir
artts meydana getirdigini gosterirken (52), diger calismalar ise pirizlilik ve
osseointegrasyonun Kkalitesi arasinda herhangi bir korelasyon saptanmamistir (53).

Shalabi ve ark. (54), yiizey piiriizliliigiiniin implant ¢evresindeki iyilesme ve
tork direnci tizerine etkisini degerlendirdikleri ¢aligmada, 470 adet in vivo arastirmanin
sistematik derlemesinde yiizey piirtizliiligii ile implant1 disar1 ¢ekme kuvveti arasinda
anlamli bir iliski bulmuslardir. Fakat, derlemenin yapildigi tarihe kadar yiiriitiilen
caligmalarin heterojenitesine ragmen, verilerin istatiksel analizinin piriizlilik ile
kemik-implant temas: arasindaki pozitif bir iligkiyi destekler nitelikte oldugunu

belirtmislerdir.

2.6. Yiizey modifikasyon islemleri

Biyomateryal ylizeyinde yapilan piiriizliilik ve morfolojik modifikasyonlarin
doku ve hiicrelerin implanta olan cevabinda etkili olabilecekleri diisiiniilmektedir.
Piiriizlii kaplamalar baslangigta mekanik stabiliteyi arttirmaya yonelik olarak
planlanmislardir. Hayvan deneyleri, piiriizli yiizeyler ile cilali olanlarin rotasyon testi
ile karsilagtirllmali incelenmesinde piiriizlii olanlarin daha yiiksek tork degerlerine
direngli oldugu gosterilmistir. Fakat yine bu deneylerde piiriizlii alanlarin ¢ok az bir
bolimiiniin kemikle doldugu da ortaya ¢ikmistir (55).

Implant yiizey piiriizliiliigii, konak dokularin hiicresel davranisi iizerinde dnemli
bir etkiye sahiptir (56, 57). Titanyum yiizey topografisi hiicre atasmani, hiicre
yonlendirmesi, yayma, proliferasyon, farklilasma ve protein sekresyonunu
degistirmektedir. Ozellikle, titanyum yiizeyinin piiriizliiliigii, insan osteoblastlar1 ile
yapilan kemik-iliskili hiicre dis1 matriks proteinlerinin iiretimini indiikledigi
bildirilmistir (57).

Saf titanyum implantlarin torna cihaz1 ile islenmesinden sonraki 1000 nm
pliriizlii yiizeye sahip hali ile, platin elektrod karsisinda 540 ml metanol, 350ml N-
biitanol ve 60 ml perklorik asit banyosunda 22.5 V elektrik akimina tabi tutularak



oksidasyon yapilarak 10nm piiriizliillige indirgenen implantlar tavsan femurlarinda 6
haftalik iyilesmeden sonra, sokme torklari agisindan kiyaslandiklarinda oksidasyon
yapilanlar istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek degerler ile ¢ikartilabilmis,
fakat histolojik ve morfometrik analizlerde 6nemli fark gézlenmemistir (58).
Piriizliligin fazla olmasi implant ile kemik arasindaki mekanik baglantiy
artirmakla birlikte iyonik sizintiy1 artiracagindan periimplantitis icin biiytik bir risk
olusturmaktadir (59). Bu nedenle ortalama piiriizlilik degerinin 1-2 pum ile sinirh
tutulmasi gerekmektedir (60). Teorik olarak ideal bir yiizeyin 4 um ¢apli yarim daire
seklinde 1,5 um derinliginde olmas1 onerilmektedir (61). Bir¢cok c¢alisma bu araliktaki
yiizey purazliliginin diger yiizey topografilerine gore kemik-implant arasindaki
temast ve yerinden ¢ikarici tork kuvvetlerine Karsi direnci artirdigini gostermistir (62,

63)

2.6.1. Machined Yiizey
Direkt olarak freze cihazindan c¢ikan implantlarin yiizey yapist seklidir.
Machined yiizeyli implantlarda, implantin uzun aksi boyunca 0.1nu derinlik ve

genislikte dairesel paralel ¢izgiler en yaygin bulgulardir.

2.6.2. Plazma sprey kaplama yontemi

Plazma spreyleme teknigi genellikle hidroksiapatit (HA) ve titanyum (Ti) gibi
kalin bir yigilma tabakasi igermektedir. Kaplama islemi termal olarak eritilmis
materyallerin implant yiizeyine piskiirtiilmesi seklindedir. Plazma sprey esas itibariyla

yiizey piiriizliligiini arttirarak implantlarin yiizey alanini artirmaktadir (64)

Metal implantlar temel olarak hidroksiapatitten (HA) olusan kalsiyum (Ca) ve
fosfat (PO.) tabakalari ile kaplanir. Implantin yerlestirilmesinden sonra, periimplant
bolgesine kalsiyum fosfat salinimi viicut sivilarmin doygunlugunu artirir ve implant
yiizeyi tizerine biyolojik bir apatit ¢okelir. Biyolojik apatit tabakasi, osteojenik hiicre
tutunmasi ve biiyiimesi i¢in endojen proteinler igeren bir matris olarak kullanilabilir.
Implant ¢evresindeki kemigin iyilesme siireci bu nedenle bu biyolojik apatit katmani

tarafindan gelistirilir. Kemik dokusuna titanyum implantlarin biyolojik fiksasyonu
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kalsiyum fosfat kaplama varliginda daha hizlidir. Kaplanmamis titanyum implantlarla
kiyaslandiginda uzun vadede bu Ca ve fosfor (P) kaplamalarin klinik basariy1 artirdigi
bilinmektedir (65, 66, 67).

Plazma sprey kaplama ile ilgili en biiyiik endiselerden biri titanyum implant
yiizeyinden kaplamanin delaminasyon olasiligt ve bunun sonucu olarak kaplamanin
kemik dokusuna iyi baglanmis olmasina ragmen basarisizligin meydana gelmesidir.
Dental implantlarin boyutu uygun olmadiginda plazma sprey etkinligi istenilen seviyeye
ulasmadigindan kaplama delaminasyonu rapor edilmistir. Kaplamanin gevsemesi,
ozellikle yogun kemik igine yerlestirilmis olan implantlar da rapor edilmistir (68, 69,
70)

2.6.3. Asitle piiriizlendirme yontemi

Yapilan arastirmalarda asitle piiriizlendirme yonteminin implant yilizeyinde
olusan kemik miktarm artirdigr gosterilmistir. Asitle piiriizlendirme yontemi,
hidroklorik asit/siilfirik asit (HCL/H2SOa) ile ya da %2 Hidroflorik asit (HF) /%10
nitrik asit banyosu ile yapilabilmektedir. Asitle piiriizlendirme tekniginde asindirma

oraninin kullanilan asit tipine ve konsantrasyonuna bagli oldugu bildirimistir (71).

Deneysel ¢alismalar yiiksek sicaklikta asitle piiriizlendirmenin titanyum plasma
sprey (TPS) yiizeylere oranla homojen bir mikro piiriizlii bir yiizey ve daha yiiksek

kemik implant temasi olusturdugunu gostermistir (72, 73).

Asitle piiriizlendirme yontemi yiizey alanini artirmanin yaninda metal yiizey
tizerindeki artik maddelerin giderilmesini saglayarak da kemik-implant baglantisinin

iyilesmesinde rol oynamaktadir (74, 75).

Yapilan bir ¢alismada arastirmacilar tavsan femurlarina yerlestirdikleri cilali Ti

ve HCL/H2SOy ile asitlenerek piiriizlendirilmis 3.25x4 mm’lik implantlar: tork testine

tabi tutmuslardir. Iki aylik iyilesme dénemi sonunda osteotite ve cilali Ti i¢in 20.5 Ncm
ve 4.95 Ncm degerleri saptanmis; asitle piirtizlii yiizey i¢in 4 kat daha fazla olan tork
direncinin istatistiksel olarak anlamli oldugu ortaya konarak; piiriizli yiizeylerin kemige

baglanmayi arttirdigi sonucuna varilmistir (76).
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Buser ve ark. 1999 yilinda yaptiklari bir ¢alismada; asitle piiriizlendirme ve
kumlama yapilan implantlarin sokiilmesinde belirgin olarak ¢ok daha yiiksek tork
uygulanmasi gerektigi bildirilmistir (77). Ayrica Cochran ve ark. asit piiriizlendirme ve
kumlama yontemlerinin uygulandigi implantlarda yiikleme Oncesi ve sonrast boyun

bolgesi kemik rezorpsiyonlarinda azalma oldugunu bildirmistir (74).

Bununla birlikte, kimyasal islemler titanyumun mekanik o6zelliklerini azaltabilir.
Ornegin, asitle piiriizlendirme hidrojen sertlesmesine neden olup yiizey iizerinde mikro

catlaklar yaratarak implantlarin yorulma direncini azaltabilmektedir (78).

2.6.4. Kumlanmis ve Asitle Piiriizlendirilmis (SLA) yiizeyler

SLA, iri grenli partikiillerle kumlanmis yiizeye ardindan kuvvetli bir asit
uygulayarak yiizeyi piiriizlendirmek i¢in kullanilir. SLA teknigi, TPS kaplamalara
alternatif olarak, daha iyi bir yiizey kimyasi ve topografisi elde etmek amaciyla
kullanilmaya baglanmistir. Bu islem makro piriizlillik ve mikro ¢ukurlar elde etmek
osseointegrasyonun yani sira yiizey pirizliligiini artirmak igin grit kumlama ve asitle
asindirmanin ardarda kombinasyonu seklinde uygulanir (79, 80). Histomorfometrik
calismalar ve biyomekanik testler, daha yiiksek ters tork degerleri gostermistir (81, 82,
83). Bu deneysel sonuglardan sonra, klinik ¢alismalarda SLA implantlar, implantlarin
yerlestirilmesinden sonra 6 hafta gibi kisa siirelerde erken yiikleme i¢in kullanilmaya
baglanmistir. Bu implantlarin 3 yillik klinik muayenelerinde %99 civarinda basari

oranlart gosterilmistir (84, 85).

