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OZET

Sorkun U. (2018). Sodyum tetraborat tozu ile piirlizlendirilmis titanyum yiizeylerinde
osteoblastik aktivitenin in vitro olarak incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik

Bilimleri Enstitiisii, A1z, Dis, Cene Hastaliklar1 ve Cerrahisi, Doktora Tezi. Istanbul.

Dental implantlarin osteoentegrasyonu ve uzun donem basarisinda yiizey
ozelliklerinin olduk¢a Onemli role sahip oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda
osteoentegrasyonun kemik iyilesmesi ve kemigin yeniden sekillenmesine baglh oldugu
bildirilmistir. Dental implanta kars1 verilen kemik dokusu cevabinin fiziksel faktorlere,
kimyasal faktorlere, implant dizaynina ve yiizey Ozelliklerine bagli oldugu
bilinmektedir. Dental implantlarin yilizey basaris1 bu yiizeylerde ideal seviyede
osteoblast hiicrelerinin kolonize olmasi, yiizeylerde boliinerek ¢ogalmasi ve ylizeyde
tutunmasima baglhdir. Hiicre boliinmesi ve tutunmasindaki artis titanyum ylizeylerin
piiriizliligiine bagh olarak degismektedir. Literatiirde birgok ¢alismada bor mineralinin
antimikrobiyal etkinliginden s6z edilmistir. Ancak bor mineraliyle kaplanmis dental
implant yiizeyinin osteoblast hiicreleri lizerine etkisinin degerlendirildigi bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Caligmamizda hiicre proliferasyon etkinligi daha onceden yapilan
calismalarla kanitlanmis asit daglama yontemi ile heniiz bir ¢calisma yapilmamis olan
bor minerali ile kaplanmis implantlarin osteoblast canlilig1 {izerine etkisinin incelenmesi
amaclanmistir. Calismamizda 6mm ¢apinda, 3.5mm kalinliginda her deney grubunda
12’ser ornek olacak sekilde {i¢ deney grubu ve bir kontrol grubu olusturulmustur. Pilot
caligmalarda yiizey Orneklerinin igerdigi mineraller goriintilenmis ve ylizeyde
kaplanmis olan bor minerali ve biyouyumlu olan kalsiyum Ornekler {izerinde tespit
edilmistir. Sitotoksisite testi de yapilarak pilot calisma tamamlanmistir. Yiizey
plirtizliiligiiniin  korelasyonunun yapilabilmesi ic¢in islenmemis titanyum yiizeyler
birinci grup, asitle daglanmis yiizeyler ikinci grup ve osteoblastik aktivitenin
incelenecegi bor kaplanmis titanyum ylizeyler li¢lincii grup olarak ¢aligmaya alinmigtir.
Tez calisma gruplarinda 1., 3., 7. ve 14. giinlerdeki osteokondiiktivite degerleri
histolojik olarak 6l¢iilmiis ve sonuglar toplanmistir. 1., 3., 7. ve 14. giinde her gruptan

birer 6rnek SEM goriintiileri alinmasi i¢in rastgele secilmistir.

Tez calismamizin sonuglari ile bor mineralinin titanyum yiizeylerde osteoblast

hiicre proliferasyonu ve canliligina olumlu yonde katkis1 oldugu sonucuna varilmaistir.

Anahtar Kelimeler: Bor, titanyum yiizeyi, osteoblast, dental implant, osteokondiiktivite
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ABSTRACT

Sorkun U. (2018). In vitro examining of osteoblastic activity on sodium tetraborate
coated titanium surfaces. Istanbul University, Institute of Health Science, Oral and

Maxillofacial Surgery Department. Doctorate thesis. Istanbul.

Surface structures in osseointegration of implants are important for long term
success. Studies show that osseointegration is related with bone healing and bone
remodelling. Bone tissue response against dental implants depends on physical factors,
chemical factors, design of implants and its surface structures. Surface success of dental
implants depends on the ideal level of colonization, proliferation and adhesion of
osteoblast cells on these surfaces. The increase of cell proliferation and adhesion differs
to the ruggedness of titanium surfaces. Numerous studies in literature show the
antimicrobial activity of boron element, however there is no study showing the activity

of osteoblast cells on boron coated dental implant surfaces.

The aim of this study is to examine the osteoblast cell activity on boron coated
implant surfaces. In the study, 6mm diameter and 3.5mm height cylindric shaped 9
samples in each three groups were created. In the pilot study, boron coated surface
samples were monitored and both boron and biocompatible calcium were found on the
samples. Additionally, cytotoxicity tests were performed with one control group and
three experimental groups of titanium machined surface, acid etched titanium surface,
and boron coated titanium surfaces. Histological measurements were perfomed for
osteoconductivity levels on the 1st, 3rd, 7th, and 14th days, and SEM analysis was
performed on a sample randomly selected from each group. The results indicated that
boron coated titanium surfaces have positive effects on cell proliferation and cell
vitality.

Keywords: Boron, titanium surface, osteoblast, dental implant, osseoconductivity
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1. GIRIS VE AMAC

Titanyum ve alagimlari, iyi mekanik 6zellikleri, miikemmel korozyon direnci ve
yiiksek biyouyumluluk derecesi nedeniyle, ortopedik ve dental implantlarin {iretiminde
yaygin olarak kullanilmaktadir (1). Titanyumun biyouyumlulugu yilizey oksit
tabakasinin 6zellikleri ile yakindan iligkilidir (2). TiO> tabakas1 biyolojik olarak uyumlu
olmasina ragmen, kemige dogrudan bir bag olusturacak kadar biyoaktif degildir, bu da

uzun donemde osteoentegrasyon kaybina bagli olarak implant basarisizligina yol
acabilir (3).

Titanyum implantlarin biyoaktivitesini arttirmak icin, son yillarda kimyasal,
fiziksel ve biyokimyasal teknikleri igeren ¢esitli uygulamalar gelistirilmistir (4, 5).
Yiiksek voltaj altindaki elektrolit soliisyonu kullanilan, metal veya seramik gibi pordzlii
yiizeylerin kaplanmasi igin gelistirilmis ileri elektrokimyasal bir teknik olan Mikro-Ark
Oksidasyon (MAO) teknigi uygulamalarin en ilgi ¢ekenidir (Haan ve ark. 2008). Ciinkii
bu yontemle titanyum yiizeyi lizerinde implantin sekline bakilmaksizin mikro
gbozenekli bir oksit filmi olusturabilmekte ve aym1 zamanda elektrokimyasal siireg
sayesinde yiizey topografisini ve kimyasini degistirebilmektedir (6). MAO yontemi ile
elde edilen filmin morfoloji, gézeneklilik ve kimyasal bilesim gibi 6zellikleri, MAO
yonteminin igslem parametrelerinden agik¢a etkilenebilir (7, 8). MAO ile elde edilmis
filmlerin tiim ozelliklerinden, Ozellikle oksitlenmis implantlarin yiizey kimyasi
ozelliginin kemik cevabini etkiledigi ve yiizeye kaplanan materyaller ile implantlarin

antimikrobiyal etki gosterebilecegi diistiniilmektedir.

Borik asit esterlerinin, klinikte kullanilan eritromisin, gentamisin ve streptomisin
gibi antibiyotikler ile kiyaslanabilir oldugu rapor edilmistir. Bor, olduk¢a genis bakteri,

mantar ve maya spektrumuna karsi etkili bir antimikrobiyaldir (9).

Bor (B) organizmanin temel mikro elementlerinden olup, osteogenezde ve
kemigin korunmasinda da 6nemli bir rol oynamaktadir. Son zamanlarda, Gorustovich
ve ark. yaptig1 caligmada farelerde diyet boron yoksunlugunun periodontal alveoler
kemik modellemesini ve kemik olusumunu inhibe ederek yeniden yapilanmay:
degistirebilecegini bildirmistir (10). Hakki ve ark. nin osteoblastlarda B'un molekiiler
diizeyde ve olas1 mekanizmalarindaki etkileri lizerine yaptigi bir ¢alismada; B'un, hiicre

dis1 matriks proteinlerinin (COL 1, OPN, BSP ve OCN) mRNA ekspresyonunu ve



kemik morfojenezi ile ilgili protein ekspresyonunu (BMP-4, -6 ve -7) diizenleyerek

osteogenezi uyandiracak timit verici bir element olabilecegini savunmuslardir (11).

