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Kezban ONAY arkadagimin nurlar i¢inde yatmasini diliyorum.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

A : Temas alan:

A, : Anot yiizey alani, (cm?)

Ay : Katot yiizey alani, (cm®)

At . Islem gormiis drnekte 24. saatteki logaritmik canli mikroorganizma
sayis1, kob/cm?

B : Maksimum pikin yar yiiksekligindeki genisligi, (rad)

B : Duzeltme faktoru

Ca . Cift tabaka kapasitansi, (F)

D - Kristalit boyutu, (nm)

E : Elastik modul

€ : Batic1 ucun geometrisine bagli bir sabit

Eift : Karma potansiyeli, (mV)

E etkin . Etkin elastik modul, (GPa)

Ekor : Korozyon potansiyeli, (mV)

Epp : Birincil pasiflik potansiyeli, (mV)

E: : Pasifilik bozulma (transpasivasyon) potansiyeli, (mV)

Etp : Tam pasiflesme potansiyeli, (mV)

F(d) : Batic1 ucun kesit alanini veren “alan fonksiyonu”

h : Zaman, (saat)

h : Toplam batma derinligi

H : Sertlik, (GPa)

he : Temas derinligi

h¢ : Bosaltma sonrasi nihai derinlik

Nmaks : Maksimum yukdeki derinlik

hs : Batma derinligi

Ia : Anodik akim yogunlugu, (LA/cm?)

Ik : Katodik akim yogunlugu, (uA/cm?)

I kor : Korozyon akim yogunlugu, (LA/cm?)

lo : Denge tepkimesi akim yogunlugu, (LA/cm?)

Ip : Kritik akim yogunlugu, (LA/cm?)

itp : Pasiflik akim yogunlugu, (WA/cm?)

I : Akim, (Amper)

La : Kritik yik 1, (N)

Leo - Kritik yik 2, (N)

A : X-1511 dalgaboyu, (nm)

N : Canli mikroorganizma sayisi, kob/cm?

% : Poisson orani

P : Uygulanan yik

P maks : Maksimum yiik

pH : Hidrojen konsantrasyonunun eksi logaritmasi

R : Antibakteriyel aktivite (logaritmik azalma)

Ro : Elektrolit direnci, (ohm)

Rp : Polarizayon direnci, (ohm)
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R¢ : YUk transfer direnci, (ohm)

S : Rijitlik

Sa : Ortalama parazlilik, (nm)

Sk : Piirtizliiliik basikligt

Sq : Ortalama karekok piiriizliliagi, (nm)

Ssk . Piirtizliiliik carpiklig

t : Batma derinligi, (nm)

0 : Difraksiyon agist, (°)

tp . Pasivasyon suresi, (S)

Ts : Altlik malzemenin sicakligi, (K)

Tm : Hedefin ergime sicakligi, (K)

Ut : Islem gormemis 6rnekte 24. saatteki logaritmik canli mikroorganizma
sayis1, kob/cm?

VA : Gercek empedans, (ohm)

Z" : Sanal empedans, (ohm)

Kisaltmalar

3D : Three Dimensional (Ug boyutlu)

AC . Alternating Current (Alternatif Akim)

AFM : Atomic Force Microsope (Atomik Kuvvet Mikroskobu)

ALS : Anode Layer Ion Source (Anot iyon Kaynagi)

ALT : Alanin Transaminaz

AR-GE : Arastirma ve Gelistirme

AST : Aspartat Transaminaz

BAK : Bagby ve Kuslich Kafesi

BMP : Bone Morphogenetic Protein (Kemik Morfojenik Protein)

BSE : Backscattered Electron (Gerisagilmig Elektron)

CFR-PEEK: Carbon-Fiber-Reinforced Polyether Ether Ketone (Karbon Fiber
Takviyeli Polieter Eter Keton)

CNC : Computer Numerical Control (Bilgisayarli Sayisal Denetim)

CT : Computed Tomography (Bilgisayarli Tomografi)

ECM : Extracellular Matrix (Hiicre Dig1 Matriks)

EDS : Energy Dispersive Spectrometer (Enerji Dagilim Spektrometresi)

EIS . Electrochemical Impedance Spectroscopy (Elektrokimyasal Empedans
Spektroskopisi)

EPS : Extracellular Polymeric Material (Hiicre Dis1 Polimerik Malzeme)

ETO : Ethylene Oxide (Etilen Oksit)

FCA : Freund’s Complete Adjuvant (Freud’un Tamamlama Adjuvant)

FDA : United States Food and Drug Administration (Amerikan Gida ve Ilag
Dairesi)

FWHM  : Full Width at Half Maximum (Maksimum Pikin Yar1 Yiiksekligindeki
Genisligi)

GMP : Good Manufacturing Practices (Iyi Uretim Uygulamalari)

HA : Hidroksiapatit

HGB : Hemoglobin

HCT : Hematokrit

hsp : Hekzagonal Siki Paket

HU : Universal Hardness (Universal Sertlik)
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ICDD
ICP-MS

IVD
MR
MRSA

MCHC

PA
PAEK
PBS
PDMS
PE
PEEK
PEKEKK
PET
PGA
PLA
PLT
PMA
PMMA
PP

PS
PTFE
PU
PVC
RCB
RGD
thBMP-2

rpm
SBF
SCE
SE
SEM
SR
SZM
TGF-B
VEGF

WBC
XRD
ymk

: The International Centre for Diffraction Data (Uluslararas1 Difraksiyon

Veri Merkezi)

: Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometer (indiiktif Eslesmis

Plazma Kitle Spektrometeresi)

- Intervertebral Disc (Intervertebral Disk)
: Magnetic Resonance (Manyetik Rezonans)
: Methicillin-Resistant Staphylococcus Aureus (Metisilin Direncli

Staphylococcus Aureus)

: Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration (Ortalama Hemoglobin

Yogunlugu)

: Polyamide (Poliamid)

: Polyaryletherketone (Poliariletil Keton)

: Phosphate Buffered Saline (Fosfat Tamponlu Tuz)

: Polydimethylsiloxane (Polidimetilsiloksan)

: Polyethylene (Polietilen)

: Polyether Ether Ketone (Polieter Eter Keton)

: Polyetherketoneetherketoneketone (Polieterketoneterketonketon)
: Polyethylene Terephthalate (Polietilen Tereftalat)

: Polyglutamic Acid (Poliglikolik Asit)

: Polylactic Acid (Polilaktik Asit)

: Platelet (Kan pulcugu)

: Premarket Approval ( On pazar onay1)

: Polymethyl Methacrylate (Polimetil Metakrilat)

: Polypropylene (Polipropilen)

: Polysulfone (Polistlfon)

: Polytetrafluoroethylene (Politetrafloroetilen)

: Polyurethane (Poliuretan)

: Polyvinyl Chloride (Polivinil Klorr)

: Red Blood Cell (Kirmizi kan hicresi)
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PEEK ESASLI  SPINAL iIMPLANTLARIN ANTIiBAKTERIYEL
OZELLIKLERININ VE OSTEOKONDUKTIVITESININ NANO-YAPILI
KAPLAMALARLA GELISTIiRILMESI

OZET

Spinal rahatsizliklar, diinyada bir¢ok insan1 etkileyen 6nemli tibbi bir problem olup
cesitli cerrahi miidahaleler uygulanmaktadir. Kronik bel agrismin en biiyiik
nedenlerden birinin dejeneratif disk hastaligi oldugu bildirilmistir. Intervertebral
disk, omurga i¢in sok emici olarak gorev yapmaktadir. Dolayisiyla dejenere olmus
disk omurganin islevini kisitlayacaktir.

Disk hernisi sonrasi omurlar arasinaki deforme olmus diskler yerine yerlestirilen
intervertebral disk implantlar1 genelde titanyum ve PEEK esaslidir. Ancak metaller
kemige gore daha yiiksek elastik modiile sahip olduklarindan implantin gevresinde
gerilme yigilmasina neden olurlar. Ayrica metallerin radyoopak davranislari CT ve
MR ile goruntulemede artifaktlara yol agmaktadir. PEEK-kafeslerin elastik moduli
kortikal kemige daha yakin bir degerde olup yiik paylasimi ve gerilme dagilimi
acisindan daha c¢ok avantaj saglamaktadir. Ayrica, X-iginlarmi gecirebilmesi
nedeniyle g¢evresinde bulunan dokularin goriintiilenmesini saglar. Ancak, iyi
Ozelliklerinin yanm1 sira, olduk¢a diisiik osteokondiiktivitesi nedeniyle PEEK
implantlarin kemik dokularina adezyonu oldukga yavastir.

Bunun yaninda, kemik ve implant arasindaki bagin ¢ok kuvvetli ve hizli olusmast,
implant tarafindan bakteriyel enfeksiyonun bastirilmasi cerrahi agidan 6nemlidir. Bu
enfeksiyonlar genelde uzun sureli antibiyotik tedavisi, tekrarlanan cerrahi midahale,
implantin ¢ikarilmasi, uzun sireli hastane yatis1 gerektirmekte ve maliyet agisindan
buyuk bir yik getirmektedir.

Bu c¢alismada, yukarida belirtilen sorunlara ¢oziim olarak daha guvenli spinal
cerrahisi i¢in biyoinert olan PEEK esasli intervertebral fiizyon kafes implantlarina
antibakteriyel ve osteokondiiktif davranis saglamak amaciyla ylzeyinde vakum
kaplama yontemiyle biyofonksiyonel, kimyasal olarak derecelendirilmis kademeli
nano yapili Ti-Mg-Ag/Pt esasli kaplama dretilmistir. Kaplamalar ¢esitli
karakterizasyon metotlariyla kimyasal, yapisal, mekanik ve biyouyumluluk agisindan
test edilmistir. Tez kapsaminda yapilan caligmalar dogrultusunda PEEK esash
implantlara antibakteriyel ve ostekonduktif 6zellikler basarili bir sekilde Ti-Mg-
Ag/Pt esasli kaplamalarla kazandirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antibakteriyel, Biyomalzeme, Nanokaplama,
Osteokondiiktivite, PEEK.
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IMPROVEMENT OF THE ANTIBACTERIAL PROPERTIES AND
OSTEOCONDUCTIVITY OF PEEK BASED SPINAL IMPLANTS BY
NANO-STRUCTURED COATINGS

ABSTRACT

Spinal diseases affect many people in the world and are treated by surgical
interventions. One of the main causes of chronic back pain is degenerative disk
disease. The intervertebral disc serves as a shock absorber for the spine. Therefore, a
degenerated disc will restrict the function of spinal column.

Intervertebral disc implants used for replacing intervertebral discs after disc
herniation are generally based on titanium and PEEK materials. However, the high
elastic modulus of metals compared to bone leads to stress shielding. Furthermore,
radiopaque behavior of metals causes artifacts in CT and MR imaging. Since elastic
modulus of the PEEK-cages is similar to that of cortical bone, they provide more
advantages in terms of load sharing. Additionally, PEEK is X-ray translucent
enabling the medical imaging of surrounding tissue. Despite its good mechanical
properties, the adhesion of PEEK implants to bone tissue proceeds slowly because of
their relatively low osteoconductivity.

In addition to high and quickly establishing bonding between bone and implant,
suppressing bacterial infection at the implant site is a surgical request. Generally,
such infections require long-term antibiotic therapy, revision surgery, implant
removal, long-term hospitalization and bring burden.

In this study, in order to overcome these problems, biofunctional, chemically graded,
nanostructured Ti-Mg-Ag/Pt based coating on PEEK based intervertebral disc
implants were produced by vacuum coating method. The coatings were tested for
chemical, structural, mechanical and biocompatibility by characterization methods.
In the scope of this thesis, antibacterial and osteconductive properties on PEEK
based implants were successfully achieved with Ti-Mg-Ag/Pt based coatings.

Key Words: Antibacterial, Biomaterial, Nanocoating, Osteoconductive, PEEK.
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GIRIS

Gelismis ve sanayilesmis iilkelerde sik¢a goriilen kronik sirt agrilar1 ¢alisamama,
rehabilitasyon ve erken emeklilige neden olup ciddi ekonomik problemlere yol
acmaktadir. Bu sirt agrilarinin %80-90’1 8 haftaya kadar iyilesirken, %20-50
arasindakiler tekrarlayabilmekte ve %5’1 kadar1 ise kronik hale gelebilmektedir.
Istatiksel sonuglar, bu tiir saglik sorunlarmin getirdigi yiiksek maliyetleri acikca

goOstermektedir [1- 4].

Sirt agrilar1 genelde dejeneratif degisikliklerin bir sonucudur. Bunlar, ¢ogunlukla
(>%60), omurganin hareket segmentleri olan ve maruz kaldiklar1 yiikleri soniimleyen
elastik intervertebral diskleri etkilemektedir [5]. Fizyolojik yaslanma sirecinde,
intervertebral diskler su kaybederek elastisite kaybina, disk araliginda daralmalara
neden olmakta ve diskojenik instabilite (discogenic instability) ile sonuglanmaktadir
[6]. Nihai olarak bunlar, osteokondroz (osteochondrosis) ve dlzensiz kemik
cikintilarin  olusumlarina, spondiloza (spondylosis), yol agmaktadir. Azalan
“segmental stabilite” ile, dorsal ventrikiiler yonde artmis translasyon ve bunlara eslik

eden patolojik hareketler gibi mekanik anormallikler olusmaktadir [7,8].

Bu tir radyolojik veya semptomatik instabilitelerde klinik midahale ancak ilgili
semptomlar olustugunda yapilmaktadir. Tedavide ilk olarak fizik tedavi ile kaslarin
guclendirilmesi, antienflamatuar ilaclar, epidural enjeksiyonlar ve kas gevseticiler ile
agrilar1 azaltmak gibi geleneksel yontemlere bagvurulur. Bu tiir tedavi yontemleri,
intervertebral diskin deformasyonu sonucu olusan disk ¢ikintisi ve buna bagl akut
bel agrilarin (lumbago) eslik ettigi 1. evrede ve bu agrilarin kroniklestigi 2. evredeki
vakalarda uygulanmaktadir. Ancak 3. evrede artan kasilmalar, omur (vertebra)
kaymasi (spondilolistezis, spondylolisthesis) ve omurilikteki daralmalar (spinal canal
stenoses) [6] ile bunlara eslik eden inatgt agrilar cerrahi midahelenin

gerekliligni gostemektedir.



Spinal flizyon (spinal fusion) yontemi, cesitli cerrahi siireglerin gelisimi ile son
zamanlarda kayda deger ilerlemeler gosteren bir cerrahi miidaheledir. Bu cerrahi
midahale ile amag, orijinal intervertebral disk yiiksekligini, konveksivitesini
(lordozu) yeniden kazandirmak ve fizyolojik yiik dagilimini saglayarak mekanik
deformasyonu dizeltmektir [9]. Flzyon teknikleri anteriror, posterior ve

transforaminal yaklasim ile gergeklestirilmektedir [10].

En yiiksek fiizyon oranina sahip (altin standart) ve olas1 yabanci cisim reaksiyonlari
olmayan cerrahi teknik, pelvik kanaldaki otolog kemik materyali kullanilarak
uygulanan yontemdir. Ancak, uzun siren cerrahi mudahale stireci (operasyon),
kanama, yara iyilesme bozukluklari, sinirlerin hasar gérmesi ve osteomiyelit
(osteomyelitis) vakalarin olugsmasi gibi yan etkileri nedeniyle hasta izerine buytk bir
stres olusturdugundan artik tercih edilmemektedir. Allojenik kemik malzemeleri
(greftleri), oldukca diisiik fiizyon oranlari, yiiksek yabanci cisim ve enflamatuar
reaksiyonlar riski gosterdiginden bunlara alternatif implant kafesler gelistirilmistir.
Yapilan ¢aligmalarda, titanyumun biyouyumlu olmasi ve kararlilig1 nedeniyle kafes
malzemesi i¢in uygun oldugunu goéstermistir. Ancak sahip oldugu ve kortikal kemige
gore 10 kat yiksek olan 105 GPa degerindeki elastik moduli, dizgun olmayan yuk

dagilim1 nedeniyle (stress shielding) kafesin hasar gormesine neden olmaktadir.

Yarikristalin, termoplastik bir polimer olan Polieter Eter Keton (PEEK), sahip
oldugu kimyasal ve radyasyon direnci, yiiksek mekanik mukavemeti,
biyouyumlulugu nedeniyle “kafes” malzemesi olarak giderek blylk ©6nem
kazanmakta ve metalik malzemelere alternatif olarak kullanilmaktadir. 2000-2010
yilarindaki istatiksel verilere gore Ozellikle spinal cerrahide %065 oraninda
titanyumun yerini PEEK almistir [11, 12]. PEEK’in elastik modulu (3-4 GPa)
kortikal kemige yakin oldugundan “gerilme kalkani etkisi” diisiiktiir [13]. Bununla
birlikte, PEEK’in en biiyliikk dezavantaji biyoinert davranig sergilemesi (diisiik
osteokondiiktivite), diger bir deyisle kemik hiicrelerin (osteoblast) PEEK’e adezyonu
ve buyumeleri titanyuma goére olduk¢a yavas olmasidir [14]. Bu da, hasta i¢in daha

uzun stabilizasyon fazi ve rehabilitasyon siiresi anlamina gelmektedir.

Osteokondiiktivite yiizey oOzelliklerine baglidir (ylizey piiriizliliigii, 1slanabilirllik,
kimyasal Ozellikleri gibi) ve bu nedenle son zamanlarda ostekondiktivitesini



artirmak amaciyla PEEK implantlarin yiizey modifikasyonu igin bir¢ok c¢aligma
yapilmaktadir [15-17]. Ylzeyin, plazma biriktirme [18-21] , plazma sprey biriktirme
[22-25] ve in vitro ¢oktirme [26, 27] gibi ¢esitli fiziksel ve kimyasal metodlarla,
biyoaktif bir malzeme ile kaplanmasi PEEK implantlarin yiizey modifikasyonuna

olanak saglamaktadir.

PEEK, titanyumun yani sira, daha yiiksek biyoaktiviteye sahip hidroksiapatit (HA),
kalsiyum fosfat, biyocam gibi biyoseramikler ile kaplanmis, bilimsel ve teknolojik
olarak incelenmistir. Bu seramik malzemelerin en biiyiik dezavantaj1 diisiik stineklige
(ductility) sahip olmalaridir. Mikron boyutunda siineklik ve bolgesel (lokal) plastik
deformasyon, implant yiizeyinde kaplamanin delaminasyonu seklinde gergeklesen
kemik-implant bagin azalmasina neden olmaktadir. Sonug¢ olarak, PEEK gibi
polimerler, ylizeylerinde biriktirilmis seramik kaplamalarin adhezyon problemleri ile

kars1 karstyadirlar.

Kemik ve implant arasindaki bagin ¢ok kuvvetli ve hizli olugmasi, implant tarafindan
bakteriyel enfeksiyonun bastirilmasi cerrahi agidan oldukga biiyiik bir taleptir [28].
Staphyloccocus aureus, epidermidis, Escherichia coli, Propionibacterium acnes ve
Pseudomonas nedenli bakteriyel enfeksiyon riski (~%2-5) norolojik hasara, iyilesme
siiresinde ve maliyette yiliksek artislara neden olabilmektedir. Bu, morbidite,
mortalite, hastanede kalma siiresinde artis [5,6] ve ek maliyetler ile hastalara ve
hastanelere blylk yuk getirmektedir [7]. Spinal ve intervertebral disk implantlarinda
enfeksiyon, felg ile sonuglanan sinir hasarina yol acabilmekte ve hasta i¢in ciddi risk
tasimaktadir [29]. Metisilin direncgli Staphyloccocus aureus (Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus, MRSA) ve epidermidis gibi nosocomial coklu direngli
bakterinin biyofilm olusturmasi asil problemdir. Olusan biyofilm, farmasotik
antibiyotik ilacin infiltrasyonunu engellemektedir. Bu durumlarda, osseointegrasyon
bakteriyel endotoksinler tarafindan durduruldugundan implantin degisimi i¢in hizlh
bir revizyon ameliyati yapilmasi1 gerekmektedir. Son on yilda bakteriyel enfeksiyonu

engellemeye yonelik gesitli girisimler gelistirilmistir [30-51].

Sonug¢ olarak, nosocomial enfeksiyon risklerini azaltmak amaciyla ¢oklu direngli
bakterilere karsi anti-bakteriyel ozellik kazandirilmis implantlar igin stratejiler

gelecekte zorunlu olacaktir.



Sunulan bu tezin amaci, yari-saydam PEEK implantlara gelistirilmis

osseointegrasyon ozellikler ve anti-bakteriyel davranis ve kazandirmaktir.

Tezde, PEEK esasli spinal disk implantlar Uzerine vakum kaplama ile fonksiyonel
olarak derecelendirilmis nano yapili kaplamalar gelistirilmistir. Bu amagla, higbir
sekilde biyobozunma gostermeyen kararli Ti, yiksek biyoresorpsiyon ve
osteokonduktivite gosteren, kemik olsumunu tesvik eden Mg ve antibakteriyel

etkisinden dolay1 Ag, Ag’iin ¢oziiniirliigiinii artirmak i¢in Pt kullanilmistir.

Tez kapsaminda yapilan olan ¢aligsmalar sonucu spinal disk implant amagl (spinal

kafes) kullanilacak PEEK esasli malzemeye asagida belirtilen yenilikgi 6zellikler

kazandirilmastir:

e PEEK’in yiizeyinde tibbi gereklilik amacli olusturulan topografiyi
degistirmeden, kaplamanin PEEK’e yiuksek mukavemette yapismasi

e Titanyuma (Grade 2) benzer osteokonduktivite

e Staphyloccocus aureus and E. Coli’ye kars1 antibakteriyel etki

e (Cerrahi miidahale sirasinda ¢izilmeye kars1 mekanik direng (¢izilme direnci)

Bu dogrultuda, PEEK esasli implantlar, yiizey topografisinden ve seklinden beklenen
ozellikleri karsilayacak sekilde, yiiksek sicaklikta enjeksiyon kaliplama ile
tiretilmistir. Bu yontemin se¢ilmesinin amaci geleneksel CNC mekanik islemlemeye
gore daha ekonomik, cevre dostu olusudur. Implanta osteokondiiktif, antibakteriyel
davranig kazandirmak amaciyla yiizeyinde Magnetron sputterlama kaplama yontemi
ile Ti-Mg-Ag/Pt esasli nano yapili kaplamalar Uretilmistir. Bu Uretilen kaplamalar

kimyasal, yapisal, mekanik ve biyouyumluluk acisindan test edilmistir.



1. BIYOMALZEMELER

Biyomalzemeler, canli organizmanin tamamlayici bir pargasi olup insan viicudundaki
canlt dokularin yerine destek veya yenileme amaciyla kullanilan dogal veya yapay
kokenli malzemelerdir. Biomalzemelerin kullanimi antik¢ag uygarliklarina
dayanmaktadir. Yapay gozler, kulaklar, disler ve burunlar Misir mumyalarinda
gorulmistiir. Cinli ve Hintliler, viicuttaki kusurlu veya eksik pargalarin yerine
balmumu, zamk ve dokular kullanmiglardir. Biyomalzemeler, dogal veya yapay
olabilmektedir. Biyomalzemeler, metal, seramik, polimer veya bunlarin cesitli
bilesimlerinden olusan kompozit bazli malzemelerdir. Genelde doku onariminda,
kalp kapak¢igt ve implantlar gibi medikal alanlarda kullanilmaktadirlar.
Biyomalzemelerin bir¢cok avantajlar1 yaninda dezavantajlari da bulundugundan, her

malzeme nihai kullanimda istenilen 6zelliklere uygun secilmektedir.

Biyomalzemelerin kullanimi, Dr. J. Lister’in 1860’11 yillarda aseptik cerrahi teknigini
bulusuna kadar uygulamali hale gelmemistir. Daha onceki cerrahi miidahaleler,
biyomalzeme igersin veya i¢ermesin, genelde enfeksiyondan dolay1 basarisiz olarak
gereceklesmekteydi.  Biyomalzemelerin =~ varliginda  enfeksiyon  sorunlari
siddetlenebilir, ¢linkii implant bir viicudun bagisikligindan sorumlu hiicrelerin
erisemiyecegi bolgeler olusturabilir. ik basarili implantlar iskelet sisteminde
uygulanmistir. 1900’lu yillarinin baslarinda kemik plakalari uzun kemik kiriklarinin
fiksasyonunda (sabitlenmesinde) kullanilmistir. Bu plakalarin birgogu, mekanik

tasarim hatasindan dolay1 kirilmistir.

Biyolojik ortam ile temas eden medikal cihazlar, metal, polimer, seramik ve dogal
malzemeler gibi bir¢cok farkli malzemelerden iiretilmektedir. Buna ragmen su anda
mevcut olan biyomalzemeler optimum performans saglamamaktadir. Klinik
uygulamalarda, implantin uygun olmayan yiizeyi nedeniyle iltihabi reaksiyonlar
olusmaktadir. Daha sonra kemik implantin (yapay kalga kemigi, dis implant1 vb.)
etrafinda kemigin yerine mekanik olmayan kararli bag dokusu olusmakta veya stent
etrafinda pihtilasma gergeklesmektedir. Daha az hasar veya rahatsizlik veren

yuzeyler, implant olmadig1 durumlarda oldugu gibi kemik iyilesme siirecine ve kan
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akisina neden olabilmektedir. Biyomalzeme arastirmalarda en biiyliik amag farkli

teknikler ile bu tur yuzeylerin Gretimidir.

1.1. Biyomalzemenin Tanimi

Biyomalzemeler, insan vicudundaki canli dokularin iglevlerini yerine getirmek ya da
desteklemek amaciyla kullanilan dogal ya da yapay malzemeler olup, surekli olarak
veya belli araliklarla viicut akigskanlariyla (6rnegin kan) temas ederler. Bir¢cok cihaz
ve malzemeler hastalik veya yara tedavisinde kullanilmaktadir. Cerrahi dikis
iplikleri, dis dolgulari, igneler, kateterler, kemik plakalar1 en bilinen O6rneklerdir.
Biyomalzeme, canli doku ile yakin temasta bulunan, canli bir sistemin pargasi yerine
kullanilan veya fonksiyonlarini destekleyen yapay bir malzeme seklinde tanimlanur.
Biyomalzemelerin nihai hedefi dogal canli dokularin ve organlarin islevlerini yerine
getirerek insan sagligmi gelistirmek oldugundan malzeme Ozellikleri, islevi ve
yapisini anlamak gerekir. Bunun i¢in biyomalzemler konusundaki c¢alismalarda
biyolojik ortam, implant malzeme ve bu ikisi arasindaki etkilesim goz Oniinde

tutulmalidir.

Kornea implantlan
_ ve
Intrackdler Lens.
Dis implanti
Yize ve gégﬁs/.//
implantlan
f ___—— Omuz implanti

Arter kateteri, &
onkolojik damar implantlar

\

X 5

| T Omurga implanti
Defibrilatér elektrodlan, —

]

kalp pili
\\ Dirsek implanti
I\
ilag salim \
sistemleri Kalga eklem
implanti
Elektrofizyolojik El eklem
Ve e [’ﬂ ( [ ; implant
nérolojik elektrodlar 4 P |
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implantlar

Penis // v

implant” /
#

Urolojik /
damar implantlan Iy \_‘Fiksasyon o
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Sekil 1.1. Implantlarm insan viicundaki kullanim alanlar [52]
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Sekil 1.1°de verilen insan viicudu incelendiginde implantlarin viicuttaki kullanim

alanlariin oldukga genis oldugu goriilmektedir [52].

Malzemenin viicut igindeki basaris1 bircok yolla smiflandirilabilir. Oncelikle,
biyomalzeme ¢6ziilmesi gereken problemli alan agisindan dikkate alinmalidir (Tablo
1.1). Ikincisi, viicut doku, organ (Tablo 1.2) veya sistem seviyesinde (Tablo 1.3)
degerlendirilmelidir. Ucgiinciisii, Tablo 1.4’de de goriildiigii gibi malzemeler

acisindan polimer, metal, seramik ve kompozit olarak siniflandirilabilir [53].

Tablo 1.1 Biyomalzemelerin kullanimi [53]

Sorunlu Bélge Ornekler

Hasta veya hasar goérmiis parcanin yerini almasi Yapay kalca eklemi, bobrek diyaliz cihazi
Iyilesme siirecinde destek amaglh Cerahi iplikler, kemik plakalar1 ve vidalar
Fonksiyon gelistirme amach Kalp pili, intraokiler lens

Normal olmayan fonsiyonlarin diizeltilmesi Kalp pili

Kozmetik sorunlarin diizeltilmesi Meme plastigi, gene

Teshiste yardimci Prob ve kateterler

Tedavide yardime1 Kateterler, dren

Tablo 1.2. Biyomalzemelerin organlarin yerine kullanimi [53]

Organ Ornekler

Kalp Kalp pili, yapay kalp valfi, yapay kalp
Akciger Okisjen ureten cihaz

Goz Kontakt lens

Kulak Yapay stape, cochlea implanti

Kemik Kemik plakasi, intrameduler gubuk
Bdébrek Bobrek diyaliz cihazi

Idrar kesesi Katater ve stent

Tablo 1.3. Biyomalzemelerin vicut sistemlerinde kullanimi [53]

Sistem Ornekler

Iskelet Kemik plakasi, eklem protezleri

Kas Cerahi iplikler, kas stimulator

Dolasim Yapay kalp valvfi, damar

Solunum Oksijen ureten cihaz

Deri Iplikler, yamk giydirme, yapay deri
Bosaltim Kateter, stent, bobrek diyaliz cihazi

Sinir Dren, kalp pili, sinir stimulatéri

I¢ salg1 bezleri, endokrin Mikroenkapsulli pankreatik islet hiicreleri
Ureme Meme ve diger kozmetik amagli degisimler




Bu baglamda, biyomalzemelerin rolii, malzeme ile viicut arasindaki etkilesim
tarafindan, yani viicut ortamimin malzeme iizerine ve malzemenin viicut iizerine

etkisi Uzerinden kontrol edilmektedir.

Tablo 1.4. Biyomalzeme amagl kullanilan malzemeler [53]

Malzeme tiri Avantajlari Dezavantajlari Kullanim Yeri
Polimer (naylon, Rezilyansi Kuvvetli degil Cerrahi dikis
silikon, polyester, yuksek, Zamanla deforme olmakta iplikleri, kan
politetrafloroetilen vb.)  Kolay Uretilebilir ~ Bozunabilir damari, diger
yumusak dokular,

kulak, burun, kalca
kemigi soketi

Metal (Ti ve alasimlar;, Kuvvetli, Korozyona ugrayabilir Eklem protezleri,

CoCr alagimlari, Au, saglam, Yogun dental kok

Ag, paslanmaz celik Tok Uretilmesi zor implantlari, pil ve

vb.) dikis telleri, kemik
plaka ve vidalar

Seramik (aliimina Yuksek Gevrek Dental ve ortopedik

zirkonya, biyouyumluluk Rezilyans: diisiik implantlar

hidroksiapatit[] igeren Cekme dayanim diisiik

kalsiyum fosfat,
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1.2. Biyomalzeme Turleri

Biyomedikal uygulamalarda kullanilan c¢esitli malzemeler, metaller, seramikler,
polimerler ve bunlarin farkli bilesimlerinden olusan kompozitler olarak
gruplandirilmistir. Klinik deneyimler, su anda ticari olan (giinimiizde kullanilan
muhendislik malzemeleri) malzemelerin hepsinin biyomedikal uygulamalar icin

uygun olmadigini géstermistir [54].

1.2.1 Metalik biyomalzemeler

Kristal yapilar1 ve sahip olduklar1 giiclii metalik baglar nedeniyle {istiin mekanik
Ozellikler tasiyan metal ve metal alasimlarinin biyomalzeme alanindaki payi
buyuktur. Bir yandan ortopedik uygulamalarda eklem protezi ve kemik yenileme
malzemesi olarak kullanilirken, diger yandan yiiz ve ¢ene cerrahisinde, drnegin dis

implant1 gibi, ya da kalp-damar cerrahisinde yapay kalp pargalar1, kateter, vana, kalp



kapak¢igr olarak da kullanilmaktadirlar. Metallerin biyomalzeme pazarindaki en

biiyiik payini ise teshis ve tedavi amagli aygitlarin metalik aksamlari olusturmaktadir.

Paslanmaz celikler (medikal grade) giinimiizde en yaygin kullanilan implant
alagimidir. Bunun nedeni, iretimlerinin kolay olmasi ile birlikte mekanik ve
korozyon davraniglarinin istenen dogrultuda olmasidir. Metalik implant malzemeleri
arasinda paslanmaz celiklerin yaninda kobalt-krom alagimlar1 ve titanyum alagimlari
da sayilabilir [55]. Cerrahi implantlar agisindan paslanmaz c¢eliklerin mekanik
Ozellikleri ve diisiik maliyetleri gibi 6zellikleri 6n plana ¢ikmaktadir. Klor iyonlar
iceren ve bu nedenle olduk¢a korozif bir ortam olan vuciit sivisinda gerekli direnci
gosterebilirler. Ortopedik implantlar agisindan ise mekanik gerinmeler ve asinma da
onemlidir. Korozyon ve asinma ile birlikte olusan metal parcaciklar1 ve toksik

iyonlar implantin viicut tarafindan kabul edilmemesine neden olabilmektedir [56].

316L paslanmaz celigi cerrahi implantlarda en yaygin kullanilan biyomalzeme
olmasina ragmen, oyuklasma (pitting) korozyonu agisindan kobalt ya da titanyum
alagimlarina gore korozyona karsi daha hassastir. Viicut sivist gibi klor igeren
ortamlarda paslanmaz celiklerin yuzeyinde korozyonla c¢ikurcuklar olusur. Bu
cukurcuklar olusurken Fe?*, Cr**, Ni?* ve Mo** gibi iyonlar iretilir [57]. Paslanmaz
celiklerden yapilan implantlarda olusan hasarlarin yaklasik olarak % 90’1 oyuklagsma
(pitting) ve yarik (crevice) korozyonundan kaynaklanmaktadir [58].

Titanyum ve alagimlar1 da biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir. Paslanmaz
celiklere gore daha yiiksek biyouyumluluk gosterirler. Ticari saflikta Ti, o+f
titanyum alagimlar1 ve [ titanyum alagimlari olmak {izere biyomedikal alanda
kullanilan 3 tip grup bulunur. Ilk olarak saf Ti ve Ti-6Al-4V alasimi kullanilmistir.
Vanadyumun uzun vadede toksik sorunlar yaratmasi nedeniyle o+f titanyum
alagimlar1 denenmistir. Daha sonra 1990’larda B titanyum alasimlarinda o6zellikle
kalga implantlarinda gerekli olan yiiksek yorulma mukavemeti ve disiik elastik
modul gibi 6zelliklerin o+ titanyum alagimlarina gore daha iistiin oldugu fark
edilmistir. Bu amagla Nb, Mo, Ta ve Zr gibi 3 faz1 olusturucu elementlerle alagimlar
gelistirilmistir. Denemeler sirasinda stabilize hassas dokim  alagimlarinin deforme
edilmis ve tavlanmig [ alasimlarina benzer Ozelliklerde kolay bir sekilde

tiretilebildigi gorilmistiir [59].



Kobalt-krom alagimlart ise 6zellikle asinma dayanimlart ile 6ne ¢ikarlar. Bunun
yaninda, yorulma mukavemetleri ve biyouyumluluklar1 oldukg¢a yiiksektir. Bu
alagimlar Cr,O3 tabakasi olusumu iizerinden yiliksek korozyon dayanimi ve
biyouyumluluk gosterirler. En ¢ok kullanilan Co-Cr alagimlart ASTM F75, F799 ve
F562°dir. Bunlardan F75 (hassas dokum) ve F799 (dovme) kobalt-krom-
molibdenyum alagimi iken, F562 kobalt-krom-nikel-molibdenyum alasimi olarak
tanimlanmaktadir [60, 61].

Bir metalik implant insan viicudu i¢inde saldirgan elektrolitik ortama
yerlestirildiginde malzemenin elektrokimyasal olarak kademeli bozunmasi soz
konusudur. Bu malzemeler su, sodyum, Kklor, protein, plazma, amino asit iceren viicut
sivist ve kan gibi bircok korozif ortamlar ile yiiz yiize gelmektedir. Insan
viicudundaki sulu ortam, diisiik molekiil agirlikli Na*, K*, Ca*, Mg" vb. katyon ve
kloriir, fosfat, bikarbonat yaninda yiiksek molekiil agirlikli polimerik bilesikler ve
¢cozlinmiis oksijen igermektedir. Biyolojik molekiiller, anodik ve katodik reaksiyon
urtnlerini tiketerek implant malzemesinin korozyon reaksiyon dengesini bozarlar.
Proteinler ise metal iyonalarina baglanarak iyonlar1 uzaklastirir ve yiizeydeki dengeyi
bozarlar. Ayrica yiizeyde absorblanan proteinler belirli bolgelerde oksijen
diftizyonunu engelliyerek bu bdlgelerde tercihli korozyona neden olurlar. Katodik
reaksiyon sonucu olusan hidrojen korozyon inhibitorii olarak etki etse de, ortamda
bakterinin varhig1 bu davranist degistirmektedir ve implant ¢evresindeki hidrojeni
absorblayarak korozyonu artirmaktadir. Korozyonu etkileyen bir diger faktor ise
pH’daki degisimdir. Insan viicudunun pH degeri genelde 7°dir. Kazalar,
yaralanmalar, hastaliklardan kaynaklanan biyolojik sistemdeki dengesizlikler,
enfeksiyon ve diger faktorler pH degerinin 3 ile 9 arasinda degismesine neden
olmaktadir. Cerrahi operasyon sonucu implant malzemesinin yakinlarinda pH 5.3 ile
5.6 degerleri arasina diismektedir. Yapilan klinik ¢aligmalarda, korozyon direncini
artirmak amaciyla yiizeyinde oksit tabaka olusturulan malzemeler kullanildiginda,

ortamda ¢Oziinmiis metal iyonlarina rastlanmistir [62].

1.2.2. Seramik biyomalzemeler

Milyonlarca yil Oncesinde atesin kesfiyle, kilin seramik c¢anak c¢omlege
dontistiiriilmesi, insan topluluklarinin gogebe avciliktan yerleslik tarimsal yasama

gecisinde en biiyiik faktor olmustur. Seramiklerin insan yasaminda yarattigi bir diger
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biiyiik devrimse, gectigimiz 40 yilda viicudun zarar goren veya islevini yitiren
parcalarinin tamiri, yeniden yapilandirilmast ya da yerini almasi i¢in 6zel tasarimli
seramiklerin gelistirilmesi ve kullanimiyla gergeklesmistir. Bu amagla kullanilan
seramikler, “biyoseramikler” olarak adlandirilmaktadir. Biyoseramikler, polikristalin
seramik (alumina ve hidroksiapatit), biyoaktif cam, biyoaktif cam seramik veya
biyoaktif kompozit (polietilen—hidroksiapatit) seklinde hazirlanabilmektedir.
Inorganik malzemelerin Snemli bir grubunu olusturan bu malzemeler, saglik
sektoriinde ¢ok ¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadirlar. Ornegin, gozliikk camlari,
teshis cihazlari, termometreler, doku kiiltiir kaplari, endoskopide kullanilan fiber
optikler, bunlar arasinda sayilabilir. Coziinmez gdzenekli camlar, enzim, antikor ve
antijen tasiyict olarak da kullanilmaktadir. Mikroorganizmalara, sicakliga,
¢oziciilere, pH degisimlerine ve yiiksek basinglara olan direngleri bu uygulamalar

acisindan biiyiik avantaj saglamaktadir [63].

Seramikler, disgilikte dolgu malzemesi, altin-porselen kaplama ve protez parcalar
olarak yaygin bir bigimde kullanilmakta ve “dis seramikleri” olarak

adlandirilmaktadir.

Biyoseramikler, dis tedavisi diginda da sert doku implanti olarak kullanilmaktadirlar.
Biyoseramikler, “biyoinert” ve “biyoaktif” olmak (zere iki grupda incelenebilir.
Biyoaktif seramik, doku ve implant arasinda kimyasal bag olusumuna izin veren

seramiktir. Yapisal islevlerine gore seramiklerin {i¢ tiirlinden s6z edilebilir:
Oksit Seramikleri:

Bunlar inert yapida olan ve oksijen iyonlarinin olusturdugu duzlemde metal
iyonlarinin dagilmasiyla olusan polikristalin seramiklerdir. iki énemli tiirii aliimina

(Al,03) ve zirkonyadir (ZrO»).
Kalsiyum-fosfat seramikleri:

Bunlar kalsiyum ve fosfat atomlarinin c¢oklu oksitleri seklindeki yapilardir.
Hidroksiapatit, Cas(PO4)3OH, trikalsiyum fosfat, Caz(PO4), (emilebilir) ve
oktakalsiyum fosfat CaH(PO,4)3.20H bu yapilara 6rnek verilebilir.
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Kalsiyum fosfat bazli biyoseramikler tipta ve discilikte 20 yildan beri
kullanilmaktadir. Bu malzemeler, ortopedik kaplamalar ve dis implantlarinda, yiiz
kemiklerinde, kulak kemiklerinde, kalca ve diz protezlerinde “kemik tozu” olarak
kullanilmaktadirlar. Tiim kalsiyum fosfat seramikleri degisen hizlarda biyolojik

olarak bozunurlar.
Cam ve cam-seramikler:

Silika (SiO;) temelli seramiklerdir. Cam seramikler lityum/aliminyum veya
magnezyum/aliminyum Kristalleri igeren camlardir. Biyocamda ise silika gruplarinin
bazilar1 kalsiyum, fosfor veya sodyum ile yer degistirmistir (SiO2, Na.O, CaO,

P,05). Boylece doku ve implant arasinda kimyasal baglanma gergeklesir.

1.2.3. Polimerik biyomalzemeler

Polimer, kiigiik, tekrarlanabilir birimlerin olusturdugu uzun-zincirli molekillere
denir. Tekrarlanan birimler, “mer” olarak adlandirilir. Senteze baslarken kullanilan
kiclk molekiil agirlikli birimlere ise “monomer” adi verilir. Polimerizasyon
sirasinda, monomerler doygun hale gelerek (zincir polimerizasyonu) veya kiigiik
molekiillerin yapidan ayrilmasiyla (H2,O veya HCI) degisir ve “mer” halinde zincire
katilirlar. Polimerlerin 6zellikleri, yap1 taglari olan monomerlerden biiyiik farklilik
gosterir. Bu nedenle, uygulama alanina yonelik olarak uygun biyomalzeme secimi,
biyotip miithendisi tarafindan dikkatlice yapilmalidir. Nisasta, seliiloz, dogal kaucuk
ve DNA (genetik materyal), dogal polimerler grubuna girer. Gliniimiizde ¢ok sayida

sentetik polimer de bulunur [63].

Polietilen (PE), poliuretan (PU), politetrafloroetilen (PTFE), poliamid (PA),
polimetil metakrilat (PMMA), polietilen tereftalat (PET), silikon kaucuk (SR),
polisilfon (PS), polieter eterketon (PEEK), poli(laktikasit) (PLA) ve poli (glikolik
asit) (PGA) gibi ¢ok sayidaki polimer gesitli biyomedikal alanlarda kullanilmaktadir
[54].

Tibbi uygulamalarda yiiksek-yogunluklu polictilen (PE) kullanilir, ¢lnki, alcak
yogunluklu PE sterilizasyon sicakliina dayanamaz. PE, tlp formundaki
uygulamalarda ve kateterlerde, ¢ok yiiksek molekiil agirlikli olani ise yapay kalca

protezlerinde kullanilir. Malzeme yaglara direnglidir ve ucuzdur. Polipropilen (PP),
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PE’e benzer, ancak daha serttir. Kimyasal direnci yiiksek ve g¢ekme dayanimi
yeterlidir. PE’nin yer aldig1 uygulamalarda PP de kullanilabilir. Politetrafloroetilen
(PTFE), Teflon ticari adiyla bilinir. PE benzeri yapida olup, PE’deki hidrojenlerin,
flor atomlartyla yer degistirmesi sonucu sentezlenir. PTFE, hem 1sisal, hem de
kimyasal ac¢idan ¢ok kararli ancak, islenmesi zor bir polimerdir. Cok hidrofobik
(sudan ¢ekinir) ve miikkemmel kayganliga sahip olma 6zelligi tasir. Gore Tex olarak
bilinen hidrofobik formu, damar protezlerinde kullanilir. Polivinilkloriir (PVC), tibbi
uygulamalarda tiip formunda kullanilir. Bu uygulamalar, kan nakli, diyaliz (kanin
makineyle siiziilmesi) ve beslenme amacli olabilir. PVC, sert ve kirilgan bir malzeme
olmasina karsin, plastiklestirici ilavesiyle yumusak ve esnek hale getirilebilir. PVC,
uzun sdreli uygulamalarda, plastiklestiricinin yapidan uzaklasmasi1 nedeniyle
problemlere yol agar. Plastiklestiriciler diisiik zehirlilige sahiptir. Yapidan
uzaklagmasi ile, PVC’nin esnekligi azalir. Polidimetilsiloksan (PDMS) yaygin olarak
kullanilan bir diger polimer olup, karbon ana zinciri yerine silisyum-oksijen ana
zincirine sahiptir. Ozelligi ise, diger kaucuklara nazaran sicakliga daha az bagiml
olmasidir. PDMS, drenaj tiplerinde ve kateterlerde, bazi damar protezlerinde ve
yiksek oksijen gecirgenligi nedeniyle membran oksijenatorlerinde (solunum
cihazlari) kullanilir. Miikkemmel esneklik ve kararliligindan dolayr ise parmak
eklemleri, kan damarlari, kalp kapakciklari, gogiis implantlari, dis kulak, ¢ene ve
burun implantlar1 gibi c¢ok sayida protezde kullanilir. Bisfenol A ve fosgenin
polimerizasyonu sonucu sert bir malzeme olan polikarbonat sentezlenir. Yuksek
darbe dayanimi nedeniyle gozliik camlarinda ve emniyet camlarinda, oksijenatorler
ve kalp-akciger makinelerinde kullanilir. Naylon (nylon), Du Pont tarafindan
poliamid ailesine verilen isimdir. Naylonlar, diaminlerin, dibazik asitlerle reaksiyonu
sonucu olusurlar, ya da laktomlarin halka agilmasi polimerizasyonuyla hazirlanirlar.

2

Naylonlar ameliyat ipligi olarak kullanilir. Poliliretanlar, “yumusak” ve “sert”
segmentlerden olusan blok kopolimerlerdir. Kanla uyusabilirlikleri ¢ok iyi

oldugundan, 6zellikle kalp-damar uygulamalarinda tercih edilirler.

