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Ortopedi, omurga cerrahisi, ve dis hekimligi uygulamalarinda vida, plak vb benzer
malzemelerin Uretiminde titanyum alasim icerikli metaller tercih edilirken(
mukemmel mekanik Ozellik, kimyasal kararlilik, biyouyumluluk vs.) bu malzemelerin,
kemik hdcreleri ve dokusu ile baglanmasindaki zayiflik bir sire sonra implantin
cikmasina, kaynamamasina, kirilmasina ve buna bagh ciddi klinik bulgularin ve/ya
tekrarlayan revizyon cerrahilerine neden olmaktadir. Cok sik karsilasilan eksik
kaynama problemlerinin 6nune gecilmesi, maddi olarak sarfiyat azaltma, hasta
konforu vs. agisindan son derece onemlidir. Bu nedenle, bel ve omurga cerrahi
uygulamalarda siklikla kullanilan yéntem, kemik dokusu ile olan etkilesiminin
(osteointegrasyon) en Ust seviyeye c¢ikartiimasi i¢in, kemik dokusu gelisimini indukte
eden proteinlerin kemik morfogenetik proteinin (rhBMP-2) kemige surulmesi ve
sonrasinda titanyum alasim implant malzemesinin (transpedikuler vida) fikse
edilmesidir. Ancak, timuyle dogal (bu nedenle biyouyumlu) bu proteinin, toz halinde
omurilik bdlgesine dokulmesi, hem maliyeti artirmakta hem de kemikteki doz
fazlahgindan dolayr hala komplikasyonlar (heterotropik ossifikasyon, osteoliz,
enflamatuar kist formasyonlari vs.) olusturmaktadir. GUnumuz teknolojisinde ayrica
dinamik  stabilizasyon ve perkitan enstrumantasyon teknikleri giderek
yayginlagsmaktadir. Dinamik stabilizasyonda omurgalar arasi fuzyon (fizyon:
kemiksel birlesme ile iki omur arasindaki anormal hareketin Onlenmesi)
uygulanmamakta, minimal invaziv perkitan cerrahi de ise fuzyon interbody fuzyon
seklinde uygulanabilmektedir. Her iki cerrahide de sistemin stabilitesi agisindan vida

kemik integrasyonu ¢ok onem kazanmaktadir.



Ulkemizde benzer amagla, acgik cerrahide kullanilabilen hidroksiapatit kapli vidalar
mevcuttur. HA kaplamasinin pahali olmasi, ulkemizde yapilamamasi bu teknigin
dezavantajlanidir. Ayrica HA ile yapilan kaplamalarda metal ve HA ‘in yogunluk
farkindan kaynakh kirilma problemleminden kaynakli implantin ¢ikma problemleri
siklikla gorulmektedir. Arastirmada bu problemi ¢6zmek amaciyla, plazma
polimerizasyon teknigi ile malzeme yuzeyinde uygun kimyasal gruplar olusturulmasi
ve devaminda (rhBMP-2) implant Uzerine direkt tutuklanmasi yaklagimi
kullaniimistir. Plazma polimerizasyon tekniginde, 6zgun monomer (sisteamin) ve
yuk bosalim tipi (radyo frekansl), kullanilmistir. Ayrica ydntemdeki islem
parametreleri (gu¢ (W), sure (dak), monomer akig hizi (ml/dak) degistirilerek
yuzeyde meydana gelen fiziksel ve kimyasal farkhliklar, cesitli karakterizasyon
teknikleri ile tanimlanmistir. Bu sonuglar degerlendirilerek, nanomertebe film
olusturulmasinda, akis dinamik ortaminda en kararli olan plazma polimerizasyon
parametresi secilmigtir. Kararliliga gére en uygun parametre gug: 30W sure: 9 dak
akis hizi : 10 ml/dak’ dir. Segilen iglem kosullarinda plazma polimerizasyon teknigi
ile modifikasyon ve sonrasinda % 2.5 v/v ‘lik glutaraldehit ile aktivasyon agamalari
devaminda % 1.5 mg/ml rhBMP-2, 2 saat siireyle tutuklanmistir. implant yiizeyde
(rhBMP-2) tutuklanmasi ile kemik dokusu gelisimini arttirdigi histolojik testlerle
kanitlanmigtir. Sonug¢ olarak, spinal implantlarin plazma polimerizasyon teknigiyle
kemik yapimini arttirici rhBMP-2 ile kaplanmasi yaklasimi, canli digi (in vitro) / ve

canli igi (in vivo) ortamlarda test edilmis ve degerlendirilmigtir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Titanyum, Fiizyon, Kemik Morfogenetik Protein, Plazma

Polimerizasyon

Danisman: Dog. Dr. Dilek COKELILER, Baskent Universitesi, Biyomedikal
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ABSTRACT

STUDY OF PLASMA POLYMERIZATION TECHNIQUE ON TiTANIUM ALLOYS
BIOMATERIAL FOR iMMOBILIZATION WiTH BONE MORHOGENETIK
PROTEIN

Gulsah Dicle
Baskent University Institute of Science
Department of Biomedical Engineering

Titanium is the material of choice in the production of implants used in orthopedics,
spine surgery and dentistry due to its excellent mechanical properties, chemical
stability and biocompatibility. The loose interaction between the implants and bone
result in implant loosening, pull-out and screw breakage. Serious symptoms and
probable revision surgeries can develop because of implant related problems. The
acceleration of new bone development, production of new implant types and use in
health area are strategically important steps. Therefore, waist and spine surgery in
commonly used method, the bone tissue and the interaction (osteointegration) to
maximize the level of bone tissue formation bone proteins which induce
morphogenetic protein (rhBMP-2) is placed on the bone and then the titanium alloy
implant material (transpedicular screws) is not fixed. However, completely natural
(and therefore biocompatible) this protein spine pouring powdered, both increases
the costs and due to dose excess of bone still complications (heterotopic
ossification, osteolysis, inflammatory cyst formation, etc.).In the millenium, dynamic
stabilisation and percutaneous instrumentation techniques have been started to be
widely used. Interbody fusion is used in minimally invasive percutaneous spine
surgery while no bony fusion was performed in dynamic stabilisation. New bone
formation around the screw minimizes the risks of screw loosening, pull-out and
screw breakage. In our country, only hydroxyapatite (HA) coated screws are
available for increasing the screw bone integration. HA coating is expensive and
cannot be performed in our country. Since HA coating is dependent on European
countries, we planned to coat the spinal implants with recombinant bone

morphogenetic protein (rhBMP) by plasma polymerisation technique.



In order to solve this problem in the research of material surface by plasma
polymerization techniques in the creation of appropriate chemical groups and
continue the bone morphogenetic protein (rhBMP-2) approach is used directly on
the implant immobilization. In the plasma polymerization technique, the original
monomer (cysteamine) and load discharge type (radio frequency) is used.
Furthermore, the method of processing parameters (power (W) time (min),
monomer flow rate (ml / min) by changing the surface physical and chemical
differences occurred were identified by various characterization techniques. The
results are evaluated in forming nanoscale film flow at the dynamic environment
stable plasma polymerization parameters were selected. Optimal parameter power
by resolution: 30 W Time: 9 min flow rate: 10 ml / min . The modification by plasma
polymerization technique to the selected processing conditions and after the
activation (2.5% v / v, glutaraldehyde) step continued in is 2.5% mg/ml rhBMP-2
arrested for 2 hours. It is proven by histological testing the implant surface rhBMP-2
enhances bone tissue formation with the immobiliziton. As a result, spinal implants
plasma polymerization coating technique with bone formation by increasing the
bone morphogenetic protein (rhBMP-2) approach , outside the body (in vitro) / and

animal (in vivo) has been tested and evaluated.
Keywords: Titanium, Fusion, Bone Morphogenetic Protein, Plasma Polymerisation

Advisor: Assoc.Prof Dilek Cokeliler, Baskent University, Departmment of

Biomedical Engineering
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1.GiRIS

Calismada hedef, cerrahi uygulamalarda kullanilan ve kemik fiksasyonlari icin tercih
edilen titanyum alasim implantlarin yuzey oOzelliklerinin degistiriimesi ile implantin
(omurga pedikul vidasi) omurga ile integrasyonunu arttirarak 6zellikle fizyonun tam
saglanamayacagi (osteoporoz vs) veya dinamik stabilizasyon, perkitan
enstrumantasyon gibi omurgalar arasi fuzyon planlanmayan olgularda, vidanin
zamanla omurga icerisinde gevseyerek hareketlenmesi ve buna bagh olarak
hastalarda tekrardan klinik bulgularin ¢ikmasini ve tekrar cerrahiye gitmesini

engelleyecek vidalarin gelistiriimesidir.

Osteointegrasyon; malzeme yuzeyi ile malzemenin yerlestigi bolgedeki kemik
dokusunun kaynasmasidir. Metal implantlarin (transpedikuler vida, plak vidasi vs.)
stabilize edici 6zellikleri, fizyon saglanmadigi muddetce bir sure sonra yetersiz
kalmaktadir. Osteoporotik (kemik erimesi gbézlenen) omurgada vida gevresinde,
yeterli kemik trabekuler yapinin olmamasi bu osteointegrasyonun olusmasini daha
da engellemekte ve zaman igerisinde, vidalarin omurga cismi iginde gevsemesine
ve disari ¢ikmalarina daha c¢ok siklikla neden olmaktadir. Bu noktada, vida
cevresinde kemik dokusu gelisiminin arttirilabildigi yeni implant malzemelerin
uretilmesi ve saglik sektorine sunulmasi, stratejik Gneme sahip teknolojik bir deger
olarak karsimiza cikmaktadir. Bunun igin bilimsel olarak arastirilan yodntemler
(implant ylzeyini hidroksiapatit (HA) kaplama, kemik dokusu gelisimini stimule eden
biyomolekillerin ortamda toz olarak uygulanmasi vs.) pahali ve Turkiye’de HA
kaplamasi teknolojik olarak yapilamamaktadir. Kemik erimesi gozukmeyen diger
hastalarda da HA kapli metal implant kullanimi,kaplamanin yorulma dayaniminin
digsuk olmasindan kaynaklanan mekanik zayiflik, yuzeyden siyrilmasi gibi

dezavantajlara sahiptir.

Su an cerrahide, pratikte tercih edilen uygulama ise kemik dokusu gelisimini stimule
eden biyomolekdullerin, ¢iplak (kaplanmamig) implant yerlestiriimeden once hasarl
bdlgeye toz olarak surulmesidir. Burada tercih edilen madde, rekombinant kemik
morfogenetik proteinidir (rhBMP-2). rhBMP-2’lerin hicre siklusunu hem baslatma
hem de ilerletme fonksiyonlari bulunmaktadir ve bdylece hiicre siklusunun farkli

asamalarindaki etkileri aracihgiyla hicre proliferasyonu surecinde duzenleyici
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olarak rol oynamaktadirlar. implantlarin yerlestiriimesinden sonraki iyilesme
surecinde de pek ¢ok buyume faktoru yaralanmanin oldugu bolgede ve
cevresindeki hucre aktivasyonunun molekuler didzenlenmesinin  uyum iginde
olmasini saglamaktadir. Ancak, timuyle dogal (bu nedenle biyouyumlu) bu
proteinin, toz halinde omurilik bolgesine dokulmesi, hem maliyeti artirmakta hem de
kemikteki doz fazlaligindan dolayi hala komplikasyonlar (heterotropik ossifikasyon,
osteoliz, enflamatuar kist formasyonlari vs.) olusturmaktadir. Bu nedenle tez
¢alismasi, bu problemlerin énlenmesi igin plazma polimerizasyon teknigi ve rhBMP-
2’nin vida yuzeyine tutuklanmasi igerikli kolay uygulanabilir yeni bir yontemi

onermektedir.

Plazma polimerizasyon kaplama teknigiyle yuzey modifikasyonu esnasinda farkli
glg, sure ve monomer akigl parametreleri degistirilerek farkh vida setleri
hazirlanmistir. Sonrasinda kaplanmis vida setleri karakterizasyon igin galisiimistir.
Bir kismi aldehitlenerek kimyasal aktivasyonu yapiimigtir. Bu yluzey karakterizasyon
testlerinin degerlendiriimesi sonrasinda en uygun parametreler secilmistir. Bu
secilen parametrede plazma polimerizasyon teknigi ile modifiye edilen ve aktive
edilen, vidalara direkt rhBMP-2 tutuklanmasi ile implantlarin ylizeyi hazirlanmistir.
Boylece hem uygulama asamasinda kolaylik saglanacak hem de hasta, rhBMP-2
kapli implantlar sayesinde kemik-omurga pedikil vida osteointegrasyonu
saglanacagi igin stabilizasyon guvenli olacak ve ameliyat revizyonuna gereksinim

¢ok azalacaktir.

2. GENEL BILGILER

2.1 Titanyum Biyomalzeme

Organ ve dokularin iglevlerini kismen veya timden Ustlenmek Uzere tasarimlanmis
malzemelere biyomalzeme adi verilmekte olup, bu malzemelerin biyolojik yonden
uyumlu olmasi, toksik ve karsinojenik olmamasi, kimyasal agidan inert ve stabil
olmasi, yeterli mekanik kuvvete sahip olmasi, yodun bir yasama uyum
gOsterebilmesi, uygun agirlik ve yogunlukta olmasi, buyuk miktarlarda iglenebilme

ve fabrikasyon kolayligi goOstermesi, ekonomik olmasi istenmektedir.
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Biyomalzemelerin; fiziksel, kimyasal, mekanik, termal ézelliklerinin iyi bilinmesi ve
doku ile allerjik, toksik, karsinojenik reaksiyon vermemesi istenir.Titanyumun,
biyomalzeme Uretiminde kullanimi 1930’lu yillarin sonlaridir. Fiziksel ve kimyasal
acidan Ustlin ozellikler gosteren titanyum, 316 paslanmaz celik ve kobalt
alasimlarina gére daha hafif bir malzemedir. Ozgil agirigi=4.5 gr/cm®, Erime
sicakligr 1680°C olan ve oda sicakhginda siki dizilmis hekzagonal kafes yapisina
sahip bir metaldir. Adini Yunan mitolojisinin guglu tanrilari Titanlardan alir.

Titanyumun avantajlari:

. Uzun sureli implantasyonda (deri igine yerlestirme) en iyi biyouyumluluk.
. Enjekte maddelerle birlikte, kimyasal reaksiyona girme olasiligi en azdir.
. Manyetik olmadigindan, MR (Magnetik Rezonans) i¢in uyumludur.

. Yogunlugu dusitk oldugundan dolayi, hafif agirhktadir.

. Hipoalerijiktir (alerjik 6zelligi az).