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

vurgulanmugtir (12).

Tez ¢alisma donemimizin baslangicinda konuyu belirlerken B’nin tiim bu timit
verici Ozelliklerinin dental implant caligmalarina uyarlanmasi hedeflenmistir. Tez
konusunu belirttigimiz asamada B’nin dental implantlara yo6nelik uyarlama
calismalarina literatiirde rastlanmamistir. Diinya B rezervlerinin %73,5’ine sahip
olmamiz B bilesiklerinin dental implant yiizeylerine uyarlandiginda iiretim maliyetini
biiylik olglide disiirecegi Ongoriilmiistir. Tiim bu fikirlerden dolayr doktora tez
calisgmamizda; B’un MAO yontemiyle Ti diskler iizerinde B-TiO2 film olusturulmasi
sonucu osteoentegrasyonun gelistirilmesi amaciyla timit vaadeden bir yiizey elde
edilebilecegi diisiiniilmiistiir. Titanyum yiizeyin kemik iyilesmesini tetikleyici etkisi
bizim i¢in klinik agidan tedavi siiresini kisaltmak ve basariyr artirmak i¢in énemli bir
faktordiir. Calismamizda elde ettigimiz B katkili yiizeyler, 1., 3., 7. ve 14. giinlerde
osteoblast hiicre ekimi yapilarak diger piriizlii yiizeylerle karsilastirilmali olarak

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyouyumluluk nedir?

Yaygin olarak kullanilan resmi tanimlamaya gore biyouyumluluk, bir materyalin
spesifik bir uygulama sonucu uygun konak cevabr gostermesidir (12). ISO
standartlarina gore (ISO 10993-1) bir dizi test tanimlanmis olup bu testlerden gegen bir
materyal biyouyumlu olarak tanimlanmaktadir. Bu testler; hayvan c¢alismalarini,
genotoksisiteyi ve karyojenik etkiyi, ¢ogalma ilizerindeki toksisiteyi, kanla etkilesim
testlerini, in vitro sitotoksisite testlerini, implantasyon sonrasi lokal etkilerin ve
sterilizasyon artiklarinin saptanmasini, materyallerin bozunmasini, irritasyon ve
sensitiviteyi, sistemik toksisiteyi, Orneklerin hazirlanmasini, bozunma iriinlerinin

saptanmasini ve miktarmnin tayinini i¢eren testlerdir (13).

2.2. Titanyum biyouyumlulugu

Bazi metallerin enflamatuar yanita sebep oldugu ve hipersensitivite reaksiyonu
meydana getirdigi ¢ok iyi bilinmektedir. Nikel (Ni), kobalt (Co) ve krom (Cr) gibi
metallerin in vivo ve in vitro reaksiyonlara neden olduklar1 gosterilmistir (14, 15). Fakat
titanyum materyallerin diger metallere gore biyolojik sistem tarafindan daha kolay

kabul edildigi bir¢ok calisma tarafindan gosterilmistir (16,17).

Maurer ve ark., vanadyum ve titanyum tuzlarinin hiicre tarafindan alimmasini
inceledikleri ¢aligmada titanyumun hiicrelerde toksik etki olusturmadigini, buna karsin
vanadyumun 10 pg/ml ’den fazla oldugu degerlerde toksit etki gosterdigini
bildirmislerdir (18). Bagka bir ¢alismada, siganlara serum fizyolojik igerisinde TiO2
intraperitonal olarak enjekte edilmis ve karaciger, dalak ve akciger gibi organlar
histolojik olarak degerlendirilmistir (19, 20). Organlarin parenkiminde titanyuma bagl
bir doku hasar1 tespit edilmemistir. Ayrica, titanyumun allerjik reaksiyon meydana
getirme potansiyelinin diisiik olmast diger metallere gore istiinligiinii ortaya

koymaktadir. Literatiirde titanyum allerjisi bildirilmesine ragmen (20), bu oranin nikel
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ve krom gibi metal allerjilerine gore goriilme sikligi daha azdir (21). Aydil B. tarafindan
yapilan doktora tez ¢aligmasinda titanyum metallerinin diger metallere gore daha az

genotoksik etkiye sahip oldugu bilgisini desteklemistir (22).

Saf titanyum materyallerin korozyona direncini ve biyomekanik stabilitesini
arttirmak i¢in ¢ogunlukla alasim metalleri uygulanmaktadir. Fakat, titanyum
alasimlarinda diger elementlerin varligi ¢ogunlukla biyouyumlulugu etkilemektedir.
Korozyon ve iyon salinimi g¢evre dokularda alasim elementlerin toksisitesini
arttirmaktadir.  Eisenbarth ve ark., yaptiklari c¢alismada alasim metallerinin
biyouyumluluklar1 degerlendirilmis ve en yiiksek biyolojik uyumluluga sahip olan
elementten en diisiige dogru siralamislardir: Niyobyum (Nb) > Tantalum (Ta) >
Titanyum (Ti) > Zirkonyum (Zr) > Aluminyum (Al) > 316L (Molibden igeren 18Cr-8Ni
paslanmaz c¢elik) > Molibden (Mo). Bu materyallerin arasinda titanyum, nispeten

giivenilir bir metal olarak goze ¢arpmaktadir (23).

Metal implantlarin biyolojik uyumu, metal salinimi ve protein baglama kapasitesi
gibi yiizey ozelliklerine baglidir. Krom-kobalt (Co-Cr-Mo) ve titanyum implantlarin
karsilastirildig: ¢alismada, krom saliniminin titanyuma gore daha fazla oldugu goriilmiis
ve iki yiizeyin protein baglama ve konformasyon mekanizmalarinda farkliliklar oldugu
bildirilmistir (24). Metal ve alasiminin tipine bagh biyofilmin kompozisyonu ve metal
iyon salmimi, implant alasimlarin biyoreaktivitesini belirlemektedir. Titanyum
metalinin Ustiin biyouyumlulugu, diisiik iyon salinimina ve viicut sivilar ile karsilastig

zaman yiizeyinde meydana gelen protein konformasyonuna baglidir.

2.3. Osteoentegrasyon

Ik olarak, Brinemark ve ark. dental titanyum implantlarin uzun doénemli
fonksiyonel yiiklemeye dayanabilen direkt kemik ankrajini “osteoentegrasyon” olarak
tanimlamiglardir (25).

American Academy of Implant Dentistry tarafindan 1986°da yapilan tanimlamaya
gore osteoentegrasyon, implanttan kemige devamli bir kuvvet iletimini ve dagilimini
saglayacak sekilde kemik ile implant arasinda kurulan baglantidir.

Histolojik olarak implant materyali etrafinda fibréz doku kapsiiliiniin olmamasi

implantin osteoentegre olarak kabul edilmesinin sartidir (26). Fakat bu histolojik
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tanimlamanin Kklinik olarak belirlenmesi zordur. Bu sebeple son yillarda bir¢ok
aragtirmaci,  osteoentegrasyon prensibini  bir biyomekanik fenomen olarak
degerlendirmekte ve klinik olarak fonksiyonel ylikleme sirasinda asemptomatik rijit
fikse (osteoentegre) alloplastik implant materyalleri osteoentegre olarak kabul
etmektedir (27, 28).