1.2.4. Kompozit biyomalzemeler

“Kompozit”, farkli kimyasal yapidaki iki ya da daha fazla sayida malzemenin,
sinirlarmi ve  Ozelliklerini  koruyarak olusturdugu c¢ok fazli malzeme olarak

tamimlanabilir [54, 63]. Dolayisiyla kompozit malzeme, kendisini olusturan
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bilesenlerden birinin tek basina sahip olamadigi ozelliklere sahiptir. Kompozit
malzeme, “matriks” olarak adlandirilan bir malzeme igerisine ¢esitli giigclendirici
malzemelerin katilmasiyla hazirlanir. Matriks olarak ¢esitli polimerler, gii¢lendirici
olarak ise ¢ogunlukla cam, karbon ya da polimer lifer, bazen de mika ve ¢esitli toz
seramikler kullanilir. Polimer kompozitler mekanik ozellikleri agisindan ortopedik
uygulamalar i¢in 6ngorulmektedirler. Ayrica, kompozit malzemenin bilesimi
degistirilerek, implantin viicuttaki kullanim alanlarina goére mekanik ve fizyolojik
sartlara uyum saglamasi kolaylastirilabilir. Kompozit malzemeler, homojen
malzemelere oranla, yapisal uyumlulugun saglanmasi agisindan daha avantajlidirlar.
Polimer kompozitlerin saglayabilecegi diger iistiinliikler, korozyona direng, metal
yorulmasinin ve metal iyonlarinin saliminin goriilmemesi ve kirilganligin diisiik
olmasidir. Metal iyon salimi, 6rnegin nikel ve krom, implant1 zayiflatmanin yanisira
alerjik reaksiyonlara da neden olur. Kompozitler, ortopedi ve dis hekimligi
uygulamalar1 disinda, yumusak doku implanti olarak da kullanilirlar. Polimer
kompozitler manyetik 06zellik tasimadiklarindan, manyetik rezonans (MR) ve
tomografi (CT) gibi modern tani sistemleriyle de uyumludurlar. Metal alasimlar1 ve
seramikler radyo-opak olduklarindan x-iginlart radyografisinde problem yaratirlar.
Oysa ki kompozit malzemelerde radyo-seffaflik ayarlanabilir. Hafif oluslar1 ve {istiin
mekanik ozellikleri g6z Oniline alindiginda, kompozitler bu tiir goriintiileme

cihazlariin yapisal bilesenleri olarak son derece uygundurlar.

1.2.5. Biyomalzeme gruplarinin karsilagtirilmasi

Metaller, yiiksek mukavemet, tokluk ve asinma direnci ile taninmaktadir. Metallerin
dezavantajlar1 diisiik biyouyumluluk, korozyon, dokulara goére ¢ok yiiksek rijitlik,
yiiksek yogunluk ve alerjik doku reaksiyonalarina neden olabilecek metal iyon
salimimlaridir. Seramikler iyi biyouyumluluklari, korozyon direnci ve yiiksek basma
direncleri ile taninmaktadir. Gevreklik, diisiik kirilma direnci, iiretim zorlugu, diisiik
mekanik dayaniklilik, disik elastikiyet ve yiikksek yogunluk seramiklerin
dezavantajlaridir. Cesitli uygulamalarda ¢ok sayida polimer kullanilmaktadir. Bunun
en biiyiik nedeni bilesim, 6zellikler ve hal (kati, fiber, kumas, film ve jel) agisindan
cesitlilige sahip olmalar1 ve kompleks sekil ve yapilarda iretilebilmeleridir. Buna
ragmen cok elastik ve zayif olma egilimlerinden dolay1r belirli uygulamalarda,

Ornegin ortopedik implantlarda, istenen mekanik gereksinimleri
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karsilayamamaktadirlar. Ayrica uygulama ve kullanima bagl olarak sivi absorbe
ederek sismekte, ortama istenmeyen drunler (monomerler, dolgu maddeleri,
plastiklestiriciler, antioksidantlar) salmaktadirlar. Diger yandan sterilizasyon
islemleri (otoklav, etilen oksit ve 0Co isinlama) polimerin  6zelliklerini

etkileyebilmektedir [54].

Genelde dokular sert ve yumusak olarak gruplandirilir. Kemik ve dis sert doku, deri,
damar, kikirdak (kartilaj) ve ligamentler yumusak doku i¢in 6rneklerdir. Adindan da
anlagildig1 gibi sert dokular yumusak dokulara gore genelde daha sert (elastik
modulu yuksek) ve kuvvetlidir (cekme mukavemeti yiksek) (Tablo 1.5 ve 1.6).
Doku ile yapisal ve mekanik uyumluluk acisindan dikkate alindiginda, metal ve
seramikler sert doku uygulamalari i¢in se¢ilmektedir (Tablo 1.5 ve 1.7). Polimerler
yumusak dokular i¢in se¢ilmektedir (Tablo 1.6 ve 1.8). Tablo 1.5 ve 1.7’den
goriildiigli gibi metal ve seramiklerin elastik modiilii sert dokularinkine gore 10-20
arasindaki bu uyumsuzluk ortopedik uygulamalarda en biiyiik problemlerden biridir.
Kemik ve implant arasindaki gerilme paylasiminda herbirinin tasidigi gerilme
miktart direkt rijitlikleri ile ilgilidir. Bu nedenle, kemik implant malzemeye gore
yeterli derecede yiiklenmemektedir. Bu olay “gerilme kalkani” (stress shielding)
veya gerilme korumasi (Stress protection) olarak adlandirilmaktadir. Birgok
arastirmaci, gerilme koruma derecesinin rijitlik uyumsuzlugu ile orantili oldugunu
gostermistir. Gerilme kalkani, kemik gbzeneginin artmasma (kemik atropi, bone
atrophy) yol acarak, kemigin yeniden sekillenme ve iyilesme siirecini etkilemektedir.
Implant ve ilgili dokunun rijitlik uyumu, gerilme kalkan etkisini simirlamakta ve

dokunun istenen sekil degistirmesini saglamaktadir.

Tablo 1.4’de, implantasyon uygulamalarinda kullanilan sentetik dort malzeme

grubunun avantaji, dezavantaj ve uygulama alanlar1 verilmistir [53, 64].
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Tablo 1.5. Sert dokularin mekanik 6zellikleri [54]

Sert doku E modiil, GPa Cekme Mukavemeti, MPa
Kortikal kemik (boyuna) 17,7 133

Kortikal kemik (enine) 12,8 52

Siingerimsi kemik 0,4 7,4

Dis minesi 84,3 10

Dentin 11,0 39,3

Tablo 1.6. Yumusak dokularin mekanik 6zellikleri [54]

Yumusak doku E modil, MPa Cekme Mukavemeti, MPa
Eklem kikirdag: 10,5 27,5

Fibro kikirdak 159,1 10,4

Ligament 303,0 29,5

Tendon 401,5 46,5

Cilt 0,1-0,2 7,6

Damar dokusu (boyuna) 0,1

Damar dokusu (enine) 1,1

Intraokiiler lens 5,6 2,3

Tablo 1.7. Metalik ve seramik biyomalzemelerin mekanik 6zellikleri [54]

Malzeme E modiil, GPa Cekme Mukavemeti, MPa
Metal alasimi

Paslanmaz celik 190 586
Co-Cr alagimi 210 1085
Ti alagimi 116 965
Amalgam 30 58
Seramik

Alumina 380 300
Zirkonya 220 820
Biyocam 35 42
Hidroksiapatit 95 50

Tablo 1.8. Polimerik biyomalzemelerin mekanik 6zellikleri [54]

Malzeme E modil, GPa Cekme Mukavemeti, MPa
Polietilen (PE) 0,88 35

Polilretan (PU) 0,02 35

Politetrafloretilen (PTFE) 0,5 21,5

Polyamid (PA) 2,1 67

Polimetilmetaakrilat (PMMA) 2,55 59

Polietilen terftalat (PET) 2,85 61

Polietereterketon (PEEK) 8,3 139

Silikon kauguk 0,008 7,6

Polisilfon 2,65 75
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1.3. Biyouyumluluk

Biyomalzemelerin ¢ok saldirgan olan viicut i¢inde igsel bir ortam olusturmasi
beklenir. Ornegin viicut srvisinin pH"1 farkli dokular iginde 1-9 araliginda
degismektedir. Giinliikk faaliyetler sirasinda kemikler yaklasik 4 MPa gerilmeye
maruz kalirken lifler (tendon) ve baglar 40-80 MPa arasinda bir gerilmeye maruz
kalmaktadir. Ortalama viicut agirliginin 3 kat1 kadar (3000 N) kalca eklemine yiik
yiiklenmektedir. Sigrama esnasinda bu yiik viicut agirligiin 10 katindan daha fazla
olabilmektedir. Daha o6nemlisi, bu yikler durma, oturma, kosma, gerinme ve
tirmanma gibi yapilan faaliyetlere baglh olarak tekrarlayan ve dalgali yiiklerdir. Bir
yilda, parmak veya kal¢a eklem hareketinin yiik ¢evrimi 1x10°, tipik kalp icin ise
0,5x10"- 4x10’ ¢evrim tahmin edilmektedir. Bu bilgiler, biyomalzemlerin dayanmasi

gereken akut ve anlik biyolojik ortam1 kabaca gostermektedir [54].

Son 30 yildir doku ve malzemeler arasindaki etkilesimi anlamak ic¢in Onemli
girisimler yapilmistir. Cansiz (avital) ve canlhi (vital) malzemeler arasinda 6nemli
farkliliklar oldugu anlagilmistir. Arastirmacilar malzemelerin  performansini
belirtmek i¢in “biyomalzemeler” ve “biyouyumluluk™ kelimelerini tiiretmislerdir [52,
54]. Biyouyumluluk gosteren malzemeler biyomalzemelerdir. Biyouyumluluk ise bir
malzemenin belirli uygulamada viicut sistemine uygun cevap verebilme yetenegini
belirten bir terimdir [52, 65]. Basitge agiklanacak olursa, biyomalzemenin canli
sistem ile uyumlulugu ve harmonisini ima etmektedir. Ramakrishna ve arkadaslari,
bir implantin yiizey ve yapisal uyumlulugu arasindaki farki gosterek bu tanimi
genigletmiglerdir. Yiizey uyumluluk, bir implant yiizeyinin dokuya kimyasal,
biyolojik ve fiziksel (yilizey morfolojisini de igerir) uygunlugu anlamina gelmektedir.
Yapisal uyumluluk ise dokunun mekanik davranisina optimal adaptasyonudur. Bu
nedenle yapisal uyumluluk, elastik moduliis (veya E, Young moduliis) ve
mukavemet, implantin tasarimi (rijitlik, elastik moduliis E’nin ve alanm ikinci
momenti I’'nin bir {irlinii olan) ve implant/doku arayiizeyindeki optimal yiik gegisi
(minimum arayiizey gerilme uyumsuzlugu) gibi implant malzemenin mekanik
ozelliklerini kastetmektedir. Yiizey ve yapisal uyumluluk cakisirsa biyomalzeme ve
tagtyict (host) arasindaki optimal etkilesime wulasilmis olmaktadir. Ayrica,

biyomalzemenin basarisi cerrahi teknik (implantasyon sirasindaki travma derecesi,
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sterilizasyon metodu vb.), hastanin saglik durumu ve faaliyetleri gibi bircok faktore
baghidir [54].

Biyomalzemelerin nihai hedefi dogal canli dokularin ve organlarin islevlerini yerine
getirerek insan sagligini gelistirmek oldugundan malzeme ozellikleri, islevi ve
yapisini anlamak gerekir. Bunun i¢in biyomalzemler konusundaki c¢alismalarda
biyolojik ortam, implant malzeme ve bu iki arasindaki etkilesim goz oOniinde

tutulmalidir (Sekil 1.2) [64] .

Hiicreler
Kaslar/Ligamentler
Etkilesim Yag
Kemikler
Biyouyumluluk Organlar

Biyomalzemeler
— Kimyasal

—Korozyon
—Bozunma
—Protein biriktirme
— Mekanik— |-Enkapsiilasyon

—Tromboz olusumu

—Kalsifikasyon
Farma- ~Toksik sizant
[ kolojik | [Gevreklik
—Hiicre lizizi
. Yiizey - LSistemik reaksiyon

Sekil 1.2. Biyouyumlulugun sematik gosterimi [64]

Bir biyomalzemenin canli doku iizerine etkisi ve hiicre fonksiyonlar1 ile etkilesimleri
genelde in vitro deneyler ile incelenmektedir. Bu deneyler in vivo deneylerine
benzetilerek, daha basit ve kontol edilebilir sekilde tasarlanir. Bu nedenle
biyouyumluluk, malzeme yiizeyinde hiicrelerin yasayabilirligi ve
biyofonksiyonalitesi gbzlemlenerek in vitro c¢alismalar1 ile degerlendirilir.
Biyoaktivite veya osteoiletimi (osteoconduction) deneyleri de in vitro olarak

gerceklestirilmektedir [66].
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Birgok teknik alanlarda kullanilan malzemelerde oldugu gibi biyomalzemelerde de
malzeme ylizeyinden (viicuttaki organ ve dokular ile etkilesen temas yiizeyi)

igyapidan farkli 6zellikler beklenmektedir [67, 68].

Biyouyumluluk asagida verilen dort faktorle belirlenmektedir:

Tastyic1 (¢evresinde biyolojik sistem bulunan)

e doku tipi ve yeri

e yasl ve cinsi

e saglik durumu

Implant malzemesi

e hem igyapt hem de yiizeydeki kimyasal bilesimi, kimyasal kararliligi ve
olusabilecek ¢oziinme firiinleri

e yiizey piirlizliliigl, ylizey enerjisi ve yiki

o fiziksel kararlilik

Implant

e boyut ve sekli

o mekanik ozellikleri (elastikiyet)

Sistem

o cerrahi teknik-implantin dokuya baglanmasi

Implantin biyouyumlu olmamasi halinde genelde bolgesel inflamasyon reaksiyonlari,

enfeksiyon ortaya ¢ikmaktadir [69].

Biyomalzeme bulundugu ortamdaki hiicre ve viicut sivisina karsi kimyasal ve
biyolojik olarak inert olmalidir. Ayrica kullanim amacina gore sert ve asinma direnci
yiiksek, diistik stirtiinme katsayisina sahip olmalidir. Korozyon direnci yaninda insan

viicuduna toksik ve kanserojen elementler salmamalidir [70].

In vivo olarak kullanilacak malzemeler FDA (United States Food and Drug
Administration) tarafindan onaylanmis olmasi gerekmektedir [64]. Onerilen bir
malzeme 1976 FDA mevzuati oncesi kullanilan malzeme ile esdeger ozelliklere
sahip ise FDA bu malzemenin Pazarlama Oncesi onay (Premarket Approval, PMA)
bazinda kullanimina izin vermektedir. Bu siire¢ ile benzer malzemede kazanilan

tecribe ile onay dogrulanmakta ve bdylece Onerilen malzemenin kullanimi igin
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harcanacak olan zaman ve gider azaltilmis olmaktadir. Aksi takdirde malzemenin bir

dizi “biyouyumluluk” testlerden gegcmesi gerekmektedir.

Genelde biyouyumluluk gereklilikleri sunlardir:
Akut sistemik toksisite

Sitotoksisite

Hemoliz

Intravendz (damar igi) toksisite

Mutajenite

Oral toksisite

Pirojenite

© N o g M w DN E

Alerjik reaksiyonlar

Tum biyouyumluluk testleri igin veri toplama ve belgelendirme (dékiimentasyon) iyi
kayit tutma Onemini gostermektedir. Ayrica canli icinde kullanilacak olan
malzemelerin ve cihazlarin iiretimi esnasinda olusturulan dokiimanlarin Iyi Uretim
Uygulamalar1 (Good Manufacturing Practices, GMP) dogrultusunda kayd eilmesi de
cok oOnemlidir. Bu dogrultuya gore implant ve cihazlarin iiretimi tamamen izole
edilmis temiz odalarda gergeklestirilmesi gerekmektedir. Nihai {iriin genelde
ambalajlama sonrasi sterilize edilmektedir. Ambalajli {iriinler y-1g1n1 (radyasyonu)

veya ETO (etilen oksit gazi) ile toplu sekilde sterilize edilmektedir.

Biyomalzemeler biyolojik ortamda maruz kaldiklar1 etkiler ve gerceklesen
reaksiyonlar malzeme se¢imindeki ve implantalarin tasarimindaki karmasikligi
gostermektedir. Malzemenin kimyasal yapisi yaninda arayiizeydeki nanometre-
boyutta proteinlerin ve mikrometre-boyutta hiicrelerin tutunmasini etkileyen diger
fizikokimyasal o6zelliklerin de (topografi, yilizey kimyasi, elastikiyet, piirlizliiliik,
hidrofilik, yiik vb.) dikkate alinmasi gerekmektedir. Beklentiler daha ¢cok malzeme
yiizeyi ile ilgili oldugundan, biyomalzemelerin yiizey modifikasyonlar1 biiylik 6nem

tagimaktadir.

1.4. Biyomalzeme-Biyolojik Ortam Etkilesimi

Bir biyomalzeme gelistirirken, ilgili hiicrenin tutunmasini (attachment), gociinii

(migration), ¢ogalmasini (proliferation), farklilagmasini (differentiation), uzun siireli
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canliligint ve islevini sagliyacak ortam olusturulmalidir. Hiicrelerin biyomalzeme
yiizeyine yapismasi ve sonraki basarisi, vitronektin, fibronektin, kolajen, laminin ve
fibrin gibi hiicre dis1 matriksi (extracellular matrix, ECM) proteinleri araciyla
gerceklesmektedir [71]. Bu proteinler, hiicre kiiltiirii ortami, kan gibi biyolojik
stvidan yiizeye aniden adsorbe olur, 6zel aktif bolgeleri hiicrelerin adezyon
reseptorleri (genelde integrinler) tarafindan tanmir ve baglanir. Proteinlerin
adsorpsiyon davranmislari, polarite, 1slatilabilirlik, elektriksel yiik ve iletkenlik,
purazlulik ve topografi gibi biyomalzemenin yizey 6zelliklerinden etkilenmektedir
[72-74]. Biyomalzeme ylizeyine adsorplanan bu proteinler, 1-10 nm kalinlikta bir
protein tabakasi olusturmaktadir. Bu tlr tabakalar ile hiicre morfolojisinin olusumu,
hiicre ¢ogalma ve farklilasmasi, fonksiyonellesmesi ic¢in gerekli olan yuzey-hiicre

iletisimi saglanmaktadir [75].

Bir biyomalzeme, bir biyolojik sivi ortamina yerlestirildiginde ilk etkilesim, nano
saniyeler i¢inde su molekiillerinin yiizeye ulagsmasi ve su tabakasi ile kaplanmasidir.
Su molekiillerinin ylizey ile etkilesimi yiizeyin Ozelliklerine baglidir. Bu 6zellik,
ayrica hidrasyon tabakasinin olusumu miiteakiben hangi proteinin ve molekiillerin
yapisacagmi belirlemektedir. Implantasyondan sonra saniyeler icinde baslayip
saatlerce siiren ikinci agamada, biyomalzemenin ylizeyi hiicre dig1 matriks icinde
bulunan proteinler ile ortiiliir (kaplanir). Ugiincii asamada, hiicreler adsorbe olan
proteinler vasitasiyla yilizeye ulasirlar ve bu sekilde hiicre-yiizey etkilesimi baglamis
olur. Bu asama implantasyon sonras1 dakikalar i¢inde baslayip giinlerce
surebilmektedir. Ilerleyen zaman ile hiicre adezyonu, gocii ve farklilasmasi
gerceklesir. Biyolojik molekiiller (hiicre dis1 matriks proteinleri, hiicre zar
proteinleri ve iskelet proteinleri), biyofiziksel cevre, biyomalzeme yiizeyinin
fizikokimya (kimyasal, nano ve mikro topografi) 6zellikleri, mikroyapisi ve salim
yaptig1 ¢oziinebilir maddeler bu fligiincii asamadaki siirecleri etkilemektedir [66].
Pihtilagma, fibroz kapsiil olusumu vb. gibi olumsuz yanitlar ve implant hasar1 gibi
etkilerde gerceklesebilmektedir. Dolayisiyla bir biyomalzeme gelistirirken bu tiir
etkileri azaltmak, kontrollii ve hizl1 bir iyilesme ile birlikte implant integrasyonu
saglamaya dikkat edilmelidir. Bir biyomalzemenin viicut ic¢indeki uzun vadeli
basarisi, kontrollii makro fonksiyonel &zellikleri (mekanik ve doku uyumu) ve

malzemenin nano ve mikron boyuttaki fizikokimyasal 6zelliklerine baglhidir.
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Biyomalzeme ve bir mineralize doku arasindaki etkilesim i¢in zaman-boyut skalasi

sematik olarak Sekil 1.3’te gosterilmistir .

Etkilesim seviyesi
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Sekil 1.3. Biyomalzeme-doku (Implant-kemik) etkilesimine ait zaman-boyut
skalasinin sematik gosterimi [66]

Hiicreler karmasik yapiya sahip olup, dis duvarlarinda bulunan reseptorler vasitasiyla
cevre ile iletisim kurmaktadir. Antikor veya antijenlerin bu reseptorlere baglanmasi
hiicre i¢inde uygun bir tetikleme tepkisinin baslamasina neden olur. Bu tiir bir hiicre
reseptort olan ‘integrin’ler, fibronektin, vitronektin ve laminin gibi hicre adezif
proteinlerinde bulunan (bilhassa) arginineglycine—aspartic acid (RGD) tripeptide

baglanir ve malzeme yiizeyine tutunur [76, 77].

Hiicreler ¢evrelerini, “lamellipodia” diye adlandirilan ¢ikintilar ile algilarlar. Bunlar
mikron boyutlu diiz tabaka vari (sheet-like) yapilara sahip olup yiizeye paralel olan
aktin filaman orgllerden (actin filaman mesh) olusmaktadir. Bu lamellipodia’nin
kenarlarinda, uzun, ince aktin filaman demetlerinden olusan “filopodia” denilen
daha kiiciik ince kil seklinde c¢ikintilar bulunur [78]. Bunlar, hiicre dis1 matriksi ve
malzeme yiizeyini algilayan duyarga (anten) olarak gorev yaparlar. Filopodia, uygun
baglanma noktalar (bolgeler) buldugunda, hiicre i¢inde bir geri bildirim sinyalleme
yolu ile daha fazla integrin reseptorlerin bu bdlgeye baglanmasini saglar. On hiicre

kenar1 boyunca lamellipodia kademeli olarak yayilarak, kuvvetli cekme gerilmeler
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ileten fokal noktalarin olusumunu ve bu sekilde hiicrenin yiizey iizerinde hareket
etmesini saglar [79, 80]. Hiicrenin yiizeye tutunmasi ve ylizeyden ayrilmasi, bir

integrin geribildirim déngusi tarafindan kontrol edilmektedir.

Malzemenin ylizey piiriizliliigii ve topografisi ile hiicre yanit1 modifiye etmek en
o6nemli kriterlerden birisidir, ¢lnkl hucre-malzeme etkilesimi ve malzemenin
cevresindeki doku ile integrasyonunda belirleyici rol oynamaktadir [81, 82].
Biyomalzeme ylzeyini hiicresel gelisimi, doku integrasyonu agisindan daha cazip
hale getirmek igin bir¢ok yiizey modifikasyon yontemlerine bagvurulmustur [71].
Bunlardan birisi, malzeme yiizeyine nano boyutlu parazlilik ve topografi
olusturmaktir. 100 nm’den daha kiigiik diizensizlikler igernen nano yapili yiizeyler,
ECM molekullerin boyutu veya bu molekiller Gzerindeki diizensizlikler (dallanma,
katlanma), hiuicre adezyon reseptorleri gibi dogal dokunun nano mimarisini taklit
ettigi diistiniilmektedir. Hiicre adezyonuna aracilik eden ECM molekilleri nano
yapil1 yiizeylere daha tercihli adsorplanmaktadir. Ayrica, nano yapil yiizeyler tim
ECM molekiilleri arasinda vitronektini daha kiigiik, lineer ve karmasik olmayan
molekiil yapist nedeniyle tercihli olarak adsorbe etmektedir. Bu protein, osteoblast

hiicre tarafindan tercihli olarak taninmaktadir [83, 84].

Mikro ve nano boyutlu malzeme yiizey topografisinin farkli hiicreler iizerindeki
etkisi ile ilgili birgok ¢alisma bulunmaktadir [85-90]. Bu calismalardan ¢ogu, nano
boyutlu topografinin kemik hiicrelerinin ¢ogalmasini gelistirdigini gostermistir. Bu
sonug, malzeme yuzeyinde bulunan nano boyutlu dizensizlikler ile adsorbe olmus
hiicre adezyonunu saglayan molekiiller arasindaki olumlu etkilesim ile
aciklanmaktadir. Bu sekilde, daha sonraki hiicresel gelisim asamasi olan ¢ogalma
icin bir 0n sart olarak kabul edilen osteoblast hilicre adezyonu ve yayilmasinin
gelistigi bildirilmektedir [91, 92, 88, 89]. Mikro boyutlu dizensizlikler hiicre
yayilmasini engeleyebilmekte ve dolayisiyla hiicre ¢ogalmasini azaltmaktadir [86,
93-94]. Baska bir ¢alismada, titanyum malzemesi yiizeyinde olusturulan mikronalti
ve mikron boyutlu piirtizliliigliniin insan kemik hiicre gelisimine etkisi arastirilmis
ve artan yuzey piiriizliliigl ile birlikte hiicre yapismasi ve ¢ogalmasinin azaldigi

goriilmiistiir [95].
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Yiizey diizensizliklerin sadece boyutu degil, sekli ve dagilimi da hiicre-malzeme
etkilesimi acisindan onemlidir. Yiizeyde farkli piiriizliiliige ve farkli capta yapilara,
fakat ayn1 gbzenek sekline sahip bir titanyum yiizeyde hiicre tutunmasi, filopodia
gibi morfolojik 6zellikler agisindan higbir fark goriilmemistir [96]. YUzeyde bulunan
diizensizliklerin yogunluklari hiicre-malzeme etkilesimi agisindan ©Gnemlidir. Bu
konuda yapilan bir calismada, ylizeyde bulunan nano tanecik yogunluklarinin
artmasiyla osteoblast hiicre yayilmasinin ve ¢ogalmasinin azaldigi ancak hiicrede
osteokalsin (osteocalcin) sentezinin arttig1 belirlenmistir [97]. Benzer sonu¢ Kunzler
ve arkadaglarmin yaptigi bir ¢alismada goriilmiistir [98]. Buna gore, ylizeyde
diizensizlik yogunluklarinin artmasi, diizensizliklerin boyutlarinin artmasi ile ayni

etkiyi gostermektedir.

Bir malzemenin ylizey kimyas1 degistirilerek hiicre yapismasi ve yayilmasi
gelistirilebilir [66]. Yiizey kimyasi ile hiicre sinyallesmenin kontroliiniin, direkt
protein adezyonun kontrolii ile miimkiin oldugu gosterilmistir [99]. Bu konu ile ilgili

literatiirde bir¢ok ¢alisma mevcuttur [100-102].
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2. SPINAL CERRAHISINDE KULLANILAN BIYOMALZEMELER

Omurga, insanin boynundan kalgasina kadar uzanan, viicudun dik durmasini,
hareketini saglayan, viicudun sirt boliimiinii olusturan temel destek ve hareket
sisteminin bir bolimudur. Omurganin en biiylik gorevi biyomekanik dengeyi
saglamak ve i¢erdigi omuriligini en iyi sekilde korumaktir. Omurga, omur (vertebra)
denilen kemiklerden olugmaktadir. Bu herbir omur arasinda disk denilen ve yastik
gorevi yapan yapilar bulunmaktadir. Bunlar omurlar1 birbirine baglayan, omurlarin
hareketini saglayan, viicudun boyun ve bellerini biikiip cevirmelerini saglayan
yapilardir. Omurga, servikal (boyun), torasik (gogiis) ve lomber (bel) olmak iizere 3
bolgeye ayrilmaktadir. Herbir bolgenin iselvi ve hareket tipi degismektedir.
Bunlardan servikal omurga, her yone hareketi saglayan aktif bolgedir. Torasik, kalp
ve akcigerleri koruyan, ¢ok sert olan, kaburga bolgesidir. One ve arkaya egilme

haretini saglayan ise lomber (bel) omurgasidir.

Yukarida da belirtildigi gibi, esas hareketi ve omurganin stabilitesini iki komsu
omur, bu omurlar arasindaki disk, ligamanlar, faset eklemleri ve diskden olusan

omurganin en kiiciik hareketli segmenti saglamaktadir.

Spinal (omurga) rahatsizliklar, diinyada birgok insani etkileyen 6nemli tibbi bir
problem olup gesitli cerrahi miidahale uygulanmaktadir [103]. Spinal kolon, gévde
esnekligini saglayan, omurilik ve sinir koklerini koruyan ve birlikte hareket eden,
calisan elementlerin (intervertebral disk, ligamentler, vertebra, faset eklemleri) bir

sistemi olarak diistiniilebilir (Sekil 2.1a).

Intervertebral disk (IVD), omurgadaki kemiksi omurlarin arasinda bulunan
fibrokartilaj (fibrocartilage) pedlerdir (yastiklarir) [104]. insan IVD’leri, spinal
kolonun esnekligini ve hareketini saglarken omurganin biikiilmesi veya agilmasi
(uzamasi) sirasinda uygulanan yiikleri omur govdeleri lizerinde dagitacak sekilde
tasarlanmistir [105-107]. IVD’ler heterojenik bir yapiya sahip olup ona 6zgiin yap1
ve biyomekanik ozellikler veren karakteristik hiicre tipi ve hiicre disi matriksi

sergilemektedir [108]. Herbir 1VD, cevresi bir fibrosus halka (annulus fibrosus) ile
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cevrili merkezi ve jelatimsi gekirdek pulposusu (nucleus pulposus) icermektedir (Fig.
2.1b). Ustiinde (superiorly) ve altinda (inferiorly) iki ince tabaka seklinde kikirdakli
u¢ plakalar (omur ¢entikleri) bulunmaktadir [109].

Omur iist centigi

Faset eklemi
Posterior (arka)

7%\ Cekirdek
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™~ / ¥l L
i\J f‘

Anterior (6n)
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Sekil 2.1. (a) Spinal kolon, (b) intervertebral diskin sematik gésterimi [103]

Cekirdegi, jelimsi bir matriks olusturan su ve proteoglikanlardan (proteoglcans)
meydana gelen yari sivimst bir kiitledir. Anulus, i¢erdigi proteoglikan-su jeli iginde
gbmli, yonlenmis kolajen fiberler ile yiiksek derecede yapisal organizasyon ve ¢ok
katmanli bir yap1 sergilemektedir [108, 110]. Anulusun konsantrik tabakasindaki,
kolajen fiberlerin omurga eksenine gore oryantasyonlar1 kenardan ¢ekirdege dogru
degismektedir. Bu, anulusa yapisal olarak derecelendirilmis bir mimari, anizotropik

mekanik 6zellikler ve lineer olmayan gerilme-gerinme davranis vermektedir.

Cekirdek (nucleus) ve anulus, biyolojik, biyokimya ve mekanik agisindan birbirinden
farkli olsalarda diske islev saglamak i¢in sinerjik calismaktadirlar [111]. Cekirdek,
IVD’nin basma Ozelliklerinden sorumluyken anulus kayma ve c¢ekme ozellikleri

saglayan ¢ekirdegi igermektedir.

Kronik bel agrisinin en biiyiik nedenlerden birinin dejeneratif disk hastalig1r oldugu
bildirilmistir [112]. Diskin dejenere olmasi ve/veya hasar gormesi Ozellikle 50’li
yaglardaki niifusun  %97’sinden fazlasim1  etkilemektedir [108]. IVD’nin
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dejenerasyonu sirasinda ¢ekirdek dehidre (dehidrasyona) olmakta ve anulus iizerine
etki eden yik artmaktadir. Bu, kiigiik yirtilmalara ve delaminasyona neden olarak
anulusun mekanik ve yapisal hasarlanmasma yol agmaktadir. Intervertebral disk,
omurga i¢in bir sok emici (absorlayici) olarak gorev yapmaktadir. Dolayisiyla

dejenere olmus bir disk omurganin islevini kisitlayacaktir [112].

Dejenere olmus diskin tedavisi i¢in giiniimiizdeki cerrahi yaklasim diskektomi
(discectomy) ve spinal fuzyondur (spinal fusion). Ancak, bu iki cerrahi sire¢ de
omurganin biyomekanigini degistirmekte ve bitisik (komsu) disk tizerindeki mekanik
gerilmeyi artiran, ilgili omurga segmentin hareketini sinirlayan belirsiz uzun siireli

sonuglara neden olmaktadir [113].

Bunun {izerine, intervertebral disk alani ile ilgili arastirmalar spinal cerrahi i¢in farkl
malzemelerin (metal, seramik, polimer ve kompozit) kullanimi ve gelistirilmesi, gen
tedavisi, biiyiime faktorleri, doku miihendisligi ve hiicreler kullanarak IVD’nin

biyolojik yenilenmesi iizerine odaklanmistir [114-117].

2.1. Spinal Cerrahisinde Kullanilan Teknikler

Uzun yillardir, lomber omurganin stabil olmayan (unstable) kismini onarmak
(kaynastirmak, fusing) veya agriyan omur (vertebra) hareket segmentini sabitlemek
i¢cin cerrahi teknikler kullanilmaktadir. Lomber fiizyon siireci 6nceleri, enfeksiyonu
(tiberklloz spondilit, tuberculous spondylitis) veya omurgada hizalama bozuklugu
olan hastalarin tedavisinde kullanilmaktaydi [10]. Herhangi bir enstriman (cihaz)
kullanmadan sadece otojen kemik greftler ile gerceklestirilen onceki teknikler,
yapisal biitlinliigiiniin saglanamamasi ve istenmeyen yan etkilerin olusmasi nedeniyle
basarisizlikla sonuglaniyordu. Kemik grefti veya posterior pedikiil vidalar: (posterior
pedicle screws) ile gergeklestirilen 6nceki fiizyon siireglerindeki yiiksek basarisizlik

oranlar1 nedeniyle disk yliksekligini koruyacak daha basarili olabilecek yaklasimlara

gecis yapimustir.

Lomber interbody flizyon, dejeneratif disk rahatsizlig1 ve diskojenik agr1 sendromlari
olan hastalarin tedavisinde kullanilmaktadir [10, 118]. ABD’nde yilda 300000’den
fazla lomber omurga flzyon sureglerin (lumbar spine fusion) gerceklestirildigi

bildirilmisgtir [119]. 1940 yilinda Cloward tarafindan gergeklestirilen posterior
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lomber interbody fiizyon (posterior lumbar interbody fusion) ileriki yillarda artan
interbody cihaz sayisi ile artmistir [10, 120-127]. Bu cihazlar geometrik
konfigiirasyon ve duvar kalinlig1 agisindan farkli olup ¢ogunlukla titanyum veya
PEEK esasl1 tliretilmektedir. Bunun yaninda, insan allogreft kemik diibelleri (human
allograft bone dowels) ve allogreft kemik diskler (allograft bone spacers) de

interbody flizyon siirecinde kullanilmaktadir.

Interbody fiizyon, bir¢ok farkli cerrahi yaklasimlar ile gercgeklestirilebilmektedir.
Posterior lomber interbody fizyon, anterior lomber interbody flizyon ve
transforaminal lomber interbody flizyon tekniklerin birgok essiz avantajlari yaninda
bazi zorluklar1 (komplikasyonlar) da bulunmaktadir. Herbir teknik kendi basina ya da
tamamlayic1 segmental posterior enstriimentasyon (posterior ¢ubuk ve pedikiil vida
gibi) kullanilarak yapilabilmektedir. Tiim interbody fiizyon cihazlarin amaci, disk
araligin  yiiksekligini ve normal sagital konturlarin (lordoz) yenilemek ve
desteklemek (korumak), mudahale edilen segment veya segmentlerin stabilitesini
artirmaktir [10, 123]. Stabilite ve lordoz, annulusu cekerek (gererek, stretching) ve
disk araligimmi tekrar eski haline getirerek yeniden kazanilmaktadir. Bu segment
germe islemi “ligamentotaxis” olarak adlandirilmakta ve biyomekanik stabilite
saglamaktadir. Disk araligimi yerine getirerek indirekt olarak foramina iizerindeki

basi1 kaldirilmaktadir.

Interbody flizyon teknikleri, cerrahin deneyimi ve anatomiye asinaligi temeline
dayanmaktadir. Posterior lomber interbody fiizyon, genelde sinir kokii lizerindeki
basinin kaldirilmasinin  gerektigi durumlarda uygulanir. Tranforaminal lomber
interbody flizyon, modifiye edilmis posterior teknigi olup foraminal iizerindeki
basiy1 kaldirmaya izin vermektedir. Ayrica bu teknik ile disk araligina daha giivenli
ve genis aralikta ulasilabilindigi i¢in posteriora bir alternatif sunmaktadir. Anterior
lomber interbody flizyon, disk araligina ulagmak igin optimal bir yaklasim olup
interbody flizyon gerceklestirmektdir. Ancak bu yaklasim yetenekli, deneyimli bir
cerrah tarafindan uygulanmali ve sinir koklerine ulagmak, yapisal destegi saglamak
icin tamamlayict posterior yaklasima ihtiya¢ duyulabilmektedir. Tiim tekniklerde,
temiz, kanayan ug¢ plakalar elde etmek ic¢in dairesel bir pencere agilir ve total
diskektomi uygulanir. Bu temiz kemik ylizeyi fiizyon i¢in gerekli optimal ortami

olusturmaktadir.

28



2.2. Mevcut Interbody Fiizyon Cihazlar

Birinci nesil cihazlar silindirik olup posterior lomber interbody fiizyon veya anterior
lomber flizyon yaklasim ile yerlestirilmekte idi. Sonraki ikinci nesil cihazlar, disk
araligina uyumu, hizalama olanagi ve gelistirilmis fiizyon sagliyacak farkli sekillerde

ve boyutlarda iiretilmistir.

2.2.1. Metal cihazlar

BAK (Bagby ve Kuslich) Kafesleri: Onceleri, salimim sendromu (servikal spinal
stenoz) olan at yariglarim1 tedavi etmek amaciyla gelistirilmis BAK kafesleri
(Zimmer Spine, Warsaw, IN), silindirik, delikli, kare disli, titanyum alasim esasl1 bir
kafes olup disk araligina (bosluguna) vidalanmaktadir (Sekil 2.2a) [10, 126-127].
Anterior lomber interbody flizyon veya posterior fuzyon yontemi ile implante
edilebilmektedir. Avantajlari, donér boyutu veya erisilebilirligi ile ilgili giicliiklerin
olmamasi, gelismis (raf) Omiir (shelf life) ve hastalik iletim sorunlarinin (the lack of
disease transmission issues) olmamasidir. Birinci nesil kafes hala kullanilmaktadir.
Sonrakilere gore daha kalin olup MR ve CT goriintillemede artifaktlara neden
olmaktadir. BAK kafesler, daha yeni nesillere gore kemik buyumesi i¢in daha fazla

alana sahiptir.

Ray Disli Filizyon Kafesler : Charles Ray tarafindan geistirilen ikinci nesil kafes olan
Ray disli Fiizyon kafes (Ray Threaded Fusion Cage, Stryker Spine, Allendale, NJ),
silindirik, delikli, titanyum esashi disli bir cihaz olup daha az metal i¢ermektedir
(Sekil 2.2b). BAK kafese benzer avantajlar saglarken, Ray kafes goriintiilemede daha
az artifakt olusturmaktadir. Ray kafes posterior lomber interbody flizyon veya

anterior lomber interbody fuizyon teknikleri ile implante edilebilmektedir.

LT-Kafes, Lomber Konik Fuzyon Cihaz (Lumbar Tapered Fusion Device): LT-Kafes
(Medtronic Sofamor Danek, Memphis, TN), Uc¢tnci nesil cihaz olup Kuzey
Amerika’da en ¢ok kullanilan interbody implanttir. Yamuk konfigiirasyonundan (6n
uzun, kisa arka) dolay1 sadece anterior yaklasim ile yerlestirilmektedir. Sahip oldugu
sekli nedeniyle kemik biiylimesi igin genis ylizey alan1 sunmaktadir (Sekil 2.2c).
Konik konfigiirasyonu lordozun (lordosis) yenilenmesini kolaylastirmaktadir [124].
LT-kafes ince duvarlari, yan duvarlarn kesik (truncated) disli bir kafes olup implant

i¢i ve disindaki yeni kemik olusumunu radyografik degerlendirmesini saglamaktadir.
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Sekil 2.2. (a) BAK kafes, (b) Ray Disli Fiizyon Kafes, (c) LT-Kafes, (d) INTER FIX
Cihaz1, (e¢) Harms Kafes, (f) PEEK kafes, (g) JAGUAR I/F Kafes, (h)
BOOMERANG Il Cihaz, (i) Kemik Dubelleri, (j) Femoral Halkalar [10].

INTER FIX Disli Fiizyon Cihaz1 ve INTER FIX RP Disli Flizyon Cihazi:_INTER
FIX ve INTER FIX RP (Medtronic Sofamor Danek), silindirik, fenestrat, titanyum
esasli ikinci nesil cihazlar olup diisiik duvar kalinliklar1 nedeniyle CT goriintiillemeye
izin vermektedir (Sekil 2.2d). Bu cihazlar posterior lomber interbody flizyon veya
anterior lomber interbody fuizyon teknikleri ile implante edilebilmektedir.

Harms Kafes: Cerrahi bir titanyum 6rgi kafes olan Harms kafese (DePuy Spine,
Raynham, MA), kemik greft alanin1 maksimize etmek ve yiik paylagimi saglamak
amaciyla agik elmas benzeri konfiglirasyon verilmistir (Sekil 2.2e). Eksenel
mukavemet saglamak i¢in 1 mm’lik duvar kalinliklarina sahip olup posterior veya

anterior teknik ile yerlestirilmektedir.

2.2.2. Kompozit cihazlar

PEEK Kafes: PEEK, kortikal kemige benzer biyomekanik o6zelliklerine sahiptir.
PEEK, istenilen sekil ve boyuta islenebilir ve CT ve diiz radyograflarda
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radyoltsensdir (X-1sm1 gecirgendir). Sekline bagli olarak herhangi bir teknik ile
yerlestirelbilmektedir. PEEK kafes (Medtronic Sofamor Danek), hi¢ su
igcermediginden MR goriintiilerinde ¢ok iyi goriintiilenebilmektedir (Sekil 2.2f).

JAGUAR I/F Kafes (Brantigan Device) : Jaguar I/F kafes, karbon takviye edilmis
polimer kompozit olup, istenilen sekil ve boyuta iiretilebilmektedir. Radyoliisens
olup CT ve MR goriintiilerinde daha az artifakt olusturmaktadir (Sekil 2.2g). Jaguar
I/F kafes dikdortgen tipi bir kafes olup disk araligina yerlestirilmektedir. Bu cihaz
sadece posterior lomber interbody fiizyon teknigine uygun olarak tasarlanmakta ve
her zaman ilave posterior enstriimentasyon ile yerlestirilmektedir [120]. Posterior
teknik ile yerlestirlen bir dikdortgen kafesin dezavantaji segmental kifoza (segmental

kyphosis) egilimli olmasidir.

BOOMERANG Il Cihaz: lIkinci nesil bir cihaz olan Boomerang II (Medtronic
Sofamor Danek), bikonveks yiizeyler igeren yay seklinde bir implant olup greft
yerlestirme icin genis araliklar saglamaktadir. Genelde transforaminal lomber
interbody fuzyon yoéntemi ile implante edilmektedir. Boomerang II’nin radyolisens
olmasi, CT goriintiilemede herhangi bir artifakta neden olmamasi, disk araligina
enine yerlestirilmesi (biyomekanik stabiliteyi artirmak i¢in) sagladigi diger

avantajlardir (Sekil 2.2h).

2.2.3. Biyolojik cihazlar

Kemik Diibelleri/Femoral Halkalar: MDII Disli Kortikal Kemik Diibelleri
(Medtronic Sofamor Danek), femoral allogreftten tiretilmis disli pargalar olup disk
araligina vidalanmakatadir (Sekil 2.2i). Precision Greft Femoral Halkalar (Medtronic
Sofamor Danek), allogreft femurdan kesilmis pargalar olup disk araligina
sikistirllmaktadir (Sekil 2.2j). Bu cihazlar, posterior lomber interbody filizyon,
anterior lomber interbody fiuzyon veya transforaminal lomber interbody fiizyon
teknikleri ile yerlestirilebilmektedir. Bu kemik esasli cihazlarin avantajlar

gorlintiillemede artifakt olusturmamalar1 ve tamamen biyolojik esasli olmalaridir.

2.3. Titanyum ve PEEK Esash Spinal implantlarin Karsilastiriimasi

Onceden de belirtildigi gibi, lomber interbody fiizyon (lumbar interbody fusion), iki

omur arasindaki araliga bir implant yerlestirilerek gergeklestirilmektedir. Interbody
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fiizyon teknigi, spinalin hizalanmasini ve néroforamenden (neuroforamen) basinin
kaldirtlmasini1 saglayarak yiiksek fiizyon oranlari ile sonuglanmaktadir [128, 129].
Gunumuzde, bu amacla en ¢ok kullanilan implantlar PEEK veya allogreft kemik
esashidir. Islenmis Ti kafesler gecmiste kullanilmistir, ancak titanyum ile
gorunttlemede karsilasilan zorluklar ve olusan hasarlar (¢okmeler) nedeniyle bir¢ok

cerrah tarafindan kullanimi tercih edilmemektedir.

Yizeyleri nano piiriizlendirilmis yeni siif Ti implantlar1 daha yiiksek osteoblast
farklilagsmasi (differentiation) gostermektedir [130]. Titanyum dis implant1 olarak
cok kullanilmakta olup detayl: bir literatiir gegmise sahiptir. Ozellikle nano piriizli
yuzey Ozelliklerine sahip titanyum, uygun kemik-implant temas yizeyi
olusturmaktadir ve etrafindaki kemik ile {istiin osseointegrasyon sagladiglr bir¢ok
calisma ile gosterilmistir [131, 132, 133]. Olgunlagsmamis osteblastlarin piiriizlii ve
diiz titanyum yiizeylere karsi yaniti ile ilgili in vitro caligmalar, mikron boyutta
belirli bir tekstire sahip ylzeylerde hiicre farklilasmasinin daha yiiksek oldugunu
gbstermistir. Bu, mezenkimal kok hiicrelerin uyarildign Slgektir. ki kere asit ile
islemlenmis titanyum yiizeyin, lokal, fizyolojik kemik morfojenik protein (bone
morphogenetic protein, BMP) uretimini, beta-blytme faktort (growth factor beta,
TGF-B) dontisiimiinii ve vaskiiler endotel biiyiime faktorii (vascular endothelial
growth factor, VEGF) doniisiimiinii tesvik ettigi goriilmiistiir. Biitiin bunlar dogal
osteojenik ¢evreyi olusturmakta ve kemik integrasyonunu kolaylastirmaktadir

[131,132, 133].