Son yillarda titanyum ve titanyum alasimlarinin, medikal ve dental uygulamasinda
ciddi bir artig gorulmektedir. Metalin, dayanikhlik ve rijit yapisi, duguk 6zgul agirligi
ve goreceli hafif olusu, yuksek isilara dayaniklihdlr ve korozyona karsi direnci
kullanimin bu 6zel alanlarda yayginlasmasina neden olmustur. Son otuz yilda
metalin yeni igsleme yontemlerinin gelisimine paralel olarak biyomedikal trtnlerdeki
kullanimi artmaktadir [1].Titanyum c¢ok reaktif bir metal olup, korozyona karsi
yuksek direncini, hizla olusan bu koruyucu oksit tabakasina borc¢ludur [2].
Neredeyse aninda oksit olarak, metal ylzeyinde yaklagsik 10 nanometre
kalinliginda direngli ve stabil oksit katmani olugur. Bu oksit katmani kiymetli
metallerde oldugu gibi yuksek biyouyumlu bir ylzey ve korozyona karsin direng
Ozelligi saglar. Ayrica bu oksit katmani porselene kaynagsma, polimere yapisma ve
implantlarda plazma puskurtme veya cekirdek apatit ile kaplama yodntemlerine
katkida bulunmaktadir [2].

Titanyum uzun sureden beri kemik ici implanti olarak kullaniimaktadir. Kemik igi
implantlar ¢ubuk, post ve blade seklinde saf veya alagimh titanyumdan

yapiimaktadir. implant ylzeyindeki oksit tabakasinin inert etkisi, fizyolojik sivi,
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protein, sert ve yumusak dokunun metal yuzeyini kavramasini saglar.. Doku
tarafindan kabul edilirligi yiksek olan titanyum, yerlestirildikten sonra vicudun bir

parcasi haline gelir. Bu da implanta maksimum dayanim saglamaktadir.

Titanyum Biyomalzeme Kullanim Alanlari su sekilde 6zetlenebilir;
* Etken madde salim sistemleri,

* Hicre yenilenmesi ve hicre transplantasyonunda uygulanislari,
* Ortopedik amagli kullanimlaridir.

Bugun titanyum ve alasimlari protez eklem, cerrahi splint, damar stentler ve
baglayicilari, dental implant, kuron kopru ve parsiyel protez yapiminda
kullaniimaktadir. Metalin mekanik Ozelliklerini gelistirmek igin; 06rnegin,

aliminyum, vanadyum ve demir gibi metallerle alagimi yapilir [3].

2.1.1 Titanyum biyomalzeme-biyouyumluluk iligkisi:

Fizikokimyasal Ozelliklerin yaninda istenen biyolojik 06zellikleri tasimayan
biyomalzemenin basarisindan s6z etmek imkansizdir. Bir biyomalzeme veya

implantin basarisi bayuk oranda su Ug¢ faktore baghdir;

- Implantin (yerlestirilen) 6zelligi ve kullanildi§i yere gére biyouyumlulugu
- Kullanicinin durumu

- Uygulamayi yapan Kiginin becerisi [5]

Biyomalzemenin organizmaya uygulanisi uygun doku-polimer etkilesmesini de
beraberinde getirmektedir. Bu konuda birgok arastirma yapilmistir. Kemik veya
dentin gibi kirilabilen materyaller yerine kullanilacak biyomalzemelerin, tum
fizikokimyasal ozellikleri dikkatle incelenerek secilmelidir[6,7]. Biyomalzemelerin
istenilen mekanik 6zelliklerinin yani sira bu malzemelerin biyouyumlulugu vucut
uzuvlari ve organlarinin tedavisinde ve degistiriimesinde olduk¢ga onemlidir [2].
Ortopedik dokuyu destekleyecek sistemlerde (eklem protezleri, kiglk veya buyuk
protez birlestiricileri, kemikteki deformasyonu duzelten implantlari vida, plaka vs.)

yogunluklu olarak tercih edilen titanyum alagimlarda, kemik dokusu geligimi kritik
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bir noktadir. Biyomalzeme, uygulandigi kemik dokuyla arada sinirli fibréz bir doku
olmadan birlesir. Cogu zaman biyomalzemeler uygulandiklari dokuyu, dokularda
kendilerine uygulanan metaryali etkilemek cabasindadirlar. Ozellikle kemik igi
implant olarak kullanilacak tim cerrahi biyomalzemelerde, canli doku ile
malzemenin etkilestikten sonra (temas) kemik olusumu da bir biyouyumluluktur
[4,8-9].

2.2 Kemik Dokusu

Kemik dokusu, destek dokulari (Bag, Kikirdak, Kan, Kemik dokulari) arasinda
gercek anlamda destek gorevi yapan dokudur. Merkezi sinir sistemi, akciger,
kemik iligi gibi yumgak doku ve organlar kemik dokusunun olusturdugu kemikler
tarafindan desteklenir ve korunurlar. Organizmaya bigcim kazandiran ve yukunu
tasiyan iskelet sisteminide kemikler olusturur [10]. Bunlar disinda kan hucrelerinin
yapildigi kemik iligini icermesi ve metabolik 6nemi olan kalsiyum deposu olarak ele
alinacak olursa, kemigin destek dokusu olma disinda da onemli rolleri oldugu
ortaya ¢ikar.Kemiklerin kirilmasi durumunda kendilerini tamir edebilme kapasiteleri
cok iyi gelismistir ve bdylece bozulan bdlgede yeni kemik dokusu olusturularak
bdlgenin fonksiyonlari eskisi gibi yerine getirilir. Kemik dokusu beslenme,

metabolik, endokrin (hormonal) ve mekanik kosullara ¢ok duyarli bir dokudur.[11].

Kemigin kompakt ve spongiy6z olmak Uzere iki ayri formu vardir. Kompakt kemik
siki tertiplenmisg, bosluk igermeyen bir dokudur. Spongiy6z kemik dokusunun ise
gevsek, labirent veya bol bosluklu tarzda bir gérunimu vardir. Bu bosluklar kemik
iligi ile doludur. Vicudun femur gibi uzun kemik i¢ceren bir ekstremitesi ele alinacak
olursa, bu kemigin iki ug tarafi veya eklemlerinin bulundugu bdlge epifiz, bunlarin
arasinda yeralan uzun bolgeye ise diyafiz adi verilir. Epifiz bolgesi ayni zamanda
kemigin olusumunda rol oynar (epifiz plagi). Epifiz kismi ince kompakt kemikle
kapli olup spongiy6z kemik dokusundan yapilmistir. Diyafiz bolimu ise kompakt
kemik dokusundan yapilmigtir. Diyafizin ortasinda da kemik iligi bulunur. Kemikler
genellikle periosteum adi verilen ve osteojenik (kemik olusturabilme) aktivitesi olan

bir bag dokusuyla cevrilidir. Periosteum eklem kikirdaginda bulunmaz. Diyafizdeki
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kemik iligi kavitesi ve spongiy6z kemikteki bogsluklarin etrafi ince bir bag dokusuyla
cevrilidir. Bu yapi endosteum adini alir ve osteojenik aktiviteye sahiptir. Kemik
dokusu kikirdagin aksine bol damarlidir. Ancak martiksinin sert olmasi difUzyona
elverigli degildir. Dolayisiyla dokunun beslenmesi kanalikullerle olmaktadir. Bu

kanalikullerin icinde kemik htcreleri yerlesmistir [12].

2.2.1 Fuzyon ( kaynama)

Spinal fluzyon, kemiksel birlesmeyle iki omur arasindaki anormal hareketin
onlenmesi, yani iki omurun kaynastiriimasidir. Fizyon omurga cerrahisinin en sik
yapilan girisimlerinden birisidir. Cok g¢esitli uygulama yontemi olan flzyon
cerrahisinde temel amag, hareketleri agri kaynagi oldugu dustnulen vertebra
segmentlerini hareketsiz hale getirmektir. Hareketi ortadan kaldirmak ve yUk
dagilmi dengelemek icin enstriman yardimi ile veya enstriman yardimi
olmaksizin ¢ok cgesitli fuzyon teknikleri gelistiriimis ve her teknigin klinik etkinlikleri
cesitli klinik calismalar ile gosterilmigstir [16]. Kroniklesmis bel agrisi igin en fazla
kullanilan flizyon teknikleri posterolateral ve interbody fiizyon teknikleridir. iki
vertebra korpusu arasinda intervertebral disk araligina yapilan flizyon ydéntemine
interbody fiizyon denir. interbody fiizyon tekniklerinde amag yiikiin en fazla bindigi
anterior kolonda yuk tasima prensiplerine uygun en genig fuzyon alanini
saglamak, disk yuksekligini ve spinal aks dizilimini restore etmektir. Girisim yonine
gére isimlendirilen interbody fiizyon tekniklerinden Posterior interbody Lomber
Flizyon (PLIF), Transforaminal Lomber interbody Fiizyon (TLIF) ve Anterior
interbody Lomber Filizyon (ALIF) en fazla kullanilan interbody fiizyon
yontemleridir. ilk lomber interbody fizyon islemi spondilolistezis olgulari igin
1930’larda tanimlanmigtir [16]. 1950’lerde lomber posterior girisim ile laminektomi
sonrasl interbody fuzyon tanimlanmis ve posterior interbody flizyon olarak (PLIF)
isimlendirilmigtir [17]. Daha sonraki donemde sinir koku retraksiyonunu minimal
dizeye indirmek igin transforaminal interbody fuzyon (TLIF) ve extreme lateral
interbody flzyon (XLIF) teknikleri tanimlanmistir [17,18]. Ancak teknik birtakim
zorluklar igermesi, artmis kanama miktari, ameliyat suresini uzatmasi ve minimal

invaziv girisim mantidiyla cok Ortusmemesi nedeniyle alternatif yontemlerin
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bulunmasi gereklidir. FUzyonda amag, implantlarla sabitlenen omurga hareket
kisithhdinin uzun donemde devamini saglamaktir. Usuline uygun yapilmis bir
fuzyon cerrahisinden sonra vidalar, yaklagsik ilk 6 ay-1 yila kadar vertebra
hareketlerini engellerken, bu arada kemik fuzyon gelismekte ve 1. yilin sonuna
dogru vertebra hareketlerini engelleyen ana etken olmaktadir. Bu donemden sonra
vidalara herhangi bir yuk binmemekte ve buna bagli olarak da vida ile iligkili
herhangi bir komplikasyon yasanmamaktadir. Eger bu 6 ay-1 yillik sure iginde
yeterli kemik flzyon gelismezse vidalara binen yuklenme devam etmekte ve buna

bagli olarak vidalar gevsemekte, yerinden ¢ikmakta veya kirilmaktadirlar.

Osteoporotik olgularda flizyon cerrahisi belli basli bir sorundur. Bu hasta grubunda
hem fuzyon yetersiz ve uzun surede olusurken hem de vidalar ¢cok daha erken
donemde kemik icerisinde hareketlenmektedirler. Buna bagh klinik sikayetler
ortaya ¢ikmakta ve gerekirse revizyon cerrahileri yapiimaktadir. Bu nedenle vida
basina dugsen yuku azaltmak i¢in uzun segment enstrumantasyonlar yapilmakta,
bu da cerrahi sureyi, morbidite ve mortaliteyi arttirmaktadir. Kemik morfogenetik
protein klasik spinal fuzyon cerrahilerinde topikal olarak kullaniimaktadir. Fakat
hem kullanilis sekli hem de kullanma miktarinin yiksek olmasi nedeniyle sinir
kokleri cevresinde asiri kireglenmeye bagli komplikasyonlara neden olmaktadir.

Ayrica ekonomik olarak da pahali bir fizyon materyalidir.

2.2.1.1 Interbody (viicut ici) flizyon malzemeleri

Tum diger spinal cerrahi islemlerinde oldugu gibi fuzyon igin ilk baglarda sentetik
veya kadavra kemikleri yayginlasmadan énce otogreftler kullaniimistir. Ozellikle
iliak kanattan trikortikal greft materyali alimina bagh kanama, agri komplikasyonlar
bildirilince allogreftler devreye girmistir. Teknolojinin gelisimi ile gesitli interbody

kafesler Uretilmis ve hizla yenileri Uretiimeye devam edilmektedir. Literaturde ALIF

icin flUzyon tartismalari daha c¢ok kullanilan kafes veya fizyon materyallerinin

kargilastiriimasi yonunde degil, ALIF ek olarak yapilacak stabilizasyon tekniklerinin
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fuzyona yapacagi katki yénundedir.Stabilizasyon ve flizyon icin neyin tercih

edilecegi cerrahin segimine baghdir [14].

2.2.1.2 Fiizyon ve klinik iyilesme

Flzyon oranlari ile ilgili ¢ok farkli literatur bilgileri vardir. Yalniz bagina ALIF
uygulamasi ile posterior enstrimantasyon ile kombine edilen seriler
karsilastirildiginda kabul edilebilir flizyon oranlari vardir [15]. ince kesit BT ile
fuzyon taramasinda sadece ALIF iglemi yapilan olgularda %51, ALIF islemine ek
translaminar vida uygulanan olgularda %58, bilateral transpedikiler vida ile
desteklenen olgularda %68 flzyon orani saptanmis 1). Sonug olarak tek basina
ALIF’in kullanildigi olgularda fizyon orani ek stabilizasyon teknigi kullanilan
serilere gore daha duguktur. Uzun donemli klinik iyilesmeyi 6lgen yayinlarda, 10
yillik izlem sonunda %70’e ulasan klinik iyilesme oranlari bildiriimektedir (18).
Sonug olarak klinik ve/ya radyolojik flizyon gelisen hastalarin sikayetleri belirgin
sekilde gerilerken, bir sekilde flizyon gelisemeyen hastalarda implant problemleri
ve buna bagl tekrarlayan revizyon cerrahisi gegirme olasiliklari artmaktadir.
Flzyon gelismedigi durumlarda, implantlara binen aksial yuklenme devam ettigi
icin vida kemik integrasyonu bozulmakta, vidalar kemikler icinde hareket etmeye
baglamakta ve buna bagl olarak da ciddi agrilara ve sorunlara neden

olmaktadirlar.

2.2.1.3 Dinamik stabilizasyon

Her ne kadar fuzyon cerrahisi gunumuzde altin standart olarak gorulmekteyse de ,
fuzyon cerrahisine bagli ortaya cikan komsu segment hastaliyi ve implant
problemleri gibi belli bash komplikasyonlarin goértlmesi, kaynamamaya bagh
tekrarlayan cerrahi olasiliklarinin ortaya ¢ikmasi ve omurga biyomekaniginin daha
iyi anlagilmasi ibreyi dinamik stabilizasyona dogru kaydirmistir.Dinamik
stabilizasyonda amag, instabil segmentin hareket kabiliyetini tamamen yok

etmeden omurga stabilizasyonunu saglamaktir. Bu nedenle klasik kemik flzyon
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yapillmaksizin sadece enstrumantasyon yapiimaktadir. Burada kullanilan vidalarin
cogunlugu hidroksiapatit (HA) kaplidir. Vida kemik integrasyonunu arttiran HA

kaplamasi pahali bir metod olmakla birlikte Ulkemizde yapilmamaktadir

2.2.1.4 Minimal invaziv cerrahi

Cerrahi uygulama gerektiren tum tedavilerde MIS(=minimal invaziv surgery) yada
saglam dokuya en az zarar veren cerrahi yontemler tercih edilir.