SLA implant yiizeyleri, Straumann tarafindan 1997°de kumlanmis ve asitlenmis
titanyum yiizeyleri olarak piyasaya siiriilmiistiir. SLA yiizey, yiizey kaplama yontemi
degildir. Biiyiik kum tanelerinin implant ylizeyine piskiirtiilmesi ile makro pirtizliiliik
olusturulur. Asidin ylizeye uygulanmasiyla 2-4 um derinliginde mikro ¢ukurlar elde
edilir. SLA implant yiizeyleri orta derece piiriizlii yiizeylerdir. Piirtizliiliik derecesi
implant ylizeyi boyunca aynidir. Yapilan bir ¢aligmada, osteoblast benzeri hiicrelerdeki
alkalen fosfataz aktivitesinin TPS yiizeylere gore SLA yiizeylerde daha fazla oldugu
gosterilmistir (75).
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2.6.5. Mikro-ark oksidasyon yontemi (MAQO)

Bu yontem, yiiksek voltaj altindaki elektrolit solusyonu kullanilan, metal veya
seramik gibi piiriizlii yiizeylerin kaplanmasi i¢in gelistirilmis ileri elektrokimyasal bir
tekniktir. MAO yontemi Ca ve fosfor (P) iyonlarmin elektrolit kompozisyon ve
konsantrasyonunun kontrol edilmesiyle yiizeyin kaplanmasidir (86, 87). Biyomedikal
uygulamalar agisindan bu islemin 6nemi; MAO islemi sirasinda elektrolitteki Ca ve PO3
iyonlarinin seramik tabaka i¢ine girerek titanyum gibi alagimlarin bioaktivite

potansiyelini arttirabilmesidir (88, 89).

MAO islemi sirasinda, elektrolite daldirilmis Ti 6rnek iizerine pozitif voltaj
uygulanarak titanyumun anodizasyonu sonucu yiizeyde oksit tabakasi olusturulur.
Uygulanan voltaj belli bir noktaya kadar artirildiginda oksit tabakada bozulmanin
(valitkan madde bozulmasi) basladigi noktada mikro-ark gozlenmektedir. Yalitkan
madde bozulmasinin olustugu anda Ti iyonlar1 ve elektrolitteki OH iyonlar: ters yonde
hareket etmeye baslayarak en kisa zamanda bozulan oksit tabakayr tamir ederler. Bu
yeni olusan tabaka sikica tutunmus poréz yapidadir ki bu form biyoaktif yiizeyler i¢in

oldukga avantajli bir durumdur (85, 87,90)

Son yillarda Ti implantlarin biyolojik cevabinin iyilestirilmesi konusunda
yapilan ¢alismalarda MAO yontemi, ylizey modifikasyonu i¢in en iyi yontemlerden biri

olarak nitelendirilmistir (91)

2.7. Hiicre-implant Etkilesimi ve Hiicre Modelleri

Giliniimiizde yapilan arastirmalarin amaci kontrollii ve hizli iyilesmeyi saglayan
implant biyomateryallerinin gelistirilmesidir. Implantlarin viicuda yerlestirilmesinden
sonra meydana gelen etkilesimler o0sseointegrasyonun basarisin1 direkt olarak
etkilemektedir. Normal yara iyilesme mekanizmasina ek olarak endoosse6z implantlarin
kemik ile baglantisinin uygun biyomekanik o6zellikleri karsilayacak kadar iyi olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle, yeni iretilen implant veya implant yiizeylerinin kemik-
implant arayliziinde meydana gelen etkilesimleri ve kullanilan biyomateryallerin kemik-

hiicre etkilesiminin degerlendirilmesi ¢ok onemlidir (92). Bu nedenle calismalar
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implantasyon sonrasi gerceklesen mekanizmalar {izerine yogunlasmaktadir. Bu amagla
yiriitiilen in vitro ve in vivo deneyler ortopedik ve dental materyal biliminin temelini
olusturmaktadir.

In vivo deneyler, bir implant materyalinin toksisitesini, biyouyumlulugunu,
kemik apozisyonunu, mekanik yeterliligini ve iskeletsel fonksiyonun saglanmasi
acisindan degerlendirmek i¢in ideal model olarak kabul edilmektedir (93). Boylece
implante edilecek bir biyomateryalin terapétik etkisi rahatgca degerlendirilebilmektedir.
Implant-kemik arayiiziindeki apozisyonunun incelenmesi sonucu, materyalin
osseointegrasyondaki basarisi klinik kullanim dncesi ortaya konulabilmektedir. Ayrica
caligmalarin diger bir Onemli avantaji ise biyomateryalin, osteoblast fenotipinin
ifadesindeki  etkisinin  degerlendirilebilme imkanidir.  Giiniimiizde, materyal
caligmalarinda osseointegrasyonun degerlendirilmesi igin gesitli hayvan modelleri ve
farkli implantasyon bolgeleri kullanilmaktadir. Kopek, koyun, ke¢i, domuz ve tavsan en
sik kullanilan modeller olarak kabul edilmektedir (94, 95).

In vivo c¢alismalardaki etik sikintilar ve yiiksek maliyetler, implant
materyallerinin ve yeni implant yiizeylerinin hiicre etkilesimlerinin degerlendirmesinde
ilk olarak in vitro c¢alismalar 6n plana ¢ikmaktadir. Sitotoksik materyallerin
degerlendirmesinde gereksiz hayvan kullanimimi engellemek igin, in vitro deneylerin
uygulanimi tercih edilmektedir. Boylece, hayvan deneylerine gegmeden materyallerin
sitotoksisite ~ ve  biyouyumluluklar1  hiicre  kiltiri  metodlar1  vasitasiyla
incelenebilmektedir (96).

Hiicre kiiltlirtinde, yeterli miktara ulasildigr zaman kiiltiir kaplarindan enzimatik
olarak kaldirilan hiicrelerin degerlendirilecek biyomateryal yiizeylerine ekilmesi ve
hiicrelerin ylizeylerde sergiledikleri baglanma, ¢cogalma, 6zellesme ve matriks tiretimi
gibi davraniglarin degerlendirilmesi in vitro testlerin temelini olusturmaktadir (97, 98).
Cesitli osteoblast kiiltir modellerindeki tir farkliliklari, in vitro kemik hiicresi
kiiltiirlerinde zamana bagl olarak meydana gelen fenotipik degisim, li¢ boyutlu matriks
organizasyonunun kaybi, in vivo deneylerde gozlemlenen mekanik kuvvetlerin ve
biyolojik faktorlerin eksikligi ve in vitro deneylerden elde edilen sonuglarin bazen in
Vivo sonuglardan farkli olmasi gibi siirlamalar in vitro deneyler i¢in dezavantaj teskil
etmektedir (99, 100). Ancak, dogru hiicre modelleri ve kiiltiir teknikleri uygulandiginda,

test edilen implant materyalleri hakkinda ¢cok 6nemli bilgiler elde edilebilmektedir.
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In vivo deneylerde implantasyon sonrasi gergeklesen hiicresel mekanizmalar
taklit edebilmek i¢in dogru in vitro ¢alisma protokollerine ve uygun hiicre modellerine
gereksinim vardir. Doku kiltiirii tekniklerinin gelisimi ile birlikte, osteojenik
potansiyele sahip hiicrelerin izolasyonu ve yetistirilmesinde biiyilk asamalar
kaydedilmistir. Kemik eksplant kiiltiirleri, fetal sican kalvarya kaynakli osteoblast
kolonileri, primer mezenkimal stromal koloniler, transforme veya transforme edilmemis
hiicre dizileri ve immortalize osteoblast dizileri en sik kullanilan osteojenik hiicre
modelleridir (96, 101, 102, 103). Bu hiicreler, implant materyalleri ile kombine edilerek
morfolojik (1s1k, gecirimli, taramali elektron mikroskobu), histokimyasal, biyokimyasal
(enzim testleri, radyoimmiin testler, reseptér baglanma testleri, immiinositokimya)
deneyler ve molekiiler biyoloji yaklasimlari (in situ hibridizasyon, revers transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu, nothern blot analizi) yardimiyla degerlendirilmektedir (96,
104, 105). Boylece yiizeye bagli meydana gelen hiicresel yanit incelenebilmekte ve

yiizeyin osteojenik aktivite lizerine etkisi ortaya konulabilmektedir.

2.8. Hiicre modelleri

Gilinlimiizde kullanilan ¢esitli hiicre kiiltiiri modellerinin birbirlerine gore
avantajlar1 ve dezavantaji bulunmaktadir. Ornegin, kemik eksplant kiiltiirlerinde goriilen
heterojenite ve kiiltiir siiresine bagl osteoblast fenotip kaybi, fetal kalvaryal osteoblast
topluluklarda goriilen say1 yetersizligi ve timor kaynakli osteoblastik hiicre dizilerinin
cogalma ve Ozellesme Ozelliklerinde goriilen varyasyonlar gibi cesitli dezavantajlar
uygulanan hiicre modellerinin giivenilirligini kisitlamaktadir (96). Bu sebeple, in vitro
ve in vivo deneyler arasinda farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu farkliliklar, daha 6nce
cesitli arastirmaci tarafidan kritize edilmis ve in vivo ¢alismalar taklit etme yetenegine

sahip dogru hiicre modellerinin kullanilmas1 gerekliligi ortaya konulmustur (100, 37).
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2.8.1. Kemik eksplant hiicre kiiltiirleri

Kemik kokenli hiicreler, fetal sican kalvaria ve yapisik kemik iligi stromal
kiiltiirlerinin  kullanimi, osteoblastlarin in vitro olarak ¢ogalmasi ve farklilasmasi
hakkinda 6nemli bilgiler saglamistir. Bununla birlikte, bu modellerin hepsinde heterojen
hiicre popiilasyonlar1 bulunur ve alt kiiltiirle, daha fazla ¢ogalma kabiliyeti olan hiicreler
kiiltirde ¢ogalarak ve birincil kiiltiiriin orijinal 6zelliklerini degistirebilmektedir

(113,114, 115,116).