Intervertebral disk araliginin (yiiksekliginin) yeniden yapilanmasi igin kullanilan
titanyum ve PEEK esasli kafesler, anterior servikal diskektomi ve flizyon (anterior
cervical discectomy and fusion) icin kabul goéren greftlerdir [134-141]. Ortopedik
cerrahide en biiyiik problemlerden birisi, kemik ve metalik veya seramik implantlarin
arasindaki rijitlik uymsuzlulugudur. Metallerin ve seramiklerin modiilii ytliksek
seviyelerde iken implant edilebilir PEEK’in modill ayarlanabilmektedir. Boylece
gerinme kalkani gibi komplikasyonlar engellenebilmektedir. Gerinme kalkani,
resorbsiyon yoluyla kemikte poroziteyi artirarak destekleyici kemikte kirilmalara
veya implantin yerinden ¢ikmasina neden olabilmektedir. Ti-kafesler de, daha
yuksek elastik moduli nedeniyle kemik greftlerine gore klinik agidan daha

basarisizlik ve hasarlar ile sonuglanabilmektedir [142]. Bununla beraber yapisal
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Ozellikleri nedeniyle Ti implantlar iyi osseointegrasyon sergilemektedir [134].
PEEK-kafeslerin elastik moduli kortikal kemige daha yakin bir degerde olup yiik
paylasimi ve gerilme dagilimi agisindan daha fazla avantaj saglamaktadir. Bu daha
az segmental kayiplara ve potansiyel olarak daha yiiksek fiizyona neden olmaktadir
[143-145]. Son yapilan birgok ¢alisma, PEEK esasli implantlarin servikal disk aralik
yiiksekligini korumada ve radyografik fiizyona ulagmada {istlin basarilar gosterdigini
[145,146], hatta servikal spinal cerrahide Ti-kafeslerin yerini tamamen almalar1 i¢in
onerildigi belirtmektedir [145].

1980’11 yillarindan itibaren poliariletil ketonlar (PAEK), travma, ortopedik ve spinal
implantlar gibi bir¢ok medikal malzeme {iiretiminde kullanilmaktadirlar. PAEK,
keton ve eter fonksiyonel grup ile birbirine baglanmis aromatik molekiiler ana
zincirden olusan yiiksek sicaklik termoplastik polimerlerin oldukc¢a yeni bir ailesidir.
PAEK polimerlerinden poli(aril-eter-eterketon) (poly(aryl-ether-etherketone), PEEK)
ve  poli(arilt-eter-keton-eter-keton-keton)  (poly(aryl-ether-ketone-ether-ketone-
ketone, PEKEKK) ortopedik ve spinal implantlarda sik¢a kullanilmaktadir. Poli
aromatik ketonlar, kimyasal yapilar1 nedeniyle yiiksek sicaklikta kararli (300°C
usttinde) olup kimyasal ve radyasyona direncli, birgok takviye malzemesi ile uyumlu
(cam ve karbon fiber gibi) ve birgok metalden daha yuksek mukavemete sahiptir.
PEEK, bir amorf faz ve bir kristalin faz icermesiyle iki fazli yar1 kristalin modeline
uymaktadir. PEEK’in suda ¢6ziinebilirligi (w/w) % 0,5°dir, ancak uzun siireli suya
maruz kalmada, hatta 260°C’ye kadar, kimyasal olarak hi¢bir sekilde
bozunmamaktadir [103, 147].

1990’1 yillarda poliariletereterketonlar (polyaryletherketones, PAEK)  esash
biyomalzemeler spinal kafeslerde AcroMed (Cleveland, OH, su an DePuy
Spine,Raynham, MA) tarafindan kullanilmaya baslanmistir [148]. Kafesler, lomber
ve servikal omurganin anterior (6n) kolonunu stabilize etmek ve dejeneratif disk
hastalig1 ve/veya spinal instabiliteden kaynaklanan inat¢1 sert agrisinin tedavisinde
flizyonu kolaylastirmak amaciyla gelistirilmistir. Kalici implantlarinda mekanik
yuklenmenin karsilanmasi gerekliligi nedeniyle, ilk posterior lomber interbody
fiizyon kafes titanyum esasli olarak tiiretilmistir. Ancak, ilk sunulan bu titanyum

esasli tasarimda iki sorun ile karsilagilmigtir. Bunlardan biri, gerilme kalkan1 etkisi
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biiyiimesinin teshis edilmesini engelleyen radyoopaksitesidir. Bunun iizerine
AcroMed’de calisan Carl McMillin adindaki bir polimer miihendisi, bu iki
sinirlamalarin iistesinden gelmek amaciyla yiiksek performans termoplastik olan
PAEK’i 6nermistir. Brantigan kafes olarak bilinen bu medikal cihazin ilk klinik
basarisi, PEEK’in spinal implantlarinda yaygim bir sekilde kullanimi igin temel
olusturmustur. PEKEKK ve PEEK esasli spinal implantlarin radyolusensi ile ilgili
birgok ¢alisma, in vivo olarak fizyonun radyografik teshisi gelistirdigini géstermistir.
PAEK polimerlerinin klinik tan1 goriintiileme ile uyumlulugu, polimerlerin spinal
uygulamalarinda yaygin bir sekilde kullaniminin 6niinli agmistir. Birgok ¢alismanin
CFR-PEEK esasli implantlar ile ilgili olmasina ragmen, takviyesiz PEEK esash
servikal ve lomber spinal kafesler {izerine de bir¢ok arastirma mevcuttur [148-151].
Takviyesiz PEEK esasli spinal implantlarla ilgili ¢alismalar ¢ok yeni oldugundan,
ilgili literatlr sadece in vitro biyomekanik ¢alismalar ile sinirlidir [152-154]. Son
zamanlardaki ¢alismalar, PEEK esash kafeslerlere HA [137], %40 b-CP/%60 HA
[151] veya rhBMP-2 [155] ilavesinin fiizyonu gelistirdigini ve hizlandirdigini

gostermistir.

Implante edilebilir PEEK’in yiiksek mukavemeti, partikiil veya fiberler gibi takviye
4’den 18 GPa’a ve mukavemeti de 100’den 230 MPa’a cikartilarak modifiye
edilebilmektedir. Implante edilebilir PEEK polimerler, dogas1 geregi radyoliisent,
diger bir deyisle x-1s1nlar1 gecirgenligine sahiptir. Ayn1 zamanda manyetik ve iletken
degildir. Ancak, kolay modifikasyonlar ile radyoopak haline getirilebilmektedir.
Doku ve kemik gelisimi agisindan incelemeleri engelleyen ve metalik implantlarda
olusan goriintiileme artifaktlar1 (artifacts) ve sagilmalar, x-151n1, MR teknolojisi ve
CT gibi geleneksel goruntuleme tekniklerinde radyografik kaliteyi belirlemektedir. In
vivo kullanilan medikal cihazlar, gamma radyasyonu, etilen oksit gazi ve buhari gibi
cesitli yontemler ile sterilize edilmelidir. Birgok polimer, kirilganlik veya hidrolitik
bozunma gibi yapisinda gergeklesebilecek degisimler nedeniyle bu metotlar ile
sterilize edilememektedir. Bunlarin aksine implante edilebilir PEEK polimer,
mekanik 6zelligini veya biyouyumlulugunu olumsuz etkilemeden tekrarli olarak bu
yontemler ile sterilize edilebilmektedir. PEEK’in ¢ok ¢esitliligi nedeniyle, implante

edilebilir PEEK polimer esasli cihazlar uzun siireli kullanilan implantlar olarak da
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kullanilmaya baglanmigtir. Cihaz {ireticileri, bu polimeri spinal fiizyon kafeslerin,
parmak eklemlerin, diz ve kal¢a kemigi (femoral bone) protezlerin, kemik vida ve
pinlerin, kalp pompalarin iiretiminde kullanmaktadir. Implante edilebilir PEEK
polimerler, mukavemet, tokluk, genis biyouyumluluk, ideal gorintileme 6zellikleri,
optimal modiiliis, kimyasal diren¢ ve tekrarli sterilize edilebilir 6zelliklerinin Ustin
kombinasyonu ile uzun sireli implante edilebilir medikal cihazlar igin ideal bir

¢oziim sunmaktadir [103].

2.4. Spinal Cerrahide Enfeksiyon Problemleri

Implant nedenli enfeksiyonlarin gériilme sikligi diisiik olmasmna ragmen, artan
implantasyon sayisi ve implant nedenli enfeksiyonlarin tedavilerindeki zorluklar
nedeniyle ciddi komplikasyonlara yol agmaktadir. Implant nedenli enfeksiyonalar,
implant yuzeyine bakterinin yapismasi ile baglar. Bunu bakteri ¢oglamasi izler ve
nihai olarak biyofilm olusur [156]. Yiizeye tutunan ve cevreleyen bakteriler,

polisakkarid ve protein i¢ceren matriks i¢ginde ¢ogalarak biyofilmi olustururlar.

Biyofilmler her yerde bulunur ve mikroorganizmalar (bakteri, maya, alg, mantar
veya protozoa) yiizeylere yapistiklarinda olusurlar. Bir kere yapistiginda, planktonik
bakteriler fenotipik degisime giderler ve dakikalar i¢inde sulu bir matriks (slime),
hlcre dis1 polimerik malzeme (extracellular polymeric material, EPS) veya biyofilm
matriksi, biriktirirler [157]. Antibiyotikler, fagositler (phagocytes) ve diger humoral
bagisiklik yanitlayicilar (humoral immune responders) bu olusan biyofilmden dolay1
bakterilere ulasamadigindan, bu tiir enfeksiyonlar konak savunma mekanizmasi ve
antibiyotik tedaviye karsi olduk¢a direngli olmaktadir. Bu nedenle bu tiir
enfeksiyonlardan kurtulmak igin implantlarin viicuttan ¢ikarilmasi gereklidir [158-
160] . Bakteriyel yapisma ve biyofilm olusumu, mikroorganizma tiirline ve sayisina
[161-163], implant malzemesine, implant yuzeyinin fiziksel ve elektrokimyasal
ozelliklerine gore farklilik gosterebilmektedir [164-167]. Staphylococcus epidermidis
ve Staphylococcus aureus, ¢ogunlukla implant nedenli enfeksiyona yol agan

mikroorganziamalardir.

Spinal  cerrahisinde, ameliyat sonrast gelisen enfeksiyon, en bilinen
komplikasyonlardandir [168-173]. Literaturde, spinal cerrahisinde bu tiir enfeksiyon

oranini %0,7-%16 olarak bildirilmektedir [174]. Bu enfeksiyonlar genelde uzun
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stireli antibiyotik tedavisi, tekrarlanan cerrahi miidahale, implantin ¢ikarilmasi ve
uzun siireli hastane yatis1 gerektirmektedir [175]. Birgok karmasik siiregler igeren
miudahaleler daha yiiksek enfeksiyon oranlari ile sonu¢lanmaktadir. Bu nedenle,
spinal cerrahisi, diger ortopedik siireglere gore daha yiiksek enfeksiyon riski
tasimaktadir [176]. Spinal cerrahisindeki diger bir problem, ameliyet siiresidir [177-
178]. Cerrahi etkenler yaninda hastanin ameliyat 6ncesi durumu (ilerlemis yas,
yiiksek viicut kitle endeksi, sigara, diyabet, steroid kullanimi1 vb.) da ameliyat sonrasi

komplikasyonlar1 artirict etki olusturabilmektedir.

Spinal flizyon ameliyatlardaki dramatik artis ile birlikte bu enfeksiyonlarda da artig
beklenmektedir [118, 179]. Bu da, hasta morbiditesi (hastalik) ve nadir olarak
mortalitesi (hasta 6liimii), saglik kaynaklarin kullanim1 ve maliyeti agisindan biiyiik
bir yik getirmektedir. Spinal implant enfeksiyonlar1 diyagnostik (tanisal) ve tedavi
yonden birgok zorluklar icermektedir [180-182]. Spinal implant enfeksiyonlarinin
tedavisinde amag, stabil omurga ve iyilesmis bir enfeksiyonun yaninda agris1 gegmis
bir hastadir. Bu amaca ulagsmak i¢in ilgili tedavi stratejileri, omurganin stabilitesi
yaninda konagin komorbiditesi, patojen faktorleri, mevcut tibbi ve cerrahi olanaklar
g0z Oniinde tutularak gelistirilmelidir. Erken enfeksiyon implantasyondan haftalar
sonrasina tekabiil ederken ge¢ enfeksiyon yillar sonraki, ¢ogunlukla kronik agri,
implant hasar1 veya yetersiz spinal flizyon ile gelisen enfeksiyondur. Erken
baslangi¢hi yara enfeksiyonu (early-onset wound infections) ve ge¢ baslangich
enfeksiyonlar (late-onset wound infections) mikrobiyolojik 6zellikler ve ydnetim
stratejileri agisindan birbirinden farklidir [181, 183]. Spinal implantlar, vertebral
viicut fiizyonundan 6nce ameliyat sonras1 erken donem boyunca gerekli stabiliteyi
saglamaktadir. Bu nedenle, prensiplere bagh kalarak enfekte olmusg yabanci cismi
¢ikartmak istenmeyen sonuglara yol agabilmektedir. Ge¢ baslangigh enfeksyionlar
olan hastalarda, teshis sirasinda fiizyon olmus (kaynamis), stabil bir omurga ile
karsilagma olasilig1 daha yiiksektir. Dolayisiyla, bu hastalarda implant ¢ikarilabilir ve
sistemik antimikrobiyal tedavi uygulanabilir. Tibbi ve cerrahi tedavi stratejileri
acisindan, Ozellikle erken baslangicli enfeksiyonlar i¢in, herhangi bir standart siire¢

ve fikir birligi bulunmamaktadir.

Implant yiizeyinde bakteri yapismasi, doku rejenerasyonu (hiicre tutunmasi ve

gelisimi) olmadan Once meydana gelirse, konak savunma mekanizmasi genelde
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biyofilm olusturabilen bakteri tiirlerinin kolonizasyonu engelleyemez. Bu nedenle,
implant nedenli enfeksiyonu engellemek amaciyla bakteriyal yapismanin onlenmesi
cok onemlidir, ¢ilinkii biyofilm bagisiklik sistemi ve antibiyotiklere karsi oldukca
direnclidir [184-186]. Dolayisiyla, ortopedik implantlarda basar1 saglamak igin,
implant malzemeleri kemik olusturucu hiicreler i¢in yasanabilir olmali (osteoblast
hiicrelerin yapismasi tesvik edilmeli), yumusak doku olusumu (fibroblast hicrelerin
yapismasi) engellenmeli ve anti-enfektif (bakteriyel yapismasini 6nleyen) olmalidir
[187]. Bir implant yiizeyinde biyofilm olustugunda, genelde implantin yerinden
cikarilmasi ve antibiyotik tedaviye baslanmasi gerekmektedir. Bu nedenle, bu tir
olusumlar1 6nlemek icin biyofilm olusumundan 6nce proflaktik antibiyotikler veya
kolonizasyonu dnleyen veya antimikrobiyal 6zelliklere sahip “akilli” yiizeyler gibi
yeni stratejiler gelistirilmelidir. Bu ylzeyler genelde ¢esiti kaplama yontemleri ile
olusturulmaktadir. Ozellikle, uzun vadeli koruma igin, inorganik Ag, cok diisiik ppb
konsantrasyonlarinda genis bir antibakteriyel spektruma sahip oldugundan bircok
kaplamada kullanilmaktadir [31-35]. Ag, bakteriyel tutunmayi1 engelleyerek [36],
uzun siireli etki saglamakta ve gerekli dozlarda diisiik sitotoksisite, diisiik bakteriyel
direng gelisim riski gostermektedir [37, 38]. Saf Ag kaplamalar yaninda, Ti-Ag [34],
TiN-Ag [39, 40], TaN-Ag [41, 42], DLC-Ag [43, 44], Ti-Mg-Ag(Pt) [45] vb.
kaplamalarin bazilar1 gelisim ve klinik c¢alisma asamalarinda iken bazilar
kullanilmaktadir. Ancak, metalik Ag insan dokusunda bir inert malzeme olarak
davranmakta ve herhangi bir antibakteriyel etki gdstermemektedir [46, 47]. Ag’Un
mikroorganizmalara kars1 etkili olabilmesi (6ldiirebilmesi) igin iyonik, Ag®, formda
olmas1 gerekmektedir. Bu sekilde biyolojik molekiillerin elektron donor gruplarina
baglanarak etkisini gosterebilmektedir [31, 48]. Ag iceren malzemelerin
antibakteriyel etki sagliyabilmeleri igin biyolojik ortama Ag® salimi yapmalari
gerekmektedir. Ag’nin en blylk dezavantaji, elektrokimyasal esalarmna dayanan
salim kinetigidir ve hasarli dokuda bakteriyel kolonizasyonu engellemek i¢in diigiik
olabilmektedir [49]. Birgcok ¢alisma, giimiise platin dope edilmesi ile bir Ag-Pt
arasinda bir galvanik etki olusturarak Ag® salimi artirilabildigini gostermistir [50,

51].
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3. MALZEME VE YONTEM

Bu tez caligmasi bir Avrupa Birligi projesi olan Eurostars programi tarafindan
desteklenmis olup pazar odakli bir AR-GE proje caligmasidir. Caligmanin amaci,
PEEK implantlara antibakteriyel davranis ve gelistirilmis osseointegrasyon 6zellikler
kazandirmaktir. Bu amagla PEEK esasli implantlar, ylizey topografisinden ve
seklinden beklenen ozellikleri karsilayacak sekilde, yiiksek sicaklikta enjeksiyon
kaliplama ile {iretilmistir. Implanta osteokondiiktif, antibakteriyel davranis
kazandirmak amaciyla ylizeyinde vakum kaplama yontemi ile kademeli nano yapili
kaplamalar tretilmistir. Bu Uretilen kaplamalar dogru segilmis karakterizasyon
metotlar ile, kimyasal, yapisal, mekanik ve biyouyumluluk a¢isindan test edilmistir.
Bu kapsamda yapilan testlerin is akis1 ve uyulacak standartlar detayli bir sekilde

asagida verilmistir.

PEEK esasli numune ve intervertebral disk implantlar (lumbar & cervical interbody
fusion devices) DOPA fla¢ San.Tic. Ltd. Sti. (DOPA) tarafindan enjeksiyon
kaliplama yontemi ile tiretilmistir (geleneksel CNC mekanik islemlemeye gore daha
ekonomik, cevre dostu).

Numune ve implant ylzeyinde, farkli mimaride nano yapili kaplama JOANNEUM
RESEARCH Forschungsgesellschaft mbH tarafindan tiretilmistir. Bunun i¢in yeterli
kaplama yapismasini (adhesion) saglamak amaciyla lineer iyon kaynak plazma ile
PEEK ylzeyinin aktivasyonu saglanmis ve daha sonra magnetron sputterlama ile
nanoyapili Ti-Mg-Ag kaplamalar gergeklestirilmistir.

Uretilen kaplamalar asagida verilen karakterizasyon yontemleri ile incelenmistir.

Film kalinlig1, topografi ve yapi,

e mekanik profilometre ile film kalinliginin belirlenmesi

e X-151m1 difraksiyonu (XRD, X-Ray Diffraction) ile yap1 analizi

e taramali elektron mikroskobu (SEM, Scanning Electron Microscope) ile ylizey
kalitesinin incelenmesi ve enerji dagilim spektrometresi (EDS, Energy Dispersive

Spectrometer) ile mikroanaliz
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e atomik kuvvet mikroskobu (AFM, Atomic Force Microsope) ile nanoboyutta

ylizey piirtizliiliigiiniin 6l¢iilmesi

Mekanik ozellikler;
e cizik testi (scratch test) ile yapisma karakterizasyonu

e ultra-mikro sertlik 6l¢iimii ile elastik modiil ve sertligin belirlenmesi

Islatilabilirlik;
e su temas acist Olcimleri ile yiizey hidrofobisite/hidrofilisite &zelliginin

belirlenmesi

Kaplamalarin biyobozunma davranist,
e [SO 10993-15’e gore simule edilmis (yapay) viicut sivist (SBF, Simulated Body

Fluid) i¢inde biyobozunma davraniginin belirlenmesi

In vitro olarak biyolojik degerlendirme;

e |ISO 22196 gore antibakteriyel etkinin (Staphyloccocus aureus ve Escherichia
coli) belirlenmesi

o osteokonduktivite 6zelliginin belirlenmesi (osteoblast veya osteosarcoma hiicre
yapismasi, cogalmasi, farklilagsmast)

e 1SO 10993-5’e gore sitouyumluluk (cytocompatibility) 6zelliginin belirlenmesi

e 1SO 10993-3’e gore genotoksisite 6zelliginin belirlenmesi

In vivo olarak biyolojik degerlendirme

e 1SO 10993-10’a gore deri ici iritan ve sensitif 6zelliklerinin belirlenmesi

e [SO 10993-11’e gore akut, subakut, kronik ve sistemik toksisite Ozelliklerinin
belirlenmesi

e ISO 10993-6’e gore implantasyon ve bolgesel patolojik etkilerin histolojik

incelemesi

Bu tiir projeler sanayiye yonelik oldugundan kaplamalarin biyolojik degerlendirme
kapsaminda in vitro ve in vivo test c¢aligmalar1 akredite bir laboratuvar olan
TUBITAK’a (TUBITAK MAM Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisi),
antibakteriyel test ise Egemikal Laboratuvari’na (Ege Universitesi Egemikal Analiz

Laboratuvari) yaptirilmistir.
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3.1. Kaplama Sureci

Kaplamalarin gelistirilmesi ve Uretimi Joanneum Research’de gerceklestirilmistir.
Kaplamalar, ylksek vakum altinda ve disiik sicaklikta (maks. 50°C) magnetron
sputterlama yontemi ile hazirlanmigtir. Bu yontem, hedef (target) bir malzemenin
iyonize edilmis inert gaz pargaciklar (6rnegin Argon gazi) tarafindan atomize
edilmesine dayanmaktadir. Bu iyonlar, hedefin arkasina yerlestirilmis miknatislar
vasitastyla olusturulan magnetik alan sonucu hedef malzemenin etrafinda olusturulan
elektriksel alan icinde yogunlagsmaktadir. Ylksek vakum (~0.005 mbar Argon-
basinci) altinda g¢arpigma sonucu olusan iyonizasyon, tabaka olusumlarina yol

agmaktadir.

JR’da, magnetron sputterlama, plazma ve iyon destekli on islemleme sirecleri ile
kombine edilerek iyi bir kaplama yapismasi saglanmaktadir (Sekil 3.1). Ayrica
kaplama Oncesi altlik malzeme yiizeyinin kirlilik ve oksit tabakalardan temizlenmesi
i¢cin magnetron sputterlamadakine benzer bir iyon kaynagi (Anode Layer lon Source,
ALS) kullanilmaktadir. Bu iyon kaynag: ile inert gaz, elektriksel ve magnetik alan
icine goOnderilerek iyonize edilmekte ve yiiksek enerjiye sahip iyonlar
olusturulmaktadir. Bu kaplama yonteminin alternatifi olan plazma sprey kaplamalar
PEEK’e yetersiz yapisma getirmekte, ark ile biriktirme, darbeli lazer biriktirme, vb.
gibi diger vakum biriktirme teknikleri ise ya ¢ok piiriizlii yiizey ve diisiik siire¢

kontroliine neden olmakta ya da herhangi bir maliyet etkinligi saglamamaktadir.

(b)

Sputterlama
hed efi DC

v .
Sputterlama Déner Sputterlama
hedefi DC Tabla hedefi DC

Isltlc\ PLD buharlasitirict

Sputterlama
hedefi DC

iyon kaynagi 4 iyon kaynag

Sekil 3.1. Vakum kaplama sisteminin (a) genel gériunimd, (b) i¢ haznesinin sematik
olarak gosterimi
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Cok tabakali ve fonkisyonel olarak derecelendirilmis olmak {izere iki farkli kaplama
¢esidi hazirlanmistir. Bu kaplamalart olusturan tabakalarin her biri tek tabakali olarak
da hazirlanmis ve incelenmistir. Kaplama cesitleri ve kalinliklar1 Tablo 3.1°de,
kaplama yapilar1 ¢ok tabakali kaplamalar igin Sekil 3.2’de ve fonksiyonel olarak
derecelendirilmis kaplamalar i¢in Sekil 3.3’de ayrintili bir sekilde verilmistir. Her iki
kaplamada en alt tabakayr 1000 nm kalinli§inda, osteokondiiktif, uzun siireli kararl
titanyum tabaka olusturmaktadir. Cok tabakali kaplamada ara tabaka 250 nm
magnezyum ve en {ist tabaka 250 nm giimiis/platin dope edilmis giimiis tabakadan
olugsmaktadir. Fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada ise Ti’un (stlinde,
Mg ve Ag’lin derisimlerinin kalinlikk boyunca degistigi fonksiyonel olarak
derecelendirilmis bir tabaka bulunmaktadir. Mg’un derisimi Ti’un hemen Ustunde
%100 iken kalinlik boyunca yilizeye dogru azalmaktadir. Ag ve Ag/Pt ise tam aksine
yiizeyde % 100 iken arayiizeye dogru azalmaktadir.

Tablo 3.1. Deneysel ¢alismada kullanilan kaplamalarin kodlanmasi ve yapilari

Nominal kalinlik Olgiilen toplam kalinhk ~ Hesaplanan tabaka kalinliklari

Ornek kodu (nm) (nm) (nm)

Ti 1000 1009 1009 nm Ti

Ti+Mg 1500 1533 1022 nm Ti + 511 nm Mg

Ag 1000 1043 1043 nm Ag

Ag/Pt 500 140 140 nm Ag/Pt

Ti+ML 1500 1548 1030 nm Ti + 259 nm Mg + 259 nm Ag

Ti+ML/Pt 1500 1406 938 nm Ti + 234 nm Mg + 234 nm Ag/Pt

Ti+GL 1500 1560 1040 nm Ti + 520 nm Grad (Mg+Ag)

Ti+GL/Pt 1500 1550 1034 nm Ti + 516 nm Grad (Mg+Ag/Pt)

Giimiis tabakas 250 nm Pt dope edilmis Giimiis tabakast 250 nm

Magnezyum tabakasi

Titanyvum tabakasi 1000 nm Titanvum tabakasi 1000 nm

H_'Il_l_ﬂ_f_’

250 25
am Magnezyum tabakasi i|‘ 250 nm

PEEK PEEK

Sekil 3.2. Cok katmanli kaplamanin (a) Pt dope edilmemis (b) Pt dope edilmis
yapisinin sematik gosterimi
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fimiis - < Pt dope edilmig Giimiig -
Giimii 500 nm ope cdliniz LA 500 nm
agnezyum tabakasi Magnezyvum tabakasi
Titanyum tabakast j|> 1000 nm Titanvum tabakasi } 1000 nm
PEEK. PEEK

Sekil 3.3. Fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamanin (a) Pt dope edilmemis
(b) Pt dope edilmis yapisinin sematik gésterimi

Homojen ve verimli bir kaplama saglamak amaciyla disk numuneler (Sekil 3.4a) ve

implantlar (Sekil 3.4b), kaplama haznenin iginde bulunan 3 eksenli donen tasiyicilara

(planetary) yerlestirilir.

i

"‘ YooV

Sekil 3.4. (a) Disk numunelerin (b) implant malzemelerin kaplama haznenin icine
yerlestirilme seklinin gosterimi

Sekil 3.5’de kaplanmis implantlarin goriintiileri verilmistir. Alt ve st yiizeyde
bulunan testere disleri, omurgaya mekanik olarak tutunmayi saglamakta olup tibben
gerekli yiizey yapilandir. Icinde bulunan bosluklar otolog kemik malzemesi
(autologous bone material) ile doldurulabilir. On tarafta bulunan yarik benzeri
acikliklar, cerrahi miidahale sirasinda implantin viicut igerisine yerlestirilmesinde

aletler ile tutulmasini saglamaktadir.
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Sekil 3.5. Kaplanmis implantalarin nihai makro goriintiileri

3.2. Kaplamalarin Mikroyapisal ve Topografik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kaplamalarin mikroyapisal ve topografik o6zelliklerin incelemeleri ii¢ asamada
gergeklestirilmistir. Birinci asamada XRD analizi ile kaplamalarin kristalin yapisi
belirlenmistir. Ayrica elde edilen difraktogramlardan kaplamalarda bulunan fazlarin
kristalit boyutlar1 hesaplanmustir. ikinci asamada SEM/EDS analizi ile kaplamalarin
yiizey morfolojileri incelenmistir. Ugiinii asamada kaplamalarin topografik

ozellikleri AFM ile arastirilmis ve yiizey piirtizliiliik parametreleri belirlenmistir.

3.2.1. XRD analizi

Kaplamalarin yapisal analizi, X-1s11 difraksiyon cihazi (XRD, Rigaku RINT
Ultima+ difraktometre) ile yapilmistir. Incelemeler, 40 kV’da, CuK, radyasyonu
kullanilarak, 1°C/dak tarama hizinda, 10-90° tarama araliginda Bragg-Brentano
tarama geometrisi (theta-theta) ile gergeklestirilmistir. Kaplamalar1 olusturan fazlarin
kristalit boyutu, D, asagida verilen Scherrer esitliginden hesaplanmistir [188, 189].

_0,9%xA
Bxcos6

3.1)

Burada, A, CuK, x-ismi1 dalgaboyunu (1,514 A), B, maksimum pikin yar
yiiksekligindeki genisligini (FWHM, Full Width at Half Maximum) ve 6 difraksiyon
acisii gostermektedir. Kaplamalarin tabakali yapisi geregince XRD analizinde, arka
plandan (background) gelen kiiciik genis piklerden ve birbiri ile ¢akisan piklerden
kaynaklanan hatalar1 engelemek amaciyla Kkristalit boyut hesaplamalarinda en

kuvvetli pikler kullanilmustir.

43



3.2.2. SEM/EDS analizi

Kaplama yizeylerinin morfolojik incelemeleri EDS (I-XRF) donanimli SEM (Jeol,
JSM6060) ile gergeklestirilmistir. Daldirma testi ve osteokondiiktivite testi sonrasi,
goriintiileme sirasinda yiizeyde olusabilecek herhangi bir elektron yuklenme (sarj
etkisi, charge effect) etkisine neden olmamak igin kaplama yizeyleri gorlntileme
oncesi altin ile kaplanmistir. Goruntulemeler hem topografik kontrastta ikincil
elektronlar (SE, Secondary Electrons) ile hem de materyal kontrasta geri sagilmis

elektronlar (BSE, Backscattered Electrons) ile gergeklestirilmistir.

3.2.3 AFM analizi

Kaplama yizeylerinin topografik incelemeleri AFM (NanoMagnetics Instruments,
ezAFM) ile yapilmistir. Incelemeler tapping modunda, PPP-NCLR cantilever
(NANOSENSORS™) ile topografik ve faz olmak iizere iki farkli kontrastta
gergeklestirilmistir. Goriintliler ezAFM v3.30 programu ile islemlemlenmis ve yiizey

purazlulik parametreleri belirlenmistir.

AFM, keskin bir prob (u¢, <10 nm) ile ¢ok kisa mesafedeki (0.2-10 nm) bir ylizey
arasindaki kuvvetleri 6lgerek yiizeyin nano boyutta ¢ boyutlu (3D, 3 Dimensional)
profilini verir. Prob esnek bir cantilevere tutturulmustur. AFM ucu, yumusak bir
sekilde yiizeye temas ederek prob ve yiizey arasindaki kiiciik kuvveti dlcer. Ug
boyutlu AFM topografi goruntdleri, parazlulik, kusurlar, amorf ve kristalin faz,
cekirdeklenme ve biiyiime modlari gibi kaplama yapist hakkinda nano boyutta bilgi
vermektedir. Topografik goruntileme genelde tapping modda yapilir. Bu modda,
cantilever kendi rezonans frekansina yakin bir degerde salinim (oscillation)
yaptirilarak prob ucu sadece belli aralikladaki salinim ¢evriminde ylizeye temas eder.
Bu sekilde, kontakt (contact) moda gére hem uca hem de numune yizeyine daha az
hasar vermis olur. Tapping moddaki uzaysal (spatial) ¢ozunirlik cok ince uclarda
dolayisiyla ¢ok kiigiik ug-yiizey temas alaninda artmaktadir. Boylece atomik ve

kristal yap1 dahi ¢oziilebilmektedir.

Parazluluk parametreleri, topografi gorintisinden elde edilen karmasik 3D
bilgilerini 6zetlemektedir. Ylzey piriizliligi; ortalama puruzliluk (S,, average
roughness), karekok ortalama piiriizliligi (Sq, root mean square roughness),

piirtizliilik ¢arpikligi (Ss, roughness skewness), piirtizliiliik basikligr (Sky, roughness
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kurtosis) gibi genlik parametreleri ile tanimlanmaktadir [190]. Bu genlik
parametreleri, bir yizeyin topografisi ile ilgili istatistiksel ortalama degerleri,
histogram yiikseklikleri ve sekilleri gibi 6zellikleri hakkinda bilgi verir. S,, 6lctlen
uzunluk/alan boyunca ortalama yiiksekligi verir. Sq, Ol¢llen uzunluk/alan boyunca
ylikseklik degerinin karelerin ortalamasinin karekokiidlr. Sq, Sa’ya gére daha hassas
bir deger olup ortalama profil yiiksekliginden standart sapmayi ifade etmektedir. Sy,
profil/yizey yiksekliklerinin simetrisini 6lgmek i¢in kullanilir. Sg degeri, ortalama
¢izginin istiinde ve altindaki sivri tepelerin dagilimini gostermektedir. Pozitif Sy,
tornalanmis bir yiizeye benzer, ortalamanin iizerinde oldukga yiiksek ¢ikintilara sahip
bir yuzeyi ifade etmektedir. Gozenekli bir ylzey gibi negatif bir Sg degeri gosteren
bir ylizey daha diiz bir platoda olduk¢a derin vadiler icermektedir. Daha gelisigiizel
(random) yiizeyler 0’a yakin bir deger vermektedir. S« degeri 1,5’un (negatif veya
pozitif) lizerinde olanlar karmasik yiizeylere sahip olup, yiizeyin yapisini tanimlamak
icin daha fazla parametreye gerek duyulur. Sy, ortalama ¢izgi/diizlemin Ustlinde ve
altindaki tepelerin sivriliklerinin (peakedness) bir o6lcistdir. Cok sivri tepeler
(¢ikintilar) iceren yuzeyler icin Sy, > 3; yumrumsu (bumpy) yizeyler igin Sy, < 3,
muikemmel kusursuz yuzeyler icin Sy, = 3’diir. Gaussian dagilim gésteren bir yuzey

i¢in carpiklik O ve basiklik 3 degerini alir.

3.3. Kaplamalarin Mekanik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Biyomalzemelerde yiizeyin yapisal, kimyasal 6zellikleri yaninda mekanik kararlilig
ve tribolojik performansi da énemlidir. Ozellikle cerrahi miidahale sirasinda viicut
icerisine yerlestirirken herhangi bir deformasyona, ¢izilmelere ugramamasi
gerekmektedir. Dolayisiyla kaplamalarin mekanik 6zelliklerin belirlenmesinde
kullanilan testler bu dogrultuda se¢ilmistir. Kaplamalarin sertlik ve elastik moddlleri
ultra-mikrosertlik yontemi ile belirlenirken, yapisma mukavemeti ve tribolojik
performanst i¢in ¢izik testi kullanilmistir. Kaplamalarin yapisma mukavemetini
belirlemek icin ayrica Rockwell indentasyon testi kullanilmistir. Ancak yiiksek
elastik  deformasyon sergileyen kaplamalarda yapisma bu yontem ile
belirlenememektedir. Bu nedenle ¢izik testi uygulanmis ve kaplama ile altlik

malzeme arasindaki yapisma optik, akustik, derinlik profili ve SEM ile belirlenmistir.
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3.3.1. Ultra-mikro sertlik dlctimleri

Malzeme {iizerine batici bir u¢ (indenter) ile yapilan yiikleme ve bosaltma sirasinda
yiik ve yer degisimi algilanarak yapilan indentasyon teknigi, ince film, kaplama vb.
yapilarin mekanik Ozelliklerinin belirlenmesine izin vermektedir [191, 192].
Indentasyon testinin en biiyilik avantaji, test sonrasi izin goriintiisiinii almadan sertlik,
elastik modul gibi mekanik 6zelliklerin direkt olgiilebilmesidir. Ayrica olusan
indentasyon izinin degerlendirilmesi ile malzemenin kirilma toklugu gibi

deformasyon davranisi incelenebilmektedir.

Indentasyon teknigi ile 20 nm’den daha diisiik penetrasyon derinliklerinde mekanik
ozellikler belirlenebilmektedir. Indentasyon tekniginde batict ucun geometrisi onemli
bir parametredir. Mitkemmel bir u¢ sekli elde etmek ¢ok giictiir. Berkovich ug, ii¢
kenarl bir piramit olup keskin sivri bir u¢ saglamaktadir. Vickers ug, dort kenarli bir
piramit olup hafif bir offset sergilemektedir. Bu nedenle indentasyon testlerinde daha

cok Berkovich ug¢ kullanilmaktadir.

Bu yontemde, bir indentasyon sirasinda kaydedilen yiik-yer degisimi verilerinden bir
malzemenin sertlik ve elastik modulu Olculebilmektedir [193]. Genelde bu yontem

Berkovich uglar igin gelistirilmesine ragmen diger uglar i¢in de kullanilabilmektedir.

Sekil 3.6’da sematik olarak Berkovich ug ile alinan tipik bir yiik-yer degisimi egrisi

verilmistir.

Burada P uygulanan yiikii, h ilk konumuna gore yer degisimini (batma derinligini)
ifade etmektedir. Ylkleme sirasinda hem elastik hem de plastik deformasyon soz
konusu iken bosaltma sirasinda sadece elastik yer degisiminin geri kazanildigi kabul

edilir.
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Sekil 3.6. Berkovich u¢ ile alan tipik bir yiik-yer degisimi egrisinin
sematik gosterimi [193]

P-h egrisinden ii¢ 6nemli deger ol¢iiltlebilir; maksimum yik, Pmaks, maksimum yer
degisimi, hmas ve bosaltmanin ilk evrelerinde kaydedilen bosaltma egrisinin {ist

Diger 6nemli deger ise, tamamen bosaltiktan sonraki kalic1 batma derinligi olan nihai

derinlik, hs ’dir.

H ve E’yi 6lgmek i¢in kullanilan ve temeli bosaltma asamasina dayanan yontem
sematik olarak Sekil 3.7’de gosterilmistir. Bu modellemede temas yuzeyi rijit bir
zimba (punch) olarak kabul edilmistir. Bu yontemde, bazi elastik-plastik davranis

sergileyen malzemelerde gergeklesen yigilma (pile-up) ihmal edilmistir.

P

bosaltma

yiikleme

Sekil 3.7. Bosaltma asamasindaki temas yiizeyinin geometrisinin sematik
gosterimi (193)
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Buna gore, batma derinligi asagida verilen esitlige gore verilmistir:

h = ¢ “maks (3.2)

Burada, € ucun geometrisine bagli bir sabittir. Konik bir zimba igin € = 0,72
parabolik icin € = 0,75 ve diiz zimba i¢in € = 1°dir. Esitlik (3.2)’yi kullanarak temas
ucun dikey yer degisiminin hesaplanmasi Sekil 3.7°de verilen geometriye gore

asagidaki esitlikle verilir:

h. = hpars — hg (33)
ve

Pma S
he = hpars — €. maks (3-4)

S

F(d), ucun kesit alanin1 veren *“alan fonksiyonu” olarak tanimlandiginda temas alani
A, A = F(d) ifadesi ile verilir. Genelde ucun sekil fonksiyonu olarak da adlandirilan
alan fonksiyonun, ideal ugdan sapmalar1 hesaba katmak amaciyla dikkatli bir sekilde

belirlenmesi gerekmektedir.

Alan fonksiyonunu belirledikten sonra, sertlik asagida verilen esitlikten hesaplanir:

_ Pmaks
H = —maks (3.5)

Elastik modul, temas alani ve 6lgiilen bosaltma rijitligi ile iliskili olup asagida verilen

esitlikten hesaplanmaktadir:
2
S=p- In *Eetkin * VA (3.6)

Burada Eein, etkin elastik modiilii verir ve asagida verilen esitlikten hesaplanir:

1 1-v2  1-v;?
= + L
Eetkin E Ej

(3.7)

Etkin elastik modiil, elastik yer degisiminin hem elastik modull, E ve Poisson orant,
v olan numune hem de elastik modulli, E; ve Poisson orani, v; olan uclarda

gergeklesdigi gercegini kabul eder.
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Esitlik 3.6’da verilen dizeltme faktor, [, ideal sekle (cksen simetrigi) sahip
olmayan ug i¢in hesaplanan bir sabittir. Rijit ve eksen simetrigi olan zimbanin elastik
bir malzemede olusturdugu kii¢iik deformasyonlar i¢in uygulanan 3 degeri 1 olarak
alinir. Cok kiigiik deformasyonlar ancak yari agist 90°’ye yakin uglarda olur. W.C.
Oliver ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada Berkovich ug i¢in B = 1.05 (hata
pay1£0.05) olarak bulunmustur [193].

Kaplamalarin sertlik ve elastik modiil 6zellikleri ultra-mikro sertlik indentasyon
cihazi (Fischerscope HV100) ile gergeklestirilmistir. U¢ olarak Berkovich elmas ug
kullanilmistir. Althik malzemeden gelen etkiyi kaldirmak igin ultra-mikro sertlik
Ol¢timleri silikon plakalara kaplanmig tabakalar tizerinde, kaplama kalinliginin 1/10
kuralma uyularak gerceklestirilmistir. Indentasyon testinde uygulanacak yiik en
disiik kalinliga sahip 1 um Ag tek tabakali kaplama iizerinden 1,2 mN olarak

belirlenmistir.

3.3.2. Cizik testi

Cizik testi, kaplamalarin yapisma mukavemetinin bir Olglisii olan kritik yikleri
belirlemede yaygin bir bicimde kullanilan, hizli ve etkili bir metottur. Bir elmas ug
(stylus), dogrusal olarak artan bir yiikle bir numune ylizeyinde hareket eder (Sekil
3.8). Bu hareket esnasinda kaplama-altlik malzeme arayiizeyinde veya kaplamay1
olusturan tabakalar arasinda olusan gerilmeler sonucu kaplamada pullanma
(spalling), talas kalkma (chipping) gibi hasarlar meydan gelmektedir. Bu hasarlarin
olustugu kritik yiikler (L.), yatay (tangential) kuvvetteki, akustik emisyon sinyaldaki
dalgalanmalar veya 1sik mikroskobu ile belirlenebilen yuzeydeki deformasyonlardan
Olculebilmektedir. Genelde daha diisik degerde olan kritik yiikk (Lci), kaplama
icindeki kohezif hasar1 belirtirken daha yiiksek degerdeki kritik yuk (L) ise

kaplama ve altlik malzeme arasindaki adhezif hasara isaret etmektedir [194].
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Sekil 3.8. Cizik Testi platformunun bir sematik gosterimi [195]

Nano cizik testi (NST, NanoScratch Tester CSM-Instruments) ile kademeli olarak
artan yiikler altinda kaplamalarin yapisma dayanimi belirlenmistir. Cizik testi ¢ok
tabakali ve fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalara uygulanmistir. Cizik
testi 100 pm Rockwell elmas ug ile 0,03 — 3 N artan yiik araliginda 3 mm’lik cizik izi
olusturularak yapilmistir. Cizik testlerinde, her bir kaplama numunesi i¢in 6,06
mm/dak ¢izme hiz1 ve 6000 mN/dak yiikleme hiz1 kullanilmistir. Kaplamalarin hasar
mekanizmalarin1 incelemek amaciyla uygulanan yiik araliginda cizik test izleri
SEM/EDS ile goriintiilenmistir. Kaplamanin yapisma mukavemetini gosteren L¢; ve

L ¢ kritik yiikleri belirlenmistir.

3.4. Kaplamalarin Biyobozunma Davranisinin Belirlenmesi

Bu c¢alismanin amaci, PEEK’in osteokondiiktivitesini gelistirmenin yaninda
antibakteriyel ozellik kazandirmaktir. Bu dogrultuda osteokondiiktif 6zelliginin
gelistirilmesi amaciyla hicbir sekilde biyobozunma gostermeyen, osteokondiiktif ve
kararli Ti segilmistir. Ancak sadece bu amagla kullanilan saf titanyum kaplamalar
yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle, implant ve kemik arasinda daha hizli ve kuvvetli
bag olusumu, hastanin hizli iyilesmesi amaciyla biyobozunur, biyoaktif olan Mg da
kullanmilmistir. Kaplamaya antibakteriyel davramis kazandirmak ise Ag ile
amaclanmistir. Ag’iin ¢ozlinlirligiini artirarak antibakteriyel etkisini gelistirmek

amaciyla Ag’e Pt dope edilmistir.
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Yukarida da agiklandigi gibi kaplamay1 olusturan tabaklarda Ti tabaka kararli ve
coziinmesi istenmezken, Mg ve Ag/Ag-Pt’un c¢ozlinmesi istenmektedir. Burada
biyolojik ortam s6z konusu oldugundan biyobozunma/biyog6ziinme terimi
kullanilmistir. Kaplamalardaki ¢oziinme elektrokimyasal bir silire¢ oldugundan
kullanilan  testler bu dogrultuda secilmistir. Kaplamanin  biyobozunma
mekanizmasini agiklamak icin daldirma testi ve elektrokimyasal test kullanilmig

ve ISO-10993-15’e gore gergeklestrilmistir.

Biyolojik ortam olarak % 0,9’luk NaCl serum fizyolojik ¢ozeltisi kullanilmis ve tim

deneyler 37 £ 1°C’de gergeklestirilmistir.