Boylece;

o Ameliyatlar, genis kesi yapilmadan gercgeklestirilir. Deri ylzeyinde estetik
acidan rahatsiz eden izler kalmaz.

« lyilesme daha kolay ve ¢abuk gerceklesir.

« Kanama ve enfeksiyon riski agik cerrahiye oranla daha azdr.

e Tedavi imkani ve basarisi artar.

o Girisim sonrasi hastanin agrisi daha az olur ve daha az agri kesici kullanir.

« Hastanede kalig suresi daha kisadir. Hastanin ayaga kalkma ve normal
fiziksel aktivitesine kavugmasi daha kolay ve hizli olur. Hastanin igine
yeniden donebilme suresi ameliyatin turine gore degismekle birlikte daha
kisadir [19].

Minimal invaziv bir teknik olan Nuss yontemi 1987'de Donald Nuss tarafindan
tanimlanmistir [20]. Bu yontem kisa operasyon suresi, kozmetik olusu, hastanede
kalis suresinin kisaligi ve hasta memnuniyeti nedeniyle spinal cerrahisine yeni bir

bakis kazandirmis ve tercih edilmesine sebep olmustur.

Minimal invaziv spinal cerrahi, konvansiyonel agik cerrahilerle karsilastirildiginda,
ayni klinik sonuglari saglayabilmek ve bunun yaninda konvansiyonel metotlarla
yapilan cerrahi sirasinda olugabilecek iyatrojenik (hekim kaynakl) yaralanmalari
ve komplikasyonlari en aza indirmek amacini tagimaktadir. Mikroskop, endoskop
ve lazer teknolojilerinde c¢ok belirgin olan ilerleme, goruntlileme yontemlerinin

kilavuzlugunda cerrahi yapabilme imkéni ile spinal cerrahi uygulamalarinda
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minimal invaziv girigsimlerin sayisi artmaktadir [20].

2.3 Kemik Morfogenetik Protein (Bone Morfogenetik Protein -rhBMP)

BMP’ler, embriyonik gelisim ve rejenerasyon surecinde kikirdak ve kemik
olusumunda guclu duzenleyicisidir. 1965 yilinda Marshal Urist iskelet disi
bolgelere yerlegtirilen dekalsifiye kemik matriksinin (Demineralized Bone Matrix,
DBM) kemik formasyonu induksiyonu yaptigini gostermistir. Embriyojenik kemik
gelisimi sirasinda goérulen morfogenezis, iskelet digi bdlgelere implante edilen
DBM’nin induksiyonu ile tekrar edilebilmekte ve dogal kemik olusumu
saglanabilmektedir. Demineralize kemigin osteoinduktif potansiyelinin temelinde
kemik matriks proteinleri 6zellikle de Bone Morphogenetic Proteinler (BMP) yer
almaktadir. Demineralize kemik butiin BMP tdrlerini bilinmeyen oranda igerisinde
bulundurmaktadir.[21,22] DBM kemik greft materyali olarak genis kullanim alani
bulmustur, fakat osteoinduktif kapasitesi her zaman tartigiimigtir. Schwartz ve
arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada DBM’nin kemik induktif dzelliklerinin az
olmasinin sebebi yeterli miktarda BMP icermemesine baglanmigtir. BMP’ler
transforming growth factor beta (TGF-B) superfamily’nin tyesidir. Gunimuzde 15
adet BMP tanimlanmistir. Aminoasit dizilis benzerliklerine gore altgruplara
ayriimiglardir. BMP-2 ve 4 birinci altgrubu, BMP-5 ve 8 ikinci altgrubu
olusturmaktadir. BMP-2, BMP-4 ve BMP-7'nin en etkin osteoinduktif 6zelliklere
sahip oldugu tespit edilmigtir. Bu proteinler arasinda bone morphogenetic protein-
2’nin osteoinduktif 6zelligi en fazla olan protein oldugu gorulmustar [23]. Yapilan
calismalar; BMP’lerin birgok doku ve organin olusumunda erken morfogenezis
sirasinda olan epitelial mezengimal etkilesimlerde morfogenler olarak rol
oynadiklarini gostermistir. Suzuki ve arkadaslari BMP-2’nin gelismekte olan dis
jermlerinde, ¢cene kemiginde, ¢izgili ve duz kaslarda, spinal kord, nasal, trakeal ve
O0zefegal epitelde lokalize oldugunu belirlemistir. Embriyojenik hucrelerin BMP’lere
cevap vererek kartilaj ve kemik hucrelerine diferansiye olmalari da, BMP’lerin
embriyojenik iskelet sisteminin olugsmasinda rol aldiklarini gostermektedir. BMP’nin
osteovenik etkisi direk olarak olgun olmayan ,primitif hicreler Gzerinedir. Olgun

osteoblastlarin  BMP’ye cevap verme vyetenegini kaybettikleri tespit
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edilmistir.Yetiskin memelilerde BMP osteoblastlar ve osteositler tarafindan sentez
edilmekte ve primer olarak kemik ve dentinde yer almaktadir. 1988 yilinda Wozney
BMP’nin DNA zincirinin klonlanmasini gergeklestirmis ve bu islemle BMP’lerin
rekombinant olarak istenilen miktarlarda Uretilebilmesi saglanmistir. Kilinikte,
BMP’nin rekombinant formunun purifiye edilerek elde edilen formundan daha
guvenli olarak kullanilabilece@i dugtunulmektedir. Bessho ve arkadaslari tarafindan
yapilan galismada rekombinant insan kemik protein-2'nin (rhBMP-2) ve insan
kemik matriksinden purifiye edilerek elde edilen BMP-2’'nin kemik induktif
Ozellikleri karsilastiriimis ve sonug olarak rekombinant olarak elde edilen BMP’nin
purtfiye olarak elde edilenin onda biri oraninda aktivite gosterdigi tespit
edilmistir.[22,23] Gunumuzde rekombinant human bone morphogenetic protein-
2’nin (rhBMP-2) cogunlugu chinese hamster over hucreleri kullanilarak elde
edilmektedir. Esherichia coli veya chinese hamster over hlcreleri kullanilarak elde
edilen rhBMP-2’nin osteoinduktif o6zelliklerinin karsilastiriimasi sonucunda iki
proteinin induktif aktivitelerinin benzer oldugu gorulmuastir. BMP tarafindan
saglanan osteoinduksiyonun klinik olarak kullaniimasinda bes cgesit iskeletsel
rekonstriksiyon metodu bulunmaktadir. Birinci metod BMP’nin direk olarak
iskeletsel defekt bolgesine uygulanmasidir. ikinci metod BMP sadece kemik grefti
kullanilarak iskelet augmentasyonunun saglanmasidir. Uglincli metod defektten
uzak bir bolgede BMP induksiyonu ile kemik olugturulmasi ve bu kemigin serbest
kemik grefti olarak kullaniimasidir. Dordinci metod BMP indlksiyonu ile
olusturulan kemigi de iceren flebin kullaniimasidir. Uglinci ve doérdiincli metod
rekonstruktif operasyon oncesi BMP tarafindan osteoindiksiyonun saglanabilmesi
icin belirli bir zaman gerektirmektedir. Besinci metod donor bdlgeye BMP
surtlmesi ve ayni zamanda konvansiyonel kemik greftinin, serbest kemik greftinin

veya vaskularize kemik greftinin uygulanmasidir [21].

2.5 Plazma Polimerizasyon Yontemi
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Plazma terimi, ilk defa 1929°da Langmuir tarafindan iyonlarina ayriimis bir gaz
olarak tanimlanmistir. iyonlarina ayriimis gaz olan plazma, icerisinde iyon,
elektron, uyariimig atom, foton, nétral atom veya molekll iceren bir karisimdir [27].
Plazma maddenin kati, sivi ve gaz hallerinden oldukga farkhlik géstermesinden
dolayl maddenin dorduncu hali olarak da ifade edilir. Plazma haline gegis icin, gaz
halindeki maddeye enerji vermek gerekir. Gerekli olan bu enerjiyi, 1s1, IsIn,
manyetik ve elektrik enerjisi seklinde vermek mumkandur [28]. Bunlardan pratikte
en ¢ok kullanilan ve en 6nemli olan elektrik bosalmasiyla plazma elde etmektir. Bu
tir plazma icin glc¢ kaynaklari dogru akim (DC), disuk frekans, radyo frekansi
(RF) veya mikrodalga frekansidir (MW).

Sekil'2.1de yuzey modifikasyonu gerceklestirilirken ylzeye etkiyenler ve girig
yapan uyaricilar gosterilmektedir. Ylzey modifikasyonu gergeklestirilebilmesi igin
belirli bir esik degerin Uzerinde enerji uygulanmalidir. Bizim teknigimizde, de bu
enerjiyi Ureten kisim RF jeneratorudir. Bu kisim sayesinde olusturulan RF
dalgasinin sahip oldugu enerji yuzey modifikasyonu yapilmasi gereken esik
degerin Uzerindedir ve madde Uzerinde istenildigi gibi degisiklikler

gergeklestirilebilir.

RADYASYON

FOTON j/ ‘/nm \(/un{um\ U ﬁ

| UYGULANAN TABAKA

Sekil 2.1. Ylzey modifikasyonunda kullanilan uyaricilar

Cok sayida yuksuz grup ile esit konsantrasyonda pozitif ve negatif yuk iceren
iyonize bir gaz olan plazma bir hicre igine yerlestiriimis iki elektrot arasina bir
potansiyel fark uygulanmasi sonucu olusmaktadir. Hicre, basinci dedisebilen bir
gaz ile doldurulmakta ve potansiyel fark sonucunda radyasyon ile katottan ayrilan

elektronlar gaz atomlari ya da molekulleri ile carpigsmayi hizlandirmaktadir.
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Carpismalar tahrik olan atomlara hiz kazandirmaktadir. Bu sure¢ YUk bosalimr’
olarak adlandiriimaktadir. Genel olarak, malzeme yuzeyleri ile yuk bosalimi

plazmasinin reaksiyonlari U¢ baglik altinda 6zetlenmistir;

a)Yuzey reaksiyonlari: Gaz fazinda bulunan turler ile yluzeydeki turler arasindaki
reaksiyonlar ve sadece yluzeydeki turler arasindaki reaksiyonlar ylzeyde sirasiyla
fonksiyonel gruplar ve capraz baglar olusturmaktadirlar. Bu tdr reaksiyonlarin
ornekleri, argon, amonyak, karbonmonoksit, karbondioksit, flor, hidrojen, azot,

azotdioksit, oksijen ve suyla gercgeklestirilen plazma iglemlerini icermektedir.

b)Plazma polimerizasyonu: Organik bir monomerin polimerizasyonu yoluyla
materyal yuzeyinde ince bir film olusumu plazma polimerizasyonu prosesini
olusturur. Plazma polimerizasyonu, gaz fazindaki turler arasindaki reaksiyonlari,
gaz fazindaki turler ile yuzeydeki turler arasindaki reaksiyonlari ve sadece
yuzeydeki tarler arasindaki reaksiyonlari icermektedir. Plazma
polimerizasyonunun mekanizmasi, gaz faz ve ylzeyde meydana gelen
reaksiyonlarin her ikisini de igeren polimerizasyon prosesin karmasikligi nedeniyle
henlz yeterince anlasilamamigtir. Ortamda mevcut olan gesitli reaktif gruplar
(6rnegin, iyonlar, serbest radikaller v.s) plazma polimerizasyon reaktoérinde

monomerin polimerizasyonuna katkida bulunur.

Plazma polimerizasyon, duslk basing altinda ya da atmosferik basing ortamindaki
organik gaz veya buharin yik bosalimina maruz birakilmasiyla olusur. Plazma
polimerizasyon, monomerin akig oranina, sistemin basincina, bosalim guclne
baslangic monomerinin reaktivitesine, tetikleme sinyalinin frekansina ve substratin

sicakligina baglidir.

c)Temizleme ve yuzeyden kopmalar (ethcing): Bir materyal yuzeyinde bulunan
maddeler yuzeyden ugucu Urlnler olusturulmak kosuluyla kimyasal reaksiyonlar ile
fiziksel kopmalar seklinde uzaklastirilirlar. Ylzeylerde varolan organik bulasilarin

uzaklastiriimasi igin oksijen igeren plazmalar kullaniimaktadir.
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Plazma polimerizasyonu, monomer molekullerindeki kimyasal baglarin kiriimasi ile
devreye girdiginden, plazma ile doymus baglar da polimerize edilebilir. Plazma
polimerleri, sivi fazda Uretilmis analog polimerlere oranla genel olarak daha az
duzenli bir molekll yapisina ve daha yuksek c¢apraz kaplama derecesine sahip
bosluksuz 06zelliktedir [28]. Plazma ortaminda yani ylk bosalim ortaminda
polimerize edilmis filmler delikli yapida olmayan, c¢ok iyi ¢apraz baglanmis,
kimyasallarda c¢o6zinmeyen, isil bakimdan stabil, kimyasal olarak tepkime
vermeyen, fiziksel olarak da saglam yapidadir. Bunlarin yani sira filmler oldukga
tutarli, birbirine yapisik ve cam- metal-polimer vs. yuzeylerde kullanilabilir
yapilardir. Tum olumlu 6zelliklerinden dolayr son yillarda biyomalzemelerin
yuzeylerine plazma polimerize edilmis film kaplanmasi farkli kullanim alanlarinda
ve Yyuzeylerde denenmektedir [29]. Plazma polimerizasyonu organik ve
organometalik kimyasal malzemeler igceren ¢ok ince polimer tabakalarin (1OA—
1um) Uretilebildigi tek tekniktir. Ayrica bu tip tabakalar genellikle, iginde geleneksel
polimerlerin, metal ve cam yuzeylerinde oldugu bircok substrat ile tutarli ve
uyumludur. Uygun plazma yuzey iglemi ve ortamda kullanilan monomer segimi ile,
optik yansima, adezyon, surtinme katsayisi, yuzey enerjisi (1slaklik ve su iticiligi),
gegirgenlik, yuzey iletkenligi ve siradan polimerlerin biyouyumlulugu gibi yeni
Ozellikler elde edilebilir. [30].