Osteoentegrasyon fenomeni, ilk ortaya atildigindan beri ¢ogunlukla titanyum ve
kemik arasinda gerceklesen baglantiyr tanimlamak i¢in kullanilmistir. Farkli implant
materyalleri de kemik igerisine yerlestirildiklerinde fibr6z doku kilifi olusturmadan
osteoentegre olabilmektedirler. Daha 6nce de bahsettigimiz gibi, kullanilan materyalin
cinsi osteoentegrasyonun kalitesini belirlemektedir. Albrektsson ve ark., yaptiklari
calismalarda titanyumun, zirkonyum ve paslanmaz c¢elige gore ¢ok daha ince bir
proteoglikan tabakasi ile sarildigini, kalsifiye dokunun titanyum implant yilizeyine daha
kisa bir mesafede olustugunu ve bdylece osteoentegrasyon kalitesinin yiiksek oldugunu
gostermiglerdir (29, 30). Ayrica bir¢ok ¢alisma titanyumun diger konvansiyonel implant
materyallerine gére daha az yabanci materyal reaksiyonu meydana getirdigini ortaya

koymustur (20, 22).

2.4. Osteoentegrasyonda Yiizey Ozelliklerinin Etkisi

Implant yiizeyinin 6zellikleriyle kemik arasinda iliski yillardir biyomateryal bilimi
tarafindan en ¢ok arastirilan konulardan biridir. Caligmalar, yiizey topografisi ve
yiizeyin fizikokimyasal yapisi gibi baslica iki ylizey oOzelliginin doku ile implant
arasinda gergeklesen olaylar1 yonlendirdigini belirtmektedir (31, 32). Son yillarda,
aragtirmalar, osteoentegrasyonu optimize edebilmek ve hizlandirabilmek i¢in bu yiizey
ozelliklerinde bir takim modifikasyonlar yapmak iizere yogunlagsmistir. Fakat bu
zamana kadar yapilan ¢ok sayida ylizey calismasimnin “deneme yanilma” seklinde
yiirlitiilmiis olmas1 sebebiyle bazi arastirmacilar doku cevabinda etkili olan yiizey
ozelliklerinin ortaya konulmasi gerekliliginin {izerinde durmaktadirlar (27, 33). Fakat
yiizey morfolojisinde yapilan diizenlemeler ¢ogunlukla yiizey kimyasinda da bir takim
degisimlere sebep oldugu i¢in birbirlerinden bagimsiz degerlendirilme imkanlar1 bazen

zorlagsmaktadir.



2.3.1. Yiizey Topografisi

Implant yiizeyini daha piiriizlii hale getirerek kemik-implant arahiginda yiizey
alanini artirmanin boylece daha iyi kemik-implant baglantis1 saglayabilme fikri yillardir
kabul goéren bir yaklagimdir (34, 35). Kumlama, asitle daglama, titanyum plazma sprey
ve anodizasyon gibi bir¢ok teknikle yiizey topografisinde degisiklikler yapilabilmekte
ve ylizey puriizliligi arttirilabilmektedir (36, 37, 38, 39). Yiizeyin ii¢ boyutlu
morfolojisi, hiicre-yiizey etkilesimlerini degistirerek osteoentegrasyonu destekleyecek
sekilde etkilemektedir (40).

2.4.1.1. Machined (islenmemis) Yiizey
Direkt olarak implant freze makinesinden ¢ikan implantlarin yiizey yapi
ozelligidir. Machined yiizeyli implantlarda, implantin uzun aksi boyunca 0.1np derinlik

ve genislikte dairesel paralel ¢izgilerin mevcut olmasi esastir.

2.4.1.2. Asit daglama yontemi

Yapilan arastirmalarda asit daglama yonteminin implant ylizeyinde olusan
kemik miktarin1 artirdigi gosterilmistir (31). Asit daglama yontemi, hidroklorik
asit/stlfirik asit (HCL/H2SOg) ile ya da %2 Hidroflorik asit / %10 nitrik asit banyosu ile
yapilabilmektedir (41). Asit daglama yontemi yilizey alanini arttirmanin yaninda metal
yiizey tzerindeki arttk maddelerin giderilmesini saglayarak da kemik-implant

baglantisinin iyilesmesinde rol oynamaktadir.

Cochran ve ark., ise asit daglama ve kumlama yontemlerinin uygulandigi
implantlarda yiikleme Oncesi ve sonrast boyun bolgesi kemik rezorpsiyonlarinda azalma
oldugunu vurgulamistir (41). Buser ve ark., yaptiklari bir ¢aligmada; asit daglama ve
kumlama yapilan implantlarin sokiilmesinde belirgin olarak c¢ok daha yiiksek tork

uygulanmasi gerektigi bildirilmistir (42).



2.4.2. Yiizey Kimyasi

Yiizey topografisi gibi fiziksel Ozelliklerin yaninda, yilizey kimyasindaki
degisimlerin de implant gevresindeki osteogenez iizerinde etkileri oldugu bilinmektedir
(33). Yiizey kompozisyonu, yiizey yiikii ve ylizey enerjisi gibi fizikokimyasal yiizey
Ozellikleri, kemik biyomateryal iliskisinde ©Onemli rol oynayan; osteoblastlarin
baglanma, ¢ogalma ve 6zellesmeleri igin 6nemli parametrelerdir (43). Titanyum yiizey
kaplamalari i¢in plazma sprey (44, 45), sol-jel metodu (46), elektroforetik depozisyon
(47), katodik depozisyon (48), iyon-beam teknikleri (49) ve film kaplama teknikleri (50)
gibi farkli yontemler kullanilmaktadir.

Topografiye ve kompozisyona bagl olarak degisiklik gosteren ylizey enerjisi,
hiicrelerin baglanacagi protein tabakasinin adsorbsiyonunda ve konformasyonunda
degisiklik meydana getirmektedir (43). Implant materyali, serum, tiikiiriik veya kiiltiir
besiyeri gibi sivilar ile karsilastigi zaman, yiizey enerjisine bagl olarak proteinlerin
yapisal degisime ugrama potansiyellerinde farkliliklar meydana gelir. Boylece iyonlar,
mineraller, su, protein ve diger molekiillerin yilizey baglanma oryantasyonu degiserek,
hiicrenin ylizeye baglanma davranisi degisiklige ugrar (33). Baz1 arastirmacilar, yiiksek
ylizey enerjisinin doku baglanmasini arttirdigini savunmaktadirlar (51).

Baier ve ark., ilk olarak ylizey enerjisinin 6nemini vurgulamislar ve plazma
temizleme islemi ile titanyum yiizeyinden hidrokarbon kontaminasyonunu
uzaklastirarak yiiksek yilizey enerjisi elde etmislerdir (52). Zhao ve ark., yiiksek yiizey
enerjisine sahip modifiye implant yiizeylerde kiiltiire edilen osteoblastlarin, artan
alkalen fosfataz aktivitesi ve osteokalsin iiretimi ile birlikte yiiksek TGF-B1 ve PGE2
yapimina bagli olarak daha 6zellesmis bir fenotip sergilediklerini ve yiiksek yiizey
enerjisinin osteoblastlarda stimiile edici bir etki gosterdigini savunmuslardir (51). Fakat,
literatiirde zit bulgularin da olmasi sebebiyle (53, 54), yiizey enerjisinin peri-implantal
osteogenez lizerine etkisi hakkinda ilave c¢alismalarin ve sistematik derlemelerin
varligina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Yiizey yiikiine bagl de8isim gosteren ve osteoblast fonksiyonlarinda etkili olan
bir baska yilizey ozelligi ise interfasiyel gerilim veya islanabilirliktir. Moller ve ark.,
farkl1 1slanabilirlik degerlerine sahip titanyum yiizeylerde yaptiklar1 calismada,
1slanabilirlik  ve osteoblast reaksiyonlar1 arasinda herhangi bir korelasyon

bulamamislardir (55). Redey ve ark, ise diisiik osteoblast baglanmasi ve kollajen
7



tiretimini, ylizeyin diisiik 1slanabilirligine baglamislardir (56). Ferguson ve ark., ayni
piiriizlilik degerlerine sahip, hidrofilik ve hidrofobik titanyum yiizeyleri in vivo olarak
karsilagtirmislardir. Islanabilirlik degeri yiiksek, su temas acis1 disiik hidrofilik
implantlarda, hidrofobik yiizeylere gore daha fazla kemik apozisyonu ve interfasiyel
koparma kuvveti elde etmislerdir (57).