3.4.1.Daldirma deneyi

Bu deneyde Pt dope edilmemis ve edilmis ¢ok tabakali ile fonksiyonel olarak
derecelendirilmis kaplamalarin simule edilmis viicut sivisi (Simulated Body Fluid,
SBF, PF %0,9 Izotonik, Polifarma) igerisinde ¢oziinmesi farkli siirelerde 37 £ 1°C’de
daldirma yontemi ile incelenmistir. Kaplamalar, bir calkalayici igine yerlestirilmis
100 ml SBF iceren erlenler iginde 1, 2, 6, 12, 24, 48, 96 ve 168 saat bekletilmistir.
Her siirenin sonunda kaplamalar SBF’den ¢ikarilmis ve yilizeyler SEM/EDS ile
incelenmistir. SBF icindeki elementlerin konsantrasyonu Indiiktif Eslesmis Plazma
Kitle Spektrometeresi (Inductively Coupled Plasma — Mass Spectrometer, ICP-MS,

Perkin Elmer Elan DRC-e) ile belirlenmis ve ¢6zeltilerin pH degerleri 6lglilmiistiir.

3.4.2. Elektrokimyasal deneyler

Kaplamalarin ~ biyobozunma mekanizmalarin1  aciklayabilmek icin  farkh
elektrokimyasal  testler  gerceklestirilmistir.  Bunun ig¢in, VersaSTAT 4
potansiyotat/galvanostat tarafindan kontrol edilen {ii¢ elektrotlu bir hiicre
kullanilmistir.  Elde edilen egriler VersaStudio programi (version 2.42.3) ile
islemlenmis ve ilgili degerler hesaplanmistir. Calisma elektrodu olarak ilgili
kaplamalar, referans elektrot olarak doygun kalomel elektrot (Saturated Colamel
Electrot) ve karsit elektrot olarak da platin kullanilmistir. Olgiimler yapilmadan énce

kaplamalar 1 saat SBF i¢inde bekletilmistir.

Korozyon (¢6ziinme) akim yogunlugu iy, korozyon potansiyeli Eyo, Ve

polarizasyon direnci R, Tafel ektstrapolasyon yontemi ile belirlenmistir. Test, 1
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mV/s tarama hizi ile -250 mV ile 250 mV (SCE’ye karsi) arasinda
gerceklestirilmistir.

Pt’nin Ag’in biyoctziinmesine etkisi, sadece Ag ve Ag/Pt tek tabakali kaplamalarda
1.0 mV/s tarama hizinda, -200 to 2000 mV arasinda gergeklestirilen
potansiyodinamik test ile belirlenmistir.

Elektrokimyasal =~ Empedans  Spektroskopisi ~ (Electrochemical  Impedance
Spectroscopy, EIS) 6lciimleri, 100 kHz ile 10 mHz araliginda, 10 mV AC genlikde
acik devre potansiyelinde gergeklestirilmistir. ZSimpWin 3.21 programi kullanarak
elde edilen deneysel egrilere esdeger devre tamimlanmis, elektrolit direnci Rq, yik
transfer direnci R;, ve ¢ift tabaka kapasitansi Cgy, gibi empedans parametreleri

hesaplanmustir.

3.5. In vitro Deneyler
3.5.1. Antibakteriyel test

Antibakteriyel test, cok tabakali ile fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalar
ve karsilastirma amaciyla referans numune olarak kaplanmamis PEEK disk
numunelerine uygulanmistir. Test, Egemikal Cevre Sagligi Laboratuvari’nda ( Ege
Universitesi, Izmir) yaptirilmis olup, kaplamalarin 1SO 22196 (Plastics —
Measurement of antibacterial activity on plastics surfaces)’a gore Staphylococcus
aureus ATCC 6538 ve Escherichia coli ATCC 8739 bakterilerine kars1 antibakteriyel
aktiviteleri tespit edilmistir. Bu amagla referans kulturler, Nutrient Agar besiyerinde,
35°C’de 24 saat gelistirilmisti. Bu kiiltiirlerden 10* kob/ml olacak sekilde
siispansiyon hazirlanarak disklere aktarilmistir. Disklerin {izeri, kiiltiirlerin
kurumasini 6nlemek amaciyla steril film ile kaplanmustir. Inokiilasyon sonrasi
ornekler 35°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan &rnekler
notralizer icerisine aktarilmig ve vortekleme islemi ile disklerin iizerinde bulunan
organizmalarin sivi ortama gegmesi saglanmistir. Referans 6rnek ve kaplamalarda
canli kalan mikroorganizma sayisim1 belirlemek iizere diliisyonlar hazirlanip petri
kaplarina 1’er ml aktarilmis, tizerine 15 ml Plate Count Agar dokiilmiistiir. 35°C’de
48 saatlik inkiibasyonun ardindan koloniler sayilmistir. Ayni islem daha yiiksek
bakteri sayilari icin (10° kob/ml) tekrarlanmistir.
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3.5.2. Osteokonduktivite testi

Osteokonduktivite testi icin hiicre ekimi TUBITAK (Gen Miihendisligi ve
Biyoteknoloji Enstitiisii) tarafindan gerceklestirilmistir. Bu kapsamda Ti tek tabakali
kaplama, Ti+ML, Ti+ML/Pt, Ti+GL ve Ti+GL/Pt kaplamalar uzerine ekilen
osteoblast hiicrelerin 72 saat sonraki adezyon ve proliferasyon potansiyeli SEM/EDS
ile incelenmistir. Ayrica, implant malzeme iiretiminde kullanilan Ti (grade 2) disk

numunesi de ayni kosullarda hazirlanarak karsilastirilmistir.

Calismada MC3T3-E1 osteoblast hiicre hatti kullanilmistir. MC3T3-E1, fare
kalvariden tiiretilen bir osteoblast Oncii hiicre hattidir. MC3T3-E1, kalvariyal
osteoblastlarda transkripsiyonel kontrol calismalar1 i¢in fizyolojik olarak uygun
hiicre hattidir. MC3T3-E1 hatti, yayilma (proliferation), farklilasma (differentation)
ve matriks mineralizasyonu acisindan insan osteoblastina benzer ozellikler

gosterdiginden in vitro galismalari i¢in uygun osteoblast modeli olmaktadir [196].

Bu kapsamda 1 vial pasaj 1 MC3T3-E1 osteoblast hiicresi (DSMZ, ACC-210) sivi
azottan alinarak (-196°C) 37°C’lik su banyosunda eritilmistir. Eritilen htcreler
icerisinde besiyeri (DMEM Gigh Glucose + %10 FCS + %1 Antibiyotik) bulunan 15
ml’lik tiiplere alinmis ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Santrifijun
ardindan st s1v1 aspire edilmis ve allta kalan hiicre peleti besiyeri ile sulandirilarak
100 mm ¢apindaki petri kaplarina ekilmistir. Hiicrelerin petri yiizeyini kaplamasinin

(konfluent) ardindan hiicreler pasajlanmis ve yeniden ekilmistir.

Kaplamalar {izerine hiicre ekimi yapildiktan 72 saat sonra hiicreler fikse edilmistir.
Fiksasyon icin; besiyerinin uzaklastirlmasini takiben steril fosfat tamponlu tuz
cozeltisi (Phosphate buffered saline, PBS) ile yikama gergeklestirilmistir. Yikamayi
takiben PBS igerisinde hazirlanmis olan %2,5 gluteraldehit soltsyonu ile hicreler
+4°C’de 1 saat boyunca fikse edilmistir. SEM/EDS analizi igin, kaplamalar %30,
%50, %70, %90 ve %100’lik (v/v) etanol ¢oOzeltisi ile yikanmistir. Analiz Oncesi

kaplamalar altin ile kaplanmustir.

3.5.3. Sitotoksisite testi

Sitotoksisite testi, “Medikal iirtinlerin biyolojik degerlendirmesi: 1SO 10993-5 Test
for in vitro sitotoksisite” standartlari dikkate alinarak TUBITAK tarafindan
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gerceklestirilmistir. Testte 1929 fare hiicre soyu kullanilmistir. ISO 10993-5
tarafindan tavsiye edilen hiicre soylarindan biri oldugu i¢in ve memeli sistemini
temsil etmeye uygunlugu dolayisiyla secilmistir. Besi yeri olarak DMEM/F12
(Sigma Cat # D0547-10X-1, lot # SLBH5487) + %10 Fetal bovin serum (Biochrom
AG Cat # S0115, lot # 1241W) + penisilin streptomisin (Sigma, Cat # P4333-20ML,
lot # SLBC1092V) kullanilmigtir. Test metodu olarak ekstraksiyon metodu segilmis
olup, siv1 iginde kat1 maddelerin hiicre ile temas1 sonucu olusabilecek toksik etkisi

analiz edilmistir.

Numunelerin sitotoksisite testinde kullanilan nitel degerlendirme kriterleri ve

puanlamasi Tablo 3.2°de verilmistir.

Ti+ML, Ti+ML/Pt, Ti+GL, Ti+GL/Pt ve kaplamasiz PEEK disk numuneler, ISO
10993-12’de belirtilen kalinligi > 1,0 mm olan numunenin yiizey alani ekstrakt
hacmine orani 3cm*ml esasina gore onerilen oranda ekstrakt edilmistir. Ornekler
steril olarak temin edilmis, tekrar bir sterilizasyon islemine tabi tutulmamustir.
Hazirlanan 6rnekler belirtilen hacimde, serum igeren besi Yyeri ig¢inde, 120 rpm’de 72

saat suire ile calkalanarak 37°C’de inkiibe edilmis ve ekstraktlari hazirlanmistir.

Tablo 3.2. Sitotoksisite testi i¢in degerlendirme kriterleri ve puanlama

Sitotoksisite derecesi Reaktivite Durumu

Intrasitoplazmik graniiller belirgin, hiicre lizisi yok,

0 Yok hiicre biyimesinde etkilenme yok

Yuvarlaklasmis, zayif tutunma gosteren ve/veya
intrasitoplazmik granilleri olmayan, morfolojik
degisiklik gosteren, aralarda lize olmus hiicrelerin
varlig1 %20’nin altinda

Yuvarlaklagsmig, intrasitoplazmik graniilleri hig
2 Hafif olmayan hiicre orani %50in altinda, kapsaml1 hiicre
lizisi yok; biiylime inhibisyonu %50'nin altinda

Hiicrelerin %70'inden azi yuvarlanmig veya lize

3 Orta olmug durumda; ve bityime inhibisyonu %50'den
fazla degil
4 Ciddi Hiicrelerin hepsi veya tiimiine yakini tahrip olmus

durumda
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L.929 hiicreleri sayilarak 1x10* hiicre/kuyu olacak sekilde 96’lik kuyulara ekilmistir
ve 37°C’de %5 CO,’de 24 saat inkiibe edilmistir. Hazir olan 2 saat 6rnek ekstraktlari
ve kontroller hi¢ bekletilmeden hiicrelerin tizerine eklenmis ve 24 saat 37°C’de %5
COy’de inkibe edildikten sonra %10 (v/v) WST-1 ajan1 kuyulara eklenmis ve 2-3
saat sonra canlilik testi i¢in mikroplate okuyucuda 450 nm’de ve 650 nm referans

dalga boyunda absorbans 6l¢iimii kolorimetrik olarak gergeklestirilmistir.

3.5.4. Genotoksisite testi

Genotoksisite  testi uygunlugu nedeniyle sadece Ti+GL/Pt kaplamada
gerceklestirilmigtir. 1ISO  10993-12: 2012 “Sample Preparation and Reference
Materials Standart” protokoliine gére numunenin sahip oldugu form ve yap1 dikkate
almarak, 3 cm?%ml yiizey/alan hacim oranm1 uygulanmis, 37°C’de 72 saat
inkiibasyonla ekstraksiyon eldesi gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon i¢in PBS
kullanilmistir. Numune ekstrakti bekletilmeksizin teste alinmis olup plate basina 100

ul ekstrakt kullanilmigtir.

Bakteriyel geri mutasyon testi, S. Typhimuriumi TA1535, TA97a, TA98, TA100 ve
TA102 suslarinda numunenin mutajenisitesini degerlendirmek (zere metabolik
aktivasyon sisteminin varhiginda ve yoklugunda "standart plate incorporation

yontemi''ne gore gergeklestirilmistir.

Buna gore Bakteriyel Geri Mutasyon Testi - AMES testi “OECD Guideline for
Testing of Chemicals: Bacterial Reverse Mutation Test (No: 471, Adopted: 21% July
1997)”e gbre Molecular Toxicology (Moltox) Firmasi'ndan temin edilen test
materyalleri ve Salmonella suslart kullanilarak gergeklestirilmistir. Analizde

kullanilan S.typhimurium suslarinin genotip bilgileri Tablo 3.3'de verilmistir.

Testte kullanilan S.typhimurium kiiltiirleri asagidaki sekilde hazirlanmistir:

e S.typhimurium TA1535 diski 20 ml Oxoid#2 Nutrient Broth'a,

e S.typhimurium TA97a, TA98 ve TA100 disklerinin her biri son konsantrasyonu
25 ng/ml olacak sekilde ampisilin antibiyotigi igeren 20'ser ml Oxoid#2 Nutrient
Broth'a,
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e S.typhimurium TA102 diski ise sirasiyla son konsantrasyonlar1 25 pg/ml ve 2
ng/ml olacak sekilde ampisilin ve tetrasiklin antibiyotiklerini iceren 20 ml

Oxoid#2 Nutrient Broth'a atilmistir.

Tablo 3.3. S.typhimurium suslarinin genotip bilgileri

Sus* Etkilenen Gen DNA onarimi  Lipopolisakkarit ~ Plazmitler _I\I_/ilggasyon
_Sl_;ta)\/fsh:;?urium hisG46 uvrB rfa Plazmit icermez ?:;;Irgi
iﬁ’ggim“”“m hisD3052 uvrB ffa pKM101 E:;ff;’;
?‘R’fgém“”“m hisG46 uvrB rfa pKM101 ?:;;'Ig'
A w e smon

*Bu suslar biiyiimek i¢in esansiyel bir amino asit olan histidinin varligina gerek duyarlar. Analizde gerekli olan eser miktarda
histidin top agara katilarak saglanmaktadir. Geri mutasyon gergeklestiginde glikoz iceren minimal bakteri besi ortamlarinda geri
mutant koloni olusumu gézlenir.

Baslatilan kiilttrler 37°C'de 100 rpm'de gece boyu iiremeye birakilmstir. Inkiibasyon
sonrasi, her bir kiiltirin 660 nm'de absorbansi belirlenerek, absorbans 1.0-1.2
araliginda iken teste baslanmistir. Deney boyunca kiiltiirler termal soktan
etkilenmemeleri igin oda sicakliginda tutulmus olup, 1siktan korumak tizere kiltur
flasklar1 aliiminyum folyo ile kapatilmistir. Deneyde her bir plate igin 100 pl kiltir

kullanilmustir.

Teste alinan S.typhimurium kilturlerinin igerdigi canli hiicre sayilart Tablo 3.4’de

verilmigtir.

Tablo 3.4. S.typhimurium kiiltiirlerinin hiicre sayist

Sus Hiicre sayisi/ml
S.typhimurium TA1535 0,32x10°
S.typhimurium TA97a 1,14x10°
S.typhimurium TA98 0,44x10°
S.typhimurium TA100 0,42x10°
S.typhimurium TA102 2,1x10°
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Kullanilan suglar fenotip agidan dort bolmeli fenotip dogrulama plate’inde kontrol
edilmistir. Bu plate’in farkli bolmelerinde beklenen gozlemler Tablo 3.5°de

verilmistir.

Tablo 3.5. Fenotip dogrulama plate’inde beklenen goézlemler

Bolme Beklenen Gozlem Genoti
1 Higbir susta biiyiime gbzlenmez. his-
2 Biitiin suslar i¢in, rifampisin emdirilmis kristal viole (CV) rfa
diskin cevresinde zonal inhibisyon gozlenir.
3 S.typhimurium TA1535 susu disinda tiim suslarda biiyime = pKM101
gozlenir.
4 Sadece TA102 susu biiyiir pAQL1 (tetrasiklin

direng geni tasir)

Analizde herbir sus i¢in bir fenotip dogrulama plate’i kullanilmistir. Plate’de yer alan
her bolmeye ilgili susa ait kiiltiirden ¢izim yapilmistir. Her plate’de 2 no’lu bolmeye
rifampisin diski (CV disk) birakilmistir. Plate’ler 37°C'de 24-48 saat inkiibe

edilmistir.

Testte kullanilan pozitif kontrollerin dozlar1 ve metabolik aktivasyon bilgileri Tablo

3.6’de yer almaktadir.

Tablo 3.6 Pozitif kontroller

- L Doz Metabolik
Pozitif Kontrol S.typhimurium susu (ug/plate) Aktivasyon
Sodium Azide TA1535 ve TA100 15 -S9
ICR 191 Acridine TA97a 1,0 -S9
Mitomycin TA102 0,5 -S9
Daunomyin TA98 6,0 -S9
2-Aminoanthracene .

(aktivasyon kontroli) Tiim suslar 10,0 +S9
Benzo(a)pyrene TA98 ve TAL00 20,0 +S9

(aktivasyon kontroli)

S.typhimurium TA1535 ve TA100 suslart Sodium Azide (CAS no. 26628-22-8),
TA97a susu i¢in ICR 191 Acridine (CAS no. 17070-45-0), TA98 susu igin
Daunomycin  (CAS no. 23541-50-6), TAI102 susu i¢in Mitomycin C
(CAS no. 50-07-7) pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Metabolik aktivasyon
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kontroliinii gergeklestirmek tizere ise S9 karisiminin varliginda test edilen tim
S.typhimurium suslar igin 2-Aminoanthracene (CAS no. 613-13-8), TA98 ve TA100
suslar1 i¢in Benzo(a)pyrene (CAS no. 50-32-8) pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Negatif kontrol olarak numune ekstraktin hazirlanmasinda kullanilan steril PBS

kullanilmistir.

Testte metabolik aktivasyon sistemi olarak, NADPH Regensys™ A (0,1 M fosfat
tamponu, pH 7,4 icinde glukoz-6-fosfat, MgCI2/KCl icerir) ve NADPH Regensys™
B (NADPH) ko-faktorleriyle desteklenen Aroclor 1254 ile indiikklenmis erkek
Sprague Dawley siganin karacigerinden hazirlanmis post-mitokondriyel S9
fraksiyonu kullanilmistir.  Analiz  %10’luk  (v/v) S9 karisimi  kullanilarak
gerceklestirilmis olup, plate bagina 500 ul S9 karisimi kullanilmistir.

3.6. In vivo Deneyler

Kaplamalarda iritasyon, sensitizasyon, akut sistemik toksisite, subakut sistemik

toksisite ve implantasyon in vivo testleri yine sadece Ti+GL/Pt’ye uygulanmaistir.

3.6.1. Deri ici iritasyon testi

Deri ici iritasyon testi “ISO 10993-10: 2010 Tests for irritation and delayed-type
hypersensitivity” uluslararasi protokoliiniin “Annex B” kisminda agiklandig1 sekilde
gerceklestirilmistir.  Bunun diginda, “ISO 10993-2: 2006 Animal Welfare
Requirements” ve “ISO-10993-12: 2012 Sample Preparation and Reference

Materials” standartlar1 da dikkate alinmustir.

Standart protokoliinde onerildigi tizere deney hayvani olarak 8-12 haftalik (agirliklar
arasindaki fark + %20°den az) ve 2 kg’dan az olmayan 3 adet disi Yeni Zelanda
albino tavsani kullanilmistir. Deneyde kullanilan tavsanlar tesadiifen segilerek tek tek
isaretlenip uygulamadan 24 saat Once ayr1 kafeslere alinmistir. Uygulamaya
alinmadan Once deney hayvanlarinda herhangi bir deformasyon olup olmadig1 ve

genel saglik durumlari kontrol edilmistir.

Barinma kosullart oda sicakligi 22°C (£3°C), nem %30-%70 arasinda, 12 saat

aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmistir. Beslenme i¢in normal
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laboratuvar diyeti ve smirsiz su saglanmistir. Deneyde kullanilan tavsanlar test

stiresince ayr1 kafeslerde tutulmustur.

ISO 10993-12:2012 baslikli belgede belirtildigi iizere dogrudan uygulanmayacak
numuneler i¢in Onerilen ekstraksiyon protokolii tatbik edilmistir. Bunun i¢in {iriiniin,
form ve yapisina uygun olarak 3cm®/ml yiizey alani/hacim orani uygulanmis olup
37°C’de 72 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Polar ¢dzlict olarak PBS ve non-polar

¢0zicii olarak misir yagi (corn oil) kullanilmistir.

Deney hayvanlar1 yeterli uygulama alan1 saglanacak kadar tras edildikten sonra
ornekler Sekil 3.9’da gosterildigi gibi intradermal enjeksiyonla uygulanmistir.
Burada 1, deney hayvaninin bas tarafini, 2, test bdlgesini, 3, negatif kontrol
bolgesini, 4, test bolgesini, 5, pozitif kontrol bélgesini, 6, deney hayvaninin kuyruk
tarafin1 temsil etmektedir. Her test bolgesinde 5 farkli noktaya toplam 0,2 ml madde
tatbik edilmistir. Yine Sekil 3.9’da goriildiigii tizere 2 no’lu bdlgeye polar ekstrakt, 4
no’lu bolgeye non-polar ekstrakt, 3 no’lu bolgeye polar ¢6ziicu kontrol, 5 no’lu
bélgeye non-polar ¢oziicii kontrol uygulanmistir. Enjeksiyon alanlarinin g¢evresi
isaretlenerek belirlenmistir. Uygulamay1 takiben 24, 48 ve 72’nci saatlerde her
enjeksiyon  bolgesi gozlenerek Tablo 3.7°de belirtilen  kriterlere  gore

degerlendirilerek skorlanmistir.
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Sekil 3.9. Deney hayvaninda &rneklerin uygulandigi
bolgelerin sematik gosterimi
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Tablo 3.7. Degerlendirme kriterleri ve puanlama

Reaksiyon Skor

Kizariklik ve skar formasyonu
Kizariklik yok

Cok hafif kizariklik (zorlukla fark edilir)
Fark edilir derecede kizariklik

Orta derece kizariklik

A W0 N B O

Ciddi derecede kizariklik ve skar formasvonu

Odem

Odem yok

Cok hafif 6dem (zorlukla fark edilir)
Fark edilir derecede 6dem

Orta derece 6dem (yaklasik 1 mm)
Ciddi derecede ddem (1 mm’den biyik)

|~ W NN - O

Iritasyon icin olabilecek toplam skor

Deride gézlemlenebilecek istenmeyen diger degisiklikler de kaydedilmeli ve
raporlanmalidir.

3.6.2. Cilt sensitizasyon testi

Sensitizasyon testi “ISO 10993-10: 2010 Tests for irritation and delayed-type
hypersensitivity” standart protokolii dikkate alinarak gergeklestirilmistir.

Uriin dogrudan teste almacak forma sahip olmadigindan, 37°C’de 72 saat
inkiibasyon uygulanmus olup, ekstraksiyon hazirlama orani ise 3 cm?/ml olarak kabul
edilmistir. Sensitizasyon testi 300-500 g aras1 guinea pig (cavia porcellus) soyuna ait
eriskin disi kobaylar kullanilarak gerceklestirilmistir. ISO 10993-10: 2010 baglikli
belgede belirtildigi {izere test edilecek materyal deri altina 0,1 ml miktarda muamele
edilerek deneyler gerceklestirilmistir. Topikal uygulama ise deri altina enjeksiyon
(intradermal indiiksiyon fazi) yapilmamis bolgeye testin 7. glninde hayvanin sol
bolgesine ve 14. ginlinde sag bolgesine olmak iizere uygulanmigtir. Bunun igin
deney hayvanlar lizerinde tatbik edilen uygulama plan1 Sekil 3.10° da gosterilmistir.
Burada 1; deney hayvanin bas tarafini, A; Freund’s Complete Adjuvant (FCA) ve
serum fizyolojik c¢ozeltisi 50:50 oraninda kanistirilarak muamele edilen test
bolgelerini, B; sadece test materyali ile muamele edilen test bdlgelerini, C; A
bolgesinde uygulanan 6rnek ile B bdlgesinde uygulanan test materyalin 50:50
oraninda karistirilarak muamele edilen test bolgelerini gostermektedir. D; Topikal

uygulamasi intraskapular bolgeye 0,3 ml olmak iizere test materyali uygulanmustir.
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Sekil 3.10. Deney hayvanlar1 iizerinde tatbik edilen
uygulama plani

A, B, C bolgelerine yapilan uygulamalar her bir hayvana sag ve sol bolgelere olmak
tizere ¢ift 0,1 ml’lik enjeksiyon yapilmistir. D bdlgesinde ise 7. giinde sol bolgeye
(D1) 14. giinde ise sag topikal bolgeye (D) uygulama yapilmistir.

Negatif kontrol 2 farkli bolgede 2 farkli uygulamada karsilastirmali olarak
gergeklestirilmisgtir  (Sekil 3.11). Burada 1; Deney hayvaninin bas tarafim
gostermektedir. B bolgesine 0,1 ml serum fiyolojik, C bolgesine (FCA) ve serum
fizyolojik ¢ozeltisi 50:50 oraninda karistirilarak uygulanmistir. D, Topikal bélgelere

0,3 ml serum fizyolojik uygulanmistir.

Deney hayvanlar yeterli uygulama alani saglanacak sekilde tras edildikten bir giin
sonra test materyalleri Sekil 3.10 gosterildigi gibi, kontrol havanlarinda ise Sekil
3.11°de gosterildigi gibi uygulanmistir. Tiim uygulamalar deri altina 0,1 ml olacak
sekilde gerceklestirilmistir. Uygulama sonrast bolgeler herhangi bir sekilde
kapatilmamistir. Topikal uygulamada ise deney hayvanlarinda test materyali, kontrol
hayvanlarinda ise 0,3 ml serum fizyolojik deri iizerine uygulanmis olup, uygulama
sonras1 bolge steril gazli bez ile kapatilmis ve tiim uygulama alanlar elastik bandaj
ile sarilmistir. Gazli bezlerin bolgeye 48 saat siire temasi1 saglanmistir. Uygulama

stiresi sonunda bandajlar agilmis ve deri iizerinde olusan reaksiyonlar not edilmistir.
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Ikinci topikal uygulama bundan 7 giin sonra gergeklestirilmis olup ayni deneysel

islemler takip edilmistir.

4
B B
G C
Dz Dl

Sekil 3.11. Negatif kontroliin deney hayvanlari
izerinde tatbik edilen uygulama plani

Uygulamada test materyali i¢in 10 adet, kontrol i¢in 5 adet hayvan kullanilmistir. Bir

adet test materyali oldugu icin bu testte toplam 15 adet hayvan kullanilmistir.

Test ve kontrol numuneleri icin Tablo 3.8’de verilen degerlendirme ve puanlama

kriterleri g6z oniinde alinarak gézlemler skorlanmstir.

Tablo 3.8. Degerlendirme kriterleri ve puanlama

Reaksiyon Siniflandirma Skalas1

Gozle goriiliir bir degisim yok 0
Belirli ya da yamal1 kizariklik 1
Orta veya konfluent kizariklik 2

3

Yogun kizariklik ve kabarma olusumu

3.6.3. Akut sistemik toksisite testi

Akut Sistemik Toksisite testleri, “ISO 10993-11:2006 Biological evaluation of
medical device-systemic toxicity”, “ISO 10993-2:2006 Biological evaluation of

medical device-Part 2: Animal welfare requirements” ve “ISO 10993-12:2012

62



Biological evaluation of medical device-Part 12: Sample preparation” protokollerine

gore gerceklestirilmistir.

Belirtilen standartlara gore takip edilen test protokoli in vivo deney hayvan modeli
kullanilarak medikal malzemelerin akut sistemik toksisite agisindan test edilmesi ve
degerlendirilmesi esasina dayanir. Akut sistemik toksisite testi onerilen bir hayvan
modelinde tibbi cihazin, materyalin ve/veya bunlarin ekstraktlarinin 24 saatten daha
az bir siire i¢in tekli ya da ¢oklu maruz kalmada potansiyel zararh etkileri hakkinda

bilgi vermektedir.

S6z konusu protokolde onerildigi iizere gerceklestirilen testte deney hayvani olarak
CB6 ki fare kullanilmistir. Deney protokoliinde Onerildigi iizere numune 8-12
haftalik (agirliklar1 arasindaki fark + %20’den az) 5 erkek ve 5 disi CDI1 fare
kullanilarak test edilmistir. Dencyde kullanilan fareler tesadiifen segilmis olup, tek
tek isaretlenmis ve uygulamadan 5 giin 6nce bireysel konvansiyonel euro tip-1

kafeslere ayrilmistir.

ISO 10993-11: 2006 deney protokoliinde Onerildigi iizere negatif kontrol igin 8-12
haftalik (agirliklar1 arasindaki fark + %20’den az) 5 erkek ve 5 disi CDI1 fare
kullanilmistir. Negatif kontrol olarak ekstraksiyon i¢in PBS kullanilmistir. Ayni
sekilde viicut agirligmma gore deney hayvanlarina verilmesi gereken miktar

hesaplandiktan sonra test protokolii taklit edilmistir.

Barinma kosullar1 oda sicakligi 22°C (x£3°C), nem %30-%70 arasinda, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmistir. Beslenme igin Ad-libtum ticari
rodent pellet yem ile normal laboratuvar diyeti ve sinirsiz su saglanmistir. Ayni doza
maruz kalan hayvanlar ayn1 kafeste muhafaza edilmis, fakat kafesteki hayvan sayisi

gozlemleri etkilemeyecek diizeyde tutulmustur.

ISO 10993-11: 2006 ve ISO 10993-12: 2012'ye gore sistemik etkiler Tablo 3.9'da

belirtilen klinik gozlem kriterlerine gore takip edilmistir.
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Tablo 3.9. Gozlem ve degerlendirme kriterleri

Klinik Gozlem

Gozlemler

[zlenecek Sistemler

Solunum

Motor aktiviteler

Konvulsiyon

Refleksler

Okuler lsaretler

Kardiovaskuler Isaretler

Salivasvon
Pilaoereksivon

Analgesia

Kas tonusu

Gastrointestinal

Deri

Dyspnea (abdominal solunum),
apnoe. cynosis. tagipnea

Azalan/artan somnlans,
aneztesiza, ataxia, belirsiz
hareketler, tremorlar

Klonik, tonik, tonik-klonik
asphvxial, opisthotonos

Korneal, righting, myotact,
hafif,
baslangig refleks
Lakrimasyon, miosis,
mydriasis, exophtalamos,
ptosis, opacity, iritis,
konjiktivitis, chromocrvarhea

Bradikardi, tasikardi, aritmi,
vasod ilatasvon,
vasokonstriksivon

Asirl
Kaba tiivler

Reaksiyon azalmasi
Hypotonia. hypertonia

Soft digki, diarhea, emesis,
diuresis. rhinosis

Odem, kizariklik

Merkezi sinir sistemi (MSS),
dolagim,
kardiak

Merkezi sinir sistemi (MSS),
somatomotor, sensory,
otonomik, kas-sinir

Merkezi sinir sistemi (MSS),
solunum, kas-sinir, otonomik

Merkezi sinir sistemi (MSS),
sensory,
otonomik, kas-sinir
Otonomik, irritasyon

Merkezi sinir sistemi (MSS),
otonomik, kardiak, dolagim

Otonomik
Otonomik

Merkezi sinir sistemi (MSS),
sensory

Otonomik

Merkezi sinir sistemi (MSS),
otonomik, sensory. bdbrek, DI
motilitesi

Doku yaralanmasi, irritasyon

Uygulanacak olan dozaj yolu ve miktar1 ISO 10993-11

: 2006 standart test protokoli

Tablo B1’de verilmistir. Gereken uygun doz (ml/kg viicut agirlig1) hesaplanmasinda

hayvan tiirli, viicut agirligi/yiizey alani, test 6rnegi fiziksel-kimyasal ve biyolojik

Ozellikleri gbz ontinde bulundurulur. Bu ayarlama faktorleri dikkate alinarak, dozaj

hacmini en aza indirgeyen uygulama yollarindan biri segilir. Tablo Bl’e gore

farelerde intraperitonal yolla 50ml/kg doz uygulanmistir.

ISO 10993-11: 2006 ve ISO 10993-12: 2012 standart test protokoliinde belirtildigi

tizere triinden ekstrakt hazirlama yontemi segilmistir. 10993-12: 2012 standart

protokoliin 10.3.1 kismina gore 37°C’de 72 saat inkiibasyon uygulanmis olup,
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10.3.3. bashig altinda yer aldig1 iizere ekstraksiyon hazirlama orani 3 cm?ml olarak

kabul edilmistir.

3.6.4. Subakut sistemik toksisite testi

Subakut Sistemik Toksisite testi, “ISO 10993-11: 2006 Biological evaluation of
medical device: Systemic toxicology”, “ISO 10993-2: 2006 Biological evaluation of
medical device: Animal welfare Requirements” ve “ISO 10993-12: 2012 Biological
evaluation of medical device: Sample Preparation” protokollerine gore

gerceklestirilmistir.

Tekrar eden maruz kalma temelinde gergeklestirilen subakut sistemik toksisite, uzun
streli maruz kalma sebebiyle sekillenebilecek toksisite tablosunun belirlenmesi
amaciyla kullanilir. S6z konusu protokol ayni zamanda test edilen maddenin toksik
etkisinin karakteri, etkilenen hedef organ, etkinin geri doniisiimlii olup olmadig1 ve

buna benzer 0zellikleri hakkinda da detayli verinin elde edilmesini saglar.

S6z konusu protokolde 6nerildigi tizere gergeklestirilen testte deney hayvani olarak
laboratuvar CD1 1wrki fare kullanilmistir. Deney protokoliinde Onerildigi iizere
numune 8-12 haftalik 5 erkek ve 5 disi CD1 fare kullanilarak test edilmistir. Deneyde
kullanilan fareler tesadiifen se¢ilmis olup, tek tek isaretlenmis ve uygulamadan 5 giin

once bireysel konvansiyonel euro tip-1 kafeslere ayrilmistir.

ISO 10993-11 deney protokoliinde onerildigi iizere negatif kontrol icin 8-12 haftalik
(agirlhiklart arasindaki fark + %20°den az) 5 erkek ve 5 disi CD1 fare kullanilmustir.
Negatif kontrol olarak ekstraksiyon i¢in PBS kullanilmistir. Ayni sekilde viicut
agirhigina gore deney hayvanlara verilmesi gereken miktar hesaplandiktan sonra

test protokolii taklit edilmistir.

Barinma kosullart oda sicakligi 22°C (£3°C), nem %30-%70 arasinda, 12 saat
aydinlik 12 saat karanlik olacak sekilde ayarlanmistir. Beslenme igin Ad-libtum ticari
rodent pellet yem ile normal laboratuvar diyeti ve sinirsiz su saglanmistir. Ayni doza
maruz kalan hayvanlar ayn1 kafeste muhafaza edilmis, fakat kafesteki hayvan sayisi

gozlemleri etkilemeyecek diizeyde tutulmustur.
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Uygulanacak olan dozaj yolu ve miktar1 ISO 10993-11: 2006 standart test protokoli

Tablo B1’de verilmistir. Gereken uygun doz (ml/kg viicut agirlig1) hesaplanmasinda

hayvan tiirli, viicut agirligi/yiizey alani, test 6rnegi fiziksel-kimyasal ve biyolojik

Ozellikleri goz oniinde bulundurulur. Bu ayarlama faktorleri dikkate alinarak, dozaj

hacmi en aza indirgeyen uygulama yollarindan biri secilir. Tablo B1’e gore farelerde

intraperitonal yolla 50 ml/kg doz uygulanmustir.

Tablo 3.10. Gozlem ve degerlendirme kriterleri

Klinik Gozlem

Gozlemler

Izlenecek Sistemler

Solunum

Motor aktiviteler

Konvulsiyon

Refleksler

Okuler Isaretler

Kardiovaskuler Isaretler

Salivasvon
Pilaoereksivon

Analgesia

Kas tonusu

Gastrointestinal

Deri

Dyspnea (abdominal solunum),
apnoe. cynosis. tagipnea

Azalan/artan somnlans,
aneztesiza, ataxia, belirsiz
hareketler, tremorlar

Klonik, tonik, tonik-klonik
asphvxial, opisthotonos

Korneal, righting, myotact,
hafif,
baslangig refleks

Lakrimasyon, miosis,
mydriasis, exophtalamos,
ptosis, opacity, iritis,
konjiktivitis, chromocrvarhea

Bradikardi, tasikardi, aritmi,
vasod ilatasvon,
vasokonstriksivon

Asirl
Kaba tiivler

Reaksiyon azalmasi

Hypotonia. hypertonia

Soft diski, diarhea, emesis,
diuresis. rhinosis

Odem, kizariklik

Merkezi sinir sistemi (MSS),
dolasim,
kardiak
Merkezi sinir sistemi (MSS),
somatomotor, sensory,
otonomik, kas-sinir

Merkezi sinir sistemi (MSS),
solunum, kas-sinir, otonomik

Merkezi sinir sistemi (MSS),
sensory,
otonomik, kas-sinir

Otonomik, irritasyon

Merkezi sinir sistemi (MSS),
otonomik, kardiak, dolasim

Otonomik
Otonomik

Merkezi sinir sistemi (MSS),
sensory
Otonomik

Merkezi sinir sistemi (MSS),
otonomik, sensory. bobrek,
DI motilitesi

Doku yaralanmas, irritasyon

ISO 10993-11: 2006 ve ISO 10993-12: 2012 standart test protokoliinde belirtildigi

tizere triinden ekstrakt hazirlama yontemi segilmistir. 10993-12: 2012 standart

protokoliin 10.3.1 kismina gore 37°C’de 72 saat inkiibasyon uygulanmis olup,
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10.3.3. bashig altinda yer aldig1 iizere ekstraksiyon hazirlama orani 3 cm?ml olarak

kabul edilmistir.

28 giinliik test siiresince deney gruplart ISO 10993-11: 2006 ve I1SO 10993-12:
2012’de belirtildigi tizere iirliniin sistemik etkileri Tablo 3.10’da belirtilen klinik
gozlem kriterlerine gore takip edilmis olup herhangi bir klinik bulguya

rastlanmamustir.

Ti+GL/Pt Urinune ait ekstrak uygulanan farler, takip edilen 1ISO 10993-11: 2006 test

protokoliine gore 28 giin boyunca gozlenmistir.

Hematolojik degerlendirme i¢in veteriner tam kan sayim cihazi kullanilarak

(Mindray BC2800 Vet) 10 test ve 10 kontrol grubu olmak tzere toplam 20 fareden

alinan kan orneklerinde asagida verilen parametrelere bakilmistir:

1. RCB: Red Blood Cell = Kirmizi Kan hiicresi = Eritrosit = Alyuvar

2. WBC: White Blood Cell = Kirmiz1 Kan hiicresi = Lokosit = Akyuvar

3. HGB: Hemoglobin

4. HCT: Hematokrit

5. MCHC: Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration = Ortalama hemoglobin
yogunlugu

6. PLT: Platelet = Kan pulcugu

Yar1 otomatik klinik kimya analiz cihaz1 (Mindray BA-88A) kullanilarak 10 test ve
10 kontrol grubuna ait toplam 20 fareden elde edilen serumlarda asagidaki
parametreler incelenmistir:

1. ALT: Alanin Transaminaz

2. AST: Aspartat Transaminaz

3. Glukoz

4. Ure

3.6.5. implantasyon

Implantasyon testi, “ISO 10993-6: 2007 Biological evaluation of medical device-Part
6: tests for local effect after implantation”, ISO 10993-2: 2006 Biological evaluation
of medical device-Part 2: Animal welfare requirements” ve 1ISO 10993-12: 2012
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Biological evaluation of medical device-Part 12: sample Preparation” protokollerine

gore gerceklestirilmistir.

Implantasyon testi kullanilan biyomalzemenin implantasyon sonrasi lokal etkilerinin
ortaya konmasini amaglar ve bunun i¢in makroskopik ve mikroskobik histolojik

incelemeleri kapsar. Ti+GL/Pt numunesi dogrudan kullanilmigtir.

Negatif kontrol olarak ISO 10993-12: 2012 baslikli dokiimanda onerildigi iizere

silikon kullanilmustir.

Deney hayvani olarak 3 adet, 250-300 g agirliginda 3-4 aylik geng¢ erigkin disi

Sprague Dawley sig¢ani (rat) kullanilmistir.

10 adet test materyali ve 3 adet negatif kontrol 3 sicanin lumbodorsal bolgesine

implante edilmistir.

Implantasyon testi uygulama siiresi sonunda lokal etkiler tespit edilmis ve
degerlendirilmistir. Bunun i¢in, 28 giin boyunca uygulanan test protokolii sonrasinda,
10 adet implantasyon bdélgesi, 10 adet test-kontrol bolgesi ve 3 adet negatif kontrol
bolgeleri alinarak %4 paraformaldehit ile fiksasyon islemi yapilmistir. Fiksasyonu
takiben gece boyu yikama islemi yapilarak ardindan dehidrasyona tabi tutulmustur.
Dehidre edilen dokular parafin bloklar halinde hazirlanmistir. Parafin bloklardan 5
pMm kalinliginda doku kesitleri alinarak hematoksilen-eozin boyamalar1 yapilmaistir.
Doku kesitleri 30 dakika ksilol ile muamele edildikten sonra rehidratasyon iglemi
(%100-%70 alkol 10'ar dakika) yapilmistir. Hematoksilen boyasinda 5 dakika
tutulmus ve ardindan 10 dakika ¢esme suyu ile yikandiktan sonra eozin ile 5 dakika
muamele edilmistir. Eozin boyamasinin ardindan ¢esme suyu ile yikama yapilarak
artan alkol serilerinden S'er dakika gecirilerek dehidratasyon yapilmistir. Ksilol ile
seffaflandirilarak entellan ile kapatilmis ve inceleme yapilmistir. Hiicre tipi/ cevaplar

bakimindan histolojik degerlendirmeler ve puanlama Tablo 3.11°e gore yapilmistir.
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Tablo 3.11. Hiicre tipi/ cevaplar bakimindan histolojik degerlendirmeler ve puanlama

Hiicre Skor
Tipi/Reaksiyon 1 2 3 4
Polimorfoniiklear Nadir, Agir ,
hiicreler 1-5/yba a 5-10/yba Infiltrasyon Klme
. Nadir, Agir .
Lenfositler 1-5/yba a 5-10/yba infiltrasyon Kime
. . Nadir, Agir .
Plazma hiicreleri 1-5/yba a 5-10/yba infiltrasyon Kime
. Nadir, i Agir .
Makrofajlar 1-5/yba a 5-10/yba infiltrasyon Kiime
. Nadir, Agir .
Dev hiicreler 1-5/yba a 5-10/yba infiltrasyon Kiime
. Nadir, Agir y
Nekrosiz 1-5/yba a -10/yba infiltrasyon Kiime
Yaygin
o Genis bantlarin
Az miktarda 4?7_kap|IIer le bantlarin oldugu
. birlikte N o
kapiller ’ A oldugu kapiller ile
: - fibroblastik o S
Yeni Damarlanmalar proliferasyon, a1 il kapiller ile birlikte
fokal, 1-3 yaprue birlikte fibroblastik yapt
desteklenen .. i
tomurcuklanma ruolar destekleyici ile
grup yapilar desteklenen
gruplar
Fibrozis Dar Kismen kalin ~ Kalin Kapsamli
bantlar bantlar bantlar bantlar
Implantasyon
bélgesinde '
. yag Implant
Az miktarda Birkac hiicrelerinin -~ bolgesinin
<. fibrosis ile - S
Yag infiltrasyonu birlikte katman yag birikimi ile tamamini
N ve fibrosis genis ve saran yaygln
yaglanma -
uzamis yag dokusu
yapilar

a yba = yiiksek biiyiitmedeki (400.) alan bagina
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Mikroyapisal ve Topografik Ozellikler

Kaplamalarin mikroyapisal ve topografik ozelliklerin incelemeleri li¢ asamada

gerceklestirilmistir. Birinci asamada XRD analizi ile 6ncelikli olarak ¢ok tabakali ve

fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamayi olusturan tek tabakali kaplamalar,

daha sonra nihai kaplamalarin kristalin yapist ve icerdikleri fazlar belirlenmistir.

PEEK althik malzemesinin ve Tablo 3.1’de tanimlanan kaplamalarin XRD

difraktogramlar1 Sekil 4.1-4.9’da verilmistir.

71— PEEK 71— PEEK
=
z
= —_
o = g
£ T
= w s "
i wE
£
M”H—?M
T T M T M T T T T T T M T ¥ T T T v T v T r
0 10 20 30 40 50 60 34 36 38 40 42 44
20, derece 20, derece

Sekil 4.1. PEEK altlik malzemesinin (a) genis 20 araliginda, (b) dar 26 araliginda

alinmig XRD difragtogramlari

|—Ti

Ti (002)

Siddet, a.u

Ti (002)

—T T — T T —T T T
30 35 40 45 50 55 60 34

26, derece

T
36

T T T T T T T
38 40 42 44

20, derece

Sekil 4.2. Ti kaplamanin (a) genis 26 araliginda, (b) dar 26 araliginda alinmig XRD

difragtogramlari

70



— Ti+Mg Ti+Mg
) ] a
- = = =
A F 1
- -
= .
L] 1
=
=
= 4
=2
T T T T T T T T T T T — 7 T T T T T T
30 35 40 45 50 55 60 34 36 38 40
20, derece 20, derece

Sekil 4.3. Ti+Mg kaplamanin (a) genis 20 araliginda, (b) dar 20 araliginda alinmis

XRD difragtogramlari
T—Ae T—Ag _
= 2
- L.
= =
= =
ur o
s g
\Iﬂ ) 4Ill ' Slﬂ ) ti‘[l &0 Qll'l \‘4 3‘6 ‘\IS " 4I[I ' y ) y ' y '
20, derece 20, derece

Sekil 4.4. Ag kaplamanin (a) genis 20 araliginda, (b) dar 26 araliginda alinmig XRD

difragtogramlari
4 —Ag/Pt 4 — Ag/Pt
] 2 ] F
g
= 4
2
S
w1 =
. JIIJ I 3‘5 . 4Ill . 4I5 I ‘ SIS . 5'4 . Jlb . Jrs T4 4I2 ‘ 4.4 . 4l|’:- .