2.5.1 Alternatif ylizey modifikasyon yontemleri ile kargilagtiriimasi

Plazma polimerizasyonunun avantajlari standart kaplama yontemleri ile
kargilastinildiginda belirgin bir bicimde ortaya ¢gikmaktadir. Bir ylzeyin, uygun bir
polimerle standart yontemler kullanilarak kaplanmasi sdyle bir islem sirasini

gerektirir.

e Yuzeye kaplanacak polimerin veya oncu polimerin sentezi

e Sentezlenen polimerin uygun ¢dzlcude ¢ézliinmesiyle kaplama ¢ozeltisinin
hazirlanmasi

e Kaplanacak yuzeyin temizlenmesi

e Kaplama igleminin gergeklestiriimesi

e islem sonrasi ylizeyin kurutulmasi
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Kaplamada olusacak gerilimlerin yok edilmesi igin 1sil islem uygulamasi

(iyilestirme)

Geleneksel polimerizasyon islemlerine gore plazma polimerizasyonunun avantaji

aciktir, butun bu yukaridaki basamaklar tek agamada gercgeklestirilir. Bu sayede 24

saat gibi uzun sureler yerine 1 saatten az bir surede polimerizasyon gergeklestirilir.

Plazma Polimerizayon yonteminin diger avantajlari;

Plazma polimerizasyonu ile bir dn kosul aranmaksizin tim organik bilesikler
kullanilarak materyal ylUzeylerinin degigtirilmesi, yontemin en 0Onemli
avantajidir.

Diger kaplama yontemleriyle karsilastirildiginda, ¢ok ince ve ¢ok daha

homojen kalinlikta kaplama saglanabilmektedir. Bu nedenle plazma
polimerizasyonu uygulanmis yuzeyler birgok pratik uygulamada kullanim
alani bulabilmektedirler.

Proses son derece temizdir, bir baska ifadeyle klasik proseslerde kullanilan
cozuculer, baslaticilar, stabilizorlere, vb. burada gerek olmadigindan urun
cok saftir. Bu oOzellikle tip uygulamalarinda 6nemli bir avantaj olarak
vurgulanmaktadir.

Substratlarin sadece en dista bulunan tabakalarinin modifikasyondan
etkilenmesidir. Bodylece, modifiye edilen substratlarin yigin &zellikleri
degismediginden yluzey Ozellikleri kontrolli bir sekilde modifiye
edilebilmektedir.

Proses ¢ozucu kullanimini gerektirmez.

Karmasgik geometrili malzemelerin kaplanmasi mumkunddr.

Ultra-ince gozeneksiz filmler hemen hemen tum malzemeler Uzerine
kaplanabilir. Ornegin; fiber, polimer, metal, cam vs...

Kaplanmak istenen malzeme dusuk gaz basinci altindaki kapali sistem
icine yerlestirilir. Dolayisiyla diger kaplama tekniklerine gore kaplanan
yuzey daha steril olmaktadir.

Kaplanacak yuzeye iyi yapisma kabiliyetine sahiptir [31].

2.5.2 Plazma polimerizasyon yontemininde biyomalzeme uygulamalari
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Biyomalzemeler, insan vucudundaki canli dokularin iglevlerini yerine getirmek ya
da desteklemek amaciyla kullanilan dogal ya da sentetik malzemeler olup, surekli
olarak veya belli araliklarla vicut akigkanlariyla temas ederler. Biyomalzemeler,
insan vicudunun c¢ok degisken kosullara sahip olan ortamlarinda kullanilir.
Biyomalzemelerin tim bu zor kosullara dayanikli olmasi gerekir. Son 30 yil igcinde
biyomalzeme/ylzey etkilegimlerinin anlagiimasi konusunda onemli bilgiler elde
edilmis bulunmaktadir. Biyouyumlu, yani ‘'vicutla uyusabilir' bir biyomalzeme,
kendisini ¢evreleyen dokularin normal degisimlerine engel olmayan ve dokuda
istenmeyen tepkiler (iltihaplanma, pihti olusumu, vb) meydana getirmeyen
malzemedir. Ylzey uyumlulugu, bir biyomalzemenin vicut dokularina fiziksel,
kimyasal ve biyolojik olarak uygun olmasidir. Yapisal uyumluluk ise, malzemenin
vicut dokularinin mekanik davranigina sagladigi optimum uyumdur. Biyomalzeme
yuzeylerinin mikroorganizmalar ile kontamine olmasi kullanim agisindan zorluk
tasimaktadir. Mikroorganizmalar biyomalzeme yuzeyinin yakinina ulagabilecek bir
yol bulduklari zaman , “biyofilm” olarak adlandirilan mikrobik toplulugun
yapismasina yol agan ¢ok asamali bir slireci bagslatirlar. Mikroorganizmalarin, bu
yuzeylerden tamamen uzaklastirlamamasi durumunda ylzeyde biyofilm
olusumuna neden olmaktadir. Ortamda bulunan protein gibi makromolekullerin
yuzey tarafindan adsorblanmasi hucrelerin ve bakterilerin ylzeye tutunmasini
kolaylastirmaktadir.Literatirde biyofiim olusum mekanizmalari g6z &nlinde
bulundurularak cesitli yuzeyler icin mikroorganizma birikimini engelleyecek bir
takim stratejiler gelistiriimistir. Genelde protein adsorbsiyonu ve hucre
yapismasina dayanikli yuzeyler gelistirmek icin materyal ylUzeyinin purizsuz,
yuzey enerjisi dusuk ve hidrofilik karakterde olmasi gerekmektedir. [36,37-38].
Ayrica bu teknigin, kalp damar cerrahisi alaninda biyomalzemelerin kanla

uyumunu arttirma, gibi farkh kullanimlari da mevcuttur.

Biyomalzeme uygulamalarinda implantin vicut sivisinin  ile yapacagi surekli
etkilesimlerin korozif etkilerine maruz kalmadan ve bagisiklik sistemi tarafindan
reddedilmesinin  6nlne gegilerek, doku gelisiminin  maksimum dlzeyde
gerceklesmesi acisindan son derece 6nemlidir.Ornedin titanyumun yiksek

biyouyumluluguna ragmen, cerrahi olarak vyerlestirildikleri bdlgelerde doku
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gelisimini destekleyici yuzey kaplamalarinin kullanildigi, literaturdeki calismalardan
bilinmektedir. Literatirde plazma polimerizasyon teknigi ile titanyum malzeme
uzerinde hidroksiapatit kaplamasinin yapildigi, malzeme uzerinde plazma iyon

implantasyonu ile oksit tabakanin olusturuldugu gibi 6rnekler mevcuttur [39].

Bunlarin diginda doku muhendiligi ve ilag salim sistemlerine bakildiginda tam tersi
bir strateji ile doku iskelesi olarak uretilen biyomalzemelerin hicre adhezyonunu
gelistirme, hicre spesifik biyoaktif ligandlarini ylzeye tutuklamaya uygun gruplar
olusturmak, proliferationi gelistirmek, anti-kanser ilaglarini, enzim, sitokin ve
polisakkaritleri tutuklayabilecek yuzey 6zelliginde kontrolll ilag salim matriksleri
gelistirme ile ilgili yik bosalim teknigi ile modifikasyon c¢alismalari da

yurutulmektedir.

2.6. Osteintegrasyon Gelistirici Caligmalar

Kemik induksiyonunu saglayan proteinlerin izolasyonu 1973’lerde gerceklesmistir.
1993-1997 arasinda labarotuvarlarda yapilan g¢alismalarda hayvanlardan dretilen
rhBMP’nin, disaridan uygulanmasi ile omurga kemiklerini etkili bir sekilde
gelistirdigi gésterilmistir.insan BMPs bilyiime faktorii direkt kullanildiginda
mezenkimal hdcreler kondro progenitdr ve osteoprogenitor hicrelere farklilastigi
gosterilmistir. BMP-2 ve BMP-7inin direkt cerrahi yerlestirlen implantin kullnimi
sirasinda surllerek uygulanmasi degerlendirilmistir. (Cochran et al). Calismanin
sonucunda implant cevresindeki defektlerdeki yeni kemik olusumunun zamana,
tasiyiciya, bariyer membranin yeri ve rhBMP-2 ‘nin bulunmasina bagh oldugunu
sOylemigtir. Cook ve Rutherford yeni ¢ekim yapiimis bolgelere OP-1 igeren
implantlarin etkilerini degerlendirmistir. iki calismanin sonucunda da yeni kemik
olusumu protein ile uyariimistir. Fiorellini ve arkadaslarinin 2001’de osteoinduktif
peptid olan insan kemik morfogenetik protein-2 (rhBMP-2) kullanarak kemik
yapiminin artmasini gostermiglerdir [38]. Calismada 6nce c¢ift tarafli mandibular
premolarlar  g¢ekilmistir. Xiang ise sigir BMP’nin  kontrol  grubuyla
karsilastinildiginda, aktif ajan ile tedavi edilen implantlarda kemik formasyonunun

daha hizli ve yeni kemik implant yuzeyine adapte olmaktadir. Lynch ’'da buyume
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faktorlerinin derivasyonlarindan olusan kombinasyon ve insulin benzeri biyime
faktérii -1’de kan model (izerinde benzer sonuglar elde etmistir [39]. implantin
iyilesme doénemini kisaltmak igin elektrik alan (capacitively coupled electric fields)
(CCEF) oral implantlarda kullaniimigtir. 1985’°de CCEFne tedavisinin osteogenezi
stimule ettigi Brighton ve Pollock bildirmistir. Ochi ve arkadaslari CCEF
kullaniminin; tavsanlarin femurlarina yerlestirilen implantlarin gevresindeki kemik
yapimini uyardigini bildirmiglerdir. Shigino ve arkadagslari kdopek mandibulasi
uzerindeki c¢alismalarinda benzer sonuglar elde etmiglerdir. Tokohino ve
arkadaslarinin CCEF ile ilgili son arastirmada, képek mandibulasina implant
uyguladiktan sonra 14. ve 21. gunlarde okluzal yukleme yapilmistir. Calismanin
sonucunda erken loading artirilsa bile CCEF uygulaniminin implant yakininda
yogun kemik yapiminin arttirdigini, CCEF uygulamanin osteogenezisi arttirdigini
belirtmiglerdir [40].Ancak, tumuyle dogal (bu nedenle biyouyumlu) bu proteinin, toz
halinde omurilik bolgesine dokulmesi hem maliyeti artirmakta hemde kemikteki
doz fazlahgindan dolayr komplikasyonlar (heterotropik ossifikasyon,osteoliz,
enflamatuar kist formasyonlari vs.) olusturmaktadir. Son yillarda, doz ayarlama
icin BMP nin jel ya da kapslul igerisine yerlestirilip kontrolli salindidi ¢alismalara
rastlanmakta, ancak bu yontemde rastlanan, jelin malzeme yuzeyinden siyriimasi,
tasiyicinin sert kemik dokusu yapisina entegre problemleri vs. bu yaklagimin
pratikte hastanede henuz kullanimina imkan vermemigtir.Kirsh ve Donath, plazma
puskuartilmuas titanyum ile tedavi edilmis implantlarin daha erken kemik apozisyonu
sagladigini, ham Ti implantlara gore bildirmiglerdir. Daha sonra kum puskurtilmus
ya da asitlendirilmis titanyum implantlar gelistiriimis. Bu degisiklikler daha iyi ve
klinik iyilesme donemini azaltmaktadir. Hidroksiapatit (HA) ve kalsium fosfat, (BMP
icermeksizin tek bagina) kemik-implant temasini arttirmak igin kullanilan diger bir
stratejidir. Ancak HA kapli implantlarda HA-Ti arasinda zayif dayanikhlik ve
kaplanan dig yuzeyin zamanla ¢ozuldugunu gosteren cgalismalar vardir. Ancak
Chang ve arkadaslarinin yaptigi calismada yuksek oranda HA kapli Ti implantlarin
kullaniimasi saglamhgin saglanmasinda daha ¢ok arzu edildigini bildirmiglerdir. Bu

yontemlerde, hidroksiapatit kapli Ti kullanimi 6ne ¢gikmaktadir.

Ancak, hidroksiapatitin plazma puskurtme yoluyla kaplanmasinda yuksek plazma

sicakligi ile yapisinin bozularak faz ayrismasi meydana geldigi, bu ayrigim
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neticesinde insan bunyesi ile biyouyumlu olmayan alerjik reaksiyonlar
olusturabilicek kalsiyum oksit fazi olugtugu gosterilmistir. Ayrica plazma disinda
diger yontemlerle hidroksiapatit kaplanmasi durumunda, mekanik testlerinde elde
edilen yapinin gevrek olmasi nedeniyle kirilma toklugunun insan kemiginden ¢ok
daha dusuk olduguna rastlanmistir. Ayrica, osteoporotik hastalarda bu

yaklasimlarin higbirisi bagari gosterememistir [40].

2.7. Karakterizasyon Testleri

2.7.1.Ylizey Karakterizasyon Testleri

Temas Acgisi (")Igi]m Sistemi; Bir katinin yuzeyine birakilan sivi damlasi,
cogunlukla ylzeye tam olarak yayilmaz, yarim yuvarlak veya kubbemsi bir sekil
alir. Kubbe yuzeyinin kati yluzeyine temas ettigi sinirda, katinin yatay duzlemi ile
kubbenin temas sinirindaki tegeti arasinda olusan agiya temas agisi denir ve
katinin sivi tarafindan ne kadar islatilabildigini gosterir. Temas agisi malzemenin
yuzey Ozelliklerine badli olarak degismektedir. Bu acinin buyUkligu islanabilirlik
duzeyi ile ters orantilidir. Temas agisi buyudukge islanabilirlik azalir, temas agisi

kuguldUkge 1slanabilirlik artar.

Temas agisi olgumleri, yuzey yuku, yuzeyin islanabilirligi ve ylzey enerjisi
parametreleri hakkinda kolayca fikir veren bir yontemdir. Temas agisi dort teknikle
Olcllebilmektedir; Duran damla (sessile drop) yontemi, tutuklanmis hava kabarcigi
(captive air bubble) yontemi., kapiler (Capillary rise) yontemi ve Wilhelmy plate

yontemi.