Bu sonuglara bakildigi zaman biyomateryalin ylizey kimyasinin osteoblast
fonksiyonlar1 tizerine 6nemli bir etkisi oldugu gbze carpmaktadir ve bu yiizden birgok
calisma yiizey kimyas1 iizerine yogunlagmistir. Fakat bugline kadar kemik

rejenerasyonu i¢in altin standart saglayacak bir yiizey kimyasi ortaya konulmamistir
(58).

2.4.2.1. Mikro-ark oksidasyon yontemi (MAQO)

Bu yontem, yiiksek voltaj altindaki elektrolit solusyonu kullanilan, metal veya
seramik gibi porozlii ylizeylerin kaplanmasi igin gelistirilmis ileri elektrokimyasal bir
tekniktir, MAO yontemi Ca velveya P iyonlarmin elektrolit kompozisyon ve
konsantrasyonunun kontrol edilmesiyle yiizeyin kaplanmasidir (59, 60). Biyomedikal
uygulamalar agisindan bu islemin 6nemi; MAO islemi sirasinda elektrolitteki Ca ve PO3
iyonlarmin seramik tabaka igine girerek titanyum gibi alasimlarin biyoaktivite

potansiyelini arttirabilmesidir (61).

MAO islemi sirasinda, elektrolite daldirilmis Ti 6rnek iizerine pozitif voltaj
uygulanarak titanyumun anodizasyonu sonucu ylizeyde oksit tabakasi olusturulur.
Uygulanan voltaj belli bir noktaya kadar artirildiginda oksit tabakada bozulmanin
(yalitkan madde bozulmasi) bagladigi noktada mikro-ark goézlenmektedir. Yalitkan
madde bozulmasinin olustugu anda Ti iyonlar1 ve elektrolitteki OH iyonlar: ters yonde
hareket etmeye baslayarak en kisa zamanda bozulan oksit tabakayi tamir ettikleri
goriilmistiir. Bu yeni olusan tabaka sikica tutunmus pordz yapidadir ki  bu form

biyoaktif yiizeyler i¢in oldukga avantajli bir durumdur (59, 60, 62).

Son yillarda Ti implantlarin biyolojik cevabinin iyilestirilmesi konusunda
yapilan ¢alismalarda MAO yontemi, yiizey modifikasyonu i¢in en 1yl yontemlerden biri

olarak nitelendirilmistir (63, 64).



2.5. Implant ¢evresinde kemik olusum mekanizmasi

Kemik ic¢ine yerlestirilen implant c¢evresindeki hasar goéren doku bu duruma,
kemik iyilesmesi ve rejenerasyonun normal mekanizmalar1 ile cevap vermektedir.
Hasarin olustugu yilizeye komsu kemik yiizeylerindeki kan damarlarinda hasar meydana
gelir ve hazirlanan implant yuvasinda hemoraji, pitht1 veya hematom meydana gelir.
Implant yerlestirilirken viicutta ilk olarak kan ile temas eder. Implant, biyolojik sivilarin
mevcut oldugu ortama girdikten saniyeler sonra, yiizeyinde proteinlerden olusan bir
tabaka meydana gelir. Yiizeyde meydana gelen bu protein modifikasyonu biitiin implant
materyallerinde ayni sekilde gerceklesir. Fakat materyalin cinsi ve ylizey 6zellikleri,
olusan protein tabakasinin yapisi ve konformasyonunda belirleyicidir (65).

Yiizeydeki protein modifikasyonunu takiben, implant yiizeyi trombositlerle temas
eder. Yara yiizeyindeki trombosit agregasyonu sonucu, pihtilasma mekanizmalar
devreye girerken, diger bir taraftan da trombositlerin graniillerinden, transforming
biiyiime faktorii beta (TGF-B) ve trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF) gibi bir
takim biiyiime faktorleri ile serotonin ve histamin gibi bazi vazoaktif faktorlerin
salimimi gergeklesir. Trombositler tarafindan salgilanan bu kemoatraktanlar, cesitli
hiicrelerin  migrasyonunu ve c¢ogalmasin1 stimiile ederek implant-iyilesme
mekanizmalarinda ydnlendirici etkiye sahiptirler. Ornegin, PDGF enflamatuar
l16kositler, osteoblastlar, diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar gibi ¢ok cesitli hiicrelerde
mitojenik ve migratif etkilere sahiplerdir (66, 67).

Implantasyon sonrasi, notrofiller de trombositler gibi bdlgeye ilk ulasan ve ilk
enflamatuar yanitta gorevli hiicrelerdir. Notrofiller ilk 1-2 giin kemik-implant araligim
domine ederler. Bolgede bakteri ve endotoksin bulunmadik¢a, nétrofil sayist azalir.
Dokuda meydana gelen yaralanmadan bir giin sonra, monosit migrasyonu ve makrofaj
aktimiilasyonu meydana gelmeye baslar (28). Notrofiller ve makrofajlar, 6li hiicreleri,
ekstraseliiler matriks kalintilarin1 ve bakteriler gibi yabanci cisimleri uzaklastirirlar.
Makrofajlar, enflamatuar fazdaki fagositik gorevlerinin yaninda fibroblast biiyiime
faktorii (FGF), trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) ve vaskiiler endotelyal
bliylime faktorii (VEGF) gibi ¢esitli sitokinler de salgilarlar. Boylece osteojenik ve
endotel hiicrelerinin gd¢ilinii stimiile ederek bir sonraki proliferatif fazin gerceklesmesi

icin gerekli kimyasal sinyalleri saglarlar.



Vazoaktif aminlerin serbestlenmesi, trombosit ve 16kosit infiltrasyonu, piht1 ve
fibrin aginin olusumu ve makrofaj aksiyonu ile birlikte ilk enflamatuar faz gerceklesir.
Bes giine kadar uzayabilen bu enflamatuar yaniti, nétrofillerin ve takiben monositlerin
pihtiy1 ortadan kaldirmalari ve anjiogenezin baslamasi takip eder (68). Periimplant
iyilesme kompartmaninin hipoksik ve asidik ortaminda makrofajlardan ve endotelyal
hiicrelerden salgilanan ¢esitli biiylime faktorlerinin (primer olarak FGF ve VEGF) fibrin
agmin igerisine yeni kapillerlerin gelisimini stimiile eder (69). Boylece endotelyal
hiicrelerin  ¢ogalmasi, maturasyonu ve yeni Kkapiller tiiplere organizasyonu
gerceklesirken yeni olusan dokunun oksijen ve besin ihtiyaci karsilanir.

Kan hiicrelerinin, kemik-implant araliginda olusan fibrin bazli yapisal matriksteki
davraniglarinin iyilesme iizerine etkileri tartisitlmaz bir gercektir. Fakat implant
cevresinde meydana gelecek ossifikasyonun kalitesi, bolgeye go¢ edecek osteojenik
hiicrelerin ¢ogalma ve migrasyon kapasitesi ile dogru orantilidir (35). Osteoblastlarin,
implantin yerlestirilmesinden hemen bir giin sonra ylizeye yapismaya basladiklarini
gostermiglerdir. Bu bulgu, Davies ‘in, belirtigi gibi mezenkimal kok hiicre gogiiniin ve
kolonizasyonunun implantin yerlestirilmesinden kisa bir siire sonra meydana geldigini;
alyuvar, fibrin ve trombositlerin modiilasyonu sonucu ortaya ¢iktigin1 gostermektedir
(70). Pihtilagsma mekanizmasi sonucu olugsmus gegici fibrin matriksin ti¢ boyutlu yapisi
ve bolgeye ilk ulasan hiicrelerin salgiladiklart migratif biliylime faktorleri, osteojenik
hiicrelerin optimum gdcii i¢in 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu sebeple, implante edilen
materyalin kimyas1 ve yiizey ozellikleri, olusacak fibrin baglama kapasitesini ve
biliylime faktorlerinin saliiimini etkileyerek mezenkimal hiicrelerin gogiinii dogrudan
yonlendirmektedir (71).