20, derece

40
20, derece

Sekil 4.5. Ag/Pt kaplamanin (a) genis 26 araliginda, (b) dar 20 aralifinda alinmis

XRD difragtogramlari
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Ti+ML Ti+ML
=
-
=
L
%
=
=
7
g
<
2L
¥ )L
L} L} L} T L} T T T T T T T T T T T T T T
30 5 40 45 50 55 60 34 36 38 40 42 44 46
20, derece
20, derece

Sekil 4.6. Cok tabakali (Ti+ML) kaplamanin (a) genis 20 araliginda, (b) dar 260
araliginda alinmig XRD difragtogramlari

Ti+ML/Pt

J—— MLt

Ag(111)

Siddet, a.u

Siddet, a.u
1

—— T — T —T
50 55 60 34 36 38

45 40 42
20, derece 20, derece

T T T g T
kil 3s 40

Sekil 4.7. Pt dope edilmis ¢ok tabakali (Ti+ML/Pt) kaplamanin (a) genis 20
araliginda, (b) dar 20 araliginda alinmig XRD difragtogramlari

— Ti+GL Ti+GL
=
-
E
&
s
) —
= g
- e
=
=
v T v T v T v T T T T T T T T ol T v T M T v T T T T T
30 35 40 45 50 55 6l 34 36 38 40 42 44 46
20, derece 26, derece

Sekil 4.8. Fonksiyonel olarak derecelendirilmis (Ti+GL) kaplamanin (a) genis 20
araliginda, (b) dar 20 araliginda alinmig XRD difragtogramlari
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— Ti+GL/Pt 7 — Ti+GL/Pt

Ag (111)

Siddet, a.u

' 30 35 40 45 50 55 60 34 36 38 40 42 44 46

20, derece 20, derece

Sekil 4.9. Pt dope edilmis fonksiyonel olarak derecelendirilmis (Ti+GL/Pt)
kaplamanin (a) genis 20 araliginda, (b) dar 20 araliginda alinmis XRD
difragtogramlari

Tiim kaplamalar kristalin yap1 sergilemektedir. PEEK yarikristalin bir malzeme olup
ortorombik kristal yapiya sahiptir. XRD paterninde 19°, 21°, 23° ve 29° da sirasiyla
(110), (111), (200) ve (211) duzlemlerine ait pikler vermektedir [11, 197]. Sekil 4.1a
ve b’den de goriildiigii gibi ¢alismada kullanilan PEEK malzemesinin verdigi
difraktogramdaki pikler (18,84°, 20,84°, 22,68° ve 28,88°) literatlr ile uyum
icindedir. Sekil 4.2a ve b’de PEEK (Uzerine ¢Oktiiriilen tek tabakali Ti kaplamanin
difraktogrami verilmistir. Ti kiibik ve hekzagonal olmak iizere iki kristal yapida
bulunabilmektedir. Difraktogramdan da goriildiigii gibi, Ti, tercihli olarak minumum
yuzey enerjisine sahip ve 38,46°’da pik veren (002) diizlemi dogrultusunda biiyiimiis
olup hekzagonal kristal yap1 sergilemektedir [189, 198]. TiO, gibi herhangi bir
ikincil faza rastlanmamustir. Ti {lizerine ¢Oktiiriilen Mg kaplamanin difraktogrami
Sekil 4.3a ve b’de sunulmustur. Siirekli, yogun Ti kaplama Uzerine ¢okturilen Mg,
34,50°°de goriilen (002) diizlemi dogrultusunda biiylimeyi tercih etmigtir. Mg, Ti
tabakas1 gibi, hekzagonal siki1 paket yapiya sahiptir ve diisiik yilizey enerjisine sahip
basal diizlemde tercihli bliylimiistiir. Bilindigi gibi ince film kaplamalarda tekstiir
gelisimi igin gerekli itici kuvvet yiizey enerjisini minimize etmektir [199, 200]. Ag,
yiizey merkezli kristal yapiya sahip olup sirasiyla (111), (200), (220), (311) ve (222)
diizlemleri dogrultusunda biiylime gosterebilmektedir. Sekil 4.4a ve b’de Ag tek
tabakali kaplamaya ait difraktogramlar verilmektedir. Difraktogramda yukarida
belirtilen 5 dizlemden de pik goéraliirken tercihli olarak 38,16°’da (111) dizlemi
dogrultusunda biiyiime gerceklesmistir. YMK kristal kafese sahip metaller i¢in (111)
ve (220) diizlemleri énemlidir. (111) diizlemi en diisiik yiizey enerjisine sahip iken

73



(220) minimum gerilme enerjisine sahiptir. Bu iki diizlem arasindaki rekabet tercihli
biliyiime yoOniinii tanimlamaktadir [201, 202]. Sekil 4.5a ve b’de verilen Pt dope
edilmis Ag tek tabakali kaplamada da, Ag tek tabakali kaplamaya benzer 38,06°’da
(111) dizleminde tercihli biiylime goriilmistiir. Ancak 38,06°’da gorilen bu pik
daha genis olarak belirmistir. Termodinamik dengede Ag-Pt ikili faz sisteminde,
at-% 0,7 Pt’de peritektik bir bilesik olugmasi beklenmektedir [203]. Ancak diisiik
kaplama sicaklig1 nedeniyle muhtemelen Ag kati ergiyigi olusmustur. Ag ve Pt her
ikisi de ylzey merkezli kibik kafes sistemine sahip olup Pt’in Ag icerisinde
¢coziinlirliiglh oldukea yiiksektir. Pt’li/ Pt’siz ¢ok tabakali kaplama ve fonksiyonel
olarak derecelendirilmis kaplamalara ait difraktogramlar sirasiyla 4.6-4.9.°da
verilmistir. Her iki kaplama tipinde de en iist tabakayr Ag olusturdugundan Ag’iin
(111) diizleminden kuvvetli bir pik gelmektedir. Ag/Pt tek tabakali kaplamaya benzer
durum Pt’li ¢ok tabakali kaplama ve fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada

da gorulmektedir. Pt dope edilmesi ile Ag (111) pikinde bir genisleme belirmistir.

Her kaplama i¢in, XRD difraktogramlarinda elde edilen kuvvetli piklerin FWHM
degerleri kullanilarak Scherrer formiiliinden kristalit boyutlari hesaplanmis, Tablo
4.1’de ve karsilastirmak amaciyla Tablo 4.2’de AFM sonuglart ile birlikte
verilmigtir. Hesaplanan kristalit boyut degerlerden de goriildiigii gibi Pt’nin ilavesi
ile kristalit boyutlar1 kii¢ilmiistiir.

Tablo 4.1. XRD analizinden elde edilen degerler

ik " (")lgi'#%n 20 20 (ICD]?O;(art, No) FV\(/OI;|M 'E[)';Li'l:t
(nm)
PEEK ] 18,84 N 0,565 14,26
Ti 002 38,46 38,419 (44-1294) 0,565 14,91
Ti + Mg 002 34,50 34,397 (35-0821) 0,306 27,21
Ag 111 38,16 38,115 (04-0783) 0,282 20,84
Ag/Pt 111 38,06 38,115 (04-0783) 0,376 22,37
Ti + ML 111 38,04 38,115 (04-0783) 0,306 27,49
Ti+MLPt 111 38,12 38,115 (04-0783) 0,329 23,83
Ti+ GL 111 38,00 38,115 (04-0783) 0,518 16,23
Ti + GL/Pt 111 38,10 38,115 (04-0783) 0,541 15,55

Kaplamalarin yiizey morfolojileri SEM/EDS ve AFM ile incelenmistir. Sekil 4.10-

4.17°de kaplamalarin SEM goriintiileri ve ilgili EDS analiz sonuglar1 verilmistir.
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(@) (b)
A ‘ - ‘ ,
2, 4. 6. keV
Element Ti Mg Ag ]
ag. % 100 - - 0

Sekil 4.10. Ti tek tabakali kaplamanin farkli biiyiitmelerde alinmig SEM goriintiileri
ve genel EDS analizi

(@) (b)
Mg
— Ta T
L 2, 3 i, ' 5. keV
Element Ti Mg Ag o]
ag. % 17,382 82,618 - -

Sekil 4.11. Ti + Mg tabakali kaplamanin farkli biiyiitmelerde alinmis SEM
goruntdleri ve genel EDS analizi
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(@)

(b)

U
5. keV

Element

Ti

Mg

Ag

0

ag. %

100

Sekil 4.12. Ag tek tabakali kaplamanin farkli biiyiitmelerde alinmig SEM goriintiileri
ve genel EDS analizi

(@)

(b)

T
5. keV

Element

Ti

Mg

Ag

0

ag. %

100

Sekil 4.13. Ag/Pt tek tabakali kaplamanin farkli biyiitmelerde alinmis SEM
gorunttleri ve genel EDS analizi
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(@)

(b)

Ti

S, keV

Element

Ti

Mg

Ag

0

ag. %

3,88

1,85

94,28

0

Sekil 4.14. Ti + ML ¢ok tabakali kaplamanin farkli biiylitmelerde alinmis SEM

goruntuleri ve genel EDS analizi

(@)

(b)

Ti

Element

Ti

Mg

Ag

ag. %

36,52

6,75

56,72

Sekil 4.15. Ti + ML/Pt ¢ok tabakali kaplamanin farkli biiylitmelerde alinmig SEM

goruntdleri ve genel EDS analizi
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(@)

(b)

Mg

Ti

'
6. keV

Element

Ti

Mg

Ag

0

ag. %

4,375

3,893

91,512

0,220

Sekil 4.16. Ti + GL fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamanin farkli
biiylitmelerde alinmis SEM goriintiileri ve genel EDS analizi

(@)

L]

4,

U
5. keV

Element

Ti

Mg

Ag

O]

ag. %

16,640

10,664

71,608

1,088

Sekil 4.17. Ti + GL/Pt fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamanin farkli
biiytitmelerde alinmis SEM goéruntuleri ve genel EDS analizi
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Tiim kaplamalarin kiiclik biiyiitmedeki SEM goriintiilerinden de analasildigi gibi
kaplama kalinliklari, altlik malzemenin (PEEK) yiizeyindeki yiizey hazirlama
isleminden kalan birbirine paralel parlatma izlerinin kaybolmasina yetmemistir. Bu
izler (parlatma izlerinin kenar ve kdoseleri) oncelikli ¢ekirdeklenme yoreleridir ve
tabakanin bliylimesi ile birlikte diger yorelere gore daha fazla kaplama akisi
aldiklarindan daha kaba bir yap1 sergilemektedirler [204]. Ayrica yiiksek giicte
sputterlamadan kaynaklanan baz1 kiiresel kabartilar (droplet, damlaciklar)
gorilmektedir. Ti ve Mg kaplamalar sahip olduklar1 hsp kristal yapilarindan dolay1
plaka tipi bir yilizey morfolojisi sergilerken, Ag tek tabakali kaplama, ¢ok tabakali
kaplama ve fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalar, Ag’iin ymk kristal
kafes yapisindan dolay1 nodiiler bir mikroyap1 gostermektedir. Pt dope edilmesi ile
birlikte kaplama ylizeyleri daha diizglin hale gelmistir. Bu etki 6zellikle Ag tek
tabakali kaplamada daha belirgin olarak gortlmektedir.

AFM, mikron altt gorintileme ile yiizey topografisi hakkinda detayli bilgi
vermektedir. Kaplamalar AFM ile topografik ve faz olmak iizere iki farkli kontrasta
ve 3 boyutlu olarak incelenmis olup Sekil 4.18-4.25’de verilmistir. AFM

gorintilerinden hesaplanan purizlulik parametreleri Tablo 4.2°de verilmistir.
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-0.00
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35.30
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95.33 125.34

Sekil 4.18. Ti tek tabakali kaplamanin farkli biiyiitmelerde alinmis AFM gorntileri;
(a-b) topografik kontrast, (c-d) 3 boyutlu, (e-f) faz kontrast, (g) kesit taramasi,

(h) histogram
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Sekil 4.19. Ti + Mg tabakali kaplamanm farkli biiyiitmelerde alinmig AFM
goruntdleri; (a-b) topografik kontrast, (c-d) 3 boyutlu, (e-f) faz kontrast, (g) kesit

taramast, (h) histogram
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Sekil 4.20. Ag tabakal1 kaplamanin farkl: biiyiitmelerde alinmis AFM goriintiileri; (a-
b) topografik kontrast, (c-d) 3 boyutlu, (e-f) faz kontrast, (g) kesit taramasi,

(h) histogram
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Sekil 4.21. Ag/Pt tabakali kaplamanin farkl biiyiitmelerde alinmis AFM goriintiileri;
(a-b) topografik kontrast, (c-d) 3 boyutlu, (e-f) faz kontrast, (g) kesit taramasi,
(h) histogram
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Sekil 4.22. Ti + ML c¢ok tabakali kaplamanin farkli biiyiitmelerde alinmis AFM
goruntdleri; (a-b) topografik kontrast, (c-d) 3 boyutlu, (e-f) faz kontrast, (g) kesit

taramasi, (h) histogram
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Sekil 4.23. Ti + ML/Pt ¢ok tabakali kaplamanin farkli biiylitmelerde alinmis AFM
goruntdleri; (a-b) topografik kontrast, (c-d) 3 boyutlu, (e-f) faz kontrast, (g) kesit
taramast, (h) histogram
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Sekil 4.24. Ti + GL c¢ok tabakali kaplamanin farkli biiyiitmelerde alinmis AFM
goruntdleri; (a-b) topografik kontrast, (c-d) 3 boyutlu, (e-f) faz kontrast, (g) kesit

taramast, (h) histogram
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Sekil 4.25. Ti + GL/Pt ¢ok tabakali kaplamanin farkli biiyiitmelerde alinmig AFM
goruntdleri; (a-b) topografik kontrast, (c-d) 3 boyutlu, (e-f) faz kontrast, (g) kesit

taramast, (h) histogram
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Ince filmlerin mikroyapilari, adatomlarin (yiizey atomlar) biiyiime sirasinda
hareketliligi ile ilgilidir [205]. Atomlara enerji temini termal etki, iyonik
bombardiman ve kimyasal reaksiyonlar ile saglanmaktadir. Ince filmlerin
bliylimesinde bu mekanizmalar tarafindan tretilen etkiler, yap1 bdlgesi modeli
(Structure Zone Model, SZM) ile agiklanabilir. SZM modeli, materyalin tiiriine
bakilmaksizin adatomlarin bir fonksiyonu olarak filmlerin morfolojisini ve
mikroyapisin1 belirleyebilmektedir. SZM modelinde,  filmlerin mikroyapisini
belirleyen parametreler temel olarak alt tabaka sicakligi, son g¢alisma basinci, alt
tabakaya uygulanan 6n gerilim voltaj1 ve hedefin 1s1l karakteristikleridir. Movchan ve
Demchishin [205] c¢alismalarinda, Ti, Ni, ZrO, ve Al;O3 ince filmlerinin
mikroyapisinin, normalize edilmis sicakliga bagli olarak gelistigini gostermislerdir.
Metalik filmlerde normalize edilmis sicakliga, Ts/Ty, (Ts, altlik malzemenin sicakligi
ve T, hedefin ergime sicakligidir), bagl olarak ii¢ bolge tanimlanmistir. Buna gore
birinci bélgede T¢/Tm <0,3 olup, zayif bagh, kiiciik, uzun tanlerden olusan kolonsal,
gozenekli mikroyapr sergilenmektedir. Kolonsal yapi, ylizeyde adsorbe olan
atomlarin diisiik diflizyon, diisiik mobilite ve atomik gdlgeleme etkisi sonucu
olusmaktadir. 0,3 <T/Ty, < 0,45 olan ikinci bolgede altlik malzemenin sicakligi
homojen bir sekilde artmaktadir. Bu artis, adatomlarin daha hizli diflizyonuna, bu da
kolonlar ve kenarlar arasinda daha kuvvetli baga ve tane sinirlarinin olugsmasina
neden olarak daha yogun bir yapmin gelismesini saglamaktadir. Bu bolgede tane
boyutu artabilmekte ve eseksenli olabilmektedir. Uciincii bolgede, Ts/Tn>0.45, tane
i¢ci diflizyonun artmasi nedeniyle, hacimsel diflizyon boyutu filmin morfolojisi
Uzerine blylk etki etmektedir. Bu da tanelerin biiyiimesine, eseksenli tanelerin
olusmasina ve rekristalizasyona neden olmaktadir. Bu etkiler daha biiyiik kristalin

yap1 olusturmaktadir.

Hesaplanan normalize edilmis sicakliklar, Ti kaplama i¢in Ts/T, = 0,16, Mg
kaplama icin T¢/Tm= 0,35 ve Ag ic¢in T¢/Ty= 0,26’dir. SZM’ye gore Ti ve Ag
kaplamalarda diisiik difiizyon, diisiik atomik mobilite sonucu kolonsal, gozenekli bir
yap1 sergilenmesi beklenirken Mg kaplamada diflizyon s6z konusu oldugundan, yap1
daha yogun ve kaba olarak kendisini gostermektedir. Tane boyutu artabilmekte ve

eseksenli olabilmektedir.

88



Mg kaplama disindaki tiim kaplamalar graniiler yap1 sergilemektedir.  Althik
malzemenin nihai yiizey hazirlamasindan kalan izlerin kenarindan biiyliyen kaba
yapilar AFM goriintiilerinde de gozlenmektedir. Tiim kaplamalarin faz kontrastta
alinan gorintiileri, XRD sonuglar1 ile ortiismekte olup kristalin yap1 sergilemektedir.
AFM topografik kontrastta alinan piiriizliiliikk parametreleri, kesit taramasindan elde
edilen yaklasik tane boyutu ve histogramdan elde edilen maksimum kolon yiiksekligi
Tablo 4.2°de verilmistir. Tablodan da goriildiigii gibi ortalama piiriizliilik degeri, S,
ve ortalama piriizlilik degerinin karekoki, Sy, Ag’e Pt dope edilmesi ile
azalmaktadir. Ayn1 sekilde kesit taramasindan elde edilen yaklasik tane boyutlar1 da
benzer sonucu vermektedir. Diisiik kaplama sicakliklar1 diflizyona olanak
tanimamaktadir. Buna ilave olarak kaplamada Pt’nin varlig1 yiizey difiizyonunu daha
da sinirlamakta ve boylece kristalit boyutunu diisiirmektedir. Aym1 etki AFM
gorlntilerinde, kesit taramasindan elde edilen tane boyutu hesaplamalarindan da
gorulmektedir (Sekil 4.18-4.25°deki (g) siklar1). Pt’nin Ag’e dope edilmesi ile tane
boyutu da degismektedir. Tiim kaplamalarda S¢’nin 0 degerine, Sy, ’nun 3 degerine
yakin olmasi, yiizey morfolojik yapilarin Gaussian bir dagilim gosterdigi sonucunu
vermektedir. Ayni sekilde tim kaplamalarin AFM goriintiilerinden elde edilen
histogramlar (Sekil 4.18-4.25’deki (h) siklar1) bunu desteklemektedir.

Tablo 4.2. XRD ve AFM analizlerinden elde edilen degerler

Metot
Ornek Krist;:Eoyutu S Sq A AT Tane boyutu
(nm) (nm) (nm) Ssi St (nm)
PEEK 14,26 10,51 12,20 0,443 2,108 -
Ti 14,91 9,98 12,61 0,404 2,851 150-200
Ti+Mg 27,21 10,58 13,40 0,244 3,023 250-400
Ag 29,84 9,18 11,32 -0,196 2,793 200
Ag/Pt 22,37 8,69 10,39 -0,198 2,439 120
Ti+ML 27,49 11,48 14,08 -0,101 2,625 130-270
Ti+ML/Pt 23,83 8,27 10,32 -0,224 2,967 80-100
Ti+GL 16,23 11,02 13,48 -0,367 2,632 200-400
Ti+GL/Pt 15,55 10,51 12,20 0,738 3,061 150-200
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4.2. Mekanik Ozellikler
4.2.1. Ultra-mikro sertlik olgtimleri

Kaplanmamis PEEK ve silikon altlik malzeme iizerine kaplanan tek tabaka, ¢ok
tabakal1 ile fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalarin ultra-mikro sertlik
indentasyon test sonuglar1 Tablo 4.3’de verilmistir. Burada t, batma derinligini
gostermektedir. Degerlerden de gorildiigli gibi ol¢iimlerde batma yiikli, batma

derinligi kaplama kalinliginin 1/10 ‘nu gegmeyecek sekilde uygulanmigtir.

Tablo 4.3. Ultra-mikro sertlik indentasyon test sonuglari

1,2 mN (10 adim, 1s)

Ornek t, nm HU, GPa E, GPa
PEEK 351,2+14,4 0,24 £0,02 5,97 £ 0,26
Ti 59,0+£1,6 3,39+£0,12 98,22 + 7,88
Ti+Mg 175,2+£9,6 0,71 £ 0,06 160,18 + 89,90
Ag 97,2+18 1,61+0,04 83,71 £ 3,85
Ag/Pt 62,0+£0,7 3,15+£0,08 137,23 + 10,28
Ti+ML 101,0+£2,8 1,59 £ 0,06 87,57 £ 6,31
Ti+ML/Pt 974+11 1,67 £0,03 89,49 £ 8,73
Ti+GL 72,4+£0,9 2,55+0,05 86,84 + 6,47
Ti+GL/Pt 79615 2,23 +£0,06 76,68 + 4,65

Tablodan da goriildiigii gibi Ag’e Pt dope edilmesi, Ozellikle tek tabakali Ag
kaplamada ve ¢ok tabakali kaplamada sertlik (HU) ve elastik modul (E) degerlerini
artirmis ancak fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada bu etki
gbzlenememistir. Pt’nin sertlik degerlerindeki farkli etkisi, kaplamalarin mimarisi,
diger bir deyisle Ag’iin kalinhg ile ilgilidir. Olgiilen kalinliktaki Ag’iin miktar:
arttikca Pt’nin etkisi artmaktadir. Diigiik kaplama sicakliklari, denge dis1 katilagsmaya
neden olmakta ve Ag-Pt ikili faz diyagraminda beklenen peritektik reaksiyon
ger¢eklesmemektedir. Bunun yerine sahip olduklar1 benzer atomik ¢aplari nedeniyle
Pt, Ag kafesine yer alan atomu olarak girebilmekte ve kati ergiyik sertlesmesi

g6zlenmektedir.
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4.2.2. Cizik testi

Nano c¢izik testi (NanoScratch Tester (NST), CSM-Instruments) ile kademeli olarak
artan yiikler altinda kaplamalarin yapisma dayanimi belirlenmistir. Cizik testi nihai
cok tabakali ve fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalara uygulanmistir.
Cizik testi 100 pm Rockwell elmas ug ile 0,03 — 3 N artan yiik araliginda 3 mm’lik
c¢izik izi olusturularak yapilmistir. Cizik testlerinde, her bir kaplama numunesi igin
6,06 mm/dak ¢izme hiz1 ve 6000 mN/dak ylikleme hiz1 kullanilmistir. Kaplamalarin
hasar mekanizmalarini incelemek amaciyla uygulanan yiik araliginda ¢izik test izleri
SEM/EDS ile goruntulenmistir. Kaplamanin yapisma (adhezyon) mukavemetini

gosteren L¢; ve L kritik yiikleri belirlenmistir.

Iki malzemenin birbiri iizerinde hareket etmesi ile olusan tribolojik etkilesimlerde,
malzeme Ozelliklerine bagl olarak farkli asinma mekanizmalar1 s6z konusudur.

Bunlar adhezif, abrazif, yorulma ve kimyasal asinma olarak adlandirilmaktadir.

Kademeli olarak artan yiik altinda yapilan ¢izik testi sirasinda kaydedilen stirtiinme
katsayisi, batma (penetrasyon) derinligi ve artik batma derinligi (residual depth)
degisimleri ylik ve mesafenin fonksiyonu olarak, Pt dope edilmemis ve edilmis ¢cok
tabakali kaplamalar i¢in Sekil 4.26a-c’de sirasiyla verilmistir. Cizik testi sirasinda
ucun kaplamanin iizerinde hareket etmesiyle olusan ¢izik izi, artan yiik ile elastik-
plastik deformasyon nedenli olarak genislemektedir. Pt dope edilmemis ¢ok tabakali
kaplamada siirtlinme katsayisi Pt dope edilmis ¢ok tabakali kaplamaya gore daha
yiiksektir (Sekil 4.26a). Bunun nedeni, kaplamanin en iist tabakasini olusturan Ag
tabakanin daha diisiik sertlige sahip olmasi (1.61 GPa karg1 3.15 GPa) ve deformasyon
kabiliyetinin daha yiiksek olmasidir. Yiiksek deformasyon kabiliyeti sabanlamayi
kolaylastirarak, elmas ucun Oniinde kaplamanin birikmesine ve sonu¢ olarak
stiriitinme katsayisinin artisina sebep olmaktadir. PEEK’in diisiik yiik tasima
kapasitesi ve kaplama kalinliginin diisiik olmasi nedeniyle, batma derinligi yiikiin
artmasi ile birlikte toplam kaplama kalinligindan daha biiyiik deger almaktadir
(Sekil 4.26b). Buna ragmen, uygulanan yiik araliginda deformasyon tamamen elastik

karakteristiktedir (Sekil 4.26¢).
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Sekil 4.26. Cok tabakali kaplama icin ¢izik testi strecinde
uygulanan yiik ve mesafe ile (a) siirtiinme katsayisinin (b) batma
derinliginin ve (c) plastik batma derinliginin degisimi
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Cizik testi sonras1 kaplamalarda olusan ¢izme izleri (scratch test tracks) SEM ve
EDS ile incelenmistir. Pt dope edilmemis ¢ok tabakali kaplamada ¢izme testi sonrasi

olusan oyuk izin panoramik ve SEM goriintiisii sirastyla Sekil 4.27°de verilmistir.

) ) )

Sekil 4.27. Pt dope edilmemis ¢ok tabakali kaplamada ¢izik izinin (a) panoramik ve
(b-g) SEM goriintisu

Kaplama yiizeylerinde, kaplama siireci sirasinda olusan biiyiikk kristal veya
dropletlerin olusturdugu piiriizliiliikkler (asperit) diisiik yiikler altinda plastik olarak
deforme olmaktadir. Asperit deformasyonu olarak adlandirilan bu olay, temas
yilizeyinin piiriizliilik gibi ylizey morfolojisinin bir sonucu olarak gelismektedir.
Diisiik yiiklerde gerceklesen bu bolgenin daha ayrintili, farkli biiylitmelerde alinmis
SEM goriintiileri Sekil 4.28a-d’de ve ilgili EDS analizi Sekil 4.28e’de verilmistir.
Plastik deformasyon sirasinda en iist tabakayr olusturan Ag’iin bir kismi bu
asperitlerin tepelerinden koparilmakta ve adhezif asinmaya neden olmaktadir
(sekildeki siyah noktalar). Diger yandan artan ¢izme yiikii ile birlikte kaplama ytizeyi
daha puruzsiz hale gelerek parlatma etkisi gostermektedir. Cizik testinde diisiik
yiiklerde stirtiinme katsayisinda goriilen dalgalanmalar (karasizliklar) (Sekil 4.26a)
yuzeyde bulunan asperit deformasyonunun statik surtinme (zerindeki etkisinden
ileri gelmektedir. Bununla birlikte, ¢izik testi siirecinde yiizeyin sabanlamasi ile
olusan oyuk izleri, yiikk tasima kapasitesinin asilarak elastik ve plastik

deformasyonun bir sonucudur.
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Sekil 4.28. Pt dope edilmemis c¢ok tabakali kaplamada diisiikk yiliklerde goriilen
asperit deformasyonuna ait (a-c) SEM gorintuleri ve (d-e) EDS analizi

Yiikiin daha da artmasiyla kayma ve sabanlama nedeniyle siirtiinme katsayist da
artmaktadir. Nihai olarak, ucun arkasinda olusan ¢ekme gerilmesi ile ucun oniinde
olusan basma gerilmesi ve malzeme yigilmast sonucu farkli catlak paternleri

olusmaktadir (Sekil 4.29) [194].

(a) (b) © @ ()

Artan normal Yiik

-

Sekil 4.29. Cizik testi sirasinda iz boyunca olusan yiizey catlaklari; (a) agisal
catlaklar, (b) paralel ¢atlaklar, (c) enine yaridairesel gatlaklar, (d) kaplamada talas
kalkmasi, (e) kaplamada dokiilme, (f) kaplamanin tamamen kalkmasi [194]
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Sekil 4.27b’den goriildiigli gibi artan yiik ile birlikte ucun arkasinda, izin
kenarlarinda ilk acisal catlaklar olusmaya baslamaktadir. Kaplama hasarinin ilk
gortldiigli bolgedeki yiik, kritik yiik (Lcy) olarak adlandirilmakta ve kaplamanin
yapisma mukavemetini gostermektedir. Pt dope edilmemis ¢ok tabakali kaplamada
ilk hasar 1.07 N’da goriilmiistiir. Ancak Sekil 4.27c ve 4.30’da SEM ve EDS
haritalamadan goriildiigii gibi sadece en list Ag tabaka delamine olmustur. Daha
yiiksek yiiklerde ¢izik izinin merkezine dogru yiizey daha piiriizsiiz hale gelirken izin
kenarlarinda daha fazla agisal gatlaklar olusmaktadir (Sekil 4.27d). Nihai olarak,
artan ¢izik yiikii ve temas alani nedeni ile olusan biiyiik plastik gerinme ve peklesme
(gerinme sertlesmesi), yiizeyin plastik deformasyonuna neden olmaktadir. Ancak
kaplamanin ylik tasima kapasitesinin asilmasiyla birlikte arayiizey ¢atlak gelisimleri,
enine yar1 dairesel catlaklarin plastik yigilma (plastic pile-up) bolgelerine dogru
yanal (lateral) olarak ilerlemesine ve nihai olarak kaplamanin kalkmasina (spallation)
neden olmaktadir (Sekil 4.27e-g). Genelde, bu tiir enine yar1 dairesel ¢atlaklar, diisiik
kaplama sicakliklarda olusan i¢ gerilmelerden (intrinsic stresses) kaynaklanmakta
olup, c¢izik testi sirasinda ucun Onilinde bulunan basma gerilmesi nedeniyle
olusmaktadir. Ayrica, Ag’lin bir kismi, altta bulunan Mg tabaka igine
gomulmektedir. Mg sahip oldugu daha diisiik sertlik nedeniyle yiiksek deformasyon
kabiliyetine sahiptir. Bu nedenle bu yilik araliginda sadece enine yar1 dairesel
catlaklar olusabilmekte ve sadece en 1iist Ag tabaka kalktigindan L,
belirlenememektedir (Sekil 4.27g ve 4.30). Son yiikkleme araliginda, enine yari
dairesel catlaklar daha belirginlesmektedir. Nihai olarak, biiyilk Ag tabakalari
yiizeyden kalkarak adhezif hasara neden olmaktadir (Sekil 4.30).

SEM | c | v ] wm | A | o

7.

Sekil 4.30. Pt dope edilmemis ¢ok tabakali kaplamada SEM ve EDS haritalama

Pt dope edilmis ¢ok tabakali kaplamada cizik testi sonrasi olusan ¢izik izinin
panoramik ve SEM goriintiisii sirasiyla Sekil 4.31’de verilmistir. Kaplama yiizeyinde

bulunan asperitlerin deformasyonu Pt dope edilmis ¢ok tabakali kaplamada da
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gozlenmistir (Sekil 4.31b ve Sekil 4.32a). Ancak ¢izme sirasinda meydana gelen
izler daha derinde olusmaktadir (Sekil 4.32b-c). Burada asperitlerden kopan
parcaciklar ¢izme temas alana girmekte ve Pt dope edilmemis ¢ok tabakali
kaplamadakilerden daha sert olduklarindan asindirict gibi davranarak abrazif

asinmaya katkida bulunmaktadir (Sekil 4.32).

(b) (©) (d)

Sekil 4.31. Pt dope edilmis ¢ok tabakali kaplamada ¢izik izinin (a) panoramik ve (b-
g) SEM goruntisi

Pt dope edilmis Ag tabakasinin sertligi Pt dope edilmemis Ag tabakanin sertliginin
iki kat1 degerindedir (Tablo 4.2). Bu da en iist tabakanin deformasyon davranigini
degistirmektedir. Bu durumda sabanlama s6z konusu olmayip asperitlerin
tepelerinden kopan partikiillerin araylizeye girmesi ile abrazif asinma baskin
mekanizma olmaktadir. Dolayisiyla sabanlama etkisinin olmamasi ve temas alaninin
azalmasi nedeni ile siirtinme katsayisi da diismektedir (Sekil 4.26a). Ylzey
tabakanin sertliginden dolay1r artan yiik tasima kapasitesi, altlik malzemenin
deformasyonunu azalmaktadir. Belirli bir ylike geldigi zaman, kaplama artik ytikii
tasiyamaz hale gelmekte ve altlik malzeme deforme olmaya baslamaktadir. Diisiik
deformasyon kabiliyetine sahip kaplama ile altlilk malzeme farkli genlesme ve
biiziilme davraniglarindan dolay1 arayiizeylerinde yiiksek gerilme birikmektedir. Bu
da, temas alaninda ve disinda altlik mazlemenin y1§ilma bolgesinde kaplamada farkli

catlaklarin olusmasina neden olmaktadir (Sekil 4.31c-d ve Sekil 4.33).
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Sekil 4.32. Pt dope edilmis ¢ok tabakali kaplamada diisiik yiiklerde goriilen asperit
deformasyonuna ait (a-c) SEM goruntuleri ve (d-e) EDS analizi
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Sekil 4.33. Yumusak althik tiizerinde sert gevrek bir kaplamanin
catlamasi, ucun temas alami etrafinda malzemenin yigilma gosterdigi
bolgede gergeklesmektedir. Oklar malzemenin akis  yOniini
gostermektedir [194]

Sekil 4.31c-d’de goriildiigii gibi iz kenarlarinda agisal ve paralel catlaklar, ilk 1,95
N’da (L¢1) goriilmiistir. Pt dope edilmemis ¢ok tabakali kaplamanin aksine ¢ekme
catlaklar1 yerine, ucun oniinde ug ile esmerkezli ¢atlaklar gelismektedir. Cizik testi

sirasinda ucun hareketi ile birlikte ucun 6niinde olusan basma gerilmesi kaplamanin
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biikiilmesine (burusma, buckling), kabarmasina ve nihai olarak kalkmasina neden
olmaktadir (Sekil 4.34). Burusma (biikiilme) genelde ucun oniinde plastik yigilma
bolgesinde olusmaktadir. Arayiizey hatalar1 iceren bolgeler bu basma
gerilmelerinden dolayr kaplamanin burusmasina imkan vermektedir. Araylizey
catlaklariin gelisimi ile olusan her bir burusma yanal (lateral) dogrultuda
yayilmaktadir. Ucun ilerlemesi ile birlikte olusan bu burusmalarin {izerinden
gecilerek kaplama altlik malzemenin i¢ine dogru batmakta ve nihai olarak

kalkmaktadir [206].
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Sekil 4.34. Ucun ilerlemesi sirasinda kaplamada meydana gelen ()
pullanma (b) burusma ve (c) altlik malzemeye gomiilme hasarlarinin
sematik gosterimi [194]

Pt dope edilmemis ve edilmis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalarin
kristalit boyutlar1 ¢ok katmanli kaplamalara gore daha kiigiik ve sertlikleri de daha
biiyiik degerlerdedir (Tablo 4.1- 4.3). Buna bagli olarak kaplamalarin deformasyon

kabiliyeti ve kirilma davraniglart farkli olacaktir.
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Pt dope edilmemis ve edilmis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalar igin
kademeli olarak artan yiik altinda yapilan ¢izik testi sirasinda kaydedilen siirtiinme
katsayisi, batma (penetrasyon) derinligi ve artik batma derinligi (residual depth)
degisimleri ylik ve mesafenin fonksiyonu olarak Sekil 4.35a-c’de sirasiyla

verilmigtir.

Cok tabakali kaplamada oldugu gibi, Ag’e Pt dope edilmesi ile iist tabakanin sertligi
artmakta, deformasyon kabiliyeti diismekte, sabanlama azalmakta ve dolayisiyla
stirtinme katsayis1 diismektedir (Sekil 4.35a). Burada da uygulanan yiik araliginda,
PEEK’in diisiik yiik tagima kapasitesi ve kaplama kalinliginin diisiik olmasi
nedeniyle, batma derinligi toplam kaplama kalinligindan daha biiyiik deger

almaktadir ve kaplamalar elastik deformasyon gostermektedir (Sekil 4.35b-c).

Pt dope edilmemis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada ¢izik testi sonrasi
olusan ¢izik izinin panoramik ve SEM goriintiisii sirastyla Sekil 4.36’de verilmistir.
Sekilden de goriildiigii gibi ¢ok tabakali kaplamaya benzer sekilde triboljik asinma
mekanizmasi asperitlerin deformasyonu ile baslamaktadir. Ancak fonksiyonel olarak
derecelendirilmis kaplamalarda iist tabaka daha sert oldugundan (Tablo 4.3),
asperitlerin tepelerinden kopan pargaciklar daha sert karakterdedirler. Dolayisiyla
temas alanma kacan bu pargaciklar yiizeyin abrazif olarak asimmmasma neden
olmaktadir (third body concept) [194]. Kaplamanin sahip oldugu daha yiiksek
sertlikten dolay1 artan yiik tasima kapasitesi, altlik malzemenin deformasyonunu
azaltmakta ve ayni zamanda sabanlamayir da engellemektedir. Bu sekilde altlik

malzemedeki gerilmeleri azaltmaktadir [207].

Artan yiik ile birlikte ucun arkasinda, izin kenarlarinda ilk agisal ¢atlaklar olusmaya

baslamustir. Ilk ¢atlak, 2.01 N’da (L) gdriilmiistiir (4.36d ve Sekil 4.37).

Sekil 4.36e ve 4.38a-b’den goriildiigii gibi c¢izme yiikiiniin artmasi ile birlikte bu
acisal catlaklar birleserek enine yar1 dairesel catlaklar olusturmaktadir. Cekme
catlaklar1 olarak da adlandirilan bu enine yari1 dairesel catlaklar, ucun arkasinda
olusan ¢ekme gerilmesi sonucu meydana gelmekte olup ucun arkasinda esmerkezli

olarak gelismektedir.
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Sekil 4.35. Fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplama igin ¢izik testi
siirecinde uygulanan yiikk ve mesafe ile (a) siirtiinme katsayisinin (b)
batma derinliginin ve (c) plastik batma derinliginin degisimi
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Sekil 4.36. Pt dope edilmemis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada gizik
izinin (a) panoramik ve (b-g) SEM goruntusu

Sekil 4.37. Pt dope edilmemis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada ilk
catlaklarin goriildiigii bolgelere ait (a-b) SEM gorntileri

(a) | (b)
Sekil 4.38. Pt dope edilmemis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada

goriilen ¢atlaklarin SEM goriintiileri; (a) artan yiik ile birlikte olusan agisal ¢atlaklar
birleserek (b) enine yar1 dairesel ¢atlaklar (¢ekme catlaklari) olusturmaktadir

Artan yuk ile birlikte kaplama artik yUkl tasiyamaz hale gelmekte ve althik
malzemenin deformasyonuna neden olmaktatir. Nihai olarak ucun Oniinde olusan

basma gerilmesi ve plastik yi8ilma etkisi ile birlikte kaplama, yine ucun 6niinde, uca
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esmerkezli yar1 dairesel bir sekilde biiziismeye baslamaktadir. Olusan herbir yari
daire, ¢izik izi boyunca ilerlemektedir. Ucun Oniinde olusan bu yar1 daireler
iizerinden ucun gegmesi ile kaplama parcalanarak altlik malzeme i¢ine gomiilmekte

ve bir miktar kaplama yiizeyden kalkmaktadir (Sekil 4.36e-f ve Sekil 4.39).

SEM c

(b)

Sekil 4.39. Pt dope edilmemis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada
nihai hasarin (a) SEM ve (b) EDS haritalamasi

Pt dope edilmis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada ¢izik testi sonrasi
olusan ¢izik izinin panoramik ve SEM goriintiisii sirasiyla Sekil 4.40’da sunulmustur.
Pt dope edilmis ve edilmemis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalarin
sertlikleri birbirine yakin olmasindan dolay1 deformasyon kabiliyetleri de benzer

olacaktir.

Sekil 4.40. Pt dope edilmis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada ¢izik
izinin (a) panoramik ve (b-g) SEM goruntisu
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Diisiik yiiklerde asperit tepelerinden kopan parcaciklar abrazif asinmaya neden
olmustur (Sekil 4.41a). Artan yiik ile birlikte ¢izme izinin kenarlarinda gelisen agisal
catlaklar (Sekil 4.41b) birleserek enine yar1 dairesel c¢atlaklar olusturmustur (Sekil
4.42a ve b). Kritik yik (L¢;), 2.65 olarak belirlenmistir (Sekil 4.42b).

(@) - )

Sekil 4.41. Pt dope edilmis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada (a)
asperitlerin tepelerinden kopan parcaciklarin abrazif asinmaya katkisi (b) ilk agisal
catlaklarin olusumu

Belli bir siire sonra kaplama yiikii artik tagityamamakta ve altlik malzeme ile
arasindaki farkli deformasyon kabiliyeti nedeniyle kirilmaktadir (kopmaktadir).
Kirilan ve kopan bu pargalar temas yiizeyine kagmakta ve daha kiglk parcalara
bolinmektedir. Bu kii¢lik pargalarin bir kismi daha altta bulunan tabaka (Ti tabakasi)
ile birleserek mekanik alagimlanmaktadir (Sekil 4.43)

@ - ®)

Sekil 4.42. Pt dope edilmis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada (a)
olusan acisal catlaklarin birleserek (b) enine yar1 dairesel catlaklarin olusturmasi ve
ilk hasar
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Sekil 4.43.Pt dope edilmis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada nihai
yiikte olusan mekanik alagimlanmis bolgenin (a) farkli biiyiitmelerde alinmis SEM
goruntdleri (b-c) ve EDS analizi (d-e)

4.3. Kaplamalarin C0zinme Davranisi

Kaplamalarin ¢6ziinme davranislart daldirma deneyi ve elektrokimyasal deneyler

olmak iizere iki asamada incelenmistir.

4.3.1. Daldirma deneyi

Bu deneyde Pt dope edilmemis ve edilmis ¢ok tabakali ile fonksiyonel olarak
derecelendirilmis kaplamalarin simule edilmis viicut sivisi (SBF) igerisinde
cozinmesi farkli siirelerde 37 +1°C’de daldirma yontemi ile incelenmistir.
Belirlenen  sireler sonunda SBF icindeki elementlerin  konsantrasyonu
Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometeresi (ICP-MS) ile belirlenmis ve
cozeltilerin pH degerleri Ol¢iilmiistiir. Deney sonrast numunelerin yiizeyleri

SEM/EDS ile incelenmistir.

Pt dope edilmemis ve edilmis c¢ok tabakali kaplamalarin daldirma testi sonrasi

SBF’deki element konsantrasyonlari1 ve kaplama yiizeyinin SEM/EDS ile elde edilen
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elementel analiz sonuglar1 Tablo 4.4 ve 4.5°de verilmistir. Kaplamalarin testlerin
oncesinde ve sonrasinda alinan yilizey goriintiileri, Pt dope edilmemis ornekler igin

Sekil 4.44-4.46’de ve Pt dope edilmis 6rnekler i¢in Sekil 6.47-6.49’da sunulmustur.

Tablo 4.4. Pt dope edilmemis ¢ok tabakali kaplamada daldirma testi sonrasi ¢ozelti
ve ylizey analiz sonuglari

Ti+ML
1030 nm Ti + 259 nm Mg + 259 nm Ag
Cozelti Analizi (ICP-MS) Yuzey Analizi (SEM/EDS)
Siire pH

Ti Mg Ag Ti Mg Ag @) Cl Na
h pa/l ag. %
0 6,59 | 0,000 | 0,000 0,000 | 3,88 1,85 94,28 0 - -
1 9,47 | 1,345 | 866,398 | 0,765 | 4,41 0,67 94,76 | 0,02 | 00 |[0,15
2 9,53 | 1,097 |1011,795| 0,927 | 2,85 0,98 93,95 | 0,06 | 1,67 |048
6 7,62 | 1,029 |1116,018( 2,951 | 3,51 1,23 94,79 | 019 | 00 |0,27

12 8,96 | 1,076 [1270,096| 3,814 3,84 0,83 95,09 0,0 00 10,25
24 9,01 | 1,179 [1335,785| 6,647 4,61 0,48 94,06 0,0 052 |0,33
48 8,24 | 0,930 [1623,853| 46,730 | 5,36 0,39 93,84 0,0 00 |041
96 7,46 | 0,993 [1400,414| 45,779 | 518 0,21 94,34 0,0 00 |0,26
168 7,68 | 1,373 [1558,312]111,033| 5,81 0,28 93,63 0,0 00 027

(@)

Sekil 4.44. Pt dope edilmemis ¢ok tabakali kaplamada daldirma testi 6ncesi farkli
biiyiitmelerde alinmig SEM gorntuleri (a-b)
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(@) (h)

Sekil 4.45. Pt dope edilmemis ¢ok tabakali kaplamada daldirma testi sonrasi farkl
biiyiitmelerde alinmig SEM goriintiileri; 1 h (a-b), 2 h (c-d), 6 h (e-f) ve 12 h (g-h)
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(© (d)
(€) (f)
(@) (h)

Sekil 4.46. Pt dope edilmemis ¢ok tabakali kaplamada daldirma testi sonrasi farkl
biiyiitmelerde alinmig SEM goriintiileri; 24 h (a-b), 48 h (c-d), 96 h (e-f) ve 168 h

(g-h)
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Tablo 4.5. Pt dope edilmis ¢ok tabakali kaplamada daldirma testi sonras1 ¢ozelti ve
yuzey analiz sonuglari

Ti+ML/Pt
938 nm Ti + 234 nm Mg + 234 nm Ag/Pt

Cozelti Analizi (ICP-MS) Yizey Analizi (SEM/EDS)
Sire pH

Ti Mg Ag Ti Mg Ag o] Cl Na
h po/l ag. %
0 6,59 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 36,52 | 6,75 56,72 | 0,00 | 0,00 |0,00
1 8,99 | 2,908 | 944,612 | 2,315 | 48,05 | 1,10 50,14 | 0,00 | 0,69 |0,02
2 9,81 | 5,689 |1130,070| 0,826 | 55.91 | 0.94 42.67 | 0.00 | 0.48 |0.00
6 9,87 | 2,228 |1189,965| 1,429 | 34.49 | 121 63.83 | 0.00 | 0.57 |0.00

12 9,90 | 3,230 |1299,324| 6,972 | 49.15 | 0.12 4948 | 0.00 | 0.64 |0.61
24 8,03 | 1,232 |1035,934| 16,948 | 49.48 | 0.12 4948 | 0.00 | 0.64 |0.61
48 7,32 | 1,069 [1053,309| 47,677 | 49.42 | 0.24 4842 | 0.00 | 1.16 |0.97
96 8,87 | 1,635 |1081,402| 38,487 | 49.06 | 0.28 50.15 | 0.00 | 0.50 |[0.00
168 7,94 | 1,497 [ 990,090 | 47,831 | 55.82 | 0.28 4333 | 0.00 | 053 |0.03

(@) (b)

Sekil 4.47. Pt dope edilmis ¢ok tabakali kaplamada daldirma testi oncesi farkli
biiytitmelerde alinmis SEM goriintiileri (a-b)
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(©)

Sekil 4.48. Pt dope edilmis ¢ok tabakali kaplamada daldirma testi sonrasi farkl
biiytitmelerde alinmig SEM goriintiileri; 1 h (a-b), 2 h (c-d), 6 h (e-f) ve 12 h (g-h)
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(@)

Sekil 4.49. Pt dope edilmis ¢ok tabakali kaplamada daldirma testi sonrasi farkl
biiyiitmelerde alinmig SEM goriintiileri; 24 h (a-b), 48 h (c-d), 96 h (e-f) ve 168 h

(g-h)
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Tabakalar1 olusturan elementlerin deniz suyu igerisindeki elekrot (¢oziinme,
korozyon) potansiyelleri Tablo 4.6’da verilmistir. SBF olarak kullanilan serum
fizyoljik siv1 yaklasik 0,16 M kloriir icermektedir. Bu viicut sivisi, seyreltik deniz
suyu olarak kabul edilebilir ve deniz suyu i¢in verilen elektrot potansiyel degerleri
kaplamalardaki elektrokimyasal ¢oziinme mekanizmalarinin  agiklanmasinda
kullanilabilir [208].