Yuzeye damlatma yontemi bir kati yuzeyine birakilan sivi damlasinin denge temas
acisinl 6lgmek igin yaygin olarak kullanilan bir tekniktir [42]. Bu ydontemin esasi
kati, sivi ve gaz Uclu faz dengesine dayanmaktadir. Bu teknikle dlgimler hava
ortaminda gercgeklestiriimektedir. Tutuklanmis kabarcik yonteminin esasi ise

kati/sivi/gaz veya kati/sivi/sivi Ugll faz dengesine dayanmaktadir [43].
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Atomik Kuvvet Mikroskopu; (AKM) ya da taramali kuvvet mikroskobu ¢ok
yuksek ¢ozunurlukli bir taramali kuvvet mikroskobudur. Ulasiimis ¢ozunarlik
birkag nanometre Olgeginde olup optik tekniklerden en az 1000 kat fazladir.
AKM’nin Onculd olan taramali tlinelleme mikroskobu 1980lerin basinda Gerd
Binnig ve Heinrich Rohrer IBM Research - Zurih'te gelistiriimis, arastirmacilara
1986 Nobel Odiili'nii kazandirmistir. Sonrasinda Binnig, Quate ve Gerber 1986’da
ilk atomik kuvvet mikroskobunu gelistirmiglerdir. ilk ticari AKM 1989'da piyasaya
surtlmagstir. AKM, nano boyutta gorintileme, d6lgme ve malzeme isleme
konusunda en gelismis aracglardan biridir. Bilgi, mekanik bir ucun yuzeyi
algilamasiyla toplanir. Elektronik kumanda uzerinde bulunan, kuguk fakat hassas
hareketleri saglayan piezo elektrik 6deler, dogrulugu kesin ve hassas bir tarama
saglar. iletken manivelalar kullanmak suretiyle numune ylizeyindeki elektrik
potansiyeli de taranabilir. Cihazin daha yeni ve gelismis versiyonlari da, elektriksel
iletkenligi ya da ylzeydeki elektron iletimini algilamak igin ugtan akim
gegirilmektedir [44]. AKM uygulamaya bagl olarak ¢esitli modlar da kullanilabilir.
Bu gorintileme modlari “statik” (temas) ya da “dinamik” (temassiz) olabilir.
Dinamik modlar manivelanin akustik ya da manyetik yollarla titrestiriimesini

gerektirir ve yumusak yuzeyler icin daha yaygin olarak kullanilir [45].

Taramali Elekron Mikroskobu ; SEM ya da taramali elekron mikroskobu
herhangi bir 6rnek veya ornek uzerindeki ilgili kuguk bir alandaelementel
kompozisyonu tanimlamak icin kullanilan bir tekniktir. Elektron mikroskobunda
(SEM) bulunan EDS analizi, 6rnek Gzerine taramali bir elektrondemeti dusurulerek
gerceklestirilir. Bu elektronlarin bazilari numune igindeki elektronlar ile garpigarak
elektronlarin yorungelerinden ¢ikmasi saglanir. Bosalan pozisyonlar x-iginlari
yayan yuksek enerjili elektron tarafindan doldurulur. Yayilan x-iginlari

analizedilerek, numunenin elementel kompozisyonu tespit edilebilmektedir [46].

2.8 Histolojik Testler
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Histoloji bilimine, mikroskopik anatomi de denmektedir. Histoloji biliminde, bir
mikroskop yardimiyla biyolojik materyal ve yapilar incelenir. incelenecek yapi
hicre (sitoloji), doku (histoloji) ve organ (organoloji) bazinda olmak Uzere Ug¢ alt
bélime ayrilir. Histoloji hlicre, doku ve organ bilimi olduguna gore, bunlarin
yapilarinin yani sira islevlerini de ele alacaktir. Bu ylUzden, histoloji sadece yapiyi
tanimlamakla kalmaz, ayni zamanda biyokimya, molekuler biyoloji ve fizyoloji
arasinda baglantilar kurar ve hastalik ile ilgili patogenezde 6nemli rol oynar.

Histolojik testlerde ana gere¢ mikroskopdur. Materyaller, mikroskopta

incelenmeden dnce, asagida belirtildigi sekilde elde edilir:

igne Biyopsisi: Beyin, goz, tiroid, lenf digimu, meme, akciger ve plevra, bobrek,

kemik ve kemik iligi, testis ve iskelet kasi.

Endoskopik Biyopsi: Solunum yolu, mide ve barsak yolu, uriner sistem yolu.
Transvaskuler Biyopsi: Kalp ve karaciger

Dogrudan Cikarim Biyopsisi: Deri, agiz, larinks ve serviks uteri.

Kurete Biyopsisi: Uterus endometriyumu.

Alinan biyolojik materyaller, belli asamalardan gegirilir. Bunlari, su sekilde

siralayabiliriz:

(1) Tespit (Fiksasyon) (2) Yikama (3) Suyunu giderme (Dehidrasyon) (4)
GOmme veya blokaj (Bloklama) (5) Kesme (6) Boyama

Sirasiyla izlenen bu asamalarin her birinde, dngorulen sartlara uyma zorunlulugu
vardir. Bunlardan birinde yapilan bir hata, neticeyi menfi yonde etkiler ve uygun bir

preparat elde edilemez.

Tespit ; Hucre veya dokularin, alindigi gibi saklanmasiEger bu saglanmazsa

Bozunma olur.En 6nemli unsur dokudaki proteinlerin ¢okmesidir.

Yikama ; Uygulanan tespit cesidine goére yapilir.Su veya degisik yogunluklarda
alkol kullanilir.Formol, osmiyum tetraoksit ve krom tuzu igceren tespitlerden sonra,
ylkama asamasinda su kullanilir.Pikrik asitle gerceklestirilen tespitler den sonra, %

70 — 80’lik alkol ile yikama yapilabilir
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Suyunu Giderme (Dehidrasyon) ; Parafine gdmiulecek olan dokularin, yikamadan
sonra igerisinde hi¢ su kalmamasi gerekir. Bu amagla, en yaygin olarak etil alkol
kullanilir. Etanol, dokulardaki suyu ¢eker.Dokular, sirayla artan derecelerde alkol
serisinden gegirilir.Parafine gdémdulecek olan dokularin, yikamadan sonra igerisinde
hi¢ su kalmamasi gerekir. Bu amagla, en yaygin olarak etil alkol kullanilir. Etanol,

dokulardaki suyu geker.Dokular sirayla artan derecelerde alkol serisinden gegirilir

Gomme (Bloklama) ; Emdirme maddesi dokularin igine iyice nifuz ettikten sonra,
bu dokular yine ayni maddenin igine gomulurler. Bu amacla, 6zel kaliplarin igine
emdirme maddesi doldurulur. Sivi durumdaki bu maddenin icine, kesit yuzleri

Uzerine oturtulmak sartiyla doku pargalari yerlestirilir

Kesme; Emdirme maddesinin i¢cine gémulerek homojen bigimde sertlesmis olan
blok kitlesi (doku ve emdirme maddesi), mikrotom adi verilen 6zel bir aletle kesilir
.Bunlarin gunluk pratikte en ¢ok kullanilanlari ise, kizakli veya rotatif (donerli)
mikrotom tipleridir. Bu aletlerde kullanilan gelik bigaklar (mikrotom bigaklari) da,
O0zel sekilde Uretilmistir. Ayrica, ¢ok pahali olan elmas ucglu bigaklar da
kullaniimaktadir. Mikrotomlarda, (tiplerine gére) 1— 10 mikron kalinhginda kesitler

alinir.

Boyama ; Dokularin genellikle cogu boyasiz olup, bunlarin incelenmesi igin
oncelikle boyanmalari gerekmektedir. Ayni zamanda, bu yolla kimyasal maddeler
de belirlenebilir.En basit boyamada, hucrelerin iki temel 6gesi ayri 6zellikteki
boyalarla boyanir ve sekilli olusumlar, mikroskop altinda goérulebilir hale gelir. Buna

gobre, rutin boyamada ¢ekirdek hematoksilenle ve sitoplazma eozinle boyanir [50].

3.MATERYAL METOT
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Sunulan bu galismada titanyum vida &érneklerinin farkh gl¢ , stire ve monomer
akisi deg@erlerinde set halinde plazma polimerizasyon yontemiyle kaplanarak ornek
gruplar olusturulmustur. Cahlisilan gug¢ degerleri 30W ,45W ve 50W tir. Calisilan
sureler 3 dk, 6 dk, 9 dk ve 12 dakikadir. Caligsilan monomer akigi ise Smi/dak ,
10ml/dak, 20ml/dak ve 30ml/dak’ dir. Bu parametrelerle 5 paralel érnekleme ile
ornek  setleri  olugturulduktan  sonra  yuzey  karakterizasyon testleri
gerceklestiriimistir. Kaplanan vida setleri hazirlandiktan sonra sirasiyla yuzey
karakterizasyon testleri , kimyasal karakterizasyon , protein tutuklama ve histoloji
testleri yapiimistir. Bu calisma da kimyasal malzemeler, vidalarin ve plazma
polimerizasyon sisteminin hazirligi , plazma polimerizasyon yontemi ile implant
yuzey Uzerinde fonksiyonel grup olusturmak(kimyasal aktivasyon),yluzey
karakterizasyon testleri, kimyasal karakterizasyon testleri, rekombinant kemik
morfogenetik protein tutuklanmasi, canli ici testler seklinde asagida ayrintih

sekilde anlatiimaktadir.

3.1 Kimyasal Malzemeler

Uzerinde galisilan monomer sisteamin Sigma-Aldrich ( Almanya ) firmasindan
temin edilmigtir. Referans ( silikon ) diskleri maskelemede kullanilan seluloz asetat
Bmp protein sigma-Aldrich ( Almanya ) firmasindan saglanmistir. Kimyasal
karakterizasyon esnasinda kullanilan glutaraldehit Merck ( Almanya ) firmasindan
temin edilmigtir. Son agsamada vida yuzeylerine tutuklanacak bmp proteini Fisher (

Amerika ) firmasindan temin edilmigtir.

3.2 Vidalarin ve Plazma Polimerizasyon Sisteminin Hazirhgi
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Glg¢ kaynagi olarak 13.56 MHz radyo frekans jeneratorinun kullanildigi plazma
polimerizasyon sisteminin radyo frekansin kullaniimasi ile homojen kaplamaya
imkan verir manipulasyonlar tamamlanmistir. Burada, islemlerin temiz
uygulanmasi kriteri gézénunde bulundurularak vakum ortaminda yik bosalimi tipi
tercih edilmigtir. Kullanilan plazma polimerizasyon cihazi Diener electronic marka

Pico-LF-RF modeldir. ( Sekil 3.1 ). Yontemde kaplanacak vidalar ise 6n hazirhk

olarak saf suyla yikama sonrasi alkolden gegirilmistir.

Sekil 3.1 Kullanilan plazma polimerizasyon cihazi a) genel goérints b) Plazma

polimerizasyon esnasinda

3.3 Plazma Polimerizasyon Yéntemi ile implant Yiizey Uzerinde Fonksiyonel

Grup Olusturmak

Calisma kapsaminda, uygulanmasi planlanan tim basamaklar genel olarak sekil

3.2 ‘de O6zetlenmisgtir.
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tranyum |

Sekil 3.2 Plazma polimerizasyon yontemi ile ylzey aktif titanyum vida Uretimleri
(titanyum: temizleme, plazma polimerizasyonile modifikasyon,
aktivasyon, protein tutuklama)

Sekil 3.2°deki tanimmlanan ilk basamak plazma polimerizasyon teknigi ile
modifikasyondur. Bu basamak icin, 13.56 MHz radyo frekans jeneratérinin
kullanildigi plazma polimerizasyon sisteminin (Sekil 3.1) i¢ kismina bir énceki 6n
basamakta 6n hazirh@r yapilmis vidalar ve yuzey karakterizasyonun da yardimci
olarak kullanilacak silikon pulcuklar yerlestirilmigtir. Devaminda kati monomer
tablet halinde, plazma sistemi igerisine konulmustur. Bu bolumde, bir ucunda
amino grubu diger ucunda metal yuzey ile bag yapma enerjisi ve egilimi yuksek
kimyasal grup iceren monomer (sisteamin) kullaniimigtir. Sonrasinda reaktor
kapag! kapatilarak sistem belli bir vakum degerine ulastiktan sonra (10 mbar),
monomer akis hizi akis Olger vasitasiyla sabitlenmis yuk bosalim jenaratoru

aciimigtir.

Kaplanmamis
titanyum

kaplanmis titanyum

Sekil 3.3 Plazma polimerizasyon ile kaplamada kullanilan kaplanmamig ve

kaplanmig titanyum vida ornegi

Yuk bosalim jenaratoru acildiktan sonra tespit edilen surede yuk bosalimi vida-

ornek ve monomer Uzerine uygulanmistir. Sekil 3.3'de plazma polimerizasyon
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teknigi oncesi titanyum alasim ve kaplama sonrasinda yuzeyi degismis vida

ornegdinin fotografi sunulmustur.

3.4 Kimyasal Aktivasyon

Plazma polimerizasyon yontemiyle titanyum vida yudzeylerinin kaplanmasindan
sonraki basamak kimyasal aktivasyondur. Kaplama yapilan bir kisim vida érnekleri
yuzey karakterizasyon testleri igin ayrilirken diger kismina kimyasal yontemle
aktivasyon iglemi uygulanmigtir. Ayrica kimyasal aktivasyonu vyapilan vida
yuzeyide karakterize edilmigtir. Bu basamaktaki amacg titanyum vida yuzeyinde
monomerle (sisteamin) olusturulan amin (NH2) gruplarinin aktivasyon igin
kullanilan glutaraldehit (-C=0OH) c¢ozeltisi icinde bulunan karboksil (COOH)
gruplarina baglanarak rhBMP-2 proteinin baglanabilecegi fonksiyonel gruplara
donusturalmesidir. Kimyasal aktivasyonda % 2.5 (V/V)'lik glutaraldehit ¢ozeltisi
kullaniimistir. Titanyum vidalar beher igersindeki ¢dzeltiye daldirihip 370 rpm
hizinda 6 saat bekletilmistir. Beher icinden alinan érnekler saf su ile yikandiktan
sonra kurutulmustur. Ornekler tekrar kimyasal karakterizasyon testlerinde

incelenmistir.

3.5 Yiizey Karakterizasyon Testleri

Plazma, kaotik bir ortamdir ve besledigimiz monomerin farkli formlarini igerir (iyon,
notr pargacik, elektron vs). Bu yuzden de bu bulut, 1sima ile birlikte enerjisini
disurme egilimi ile implant ylzeyi Uzerinde yogunluklu kovalent baglarla oturur,
bazi durumlarda yuzey atomlar ile direkt kimyasal bag kurar. Bu davranigi,
parametrelerin degisimi ile (gug, akis hizi vs.) farkhliklar igerir ve bu durum
fonksiyonel grup oranlarini degistirir. Bu nedenle, tez galismasin da plazma
polimerizasyon ile modifikasyon sonrasi yuzeyin fiziksel ve kimyasal 6zelligindeki
degisimler ilgili karakterizasyon testleri ile tanimlanmistir. Ayrica, bu testler
kullanilarak kararli (her defasinda ayni Ozellikte) fonksiyonel grup orani

olusturuldugu kontrol edilip, dinamik akis ortamindan etkilenmedigi kanitlanmaya

38



calisiimistir. Fiziksel karakterizasyon igin AKM, kimyasal karakterizasyon igin SEM
EDS kullaniimigtir. Bu sonuclarin kritik edilmesi ile sistemin calisma kosullari
secilecek ve duretim icin recete (hangi gug, sure, tutuklama parametresi

kullanilacak vs.) uygulanacagi hakkinda fikir olusturulmustur.