2.8.2. Transforme ve transforme edilmemis hiicre dizileri

Sican osteosarkomasindan (UMR serileri ve ROS serileri) elde edilen osteoblast
benzeri hiicre dizilerinin gelistirilmesi, homojen, fenotipik olarak kararli, kiiltiirde
yaytllmi ve bakimi daha kolay hiicre dizileri elde edilmesini saglamis ve
dontistiiriilmemis osteoblastlarin 6zelliklerinin ¢ogunu telafi ederek olusan problemlerin
elimine edilmesini saglamistir. Bununla birlikte, bu hiicreler, tiimoérden tiiretildikleri,
dontstiiriildiikleri ve anormal bir genotip gosterdikleri i¢in, homojen olayan ¢ogalma,
farklilasma iliskisine sahip olduklar1 i¢in, uzun siireli kiiltiirde fenotipik instabilite
sergiledikleri icin; bu osteoblast benzeri hiicreler, doniistiiriilmemis osteoblast
poplilasyonunun gercek fenotipini tam olarak yansitamazlar. Alternatif bir yaklasim ise;
alkalen fosfataz aktivitesi, kollajen I {iretimi ve nodiil formasyonu da dahil olmak iizere
bircok osteoblast fenotipine spesifik 6zellik gosteren, sinirlt seyreltme ile yenidogan
fare (MC3T3E1) ve fetal sican kalvaryal popiilasyonlarindan (RCJ) klonal osteoblast
benzeri hiicrelerin iiretilmesidir. Fare benzeri hiicrelerin, fenotipik olarak ise yararsiz bir
hale gelmesini onlemek i¢in hiicre kiiltiirlerinin belli ve kontrollii kosullar altinda

kiiltiirti gerekmektedir (111, 112, 113, 114, 96).

2.8.3. immortalize hiicre dizileri

Fare ve sigcan klonal hiicre dizilerinin ¢ogunda goriilen fenotipik istikrarsizlik ve
tir farkliliklari nedeniyle, transforme edilmis yetiskin osteoblast hiicre dizileri

gelistirilmistir (117, 118). Houghton ve ark. (119), bir adipositik veya osteoblastik
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hiicreye farklilasabilen iki ug¢lu Oncii hiicreleri igeren insan stromal hiicre dizisinin,
sicakliga duyarli bir onkogen ile dliimsiizlestirilebilecegini bildirmislerdir.
Bu sekilde {iretilen hiicre dizileri materyal bilimcilerinin arastirmalar1 igin

olduk¢a 6nemlidir.

2.8.4. Primer kemik iligi hiicre Kkiiltiirleri

Primer kemik iligi kiiltiirleri, kisa deneysel periodlar igerisinde kemik matriksi
tiretebilen ve 6zellesme potansiyeli bulunan osteojenik hiicre kolonilerine sahiptir (120).
Viicutta bu osteoprojenitor hiicreler sinirli sayida bulunmaktadir. Fakat ihtiya¢ durumda
mezenkimal kok hiicreler Ozellesmeye ugrayarak osteojenik hiicre ihtiyacini
karsilamaktadir. Mezenkimal hiicrelerin kemik iliginden izolasyonu ve kiiltiir ortaminda
osteojenik fenotipe dogru oOzellesmesi sonucu osteoprogenitor koloniler elde
edilmektedir. Bu in vitro kiiltiir metodunun en biiyiik avantaji, 6zellesme imkani olan
osteoprogenitor hiicrelerin yiizeylerdeki davraniglarinin degerlendirilebilme olasiligi ve
yiizey yapisinin hiicre 6zellesmesi tizerine etkisinin belirlenebilmesidir (121).

Kemik iliginin stromasi, iyi organize olmus bir mezenkimal hiicre agindan ve
hematopoez i¢in yapisal ve fonksiyonel destek saglayan hiicre dig1 matriksten meydana
gelir. Kemik iliginde mezenkimal hiicrelerin varligi, ilk olarak Friendenstein ve ark.
(122) ve Owen ve ark. (123) tarafindan gosterilmistir. Kemik iliginin stromal
komponenti fibroblastik hiicre (CFU-F) kolonilerine sahiptir. Bu CFU-F hiicrelerinin
kiltire yerlestirildiklerinde osteojenik, kondrojenik, adipojenik, ndrojenik ve
fibroblastik 6zellesme meydana getirebildikleri gosterilmistir (125). Haynesworth ve
ark. (126), bu hiicreler i¢in ilk olarak “kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreleri”
terimini kullanmislardir. Bu multipotansiyel kok hiicrelerin farkli 6zellesme yollarina
yonelmesi ¢esitli lokal ve sistemik faktorler tarafindan yonlendirilmektedir.

Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik ozellesmesi, sentetik bir glukokortikoid olan
deksametazon ve kemik morfojenik proteinleri gibi ¢esitli faktorler tarafindan
yonlendirilmektedir (126, 127). Sigan kemik iliginden mezenkimal kok hiicrelerin
izolasyonu ve deksametazon, askorbik asit ve B-gliserofosfat gibi dis faktorler igeren
besiyerinde kiiltiir sonucunda osteojenik hiicre kolonileri elde edilmektedir (128).

Boylece hiicrelerin mezenkimal orijinden osteoblasta giden o6zellesme asamalarinda
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sentezledikleri transkripsiyon faktorleri, biiylime faktorleri, kemik matriks proteinleri ve
diger cesitli mollekiillerin degerlendirmesi yapilabilmekte ve bu degerlendirme sonucu
kemik iligi kok hiicre kiiltiirti hakkinda detayli bilgiler saglanmaktadir.

Implant yiizeyine osteoprogenitor hiicre gocii ve hiicrenin yiizeyde ¢ogalmasi ve
daha olgun bir fenotipe osteojenik Ozellesme kabiliyeti, yiizeyin basarisini
degerlendirmede ©nemli bulgular saglamaktadir. Bu mekanizmayr ¢ok iyi taklit
edebilen kemik iligi mezenkimal kok hiicre kiiltiirti, implant yiizeylerinin
degerlendirilmesinde basarili ve 6nemli veriler saglayan bir yontem olarak karsimiza
cikmaktadir ve literatiirde bu kiiltiir metodunun diger osteojenik hiicre modellerine

istiinliigii savunulmaktadir (100).

2.9. Bor

Bor elementi, periyodik sistemin tg¢iincii grubunun basinda bulunmaktadir.
Atom numarasi 5, atom agirligi 10.82, 6zgiil agirligi 2.84, ergime noktast 2190 +
20°C'dir. Non-metal bir element olan borun ii¢ adet dig elektronu mevcut olup silisyum
ile benzerlik gostermektedir. Dogada bor saf halde bulunmayip, oksijenle birleserek, bor
tuzlar1 seklinde veya silikatlar halinde bulunur. Dogada basta borik asit ve boraks olmak
tizere iki yiize yakin bor bilesigi bulunmaktadir. Bor’un, 1900’lerden beri bitkiler igin
gerekli temel maddelerden oldugu bilinmektedir ancak insan ve hayvan organizmalari
icin Onemi hala tam olarak bilinmemektedir. Bitki metabolizmasinin yani sira bazi
mikroorganizmalar i¢in de temel maddelerdendir. Hatta bu sebeple autoinducer-2 (1),
ve boromisin ve aplasmomisin gibi baz1 antibiyotiklerin yapisina katilmistir. (2) .
Bor igerikli ilk dogal biyomolekiil, Streptomyces antibioticus’un bir susundan elde
edilen ‘boromisin’ adi verilen bir antibiyotiktir. Boromisinin, gram (+), belirli bazi
mantarlar ve protozoalara kars: etkili oldugu ancak gram (-) bakterilere karsi etkisiz
oldugu belirtilmistir. Borik asit esterlerinin, klinikte kullanilan eritromisin, gentamisin
ve streptomisin gibi antibiyotikler ile kiyaslanabilir oldugu rapor edilmistir Bor, oldukga
genis bakteri, mantar ve maya spektrumuna karsi etkili bir antimikrobiyaldir (3, 4).
Memeliler lizerinde en bilinen temel etkisi ise kemik ve dis gelisiminde oynadig1 roldiir.
Bor yoksunlugunun ayni zamanda dis ¢ekimi sonrasi hemen baglayan alveoler kemik

tamirini de bozdugu bulunmustur. Bor igeren diyetle beslenen fareler (3mg/kg) daha az
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bor igeren diyetle beslenen farelerle (0.07mg/kg) karsilastirildiginda, dis ¢ekildikten 14
gin sonra kemik olusumundaki farkedilir azalmadan dolayr alveoler kemik
iyilesmesinde bozulma gorilmistiir (5).

B eksikliginin kemik Ca ve P konsantrasyonuna etkisi olmadigi bilinmektedir.
Fakat, kemik yapimi, kemik aktivitesi, osteoblast ve osteoklast diferansiasyonu {izerine
etkili mineral element konsantrasyonu iizerinde etkili oldugu bildirilmistir. B,
organizmalarin ana mikrobesinlerinden biri olmakla beraber, osteogenezis ve kemik
yapiminda énemli bir rol oynamaktadir (129, 130, 131). Kemik sagligi i¢in B, kalsiyum,
protein, magnezyum vb. element ve vitaminlerin diet ile alinmasi ¢ok Onemlidir.
Eksikliklerinde kemik kaybi ve kemik yapilanmasinda azalma goriilebilir (132, 133,
130).

B, steroid hormonlari ile etkilesime girebilmekle beraber, kalsiyum kaybinin ve
kemik demineralizasyonunun 6nlenmesinde énemli bir elementtir. Menapoz doneminde
ve sonrasindaki kadinlarda B takviyesinin belirgin bir sekilde idrarla kalsiyum ve
magnezyum atilimini azalttigi, serum estradiol seviyesini, kalsiyum emilimini artirdig1

belirtilmektedir (129, 134).

Ying ve ark. tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢calismada, B’un osteojenik

farklilasmay1 uyararak kemiklesmeyi artirdigi belirtilmistir (135).