Titanyum implant materyalleri, ylizeylerinde ideal bir fibrin retansiyonu meydana
getirirler. Bu fibrin matriks sayesinde migrasyon yetenegine sahip osteojenik hiicreler
implantin ylizeyine ulasirlar ve dogrudan ylizeyde yeni kemigin iiretimine baslarlar.
Davies, bu ossifikasyon konseptini de novo kemik yapimi olarak tanimlamaktadir (28).
[Ik 6nce &zellesmis olan osteojenik hiicreler, kalsiyum fosfat mineralizasyonu igin
kollajensiz organik matriksi (sement ¢izgileri/lamina limitans) salgilarlar. Cogunlukla
osteopontin ve kemik sialoprotein gibi iki tane kollajen olmayan proteinden olusan ve
yogun olarak proteoglikan igeren bu tabakada mineralizasyon meydana gelir (72).
Kalsiyum fosfat ¢okelmesini takiben kollajen fibrillerin olusumu ve mineralizasyonu

gerceklesir. BOylece kontak osteogenezi sonucu, implant ve yiizeyindeki kalsifiye
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kollajen kompartmanin arasinda kollajen olmayan bir doku olusur. Bu doku, titanyum
gibi toksik olmayan bir implant materyali ile kemik arasinda meydana gelen baglantiy1
gosteren yapidir.

Implant yiizeyinde bu kalsifiye matriksin olusumunu takiben 6rgii (woven) kemik
ve kemik trabekiilleri tekrar diizenlenirler (73). Implant gevresinde kaybolan kemik
devamliligini tekrar kazandirmak icin hizli bir 6rgii kemik yapimi baslar. Orgii kemik,
gevsek sekilde paketlenmis cesitli boylarda ve diizensiz kollajen fibrillerinden meydana
geldiginden dolay1 lameller kemik kadar diizenli olmas1 ve mekanik stabilite saglamasi
olanaksizdir. Fakat ilk ii¢ ay igerisinde biiyiik oranda remodele olarak lameller kemige
doniisiir. Implantasyondan ii¢ ay sonra impantlarin cevresinde ¢ogunlukla orgii ve
lameller kemik karisimdan meydana gelen doku kendini gdsterir (74, 75, 76). Implant
cevresinde meydana gelen yeni lameller kemigin olusumu ve remodelasyonu, ilik
dokusunun yogun oldugu bolgelerde mononiikleer 6ncii hiicrelerin mevcudiyetine bagh
olarak kortikal kemige gore ¢ok daha hizli gergeklesir (28). Bu sebeple,
implantasyondan hemen sonra kortikal kemikte daha iyi primer mekanik stabilite
saglanirken, implantin asil biyolojik fiksasyonu trabekiiler kemikte daha c¢abuk

gerceklesir.

2.6. Bor

Bor (B), organizmalarin ana mikro-besinlerinden biri olmakla beraber,
osteogenezis ve kemik yapiminda énemli bir rol oynamaktadir (77, 78). Kemik saglig
i¢in B, kalsiyum, protein, magnezyum vb. element ve vitaminlerin diet ile alinmas1 ¢ok

onemlidir. Eksikliklerinde kemik kaybi ve kemik yapilanmasinda azalma goriilebilir
(10,79,80).

B’nin insanlarda steroid hormon metabolizmasini olumlu yonde etkileyen,
kalsiyum eliminasyonunu ve kemik demineralizasyonunun Onleyen Onemli bir
elementtir. Menapoz déneminde ve sonrasindaki kadinlarda B takviyesinin belirgin bir
sekilde idrarla kalsiyum ve magnezyum atilimini azalttigi, serum estradiol seviyesini,

kalsiyum emilimini artirdig1 belirtilmektedir (81, 82).
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Ying ve ark. tarafindan 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada, B’un osteojenik
farklilasmay1 uyararak kemiklesmeyi arttirdigi belirtilmistir (83).

Huang ve ark. 2015 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada MAO yontemiyle Ti
yizeyinde B-TiO; film olusturmus ve bu filmin fizikokimyasal ozellikleri ve
biyoaktivitesi karsilastirmali olarak incelemislerdir. Calisma sonucunda B-TiO2 film
yiizeyinin TiO; filminden morfolojik olarak farkli olmadigi, yiizeydeki TiO2 filme B
infiltrasyonunun hidrofilik 6zelligi ve biyoaktiviteyi arttirdign bildirilmistir. Ayrica
calisma sonucunda bu konuda daha fazla in-vitro ve in-vivo ¢alisma yapilmasi gerektigi
vurgulanmistir (12). Bu calismaya paralel olarak, tez ¢alismamizda MAO yontemiyle
B-TiO: film olusturulan Ti disk ylizeyindeki osteoblastik aktivitenin, islenmemis ve asit

daglama yontemi uygulanmis diskler ile karsilastirilmistir.
2.7. Hiicre Kiiltiirii
Hiicre kiiltiirleri li¢ ana baglik altinda toplanabilir:
1. Organ kiiltiirleri

Organlarin  belli  siirelerde  viicut disinda canli  kalmalarinin

saglanmasidir.
2. Doku eksplant kiiltiirleri

Doku pargaciklarinin canliliklarinin in vitro kosullarda devaminin

saglanmasidir.
3. Hiicre kiiltiirleri

Hiicre kiiltiirii, spontan migrasyon, mekanik veya enzimatik parcalanma

ile dokudan ayrilmis olan hiicrelerin tiretilmesidir (84).

2.7.1. Hiicre kiiltiirlerinin avantajlar
e Hiicre kiiltiirii ortaminda fizikokimyasal kosullar daha iyi kontrol
edilebilir. Sicaklik, pH, ozmotik basing, O2, ve CO> kismi basinglar1 gibi
fizikokimyasal kosullar hiicre kiiltiirlerinde daha kolay saglanirken bu

kosullarin in vitro olarak saglanmas1 daha zordur.
e Hiicre kiiltiirlerinde homojenite saglanabilmektedir.

e Hiicre kiiltiirleri ekonomiktir (85)
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2.7.2. Hiicre Kiiltiirlerinin dezavantajlari
e In vitro calismalarda sterilite, kiiltlirlerinin hazirlanmasi ve mikroskobik

inceleme uzmanlig1 gerektirir.

e Primer kiiltiir ile baslandiginda birbirini izleyen pasajlarda hiicreler

farklilagir ve mutlaka bir miktar 6liim gerceklesir.

e Bazi durumlarda kullanilan ekipmanlarin son derece pahali olmasi, hiicre

kiiltiirlerinin ekonomik olmamasina yol agabilir (86).

2.8. Hiicre canlilik orani ve hiicre sayisini degerlendirme testleri

Hiicre canlilik testleri kiiltiirlerde toksik etki sonucu canli kalan hiicre oraninin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Canlilik testleri, biitiinliigi bozulmus hiicre
membranlarinda membran igerisine alinan tripan mavisi, eritrosin ya da naftalin siyahi
gibi boyalar ile yapilabilir. Membran biitiinliigi bozulmamis canli hiicrelerin membran
igerisine alinan florasan ya da nétral kirmizi boyalar1 kullanilmasi ile yapilir (87, 88).

Notral kirmizi canlt hiicre igerisinde birikebilen vital bir boyadir. Bu sayede
yasayan hiicreler tespit edilebilmektedir. Boyama igsleminden sonra hiicre siispansiyonu
hemositometre adi verilen cam iizerine yerlestirilir. Optik mikroskop altinda
hemositometredeki canli hiicrelerin orani tespit edilir (89).