3.5.1 Plazma polimerizasyon yonteminde kaplanan / kimyasal aktivasyon

yapilan vida setlerinde temas ag¢isi élglimu

Temas agisi vida yuzeyi ile ylzeye temas eden su damlasi arasindaki agidir. Bu
acinin bayuklugu islanabilirlik dizeyi ile ters orantilidir. Temas agisi buyudukge
Islanabilirlik azalir, temas acgisi kuguldukge islanabilirlik artar. Temas agisi
Olgumleri, ylzey yukul, yuzeyin islanabilirligi ve ylzey enerjisi parametreleri
hakkinda kolayca fikir veren bir yontemdir. Tez calismam da titanyum vida
ornekleri kaplanmamig yuzey (kontrol grup) , farkh (gug,slre,akig) parametrelerde
plazma polimerizasyon yontemiyle monomer (sisteamin) ile kaplanan yuzeyler ve
glutaraldehit kullanarak aktive ettigim ylzeylerin temas acisi incelendi. Kullanilan

Drop Shape Analyzer marka temas agisi dlgum cihazi Sekil 3.4 “ te sunulmustur.

Sekil 3.4 Kullanilan temas agisi 6lgum cihazi

Her bir 6rnek titanyum vida seti Uzerine 4 mikrolitre su damlatilarak yuzey temas
acilari olgulmustir. Bu sonuglar, farkli parametreler de plazma polimerizasyon
yontemi ile kaplama sonrasi ve aktivasyon sonrasi ylzey hidrofikligi, temas acisi

Olcim degerleri bulunarak tespit edilmis ve sonug¢ kisminda sunulmustur.
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3.5.2 Plazma polimerizasyon yonteminde kaplanan / kimyasal aktivasyon

yapilan vida setlerinde kaplama kalinhgi élgimiu

Titanyum vidalarin plazma polimerizasyon islemindeki parametrelerin kaplama
kalinlik degisimini gormek igin referans olarak secilen silikon yluzeyler %38 v/v
derisiminde sellloz asetat ¢ozeltisi hazirlanmigtir, hazirlanan ¢ozeltiden#1 damla
seklinde yuzeyin belirli bdlgelerine bir tabaka sUrulip, sonrasinda plazma
polimerizasyon teknigi ile modifikasyon sonrasinda bu maske bir spatul yardimi ile
kaldirnlmigtir. Buradaki maske bolgesi ile kaplama arasindaki ara yuzey uzerine
AKM ile tarama ve topografi ¢ikarimi yapildi. Ayrica farkh bir vida seti kaplanip
maske bdlgesi elde edildikten sonra kimyasal aktivasyonu igin glutaraldehit
¢ozeltisinde bekletiime,yikanma ve kurutma igleminden gegirildikten sonra yuzey

topografisi incelenmistir. Asagidaki sekil 3.5’ de dl¢um yapilan cihaz gosterilmistir.#

Sekil 3.5 Topoloji dlgimlerinde kullanilan AKM ( PSIA XE150 ) model cihaz.
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3.5.3 Plazma polimerizasyon yonteminde kaplanan / kimyasal aktivasyon

vida setlerinde yiizey kimyasinin belirlenmesi

Plazma polimerizasyon sisteminde degisik parametrelerde kaplanan vida
setlerinden bir seti ile kimyasal karakterizasyon yapildi. Bu basamaktan once
yapillan yuzey karakterizasyon sonuglarindan belirgin farkliik goOsteren 6
parametrede drnekler segildi. Secilen drnekler numune bolgesine yerlestiriimeden
sabitlendi ve sirayla cihaza yerlestirildi. Sistem 10mbar vakum degerine ulastiktan
sonra Orneklerin goruntust ve kimyasal analiz verileri alindi. Aragtirmalarda
Bilkent Universitesinde bulunan UNAM laboratuarlarinda Kapl yiizey kimyasina
bakilmasi icin SEM ( EDS ) cihazi kullanilmistir.( Sekil 3.6 )

Sekil 3.6 SEM ( EDS ) cihazi a) cihaz genel gérinim b) érnek tanki

3.5.4 Plazma polimerizasyon yonteminde kaplanan vida setlerinde ylizey

iletkenlik degisiminin belirlenmesi

Plazma polimerizasyon sonrasi monomerle etkilesen yuzeylerde iletkenlik degisimi

on gorusine sahip olmak igin Ug farkli parametredeki 6érneklerde ylzey iletkenlik
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degisimine bakilmistir. iletkenlik dlgimleri yapilan cihaz asagida Sekil 3.7 de

gOsterilmisgtir.

Sekil 3.7 iletkenlik Olciim cihazi a) Kethley 2400 Model iletkenlik veri eldesi
cihazi b) Lucab Labor FPP ( Four Point Prob )

iletkenlik degisimi incelenen kaplanmis titanyum vida ylzeylerine 1+0.4V luk
elektrik verilmigtir. Saf titanyumla beraber diger kapli 4 ornekte akim (I) degerleri
elde edilmistir. Sonrasinda V = | . R formdlinden yola ¢ikilarak elde edilen akim ( |
) degerleri 11£0.4 degerlerine oranlanarak R (direng) degerleri elde edilmistir. Elde
edilen R(direng) degerleri sonug bdliminde sunulmustur. Sekil 3.8'de iletkenlik

OlcimuU yapilan vidalarin parametreleri gosterilmigtir.

45W 20 ml/dak 3 dk 45W 20 mi/dak 12 dk 50W 10 ml/dak 9 dk

Sekil 3.8 iletkenlik dlgiimii yapilan érnekler
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3.6 Rekombinant Kemik Morfogenetik Protein Tutuklanmasi

Plazma polimerizasyon yodnteminde kaplanan vidalarla vyapilan ylzey
karakterizasyon testlerinin degerlendiriimesi sonucunda temas agisi, kaplama
kalinlik degisimi ve kimyasal analiz verileri dikkate alinarak, secilen plazma
polimerizasyon parametresinde modifiye edilen vidalar tekrar glutaraldehit ile
aktive edildikten sonra tutuklanma basamagina gecilmigtir. Tutuklama igin 4.2 mg
rhBMP-2, 3.2 ml saf suyla ¢bzelti hazirlandiktan sonra érnekler rhBMP-2 olan
beher icerisine daldirilip, 2 saat bekletilip yikanmistir. Devaminda bu ornekler
tavsan deneyleri igin Bagkent Universitesi Beyin ve Sinir Cerrahisi Bolimi‘ne
gonderilmistir. Bu tavsanlara osteoporoz olusturma sebebiyle hormon enjekte
edilmistir. Canli-igi testler igin tavsan tibia formu kemiklerine ¢iplak titanyum vida
(kaplanmamis) ve yuzeyi farkli proses parametreleri ile aktif hale getirilmis vidalar
implante edilmigtir, belirli sire sonra (kisa: 4 hafta ve uzun dénem: 8 hafta) vida-
kemik-kompleksi seklinde ayni anda c¢ikarilan Orneklerden histolojik testleri
tamamlanmistir. Histolojik analiz icin %10 v/v neutral buffer formaldehit icinde
bekletilen ornekler sonrasinda sabitleme iglemi icin % 20 v/v ‘lik formaldehit
icersinde 20 saat bekletilmistir. Tum bu islemlerden sonra ornekler histolojik
anlizde incelenecek kesit elde etmek icin parafine gomulmustar. Kesiti alinan
orneklerde kemik hucreleri (osteoblast) nin olusturdugu fibroz dokuya bakilmistir.

Elde edilen gorunti sonug bolimunde Sekil 4.27 sunulmustur.
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4. SONUG

4.1 Yuzey Karakterizasyon Testleri

4.1.1 Plazma polimerizasyon yonteminde kaplanan vida setlerinde temas

acisi 6lguimiu

Tez calismam da titanyum vida ornekleri kaplanmamig yuzey (kontrol grup) ,
parametrelerde gu¢ degerleri 30W ,45W ve 50W, sureler 3 dk , 6 dk , 9 dk ve 12
dakika, calisilan monomer akisi ise 5ml/dak, 10ml/dak , 20ml/dak ve 30ml/dak’ dir.
Bu parametrelerle 5 paralel ornekleme ile ornek setleri olusturulduktan sonra
yuzeylerin temas agcilari incelendi. Bu sonuglar, farkli parametreler de plazma
polimerizasyon yontemi ile kaplama sonrasi yuzey hidrofikligi, temas agisi dlgim

degerleri bulunarak tespit edilmig ve sunulmustur.

4.1.1.1 Plazma polimerizasyon yonteminde kaplanan vida setlerinde temas

acisina glciin etkisi

Titanyum vida 6rnekleri monomer akigi (10ml/dak) ve slre (9 dak) sabit tutularak
25W,30W,45W,50W guc parametrelerinde kaplama yapildi. Sonuglarda
monomerin yuzeye tutuklanma miktarinin farkhligi ile ilgili sonuglarin kritik
edilmistir. Dort farkli gu¢ parametresinde elde edilen sonuglar Sekil 4.1°de

gOsterilmistir.
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d) e)

Sekil 4.1 Titanyum vida ylzey temas agisi 6lgimleri a) islem gérmemis b) 25W

c) 30W d) 45W e) 50W

Kaplanmamig Titanyum vida yUzeyinin, temas agisi 64.2°+ 2 bulunmustur.( Sekil
4.1a) .Titanyum vidalarinin 25W bosalim gucu parametresinde yuzey temas agisi
61.3 °£2, 30W bosalim guclu parametresinde ise yuzey temas agisi 58.7°12 ‘ ye
dismaustur ( Sekil 4.1b ve Sekil 4.1¢c ). 45W bosalim glciinde vida ylzey temas
acisi 20.8°+2, 50W bosalim gucunde yuzey temas agisi 10.8 ° £2 * ye dugmustur
(Sekil 4.1d ve Sekil 4.1e). Bu dusme yuzeyde olusturulan primer ve sekonder
aminler nedeniyle gorulmektedir. Amin (NH2) gruplari polar 6zelliktedir ve ylzeyin

hidrofilitesini artirmaktadir. Sonuclar Sekil 4.2 ‘de 6zetlenmistir.
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Plazma Polimerizasyon Yonteminde
Temas Acgisina Gucun Etkisi

80

70 |

N e
) N\
o 50 ~
< N === Kaplanmamis
@ 40 N Vida
€30 AN - @~ Kaplanmis Vida
-

S
’
add

[ERN
o

ki

10 20 30 40 50 60
Kaplama Giicii ( Watt)

o

o

Sekil 4.2 Bosalim glict parametresine gore temas acisi degisim grafigi

Sonuglara goére plazma polimerizasyon cihazinin gucinu artirdikga monomerin
etkilesimi ve yuzeyde olusturdugu kimyasal ve kovalent baglar sayisi artar boylece
amin gruplardada artma meydana geldiginden ylzey temas agisinda azalma yani

hidrofiliklik te artma gozlenmistir.

4.1.1.2 Plazma polimerizasyon yonteminde kaplanan vida setlerinde temas

acisina sirenin etkisi

Monomer akisi ve cihaz bosalim gucli sabit tutularak doért farkli  sire
parametresinde yluzey temas acisi Olgumleri yapildi. Burada yapilmak istenen
yuzey temas agcisi ile belirlenen hidrofiliklik degerlerine gore kaplama igin en ideal

sureyi tespit etmektir. Sekil 4.3. te elde edilen sonuglar gosterilmistir.
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Sekil 4.3 Vida yuzeyinde bakilan temas acilari a) igslem gormemig b) 3 dak

c) 6 dak d) 9 dak e) 12 dak

Kaplanmamig vida yuzeyini temas agisi 64.2°t2 bulunmustur(Sekil4.2a). 45W
10ml/dak sabit parametrede 3 dakika tutulan o6rneklerin temas acilari 81.0°+2
OlcUlmustur (4.2b). Ayni sekilde 45W,10ml/dak parametrede 6 dakika bekletilen
ornekler icin temas acisi 47.0° £ 2 ye dusmustur (Sekil4.2c). 45W,10ml/dak sabit
parametrede 9 dakika bekletilen 6rnek yuzey temas agisi 20.9°+2 (4.2d). 45W,
10ml/dak sabit parametrede 12 dakika bekletilen érnekler igin ylzey temas agisi
20.4°+2'ye dusmustlr (4.2e). Elde edilen sonuglar asagidaki Sekil 4.5'de

Ozetlenmisgtir.

Plazma Polimerizasyon Yonteminde
Temas Agisina Surenin Etkisi
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Sekil 4.4 Kaplama suresine bagl yluzey temas agisi degisim egrisi
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Sonug¢ olarak plazma polimerizasyon tankinda bekleme siresi artikga yuzeye
temas eden monomer miktari arttiyi icin temas agisinda disme meydana

gelmistir. Monomer kimyasindaki aminlerden kaynakl ylzey hidrofilik olmustur.

4.1.1.3 Plazma polimerizasyon yonteminde kaplamada monomer akisinin

etkisi

Plazma polimerizasyon sisteminde kullandigimiz monomer ( sisteamin ) akisini
dort farkh parametrede kaplama yapildi ve yuzey temas acilari olgildu.
Sonuglarda akigin hizini artirdikga yuzeyden gegen monomerin yuzeyle etkilesme
oraninin azalmasina bagli olarak hidrofiliklikte azalmalar meydana geldi. Elde

edilen sonuglar Sekil 4.5'de sunulmustur.

Sekil 4.5 Titanyum vida ylizey temas acilari a) islem gérmemis titanyum vida

b) 5 mil/dak c) 10 ml/dak d) 20 ml/dak e ) 30 ml/dak



Temas acisi Olgumlerine bakilan orneklerde a) islem gdérmemis titanyum vida
temas acisi 64.2 °+2 (Sekil4.5a) Gug ve zaman sabit degerde monomer akigi
5ml/dak olan titanyum vida ylzey temas acgisi 10.9°t2 olculdu (Sekil 4.5b).
10ml/dak kaplama yapilan vida yuzey temas agisi 20.9°% 2 dlguldu (Sekil 4.5¢). 20
ml/dak monomer akigi ile kaplanan titanyum vida ylzey temas acgisi 51.4°+ 2
olarak ol¢uldu (Sekil 4.5d ). 30ml/dak monomer akigi ile kaplanan titanyum vida
temes acisi ise 26.6°t2‘ye dusmustur (Sekil4.5e). Sekil 4.6’da elde edilen

sonuglarda degisim 6zetlenmistir.