Tablo 4.6. Elementlerin deniz suyu i¢indeki elektrot potansiyelleri [209].

Titanyum Magnezyum Gilimiis Platin

Electrot

sotansiyeli, v (+0.06)~(- 0.05) (-1,6)-(-1,63)  (-0,09) - (-0,14)  (+0,25)~(+0,18)

Kaplamalar, diisiik kaplama sicakliklar1 nedeni ile droplet, porozite gibi bir¢ok yiizey
hatalar1 igcermektedir. Dolayisiyla daldirildiklar1 elektrolit, yiizeyden daha alt
tabakalara difiize olmaktadir., Bu nedenle tiim tabakalarin birbiri ile

olusturabilecekleri elektrokimyasal reaksiyonlar dikkate alinmalidir.

En iist tabakay1 olusturan giimiis ve en alt tabakayi olusturan titanyum tabakalar,
sahip olduklar1 elektropozitif potansiyel nedeni ile soy metallerden sayilmaktadir. Bu
nedenle sulu ortamlarda ¢oziinmeleri giigtiir. Ag ve Ti tabakasinin arasinda yer alan
magnezyum oldukca aktif bir metal olup anodik olarak hemen ¢6ziinmektedir. Ag
tabakanin ylizeyinde bulunan gézeneklerden difiize olan elektrolit kolayca Ag ve Mg
tabakalariin arayizeyine ulasabilmekte ve iki tabaka arasinda galvanik bir hiicre
olusturmaktadir. Esit ylizey alanina sahip bu iki tabakanin arasinda olusan
elektrokimyasal reaksiyon karma potansiyel ilkesi ile a¢iklanabilmektedir [208, 210].
Bu iki tabaka arasindaki galvanik esleme bir Evans diagrama uyarlanarak Sekil
4.50’de verilmistr. Buna gore Ag bagil olarak daha soy bir korozyon potansiyeline
ve diisiik korozyon hizina (ikerag)), Mg daha aktif bir korozyon potansiyeli ile daha
yiiksek bir korozyon hizina (ixorvg)) Sahip olacaktir. Bu iki tabakanin yiizeyleri
birbirine esit oldugundan, toplam yiikseltgenme hizlarinin toplam indirgenme
hizlarina esit oldugu potansiyel bu sistemin karma potansiyelini (Ef) verir. Olusan
bu galvanik hiicre sonucu Ag’ln ¢oziinme hizi ikorag-mg)’a diiserken, Mg’un

¢oziinme hiz1 ikorag-mg)” @ YUkselmektedir.
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Sekil 4.50. Cok katmanli kaplamada Ag-Mg galvanik giftin olusturdugu karma
potansiyelin sematik gosterimi (Evans Diagrami)

Galvanik eslemede daha aktif olan Mg anot ve daha soy olan Ag katot olarak gérev
almaktadir. Yukarida verilen galvanik eslemede gergeklesen anodik ve katodik

tepkimeler agagida verilmistir:

Mg — Mg*? +2e” (Anodik reaksiyon) (4.1)
Ag — Ag’ +e (Katodik reaksiyon) (4.2)
O, + 2H,0 + 4e" — 40H" (Katodik reaksiyon) 4.3)

Mg, Ag’e gore daha aktif oldugundan Tablo 6.4- 6.5°den de goriildigi gibi Mg

¢cozlinmesi daha hizli ve fazladir.

Katodik reaksiyon sonucu olusan hidroksil iyonu (OH") ortam pH’inin artmasina
neden olmaktadir (Tablo 4.4 ve 4.5). Ilerleyen siirelerde pH’in diismesi ve tekrar
artmasi asagida verilen iki yan reaksiyonun da gergeklesmesinin olast oldugunu

gostermektedir:

e Mg’un anodik ¢Oziinmesi yaninda eszamanli olarak katodik reaksiyon sonucu
olusan hidroksil iyonu (OH’), Ag-Mg arayiizeyinde asagida verilen reaksiyona
g6re magnezyum hidroksit (Mg(OH),) olusturmaktadir.

Mg*?+ 20H" — Mg(OH), (4.4)
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Bu reaksiyon, OH" iyonlarinin harcanmasina ve ortam pH’in diismesine neden

olmaktadir [211].

e Ortamda Klortr iyonun (CI') varligi, Mg(OH),’in yeniden iyonlarina ayrigmasina

ve ortam pH’1n yiikselmesine neden olmaktadir [212];
Mg(OH), + 2CI" —> MgCl; +2e" + 20H" (4.5)

Yukarida verilen tiim bu reaksiyonlarin Ag-Mg arayiizeyinde olusmasi, arayiizeyin
bliylimesine, iist Ag tabakanin kabarmasina ve nihai olarak {ist tabakanin ¢atlamasina

(hatta delaminasyona) neden olmaktadir (Sekil 4.51 ve 4.52).

(@) (b)

Sekil 4.51. Pt dope edilmemis cok tabakali kaplamada bir saatlik daldirma testi
sonrasi Ag iist tabakasinin kalkmasi (a) ikincil elektron (Secondary electron, SE) (b)
Geri sacilmis elektron (Backscattered electron, BSE) ile alinmis elektron mikroskobi
goruntaleri (c) secilen alanda elementel haritalama (SEM/EDS)
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(@) (b)

Sekil 4.52. Pt dope edilmis ¢ok tabakali kaplamada bir saatlik daldirma testi sonrasi
Ag Ust tabakasinin ¢atlamasinin farkli biiyiitmelerde SE ile goriintiillenmesi (a-b)

Galvanik seriye gore oldukca elektropozitif olan Ag, ortamda CI” iyonunun varligi ile
belirli bir stre sonra ¢ozunmektedir. Bu anodik ¢6ziinme siirecinde ilk asama, CI’

iyonunun Ag tabakasinin yiizeyine kimyasal olarak adsorblanmasidir [213].

Ag + Clgs) S AgClags) + €7 (4.6)
AgClaaas) + (n— DClGee S AgClL 0ol (4.7)
AgClas) S AgCl o (4.8)

Burada, 0 <n<3

Yukaridaki reaksiyonlardan da gorildigi gibi, Ag’tin ¢oziinmesi ortamdaki CI°

iyonunun miktarina bagli olarak degismektedir. Ortamdaki fazla CI iyonu,
l_(n_l)

n (suda)

¢oziinebilen AgC kompleksi olusturarak giimiis kloriiriin (AgCl) ¢ozlinmesini

artirmaktadir.

Sekil 4.53’de ¢ok tabakali kaplamalarin SBF i¢indeki ¢oziinme davraniglart zaman
bagli olarak her bir element i¢in gosterilmistir. Ti herhangi bir ¢6ziinme
gostermezken Mg hizli bir ¢6ziinme sergilemektedir. Platinin dope edilmesinin
amaci burada giimiisiin ¢oziiniirliigiinii artirarak antibakteriyel etkisini saglamakt.
Ancak, Tablo 4.4, 4.5 ve Sekil 4.53a’den de goriildiigii gibi Pt’nin en st giimiis
tabakaya dope edilmesi, Ag’iin ¢oziiniirliigiini azaltmistir. Galvanik seride Pt, Ag’e

gore daha elektropozitif ve soydur. Dolayisiyla Pt-Ag galvanik esleme sonucu karma
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potansiyel ilkesine gore Pt, Ag’iin ¢Oziinmesini artiracaktir. Ancak galvanik bir

eslemede her iki elektrodun bagil ylizey alanlar1 elektrokimyasal c¢oziinmeyi

etkilemektedir (Sekil 4.54) [208, 210].
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Sekil 4.53. Pt dope edilmemis ve edilmis ¢ok tabakali kaplamalarin SBF
icerisinde Ti, Mg, ve Ag miktarinin daldirma siiresi ile degisimi

Bir galvanik eslemede Pt elektrod yiizey alani, anot durumda olan Ag elektrod yiizey
alanmin 10 katina ¢ikartildigi durumda denge tepkimesi akiminin 10 kat biiyiimesi
beklenmektedir [210]. Anodik bolgede akim yogunlugu biiyiidiikge ¢6ziinme biydr.
Yani akim yogunlugu kiiciik ylizeyli bir elektrotta biiylik yiizeyli elektroda oranla
daha buyuktir. Ancak, bu kaplamalarda katot olarak gdrev yapan Pt’nin yiizey alani
anodik olarak gorev yapan Ag’e goére oldukg¢a diisiiktiir. Dolayisiyla, Ag’iin

¢O0zunmesine hicbir katkida bulunmamaktadir.
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Sekil 4.54. Ag-Pt galvanik eslemede anot-katot yiizey alanlarinin etkisi

Tablo 4.4 ve 4.5’de verilen ICP-MS sonuglar1 ayni tablolardaki SEM/EDS sonuglari
ile uyumludur. Elementin ¢Ozeltideki konsantrasyonu arttikca yilizeydeki miktari

azalmaktadir.

Pt dope edilmemis ve edilmis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalarin
daldirma testi sonrast1 SBF’deki element konsantrasyonlari ve kaplama yiizeyinin
SEM/EDS ile elde edilen elementel analiz sonuglart Tablo 4.7 ve 4.8’de verilmistir.
Kaplamalarin test Oncesinde ve sonrasinda alinan yiizey gorintileri, Pt dope
edilmemis ornekler i¢in Sekil 4.55-4.57°de ve Pt dope edilmis 6rnekler ig¢in Sekil
4.58-4.60’da sunulmustur.
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Tablo 4.7. Pt dope edilmemis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada
daldirma testi sonrasi ¢ozelti ve ylizey analiz sonuglari

Ti + GL (C131-15)
1040 nm Ti + 520 nm Grad (Mg+Ag)

Siire oH Cozelti Analizi (ICP-MS) Yizey Analizi (SEM/EDS)

Ti Mg Ag Ti Mg Ag o] Cl Na
h po/l ag. %
0 6,59 4375 | 3,893 | 91,5612 |0,220| - -
1 9,64 | 1,111 |1154,031( 2,780 | 4,614 | 4,824 | 89,291 |0,362 0,421 |0,488
2 9,63 | 0,844 |1304,971| 11,075 | 4,039 | 4,834 | 89,265 |0,436 0,857 |0,570
6 9,69 | 1,053 |1783,265( 13,290 | 7,610 | 0,900 | 88,803 |0,007 | 1,682 | 0,999

12 8,29 | 0,939 (1876,722| 34,514 | 8,382 | 0,717 | 89,887 |0,000 | 0,453 0,562
24 9,16 | 0,771 [2049,209| 54,653 | 11,270 | 0,796 | 87,577 |0,000 | 0,000 | 0,357
48 7,87 | 0,822 (1939,898|176,099] 13,039 | 0,275 | 86,153 | 0,000 |0,124| 0,410
96 7,62 | 0,837 (2013,339]190,131] 11,694 | 0,406 | 87,358 | 0,000 | 0,000 | 0,541
168 7,78 | 0,962 (1974,857|254,540] 15,735 | 0,257 | 83,710 | 0,000 | 0,000 | 0,298

(@) (b)

Sekil 4.55. Pt dope edilmemis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada
daldirma testi 6ncesi farkli biiytitmelerde alinmis SEM goriintiileri (a-b)
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Sekil 4.56. Pt dope edilmemis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada
daldirma testi sonrasi farkli biiyiitmelerde alinmis SEM goriintiileri; 1 h (a-b), 2 h
(c-d), 6 h (e-f) ve 12 h (g-h)
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(@) (b)
(c) (d)
e) ()
C) (h)

Sekil 4.57. Pt dope edilmemis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada
daldirma testi sonrasi farkli biiytitmelerde alinmis SEM goriintiileri; 24 h (a-b), 48 h
(c-d), 96 h (e-f) ve 168 h (g-h)
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Tablo 4.8. Pt dope edilmis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada daldirma
testi sonrasi ¢ozelti ve ylizey analiz sonuglari

Ti + GL/Pt
1034 nm Ti +516 nm Grad (Mg+Ag/Pt)

Siire oH Cozelti Analizi (ICP-MS) Yizey Analizi (SEM/EDS)

Ti Mg Ag Ti Mg Ag @] Cl Na
h pa/l ag. %
0 6,59 16,640 | 10,664 | 71,608 | 1,088 | 0,000 | 0,000
1 8,22 | 1,249 | 998,792 | 1,153 | 20,637 | 6,221 | 71,413 |1,079|0,263 | 0,386
2 7,73 | 1,442 |1194,807| 2,193 | 20,070 | 5,813 | 72,555 |0,807|0,432 0,324
6 9,28 | 1,434 |1433,918| 2,034 | 23,910 | 3,995 | 71,342 |0,247|0,110 | 0,397
12 9,09 | 1,663 |1949,570( 8,059 | 19,530 | 3,128 | 75,810 |0,462|0,286 | 0,783
24 7,49 | 1,676 |1610,422( 12,201 | 28,270 | 1,391 | 70,004 |0,000 | 0,064 | 0,271
48 8,87 | 1,965 |3113,317| 33,569 | 25,969 | 0,513 | 71,697 |0,000 | 1,017 | 0,805
96 7,38 | 1,565 |2466,119 | 89,222 | 28,096 | 1,128 | 70,338 | 0,000 | 0,000 | 0,438
168 7,63 | 1,768 |2352,323| 95,464 | 35,957 | 0,883 | 62,795 | 0,000 | 0,000 | 0,366

(@)

Sekil 4.58. Pt dope edilmis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada daldirma
testi 6ncesi farkli biiyiitmelerde alinmis SEM goriintiileri (a-b)
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(@)

(c) (d)
(e) ()
) (h)

Sekil 4.59. Pt dope edilmis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada
daldirma testi sonrasi farkli biiyiitmelerde alinmis SEM gorintiileri; 1 h (a-b), 2 h
(c-d), 6 h (e-f) ve 12 h (g-h)
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Sekil 4.60. Pt dope edilmis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada daldirma
testi sonras1 farkli biiyiitmelerde alinmis SEM goriintiileri; 24 h (a-b), 48 h (c-d), 96
h (e-f) ve 168 h (g-h)
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Fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalar ile ¢ok tabakali kaplamalar en (st
tabaka agisindan farklilik gostermektedir (Sekil 3.2-3.3). Titanyumun hemen Ustiinde
bulunan 500 nm’lik st tabakada Mg yuzeye dogru azalirken Ag artmaktadir.
Dolayisiyla Ag ve Mg arasindaki elektrokimyasal etkilesim ¢ok katmanli kaplamada
oldugu gibi Ag ve Mg tabakalar1 arasindaki araylizeyde olmayip, serbest yizeyde
gerceklesmektedir. Yukarida agiklanan karma potansiyel ilkesi dogrultusunda
gergeklesen elektrokimyasal reaksiyon, fonksiyonel olarak derecelendirilmis
kaplamalarda da ayni galvanik niteliktedir. Ancak galvanik eslemede etkin olan
elektrotlarin (Ag ve Mg) bagil yiizey alanlar1 bu kaplamada iist tabakanin (500 nm)
kalinlig1 boyunca degiskendir. Cok katmanli kaplamada ¢oziinme esit yilizey alana
sahip Ag ve Mg tabakalarmin arayiizeyinde gerceklesmektedir. Fonksiyonel olarak
derecelendirilmis tabakada, ylizeyde anodik olarak ¢oziinen Mg’un yiizey alami
katodik olarak gorev yapan Ag’e gore oldukca kiigiiktiir. Dolayisiyla yiizey alani
biiyiik olan Ag’lin katodik akim yogunlugunu karsilamak i¢in gereken Mg’un anodik
akimi, Ein‘de, asagidaki esitlik dogrultusunda artmaktadir [208, 209].

SiA, = ZigAy (4.9)

Bu nedenle Sekil 4.53 ve 4.61°de, karsilastirmali olarak da Sekil 4.62’de goriildiigii

gibi fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada Ag ve Mg ¢6zlinmesi artmistir.
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Sekil 4.61. Pt dope edilmemis ve edilmis fonksiyonel olarak
derecelendirilmis kaplamalarin SBF igerisinde Ti, Mg, ve Ag miktarinin
daldirma siiresi ile degisimi

Sekil 4.62°den de goriildigi tlizere Ag’e Pt'nin dope edilmesi sonucu Ag’in
¢cozinmesi her iki kaplama tipinde de azalmigtir. Bunun nedeni elektrokimyasal

deneyler ile daha detayli olarak Boliim 4.3.2 anlatilacaktir.

Cok katmanli kaplamalarin aksine fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalarda
en uzun daldirma siiresinde dahi en iist tabakada herhangi bir ¢atlamaya veya

delaminasyona rastlanmamistir (Sekil 4.55-4.57 ve 4.58-4.60).
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Sekil 4.62. Pt dope edilmemis ve edilmis ¢ok katmanli ile fonksiyonel
olarak derecelendirilmis  kaplamalarin SBF igerisinde Mg, ve Ag
miktarinin daldirma siiresi ile degisiminin karsilastirmasi

4.3.2. Elektrokimyasal deneyler

Kaplamalarda ¢6ziinme mekanizmalarini agiklayabilmek i¢in farkli elektrokimyasal
yontemler kullanilarak kaplamalarin SBF i¢inde katodik ve anodik polarizasyon
egrileri elde edilmistir. Bunlardan Tafel ekstrapolasyon yontemi ile kaplamalarin iy,
Ewor Ve polarizasyon direnci R, belirlenmistir. Yiizeyi olusturan Pt dope edilmemis
ve edilmis Ag tabakanin ¢Ozinme mekanizmasini agiklayabilmek i¢in Pt dope
edilmemis ve edilmis tek tabakali Ag kaplamalarda yapilan potansiyodinamik
Olgtimler ile kaplamalarin pasivasyon o6zellikleri incelenmistir. Elektrokimyasal

Empedans Spektroskopisi (Electrochemical Impedance Spectroscopy, EIS) ile
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elektrolitin direnci, Rq, yuk transfer direnci R; ve kaplama yiizeyi ile elektrolit

(SBF) arayiizeyinde olusan ¢ift tabaka kapasitansi, Cqj belirlenmistir.

Aktif-pasif gegis gosteren bir metalin polarizasyon egrisi Sekil 4.63’de verilmistir.
Metal baslangicta aktif bolgede olup Exor-Epp arasinda potansiyel ile birlikte akim
yogunlugu da artmaktadir. Bu bolgede metal Tafel bagintisina gore ¢oziinmektedir.
Epp potansiyelinde metal ¢oziinmesi yavaslamakta ve yiizeyde ince bir film olusmaya
baslamaktadir. Pasiflesmenin basladig1 bu potansiyel, birincil pasiflik potansiyeli ve
akim yogunlugu i, kritik akim yogunlugu olarak adlandirilmaktadir. Yiizey tamamen
bir film ile kaplaninca tam pasiflesme potansiyeli Ey’ye ulasilir. Metal, E-E;
arasinda pasif olup, pasiflik akim yogunlugu iy, potansiyelden bagimsiz olmaktadir.
Pasiflik metal ylzeyinde ince bir film olusumuna dayanmaktadir. Bu filmin
kalinhginmn 100 A veya daha da ince oldugu kabul edilmektedir [214]. Akim
yogunlugunun tekrar artmaya bagladigi pasifilik bozulma (transpasivasyon)
potansiyeli E;’de, metal yiizeyinde olusan film bozulmaya baglamaktadir. Bu bdlge
transpasif bolge olarak adlandirilir [209].
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Sekil 4.63. Aktif-pasif gecis gosteren bir metalin polarizasyon
egrisi [210]

Pt dope edilmemis ve edilmis ¢ok tabakali ile fonksiyonel olarak derecelendirilmis
kaplamalarin SBF igerisinde alinan Tafel egrileri, ¢ok tabakali kaplamalar ig¢in

Sekil 4.64’de, fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalar i¢in Sekil 4.65’de
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verilmistir. Sekil 4.66’da ise her iki tur kaplamanin Tafel egrileri karsilagtirmali
olarak verilmistir. Elektrokimyasal deneylerden elde edilen degerler Tablo 4.9’da

sunulmustur.

150 m 4T e Ti+ML \_
100 m || === Ti+ML/Pt i
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Akim, A

Sekil 4.64. Pt dope edilmemis ve edilmis ¢ok tabakali kaplamalarin SBF igerisinde
alinan Tafel egrileri
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Sekil 4.65. Pt dope edilmemis ve edilmis fonksiyonel olarak
derecelendirilmis kaplamalarin SBF igerisinde alinan Tafel egrileri
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Sekil 4.66. Pt dope edilmemis ve edilmis ¢ok katmanli ile fonksiyonel olarak
derecelendirilmis  kaplamalarin SBF  icerisinde almman Tafel egrilerinin
karsilastirilmast

Tablo 4.9. Elektrokimyasal deney sonuglari

Ornek A () (ohi) (mA) ) 3
Ag 1,31 -130,68 32360 5,19 227,58 551
Ag/Pt 0,13 -48,59 163510 2,45 114,71 325
Ti+ML 3,18 -153,05 8740 2,55 107,04 501
Ti+ML/Pt 2,34 -105,51 10670 0,95 101,83 456
Ti+GL 14,13 -144,52 3790 2,15 105,51 485
Ti+GL/Pt 3,17 -85,40 5860 0,93 77,59 420

Tablo 4.9’dan goriildiigti Uzere en ylksek iy degerini fonksiyonel olarak
derecelendirilmis kaplama verirken en diisiik degerler tek tabakali kaplamalarda
gorilmektedir. Fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalarda olusan Ag-Mg
galvanik ciftte, katot (Ag) / anot (Mg) yiizey alan1 oranmi ylizeye dogru artmakta ve
coziinmeyi gelistirmektedir. Cok tabakali kaplamada ¢dzlinme esit yilizey alana sahip
Ag ve Mg tabakalarin arayiizeyinde gerceklesmektedir. Tek tabakali Ag
kaplamalarda ise Mg olmamasi Iy daki azalmay: agiklamaktadir. Cok tabakali ve
fonsiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada, Mg’un varligt Ag-Mg arasinda bir
galvanik eslesme gergeklesmesini saglayarak galvanik etki nedeni ile iy ’u,
dolayisiyla ¢oziinmeyi artirmaktadir (Tablo 4.4-4.5, 4.7-4.8 ve Sekil 4.62). Ag’un

korozyon potansiyeli oldukga elektropozitif olup soy metallerden sayilmaktadir. Bu
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nedenle c¢ozinmesi guctur. Ancak, cozeltide CI" gibi halid gruplarinin varligi ile

¢cozinmesi bir miktar gelismektedir.

Ag’e Pt dope edilmesi ile kaplamalarin Ey,’u daha soy potansiyele ¢ikarken iyor
diismektedir. Karma potansiyel ilkesine gore, Ag-Pt galvanik ciftte galvanik seride
daha elektronegatif olan Ag’in Eyo’unun daha elektropozitif bir degere ¢ikmasi ve
Ikor’Un artmasi beklenmektedir. Oysa Pt’nin dope edilmesi ile Ey, artarken iy

azalma gostermistir.

Bir metal yizeyinin korozyon potansiyeli, anodik ve katodik polarizasyon egrisinin
kesim noktasi tarafindan kontrol edilmektedir. Bu kesisim noktasinda anodik ve
katodik reaksiyon hizlar1 birbirine esittir. Bir metalin ¢6ziinme durumlar1 katodik
polarizasyon egrisinin anodik polarizasyon egrisini kestigi bolge ile belirlenir. Sekil

4.67°de ti¢ farkli kesisme 6rnegi verilmistir.

A, B ve C dogrular {i¢ farkli yar1 katodik reaksiyonu (On + ne—Rn), diger egri ise
anodik polarizayonu gostermektedir. Katodik polarizasyon A dogrusunu izliyor ise
korozyon potansiyeli (Exor) pasif bolgede bulunup (Ekor >Epp) diisiik akim yogunlugu
sergiler. Eger katodik reaksiyon C dogrusu olusturuyor ise korozyon potansiyeli aktif
durumdadir ve korozyon hiz1 yiiksek olabilmektedir. B katodik polarizasyon dogrusu

kararsiz bir durumu gostermekte olup ylizey aktif ve pasif konum arasinda salinim

gostermektedir [215].
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Sekil 4.67. Aktif-pasif gegis gosteren bir metalin korozyon
akimi ve potansiyeline farkli katodik reaksiyonlarin etkisi
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Sekil 4.63’den goriildiigli izere anodik polarizasyon egrisi aktif bolgede maksimum
bir akim yogunluguna, i,’ye ulastiktan sonra metalin ¢oziinmesi azalmaktadir.
Pasivasyon agisindan bu kritik akim yogunlugu ¢ok 6nemli olup metalin pasivasyon
egilimini gostermektedir. Bir metal bulundugu ortamda potansiyeli kritik bir
biiytikligiin tlizerine ¢ikarildigi zaman akim yogunlugu biiyiik 6lgiide azaliyor ise
metal pasiflesiyor denir. Altin, giimiis ve platin i¢in pasivasyon potansiyeli Eyor

degerine yakin olup diger bir¢ok metal i¢in denge degerinden daha pozitifdir [215].

Aktif/pasif gegis gosteren metallerin i,’nu kigulterek pasivitesini gelistirmek igin
bircok yontem bulunmaktadir. Bu ydntemlerden bazilarina pasif bir metal ile
alasimlama veya soy bir metal ile alagimlama Ornek verilebilir. Paslanmaz celiklerde,
demire krom eklenmesi ilk yonteme ornektir (Sekil 4.68) [216].

20 14%Cr
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Akim yogunlugu, uA;’cm_2

Sekil 4.68. Fe-Cr alasiminin %10 H2SO4 igindeki anodik polarizayonuna
krom miktarinin etkisi [216]

Ikinci yontem daha ¢ok Ti-Pt veya Ti-Pd alasimlarda gériilmiis ve incelenmistir.
Sekil 4.69’da bu mekanizma detayli bir sekilde agiklanmistir [208]. Ti-Pd
alasiminda, hidrojenin indirgenme reaksiyonu hem Ti hem de Pd {izerinde
gerceklesmektedir. Hidrojen indirgenme reaksiyonunun denge tepkimesi akim
yogunlugu Pd yiizeyi lizerinde Ti’a gore 10° kat daha biiyiiktiir. Bu etki sonucu
toplam katodik polarizasyon egrisi, toplam anodik polarizasyon egrisini pasif

bolgede keser. Bu sekilde, Ti-Pd alasimi kendiliginden pasiflesmektedir. Sekil
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4.69°da verilen sistemde goriildiigii gibi sadece ¢ok az miktarda (at-% 2 Pd) soy
metal ilavesi ile bu etki saglanabilmektedir. Benzer etki bu calisma kapsaminda
incelenen kaplamalarda da gortilmistiir. Ancak buradaki katodik reaksiyon oksijenin
indirgenmesidir. Ayni sekilde oksijenin indirgenme reaksiyonunun denge tepkimesi

akim yogunlugu Pt ylizeyi iizerinde Ag’e gore daha yiiksektir.
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Sekil 4.69. Ti-Pd alasiminda Pd’nin (at.-% 2) pasivasyona etkisinin elektrokimyasal
temeli [208]

Ag’e Pt’nin dope edilmesi ile Ag’lin pasivitesi gelistirilmis olup ¢dziinmesi
azalmistir. Bu etki Sekil 4.70’de Ag-Pt i¢in uyarlanarak sematik olarak gosterilmistir.
Sekil 4.70’den goriildiigii gibi toplam katodik polarizasyon egrisi anodik
polarizasyon egrisi ile iki sekilde kesisebilir. Pt dope edilmemis Ag kaplama i¢in her
iki durumda oksijenin indirgenme katodik reaksiyonu (i.. ve is,) Ag’un polarizasyon
egrisini aktif bolgede kesmektedir. Pt dope edilmis Ag kaplamada katodik
polarizasyon egrileri anodik polarizasyon egrisini farkli bolgelerde kesmektedir.
Birinci kesisimde yiizeyin pasivasyonu soz konusu iken ikinci durumda aktif ve pasif
arasinda salinim gergeklesmektedir. Ancak her iki durumda da Pt dope edilmis Ag
kaplamada akim yogunlugu diigsmektedir.
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Sekil 4.70. Pt dope edilmesinin Ag’in pasivasyonu gelistirmesinin
elektrokimyasal esasin sematik gosterimi

Soy metal ilavesinin pasivasyon ozelligini gelistirebilmesi Pt dope edilmemis ve
edilmis tek tabakali Ag kaplamada daha acik bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4.71 ve
Tablo 4.9).
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Sekil 4.71. Pt dope edilmemis ve edilmis tek tabakali Ag kaplamalarin SBF
icerisinde alinan polarizasyon egrileri
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E-I egrisinde dogrusal olarak kabul edilen bolgenin (Exor £10mV) egimi, polarizayon
direnci Rp’yi vermektedir. R, ¢oziinmeye kars: bir direncin gostergesi olup ikor ile
ters orantilidir. Kaplama yapist ve Pt ilavesinin ¢6zinmeye etkisi Tablo 4.9°da
verilen degerlerden gorulmektedir. En yiksek Ry degeri, ixor degerlerinin tam tersine,
Pt dope edilmis tek tabakali Ag kaplamada goriiliirken en diisik degeri Pt dope
edilmemis fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplama almistir. Pt dope edilmis tek

tabakali Ag kaplama ¢oziinmeye karsi en bliyiik direnci géstermektedir.

Genelde CI" ortaminda Ag, hizli bir sekilde yiizeyde AgCl filmi olusturur. Ancak bu
calismada, daldirma deneylerinin en uzun siiresinde dahi herhangi bir AgCl filme
rastlanmamistir. Bu etki, Mg-AgCl pillerde gergeklesen elektrokimyasal reaksiyon
ile benzerdir. Deniz suyu ile aktive olan bu tir piller mikroelektro-mekanik
sistemlerde (MEMY), askeri uygulamalarda sik¢a kullanilan gii¢ kaynaklaridir [217,
218]. Anot olarak magnezyum, katot olarak da AgCl, CuCl,, PbCl; gibi elektrodlar
kullanilmaktadir. Kuru halde iken herhangi bir siire¢ ilerlemezken, denizsuyu ilavesi

ile Mg-AgCl pillerdeki elektrokimyasal reaksiyon asagidaki gibi ylrimektedir:
Mg S Mg®* + 2~ (4.10)
2AQCl +2e 5 2Ag + 2ClI0 (4.11)

Yukarida verilen iki yari-hiicre reaksiyonundan da goriildiigii gibi Mg, kaplamalarda

olusabilecek AgCl’ii ¢6zebilme kabiliyetindedir.

Bir elektrokimyasal reaksiyonda ilk etapta yiizey elektrolit ile etkilesmektedir.
Dolayisiyla yiizey ile elektrolit arasindaki arayiizeyde olusan etkilesimler dnem
kazanmaktadir. Bu dogrultuda, elektrolitin, yiizeyin ve bunlarin olusturdugu
arayiizeyin ¢0ziinme mekanizmasina etkisini daha 1iyi anlayabilmek igin

elektrokimyasal empedans spektroskopi dlcumleri gergeklestirilmistir.

EIS, alternatif akim (AC) teorisinin bir konusu olup bir devrenin alterantif akim veya
potansiyele karsi cevabini frekansin bir fonksiyonu olarak tanimlamaktadir. Bu
dogrultuda EIS 6lcumlerden elde edilen veriler ile farkli egriler ¢izilerek sisteme bir

esdeger devre tamimlanir. Bu egri ve devreler ile sistemin ¢oziinme siireci ile ¢ozelti
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direnci, ylk transfer direnci ve elektrolit-yiizey arayiizeyinde olusan ¢ift tabaka
kapasitans1 gibi mekanistik bilgiler elde edilmektedir.

Pt dope edilmemis ve edilmis ¢ok tabakali ile fonskiyonel olarak derecelendirilmis
kaplamalara ait Nyquist egrileri sirasiyla Sekil 4.72 ve Sekil 4.73’de verilmistir.
Nyquist egrisi kompleks empedans ¢izimi olup sanal empedans (Z") degerleri gergek
empedans (Z') degerlerine karsi c¢izilerek olusturulur. Nyquist egrilerinden her iki
kaplama tipinde de Pt’nin etkisi giiglii bir sekilde goriilmektedir. Ag’e Pt’nin dope
edilmesi ile kaplamanin empedans degeri oldukca artmaktadir. Beklendigi gibi ¢ok
katmanli kaplamada, kaplamanin yapisi dogrultusunda bu artis daha da yiiksektir.
Yarim daire seklinde bir egri vermeyen bu tiir Nyquist egrileri, yliksek pasif film

direncine sahip pasivasyon gosteren malzemelerde gortilmektedir [219].

Pt dope edilmemis ve edilmis ¢ok tabakali ile fonskiyonel olarak derecelendirilmis
kaplamalara ait Bode egrileri Sekil 4.74-4.77°de verilmistir. Log |Z| ve faz agisi,
frekansa kars1 ¢izilerek Bode egrileri olusturulur. Dolayisiyla empedansin frekans ile
degisimini goz Oniine sererek Nyquist egrilerine gore avantaj saglamaktadir. Ayrica
Bode egrilerinden direkt, Ro, Rp degerleri okunabilir ve Cg hesaplanabilir.

Kaplamalara ait Bode egrilerinden elde edilen veriler Tablo 4.10’da sunulmustur.

16 k

il Ti+tML —

= Ti+ML/Pt

12 k
10 k

8k

", ohm

4k

2k e

-Sk 0 Sk 10 k 15k 20k
Z', ohm

Sekil 4.72. Pt dope edilmemis ve edilmis ¢ok tabakali kaplamalara ait Nyquist
egrileri
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Sekil 4.73. Pt dope edilmemis ve edilmis fonksiyonel olarak derecelendirilmis
kaplamalara ait Nyquist egrileri
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Sekil 4.74. Pt dope edilmemis ve edilmis ¢cok tabakali kaplamalara ait Bode egrileri
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Sekil 4.75. Pt dope edilmemis ve edilmis fonksiyonel olarak derecelendirilmis
kaplamalara ait Bode egrileri
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Sekil 4.76. Pt dope edilmemis ve edilmis ¢cok tabakali kaplamalara ait Bode egrileri
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Sekil 4.77. Pt dope edilmemis ve edilmis fonksiyonel olarak derecelendirilmis
kaplamalara ait Bode egrileri

Tablo 4.10 Bode egrisinden elde edilen veriler

Ornek Rq, ohm Rp, ohm |Z|, ohm Ca, F
Ti+ML 37,61 11853,39 2472,40 0,000404
Ti+ML/Pt 41,99 20838,01 2581,50 0,000387
Ti+GL 34,06 3567,84 710,09 0,001408
Ti+GL/Pt 29,83 4498,87 817,39 0,001223

Empedans verilerinden elde edilen R, degerleri, Tablo 6.9’da verilen ve dogru akim
yontemiyle elde edilen Ry degerleri ile ayni egilimi gostermekte ve kaplamanin

polarizasyon direncini vermektedir.

Elektrokimyasal bir hiicrede elektrot yiizeyi bir dizi direng ve kapasitanstan olusmus
bir elektronik devreye benzetildiginden, sisteme uygun bir esdeger devre atanabilir.
Farkl1 bilgisayar programlar1 kullanilarak, EIS’den elde edilen deneysel veriler ile
uygun esdeger devre bulunur. Kaplamalar i¢in en basit devre Sekil 4.78°de

verilmigtir.
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Sekil 4.78. EIS verileri ile atanan basit esdeger devre

Sekil 4.78’deki basit esdeger devre icin ZSimpWin esleme programi kullanilarak

hesaplanan degerler Tablo 4.11°de verilmistir.

Tablo 4.11. Basit esdeger devreden elde edilen veriler

Ornek Ro, ohm Rp, ohm Ca, F Ki-kare
Ti+ML 39,90 8773 0,0002172 6,34E-2
Ti+ML/Pt 44,47 24360 0,0002502 8,74E-2
Ti+GL 34,08 3291 0,0010310 4,29E-2
Ti+GL/Pt 33,60 4496 0,0008879 541E-2

Pt dope edilmemis ve edilmis ¢ok tabakali ile fonskiyonel olarak derecelendirilmis
kaplamalarin kaplama siirecleri yaklasik oda sicakliinda gerceklestiginden ylizeyde
gozenek gibi bazi hatalar goriilmektedir. Dolayisiyla bu gozenekler daha altta kalan
tabakalara ¢ozeltinin difiize olmasini saglamakta ve ¢6ziinme siirecine katkida
bulunmaktadir. Bu dogrultuda yapilan daha karmasik bir esdeger devre Sekil 4.79°da

verilmigtir.
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Sekil 4.79. EIS wverileri ile atanan ve yiizey hatalarini
kapsayan karmasik esdeger devre

Sekil 4.79’da verilen esdeger devreden hesaplanan degerler Tablo 4.12°de

verilmistir.

Tablo 4.12. Karmasik esdeger devreden elde edilen veriler

Ornek Rgq, ohms Ry, ohms Cy, ohms Cua, F Rp,ohm  Ki-kare
Ti+ML 38,68 1097,0 0.0001694 0,0002794 8329 1,38E-2
Ti+ML/Pt 42,18 1038,0 0,0001757 0,0002748 25940 1,54E-2
Ti+GL 33,25 684,7 0,000819 0,001327 3083 8,95E-3
Ti+GL/Pt 32,51 617,8 0,0006693 0,001033 4528 1,06E-2

Her ti¢ farkli hesaplamadan elde edilen veriler (Tablo 4.10-4.12) Pt’nin ¢dziinmeye
etkisini gostermektedir. Her iki kaplama tipinde de Pt’nin dope edilmesi ile
polarizasyon direnci artmaktadir. Fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada,
kaplama yapisindan dolayr magnezyum yiizeye daha yakin oldugundan ve dncelikle
¢coziinmesinden dolayr gozenek sayisi artmaktadir. Bunun sonucunda kaplamanin

gozenek direnci diismektedir.

4.4. In vitro Biyolojik Degerlendirme
4.4.1. Antibakteriyel davrams

Cok tabakali ve fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalarin antibakteriyel

davraniglar1 1SO 22196 (Plastics — Measurement of antibacterial activity on plastics
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surfaces)’a gore belirlenmistir. Deneyde Staphylococcus aureus ATCC 6538 ve
Escherichia coli ATCC 8739 olmak iizere iki farkli bakteri kullanilmistir.

Viicut i¢ine bir implantin yerlestirilmesinde her zaman mikrobiyal enfeksiyon riski
vardir. Ortopedide enfeksiyon, implant hasarina neden olarak biiyiik bir problem
olusturmaktadir. Implant nedenli olusan enfeksiyon ile basa ¢ikmak oldukca giictiir,
uzun siireli antibiyotik alimina ve tekrarlanan cerrahi islemlere neden olabilmektedir.
Implant nedenli enfeksiyon, bir implantin yiizeyine bakterinin yapismasi ile baslar ve
biyofilm olusmasima neden olur [184]. Implant yiizeyinde olusan bu biyofilm iic
bilyiik soruna yol agmaktadir. Oncelikle, yiizeyde tutunan bu bakteriler, bakteri
deposu (reservuar) olarak gorev yapmakta ve viicudun diger bolgelerine kolayca
gecerek kronik enfeksiyona neden olabilmektedir. Diger bir sorun, bu biyofilmler
antibiyotiklere kars1 yiiksek direngli olup geleneksel antibiyotik terapiler ile tedavi
edilmeleri guctir. Nihai olarak, konagin cevabi (host response) ve antimikrobiyal
tedaviler biyofilm iginde bakterilerin biiyiimesine engel olamadiklarindan kronik
enfeksiyon olusabilmektedir. En 6nemlisi, bakteriyel tutunma ilgili hiicre tutunmasi
Oncesi gergeklesirse implant yiizeyinde biyofilm olusumuna neden olur ve doku
olusumunu engeller. Bu olusan biyofilm hem bagisiklik sistemine ve hem de
antibiyotiklere karsi oldukga direnclidir. Bu nedenle, implant nedenli enfeksiyonu
Onlemek icin implant ylzeyinde bakteriyel tutunmayi (yapisma, adezyon)
engellemek gerekli hale gelmistir. Dolayisiyla ortopedik implant malzemelerde
basartya ulasabilmek i¢in kemik-olusturan hiicrelere (osteoblast) uygun yuzeyler

saglanmali, yumusak bag doku ve biyofilm olusumu engellenmelidir.

Yetigkinlerde vertebra (omur) and intervertebral disklerde en sik goriilen enfeksiyon
Staphylococcus aureus nedenlidir. S.aureus, gram-pozitif aerobik Staphylococci
organizmalardan olup en patojenik (en ¢ok hastalifina neden) olandir. Genelde cilt
enfeksiyonlarina, bazi durumlarda da pndmoni (pneumonia, zatlrre), endokardit
(endocarditis, kalp iczari iltihab1) ve osteomiyelite (osteomyelitis, kemik iligi
iltihab1) neden olmaktadir. Diger siklikla goriilen bakteriler Staphylococcus
epidermidis ve beta-hemolytic Streptococcus’dur. Gram-negatif bakteriler ise

Escherischia coli, Pseu-domonas, Klebsielles and Enterobacter cloacae’dir [220].
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Tablo 4.13’de ¢ok tabakali ve fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalarin ISO
22196°ya gore Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakterilerine karsi
antibakteriyel aktivite testi sonuglar1 verilmistir. Ilgili kaplamalarin yiizeyinden
yikanan bakteri koloni sayimlarinin gergeklestirildigi petri goriintiileri Sekil 4.80’de
sunulmustur. Standart (islem gérmemis) Ornek olarak kaplanmamis PEEK diskler
kullanilmistir. PEEK i¢in 0. ve 24. saatte Olgiilen canli mikroorganizma sayisi
standartta verilen araliklar i¢indedir. Sekil 4.81’de 24 saatte ¢oziinen Ag ile canli

organizma sayisi arasindaki iligki verilmistir.

Sekil 4.80. Kaplamalarin yiizeyinden yikanan (a) S. aureus ve (b) E.coli bakteri koloni
sayimlarinin gergeklestirildigi petri goriintiileri

Tablo 4.13. Orneklerin 1SO 22196’ya gore S. aureus ve E.coli bakterilerine kars
antibakteriyel aktivite sonuglari (10* kob/cm?)

Organizma Ornek Adi N (0. Saat) N (24. Saat) U, A R
PEEK 9,2x10° 2,4x10° 3,38 - -
Ti+ML 9,2x10° 39 - 1,59 1,79

S. aureus Ti+ML/Pt 9,2x10° 9,3 - 097 241
Ti+GL 9,2x10° 35 - 054 284
Ti+GL/Pt 9,2x10° 2,2 - 0,34 3,04
PEEK 7,9x10° 6,0x10° 3,78 - -
Ti+ML 7,9x10° 27 - 1,44 234

E.coli Ti+ML/Pt 7,9x10° 6,2 - 079 2,99
Ti+GL 7,9x10° 12 - 1,09 2,68
Ti+GL/Pt 7,9x10° 2,6 - 041 3,36

N (0. Saat): Ornekte 0. saatteki canli mikroorganizma sayisi, kob/cm? (6 2x10°-2,5x10* araliginda olmal)
N (24. Saat): Ornekte 24. saatteki canli mikroorganizma sayisi, kob/cm? (6, 2X101 den buyuk olmali)

Uy Islem g6rmemis ornekte 24. saatteki logaritmik canli mikroorganizma sayisi, kob/cm?

Ay: Islem gormiis ornekte 24. saatteki logaritmik canli mikroorganizma sayisi, kob/cm?

R: Antibakteriyel aktivite (logaritmik azalma)
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Sekil 4.81. 24 saatte ¢oziinen Ag ile canli organizma sayist (10* kob/cm?)
arasindaki iligki

Cok tabakali kaplamada antibakteriyel etki S. Aureus’e gore E.coli’de daha yuksek
goriilmistiir. Ancak fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplama S.aureus’e karsi
daha kuvvetli bir antibakteriyel etki gostermistir. Kaplamalarda Ag’e Pt’nin dope
edilmesi ile antibakteriyel etki daha da artmaktadir. Ozellikle fonksiyonel olarak
derecelendirilmis kaplamada, Ag’lin ¢ézlinme miktar1 daha diisiik olmasina ragmen
Pt dope edilmesi ile en yiiksek antibakteriyel etki goriilmiistiir. Bu durum Pt’nin de

antibakteriyel etkiye katkida bulundugunu gostermektedir.