Tripan mavisi, membran biitinligii bozulmus hiicrelerde biriken, non-vital bir
boyadir. Hemositometre yardimiyla hiicre orani tespit edilir (Powers). Vital ve non-vital
boyalarin kullanildigr test yontemlerinde mikro-plaka okuyucular1 kullanilarak
spektrofotometrik olarak sitotoksik etkiler degerlendirilir (90).

Floresan metodunda ise; diasetil floresan canli hiicre igerisine girebilen bir
boyadir. Propidium iodide boyasi da diasetil florasan gibi membran bitiinligi
bozulmus hiicre icerisine girerek DNA ve RNA’y1 da etkiler. Florasan boyalar ile
boyanmis hiicreler 151k kaynagi ve filtrelere sahip floresan mikroskobu ile
degerlendirilirler. Bu degerlendirmede florasan boya ile goriintii veren hiicreler 6lmiis

hiicre anlamina gelmektedir (91).
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2.8.1. Hiicre Canliik Degerlendirme Testleri

Kisa donem testleri hizli ve kolay uygulanabilir olmasmma ragmen sadece
degerlendirme esnasindaki olii hiicreleri gostermektedir. Bununla birlikte toksik etkilere
maruz kalan hiicrelerde etkiler birka¢ saat, giin veya daha gec¢ goriilmektedir. Bu
nedenle canlilik oraninin belirlenmesinde, kisa donemde ortaya ¢ikan toksisite
reaksiyonlarda geri doniisiim olabildiginden uzun donem testleri kullanilmaktadir
(Fresney 2005).

Hiicre yagami seyreltilmis tek tip hiicre siispansiyonundan hiicrelerin ayr1 ayr1 koloni
olusturabilme kabiliyeti olarak tanimlanir. Diisiik hiicre yogunlugunda koloni olugturma
diizeyi (plating efficiency) hiicre yasaminin belirlenmesinde kullanilan ydntemdir

(Freshney 2015, 94).

2.8.2. Proliferasyon Degerlendirme Testleri

Hiicre aktivite testleri bazi maddelerin turnover hizlari iizerine dayalidir. Bu
sayede, bir enzimin veya bir grup enzimin yada diger maddelerin aktiviteleri
Olciilmektedir. MTT  testi  hiicrelerin  proliferasyonunun, canliliinin  ve
sitotoksisitelerinin Olglimiinde kullanilan kantitatif ve kolorimetrik bir testtir. Sari
tetrazolium tuzunun, ayrilarak suda ¢oziinmeyen koyu mavi formazan kristalleri
olusturmasina dayanmaktadir. Bu ayrilma, sadece yasayan hiicrelerin siiksinat
dehidrogenaz adli mitokondri enzimlerinde yer almaktadir. Suda ¢6ziinmeyen formazan
kristalleri, izopropil alkol veya bagka bir organik c¢oziicii ile ¢oziilebilir hale
gelmektedir. Coziinen materyalin optik yogunlugu spektrofotometrik olarak olgiilerek
koyu mavi renge doniisen boyanin emilimi, konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak
elde edilmektedir ki bu da kiiltiirdeki metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi ile
dogrudan iliskilidir (95). Sonug olarak; canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis
hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler

boyanmamaktadir (96, 97).
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2.9. Osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyon nedir?

Osseoindiiksiyon, osseogenezisin baslamasina yol acan asamadir. Bu asamada
olgunlagmamuis hiicreler uyarilarak preosteoblast hiicrelere doniismesi saglanir. Kemikte
gelisen hasar sonrasi kemik iyilesmesi biiyiik oranda bu asamaya baglidir (98).

Kemik ve komsu dokular; osteoblast, osteoklast ve osteosit gibi farklilagsmis
kemik hiicrelerinin yani sira ¢ok sayida farklilagmamis hiicre de igermektedir. Bu
farklilasmamis hiicreler, kemik iyilesmesi ve osteointegrasyon i¢in olduk¢a onemlidir
¢linkii osteoprojenitor hiicrelere, zamanla da kemik hiicrelerine doniisebilmektedirler.
Dogru stimulus ile farklilasmamis mezenkim hiicreleri, kemik olusumunu baslatan
preosteoblastlara doniisebilir (99).

Osteokondiiksiyon, genellikle kemik i¢i implantlarin yiizeyinde kemik olusumunu
ifade eder. Osteokondiiktif yiizey, lzerinde ve tiibiillerinin i¢ine dogru kemik

biiylimesine izin veren yiizey anlamina gelmektedir (100).

Implant yiizeyinde kemik olusumu farklilasan kemik hiicrelerinin aktivitesine bagl
olarak gergeklesmektedir. Bu hiicreler daha 6nceden var olan, travma ile aktive olan
osteoblastlardan ya da osteoindiiksiyon sonucu olusan primitif mezenkimal hiicrelerden
koken alabilmektedir. Dolayisiyla osteokondiiksiyon, bir o©nceki asama olan
osteoindiiksiyon ile direkt olarak iligkilidir. Kemik olusunda cesitli kemik biiyilime
faktorleri (BGF) onemli rol oynamaktadir. Bu BGF’lerden hemen hemen hepsi; insulin-
like biiyiime faktorii (IGF I-11), fibroblast biiytime faktorii (FGF), PDGF ve TGF-$
icermektedir. Biiylime faktorleri hiicre sinyal ajanlar1 olarak gorev yapan kiigiik

proteinlerdir (101) .

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

modifikasyonu yapilmaistir.

2.10. SEM nedir?

SEM (Scanning Electron Microscope- Taramali Elektron Mikroskobu),
Biyolojik botanik, hiicre biyolojisi, tip (Adli Tip, anatomi, mikrobiyoloji, biyokimya,

fizyoloji, toksikoloji, patoloji), madde bilimleri ve yer yiizii bilimlerinden elde edilen
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ornekleri 100.000 kez biiyiiterek yiizey yapilarmi goriintiileyerek yiizeyde meydana
gelen farkliliklar degerlendirilir. Ug boyutlu hayali bir gériintii olusturur. Her gecen giin
gelistirilen Ozellikleri ile SEM, IM’undan 300 defa daha fokus derinligine ve 20 ile
100.000 arasinda net gérme oranina sahiptir (102).

2.10.1. SEM’in kullanim alanlar1

Medikal kullammm: Saglikli, sagliksiz kan ve doku Orneklerini veya hastaliga sebep
olan etkenleri belirlemede, ila¢ verilen hastalarla verilmeyenler arasindaki farklari
gozleyerek ilacin hasta iizerindeki etkilerini belirlemede kullanilabilir.

Adli Tip: Metal parcalari, boya ve miirekkep gibi maddeleri karsilastirmada ya da sa¢
veya iplik gibi maddeleri inceleyerek polis laboratuarlarinda delilleri incelemede
kullanilabilir.

Metaller: Soguk ve sicak gibi farkli kosullar altinda metallerin dayanikliligini
belirlemede, giivenlik nedeniyle giiclii bir metal kullanimi1 gerektiren ucak, tren, gemi
ve otomobil gibi araglarin yapiminda kullanilan metallerin dayanikliligini belirlemede
kullanilir.

Bilimsel Arastirmalar: Biyologlar bitki ve hayvan dokularina bakmak, kimyagerler
mikroskobik kristalleri incelemek, metallerin, plastiklerin ve seramiklerin yapisim
incelemek gibi bilimsel arastirmalarda SEM’in kullanilabilecegi pek cok farkli alan

vardir (103, 104, 105).