Huang ve ark. 2015 yilinda yaptiklar1 bir calismada MAO yontemiyle Ti
yizeyinde B-TiO2 film olusturmus ve bu filmin fizikokimyasal ozellikleri ve
biyoaktivitesi karsilastirmali olarak incelemislerdir. Calisma sonucunda B-TiO> film
yiizeyinin TiO; filminden morfolojik olarak farkli olmadigi, yiizeydeki TiO2 filme B
infiltrasyonunun hidrofilik 6zelligi ve biyoaktiviteyi artirdigi bildirilmistir. Ayrica
caligma sonucunda bu konuda daha fazla in-vitro ve in-vivo ¢alisma yapilmasi gerektigi

vurgulanmistir (136).
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2.10. Gamma isinlari ile sterilizasyon

Gamma Isimlama tesisi 1sinlama kaynaginin bulundugu hiicre, iirlin tasiyici
konveyor ve depolama alan1 olmak iizere baglica {i¢ birimden olusmaktadir. Isinlama
tesisinin kalbi gamma enerjisini saglayan Co-60 kaynagidir. Isinlama cihazlarinda
kullanilan Co-60, dogada bulunan ve metalik hale getirilmis kararli Co-59 izotopunun
reaktorlerde notron bombardimanina tabi tutulmasi sonucu yapay olarak elde
edilmektedir (137). Bu sekilde kararsiz hale gelmis olan Co-60 ¢ekirdekleri bozunarak
bir beta parcacigl ile enerjileri 1.17 MeV ve 1.33 MeV olan iki gama 1sm1 yayarak
kararli Ni-60 elementine doniismektedir. Beta parcaciklar1 kaynak kapsiiliinde
tutulmalar1 nedeniyle 1sinlama islemi, sadece ¢ok girici olan gama i1sinlarn ile
gerceklestirilmektedir (Sekil 2-1) (138).

Gama 1smlama cihazlarinda kullanilan Co-60 kaynaklar1 genellikle ¢ubuklar
seklinde olup, dis etkenlerden korunmasi ve sizintinin énlenmesi i¢in iki kat paslanmaz
celik kapsiil igerisine konulmustur. Co-60" 1n yar1 émrii 5.3 yil olup, aktivitesi yaklasik
olarak yilda %10 kadar azalmaktadir. Isinlama cihazina yerlestirilen kaynak ¢ubuklari
15-20 yil kadar kullanildiktan sonra iiretici firmalar tarafindan geriye alinmaktadir.
Isinlama hiicreleri genellikle 1.8 - 2.0 m kalinliginda betonla zirhlanmis olup, cihaz

calismadigl zaman kaynaklar su dolu havuzda veya zirhli kaplarda depolanmaktadir
(139).

Gama 1smlama yontemiyle sterilizasyon, giivenilir, kullamish ve giderek
yayginlagan alternatif sterilizasyon yontemlerinden biridir. Bu amag¢ i¢in, Co-60
kaynagindan yayimlanan gama 1sinlardan faydalanilir (Sekil 2-2).

Gama 1smnlar iyonlayict 1sin tiiriindedir. Iyonlayici 1sinlar madde ile etkilesim
yaptiginda atomlardan elektron koparabilirler. Bu isleme iyonizasyon denilmektedir.
Serbest elektronlar kimyasal reaksiyonlara katilabilir veya canli organizmalardan DNA
molekiillerini koparabilirler. Bu islem bakteri, parazit, kiif, maya, mantar gibi
organizmalari 1s1nlama ile 6ldiirmenin temelini olusturur.

Ozellikleri:

e Iyonlastirici 1s1n tiiriidiir. Madde igerisinden gegerken atom veya molekiillerden

elektron koparabilirler. Bunun sonucu elektrik yiiklii par¢aciklar yani iyonlar

meydana gelir.
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e Diger 151n tiirlerine gore daha yiiksek enerjili oldugu i¢in madde igerisindeki
penetrasyonu yiiksektir.

e Elektromanyetik spektrumun en kisa dalga boylu ve en yiiksek enerji
seviyesinde bulunur.

e Gama 1sinlan, kiitlesiz, yiiksiiz olup 1s1k hiziyla yayilirlar.

Gama 1sinlari,  genellikle biyomateryallerin  ve  medikal aletlerin
sterilizasyonunda kullanilmaktadir. Gama 1sinlari, sahip olduklar1 iyonize yiiksek enerji
sayesinde toksik kalinti birakmayarak dna hasari yaratabilmektedir. Iyi penetrasyon

derinligi sebebiyle kalin paketlenmis iriinlerin sterilizasyonunda kullanimlari ¢ok

uygundur (140).

Biyolojik Zirh (Beton)

Kaynak Cekme Pistonu

Isinlama Hucresi

Kaynak ve Kaynak Paneli
Destek Cihazlari Odast

Kaynak Tagima Kabi Depolama Alant

Kaynak Depolama Havuzu

Sekil 2- 2: Co-60 1s1nlama cihaz
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2.11. ALP Enzim etkinliginin 6nemi

Alkalen fosfataz (ALP) sert doku formasyonun onemli bir bileseni olmakla
beraber mineralize doku hiicrelerinde yiiksek seviyelerde bulunmaktadir. Sert dokularin
ve mineral metabolizmasinin biyolojisi hakkinda daha fazla sey 6grendikce, ALP'nin
osteojenik aktivite igin bir belirte¢ olarak roli siirekli olarak kesinlenmistir. Aksine,
ALP'in sert dokularda nasil islediginin ayrintili mekanizmasi siklikla tartismalidir. Son
2 yilda, ALP ve sert dokular hakkinda bilgi iceren 280'den fazla yayin ortaya ¢ikmistir.
Bunlardan 200'den fazlasi, ALP'nin, sert doku hiicresi farklilasmasi veya enzim kan

diizeylerinin 6lgiilerinin bir gosterge olarak kullanilmasini desteklemektedir. (142).

ALP'min mineralizasyondaki roliinli anlamanin bir anahtari, osteoblastik
farklilasma ve bliylime plakas1 kikirdak kalsifikasyonu sirasinda genlerin asamali
ekspresyonu c¢alismalar1 ile saglanir. Her iki dokuda, kemik ve kalsifiye edici
kikirdakta, ALP gelisimin erken doneminde ortaya ¢ikar ve yakinda hiicre yiizeyinde ve
matriks vesikiillerinde gozlenir. ALP kalsifikasyon siirecinde ifade edilen ilk belirtegler
arasindadir. Bu nedenle, ALP’nin erken mineralizasyon donemi igin 6nemli bir gosterge

oldugu kanmitlanmistir (143). Kemik yapimi, serumdaki kemik-spesifik alkalen fosfataz
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(ALP) seviyesi ile degerlendirilebilir. ALP, genel olarak osteoblastlar tarafindan

tiretilen bir enzimdir. Yarilanma 6mrii uzundur ve renal yol ile atilmaz (144,145).

Kemige spesifik alkalen fosfataz, en sik kullanilan kemik yapim
belirleyicilerindendir (146). Osteoblastlarin membraninda lokalize bir enzimdir ve
osteoblastlardan salgilanarak dolasima katilir. Osteoblast fonksiyonu, kemik yapimi1 ve
mineralizasyonu gosterir. Bu c¢aligsmalara paralel olarak calismamizda da erken

donemde osteoblast farklilagsmasini ALP enzim seviyesi ile 6lgmeyi amaclamaktayiz.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda Bor’un titanyum yiizeyine kaplanarak yeni bir ylizey elde
edilmesi amaglanmistir. Bor igeren titanyum yiizeyler iizerine osteoblast hiicre ekimi
yapilarak 3., 7. ve 14. gilinlerde hiicre ekimini takiben t=0, t=6,t=8, t=43, ve t=46.

dakikalarda ALP enzim seviyesi ol¢iilmiistiir.

3.1. Deney gruplari

Calismamizda titanyum diskler her grupta 6’sar 6rnek olacak sekilde 5 gruba
ayrilmistir. 1 grup ise kontrol grubudur. Bu grupta Ti disk kullanilmadan, petri kabina
hiicre ekimi yapilmistir. Deney gruplar su sekilde planlanmastir:

1. grup : Kontrol grubu olarak olusturulmus bu grupta petri kabina hiicre ekimi
yapilmis fakat titanyum disk yerlestirilmemistir.

2. grup (Bos AE) n=6: Asitle piiriizlendirilmis titanyum disklerin {izerine hiicre
ekimi yapilmamustir.

3. grup (Bos MS) n=6: Machine surface titanyum disklerin iizerine hiicre ekimi
yapilmamustir.

4. grup (B) n=6: Bor ile kaplanmis titanyum diskler iizerine hiicre ekimi
yapilmustir.

5. grup (AE) n=6: Asitle piiriizlendirilmis titanyum disklerin {izerine hiicre ekimi
yapilmugtir.

6. grup (MS) n=6: Machine surface titanyum disklerin {izerine hiicre ekimi

yapilmistir.

3.2. Titanyum disklerin hazirlanmasi
6 mm capindaki medikal grade 5 titanyum (Part info: 1221DD3MCE01968) ¢ubuk
CNC cihazinda (Hanwha XP16S, South Korea) 10000 devir/dak hizda islenerek, 3.5

mm kalinlikta ve 6 mm capinda toplam 30 adet titanyum disk elde edildi.

3.2.1. Titanyum disk yiizeylerinin hazirlanmasi

Yiizeylerin iiretimi Istanbul Teknik Universitesi, Kimya Metalurji Fakiiltesinde
gerceklestirilmistir.
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Yiizeylerini temizlemek igin, titanyum diskler sirasiyla 15 dakika aseton, 15
dakika isopropil alkol ve 20 dakika distile su igerisinde ultrasonik temizleme cihazinda
bekletilmistir. Yiizey islemlerine kadar gecen siire igerisinde kontaminasyonu

engellemek i¢in numuneler, sterilizasyon paketleri igerisinde saklanmustir.
Islenmemis yiizeyli diskler CNC makinesinden ¢ikt1g1 haliyle korunmustur.

Asitle piiriizlendirilmis yiizey olusturmak ig¢in 12 adet ornek oda sicakliginda
hidroklorik ve siilfiirik asit karistmindan olusan ¢ozeltide (% 1 HF + % 30 HNO3) 60
dakika boyunca daglanmustir.

6 adet titanyum diskin ise mikro ark oksidasyon yontemi ile yiizeylerinde B-TiO>

film olusturulmustur.