Baslangigta kullanilan mikroorganizma sayisinin artmasi durumunda antibakteriyel
etkiyi gorebilmek icin daha yiiksek mikroorganizma sayisi kullanarak antibakteriyel
aktivite testi tekrarlanmistir. Sonuglar Tablo 4.14’de ve Sekil 4.82°de verilmistir.
Mikroorganizma sayisinin yaklagik 10 kat artmasi ile birlikte antibakteriyel etki bir
miktar diigmistiir. Kaplamalar, E.coli’ye karsi daha yiiksek etki gostermektedir. Bu
da muhtemelen S. Aureus’iin E.coli’ye gore hiicre duvari daha kalin olmasi nedeniyle
giimiis iyonlarina kars1 daha biiyiik direng gostermesinden kaynaklanmaktadir [221].
Pt’nin antibakteriyel etkiye kars1 etkisi burada da goriilmektedir. Her iki
mikroorganizma tiirinde de Pt'nin Ag’e dope edilmesi ile kaplamalarin

antibakteriyel aktiviteleri artmaktadir.
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Kaplamalarda Mg’un varligi ortamin alkalinitesini artirmakta ve ayrica bir

antibakteriyel etki saglamaktadir [222-224]

Ti+GL/Pt’de ¢ozlinen Mg miktarinin artmasi ile antibakteriyel etki daha da arttig

gorilmistir.

Tablo 4.14 Orneklerin 1SO 22196’ya gére S. aureus ve E.coli bakterilerine kars
antibakteriyel aktivite sonuglar1 (10> kob/cm?)

Organizma Ornek Adi N (0. Saat) N (24. Saat) U, A R
PEEK 8,2x10* 4,4 x10* 4,91 - -
Ti+ML 8,2x10* 2,1 x10? - 232 259
S. aureus Ti+ML/Pt 8,2x104 80 - 190 3,01
Ti+GL 8,2x10* 1,5x10? 2 2,18 2,74
Ti+GL/Pt 8,2x10* 12 - 1,08 3,83
PEEK 7,0 x10* 2,5 x10* 4,85 - -
Ti+ML 7,0 x10* 11 - 1,04 3,80
E.coli Ti+ML/Pt 7,0 x10* 9 - 0,95 3,89
Ti+GL 7,0 x10* 12 - 1,08 3,77
Ti+GL/Pt 7,0 x10* 6 - 0,78 4,07
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Sekil 4.82. 24 saatte ¢oziinen Ag ile canli organizma sayist (10° kob/cm?)
arasindaki iliski
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4.4.2. Osteokonduktivite testi

Calismanin amaglarindan biri de diisiik osteokondiiktiviteye sahip PEEK
malzemesinin osteokondiiktif 6zelligini gelistirmektir. Bu amagla, antibakteriyel
etkisinden dolay1 secgilen Ag’lin yaninda higbir sekilde biyobozunma gdstermeyen
kararli Ti ve yiksek biyoresorpsiyon ve osteokonduktivite gosteren, kemik
olusumunu tesvik eden Mg kullamilmistir.  Osteokondiktivite, biyomalzemenin
yiizey piirtizliligi, islatilabilirligi ve kimyasal bilesimi gibi yiizey Ozellikleri ile
biiytik 6l¢iide iliskilidir. Bir biyomalzemenin viicut igerisine yerlestirildiginde aldig1
hicresel yanit, birbirini izleyen ¢ok adimli bir siregte gergeklesmektedir. Bunlar,
serum proteinlerinin yiizeye adsorplanmasi, kiiresel hiicrelerin malzeme yizeyi ile
temasi, hiicrelerin tutunmasi, yapismasi (adezyonu) ve yiizeye yayilmasidir (Tablo

4.15) .

Tablo 4.15. In vitro hiicre tutunmasinin gelisimi ve evreleri [225]

Hiicre Yapisma evresi Evre | Evre Il Evre 11
Hiicre yapismasinin A Hiers g S ;
sematik gosterimi Pem 222289000 090 N X TXLIT1X X II I
Hiicre sekil
donusun"lunu_n s_ematlk — e e —
gosterimi ilk tutunma Yassilasma yapisal organizasyon
Hiicre yapigmasina . o . . -
yapis Elektrostatik etkilesim  Integrin ile baglanma Fokal yapisma

neden olan etkilesim

Hiicre yayilmasi ve

Yapisma agsamalari Sedimentasyon Hiicre tutunmasi
kararli yapisma

Hicrelerin yiizeye tutunma evresinde, hiicre ile malzeme yiizeyi arasinda iyonik
ve/veya van der Walls kuvvetleri ile fiziko-kimyasal bag olusmaktadir (Evre I).
Hiicre ile malzeme arasindaki ilk adezif etkilesim 6zel integrin-nedenli yapisma ile
tetiklenmekte ve tekli reseptor-ligand ciftin baglanmasi ile baslamaktadir. ilk
tutunmadan sonra, hiicreler malzeme yiizeyinde yassilagsmaya ve yayilmaya devam
etmektedir. Boylece hiicrelerin yikseklikleri azalmakta ve temas noktasi artmaktadir.
Bunu, kiresel hiicrenin 6ngorilen kendi alaninin Gtesine yayilmasi takip etmektedir
(Evre II). Yayilma siirecinde, devam eden yapisma ile birlikte aktin iskeleti hiicrenin

kenarlarinda tekrar organize olmakta ve dagilmaktadir (Evre Ill). Bu bir sonraki
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reseptor-ligand baglarmin olusumunu baslatmakta ve kisa bir siirede sayica
artmaktadir. Hiicreler genisleyerek maksimum yayilma alanlarina ulagmakta ve bu

sekilde yapisma mukavemeti artmaktadir [225].

Hiicrenin ylizeye yapismasini, filopodial biiyiime, sitoplazmik agin olugmasi, hiicre
iskeletinin yassilasmasi ve periferik sitoplazmanin yayilmasi takip etmektedir [226].
Filopodial biiyiime, hiicre iskeletinden mikro ¢ikintilarin (uzantilarin) disart dogru
radyal olarak biiylimesi ile gergeklesmektedir (Sekil 4.83). Filopodia (mikrouglar),
go¢ eden hiicrelerde lamellipodia’nin 6n kenarinin Gtesine uzanan ince sitoplazmik
projeksiyonlardir [227]. Bunlar, aktin baglayici proteinlerle demetler halinde gapraz
baglanan aktin filamentleri igerirler [228]. Filopodia, malzeme yuzeyi ile fokal

yapismalar (focal adhesion) olusturarak hiicre yiizeyi ile baglanti kurar [229].

Sekil 4.83. Filopodia’nin radyal biiylime asamasi [226]

Daha sonra hicre zart ile gevrili sitoplazma, ince film seklinde ana hiicre iskeletinden
disar1 dogru yayilarak sitoplazma agmi olusturmaktadir (Sekil 4.84a). Filopodia
Uzerinde peristaltik hareketler sonucu sitoplazma “damlacik”lar1 olusabilmektedir.
Sekil 4.84b’den de goriildiigii gibi sitoplazmik agin olusumu, merkezden biyiyen

filopodia’nin {izerini orterek gergeklesmektedir.
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(@) (b)

Sekil 4.84. (a) Hiicrenin sitoplazma agmin gelisiminin son asamasi (x4700)
(b), sitoplazma iginde filopodia aginin olusumu (x8900) [226]

Sitoplazmik ag olusumunu, hiicre iskeletinin yassilasma siireci takip etmektedir
(Sekil 4.85). Hiicre yayilmasmin ilk basamagi olan filopodia’nin kiiresel uglarinin
olusumu malzeme yiizeyine tutunmada biiylik rol oynamaktadir. Filopodia’nin
yayilmasi, itici kuvvetlerin olusturdugu fizikokimyasal bariyerin asilmasi ve yilizey

ile temas mesafesinin azalmast demektir.

(@) (b)

Sekil 4.85. Tamamen yapigmis ve yayilmis hiicrelerin (a) x1700, (b) x4400
biiytitmelerde alinmis SEM goriintiileri [226]
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Ti+GL

Ti+GL/Pt

# e

Sekil 4.86. Hicre ekiminden 72 saat sonra (a, b) Ti+ML, (c, d) Ti+ML/Pt, (e, f)

Ti+GL, (g, h) Ti+GL/Pt kaplamalarin yiizeylerinde bulunan MC3T3-E1 hiicrelerinin
SEM goruntdleri
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Kaplamalarin osteokondiiktivite agisindan degerlendirmeleri yukarida verilen bilgiler
dogrultusunda yapilmigtir. MC3T3-E1 hiicre ekiminden 72 saat sonra, Ti+ML,
Ti+ML/Pt, Ti+GL ve Ti+GL/Pt kaplamalar Uzerindeki hiicre morfolojilerini ve
hlicre-malzeme etkilesimini gosteren SEM goriintiileri Sekil 4.86’da verilmistir.
SEM goriintiilerinde de goriildiigii gibi, en fazla hiicreye Ti+GL/Pt yiizeyinde
rastlanirken (Sekil 4.86g) en az hiicre Ti+GL’de gorilmiistiir (Sekil 4.86¢).
Ti+ML’de hiicreler iki farkli bolgede toplanmisken (Sekil 4.86a), Ti+ML/Pt’de
hiicreler homojen bir sekilde dagilmistir (Sekil 4.86¢). Ti+GL/Pt’de hiicreler yiizeyi
yogun bir sekilde tamamen kaplayarak ylizeye yapisik tek hiicre tabakasi
gelistirmistir (Sekil 4.86g ve h) [230]. Ti+ML (Sekil 4.86a-b) ve Ti+ML/Pt’de
(Sekil 4.86¢-d) morfolojik olarak hicreler benzer 6zellikler sergilemektedir.
Yapigsmis hiicreler lamellipodial ve filopodial biiylime gostererek sitoplazmik agin
olusmasi ile birlikte hiicre iskeleti yassilagsmis ve yayilmistir. Bu da hiicre-malzeme
etkilesiminin oldukca iyi oldugunu gostermektedir. Ayrica hiicre iskeletinden uzanan
lamellipodia ve filopodia ile hiicre-hiicre etkilesiminin de saglandigi goriilmektedir.
Ti+GL’de ylizeye oldukca az sayida hiicre yapismasina ragmen genelde yapisan
hiicreler Ti+ML ve Ti+ML/Pt’ye benzer morfolojik ozellikler sergilemistir. Burada

da hicre-hiicre etkilesimi goriilmektedir.

Ti+ML ve Ti+ML/Pt’nin daha biiyiik biiyliitmelerde ve karsilastirmali olarak SEM
goriintiileri Sekil 4.87°de verilmistir. Her iki kaplamada da hiicrelerin sitoplazmik
uzantilar olan lamellipodia ve filopodia ile hicre-malzeme ve hicre-hiicre
etkilesimini sagladigi goriilmiistiir. Onceden de belirtildigi gibi yapisma, yayilma,
cogalma, go¢ etme gibi hiicresel faaliyetler acisindan lamellipodia ve filopodia
gelisimleri biiyiikk onem teskil etmektedir. Bu tiir gelisimler ile hiicre-malzeme ile
hlcre-hiicre  etkilesimleri  saglanmaktadir. Yapida fazlaca filopodia ve
lamellipodia’nin  bulunmasi hiicre-malzeme etkilesiminin, dolayisiyla hiicre
yapismasinin kuvvetli oldugunu ve bu tiir yapilarin uzamas: ve yayilmasi ile hiicre
yayilmasinin gelistigini gostermektedir. Sekil 4.87b’de belirgin bir sekilde goriilen
hicre bolinmesi,  Ti+ML/Pt kaplamada hicrelerin ylzeye daha iyi uyum

sagladiginin bir kanitidir; ¢ogalmanin 6n kosulu ylizeye tutunmadir.
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Sekil 4.87. Hucre ekiminden 72 saat sonra (a, ¢) Ti+ML ve (b, d) Ti+ML/Pt
kaplamalarin yiizeylerinde bulunan MC3T3-E1 hiicrelerinin SEM gorintileri. Kirmizi
ok ile hiicre boliinmesi gosterilmistir

Lamellipodia ve filopodia, hiicrelerin kenarlarinda yer alan c¢ikintili yapilardir.
Lamellipodium ince tabaka seklindeki ¢ikintt olup dallanmis aktin aglari
icermektedir. Bunun aksine, filopodia ince parmak seklindeki yapilar olup siki
(gergin, tight) paralel demetler seklinde filamentous (F)-aktin igermektedir. Iki
durumda da, aktin filamanlarin hizli biiyliyen sivri ucglar1 hiicre zarina dogru
yonlenmektedir. Bu filamanlarin uzamasi ile hiicrenin 6n kenari ileriye dogru itilir ve

hiicrenin gocii veya yayilmasi bu sekilde desteklenir [227].

Filopodia, genelde lamellipodial aktin agi icinde gomiilii veya cikintili olarak
bulunmaktadir. Filopodia, hiicre gb¢ii yaninda, yara iyilesmesi, hiicre dis1 matrikse

yapisma, embriyonik gelisme gibi bir¢ok hiicresel siireglerde yer almaktadir.

Ancak Ti+ML’de en iist Ag tabakanin kabarmasi, sismesi ve hatta baz1 bolgelerde

kalkmasi, hiicre yapisma ve yayilmasini olumsuz yonde etkilemistir. Pt dope
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edilmemis Ti+ML’nin yiizeyinde bu tiir olusumlar go0zlenirken Ti+ML/Pt’de
goriilmemistir (Sekil 4.88). BOlUm 4.3’de anlatilan kaplamalarin ¢6ziinme davranigi
incelemelerinde, kaplamayi olusturan tabakalarda es zamanda bir¢ok elektrokimyasal
reaksiyonlarin gergeklestigi belirtilmistir. Bu elektrokimyasal reaksiyonlar sonucu,
Ti+ML’de gozlendigi gibi iist tabakada bazi sismeler, kabarmalar hatta soyulmalar
ve kalkmalar gozlenmistir (Sekil 4.89).

Ti+ML Ti+ML/Pt
v - - (b) T R T

Sekil 4.88. Hiicre ekiminden 72 saat sonra (a) Ti+ML’de iist tabakanin kabarmasi
ve kalkmasi sonucu hiicrelerin iki farkli bolgede toplanmasi gozlenirken (b)
hiicreler Ti+ML/Pt’nin ylizeyinde homojen bir sekilde yayilmistir

Ti+ML
(b)

(@)

Sekil 4.89. Hiicre ekiminden 72 saat sonra (a ve b)Ti+ML’de en iist Ag tabakasinin
kalkmasinin farkli biiylitmelerde alinmig SEMgoriintiileri

Ti+GL ve Ti+GL/Pt’nin daha biiyiik biiylitmelerde ve karsilastirmali olarak SEM
goriintiileri  Sekil 4.90°da verilmistir. Sekil’den de goriildiigi gibi Ti+GL,
Ti+GL/Pt’den oldukga farkli bir hiicre morfolojisi sergilemektedir.
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Ti+GL Ti+GL/Pt
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(©) (d)

Sekil 4.90. Hucre ekiminden 72 saat sonra (a, c) Ti+GL ve (b, d) Ti+GL/Pt
kaplamalarin yiizeylerinde bulunan MC3T3-E1 hicrelerinin daha yiksek blyitmede
alinan SEM goriintiileri

Ti+GL’de lamellipodia ve filopodia gelisimleri ayrintili bir sekilde goriilmektedir.
Hiicrenin ¢evresi ile baglant1 kuran filopodia, Ti+GL nin yiizeyi ile etkileserek hiicre
zar1 ile gevrili sitoplazmanin, ince film seklinde ana hiicre iskeletinden disar1 dogru

yayilmis ve sitoplazma agini olusturmustur.

Daha once belirtildigi gibi hiicresel faaliyetlerin siirdiiriilebilirligi a¢isindan énemli
olan filopodia, ¢aplart 100 ile 500 nm arasinda degisen ve ortalama uzunluklar
yaklasik 10 mm olan uzun, iyi tanimlanmis sekile sahip, hiicre yiizeyinden ¢ikan
aktif tiibiiler yapilardir. “Anten” veya “dokunag¢” olarak tanimlanmakta olan
filopodia, hicrelerin mikro ¢evrelerini arastirmada kullanilmakta ve yayilma
sirasinda Onciiliik yapmaktadir [227]. Bunlar tekrarli uzama-buizilme (elongation-
retraction) hareket ¢evrimleri sayesinde hiicrenin ¢evresini algilamakta ve etkilesim

saglamaktadir. Bu uzama-bizilme hareketleri yaninda filopodia, ayrica burulma
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(burusma, buckling) ve dairesel hareketler sergilemektedir [231]. Sekil 4.91

filopodia’nin hiicre gog¢ii sirasindaki islevini gdstermektedir.
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Sekil 4.91. Filopodia’nin hiicre gogii sirasindaki islevi [229]

Hucre gocl farkli aktin filaman yapilarina baglh olup hareket, hiicrenin 6n kenarinda
bulunan lamellipodia ve filopodia’dan olusan aktine bagimli ¢ikintilar tarafindan
baslatilmaktadir (Sekil 4.91a). Bu ¢ikintili yapilar, plazma zarina dogru yonlenmis
uzamis igneli aktin filamanlar icermektedir. Hiicresel yayilma sirasinda, 6n kenarda
malzeme ile yeni adezyon noktalari olugsmaktadir (Sekil 4.91b). Daha sonra,
malzemeye tutunmayr saglayan, fokal adezyona bagli stres fiberler tarafindan
saglanan aktomisin esash kasilma (buzllme) kuvveti ile hiicre iskeleti (kitlesi) ve
¢ekirdek ileriye dogru tagimmaktadir (Sekil 4.91c). Retraksiyon (geri c¢ekilme,
blzilme) fiberler, hiicrenin arkasini one dogru cekerler. Hiicrenin arkasindaki
adezyonlar yerinden kalkmakta (sokiilmekte) ve arka kenar 6ne dogru ¢ekilmektedir
(Sekil 4.91d).

Filopodia, kesif amaghh yaptifi hareket ile biiylime sirasinda kuvvet
uygulayabilmektedir. Filopodia tarafindan uygulanan bu kuvvet elastik 6zelliginden

kaynaklanmaktadir. Bir filopodium bir engele carptigi zaman, o engelin (nesne,
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cisim) kimyasal ozelliklerini ve mekanik direncini, boyutunu algilayabilmektedir
[232]. Cesitli hiicrelerin mekanik olarak tepki veren davraniglari iizerine birgok
calisma yapilmistir. Farkli elastik modiillere sahip doku iskelesi Uzerine yapilan
arastirmalarda, ylizeye yapismis hiicrelerin uyguladigi ¢ekme kuvvetleri nedeniyle
iskeleyi deforme ettikleri goriilmiistiir [233]. Miyozin kaynakli her bir fokal yapisma

PR

i¢in gekme kuvvetinin 1 ile 30 nN arasinda degistigi belirtilmistir [233].

Ti+ML Ti+GL

(@)

Sekil 4.92. Hiicre ekiminden 72 saat sonra (a) Ti+ML ve (b) Ti+GL kaplamalarin
yuzeylerinde bulunan MC3T3-E1 hiicrelerinin SEM goriintileri

Ti+GL’in st tabakasinda, Ozellikle lamellipodia ve filopodia kenarlarinda, bazi
catlamalar belirlenmistir (Sekil 4.90a ve c¢). Ti+GL’nin ist tabakasindaki bu
catlamalar, Ti+ML’deki st tabakanin kalkmasindan olduk¢a farkli gériinimdedir.
(Sekil 4.92).

Boliim 4.3’de detayl bir sekilde anlatildigi gibi tabakalar1 olusturan elementlerden
biyolojik ortamda ilk ¢dziinen ¢ok diisiik elektropotansiyeli nedeniyle Mg’dur ve Ag
ile birlikte bir galvanik korozyon hiicresi olusturmaktadir. Bilindigi gibi
elektrokimyasal reaksiyonlarinda anot ve katot ylizey alani orani ¢oziinmeyi
(korozyonu) etkilemektedir. Ti+ML’nin kaplama mimarisi Ti+GL’den farkli
oldugundan (Sekil 3.2 ve 3.3) Ag ve Mg’un olusturduklar1 galvanik hiicrede elektrot
yiizey alanlan farklidir. Ti+ML’de tabakalarin olusturdugu arayilizeyinde Mg (anot)
ve Ag (katot) ylizey alani esittir. Ancak Ti+GL’de Mg miktari, ylizeyden derinlige
dogru artmakta ve anot-katot yiizey alam1 orami sabit olmayip yiizeye dogru
azalmaktadir. Dolayistyla Ti+ML’de elektrokimyasal reaksiyon sonucu arayiizeyde

olusan hacimsel biiyiime Ti+GL’ye gore daha biiyiik olacak ve nihai olarak en iist
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tabakadaki sisme daha fazla olacak ve nihai olarak kalkacaktir. Hiicrenin duyargasi
olarak gorev vyapan filopodia bu sismeleri, kalkmalari bir engel olarak
algilayabilmektedir. Bu da hiicrenin, yapisma, yayilma ve go¢ etme gibi hicresel
faaliyetlerini  kisitlamasi anlamina gelmektedir. Ti+GL’de 1ise arayiizeyde
elektrokimyasal reaksiyon sonucu olusan hacimsel biiylime daha kiiciik oldugundan
en Ust tabakadaki sisme daha kiigiik olmakta, ancak arayiizey yine zayiflamaktadir.
Kaplama yuzeyleri Uzerinde bulunan filopodia, ¢evresine kesif amagh yaptigi
hareketler sirasinda ve hiicre gogii sirasinda lamellipodia ile birlikte uyguladigi
kuvvet nedeniyle daha az kalinlikta ve mekanik olarak daha zayif olan iist tabakay1
muhtemelen kaldirmaktadir (Sekil 4.93). Ciinkii daldirma testinde en uzun sirelerde

dahi Ti+GL’de herhangi bir kalkmaya rastlanmamustir.

Ti+GL
(@) (b)
(©) (d)

Sekil 4.93. Hiicre ekiminden 72 saat sonra Ti+GL kaplamanin yiizeyinde bulunan
MC3T3-E1 hicrelerinin SEM goruntileri
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Ti+GL/Pt
(@) (b)
(©) (d)
(e)

Sekil 4.94. Hiicre ekiminden 72 saat sonra Ti+GL/Pt kaplamanin yiizeylerinde
bulunan MC3T3-E1 hiicrelerinin SEM gorintileri. Kirmizi ok ile kolajen yap1
gosterilmistir

Daha once de belirtildigi gibi Ti+GL/Pt, diger kaplamalara gore farkli hiicre
morfolojisi sergilemektedir (Sekil 4.86). Sekil 4.94 ve Sekil 4.95’de farkh
biiylitmelerde alinmis daha detayli SEM goriintiileri verilmistir. MC3T3-E1
hiicrelerinin, Ti+GL/Pt ylizeyinde ¢ogalarak yiizeyin tamamini kaplayacak sekilde
hiicre dis1 matriksini (ECM) olusturdugu gozlenmistir. Burada ayrica ECM’nin
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uzerinde fiberli yapilar gozlenmektedir. Bunlar MC3T3-E1 hiicrelerinin salgiladigi
ECM’dir (muhtemelen kolajen tip I).

Ti+GL/Pt
(@) g |0
(©) (d)

Sekil 4.95. Hiicre ekiminden 72 saat sonra Ti+GL/Pt kaplamanin yiizeylerinde
bulunan MC3T3-E1 hiicrelerinin SEM gorintdleri

Kemik diger dokulardan farkli bir yapida olup %90’nin1 kolajen olusturmaktadir
[234]. Kemik dokusunun olusumu siirecinde, hiicre gogalmasi ile birlikte osteoblast
hiicreler o6nce kolajen tip | sentezlemektedir. Kolajen tipl, matriksin
mineralizasyonundan &nce Uretilmekte olup ECM’nin &nemli proteinlerindendir
[235]. Dogal kemik dokusunda kolajen fiberleri (collagen fibrils) biyomineralizasyon

icin bir yap1 iskelesi olarak gorev yapmaktadir.

Hiicre dist matriks (ECM), hiicrenin mikro ortamini olusturan yapi olup hiicre zari,
kemik ve kikirdak gibi in vivo birgok dokunun hacmini, seklini ve mukavemetini
olusturur. Hayvan hiicrenin birgogu in vitro olarak yiizeye ancak ECM vasitasiyla

tutunabilirler.
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ECM, cesitli hiicre ylizeyi biiyiime faktorii reseptorleri ve integrinler gibi adezyon

molekdlleri tarafindan génderilen sinyal olaylarina mekansal ortami1 saglar.

Hiicrelerin bir malzeme ylizeyine adezyonu ve daha sonraki basarisi vitronektin,
fibronektin, kolajen, laminin ve fibrin gibi ECM molekiillerinin vasitasiyla
gerceklesmektedir [70]. Bu molekdller, hiicre kiiltiir ortami, kan veya hiicre i¢i sivisi
gibi biyolojik sivilardan malzeme yiizeyine kendiliginden adzorbe olmaktadir. Bu
molekdllerin 6zel aktif yerleri, hiicrelerin adezyon reseptorleri (genelde integrinler)

tarafindan taninmakta ve baglanmaktadir.

ECM proteinleri ve yapilari, hiicre igi iskeleti ve blyime faktorl sinyal iletimi
vasitastyla hiicre davranisi, polarite, migrasyon, farklilasma, cogalma ve canlilik gibi
olgular1 belirleyebilmektedir. Integrinler ve proteoglikanlar (proteoglycans) en
onemli ECM adezyon reseptorleri olup sinyal iletiminde gorev yaparak sinyal

ciktilarini ve boylece hiicrenin gelisimini belirlemektedir [236].

Hiicre dig1 matriksinin hiicreye baglanmasi, matriks reseptorleri olarak gérev yapan
transmembran hiicre yapisma proteinlerini gerektirir ve matriksi hiicre iskeletine
baglar. Hayvan hiicrelerinde, ¢ogu hiicre disi matriks proteinlerine (kolajenler,
fibronektin ve lamininler) baglanan baslica reseptdrler integrinlerdir. Integrinler,
hicrelerin hiicre dis1 matrikse baglanmasi i¢in kullanilan ana reseptdr proteinlerdir.
Bir integrin molekiilii, o ve P olmak {izere nonkovalent olarak bagl iki

transmembran glikoprotein alt biriminden olusur (Sekil 4.96).

Integrinlerin ilgili ligandlara baglanmasi, hiicre dis1 divalent katyonlara (integrine
bagli olarak Ca** veya Mg*?) bagh olup a ve P alt {initelerinin hiicre dis1 kisminda iki

degerlikli katyon-baglayici alanlarin varligini yansitir.

Bir integrinin matriksteki ligandina baglanmasindan sonra, [ alt biriminin
sitoplazmik kuyrugu talin, a-aktinin ve filamin gibi bircok hiicre i¢i proteinine
baglanir. Bu proteinler, dogrudan aktin veya vinculin gibi diger proteinlere
baglanabilir. Béylece integrin, hiicre zarindaki aktin filamentlerle baglanabilir. ideal
durumlarda, bu baglant1 integrinlerin kiimelenmesine ve hiicre ile hiicre dis1 matriks

arasinda fokal yapigsmalarina neden olur.
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Sekil 4.96. Bir integrin hicre-ylizey matris reseptorinun alt-
birimi yapis1 [237]

Integrinler ayrica sinyal déniistiiriiciiler (transducer) olarak gorev yapmakta ve
matrikse baglanmalar1 ile aktive edilerek c¢esitli hiicre ici sinyalleri harekete
gecirirler. Integrinler, konvansiyonel sinyalleme reseptorleri ile birlikte hareket
(isbirligi yaparak) ederek genelde hiicre biiylimesi, hiicre canliligi ve hicre

cogalmasini tesvik ederler [237].

Her dort kaplama yapisinda da Mg bulunmaktadir. YUksek biyoresorpsiyon ve
osteokondiiktivite gOsteren, biyoaktif, kemik olusumunu tesvik eden Mg
osseointegrasyonu gelistirmesi amaciyla kaplamalarda kullanilmistir.  Mg'nin
osteojenik etkisini degerlendirmek i¢in bir¢cok ¢alisma yapilmistir. Mg iyonlarinin
MC3T3-El hiicre yayilima ve c¢ogalmasi iizerinde olumlu bir etkisi oldugu
goriilmiistiir [238] . Baska bir calismada yine, Mg iyonlarmin MC3T3-E1
hiicrelerinin farklilagsmasini tetikledigi ve daha hizli bir osseointegrasyona katkida

bulundugu belirlenmistir [235]. Ayrica, Osteoblast hiicre canliliginin, Mg iyonlarinin
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konsantrasyonu ve maruz kalma siiresi ile olumlu bir sekilde iliskili oldugu ve
yuksek konsantrasyonlarda osteoblastlarin canlilig1 iizerine daha fazla etkisi oldugu
goriilmiistiir. Ortamdaki Mg iyonu, hiicre canliligini ve osteojenik farklilasmayi

gelistirmistir [239].

Kaplamalarin ¢6ziinme davranisini incelemek amaciyla yapilan daldirma testlerinde
(bkz. BOlim 4.3), kaplamalardan farkli miktarlarda Mg iyonunun ¢o6ziindiigi
goriilmiistiir. En fazla Mg iyonu Ti+GL/Pt’de gériilmiistiir. Bu da artan Mg iyonu ile
Ti+GL/Pt’deki ECM olusumunun tetiklendigi, diger kaplamalara gore hucresel
gelisiminin daha ilerki sathalarda oldugu ve bdylece daha hizli bir osseointegrasyona

katkida bulundugu belirlenmistir (Sekil 4.94 ve 4.95).

Kaplamalarin osteokondiiktif 6zelliklerini karsilastirmak amaciyla, genelde implant
malzeme tretiminde kullanilan Ti (grade 2) disk numunesi de (elektro parlatilmis
konumda) ayni kosullar altinda incelenmis ve Ti tek tabakali kaplama ile

karsilastirilmistir.

Ti disk ve Ti tek tabakali kaplamanin yiizeylerinde MC3T3-E1 hiicrelerinin 72 saat
sonraki morfolojik incelemelerinin SEM goriintiileri Sekil 4.97°de karsilastirmali
olarak verilmistir. Sekil 4.97c ve e’den de goriildiigi gibi Ti disk yiizeyinde az
sayida hiicre adezyonu belirlenmistir. Sayica az olmasina ragmen hiicrelerin
yapismasi ve yayilmasi oldukea iyidir. Ti yiizeyinde, ylizey hazirlama asamalarindan
gelen makro boyutta parlatma izleri goriilmektedir (Sekil 4.97a). Hicre-malzeme
etkilesiminin bir gostergesi olan lamellipodia ve filopodia olusumlari burada da
belirlenmistir. Uzun ve dallanmis filopodia olusumlari yapisma ve yayilmanin iyi
oldugunu gostermektedir. Tutunan hiicre sayist az oldugundan hiicre-hiicre

etkilesimi, biribirine yakin olan birkag hiicrede goriilebilmistir (Sekil 4.97¢).
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Sekil 4.97. Hucre ekiminden 72 saat sonra (a, c, e, g) Ti disk ve (b, d, f, h) Ti+ML/Pt
kaplamalarin yiizeylerinde bulunan MC3T3-EL1 hiicrelerinin SEM goéruntileri
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Ti disk malzemesinin aksine, Ti kaplanmis PEEK {izerinde hiicre oldukg¢a fazla
tutunmus ve ylizeyi tamamen kaplayarak ylizeye yapisik tek tabaka gelistirmistir. Ti
kaplama Uzerine yapisan hicreler daha fazla ECM olusturmuslardir (Sekil 4.97b).
Hiicrelerin bir¢ogu uzamis yassilasmis ve dilizlemsel biiylime gostermistir
(Sekil 4.97d). Bu da hiicre yayillma siirecinin daha hizli gergeklestigini
gostermektedir [240]. Osteoblast hticreleri, Ti kaplama yuzeyinde bulunan mikron-
altt (nanoboyutlu, bkz BoOlim 4.1 AFM gorintileri) parazltlukler ile
etkilesmektedir. Yiiksek bliylitmede alinan goriintiilerde goriildiigi gibi bu durum
hiicre tutunmasini, yayillmasini hatta bdliinmesini olumlu yonde etkilemekte ve
gelistirmektedir. Ozellikle Sekil 4.97d, f ve h’de belirgin sekilde goriilen
lamellipodia ve filopodia, hiicre-malzeme ve hiicre-hiicre etkilesiminin iyi oldugunu
gostermektedir. Ayrica hiicre boliinmesi ve gocu gibi hiicresel faaliyetlerin meydana
geldigi Sekil 4.974fde gorulmektedir.

Yapilan birgok ¢aligmada bir biyomalzemenin yiizey 6zelliklerinin biyouyumluluk
acisindan c¢ok Onemli oldugu gosterilmistir. Topografi, yiizey kimyasi ve
1slatilabilirlik gibi yiizey 6zellikleri biyomalzemenin hiicre ile etkilesimini dogrudan
belirlemektedir [241]. Hicrelerin ve ECM’in etkilesimleri yapisma (adezyon),
yayilma (proliferasyon) ve farklilagsma (differansiyasyon) gibi hiicre yanitlarini direkt
olarak etkilemektedir [241]. Boylece, biyomalzemelerin yiizey 6zellikleri kemik-
biyomalzeme arayiizeyinde gerceklesen hiicre yaniti agisindan onemli bir rol
oynamakta ve osseointegrasyon sirecini etkilemektedir. Konvansiyonel boyutlu
topografiye sahip biyomalzemeler ile karsilastirildiginda nanotopografinin, direkt
(hucre-yuzey etkilesim) ve indirekt (protein-yiizey etkilesim) mekanizmalar ile hiicre
davramigini gelistirdigi goriilmiistiir. Pertometre ile belirlenen Ti diskin ylizey
puriizliligi 0,08+0,01um iken, AFM ile belirlenen Ti kaplamanin ki 9,98 nm’dir.
Nanotopografiye sahip Ti tek tabaka kaplamada hiicreler daha iyi tutunabilmistir.
Protein-ylizey etkilesimi daha kuvvetli olmustur. Titanyum diskte ise az sayida hiicre
tutunmasina ragmen tutunan hiicrelerde yapismanin ve yayilmanin iyi oldugu
gorilmistir. Bu da hiicre-biyomalzemede ilk etkilesim olan protein-ylzey

etkilesiminin nanotopografi ile gelistigini gostermektedir.

Bilindigi gibi, sahip oldugu mekanik Ozellikleri ve kemikteki biyolojik basarisi

nedeniyle Ti, implant uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak Ti’un
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implant olarak basarisi biiyiikk Olgiide ylizey piiriizliliigli, ylizey kimyast ve
islatilabilirlik gibi yiizey ozelliklerine baghidir [242]. Ti ylzeyinde mikroboyutta
yiizey modifikasyon uygulamalar1 ile in vitro osteoblastik farklilasma ve in vivo
osseointegrasyonun daha diiz, plrlzsiz ylzeylere gore gelistirildigi gortlmustiir
[243, 244, 245]. Son zamanlarda yapilan hem in vitro [246] hem de in vivo [247]
caligmalar, kemigin yapisin1 daha iyi taklit etmek amaciyla yiizeylere olusturulan
nano boyuttaki topografinin kemik olusumu igin biyolojik 6nem teskil ettigini
gostermistir. Ozellikle nanopiiriizliiliigiin fokal yapisma noktalar1 olusturdugu

Ti+GL/Pt’de goriilmiistiir (Sekil 4.94 ve 4.95).

Diger bir yiizey 6zelligi olan 1slatilabilirlik, osseintegrasyon acisindan 6nemli bir
ozelliktir. Implantin viicut sivis1 ile temas etmesi ile osseintegrasyon siireci
baslamaktadir. Implant yiizey 1slatilabilirligi (hidrofobisite veya hidrofilisite) bu
osseintegrasyon surecinin ilk basamagi olan protein adzorpsiyonunu etkiliyerek bir
sonraki hicre adezyonunu kontrol etmektedir. Birgok ¢aligmada, hidrofilik
yuzeylerin kemik olusumunu tesvik edici uygun ortamlar sagladigi belirlenmistir
[248, 249]. Ancak baska bir galismada, gelistirilmis osteoblast hiicre cevabi {izerine
nano topografinin islatilabilirlige gOre daha etkin oldugu goriilmustiir [242].

Kaplamalarin slatilabilirlik 6zelliklerinin MC3T3-E1 hicrelerinin adezyonuna,
¢ogalmasina ve yayilmasina etkisini gorebilmek i¢in su temas acist 0lciimleri, asili
damla (sessile drop) yontemi kullanilarak, Attention Theta Lite tensiyometre cihaz

ile oda sicakliginda gergeklestirilmistir (Tablo 4.16).

Tablo 4.16. Orneklerde su temas agis1 dl¢iimleri

Ornekler Su temas ag1s1 (°)
PEEK 63,56 + 0,84
Titanyum disk (Grade 2) 68,24 + 2,13
Ti 90,06 =+ 0,39
ML 91,98 + 2,85
ML/Pt 85,99 + 6,29
GL 104,67 + 2,46
GL/Pt 98,99 + 1,97
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Tablodan da goriildiigii gibi PEEK ve Ti disk hidrofilik iken kaplamalar daha
hidrofobik bir 06zellik sergilemektedir. Literatiirdeki birgok c¢alisma, genelde
hidrofilik yuzeylerin hidrofobik yizeylere gore hiicre-malzeme etkilesimini artirdigi
yonlndedir. Ancak bu calismada, tam tersi bir etki goriilmiistiir. Daha hidrofilik olan
Ti diskde hucre adezyonu ¢ok az belirlenirken, daha hidrofobik olan Ti kaplamada
hicreler tamamen yiizeyi kaplamistir. Yine daha hidrofobik olan Ti+GL/Pt’de
hiicresel gelisimin diger kaplamalara gore daha hizli oldugu goriilmiistiir. Bu da,
nanotopografinin 1slatilabilirlige gére hiicre cevabi iizerinde daha etkin bir rol

oynadigini gostermektedir.

4.4 3. Sitotoksisite testi

Sitotoksisite testleri TUBITAK tarafindan "Medikal runlerin  biyolojik
degerlendirmesi: 1SO 10993-5 Tests for in vitro sitotoksisite” standardi dikkate
alimarak gergeklestirilmistir. Numunelerin  L929 fare hicre soyu (zerinde
sitotoksisite etkisi hem nitel (kalitatif) hem de nicel (kantitatif) olarak ekstraksiyon
yontemi ile yapilmistir. Kontrol ve kaplama numunelerinden alinan ekstraktlarla
kiiltire edilmis L929 fare hiicrelerinin 24 saat sonrasinda Tablo 3.2’e gore yapilan

nitel analiz sonucu Tablo 4.17'de verilmistir.

Tablo 4.17. Kontrol ve kaplama numunelerinin sitotoksisite derece sonuglari

Numune Sitotoksisite derecesi
Kontrol 1, DMEM-F12 fresh 0
Kontrol 2, DMEM-F12 ekstrakt 0
Negative Kontrol , RAUMEDIC-SIK 8363 0
Pozitif Kontrol, RAUMEDIC PVC Org Sn 4
Ti+ML 0
Ti+ML/Pt 0
Ti+GL 0
Ti+GL/Pt 0
Kaplanmamis PEEK 0

Tablo 3.2'de verilen degerlendirme kriterlerine gore 1929 hiicre kiiltiirii 24 saat
orneklerin ekstraktina maruz birakilarak kontrole gore hiicre dliimiine sebep olma
potansiyeli, WST-1 hiicre canliligi analizi ile incelenmistir. Biyouyumluluk
kapsaminda yapilan ISO 10993-5 sitotoksisite testi sonucunda kontrole gére hiicre
canliligt Ti+ML igin %91,5949,15, Ti+ML/Pt igin %101,69+2,56, Ti+GL igin
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%106,38+12,37, Ti+GL/Pt igin %95,98+2,07 ve kaplamasiz PEEK i¢in %95,52+2,88
olarak bulunmustur (Sekil 4.98).
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Canlulik, %

40

20

K1 K2 NK PK  Ti+ML Ti+ML/Pt Ti+GL Ti+GL/Pt

Numune

Sekil 4.98. Orneklerden hazirlanan ekstraktlar ile yapilan canlilik analizleri.

Nitel ve nicel sitotoksite testi sonucuna gore analiz edilen kaplamasiz PEEK ve

kaplamalarda herhangi bir sitotoksik etki goriilmemistir.

4.4.4. Genotoksisite testi

Yapilan tim yilizey analizleri, antibakteriyel test ve osteokondktivite incelemelerine
gore en iyi sonucu veren Ti+GL/Pt kaplamaya genotoksisite testi uygulanmaistir.

Bakteriyel geri mutasyon testi, S. Typhimurium TA1535, TA97a, TA98, TA100 ve
TA102 suslarinda numunenin mutajenisitesini degerlendirmek {izere metabolik
aktivasyon sisteminin varliginda ve yoklugunda "standart plate incorporation
yontemi'"ne gore gerceklestirilmistir. Her bir sus igin negatif (PBS) kontroliin S9 (+/)
ornekleri, pozitif (mutajen) kontrolin S9 (-) 6rnegi, eger metabolik aktivasyona
ugrayan bir mutajen ise pozitif kontroliin S9 (+) 6rnegi ve numunenin S9 (+/-)
ornekleri hazirlanmistir. Ornekler histidin/biotin iceren top agar ile karistirildiktan
sonra minimal glikoz agar plate'lere dokiilmiistiir. Analize ait tim plateler 37°C'deki
inkibatorde 48-72 saat inklbasyona birakilmigtir. Analiz tim Ornekler igin iki

tekrarli olarak gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi her bir plate'de olusan
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revertant (geri mutant) koloniler gozle sayilmistir. Her bir duplike ¢alismaya ait
ortalama koloni sayist belirlenmistir. Her bir sus i¢in spontan geri mutant frekansi
(kendiliginden geri mutasyona ugrama sikligi) belirlenmis olup, geri mutant koloni

sayilar1 Tablo 4.18’de verilmistir. Test edilen suslarin numune ve kontrollerdeki geri

mutant kolonilerine ait elde edilen sonuglar Tablo 4.19-4.23de’de sunulmustur.

Tablo 4.18. S.typhimurium suslarina ait spontan geri mutant koloni sayilari

Spontan Geri

Spontan Geri

Ortalama
Spontan Geri

Sus MuFant MuFant Mutant Koloni
KoloniSayist KoloniSayist Sayisi ve
Plate #1 Plate #2 Standart Sapma
S.typhimurium, TA1535 16 14 15+1,41
S.typhimurium TA97a 81 105 93+16,97
S.typhimurium TA98 26 24 25+1,41
S.typhimurium TA100 62 83 72+14,84
S.typhimurium TA102 642 633 637+6,36
Tablo 4.19. TA1535 susu'na ait sonuglar
Geri Mutant Geri Mutant Ort?\l/lal:?;n?erl
TA1535 Susu S9 KoloniSayist KoloniSayist .
KoloniSayis1 ve
Plate #1 Plate #2
Standart Sapma
Numune 2 17 17 17+0,00
Numune - 8 12 10+2,82
2-Aminoanthracene + 155 151 153+2,82
2-Aminoanthracene - 10 21 15+7,77
Sodium Azide - 650 665 657+10,60
Negatif kontrol (PBS) + 19 22 20+2,12
Negatif kontrol (PBS) - 15 17 16+1,41
Tablo 4.20. TA97a susu'na ait sonuglar
Geri Mutant Geri Mutant OrtT\lﬂauT;n?e“
TA97a Susu S9 KoloniSayist KoloniSayis1 .
KoloniSayis1 ve
Plate #1 Plate #2
Standart Sapma
Numune + 146 124 135+15,55
Numune 84 81 82+2,21
2-Aminoanthracene + 2528 2571 2549+30,40
2-Aminoanthracene 106 118 112+8,48
ICR 191 Acridine 649 659 654+7,07
Negatif kontrol (PBS) + 140 146 143+4,24
Negatif kontrol (PBS) 124 123 123+0,70
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Tablo 4.21. TA98 susu'na ait sonuglar

Ortalama Geri

Geri Mutant Geri Mutant Mutant
TA98 Susu S9 KoloniSayis1 KoloniSayisi .
KoloniSayis1 ve
Plate #1 Plate #2
Standart Sapma
Numune + 21 31 26x7,07
Numune - 19 19 19+0,00
2-Aminoanthracene + 3372 3396 3384+16,97
2-Aminoanthracene - 43 56 49+9,19
Benzo(a)pyrene + 414 428 421+49,89
Benzo(a)pyrene - 23 24 230,70
Daunomycin - 850 864 857+9,89
Negatif kontrol (PBS) + 45 42 43+2,12
Negatif kontrol (PBS) - 40 39 39+0,70
Tablo 4.22. TA100 susu'na ait sonuglar
Geri Mutant Geri Mutant Ort?\l/lal;?;n?en
TA100 Susu S9 KoloniSayist KoloniSayis1 .
KoloniSayis1 ve
Plate #1 Plate #2
Standart Sapma
Numune + 65 84 74+13,43
Numune - 67 73 70+4,24
2-Aminoanthracene + 4812 4856 4834+31,11
2-Aminoanthracene - 126 76 101+35,35
Benzo(a)pyrene + 926 942 934+11,31
Benzo(a)pyrene - 128 96 112+22,62
Sodium Azide - 786 795 790+6,36
Negatif kontrol (PBS) + 75 73 74+1,41
Negatif kontrol (PBS) - 76 95 85,5+£13,43
Tablo 4.23. TA102 susu'na ait sonuglar
Geri Mutant Geri Mutant Orte;\\l/lalz?:n?erl
TA102 Susu S9 KoloniSayis1 KoloniSayis1 .
KoloniSayis1 ve
Plate #1 Plate #2
Standart Sapma
Numune + 677 682 682+7,77
Numune - 505 571 571+94,04
2-Aminoanthracene + 1264 1273 1273+12,72
2-Aminoanthracene - 469 475 47549,19
Mitomycin C - 1824 1835 1835+16,26
Negatif kontrol (PBS) + 648 649 649+1,41
Negatif kontrol (PBS) - 520 581 581+86,26
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Inkiibasyon sonrasi, fenotipik dogrulama plate'lerinde testte  kullamilan
S.Typhimurium suslarinin genotipleriyle uyumlu fenotipler elde edilmistir. Minimal
glikoz agar plate’lerde buylyen His+ geri mutantlar kolaylikla sayilmistir. Bes ayri
S. typhimurium susu ile elde edilen bulgular dikkate alindiginda; spontan ve negatif
kontrole kiyasla numuneye ait His+ geri mutant koloni sayisinda iki ve iisti kat artis
gozlenmediginden numunenin AMES testi negatif (-) olarak degerlendirilmistir.
Buna gore test edilen deney kosullar1 altinda ve kullanilan bakteri suslarinda

Ti+GL/Pt kaplamanin mutasyon olusturmadigi (mutajenik olmadigi) belirlenmistir.