2.10.2. SEM’de Fiksatifler ve Fiksasyon

Fiksasyon SEM i¢in biyolojik Orneklerin hazirlanmasindaki ilk basamaktir.
Amaci alinan 6rnegi canli organizmayla karsilastirildiginda miimkiin oldugunca en az
farklilik olusturacak sekilde hazirlamak ve 6rnekten bloklar olusturmaktir. Dehidrasyon,
gomme ve elektron demetine maruz kalmada bile ultrastriiktiirel iligkilerin korundugu

sekle getirip sabitlemeyi amaglamaktadir (106, 107).
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2.10.3. Dehidrasyon

Dehidrasyonun asil etkisi drneklerden lipitlerin ¢ikarilmasidir. Bu oran %95’
bulur. Proteinlerin ise % 4’1 ¢ikarilir. Bu oranlar fazla olursa dokularin hiicre ve hiicre
i¢i yapilari biiziisiir (108).

Dehidrasyonda kullanilan ajanlar: Aseton, etanol, etilen glikol, polietilen glikol ve
propilen oksit’tir.

Bunlar igerisinde en fazla tercih edilen etanol ve aseton’dur.

Standart Dehidrasyon Islemi: Dehidrasyonda kullanilacak ¢zeltinin miktar: numune
hacminin 10 kat1 olacak sekilde kullanilir. Dehidrasyon oda 1sisinda yapilmalidir. Sayet
dehidrasyon sogukta baglamigsa 1s1 oda 1sisina yiikseltilir (109, 110).

SEM’de Dehidrasyon cizelgesi: - % 25°lik, -% 50’lik, -% 75’1k, 2x % 96’lik, 2x-%
100°liik aseton veya etanol i¢inde 15-20 dk. (111)

2.10.4. SEM’de Kurutma

Hava ile kurutma (Air drying): Havada kurutulmaya birakilan canli 6rneklerin

(yumusak dokularda) yiizeyinde 1slakliktan kaynaklanan bir su tabakasi mevcuttur. Bu
su tabakasi ile hava arasinda yiiksek gerilim kuvvetlerine sahip bir ara yiiz olusur.
Havada kurutma nedeni ile su tabakasinda buharlagsma yolu ile uzaklastirilan molekiiller
su- hava ara yiiziindeki yiiksek yiizey gerilim kuvvetlerine kars1 koyamaz. Bu durum
incelenen canli orneklerin ylizeyindeki hassas yapilarin zarar goérmesiyle sonuglanan
biiziigmelere neden olur. Bu nedenle havada kurutma sert dokularin kurutulmasinda (6r:
kemik,dis) tercih edilir (112) .

Kritik noktada kurutma (Critical point drying): Dokudaki aseton,etanol veya

amil asetat ile sivi CO2’in yer degistirmesi esasina dayanir. Stvi CO: kritik noktada,
belirli basing ve sicaklikta gaz haline gecerken 6rnek deforme olmadan kurumus olur
(113).

Kritik Noktada Kurutma Basamaklari

Ornekler saf aseton igeren bir havuzun igerisine bir sepet yardimiyla yerlestirilerek
cihazin vanalar1 kapatilir ve igerisine sivi CO2’in dolmasi saglanir.10 dk.sonra hava

vanasi acilir. Tekrar stvi CO2 almaya baglanir (bu islem 3 defa tekrarlanir). 3-10 dk.
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sonunda sicak su vanasi acilir. Sicaklik 35 0C oldugunda su vanasi kapatilarak, tim

vanalar agilir ve basing diistiriilerek 6rnek alinir (114).

2.10.5. SEM’de Orneklerin Kaplanmasi

Yiizeyin goriintiilenmesi i¢in elektronlar1 yansitacak bir madde ile kaplanmasi
gereklidir. Bu madde gold paladium’dur. Kaplamanin kalinlig1 6rnege gore ayarlanir ki
genellikle 100 Angstrom’dur. Kaplamada kullanilan materyalin ylizeyinde kiime

seklinde toplanmamasina dikkat edilmelidir (115, 116).

2.10.5.1. Altin Kaplama Basamaklari

Ornekler metal iizerine iki tarafli yapiskan bant ile yapistirilir. Gerekirse érnek
¢evresine glimiis boyast siiriiliirek kaplama cihazina yerlestirilir. Yiizeyin parlamasini
onlemek i¢in argon gaziyla havanin yer degistirmesi saglanir. Plazma fazina gegen gold
paladium sayesinde kaplama gerceklesir. Kaplanan 6rnekler desikatdrde saklanmalidir

(117).

2.11. Gama isinlar ile sterilizasyon

Gama 1sinlan tipki radyo, tv dalgalari, mikrodalga, goriiniir 151k veya x-1ginlari

gibi elektromagnetik enerjidir.
Gama 1sinlarinin 6zellikleri;

s Iyonlastirici 151n  tiirii  olmasi; madde igerisinden gecerken atom veya
molekiillerden elektron kopararak elektrik yiiklii parcaciklar yani iyonlar meydana

getirmesi

* Diger 1smn tiirlerine gore daha enerjik oldugundan madde igerisindeki

penetrasyonunun yiiksek olmasi

* Elektromanyetik spektrumun en kisa dalga boyu ve en yiiksek enerji seviyesinde

bulunmasi

* Gama 1sinlarmin, kiitlesiz, yiiksiiz olup 1s1k hiziyla yayilabilir olmasidir.
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Gama 1sinlamadan medikal alanlarda yaygin olarak yararlanilmaktadir. Ornegin;
gama yontemiyle sterilizasyon, giivenilir, kullanishh ve giderek yayginlasan alternatif
sterilizasyon yontemlerinden biridir. Bu amag¢ ic¢in, Co-60 kaynagindan yayinlanan
gama 1sinlardan faydalanilir. Gama 1sinlar1 iyonlayict 1s1n tiiriindedir. Iyonlayict 1sinlar
madde ile etkilesim yaptiginda atomlardan elektron koparabilirler. Bu isleme
iyonizasyon denilmektedir. Serbest elektronlar kimyasal reaksiyonlara katilabilir veya
canli organizmalardan DNA molekiillerini koparabilirler. Bu islem bakteri, parazit, kiif,

maya, mantar gibi organizmalar1 1sinlama ile 6ldiirmenin temelini olusturmaktadir.

Ek olarak gama 1smlari, genellikle biyomateryallerin ve medikal aletlerin
sterilizasyonunda kullanilmaktadir. Gama 1sinlari, sahip olduklar1 iyonize yiiksek enerji
sayesinde toksik kalinti birakmayarak dna hasari yaratabilmektedir. Iyi penetrasyon
derinligi sebebiyle kalin paketlenmis iirlinlerin sterilizasyonunda kullanimlar1 ¢ok

uygundur (118, 119, 120).

Calismamizda tiim Ornekler ultrasonik temizleyiciden sonra sterilizasyon

paketlerine yerlestirilerek gama 1s1nlari ile 25kGy doz ile 12 saat steril edilmistir.
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Sekil2- 1: Co-60 1sinlama cihazi (Gamma-Pak sterilizasyon San. Ve Tic. A.S., Tiirkiye)
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Sekil2- 2: Gama isinlar1 (Gamma-Pak sterilizasyon San. Ve Tic. A.S., Tiirkiye)



3. GEREC VE YONTEM

Calismamizda, 2 farkli yilizey islemi uygulanmis (asitle piriizlendirilmis, B
katkil1) ve islenmemis (machined surface) medikal grade 5 titanyum disklerde insan
kaynakli osteoblast Onciilii hiicre serisinin adezyon kuvveti ve proliferasyonunun in

vitro kosullarda karsilastirmali olarak degerlendirilmesi amaglandi.

3.1. Titanyum disklerin hazirlanmasi

3.5 mm kalinlikta ve 6 mm c¢apinda toplam 36 adet titanyum disk elde etmek
amaciyla, 5 adet 3.5 metre uzunlukta 6 mm ¢apindaki medikal grade-5 titanyum ¢ubuk
CNC torna cihazinda (Hanwha XP16S, South Korea) yag sogutmasi altinda, 10000
devir/dak hizda dilimlenerek hazirlanmigtir (Sekil 3-1, 3-2).
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Sekil3- 1: CNC torna cihaz1, Istanbul Cekmekoy (Hanwha XP16S, South Korea)
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Sekil3- 2: 6mm capindaki kuyu icerisine yerlestirilecek olan 6 mm ¢apindaki Ti diskler

3.2. Titanyum disk yiizeylerinin hazirlanmasi

Yiizeylerin iiretimi Istanbul Teknik Universitesi, Metalurji ve Malzeme
Miihendisligi Fakiiltesi’nde gerceklestirilmistir.