3.2.2. Mikro-ark oksidasyon (MAQ) yontemi ile disk yiizeylerinin kaplanmasi

Ti diskler etil alkol ile temizlendikten sonra mikro-ark oksidasyonu i¢in anot,
katod olarak paslanmaz celik tabaka, elektrolit iceren cam kap ve gii¢ kaynagindan
olusan sistemde elektrolit igerisine yerlestirildi. Elektrolit igerisinde 24 g/L sodyum
tetraborat (NaH2POs 2H,0) ve 10 gr/L kalsiyum asetat monohidrat (Ca(CH3COO):
H>0O) bulunmaktadir. Calismamizda B-TiO2 film olusturmak igin elektrolit igerisine,
0.02 mol/L disodyum tetraborat (Na:B4sO7 10H20) eklenmistir. MAO islemi sirasinda
400 V, 50 Hz frekans, 10% periyot ile 3 dk boyunca uygulama yapildi. (Sekil 3-1).

MAQO islemi sonras1 6rnekler deionize su ile yikanip kurutuldu.
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Sekil 3- 1: Mikro ark oksidasyon cihazi (ITU metalurji miihendisligi ABD)

3.3. Yiizeylerin SEM ile incelenmesi

Disk vyiizeyleri, Ko¢ Universitesi Hiicre Yiizey Arastirma Merkezi’inde
(KUYTAM), taramali elektron mikroskobu (SEM) yardimiyla goriintiilenmistir. Bu
amagla Saha Emisyon Taramali Elektron Mikroskobu ZEiSS ULTRA PLUS ve
taramal1 elektron mikroskobu ZEISS EVO LS15 ile 10 kV ‘da calistirilmistir Yiizey,
10.000 biiytitmede goriintiilenmistir (Sekil 3-2).
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2637
SE MAG: 10000 x HV:10.0 kV WD: 6.4 mm

Sekil 3- 2: Bor ile kaph titanyum disk yiizeylerinin SEM goriintiisii

3.4. Orneklerin sterilizasyonu

Ti diskler iizerine yapilan uygulamalardan sonra tiim ornekler ultrasonik cihaz

ile temizlenerek paketlendi (Sekil 3-3). Paketler gama 1sinlamasi ile 25kGy 151n 12 saat
uygulanarak steril edildi (Sekil 3-4).

LSS AT

Sekil 3- 3: Orneklerin ultrasonik cihaz ile temizlenmesi
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Sekil 3- 4: Gamma 1sinlar sistemi

3.5. Osteoblast Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda osteoblast hiicreleri (Saos-2, insan tiimor kaynakli) kullanilmistir.
Bu kapsamda 1 vial pasaj 10 osteoblast hiicresi sivi azottan alinarak (-196 °C) 37 °C’lik
su banyosunda eritilmistir. Eritilen hiicreler igerisinde besiyeri (McCoy + %15 FCS +
%1 antibiyotik) bulunan 15 ml’lik tiiplere alinmis ve 1200 rpm’de 5 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiijiin ardindan {ist sivi aspire edilmis ve altta kalan hiicre peleti
besiyeri ile sulandirilarak 100 mm ¢apindaki petri kaplarina ekilmistir. Hiicrelerin petri
yiizeyini kaplamasinin (konfluent) ardindan hiicreler pasajlanmis ve yeniden ekilmistir.
Pasajlama isleminde; konfluent olan petrilerden eski besiyeri aspire edilmis ve DPBS ile
yikanmigstir. DPSN’in aspire edilmesinden sonra %0.25 Tripsin-EDTA konulmus ve 2-3
dk 37°C % COz inkiibatdrde bekletilmistir. Siirenin sonunda hiicrelerin petri yiizeyinden
kalkma durumlar1 mikroskop ile kontrol edilmis ve tripsinin iki kati kadar besiyeri
uygulanmigtir. Hiicreler pipetlenerek homojen hale getirilmis ve 1200 rpm’de 5 dk

santrifiij edilmistir. Ardindan hiicre peleti sulandirilarak ekim gergeklestirilmistir.

Deney gruplarin1 hazirlamak icin; yukarida agiklanan protokol ile hiicreler

pasajlanmistir. Santrifiij sonrasinda hiicre peleti 1ml besiyeri ile sulandirilmis ve hiicre
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sayimlar1 %4’liikk Tripan blue boyasi ile gergeklestirildi. Sayilan hiicreler diskler {izerine
direkt olarak ekildi. Alkalen fosfataz (ALP) Ol¢iimleri igin 1000 hiicre/disk olacak
sekilde hiicreler ekilerek 3,7 ve 14 giinliik gruplar olusturuldu (Sekil 3-5).

Sekil 3- 5: Diskler iizerine hiicre ekimi yapildi.

3.6. SEM orneklerinin hazirlanmasi

Ornekler iizerine hiicre ekimleri yapildiktan 3, 7 ve 14 giin sonra hiicreler fikse
edilmistir. Fiksasyon i¢in; besiyerinin uzaklastirilmasini takiben PBS ile yikama
gerceklestirilmistir. Yikamayr takiben PBS igerisinde hazirlanmigs olan %2.5
Gluteraldehit solusyonu ile hiicreler +4°C 1 saat boyunca fikse edilmistir. Fiksasyon
sonrasinda hiicreler, PBS ile yikanmis ve yine PBS igerisinde KUYTAM’a SEM
incelenmesi i¢in teslim edilmistir. Diskler iizerinde hiicreler 20.000 biiyiitmede tespit

edilmistir. (Sekil 3-6, 3-7, 3-8).
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Mag = 20.00 K X EHT = 5.00 kV | Probe = 30 pA

Sekil 3- 6: MS diskleri hiicre ekimi sonrasi 20.000 biiyiitmede SEM analizi

Mag = 20.00 K X EHT = 5.00 kV Signal A= SE1 WD = 8.5 mm I1Probe= 30 pA

Sekil 3- 7: AE diskleri hiicre ekimi sonrasi 20.000 biiyiitmede SEM analizi
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Mag= 2021 KX EHT = 5.00 kv Signal A= SE1 WD = 85 mm

Sekil 3- 8: Bor kaph diskler hiicre ekimi sonrasi 20.000 biiyiitmede SEM analizi

3.7. Titanyum Yiizeylerde Alkalen Fosfataz Aktivitesinin Belirlenmesi

ALP ol¢iimiinde QuantiChrom Alkaline Phospahatase Assay Kit (Bioassay
Systems, Hayward, USA) kullanilmistir. Bu Kit, biyolojik Orneklerde, islem
gerektirmeksizin, ALP aktivitesini direkt olarak 6lgmek i¢in tasarlanmistir (Sekil 3-9).
Gelistirilmis yontemde, ALP tarafindan sar1 renkli bir tiriine hidrolize edilen p-nitrofenil
fosfattan (405 nm'de maksimum absorbans) yararlanir. Reaksiyon orani, enzim
aktivitesi ile dogru orantilidir. Analizler {ireticinin 6nerisi dogrultusunda

gergeklestirilmistir.

Diskler iizerine hiicrelerin ekimlerini takiben 3, 7 ve 14 giin boyunca 37°C, %5
COy’de inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyonu takiben besiyeri aspire edilmis ve PBS ile
yikama yapilmistir. Ardindan hiicrelerin iizerine 200 pl distile su igerisinde hazirlanan
%0.2 Triton X-100 soliisyonu eklenerek 20 dk oda sicakliginda karistirici {izerinde
tutulmustur. Siirenin sonunda hiicre lizatlarindan 50 pl alinarak 96 kuyulu petriye

aktarilarak tizerlerine 150 pl working soliisyonu eklenmistir (Sekil 3-10). ALP
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Olctimleri mikroplate okuyucuda 405Nm referans dalga boyunda absorbans oOl¢limii
gerceklestirilmistir. Working solusyonu eklenmesini takiben Elisa Reader cihazi (Sekil
3- 11) ilk yapilan okuma T:0 olarak adlandirilmistir. Sonrasinda 6. dakikada yapilan
okuma T: 6, 8, 43 ve 46. dakikalarda yapilan okumalar sirasiyla T:8, T:43, T: 46 olarak
adlandirilmigtir. ALP aktivitesinin [U/L=pmol/(L.min) biriminden hesaplanmasi

asagidaki formiile gore yapilmistir.

(ODsampIet' ODsampIeO).ReaCtion Vol X 35.3

(ODcatibrator- ODH20).Sample Vol

Sekil 3- 9: QuantiChrom Alkaline Phospahatase Assay Kit
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Sekil 3- 10: Hiicre lizatlarinin kuyucuklara yerlestirilmesi

Sekil 3- 11: ELiSA Reader Cihazi
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3.8. Istatistiksel Degerlendirme

Her bir grubun kendi i¢inde zamana gore karsilastirllmasinda Friedman testi
kullanilmistir. Zaman ig¢indeki degisimi anlamli bulunan P<0,05 gruplarda bu farkliligin
hangi zamanlarda arasinda oldugunu tespit etmek i¢in Wilcoxon testi kullanilmigstir. P
degeri Bonferroni diizeltmesi yapilarak yorumlanmistir. Gruplar arasinda belirli
giinlerdeki fark Kruskal-Wallis testi ile degerlendirilmistir. Istatistiksel olarak anlamli
giinlerde, farkin hangi gruplardan kaynaklandigini tespit etmek i¢cin Mann-Whitney U

testi yapilmistir. P degerleri Bonferroni diizeltmesi yapilarak yorumlanmastir.
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4. BULGULAR

4.1. Ugiincii Giin ALP élciimlerinin degerlendirilmesi
Her bir grubun tigiincii giin ALP degerlerinin karsilastirilmasi tablo 4-1, 4-2, 4-

3’te gosterilmistir.

e Kontrol grubu igin tébve t43 arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmamastir. p= 0,06 p>0,05

e AE grubu igin t6éve t43 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir p=0,027
p<0,05

e MS icin p degeri bonferroni diizeltmesi yapilarak yorumlandigindan fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir p>0,05

e Bor grubu i¢in téve t43 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir p=0,027
p<0,05

0, 6, 43 ve 46. dakikalarda ALP o6l¢iim seviyesinin gruplar arasinda istatistiksel

olarak degerlendirildiginde;

e T6 icin gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Ancak ikili karsilastirmalar bonferroni diizeltmesi ile yorumlandiginda
gruplar arasinda fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir p>0,05.

e T8 i¢in gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Ancak ikili karsilastirmalar bonferroni diizeltmesi ile yorumlandiginda
gruplar arasinda fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir p>0,05.

e T43 icin gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Ancak ikili karsilagtirmalar bonferroni diizeltmesi ile yorumlandiginda
gruplar arasinda fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir p>0,05.

e T46 i¢in bos AE ve B gruplart arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur p= 0,034 (p<0,05) (Tablo 4-4).
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Samplel-Samplez o Jest. Sl 3 Test g, ag; sig.