4.5. In vivo Biyolojik Degerlendirmeler
4.5.1. Deri igi iritasyon testi

Deri ici iritasyon testi “ISO 10993-10: 2010 Tests for irritation and delayed-type
hypersensitivity” uluslararasi protokoliiniin “Annex B” kisminda agiklandigi sekilde
gergeklestirilmistir.  Bunun disinda, “ISO 10993-2: 2006 Animal Welfare
Requirements” ve “ISO-10993-12: 2012 Sample Preparation and Reference
Materials” standartlart da dikkate alinmistir.

Test edilen numune ve kontroller i¢in skor degeri hesaplanirken her gozlem zamani
icin elde edilen kizariklik ve 6dem degerleri toplanip 15'e (3 gézlem zamani x 5
g6zlem bolgesi) bollndr. Test ve kontroller igin genel ortalama skor, elde edilen skor
degerinin hayvan sayisina yani 3'e boliinmesiyle elde edilir. Son test 6rnegi skoru ise
eger kontrol i¢in bir deger elde edilmis ise bu degerin test 6rnegi icin elde edilen

skordan ¢ikarilmasi ile elde edilir.

Eger herhangi bir gozlem periyodunda test Orneklerine ait ortalama reaksiyon
derecesi siiphe uyandiracak sekilde kontrol Orneklerinin ortalama reaksiyon

derecesinden yiiksek ise test 3 ilave tavsan kullanilarak tekrar edilir.

Elde edilen tiim gbzlem puanlari ve genel ortalama skorlar1 yukarida verilen
hesaplama yontemi ve Tablo 3.7°de verilen degerlendirme kriterleri ve puanlamaya

gore hesaplanarak sirasiyla Tablo 4.24 ve 4.25’de sunulmustur.
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Tablo 4.24. Degerlendirme Kkriterleri ve puanlama

ID  Ornekler Bolge Skor
Numune (polar) Sol On Bolge 0
Numune (non-polar) Sag On Bolge 0,33

! Polar Coziicii Kontrol Sol Arka Bolge 0
Non-Polar Coziicii Kontrol Sag Arka Bolge 0
Numune (polar) Sol On Bolge 0
Numune (non-polar) Sag On Bolge 0,13

2 Polar Coziicii Kontrol Sol Arka Bolge 0
Non-Polar Coziicii Kontrol Sag Arka Bolge 0
Numune (polar) Sol On Bolge 0
Numune (non-polar) Sag On Bolge 0

3 Polar Coziicii Kontrol Sol Arka Bolge 0
Non-Polar Coziicii Kontrol Sag Arka Bolge 0

Tablo 4.25. Genel ortalama skor degerleri

Srnekler Bolge Genel Ortalama ) Sorj_Test
Skor Ornegi Skoru
Numune (polar) Sol On Bolge 0 0
Numune (non-polar) Sag On Bolge 0,33 0,15
Polar Cézlcl Kontrol Sol Arka Bélge 0 -
Non-Polar Coziicti Kontrol Sag Arka Bolge 0 -

Ti+GL/Pt kaplamada iki farkli kriter i¢in ti¢ farkli gozlem gergeklestirildikten sonra
(Tablo 4.24) elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak genel ortalama skor elde
edilmistir (Tablo 4.25). Test edilen 6rnekler i¢in yapilan gézlemler ve elde edilen
skor degerleri dogrultusunda, I1SO 10993-10: 2010 belgesinde belirtilen protokol ve
degerlendirme kriterlerine gore test edilen kaplamanin deri igi iritan (tahris edici)

ozellige sahip olmadigi tespit edilmistir.

4.5.2. Cilt sensitizasyon testi

Sensitizasyon testi “ISO 10993-10:2010 Tests for irritation and delayed-type
hypersensitivity” standart protokoll dikkate alinarak gerceklestirilmistir.

Tablo 4.26. Kaplama numunesi icin ortalama skor degerleri

Reaksiyon Siniflandirma Skalasi
Ornek 04
Negatif Kontrol Uygulamasi 0,4

Test ve kontrol numuneleri icin gergeklestirilen deneyde ifade edildigi iizere Tablo
3.8’deki degerlendirme ve puanlama kriterleri goz Oniinde alinarak goézlemler

skorlanmigtir. Yapilan degerlendirmede Ti+GL/Pt kaplama numunesinin ekstrakti
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uygulanan gruptaki hayvanlarin derilerinde herhangi bir kizarikliga rastlanmamustir.
Gozle goriliir derecede herhangi baska bir degisiklik gdzlenmemistir. Yapilan
gozlemler neticesinde sensitizasyon skoru olarak 0,4 biiyiikliigiinde (Tablo 4.26) bir
deger elde edilmistir. Deney hayvanlarinda belirgin agirlik kayiplar1 gézlenmemekle
birlikte genel saglik durumlarinda gozle gorulir olumsuzluklara rastlanmamistir.
Elde edilen sonuglar dogrultusunda, ISO 10993-10: 2010 belgesinde belirtilen
protokol ve degerlendirme kriterlerine gore test edilen kaplamanin sensitif (maddeye

duyarlh) 6zellige sahip olmadig1 tespit edilmistir.

4.5.3. Akut sistemik toksisite testi

Akut Sistemik Toksisite Testleri, “ISO 10993-11: 2006 Biological evaluation of
medical device-systemic toxicity”, “ISO 10993-2: 2006 Biological evaluation of
medical devices - Part 2: Animal welfare requirements” ve “ISO 10993-12: 2012
Biological evaluation of medical devices -Part12: Sample preparation” protokollerine

gore gerceklestirilmistir.

Belirtilen standartlara gore takip edilen test protokoli in vivo deney hayvan modeli
kullanilarak medikal malzemelerin akut sistemik toksisite acisindan test edilmesi ve
degerlendirilmesi esasina dayanir. Akut sistemik toksisite testi onerilen bir hayvan
modelinde tibbi cihazin, materyalin ve/veya bunlarin ekstraktlarinin 24 saatten daha
az bir siire i¢in tekli ya da ¢oklu maruz kalmada potansiyel zararh etkileri hakkinda

bilgi vermektedir.

Test ve kontrol grubu farelerin giinlik agirlik takip sonuglari Tablo 4.27°de
verilmigtir. Herhangi bir limit dis1 kilo degisimi tespit edilmemistir. ETS disindaki
diger tiim farelerin karaciger indeks degerleri de normal limitler i¢indedir. Gida ve su

tiketimi normaldir.
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Tablo 4.27. Doz uygulamasi yapilan deney hayvanlarina ait agirlik takip sonuglari
(ET; erkek test, EK ; erkek kontrol, DT; disitest, DK; disi kontrol).

e LBk Sginabnik Kl b g e
orani (%) orani (%)
DT1 22,0 212 1,01 3,64 4,76
DT2 222 210 097 541 4,62
DT3 23,0 24,0 1,08 4,35 4,50
DT4 23,8 24,2 117 1,68 4,83
DTS 24,0 24,4 115 167 471
DK1 24,6 24,4 099 0,81 4,06
DK2 25,0 25,4 1,28 1,60 5,04
DK3 252 25,4 117 0,79 4,61
DK4 25,8 25,6 1,19 0,78 4,65
DK5 25,8 25,6 1,10 0,78 4,30
ETL 226 218 113 354 5,18
ET2 226 22,4 099 0,88 4,42
ET3 228 212 1,19 7,02 5,61
ET4 238 226 117 5,04 5,18
ETS 24,0 228 1,60 5,00 7,02
EK1 24,4 23,6 1,29 3,28 5,47
EK2 25,6 24,4 113 4,69 4,63
EK3 26,8 26,4 1,29 1,49 4,89
EK4 27,4 26,8 1,54 2,19 5,75
EKS 28,6 26,8 1,53 6,29 5,71

*Agirlik kayb1 >%10 oraninda olunca, klinik bulgu olarak degerlendirilir.
**Karaciger agirlik viicut indeksi %4-6 arasinda olmalidir.

ISO 10993-11: 2006 ve ISO 10993-12: 2012'ye gore sistemik etkiler Tablo 3.9'da
belirtilen klinik gozlem kriterlerine gore takip edilmistir ve tiim gruplardaki
bireylerde herhangi bir klinik bulguya rastlanmamustir.

Gozlem siiresi sonunda tiim fareler gross patoloji incelemesine tabi tutulmustur. Bu

kapsamda yapilan incelemelerde herhangi bir anomaliye rastlanmamustir.

Test materyalinden elde edilen eksrat ile tek doz subakut sistemik toksisite testi
uygulanmis olup, 72 saatlik deney siireci sonunda test sonlandirilmigtir. Klinik
gbozlem ve gross patoloji incelemelerini iceren degerlendirme ve analiz ¢alismalari
sonucunda test edilen Ti+GL/Pt kaplamanin 1SO 10993-11: 2006'ya gore akut

sistemik toksik etkiye sahip olmadig1 kanisina varilmaistir.
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4.5.4. Subakut sistemik toksisite

Subakut Sistemik Toksisite Testi, “ISO 10993-11: 2006 Biological evaluation of
medical device: Systemic toxicology”, “1SO 10993-2:2006 Biological evaluation of
medical devices: Animal welfare Requirements” ve “ISO 10993-12:2012 Biological
evaluation of medical devices: Sample Preparation” protokollerine gore

gergeklestirilmistir.

Tekrar eden maruz kalma temelinde gergeklestirilen subakut sistemik toksisite, uzun
stireli maruz kalma sebebiyle sekillenebilecek toksisite tablosunun belirlenmesi
amaciyla Kullanilir. S6z konusu protokol ayn1 zamanda test edilen maddenin toksik
etkisinin karakteri, etkilenen hedef organ, etkinin geri doniisiimlii olup olmadig1 ve

buna benzer 6zellikleri hakkinda da detayl: verinin elde edilmesini saglar.

28 glnliikk test siiresince deney gruplart  ISO  10993-11:2006 ve
ISO 10993-12:2012'de belirtildigi zere Urlnin sistemik etkileri Tablo 3.10'da
belirtilen klinik gézlem kriterlerine gore takip edilmis olup herhangi bir klinik

bulguya rastlanmamustir.

Deney siiresince agirlik takibi yapilmis olup agirlik degisim orani, karaciger agirligi

ve karaciger indeks degerleri Tablo 4.28’de verilmistir.

“Disi Test 1” no'lu fare deney siiresinin son haftas1 dlmiistiir. “Disi Test 3” no'lu
farede asir1 derecede kilo kaybi tespit edilmistir. “Disi Kontrol 5 no'lu farede de
limit dis1 agirlik kaybi belirlenmistir. “Erkek Kontrol 1” no'lu fare disinda tiim
farelerin karaciger indeks degerleri normal limitler igindedir. Gida ve su tiikketimi

normaldir.

Ti+GL/Pt kaplamaya ait ekstrakt uygulanan fareler, takip edilen 1ISO 10993-11: 2006
test protokoliine gore 28 giin boyunca gozlenmistir. Yapilan otopsi sonucu tiim test
ve kontrol fareleri icin gergeklestirilen gross patoloji muayenesinde herhangi bir

anomaliye rastlanmamuistir.
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Tablo 4.28. Test siiresince erkek deney ve kontrol grubu farelerde gbzlenen agirlik
degisimleri.

e LBl 2Rainepik K gl juiTon
orani (%) (%)
DT1 23,2 - - - -
DT2 23,2 23,8 1,42 2,59 5,97
DT3 23,4 16,6 0,94 -29,06 5,66
DT4 23,4 25,0 1,33 6,84 5,32
DTS 24,0 24,6 1,34 2,50 5,45
DK1 24,0 27,0 1,53 12,50 5,67
DK2 24,2 25,2 1,26 4,13 5,00
DK3 24,2 25,0 1,43 3,31 572
DK4 24,6 23,0 1,06 -6,50 4,61
DK5 24.8 21,4 0,95 -13,71 4,44
ET1 24,0 24,4 185 1,67 5,53
ET2 242 25,2 1,37 4,13 5,44
ET3 24,2 242 1,31 0,00 5,41
ET4 24,4 24,0 1,13 -1,64 4,71
ET5 25,0 24,2 1,12 -3,20 4,63
EK1 25,2 29,2 1,90 15,87 6,51
EK2 252 30,2 1,81 19,84 5,99
EK3 25,2 29,0 1,60 15,08 5,52
EK4 25,8 25,2 1,37 -2,33 5,44
EK5 25,8 28,8 1,58 11,63 5,49

*Agirlik kayb1 >%10 oraninda olunca, klinik bulgu olarak degerlendirilir.
**Karaciger agirlik viicut indeksi %4-6 arasmda olmalidir.

Veteriner tam kan sayim cihazi kullanilarak (Mindray BC2800 Vet) 10 test ve 10
kontrol grubu olmak (zere toplam 20 fareden alinan kan degerleri Tablo 4.29°da

verilmigtir.

Test ve kontrol gruplar1 arasinda incelenen parametreler bakimindan "Bagimsiz
Ornekler Testi"ne gore anlamli bir fark goriilmemistir (p < 0,05). Tiim testler %95 (p
<0,05[p | 1= %100]) giiven araliginda IBM SPSS programi ile yapilmustir.
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Tablo 4.29. Test ve kontrol grubu farelere ait kan degerleri (K = Kontrol, T= Test, D
= Disi, E = Erkek).

Hayvan WBC RBC HGB MCHC HCT PLT
Kodu (10°/L) (10"4/L) (g/dL) (g/dL) (%) (10°/L)
DK1 18,20 11,07 16,70 31,10 53,60 677,00
DK2 12,20 11,96 17,40 31,40 55,40 828,00
DK3 11,90 10,36 15,90 30,50 52,10 968,00
DK4 11,70 11,40 17,40 31,80 54,70 855,00
DK5 17,60 10,80 15,50 31,70 48,80 1149,00
DT1 9,80 10,59 15,60 31,00 50,30 1272,00
DT2 13,00 11,39 16,80 32,00 52,50 1334,00
DT3 8,70 10,61 15,70 30,90 50,70 1038,00
DT4 9,30 10,24 16,50 31,90 51,60 847,00
DTS 10,10 9,88 14,80 31,60 46,70 787,00
EK1 12,00 11,46 15,80 28,30 55,80 971,00
EK2 6,70 9,06 13,70 31,90 42,90 871,00
EK3 7,50 11,40 17,10 31,60 54,14 1219,00
EK4 8,40 11,70 17,60 31,40 55,90 1071,00
EK5 10,00 12,14 18,00 32,60 55,10 889,00
ET1 5,70 12,06 19,30 32,20 59,80 829,00
ET2 10,40 12,27 18,00 31,90 56,40 931,00
ET3 3,20 8,60 12,40 31,20 39,70 519,00
ET4 - - - - - -

ET5 6,70 12,27 18,40 31,80 57,70 873,00

Yar1 otomatik klinik kimya analiz cihaz1 (Mindray BA-88A) kullanilarak 10 test ve
10 kontrol grubuna ait toplam 20 fareden elde edilen serumlarda biyokimya degerleri
Tablo 4.30°da verilmistir.

Test ve kontrol gruplar1 arasinda incelenen parametreler bakimindan "Bagimsiz
Ornekler Testi"ne gore anlamli bir fark goriilmemistir (p<0,05). Tiim testler %95 (p
<0,05[p |1= %100]) giiven araliginda GNU PSPP programu ile yapilmistir.
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Tablo 4.30. Test ve kontrol grubu farelere ait biyokimya degerleri

Hayvan Kodu ALT AST GLU UREA
DK1 115,00 69,00 172,00 48,90
DK2 108,00 65,00 161,00 46,00
DK3 105,00 63,00 157,00 44,70
DK4 106,00 64,00 159,00 45,30
DK5 123,00 74,00 184,00 52,20
DT1 108,00 65,00 161,00 46,00
DT2 121,00 73,00 181,00 51,60
DT3 99,00 60,00 149,00 42,40
DT4 96,00 58,00 144,00 41,10
DT5 93,00 56,00 139,00 39,50
EK1 107,00 64,00 160,00 45,70
EK2 83,00 50,00 125,00 35,50
EK3 105,00 63,00 158,00 45,00
EK4 105,00 63,00 158,00 44,90
EK5 106,00 64,00 158,00 45,10
ET1 96,00 58,00 144,00 41,10
ET2 108,00 65,00 162,00 46,10
ET3 62,00 38,00 93,00 26,60
ET4 73,00 44,00 110,00 31,20
ET5 99,00 59,00 148,00 42,10

28 giinliik test periyodu sonunda; kontrol ve deney gruplarindan alinan akciger,
karaciger, bobrek ve dalak dokular1 %4 paraformaldehit ile fiksasyon islemine tabi
tutulmustur. Fiksasyonu takiben giin boyu yikama islemi yapilarak ardindan
dehidrasyona tabi tutulmustur. Dehidre edilen dokular parafin bloklar halinde
hazirlanmigtir. Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda doku kesitleri alinarak
hematoksilen-eozin boyamalar1 yapilmistir. Doku kesitleri 30 dakika ksilol ile
muamele edildikten sonra rehidratasyon islemi (%100-%70 alkol 10'ar dakika)
yapilmistir. Hematoksilen boyasinda 5 dakika tutulmus ve ardindan 10 dakika ¢esme
suyu ile yikandiktan sonra eozin ile 5 dakika muamele edilmistir. Eozin boyamasinin
ardindan ¢esme suyu ile yikama yapilarak artan alkol serilerinden 5'er dakika
gecirilerek dehidratasyon yapilmistir. Ksilol ile seffaflandirilarak entellan ile

kapatilmis ve inceleme yapilmistir.

ISO 10993-10:2010 Test protokolii takip edilerek test ve kontrol gruplar1 28 giinliik
uygulama periyodu boyunca ve periyot sonunda farkli parametreler géz Oniine
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aliarak incelenmistir. Yapilan incelemeler sonucunda kontrol grubu disi ve erkek
bireylerde normal morfoloji gozlemlenmistir. Disi test grubunda ise DT2 bireyinin
bobrek dokusunda lokal olarak hiicresel bazda anomalilere rastlanmistir. DT2
bireyinin bobrek dokusunda medulla korteks gegisinde ateroskleroz belirtisi, dokuya
yerlesik lenfosit varlig1 ve yeni damar olusumlar1 goriilmiistiir. Erkek test grubunda
ise ET1 ve ET2 bireylerinin akciger ve bobrek dokularinda hafif derecede anomaliye
rastlanmistir. ET1 bireyinin akciger dokusunda lokal olarak lenfosit artis1 ve
interalveolar alanlarda daralma goriilmistiir. ET2 bireyinin bobrek dokusunda
medullada lokal olarak kanallarda bozulmaya rastlanmigtir. Yukarida bahsedilen
anomaliler haricinde bu bireylerin diger dokularinda normal morfoloji izlenmistir.

Diger test grubu bireylerinin tiim dokularinda da normal morfoloji gézlemlenmistir.

Ti+GL/Pt kaplamadan elde edilen ekstrakt ile tekrarli doz subkronik sistemik
toksisite testi uygulanmis olup, 28 giinliik gbzlem siireci sonunda test
sonlandirilmistir. Klinik gézlem, hemotoloji ve biyokimya analizleri, gross patoloji,
histopatoloji incelemelerini igeren degerlendirme ve analiz ¢alismalar1 sonucunda
Ti+GL/Pt kaplamanin ISO 10993-11: 2006'ya gore subakut sistemik toksik etkiye

sahip olmadig1 kanisina varilmistir.

45.5. Implantasyon

Implantasyon testi, “ISO 10993-6: 2007 Biological evaluation of medical device -
Part 6: Tests for local effects after implantation”, “ISO 10993-2: 2006 Biological
evaluation of medical devices — Part 2: Animal welfare requirements” ve “ISO
10993-12:2012 Biological evaluation of medical devices -Part 12: Sample
Preparation” protokollerine gore gergeklestirilmistir. Implantasyon testi kullanilan
biyomalzemelerin implantasyon sonrasi lokal etkilerinin ortaya konmasini amaglar

ve bunun igin makroskopik ve mikroskopik histolojik incelemeleri kapsar.

Implantasyon testi uygulama siiresi sonunda lokal etkiler tespit edilmis ve
degerlendirilmistir. Bunun i¢in, 28 giin boyunca uygulanan test protokolii sonrasinda,
10 adet implantasyon bdélgesi, 10 adet test-kontrol bélgesi ve 3 adet negatif kontrol
bolgeleri alinarak %4 paraformaldehit ile fiksasyon iglemi yapilmistir. Fiksasyonu
takiben gece boyu yikama islemi yapilarak ardindan dehidrasyona tabi tutulmustur.

Dehidre edilen dokular parafin bloklar halinde hazirlanmigtir. Parafin bloklardan 5
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pm kalinliginda doku kesitleri alinarak hematoksilen-eozin boyamalar1 yapilmistir.
Doku kesitleri 30 dakika ksilol ile muamele edildikten sonra rehidratasyon iglemi
(%100-%70 Alkol 10'ar dakika) yapilmistir. Hematoksilen boyasinda 5 dakika
tutulmus ve ardindan 10 dakika ¢esme suyu ile yikandiktan sonra eozin ile 5 dakika
muamele edilmistir. Eozin boyamasinin ardindan ¢esme suyu ile yikama yapilarak
artan alkol serilerinden S'er dakika gegirilerek dehidratasyon yapilmistir. Ksilol ile
seffaflandirilarak entellan ile kapatilmis ve inceleme yapilmistir. incelemeler Tablo

3.11e gore yapilmistir ve sonuglar Tablo 4.31°de verilmistir.

Tablo 4.31. Skorlama Sistemi

Test Ornegi Kontrol Ornegi
Kriterler
1 2 3 1 2 3
Inflamasyon 0 0 0 0 0 0
PollmE)rfonukIear 0 0 0 0 0 0
hiicreler
Lenfositler 1 1 1 0 1 1
Plazma hiicreleri 0 0 0 0 0 0
Makrofajlar 1 0 0 0 0 0
Dev hiicreler 0 0 0 0 0 0
Nekrosiz 0 0 0 0 0 0
ALT-
TOPLAM(x2) 2 1 1 0 1 1
eni 0 0 1 0 0 0
Damarlanmalar
Fibrozis 1 1 1 0 0 1
Yag infiltrasyonu 0 0 0 0 0 0
ALT TOPLAM 1 1 2 0 0 1
TOPLAM 3 2 3 0 1 2
GRUP TOPLAMI 2,67 1,00
ORTALAMA? TEST (-) CONTROL =
Travmatik
Nekrosis 0 0 0 0 0 0
Yabanci
Dokiintiler 0 0 0 0 0 0
Incelenen 6rnek 3 3 4 3 3 4
sayisi

*Sonugta gosterilen irritant bolgeleri kullanilir. Negatif farklar 0 olmahdir.
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Yapilan gozlemlere gore, test Ornekleri asagidaki sekilde skorlanarak
smiflandirilmastir;

e [lrritant degil (0,0 - 2,9)

e Zayif irritant (3,0 - 8,9)

e Ortairritant (9,0 - '15,0)

e Agir irritant (> 15)

Test ve kontrol gruplari, uygulama siiresi sonunda servikal dislokasyon ile sakrifiye
edildikten sonra batim ve toraks bdolgesi inspeksiyon bolgelerinde nekrotik ve

herhangi bir bulguya rastlanmamagtir.

28 giinliik gozlemlerde her hangi bir klinik bulguya rastlanmamis olup operasyon

bolgelerindeki yara dudaklari rejenerasyonu olumludur.

Klinik gozlemler, gross patoloji inspeksiyonu, test ve kontrol implantasyon boélgeleri
icin histopatolojik incelemeler yapilmistir. Tespit edilen bulgular ve sunulan
tablolardaki kriterler esas alinarak materyalin ozelligi belirlenmistir. Ti+GL/Pt
kaplamanin test bolgelerinin analizi sonucu skor degeri "2,67" olarak tespit edilmis
olup, 1SO 10993-6:2007 belgesinde belirtilen protokol ve degerlendirme kriterlerine
gore test edilen materyalin uygulama bolgesinde iritan 6zellige sahip olmadig tespit

edilmistir
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5. SONUCLAR

Sunulan bu tez ¢alismasi1 kapsaminda, spinal (omurga) cerrahi uygulamalari i¢in yari-
saydam PEEK esash intervertebral disk implantlara (lumbar & cervical interbody
fusion devices) osteokondiiktif ve antibakteriyel Ozellikler kazandiran, yiiksek
adhezyon garanti eden, homojen kalinlik ve bilesim saglayan nanoyapili, kimyasal

olarak derecelendirilmis Ti-Mg-Ag/Pt kaplamalar gelistirilmistir.

Bu amacgla PEEK esasli implantlar, yiizey topografisinden ve seklinden beklenen
ozellikleri karsilayacak sekilde, yiiksek sicaklikta enjeksiyon kaliplama ile
iiretilmistir. Implanta osteokondiiktif, antibakteriyel davrams kazandirmak amaciyla
yuzeyinde magnetron sputterlama yontemi ile kademeli nano yapili Ti-Mg-Ag/Pt
esasli kaplamalar tiretilmistir. Bu Uretilen kaplamalar, dogru segilmis karakterizasyon
metotlart ile, kimyasal, yapisal, mekanik, in vitro ve in vivo olarak biyouyumluluk

acgisindan test edilmistir.

Kaplamalarda kullanilan herbir element belirli bir amaca goére segilmistir. Bu
dogrultuda osteokondiiktif 6zelliginin gelistirilmesi igin higbir sekilde biyobozunma
gostermeyen, osteokondiiktif ve kararli Ti segilmistir. Ancak sadece bu amacla
kullanilan saf titanyum kaplamalar yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle, implant ve
kemik arasinda daha hizli ve kuvvetli bag olusumu icin biyobozunur, biyoaktif olan
Mg kullanilmistir. Kaplamaya antibakteriyel davranis kazandirmak igin ise Ag
secilmistir. Ag’lin ¢ozlniirligiini artirarak antibakteriyel etkisini geligtirmek igin
Ag’e Pt dope edilmistir. Burada, viicut iginde Ti’un kararli olmasi ve biyobozunmast

istenmezken, Mg ve Ag/Ag-Pt’un ¢éziinmesi istenmektedir.

Tez kapsaminda yapilan c¢aligmalar sonucu elde edilen bulgular asagida

Ozetlenmistir.

e PEEK esasli numune ve intervertebral disk implantlar (lumbar & cervical
interbody fusion devices), geleneksel CNC mekanik islemlemeye gore daha
ekonomik, daha az atik olusturdugundan ¢evre dostu olan enjeksiyon kaliplama

yontemi ile tiretilmistir.
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e Cok tabakali (Ti+ML ve Ti+ML/Pt) ve kimyasal olarak derecelendirilmis (Ti+GL
ve Ti+GL/Pt) olmak iizere iki farkli kaplama ¢esidi hazirlanmigtir. Ayrica bu
tabakalar1 olusturan herbir elementin tek tabakali kaplamalari da iiretilmistir.
Yeterli kaplama yapigmasi (adhesion) saglamak amaciyla lineer iyon kaynak
plazma ile PEEK yiizeyinin aktivasyonu saglanmis ve altlik malzemede herhangi
bir bozunma olusturmamak ig¢in magnetron sputterlama ile kaplamalar oda
sicakliginda tiretilmistir.

e X-ism difraksiyon cihazi ile gergeklestirilen kaplamalarin yapisal analizi
sonucuna gore tim kaplamalar kristalin bir yap1 sergilemistir. Ti, tercihli olarak
minumum ylzey enerjisine sahip ve 38.46°°da pik veren (002) duzlemi
dogrultusunda biliylimiis olup hekzagonal kristal yap1 sergilemistir. Mg
hekzagonal sik1 paket yapisi nedeniyle diisiik ylizey enerjisine sahip, 34.50°’de
gortlen (002) basal diizlemde diizlemi dogrultusunda tercihli biiyiimiistiir. Yzey
merkezli kristal yapiya sahip Ag, tercihli olarak 38.16°’da (111) duzlemi
dogrultusunda blyiimiistir. Ag’e Pt dope edilmesi ile, yine 38.06°°da (111)
diizleminde tercihli biiylime goriilmiistiir. Ancak 38.06°°da goriilen bu pik daha
genislemis olarak belirmistir. Termodinamik dengede Ag-Pt ikili faz sisteminde,
at-% 0,7 Pt’de peritektik bir bilesik olusmasi beklenirken, diisiik kaplama sicaklig
nedeniyle muhtemelen Ag kati ergiyigi olusmustur. Ag ve Pt her ikisi de ylizey
merkezli kiibik kafes sistemine sahip olup Pt’in Ag igerisinde ¢Ozlniirliigi
oldukca yuksektir.

e Her kaplama i¢in, XRD difraktogramlarinda elde edilen kuvvetli piklerin FWHM
degerleri kullanilarak Scherrer formiiliinden kristalit boyutlart hesaplanmistir.
Hesaplanan Kkristalit boyut degerlerden, Pt’nin tane kiigiiltiicii etkisi oldugu
goriilmiistiir (Pt ilavesi ile kristalit boyutlari kiigtilmiistiir).

e Kaplamalarin yiizey morfolojileri SEM/EDS ve AFM ile incelenmistir. Ti ve Mg
kaplamalar sahip olduklar1 hsp kristal yapilarindan dolay1 plaka tipi bir ylizey
morfolojisi sergilerken, Ag tek tabakali kaplama, ¢ok tabakali kaplama ve
fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalar, Ag’in ymk kristal kafes
yapisindan dolay1 nodiiler bir mikroyap1 gostermistir. Pt dope edilmesi ile birlikte
kaplama yiizeyleri daha diizgiin hale gelmistir. Bu etki 6zellikle Ag tek tabakali

kaplamada daha belirgin olarak goriilmiistiir.
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e AFM, mikron alti goriintiileme ile yiizey topografisi hakkinda detayli bilgi
vermektedir. Bu dogrultuda, kaplamalar AFM ile topografik ve faz olmak Uzere
iki farkli kontrastta ve 3 boyutlu olarak incelenmistir. Ince filmlerin biiyiimesi,
SZM modeline gore agiklanmigtir. Buna gore Ti ve Ag kaplamalarda diisiik
difiizyon, diisiik atomik mobilite sonucu kolonsal, gézenekli bir yap1 sergilenmesi
beklenirken Mg kaplamada difiizyon s6z konusu oldugundan, yap1 daha yogun,
tane boyutu artmis ve eseksenli olarak kendisini gostermistir.

e Ortalama piiriizliilik degeri, S,, ve ortalama piiriizliiliik degerinin karekokii, Sg,
Ag’e Pt dope edilmesi ile azalmistir. Ayni sekilde kesit taramasindan elde edilen
yaklasik tane boyutlar1 da benzer sonucu vermistir. Diisiik kaplama sicakliklar
diflizyona olanak tanimamistir. Buna ilave olarak kaplamada Pt’nin varhig1 yiizey
diflizyonunu daha da sinirlamis ve bdylece Kristalit boyutunu diigtirmiistiir.

e TUm kaplamalarda Se¢c’nin 0 degerine, Sk,’nun 3 degerine yakin olmasi, yiizey
morfolojik yapilarin Gaussian bir dagilim gosterdigi sonucunu vermistir.

e Ag’e Pt dope edilmesi, Ozellikle tek tabakali Ag kaplamada ve ¢ok tabakali
kaplamada sertlik ve elastik modiil degerlerini artirmis ancak fonksiyonel olarak
derecelendirilmis  kaplamada bu etki gozlenememistir. Pt'nin  sertlik
degerlerindeki farkli etkisi, kaplamalarin mimarisi, diger bir deyisle Ag’iin
kalmhg ile ilgilidir. Olgiilen kalinliktaki Ag’iin miktar1 artttkca Pt’nin etkisi
artmistir. Diigiik kaplama sicakliklari, denge dis1 katilasmaya neden olmus ve
sahip olduklar1 benzer atomik caplart nedeniyle Pt, Ag kafesine yer alan atomu
olarak girebilmis ve kat1 ergiyik sertlesmesi gostermistir.

e Nano c¢izik testi ile kademeli olarak artan yiikler altinda kaplamalarin yapisma
dayanimi belirlenmistir. Buna gore, en (st tabakay1 olusturan Ag tabakanin daha
diistik sertlige sahip olmasi (1.61 GPa kars1 3.15 GPa) ve deformasyon kabiliyetinin
daha yliksek olmasi nedeniyle Pt dope edilmemis c¢ok tabakali kaplamada
stirtlinme katsayis1 Pt dope edilmis ¢ok tabakali kaplamaya gore daha yiiksektir.
Pt dope edilmemis ¢ok tabakali kaplamada kritik yik (Lci) 1,07 N, Pt dope
edilmis ¢ok tabakali kaplamada 1,95 N olarak belirlenmistir. Pt dope edilmemis
cok tabakali kaplamada adhezif asinma s6z konusu iken, Pt’nin dope edilmesi ve
dolayisiyla en iist tabaka sertliginin artmasi nedeniyle bu mekanizma abrazif
asinma olarak kendisini gostermistir. Kaplama mimarisi nedeniyle artan sertligi,

fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalarin deformasyon kabiliyetini ve
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hasar mekanizmalarin1 degistirmistir. Pt dope edilmemis fonksiyonel olarak
derecelendirilmis kaplamada L., 2,01 N’da gorilurken Pt dope edilmesi ile bu
deger 2.65’e¢ ¢ikmaktadir. Bu iki kaplamanin sertlikleri birbirine yakin
oldugundan asinma mekanizmalari, benzer oOzellikte abrazif asinma olarak
kendisini gostermistir.

Bu calismanin amaglardan birisi de Ag ile PEEK’e antibakteriyel bir 6zellik
kazandirmakti. Kaplamalardaki ¢oziinme elektrokimyasal bir siire¢ oldugundan
kullanilan testler bu dogrultuda secilmistir. Kaplamanin biyobozunma
mekanizmasini agiklamak icin daldirma testi ve elektrokimyasal test kullanilmis
ve I1SO-10993-15’¢ gore gergeklestrilmistir. Belirlenen sureler sonunda SBF
icindeki elementlerin konsantrasyonu (ICP-MS) ile belirlenmistir. Buna gore bu
streler sonunda c¢oOzelti icinde sadece Mg ve Ag belirlenirken, Ti ve Pt’a
rastlanmamuistir.

Disiik kaplama sicakligi nedeniyle olusan porozite, droplet gibi yiizey hatalari
sonucu elektrolit tabaka yiizeyinden daha derine dogru difiize olabilmistir. TiUm
kaplamalarda herbir tabaka arasinda galvanik eslesme s6z konusudur. Dolayisiyla
¢oziinme siireci Ag’ilin yiizeyinde (kaplamanin en {ist tabakasi) ve ayn1 zamanda
Mg-Ag araylizeyinde de gerceklesmistir.

Daldirma testinin ilk siirelerinde, sahip oldugu yiksek elektronegatif potansiyel
nedeniyle Mg Oncelikli olarak ¢oziinirken, Ag ilerleyen saatlerde ¢6ziinmeye
baglamistir.

Fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamada olusan Ag-Mg galvanik ciftte,
tabakanin mimarisi geregi, katot (Ag)/anot (Mg) yiizey alani orani yiizeye dogru
artmistir ve ¢éziinme geligmistir. Mg ve Ag ¢coziinme miktarlar artmistir.

Pt dope edilmesinin amaci burada AgQ’Un ¢oziiniirliigiinii artirarak antibakteriyel
etki saglamakti. Ancak Pt’nin Ag’e dope edilmesi ile Ag’iin ¢oziiniirligi
azalmistir. Ag’e Pt’nin (noble metal) dope edilmesi ile Ag’Un pasivitesi
gelistirilmis olup ¢dziinmesi azalmistir. Ilerleyen daldirma siirelerinde, yiizeyde
cozlinen Ag ile birlikte artan Pt nedeniyle bu etki daha belirgin olarak
goriilmiistiir. Ag ¢Ozundikce kaplama yizeyinde Pt zenginlesmekte ve
pasivasyon etkisi artmaktadir. Bu da, uzun sureli antibakteriyel etkinin olugmasini

saglamaktadir.
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Soy metal (Pt) ilavesinin pasivasyon Ozelligini (Ag’Un) gelistirebilmesi,
elektrokimyasal deneyler ile de ispatlanmistir. Elde edilen Tafel egrileri ve EIS
Ol¢lim sonuglar1 ayni egilimi gostermistir. Pt’nin bu etkisi, tek tabakali Ag
kaplamalarin potansiyodinamik egrilerinden daha agik bir sekilde goriilmiis ve
dogrulanmistir.

Birgok c¢alismada, genelde CI" ortaminda yiizeyde olusan AgCI filmi nedeniyle
Ag’ilin ¢oziiniirliigiiniin engellendigi gosterilmistir. Ancak bu caligmada, daldirma
deneylerinin en uzun siiresinde dahi herhangi bir AgCl filme rastlanmamistir. Bu
etki, Mg-AgCl pillerde gergeklesen elektrokimyasal reaksiyona benzer sekilde
Mg’un AgCIl’t ¢6zme kabiliyetinden kaynaklanmaktadir.

Ayrica tiim kaplamalarda olusan Mg-Ag galvanik hiicre nedeniyle Mg’un Ag’ln
¢Oziinlirligl tizerine etkisi elektrokimyasal degerlerin karsilastirilamsindan da
acikca goriilmektedir.

Cok tabakali ve fonksiyonel olarak derecelendirilmis kaplamalarin
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakterilerine karsi antibakteriyel
davraniglar1 ISO 22196’a gore belirlenmistir. Her iki mikroorganizma tiriinde de
Pt’nin Ag’e dope edilmesi ile, Ag’iin ¢oziiniirliigliniin azalmasina ragmen
kaplamalarin antibakteriyel aktiviteleri artmistir. Bu da Pt’nin de antibakteriyel
etkiye katkida bulundugunu gostermektedir.

Kaplamalarda Mg’un varli§i ortamin alkalinitesini artirmakta ve ayrica bir
antibakteriyel etki saglamaktadir. Ti+GL/Pt’de ¢6ziinen Mg miktarinin artmasi ile
antibakteriyel etkinin daha da arttig1 goriilmistiir.

Kaplamalarin osteokondiiktivite agisindan degerlendirmeleri Ti+ML, Ti+ML/Pt,
Ti+GL ve Ti+GL/Pt kaplamalar tzerindeki MC3T3-E1 hiicre morfolojileri ve
hlicre-malzeme etkilesimi tizerinden gerceklestirilmistir.

En fazla hiicreye Ti+GL/Pt yiizeyinde rastlanirken en az hiicre Ti+GL’de
gorilmistiir. Ti+ML’de hiicreler iki farkli bolgede toplanmisken, Ti+ML/Pt’de
hiicreler homojen bir sekilde dagilmistir.

Bu ¢alismada yapigsma, yayilma, cogalma, go¢ etme gibi hiicresel faaliyetler
acisindan ¢ok onemli, hiicre-malzeme ve hiicre-hiicre etkilesiminin bir gostergesi
olan lamellipodia ve filopodia’nin etkileri agik¢a goriilmiistiir. Filopodia,
hiicrelerin mikro ¢evrelerini aragtirmada kullanilmakta ve yayilma sirasinda

onciiliikk yapmaktadir. Bu kesif amacl yaptig1 hareket ile biiylime sirasinda kuvvet
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uygulayabilmektedir. Dolayisiyla Pt dope edilmemis Ti+ML ve Ti+GL
kaplamalarda, en {ist tabakanin sahip oldugu diisiik sertliginden dolay1 biyolojik
ortamda kalkmasi sonucu filopodia bunu bir engel olarak algilayabilmekte ve
hlcresel faaliyetleri durdurabilmekte (Ti+ML) ya da kesif sirasinda uyguladigi
kuvvetler nedeniyle kaplamayi bolgesel olarak kaldirabilmektedir (Ti+GL).

Tum kaplamalarda hiicrelerin sitoplazmik uzantilar olan, yapisma, yayilma,
cogalma, go¢ etme gibi hiicresel faaliyetler agisindan 6nemli olan lamellipodia ve
filopodia ile hiicre-malzeme ve hiicre-hiicre etkilesimini sagladigi goriilmiistiir.
Yapida fazlaca filopodia ve lamellipodia’nin bulunmasi hiicre-malzeme
etkilesiminin, dolayisiyla hiicre yapismasinin kuvvetli oldugunu ve bu tiir
yapilarin uzamasi ve yayilmasi ile hiicre yayilmasinin gelistigini gostermistir.

Mg iyonlarinin MC3T3-E1 hiicre yayilima ve cogalmasi iizerinde olumlu bir
etkisi oldugu goriilmiistiir. En fazla Mg ¢6ziinme goérilen Ti+GL/Pt’de, Mg’un
ECM olusumunu tetikledigi, diger kaplamalara gore hiicresel gelisiminin daha
ilerki sathalarda oldugu ve boylece daha hizli bir osseointegrasyon igin katkida
bulundugu belirlenmistir.

Calismada ayrica, genelde implant malzeme Uretiminde kullanilan Ti (Grade 2)
disk numunesi de ayni kosullar altinda incelenmis ve Ti tek tabakali kaplama ile
karsilagtirilmistir.  Ti’un osseointegrasyon Ozelliginin blyuk o6lglde yizey
ptriizliligi, yiizey kimyasi ve 1slatilabilirlik gibi yiizey 6zelliklerine bagl oldugu
goriilmiistiir. Ortalama yiizey piirtizliligi 9,98 nm olan nanotopografiye sahip Ti
tek tabaka kaplamada hiicreler daha ¢ok ve daha iyi tutunmusken, ylzey
piirtizliligi 0,08+0,01um olan Ti (Grade 2) disk numunesinde ¢ok az hiicreye
rastlanmustir.

PEEK ve Ti disk hidrofilik iken kaplamalar daha hidrofobik bir 06zellik
sergilemistir. Daha hidrofilik olan Ti diskde hiicre adezyonu ¢ok az belirlenirken,
daha hidrofobik olan Ti tek tabakali kaplamada hiicreler tamamen yizeyi
kaplamigtir. Yine daha hidrofobik olan Ti+GL/Pt’de hiicresel gelisimin diger
kaplamalara gore daha hizli oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak nano topografinin
islatilabilirlige gore Osteoblast hiicre cevabi {izerine daha etkin oldugu
gorilmistir.

Biyouyumluluk kapsaminda yapilan ISO 10993-5 sitotoksisite testi sonucunda
kontrole gore hiicre canlihigt Ti+ML i¢in %91,59+9,15, Ti+ML/Pt igin
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%101,69+2,56, Ti+GL igin %106,38+12,37, Ti+GL/Pt igin %95,98+2,07 ve
kaplamasiz PEEK i¢in %95,52+2,88 olarak bulunmustur. Bu dogrultuda yapilan
nitel ve nicel sitotoksite testi sonucuna gore analiz edilen kaplamasiz PEEK ve
kaplamalarda herhangi bir sitotoksik etki goriilmemistir.

e Yapilan tiim yiizey analizleri, antibakteriyel test ve osteokondiiktivite
incelemelerine goére en iyi sonucu veren Ti+GL/Pt kaplamaya sadece
genotoksisite testi uygulanmistir. Buna gore deney kosullari altinda ve kullanilan
bakteri suslarinda Ti+GL/Pt kaplamanin mutasyon olusturmadigi (mutajenik
olmadig1) belirlenmistir.

e Test edilen ornekler icin yapilan gozlemler ve elde edilen skor degerleri
dogrultusunda, ISO 10993-10: 2010 belgesinde belirtilen protokol ve
ozellige sahip olmadigi tespit edilmistir.

e Elde edilen sonuglar dogrultusunda, ISO 10993-10: 2010 belgesinde belirtilen
protokol ve degerlendirme kriterlerine gore test edilen Ti+GL/Pt kaplamanin
sensitif (maddeye duyarli) 6zellige sahip olmadig tespit edilmistir.

e Kilinik gozlem ve gross patoloji incelemelerini igeren degerlendirme ve analiz
caligmalar1 sonucunda test edilen Ti+GL/Pt kaplamanin ISO 10993-11: 2006'ya
gore akut sistemik toksik etkiye sahip olmadigi kanisina varilmistir.

e Kilinik gbzlem, hemotoloji ve biyokimya analizleri, gross patoloji, histopatoloji
incelemelerini igeren degerlendirme ve analiz ¢alismalari sonucunda Ti+GL/Pt
kaplamanin ISO 10993-11: 2006'ya gore subakut sistemik toksik etkiye sahip
olmadig1 kanisina varilmistir.

e Ti+GL/Pt kaplamanin test bolgelerinin analizi sonucu skor degeri "2,67" olarak
tespit edilmis olup, ISO 10993-6:2007 belgesinde belirtilen protokol ve
degerlendirme kriterlerine gore test edilen materyalin uygulama bdlgesinde iritan

Ozellige sahip olmadigi tespit edilmistir.

Tez kapsaminda yapilan c¢aligmalar dogrultusunda, gerek yapisal, gerek kimyasal
gerekse biyolojik degerlendirme acisindan PEEK esasli implantlara antibakteriyel ve
ostekondiiktif 6zellikler kazandirmak agisindan en uygun kaplamanin Ti+GL/Pt

oldugu goriilmiistiir.
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Yapilan bu ¢aligmalar sonucunda PEEK esasli intervertebral disk implantlart igin

asagida verilen yenilikci 0zellikte Ti-Mg-Ag/Pt esasli kaplama elde edilebilmistir:

e Implantin tibbi olarak optimize edilmis yiizey topografisi ve piiriizliiliigiinde
(kafes yiizeyindeki dislerin sekillerinde) herhangi bir degisiklige neden olmadan,
titanyum-magnezyum-giimiis-platinyum esasli kaplama ile PEEK esash altlik
malzeme arasinda mitkkemmel yapismaya sahip

e Cerrahi mldahale icin mekanik direncli (¢cizme direnci)

e Invitro osteoblastik hiicresel gelisimi gosteren

e Invitro sitotoksik olmayan, mutasyon olusturmayan

e Invivo olarak deri i¢i iritan, sensitive (maddeye duyarli) 6zellige sahip olmayan

e Invivo akut sistemik etki, subakut sistemik toksik etki gdstermeyen

e Implantasyon testi degerlendirme sonucuna gore in vivo uygulama bélgesinde
iritan olmayan

e Staphyloccocus aureus ve E. coli bakteri sayisim1 1E5’den <1E1’ye diisiiren

antibakteriyel etkiye sahip

Bu calismada elde edilen bilgi ve birikimler bircok bilimsel yayimna
doniistirilmistir. Bir Tlrk Patentine (No. 2014/13586) ve tim EU28, ABD, Kanada
ve bircok Arap Ulkelerinde gegerli olmak tizere PCT’ye (WO 2016/080937) basvuru
yapilmustir.

Ayrica, ticari iiriin olarak kullanimi i¢in gerekli CE medikal sertifikasyonu igin klinik

caligmalar yapilmasi planlanmaktadir.
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