Plazma Polimerizasyon Yonteminde
Temas Acisina Monomer Akisinin Etkisi
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0
S50 ,i\

0 40 yJ \ = == Kaplanmamis
© / s Vida
€ 30 l N -
C 7 ] - @~ Kaplanmig

20 » Vida

'
10—
0
0 10 20 30 40 50 60

Monomer Akigi (ml/dak)

Sekil 4.6 Monomer akisina bagli ylizey temas acisi degisim egrisi

Sonuglara gére monomer akigi yavas iken kaplanan ylzeyle daha ¢ok
etkilestiginden ylzey temas agisI azalmakta daha hidrofilik 6zelik gostermektedir.
Monomer akigini artirdigimizda tam tersi durum monomer yuzeyden hizlica
gectiginden etkilesimi daha azdir. Cinkl cihazin glcind artirdigimizda monomerin
elementlerine ayrilmasi daha kolay olur bdylece ylzeyde daha c¢ok birikerek kalinhgin

artmasini saglamigtir.
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4.2 Plazma Polimerizasyon Yonteminde Kaplanan Vida Setlerinde Kaplama

Kalinhg Olgiimii

Titanyum vidalarin plazma polimerizasyon iglemindeki parametrelerin kaplama
kalinhk degisimini gormek icin referans olarak segilen silikon yuzeyler sellloz
asetat ile maskeleme vyapilip, titanyum vidalarla ayni parametrelerde
kaplanmiglardir. Kapl silikon ylzeyler ve karistiriimali saf su ortaminda bekletilen

orneklerde yuzey topolojisi ile kaplama kalinligi élgulmuastur.

4.2.1 Plazma Polimerizasyon Yonteminde Kaplama Kalinligina Giicuin Etkisi

Referans ( silikon ) ylzeylerde kaplama sonrasi kalinhktaki farklari belirlemek igin
monomer akisi ve zaman sabit tutularak bosalim guclu degigstirilerek kaplama
yapilmistir.
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Sekil 4.7 Referans ( silikon) Gzerinde elde edilen sinir gérintlsu a) 30W b) 45W
c) 50w

Referans ( silikon ) Uzerinde kaplama sonrasi meydana gelen kalinlik degerleri ;
30W 10ml/dak 9 dakika kalinlik : 77.810+2 nm (Sekil 4.7a). 45W 10ml/dak 9
dakika kalinlik : 472.841 +2nm (Sekil 4.7b). 50W 10ml/dak 9 dakika kalinlik :
921.434+2 nm olarak olgliimustur (4.7c). Elde edilen degisimler asagidaki Sekil
4.8 ‘de Ozetlenmigtir.
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Yilizey Topolojisi
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Sekil 4.8 Plazma polimerizasyon ile kaplamada gucun yuzey topolojisine etkisi

Elde edilen verilere gore plazma polimerizasyon ile kaplamada cihazin gucu
artirildiginda ylizey kalinliginda dogru orantili olarak artis gozlenmistir. Cunku
cihazin gucunud artirdigimizda monomerin elementlerine ayrilmasi daha kolay olur

bdylece ylzeyde daha ¢ok birikerek kalinligin artmasin saglamistir.

4.2.2 Plazma Polimerizasyon Yonteminde Kaplama Kalinligina Surenin Etkisi

Referans ( silikon ) ylzeyler bosalim gugleri 30W ve 45W, monomer akigi sabit

tutularak 3-6-9 dakikalar da kaplama sonrasi kalinlik olgimu yapilmistir.
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b) -
l"‘ H
c) o -

Sekil 4.9 Referans ( silikon) Uzerinde elde edilen sinir goruntusu a) 30W, 3 dakika

b) 30W, 6 dakika c) 30W, 9 dakika

Referans ( silikon ) Gzerinde kaplama sonrasi meydana gelen kalinlik degerleri ;
30W 10ml/dak 3 dakika kalinhk : 210.276+2 nm (Sekil4.9a). 30W 10ml/dak 6
dakika kalinlik:100.035t2nm (Sekil4.9b). 30W 10ml/dak 9 dakika kalinhk:
77.810£2 nm olarak olgulmustur (Sekil 4.9c).
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Yuzey Topolojisi
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Sekil 4.10 Plazma polimerizasyon ile kaplamada sUrenin ytzey topolojisine etkisi

Elde edilen sonuglara gore ayni gucte kaplama suresinin artiriimasiyla kaplama
kalinligi dogru orantili olarak artmistir. Kaplama suresinin artmasi monomerin

yuzeyle daha ¢ok etkilesmesi ile kalinlik artmistir.
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f)

Sekil 4.11 Referans ( silikon) Gzerinde elde edilen sinir gérintist d) 45W,

3 dakika e) 45W, 6 dakika f) 45W,9 dakika

Referans ( silikon ) Gzerinde kaplama sonrasi meydana gelen kalinlik degerleri ;
45W, 3 dakika kalinhk : 37.053+2 nm (Sekil 4.11d). 45W, 6 dakika kalinlk :
139.497 12 nm( Sekil 4.11e). 45W ,9 dakika kalinlik : 472.841+2 nm olarak
Olgulmastur (Sekil 4.11f).
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Yuzey Topolojisi
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Sekil 4.12 Plazma polimerizasyon ile kaplamada surenin ylzey topolojisine

etkisi

Daha o6nceki adimda elde ettigimiz temas acisi verilerine gérede dogrulanmis,
plazma polimerizasyon yontemi ile kaplamada sureyi attirdigimizda monomer
yuzeyde daha uzun sure kalicagindan kaplama kalinhginda dogru orantili olarak

artma meydana gelmistir.

4.3 Plazma polimerizasyon yonteminde kaplanan vida setlerinde yilizey

kimyasinin belirlenmesi

Plazma polimerizasyon yontemiyle ile kaplanan farkli set vidalara SEM-EDS ile
bakilmigtir. SEM-EDS ile beraber kaplama yapilan 6rneklerde kullanilan monomer

kimyasindan kaynakli S (kukurt) veya N (azot) degeri beklenmektedir.

4.3.1 Plazma polimerizasyon yonteminde yiizey kimyasina giiclin etkisi

Kaplanmis vidalarda kimyasal analizde gucun etkisini gormek i¢cin 30W ve 50W

bosalim gliclerinde kaplanmis vidalar segilmistir.Oncesinde ylizey karakterizasyon
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testlerini yapilmis olan vida setlerinde en kararli 30W gostermistir. 50W bosalim

gucunde ise en yuksek kaplama gucu oldugu igin tercih edilmigtir.

CladadIgene gD Apc

a)
Plazma Polimerizasyon
Kaplamada Kimyasal Analiz
Elem Wt % At % K-Ratio
T | T
CK 9.36 19.38 0.026
=0
N K 5.82 10.33 0.016
c O K 23.18 36.02 0.022
=N SK 2.24 1.74 0.018
=S TiK 52.45 27.22 0.484
Kimyasal Elementler ' ) ) T
c) d)

Sekil 4.13 30W 10 ml/dak 9 dk parametreli vida, a) elementel analiz, b) SEM

goruntlsu, c) element degisim grafigi, d) elementel dagihm tablosu
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Plazma Polimerizasyon
Kaplamada Kimyasal Analiz

60

= Ti Elem Wt % At % K-Ratio
=0 CK 6.67 15.05 0.017
nC NK 0.00 0.00 0.000
=N 0K 26.93 45.65 0.034
=S SK 0.72 0.61 0.005

Kimyasal Elementler
TiK  42.90 24.28 0.400.

c d)

7

Sekil 4.14 50W 10 ml/dak 9 dak parametreli vida, a) elementel analiz, b) SEM

goruntusu, c) element degisim grafigi, d) elementel dagilim tablosu

Elde edilen veriler dogrultusunda plazma polimerizasyon ile kaplamadan sonra
yapilan kimyasal analizde dikkat edilmesi gereken husus kaplanan monomerin
yapisidir. Kullanilan monomer sisteamin yapisinda amino (NH2) ve tiyol (S)
bulunmaktadir. Elde edilen verilerde azot ve kukurt oranlarina bakilmahdir. 30W
bosalim gucunde kikurt (S) orani azottan (N) daha fazladir. Boylece yuzeye hem
amino hemde tiyol gruplari baglanirken bosalim guct 50W iken ylzeyde sadece

kikurt (S) gérulmektedir. 50W glctinde sadece tiyol grubu baglanmistir.
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4.3.2 Plazma polimerizasyon yonteminde ylizey kimyasina surenin etkisi

Kimyasal analizde sure parametresinin element dagilimina bakailan 6érnekler
digger karakterizasyon testlerinde belirgin farkli sonuglar elde ettigimiz 45W 3dak

ve 45W, 6 dak parametresinde kaplanmis vidalar kullaniimistir.

EledmIgenevgage Y0

a)
Plazma Polimerizasyon
Kaplamada Kimyasal Analiz
50
40 u Ti Elem Wt % At % K-Ratio
30 -+ B0 | 2
20 - c CK 16.91 31.22 0.048
10 2N 0O K 30.14 41.76 0.033
N K 0.0 0.00 0.00
o - —— =S
. S K 1.79 1.24 0.014
Kimyasal Elementler
TiK 42.87 19.84 0.390
c) d)

Sekil 4.15 45W 10 ml/dak 3 dk parametreli vida, a) elementel analiz, b) SEM

goruntusu, c) element degisim grafigi, d) elementel dagihm tablosu
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cledadfgenessigenspe sps

Plazma Polimerizasyon
Kaplamada Kimyasal Analiz

40
30 mTi Elem Wt % At % K-Ratio
=0\  TUTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
20 c C K 6.67 15.05 0.017
N K 0.00 0.00 0.000
10 T .N
0K 26.93 45.65 0.034

Kimyasal Elementler

c) d)

Sekil 4.16 45W 10 ml/dak 6 dak parametreli vida, a) elementel analiz, b) SEM

goruntasu, c) Element degisim grafigi, d) elementel dagihm tablosu

4.3.3 Plazma polimerizasyon yonteminde ylizey kimyasina monomer

akisinin etkisi

Plazma polimerizasyon ile kaplanan iki farkli monomer akisina sahip vida setinde
kimyasal analize bakilmistir. Monomer akigina bakilirken bosalim guci 45W

temas agisindaki belirgin farklilik nedeniyle tercih edilmistir.
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Plazma Polimerizasyon
Kaplamada Kimyasal Analiz

40
30 mTi Elem Wt % At % K-Ratio
=m0 |  TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
20 c C K 6.67 15.05 0.017
N K 0.00 0.00 0.000
10 T .N
0K 26.93 45.65 0.034

Kimyasal Elementler

c) d)
Sekil 4.17 45W,10 ml/dak, 9 dak parametreli vida, a) elementel analiz, b) SEM
gOruntusd, c) element degisim grafigi, d) elementel dagilim tablosu

TiK 42.90 24.28 0.400.
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Plazma Polimerizasyon Kaplamada
Kimyasal Analiz
100
Henat Nt Irte \
% uTi Badgd
60 .0
CK &aznB 08B 1
40 - c
OK 3B 08 2
o "N N @O0 0
S
O .
Kimyasal Elementler SK B30 186 4
c d) K %2 0

Sekil 4.18 45W, 20 ml/dak, 9 dak parametreli vida, a) elementel analiz, b) SEM

goruntusu, c) element degisim grafigi, d) elementel dagilim tablosu

4.4 Plazma Polimerizasyon ile Kaplanan Vida Setlerinde Yiizey iletkenlik

Degisimin Belirlenmesi

Plazma polimerizasyon ile kaplama yapilan vidalarda kullanilan monomer iletken
bir madde olan titanyum vidada nasil bir etki yarattigini gézlemlemek amaciyla

iletkenligi olguldu. Elde edilen veriler Sekil 4.19 de sunulmustur.

Vv I R

1.0000 V + 3.234847E  0.309136 SAF TITANYUM
1.0000 V +2.049046E  0.488031 45 W 20 f 12 dak
1.0000 V +1.050439E 0.951982 50 W 10 f 9 dak

1.0000 V +2.760237E  0.362287 45w 20 f 3 dak

Sekil 4.19 Kapli titanyum vidalarda direng ( R ) degisimleri
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Titanyum vida kaplama sonrasi 1Volt sabit elekrik verildi ve yuzeylerde cihaz
probuna uygulanan direng artmistir. Sonuglara gdre normalde iletken olan
titanyum vida plazma polimerizasyon yontemi ile kaplama sonrasinda yalitkanliga

dogru egilim gostermistir.

4.5 Plazma Polimerizasyon Yontemi ile Kaplamada Kimyasal Aktivasyonun

Etkisi

4.5.1 Kimyasal aktivasyonu yapilan vida setlerinin temas ac¢isi olglimleri

Kimyasal aktivasyonun temas agisi olgumlerindeki degisimin degerlendirebilmesi

icin kaplanmamis, kaplanmig ve aktive vidalardaki temas acilari kiyaslandi.

[ee—

Sekil 4.20 a) islem gérmemis vida b)30W,10ml/dak,9dak parametrede kaplanan

a) b)

vida c) 30W,10ml/dak, 9 dakika aktive vida

islem gérmemis titanyum vida ylizey temas agisi 64.2°+ 2 olarak odlglilmistir
(Sekil 4.20a). Plazma polimerizasyon yontemiyle kaplanan vida yuzey temas agisi
58.7°t 2 ‘ye dismustur (Sekil4.20b). Kimyasal aktivasyonu yapilan vidalarin ytzey
temas agilari 1.5°+ 2 ‘ye duserek slper hidrofilik olmustur (Sekil 4.20c).
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Sekil 4.21 a) islem gérmemis vida b) 45W,10ml/dak, 9 dak parametrede kaplanan

a)

vida ¢) 45W,10ml/dak, 9 dak aktive vida

islem gérmemis titanyum vida ylizey temas agisi 64.2°+2 dlgllmUstir (Sekil4.21a).
45W 10ml/dak 9 dakika plazma polimerizasyonla kaplanan vida yuzey temas agisi
20.9°t2‘a dusmustir(Sekil  4.21b). 45W 10ml/dak 9 dakika plazma
polimerizasyonla kaplama ve kimyasal karakterizasyon yapilan titanyum vida

yuzey temas acisi 1.0°+ 2 olarak ve super hidrofilik olmustur (Sekil 4.21c).

a) b o)_

Sekil 4.22 a) islem gérmemis vida, b) 45W, 10ml/dak, 6 dakikada kaplanan vida
c) 45W, 10ml/dak, 6 dak aktive edilmis vida

islem gérmemis titanyum vida ylizey temas acisi 64.2°+ 2olarak 6Slciilmuistir
(Sekil 4.22a).45W 10ml/dak 6 dakika kaplama yapilan 6rnek ylzey temas agisi
47°+ 2 ‘ye dusmustur (Sekil 4.22b).45W 10ml/dak 6 dakika kaplamadan sonra
kimyasal karakterizasyon yapilan orneklerde ylzey temas agisi 10.8°t 2 ‘e
dusmastur (Sekil 4.22c).
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Sekil 4.23 a) islem gérmemis vida b) 45W,10ml/dak,9 dak kaplanmis vida c) 45W

a) b)

10ml/dak, 3 dakika aktive vida

islem gérmemis titanyum vida ylizey temas agisi 64.2°+ 2 (Sekil 4.23a).45W
10ml/dak 3 dakika parametresinde kaplama yapilan vida yuzey temas agisi 81.0°+
2 (Sekil 4.23b).45 W 10ml/dak 3 dakika kaplama ve kimyasal karakterizasyon
sonrasi ylzey temas agisi 43.8°t 2 ‘ye dusmustir (Sekil 4.23c).Asagidaki Sekil
4.24’de kimyasal aktivasyon sonrasi yuzey temas acilarindaki degisim

Ozetlenmisgtir.