3. giin®B3. gin  -1000 1054 949 343 1,000
tb 3. giin-t46 3.giin -2,000 1,054 -1,8497 058 347
3. gin433.gin 3000 1054 2846 004 027
t8 3. giin-#46 3.giin -1,000 1,054 -849 343 1,000
t8 3. giint43 3.giin -2.000 1,054 -1,897 068 347
t46 3.giin-t43 3.giin 1,000 1,054 948 343 1,000

Tablo 4- 1:B grubu i¢in t6 ve t43 degerleri

Samplel-Samplez oSt & St o QM Teste g < pgjsig.=
3. gint83. gin 1000 1,054 .88 33 1000
6 3. gun-tdﬁ 3.gun -2,000 1,054 -1,887 058 347
3. gint433.giin 3000 1054 2845 004 027
8 3. giin46 3.giin 1000 1,054 848 33 1000
3. gin433.gin  -2000 1054  -1897 058 347
t46 3.gun-t43 3.gun 1,000 1,054 849 343 1,000

Tablo 4- 2: AE i¢in t6 ve t43 degerleri
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Samplet-Sample2 o Jet & Std o St Teste gy & agjsig.
0 3.giin-t6 3.giin 000 1,291 000 1,000 1,000
0 3.giin-t8 3.giin -1,000 1,281 - 775 438 1,000
t0 3.giin-t43 3.giin -2,333 1,281 -1,807 071 707
0 3.giin-t46 3.giin -3,333 1,291 -2,582 010 0498
t6 3.giin-t8 3.giin -1,000 1,291 - 775 435 1,000
th 3.giin-t43 3.giin -2,333 1,291 -1,807 071 707
th 3.giin-t46 3.giin -3,333 1,281 -2,582 010 098
8 3.giin-t43 3.giin -1,333 1,291 -1,033 302 1,000
8 3.giin-t46 3.giin -2,333 1,291 -1,807 071 707
143 3.giin-t46 3.giin -1,000 1,281 - 775 438 1,000
Tablo 4- 3: MS grubu 3. giin ALP degerleri
3. Giin ALP Ol¢iimii
25
20
15
10
5 |
0 = a1
5 MS AE BOR Kontrol Bos MS Bos AE
Ht=0 Ht=6 Wt=8 Wt=43 Ht=46
Orneklerin (ortalama) ALP aktiviteleri
MS AE BOR Kontrol Bos MS Bos AE
t=0 0 0 0 0 0 0
t=6 -0,90 6,19 13,06 1,44 0,07 0,10
=8 3,11 8,13 16,78 1,82 0,10 0,05
t=43 11,88 12,32 24,83 2,22 -0,02 -0,03
t=46 11,90 12,17 24,39 2,14 -0,03 -0,05

Tablo 4- 4: Ugiincii giin icin gruplarin ALP degerleri
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4.2. Yedinci Giin ALP dl¢iimlerinin degerlendirilmesi

Yedinci gin ALP Olglimlerinin her bir grubun kendi iginde istatistiksel

degerlendirilmesinde;

e Kontrol, MS ve AE gruplarindaki 6rneklerin ALP degerleri kendi i¢ginde zamana
gore degerlendirildiginde karsilastirilmalar  istatistiksel olarak anlaml
bulunmadi1 p>0,05, ancak, Bor i¢in t6ve t43 arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamlidir p=0,027 p<0,05 (Tablo 4-5, 4-6)

Gruplar arasi karsilastirmada belirli zamana gore istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmadi p>0,05 (Tablo 4-7).

Sample1-Sample2 15t & St o - Teste i < adjsigs
to 7. giin-tB 7. giin -1,000 1,054 =949 343 1,000
6 7. giin6 7.giin  -2,000 1,054 1,897 058 347
67. g[ill-l43 ?.gun -3,000 1,054 -2,846 004 027
t8 7. giin-t46 7.giin -1,000 1,054 -.549 343 1,000
t8 7. giin-t43 7.giin -2,000 1,054 -1,887 058 347
#6 7.gin43 7.gin 1000 1,054 948 343 1,000

Tablo 4- 5: B grubu icin t6 ve t43 degerleri

SamplelSample2 ¢ [est. < Std < JdTests gy & adjsig.
th 7. giint8 7. giin -1,000 1,054 -845 343 1,000
th 7. giin-#43 7.giin -2,333 1,054 -2,214 027 61
% 7. giin-46 T.giin -2,667 1,054 -2530 011 068
B 7. giin-¥3 7.giin 1,333 1,054 4,265 206 1,000
t8 7. giin-t46 7.giin -1,667 1,054 -1,581 14 683
143 7.guin-t46 7.giin 333 1,064 36782 1,000

Tablo 4- 6: MS igin 7. giin ALP degerleri
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7. Giin ALP Ol¢iimii

8

6
“ JI

z i

’ J.F

) S AE BOR Kontrol Bos MS Bos AE

-4

-6

-8

Ht=0 Wt=6 Wt=8 Wt=43 Wt=46
Orneklerin (ortalama) ALP aktiviteleri
MS AE BOR Kontrol Bos MS Bos AE

t=0 0 0 0 0 0 0
t=6 -7,79 2,06 4,85 2,54 0,07 0,10
t=8 -3,16 -3,18 6,45 2,05 0,10 0,05
t=43 7,46 5,39 9,69 0,69 -0,02 -0,03
t=46 7,52 5,42 9,60 0,59 -0,03 -0,05

Tablo 4- 7: Yedinci giin ortalama ALP degerleri

4.3. Ondordiincii Giinde ALP 6l¢iimlerinin degerlendirilmesi

Ondordiincii giin ortalama ALP degerleri Tablo 4-11 ve Sekil 4-3’te gosterilmistir.

Ham veriler ise Tablo 4-12, 4-13, 4-14’te gosterilmistir.

e MS, AE ve B grubu igin t6ve t43 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir

p=0,027 p<0,05 (Tablo 4-8, 4-9, 4-10).

Gruplar aras1 14. Giin ALP degerlerinin istatistiksel degerlendirilmesinde;

e T6, T8, T43’de istatistiksel olarak anlamli ALP Sl¢timleri izlenmezken (p>0,05),
T46 icin bos AE ve bor gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

bulunmustur (p=0,034 p<0,05).
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Samplel Samplez oSt © Std o Std Teste g0 < pgjsig.=
t6 14. giin-t8 14. giin -1,000 1,054 -,848 343 1,000
t6 14. giin-446 14.giin -2,000 1,054 -1,897 058 347
t6 14. gu’n-t43 1dgun -3,000 1,054 -2,846 004 027
t8 14. giin-t46 14.giin -1,000 1,054 -944 343 1,000
18 14. gu’n-t43 14.gi,in -2,000 1,054 -1,897 058 347
t46 14.giin-t43 14.giin 1,000 1,054 48 343 1,000

Tablo 4- 8: B grubu icin téve t43 degerleri.

' -

SamplelSamplez oSt Std: & Std Teste - giy & adjsig.
t6 14. giin48 14. giin -1,000 1,054 -849 343 1,000
% 14. giin-46 14.gin 2000 1,054 -1,897 058 347
t6 14. giin-#43 14.giin -3.000 1,064 -2846 004 027
t8 14. giin-t46 14.giin -1,000 1,064 -.549 343 1,000
t8 14. giin-#43 14.giin -2,000 1,054 -1,897 058 347
6 14.giin-43 14.giin 1,000 1054 940 343 1,000

Tablo 4- 9: MS grubu i¢in téve t43 degerleri.

Each node shows the sample average rank.

Samplel-Sample2 g oSt & Std & QLTS giy S ndjsig
6 14. giin8 14. gin~~ -1000 1,054 040 43 1,000
t6 14. giin-t46 14.giin -2,000 1,054 -1,8497 058 347
16 14. giin-t43 14.giin 3000 1,064 -2,846 004 027
t8 14. giin-t46 14.giin -1,000 1,064 -949 343 1,000
t8 14. giin-t43 14.giin -2,000 1,054 -1,8487 058 347
96 14.giin-43 14.gin 1000 1,084 848 343 1,000

Tablo 4- 10: AE grubu icin t6ve t43 degerleri



14. giin ALP Ol¢iimii

6

5

4

3

2

1 .‘

0 o o T P

1 Kontrol Bos MS Bos AE

Ht=0 Ht=6 Ht=8 Ht=43 Ht=46
Orneklerin (ortalama) ALP aktiviteleri
MS AE BOR Kontrol Bos MS Bos AE

t=0 0 0 0 0 0 0
t=6 1,10 0,76 3,13 0,07 0,07 0,10
t=8 1,43 1,04 4,10 0,15 0,10 0,05
t=43 2,08 1,59 5,93 0,17 -0,02 -0,03
t=46 2,05 1,56 5,82 0,18 -0,03 -0,05

Tablo 4- 11: Ondoérdiincii giin gruplarin ALP degerleri.
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grup t6 3. gln t8 3. glin 143 3.gln t46 3.gln P values®
BOR N 6 6 6 6
Mean 13,0629 16,7831 24,8270 24,3875
Std. Deviation 1,42520 1,53703 2,28198 2,01802
0,029*
Median 12,5242 16,1602 23,8263 23,5867
Minimum 11,99 15,66 23,22 22,89
Maximum 14,68 18,53 27,44 26,68
MS N 6 6 6 6
Mean -,8978 3,1142 11,8750 11,8986
Std. Deviation 13,80440 10,70953 4,32521 4,28965 i}
Median 5,1847 69691 | 11,3699 | 11,3351 0,082
Minimum -16,70 -8,99 7,82 7,92
Maximum 8,82 11,36 16,43 16,44
AE N 6 6 6 6
Mean 6,1948 8,1306 12,3198 12,1745
Std. Deviation ,79386 ,95951 ,93934 ,94936 .
Median 5,9928 7,8781 11,8655 11,7177 0.029
Minimum 5,52 7,32 11,69 11,54
Maximum 7,07 9,19 13,40 13,27
kontrol N 6 6 6 6
Mean 1,4365 1,8180 2,2238 2,1413
Std. Deviation 1,26390 1,57040 1,92852 1,85060
Median 1,6834 2,1715 3,1260 3,0874 oao7
Minimum ,07 ,10 ,01 ,01
Maximum 2,56 3,18 3,54 3,33
bos MS N 6 6 6 6
Mean ,0673 ,1010 -,0238 -,0267
Std. Deviation ,09523 ,00000 ,00674 ,01258
Median ,0673 ,1010 -,0238 -,0267 0187
Minimum ,00 ,10 -,03 -,04
Maximum ,13 ,10 -,02 -,02
Bos AE N 6 6 6 6
Mean ,1010 ,0505 -,0334 -,0489
Std. Deviation ,14284 ,07142 ,04717 ,01887
Median ,1010 L0505 -,0334 -,0489 ndd
Minimum ,00 ,00 -,07 -,06
Maximum ,20 ,10 ,00 -,04
P values® 0,057 0,051 0,016* 0,016*

a Kruskal-Wallis test results ® Friedman Test results * p<0,05 statistically significant.

Tablo 4- 12: Ugiincii giin ALP 6l¢iim verileri
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Grup t6 7. gln t8 7. giin t43 7.giln t46 7.gln P value®
Bor N 6 6 6 6
Mean 4,8481 6,4467 9,6862 9,6031
Std. Deviation 1,58772 2,02841 2,92781 2,87153 .
Median 5,2521 6,8700 10,5503 10,5077 0029
Minimum 3,10 4,24 6,42 6,39
Maximum 6,19 8,23 12,08 11,91
MS N 6 6 6 6
Mean -7,7883 -3,1647 7,4624 7,5241
Std. Deviation | 22,12270 | 16,81563 4,20398 4,07687 .
Median 4,6461 6,0601 9,3208 9,2710 0042
Minimum -33,33 -22,57 2,65 2,86
Maximum 5,32 7,02 10,42 10,44
AE N 6 6 6 6
Mean 2,0649 -3,1815 5,3879 5,4155
Std. Deviation 4,64428 | 16,05359 7,23295 7,03832
Median 2,9627 3,9391 5,8994 5,8366 0,060
Minimum -2,96 -21,56 -2,09 -1,82
Maximum 6,19 8,08 12,35 12,23
kontrol N 6 6 6 6
Mean 2,5363 2,0537 ,6862 ,5872
Std. Deviation 3,87528 2,86848 ,63441 ,50110
Median ,5387 ,6565 ,7815 ,7830 0801
Minimum ,07 ,15 ,01 ,02
Maximum 7,00 5,35 1,27 ,96
bos MS N 6 6 6 6
Mean ,0673 ,1000 -,0238 -,0267
Std. Deviation ,09523 ,00000 ,00674 ,01258
Median ,0673 ,1000 -,0238 -,0267 0187
Minimum ,00 ,10 -,03 -,04
Maximum 13 ,10 -,02 -,02
bos AE N 6 6 6 6
Mean ,1010 ,0500 -,0334 -,0489
Std. Deviation ,14284 ,07071 ,04717 ,01887
Median ,1010 ,0500 -,0334 -,0489 0157
Minimum ,00 ,00 -,07 -,06
Maximum ,20 ,10 ,00 -,04
P value? 0,528 0,345 0,113 0,109

a Kruskal-Wallis test results ® Friedman Test results * p<0,05 statistically significant.

Tablo 4- 13: Yedinci Giin ALP 6l¢iim verileri




grup t6 14. gin t8 14. gin t43 14.gln t46 14.g0n P value®
bor N 6 6 6 6
Mean 4,1298 5,1006 6,9287 6,8153
Std. Deviation ,14017 48175 1,42283 1,37983 .
Median 4,1747 5,3531 7,6530 7,5716 0029
Minimum 3,97 4,55 5,29 5,22
Maximum 4,24 5,40 7,84 7,65
MS N 6 6 6 6
Mean 1,0998 1,4309 2,0840 2,0464
Std. Deviation ,20571 ,28716 ,48281 ,45948 .
Median 1,1447 1,5150 2,2778 2,2421 0029
Minimum ,88 1,11 1,53 1,52
Maximum 1,28 1,67 2,44 2,38
AE N 6 6 6 6
Mean , 7631 1,0437 1,5852 1,5570
Std. Deviation ,40587 ,58966 ,84722 ,83260 )
Median ,8080 1,1615 1,6774 1,6638 0.029
Minimum 34 ,40 ,70 ,68
Maximum 1,14 1,57 2,38 2,33
kontrol N 6 6 6 6
Mean ,0673 ,1515 1747 ,1809
Std. Deviation ,26934 ,30300 ,19678 ,20021
Median ,0673 ,1515 ,0858 ,0979 0457
Minimum -,20 -,15 ,04 ,04
Maximum 34 45 ,40 41
bos N 6 6 6 6
MS Mean ,0673 , 1010 -,0238 -,0267
Std. Deviation ,09523 ,00000 ,00674 ,01258
Median ,0673 ,1010 -,0238 -,0267 0187
Minimum ,00 ,10 -,03 -,04
Maximum 13 ,10 -,02 -,02
bos N 6 6 6 6
AE Mean ,1010 ,0505 -,0334 -,0489
Std. Deviation ,14284 ,07142 ,04717 ,01887
Median ,1010 ,0505 -,0334 -,0489 0157
Minimum ,00 ,00 -,07 -,06
Maximum ,20 ,10 ,00 -,04
P value? 0,023* 0,026* 0,016* 0,016*

a Kruskal-Wallis test results ® Friedman Test results * p<0,05 statistically significant

Tablo 4- 14: Ondoérdiincii giin ALP 6l¢iim verileri
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5. TARTISMA

Son yillarda yapilan implant yiizey calismalarinda amag, 0Sseointegrasyon
stiresini  kisaltabilecek, daha kuvvetli osseointegrasyon saglayabilecek bir yiizey
gelistirmektir.

Metal igerikli biyomateryaller arasinda titanyum (Ti) ve alagimlari; diisiik 6zgiil
agirlik, yiikksek mukavemet yetenegi, sertlik, iyi tokluk, yiiksek korozyona direng ve iyi
biyouyumluluk 6zelliklerinden dolayr dogal olarak tercih edilen ve gliniimiizde yaygin
olarak biyomedikal alanda kullanilan bir malzemedir.

Titanyum ve alasimlar1 popiiler bir malzeme olmasina ragmen, sahip olduklar
zayif tribolojik (siirtlinme, asinma ve yaglama) ozelliklerinin, fonksiyonel kosullarda
yiike maruz kalan dental implantin bagar1 oranini azalttig1 goriillmektedir. Titanyum ve
alagimlarinin asinma mekanizmasi, implantin basarisizliginda rol oynayan partikiilleri
serbest birakan debris tabakasi tretmektedir. (147,148). Bu zayif o6zelliklerin
iyilestirilmesi amaciyla biyomedikal alanda elektrokimyasal aritma, termo-kimyasal
yiizey islemeleri, yilizeyin farkli osteoindiiktif materyallerle kaplanmasi gibi farkli
islemlerle yiizey modifikasyonlari tasarlanmaktadir. (149, 150, 151).

Bu tez caligmasinda da B ile yiizey modifikasyonu tasarist hedeflenmistir.
Calismamizi tasarlarken B’nin titanyum ve alasimlarinin tanecik gelisimini kisitlayip,
titanyum ve alagimlarinin ince taneli mikroyapisini stabil hale getirdigini gosteren
literatiirler 6rnek olarak alinmistir. Yiizey modifikasyonu temelli bu ¢alismamizda B’ u
tercih etmemizin bir diger nedeni de alasimlar i¢ine eklenen veya iizerine islenen B’un
osteoblastlarin canliligi {izerinde minimal etkisinin oldugunun gosterilmesidir (152,
153). Bu amagla ¢alismamizin basinda B ile kapladigimiz disklere sitotoksisite testi
uygulandi. Sitotoksisite testinde bor kapli disk 6rnegi {izerine osteoblast hiicreleri ekildi
ve WST-1 canlilik analizi yapildi. Sonug olarak B kaplanmuis titanyum disk ekstraksiyon
metoduyla yapilan canlilik testine gore sitotoksik etki gdstermemistir. Bu bulgu diger

caligmalarla paralellik gostermektedir.

Genel olarak osteoblastik hiicreler sayilarini arttirdiktan sonra hiicre dis1 matris
salgilamaya baglarlar. Matris Uretimini yiiksek seviyelerde ALP iiretimi ve matris
modifikasyonu ile karakterize edilen farklilasma fazi takip eder (154). Alkalen fosfataz,

hiicre membranina baglh olarak bulunan ve aktivitesi osteoblastik farklilasma belirteci
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olarak kullanilan bir enzimdir. ALP enzimi pirofosfatlar1 fosfata cevirerek HA
kristallerinin olusumunu desteklemektedir ve sert doku olusumunun Onemli bir
bilesenidir (155). ALP enzimi kemik olusumu siiresince sentezlenir. Kemik hiicre disi
matriksinde minerallerin birikmesi sonucu osteoblastlarin osteositlere doniismesi ile

aktivasyonu azalmaktadir (145).