Plazma Polimerizasyon Yontemi ile Kaplamada
Kimyasal Aktivasyonun Etkisi

100 —

(7) | e i —— _t __ -

& 80 -]/ '_'.__’_‘__.-- g —

< 60 + _ —

") | = —

g 40 4|’ T ' L i u Aktive

~ P / m Kaplanmi

0 _L_/_'___‘:_ . / p §
e N === / Kaplanmamig
30W39 45W 3
dk 45W 6
dk 45W 9

dk dk

Kaplama Siresi ( dk )

Sekil 4.24 Kimyasal aktivasyona gore yuzey temas agilari
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4.5.2 Kimyasal aktivasyonu yapilan vida setlerinin kaplama kalinhigi

olgumleri

Kimyasal aktivasyon sonrasi kaplama kalinhgi élgimleri igin segilen 6rnekler daha
onceki topoloji dlcimlerinde birbirleri arasinda belirgin fark gosteren iki farkli glcte
ornekler secilmistir. Secilen ornekler aktive edilmis ve kaplama kalinligina
bakilmigtir.

c) d)

Sekil 4.25 Referans ( silikon) ylzeyler a) 30W, 10ml/dak, 9dak b) 45W, 10ml/dk
9 dak c) 30W,10ml/dak, 9 dak ( aktive ) d) 45W 10 f 9 dak ( aktive)
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Kaplama sonrasi ve kimyasal aktivasyon yapilan drneklerde kalinlik degerleri 30W
10ml/dak 9 dakika kalinlik: 77.810+2nm (Sekil 4.25a). 45W 10ml/dak 9 dakika
kalinlik: 472.841+2nm (Sekil 4.25b). 30W 10ml/dak 9 dakika (aktive) kalinlik
:67.540 nm (Sekil 4.25¢c). 45W 10ml/dak 9 dakika (aktive) kalinhk : 139.497+2 nm
(Sekil 4.25d). Kimyasal aktivasyon sonrasinda yuzey topolojisindeki degisim

asagidaki Sekil 4.26’de 6zetlenmigtir.

m Aktive edilmisg vida

— mKaplanmis vida

Kaplama Kalinligi

Kaplanmis vida

Aktive edilmis vida

30w

45W
Kimyasal Aktivasyon

Sekil 4.26 Kimyasal aktivasyon sonrasi yuzey topolojisi

4.5.3 Kimyasal aktivasyonu yapilan vida setlerinin yuzey kimyasinin

belirlenmesi
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a)
Plazma Polimerizasyon
Kaplamada Kimyasal Analiz
Elem Wt % At % K-Ratio
60
e 1
C K 9.36 19.38 0.026
40 =0
NK 5.82 10.33 0.016
20 -+ c 0 K 23.18 36.02 0.022
=N SK 2.24 1.74 0.018
0 - —— ]
. =S TiK 52.45 27.22 0.484
Kimyasal Elementler
c) d)

Sekil 4.27 30W 10 ml/dak 9 dk parametreli vida, a) elementel analiz, b) SEM

goruntusd, c) element degisim grafigi, d) elementel dagilim tablosu

Pledn e e 4

Liabad A: Chriorite (Mm%~ 086, 20.96, 4L 1,14, 104, 0.79)
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Plazma Polimerizasyon
Kaplamada Kimyasal Analiz

60
mTi | - Elem Wt % At % K-Ratio  Z
=0
uC CK 7.87 16.27 0.0220 1.1107
NK 0.00 0.00 0.0000 1.0996
EN

0K 32.22 49.97 0.0355 1.0895
s SK 1.20 0.93 0.0097 1.0261
TiK  50.22 26.01 0.4622 0.9150

Kimyasal Elementler
c d)
Sekil 4.28 30W 10 ml/dak 9 dk aktive edilmis vida, a) elementel analiz, b) SEM

gorintlusy, c) element degisim grafigi, d) elementel dagilim tablosu

Sonuglarda 30W gug¢ degerinde kaplanmis vidalarin kimyasal analizinde N degeri
S degerinden daha yuksek ¢ikmistir. Ayni parametrede kimyasal aktivasyonu
yapilmig vidalarin kimyasal analizinde ise N dederi sifirlanirken ylzeyde bir miktar

S kalmistir.

4.6 Rekombinant Kemik Morfogenetik Protein Tutuklanmasi ve Histolojik

Testler

Canli igine implante edilen &érnekler metot kisminda deginildigi gibi histolojik
boyama testlerine tabi tutulmustur, boyama sonrasinda parafine gémme ve kesit
alma islemi gerceklestirilen érneklerde inceleme yapilmistir. Isik mikroskobunda
bakilan oOrneklerde rhBMP-2 tutuklanmasi sonrasinda implante edilen vidalarin

cikarildigi bélgelerde osteoblastlar ( kemik hlcresi ) gézlenmistir. (Sekil 4.29)
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Sekil 4.29 a) Titanyum vida b) Ylzeyi aktif titanyum vida kullanimi sonrasi hiicre

gelisimi.

Sekil 4.29 a) kaplanmamig titanyum vidanin c¢ikarildigi boélgelerde fibroz dokuda
tahribatinda herhangi bir degisim olmadigi gozlenirken $ekil 4.29b’'de
osteoporozdan kaynakli tahrip olan bodlgelerde yeni huicrelerin  olustugu
g6zlenmistir,6zellikle daha fazla koyu bolgelerin gortlmesi osteoblastik hicrenin

daha fazla gelistigini kanitlamistir.

Calismalar sonucunda plazma polimerizasyon ydntemiyle kaplanan vidalarda
yuzey karakterizasyon verileri ele alinacak olursa; Calismalarda ilk parametre
bosalim glcunun kaplama uUzerinde nasil bir etki yarattigi gormek amaciyla
cihazin plazma 1simasi verdigi en duguk gug¢ (25W) ve yine cihazin optimum
cahistigi en ylksek gugle birlikte 4 farkh guc degeri ¢alisilmistir (25W-30W-45W-
50W). Kaplanmis vidalarda yapilan ilk ylzey karakterizasyon testi temas agisi
OlcimU sonuglarinda plazma polimerizasyon cihazinin bosalim gucunu
artirdigimizda temas agisi degerlerinde logaritmik bir duagsls goézlenmistir. Bu
disusln sebebi ise glcun artmasiyla kullanilan monomerin elementlerine daha
cok ayrilarak monomerin igersinde bulunana amin (NH2) gruplarinin ylzeye
tutunmasidir, boylece yuzey daha hidrofilik olmustur ve buna bagli olarak temas
acisi degeri dusmustur. Sonrasinda ayni gug¢ degerlerinde kaplanmis vidalarda
kaplama kalinliklari analizi yapilmigtir. Bogsalim glicinin artmasi veya azalmasiyla
kaplama kalinhgindaki degisim ise soOyledir; Glg¢ degeri arttikca kaplama
kalinhginin nanomertebede arttigi goézlenmistir, bunun sebebi ise bosalim
glcundn artmasina bagli monomerin daha ¢ok ayrisarak ylzeyle daha ¢ok
etkilesmesidir. Bosalim guclyle yapilan karakterizasyonlarin devaminda kimyasal
karakterizasyon icin ylzey kimyasi incelenmistir. Sonuglarda ele alinan 2 farkh gt¢
parametresinde (30W-50W) kulanilan monomerin (sisteamin kimyasal yapisindan
kaynakl yuzeyde N (azot) ve S (kukurt) gorulme degerleri dogrultusunda 30W
gucunde yuzeyde hem N hemde S baglanmisken, 50W guclnde ylzeyde yalniz S
degeri saptanmistir,buradaki farkhligin sebebi plazma ortaminin kaotik olmasindan

kaynakli gucun artmasiyla monomerde meydana getirdigi kovalent baglarda
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farkhliklar maydana gelmis ve bdylece ylizeye baglanmada farklliklar olabilecegi
ongorulmektedir. Devaminda kaplanmig farkl bir set vidaya kimyasal aktivasyon

yapildiktan sonra iki farkl gu¢ (30W- 45W) degerinde kiyaslamalar yapilimistir.

Aktivasyonu yapilmis vidalardada ayni sekilde sirasiyla temas agisi,kaplama
kalinligi ve yuzey kimyasina bakilmigtir. Sonuclarda aktivasyonu yapilan vidalarda
temas agisi belirgin olarak dismekte iki parametrede hemen hemen ayni oranda
hidrofilik olmaktadir. Kaplama kalinli§gi o6lgimlerinde aktivasyonu yapilmis
vidalardan 30W gucunde kalinlikta ¢ok az farkhlik gosterirken, 45W gucundeki
vidalarda kalinlik birden azalmaktadir. Ylzey kimyasi sonuglarinda ise 30W
gucundeki orneklerde aktivasyon sonrasi S ve N degerlerinde ritmik bir dusus
oldugu gozlenmigtir. Bu sonuglar 1siginda gu¢ parametrelerinden en kararl

davranan vidalar 30W bosalim gucuyle kaplanmisg vidalardir.

Calismada ikinci optimize edilmek istenen sure parametresidir. Calismalarda 4
farkh sure (3-6-9-12 dak) kullaniimistir. Plazma polimerizasyon ydntemiyle
kaplanmis farkli bir set vidada yiizey karakterizasyon testleri yapilmistir. ik olarak
kaplanmis vidalarda temas agisi Olgcimine bakilmistir. Sabit 45W glcunde ve
10ml/dak monomer akiginda kaplanmig Orneklerde temas agisi degisimleri 3
dakika surede kaplanmis vida temas agisi degeri islem gormemeis vidadan bile
daha yuksek ckmistir, yizey hidrofobik olmustur. 6 dakika parametrede ise yuzey
temas acisi duserek ylUzey hidrofiliklige kaymistir, 9 ve 12 dakikalarda beklenildigi
gibi temas acisi ritmik olarak dusmustur. Kaplama suresi arttikga monomerin
yuzeyle daha ¢ok etkilesmesinden kaynakli temas acilari dugmustir. Fakat 3
dakika parametresinde gorulen hidrofobiklige kayma egilimi 6ngorilen bir sonug
olmamistir. Farkli sire parametrelerinde yapilan kaplama kalinligi élgimlerinde ise
3, 6 ve 9 dakikalarda bakilan olgumlerde kaplama suresinin artmasina bagli
kalinligin arttigi gozlenmistir. Yuzey kimyasinda ise temas acisi Olgumlerinde
belirgin farklilik gosteren 45W 3 ve 6 dakikadaki 6rnekler incelenmistir. Sonuglarda
her iki sire parametresindede N ( azot) rastlanmamistir, 3 dakika parametrede
olan vidada diger 6 dakika parametresine gére daha fazla gértulmustir, 3 dakika
sureli 6rneklerde S degerinin fazla olmasi bu 6rnekleri hidrofobik yapmigtir. Tim
bu sonucglar ele alindiginda aslinda 9 dakika parametredeki 6rneklerde temas
acilari ve kaplama kalinlik degisimleri kararliik gostermektedir. Calismada en

uygun sure parametresi 9 dakikadir.
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Son olarak monomer akis hizinin optimizasyonu igin vidalar plazma
polimerizasyon yontemiyle kaplanmis ve yuzey karakterizasyon testleri yapiimigtir.
Monomer akisi i¢in kullanilan 4 deger 5-10-20-30 ml/dak dir. Yapilmis olan testler
sonucunda yuzey temas agisi degerleri parabol bir sekilde degismektedir, yani
monomer akis hizi arttikca temas acgisi degerinde artma meydana gelmigtir. En
dusuk temas agisi 5 ml/dak akis parametresindeki vidalarda goézlenmistir. Bunun
sebebi monomer akisi ne kadar yavas olursa monomer ylzeyde daha c¢ok
kalmasindan kaynakl yuzeyi hidrofiliklesmigtir. Yuzey kimyasi incelen 10ml/dak ve
20ml/dak parametreli 6rneklerde 20ml/dak olan 6érnekerin daha fazla S (kukurt)
icerdigi gozlenmistir. Her ne kadar kaplama kalinligina monomer akiginin etkisi
bakilamamig olsada gug ve sure parametreleri optimizasyonunda monomer akis
hizi 10ml/dak kullaniimis ve sonuglarda herhangi bir belirgin farklilik
g6zlenmemigtir. Monomer akis hizi 10ml/dak parametresinde daha Kkararli

davranmaktadir.

Tum bu veriler sonucunda elde edilen parametre gug: 30W sure: 9 dak ve
monomer akis hizi: 10 mil/dak dir. Bu parametrede kaplanmis dérneklere aktivasyon
sonrasi rhBMP-2 tutuklanmasi yapiimigtir. Elde edilen vidalar canli igi bekleme
sonrasinda vida-doku kompleksine histolojik testler yapilmistir. Elde edilen
histolojik kesitlerde ( Sekil 4.37 ) fibr6z doku gelistigi ispatlanmigtir. Vida Uzerine
tutuklanan protein rhBMP-2 hicre bolinmesini baglatma ve ilerletme 6zelligine
sahip oldugundan vidalarin ¢ikartildigi kisimlarda oncesinde kemik erimesi

g6zlenen bodlge olmasina ragmen kemik dokusu olugsmustur.

Calismalarda elde ettigimiz optimizasyon sonrasinda tutuklama gercgeklestirdigimiz
proteinin yapisina herhangi bir zarar vermedigi igin istenilen ylzeyi aktif vida

hazirlandigi ispatlanmistir.
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