Sitotoksisite testinin temeliyle bagslayan deneysel calismamizin devaminda
osteoblastik aktiviteyi gdsteren belirteclerden biri olan alkalen fosfataz (ALP) spesifik
aktivite testi uygulanmistir. Yiizey kimyasi ve pilrizliligiiniin hiicre 6zellesmesi
lizerine etkisinin degerlendirilmesinde ALP tayini osteoblastlarin erken doénem
farklilasmasinin 6nemli bir belirteci kabul edilmektedir. Tez calismamiz kapsaminda, Ti
disklere ekilen hiicrelerin osteojenik farklilagmalarinin kontrolii amaciyla ALP analizi
hiicre kiiltiiriiniin 3, 7 ve 14. giinlerinde incelenmistir. Giiniimiize kadar yapilan in-vitro
calismalardan elde edilen genel sonuglarda, piiriizlii yiizeylerde kiiltiire edilen hiicrelerin
tornalanmig veya cilalanmig diiz yiizeylere gore daha fazla ALP sentezledikleri
gosterilmistir. Bizim de ¢alismamizda istatistiksel olarak anlamli olmasa da B grubunun
diger gruplara gore daha yiiksek seviyede ALP enzim seviyesi gostermesinin yiizey

ptiriizliiliigiine bagli olabilecegi diisiintilmiistiir.

Gorustovich ve arkadaglarmin (133), B ile modifiye edilmis biyoaktif
seramiklerin biyouyumluluklarmi inceledikleri ¢aligmada; borla modifiye edilmis
partikiillerin fare tibiasindaki kemik iliginde yeni kemik olusumunu artirdigini
bildirmiglerdir. B’un protein ile iliskili mineralize dokuda mRNA diizenlemesi ve
osteoblastik hiicreler lizerinde doza bagli olarak diizenleyici rol oynadig: bildirilmistir.
Bor kullaniminin kemik formasyonunu stimiile etmesi doku miihendisliginde yiizey

kaplama materyali olarak kullanilabilir hale getirmektedir (156).

Benderdour ve arkadaslarinin B’un yara iyilesmesindeki roliinii incelemek icin
fibroblast kullandiklar1 ¢aligmada, B’un fibroblastlar {izerinde toksik etki yapmadigini
belirtmislerdir. Ayrica B’un endotelial hiicreler gibi diger hiicreleri de kan damarlari
olusumu i¢in stimule ettigini ve B ile tedavinin sonrasinda anjiogenez gozlemlendigini

bildirmislerdir (157). Yapilan galigmalar 1s1ginda ¢alismamizda Bor, titanyum disklerin
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yiizeylerine kaplanmistir, ve osteoblast aktivitesi diger standart kabul edilen yiizeylerle

karsilastirilmistir.

Huang ve ark. 2015 yilinda yaptiklart bir ¢alismada MAO yontemiyle Ti
yizeyinde B-TiO2 film olusturmus ve bu filmin fizikokimyasal Ozellikleri ve
biyoaktivitesi karsilastirmali olarak incelemislerdir. Calisma sonucunda B-TiO2 film
yiizeyinin TiO; filminden morfolojik olarak farkli olmadigi, yiizeydeki TiO2 filme B
infiltrasyonunun hidrofilik 6zelligi ve biyoaktiviteyi artirdigi bildirilmistir. Ayrica
calisma sonucunda bu konuda daha fazla in-vitro ve in-vivo ¢alisma yapilmasi gerektigi
vurgulanmistir(136). Tez ¢alismamizda bu ¢alismaya paralel olarak MAO yontemiyle
B-TiO> film olusturulan Ti disk yiizeyindeki osteoblastik aktivitenin, islenmemis ve

asitle piiriizlendirme yontemi uygulanmis diskler ile karsilastirilmali incelenmistir.

Huang ve arkadaslarinin, in-vitro hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda; B kaph TiO:
diskleri tizerindeki hiicre ¢ogalma oraninda 5. giinden sonra saf TiO2 disk
orneklerindeki hiicre cogalma oranina gore diisiis gézlemlemislerdir. 5 giinden sonraki
hiicre biiylimesindeki gecikme ise osteoblast hiicrelerinin B kapli TiO2 yiizeyinde daha
erken farklilasmasina baglamiglardir (136). Calismamizda 7. giin ALP Olg¢timleri
degerlendirildiginde deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir. Genel olarak 3. giinden 14. giine dogru ALP diizeylerinde azalma
gozlenmistir, hiicre farklilagsmasi1 yapilan diger ¢alismalarin aktivite azalmasindaki
yorumlar1 bizim g¢alismamiz i¢in de oOrnek teskil etmektedir. Calismamizda ALP

aktivitesindeki azalmanin hiicre farklilagsmasindan kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.

Kawabhara ve ark., titanyum yiizeyleri cilalama islemi, farkli konsantrasyonlarda
hidroflorik asitle daglama ve 0,25-0,50 um alumina partikiilleri ile kumlama islemini
takiben hidroflorik asitle daglama prosediirlerine tabi tutarak farkli piirtizliliklerde
yiizeyler elde etmislerdir. Beagle kopeklerinin kemik iliklerinden elde ettikleri
osteojenik kok hiicre ve hematopoetik kok hiicrelerden meydana gelen hiicre grubunu
bu yiizeylerde kiiltire etmisler ve meydana gelen osteojenik mekanizmalari
degerlendirmislerdir. Yiizey piiriizliliginin artisina bagh hiicre sayisi ve DNA
iceriginde azalma go6zlemlenirken, ALP spesifik aktivitesi ve osteoklasin seviyeleri
anlaml1 olarak artmistir (158).

Zinger ve ark., titanyum yiizeyindeki mikron boyutundaki mimarinin osteoblast

davraniglar1 iizerine etkisini degerlendirmek icin, farkli mikrotopografiler sahip
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yiizeylerde MG63 osteoblast benzeri hiicreleri degerlendirmislerdir. Bu amagla
olusturulan 100, 30 ve 10 um c¢apinda kavitelere sahip diizenli yapida yiizeyler ve iri
grenli kumlamis ve asitle daglanmis karmasik yapida SLA yiizeyler karsilastirilmistir.
Kompleks mikrotopografiye sahip SLA yiizeyler diizenli yapida ylizeylere gore anlaml
olarak daha fazla ALP ve osteokalsin gibi ostoblast 6zellesme faktor seviyelerine sahip
olmuslardir (159). Calismamizda ALP seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamis olsa da; ALP seviyesinin Bor grubunda daha yiiksek ¢ikmasinin daha
pliriizlii yiizey yapisina baglanabilecegi diisliniilmektedir.

Mikrotopografik yiizey oOzelliklerinin implant kemik arayiiziinde kimyasal ve
fizyolojik siireci stimiile etmesi ve bu siirece rehber olmasinin kanitlanmasi implant
dizayn ve yiizey kaplamalarinda yeni bir yaklasim gereksinimini yaratmistir. Dental
implantlarin yiizey piirlizliliigiinii artirmak osseointegrasyonu gelistirmek amaghdir.
Calismamizda Borun vyarattigi yiizey piriizliligi, SEM analizleriyle ortaya
konulmustur. TiO disk yiizeylerinin Bor ile kaplanmasi sonucu yiizey piiriizliligiiniin
artmasi ve Bor’un antimikrobiyal etkisi nedeniyle de osseointegrasyona olumlu etkisi
olabilecegi diisliniilmektedir.

Calismamizda 3. giinden 14. giine dogru tiim gruplarda artan ALP degerleri
Ol¢iilmiis fakat ikili karsilastirmalar sonucu istatistiksel olarak anlamli bir sonug tespit
edilememistir. Buna ragmen standart yiizeylerde oldugu gibi yeni bir ylizey olan B kapl
yiizeyler iizerinde de ALP degerlerinin artmis olmasi B’un osteoblastik aktivite
tizerinde pozitif yonde etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Dolayisiyla B igeren
titanyum ylizeyleri iizerinde yapilacak ileri caligmalar ile implant osseointegrasyon
siirelerinde kisalma ve daha giiclii osseointegrasyon saglanabilecegi diisiiniilmektedir.
Calismamizda kullanilan yiizey i¢in daha kapsamli in vivo ve in vitro caligsmalar

yapilmasi gerektigi diisliniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bor ve AE deney grubu 3. Giinde kendi iglerinde degerlendirildiginde, ALP
diizeyleri arasindaki fark t6 ve t43 zaman dilimleri agisindan istatistiksel olarak
anlamli  bulunmustur ( p=0,027 p<0,05); fakat bu gruplar birbirleri ile
karsilagtirildiginda ALP diizeyleri arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark
gostermemislerdir. Bor yiizeyinde ALP etkinliginin asitle piirizlendirilen
yiizeylerdeki ALP enzim etkinligine yakin olmasi, bu ylizeyin daha fazla in vitro ve
in vivo calismalarla desteklenerek farkli bir implant yiizeyi olarak

kullanilabilecegini diistindiirmiistiir.

7. Giinde gruplarin kendi i¢lerinde yapilan ALP degerlerinde ise istatistiksel olarak
anlaml fark t6ve t43 zaman dilimleri arasinda Bor grubunda bulunmustur. p=0,027
p<0,05. 7. Gilinde gruplar arasinda ALP diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunamamustir. Gruplar arasinda fark bulunamamasinin 6rnek

sayisinin sinirliligina bagli olabilecegini diistinmekteyiz.

Bor, AE ve MS deney gruplari 14. Giinde kendi iglerinde degerlendirildiginde, ALP
diizeyleri arasindaki fark t6 ve t43 zaman dilimleri acisindan istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur ( p=0,027 p<0,05). Ancak ikili karsilastirmalar bonferroni
diizeltmesi ile yorumlandiginda gruplar arasinda fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmamaistir p>0,05. Hiicre ekimi yapilan tiim gruplarda zaman i¢inde ALP enzim
etkinliginin artmig olmasmin deney prosediirii dogrultusunda normal oldugu

diistiniilmektedir.

Bor ile yiizey kaplama teknolojisinin gelistirilmesi i¢in daha ¢ok sayida in-vitro
calismanin yapilmasina gerek duyulmaktadir. In- vitro ¢alismalar sonucunda ise in-
vivo ¢alismalara yonelerek immiinohistokimya caligmalarinin yapilmasinin da yeni

bir materyal gelistirme agisindan 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.
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