Ti diskler %2’lik Mikro-90 (International Product Corporation, Burlington, NJ)
temizleme soliisyonu ile 15 dakika ultrasonik temizleme cihazinda bekletilmistir.
Ultrasonik temizleme cihazindan ¢ikartilan Ti diskler distile su ile yikanmis, 2 atm
basingli hava ile kurutulmus ve sterilizasyon paketleriyle tek tek paketlenmistir.
Islenmemis yiizeyli 12 adet Ti disk sterilizasyon paketleri i¢erisinde korunmustur.

Asitle daglanmig ylizey olusturmak icin 12 adet Ti disk oda sicakliginda
hidroklorik ve siilfiirik asit karisimindan olusan ¢ozeltide (%1 HF + %30 HNO3) 60
dakika boyunca daglanmistir.

3. gruptaki 12 adet Ti disk etil alkol ile temizlendikten sonra mikro-ark
oksidasyonu i¢in anot, katod olarak paslanmaz ¢elik tabaka, elektrolit iceren cam kap ve
giic kaynagindan olusan sistemde elektrolit igerisine yerlestirildi. Toplam hacmi 2,5It
olan elektrolit ¢ozeltisi igerisinde 24 g/L sodyum tetraborat (NaH2PO4 2H20), 10 gr/L

kalsiyum asetat monohidrat (Ca(CH3COO)2 H20) ve distile su bulunmaktadir.
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Calismamizda B-TiO2 film olusturmak i¢in elektrolit icerisine, 0.02 mol/L disodyum
tetraborat (Na2B40O7 10H20) eklendi. MAO islemi sirasinda 400 V pozitif voltaj, 80 V
negatif voltaj, 50 Hz frekans, 10% periyot ile 3 dk boyunca uygulama yapildi. Banyo
sicakliginin 50 °C’nin altinda tutulmasi i¢in ayrica sogutucu bir sistem mevcuttur. MAO
islemi sonrasi ornekler deionize su ile yikanip kurutuldu. MAO yontemi ile B katkili
diskler elde edilmis oldu.

Asitle daglanmis ve B katkili iki grubun Ti diskleri debris igermemesi igin
ultrasonik temizleme cihazinda 30 dakika 65-70 °C distile su igerisinde bekletilmis,
cikartildigi gibi 2 atm basingli hava ile kurutulmus ve sterilizasyon paketlerinde tek tek
paketlenmistir. Ulkemizde birisi Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu (TAEK) biinyesinde
Ankara, digeri ise Gamma-Pak A.S. biinyesinde Tekirdag’da kurulmus iki adet 1g1nlama
tesisi bulunmaktadir. Calismamizda Gamma-Pak A.S. biinyesinde sterilizasyon
paketlerine alinmis tiim Ti diskler Farmakopelerce uygun olarak kabul edilen 25 kGy

1sinlama dozunda 12 saat siireyle gamma sterilizasyona tabi tutulmustur.

Sekil3- 3: Mikro Ark oksidasyon Cihaz, istanbul Teknik Universitesi
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3.3. Deneysel gruplar

Calismamizda titanyum diskler her grupta 12’ser 6rnek olacak sekilde 3 deney

grubu ve 1 kontrol grubuna ayrilmistir.
1. grup n= 12: islenmemis yiizeyli Ti diskler (MS)
2. grup n= 12: Asitle piiriizlendirilen Ti diskler (AE)
3. grup n=12 : Bor katkiliTi diskler (B)

4. grup: Kontrol grubu Ti disk yerlestirilmedi, hiicre ekimi yapildi

3.4. Hiicre Ekimi Oncesi Yiizeylerin SEM ile incelenmesi

Disk yiizeyleri, Kog Universitesi Hiicre Yiizey Arastirma Merkezi’inde, taramali
elektron mikroskobu (SEM) yardimiyla goriintiilenmistir. Bu amacla Saha Emisyon
Taramali Elektron Mikroskobu ZEiSS ULTRA PLUS ve taramali elektron mikroskobu
ZEISS EVO LS15 ile 10 kV ‘da calistirlmistir. Disk yiizeyleri, 2, 3 ve 6 um Kesitlerde
farkli biiytitmelerde goriintiilenmistir (Sekil 3-3, 3-4, 3-5).

Pilot c¢alismalarimizda, MAO yonteminde elektrolit kompozisyon ve
konsantrasyonu i¢in kullanilan fosfor (P), bor (B) ile birlikte isleme tabi tutuldugunda,
periyodik cetvelde birbirine yakin atom agirligina sahip olduklari igin, titanyum yiizey
tizerine afinitesi P’nin B’a gore daha yiiksek oldugunu, dolayisiyla titanyum yiizeyde B
yerine P tutulumunun gorildigini SEM analizinde farkettik. Bu nedenle MAO
yonteminde elektrolit kompozisyon ve konsantrasyonunda Ca kullanilmasin1 uygun
gordiik. Kemik biyokimyasinda da mevcut olan Ca’un MAO yoéntemiyle elde edilecek
B katkili yiizey {izerinde de goriilebilecek olmasi materyalin biyouyumlulugunu olumlu

yonde etkileyebilecegini diistindiik.
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SE MAG: 10000 HV:10.0KV WD: 6.4 min. = — keVv

(A) (B)

Sekil3- 4: 6 pm Kesit 10000 K biiyiitmede B katkil disk yiizeyi

(A) 6 npm Kesit 10000 K biiyiitmede B katkih disk yiizeyinde 1 pm’den 4 pm’ye
kadar farkhilik gosteren porlar, yiizeyin siingerimsi yapisi ile derinliklere dogru
trabekiiler topografisi materyalin yiizey alamindaki artisi izlenebilmektedir.

(B) Yiizey analizinde B’un 0.2 keV’da 2.0 cps/eV degeri, Ca’un 3.65 keV’da 1.7
cps/eV degeri, Ti’un 4.45 keV’da 1.7 cps/eV ve O’in 0.5 keV’da 3.4 cps/eV degeri
izlenebilmektedir. Yiizeyde B %8.62, Ca %14.06, O %49.33, Ti %25.13, Al
%0.80, Na %1.55 oraninda bulunmustur.

cps/eV

: “ ' ' 3.0
2.5
]
2.0B 2.
C Na Al Ti
1.5
1.0
0.5
I 5 0.0-
2640 r 1 2 3 4 5 6
SE MAG: 22499 x HV:10.0kV WD: 6.4 mm I kev
(A) (B)

Sekil3- 5: 3 pm kesit 22499 K biiyiitmede B katkih disk yiizeyi ve icerik grafigi

(A) 3 pm Kesit 22499 K biiyiitmede B katkili disk yiizeyinde 1 pm’den 3 pm’ye
kadar farkhlik gosteren porlar, yiizeyin siingerimsi yapisi ile derinliklere dogru
trabekiiler topografisi materyalin yiizey alanindaki artis1 izlenebilmektedir.

(B) Yiizey analizinde B’un 0.2 keV’da 2.0 cps/eV degeri, Ca’un 3.65 keV’da 1.7
cps/eV degeri, Ti’un 4.45 keV’da 1.7 cps/eV ve O’in 0.5 keV’da 3.4 cps/eV degeri
izlenebilmektedir. Yiizeyde B %6.75, Ca %6.66, O %50.31, Ti %30.85, Al %1.52,
Na %0.27 oraninda bulunmustur.
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SE_MAG: 24967 x_HV: 10.0 kV_ WD: 6.5 mm F { kev

(A) (B)

Sekil3- 6: 2 pm Kkesit 24967 K biiyiitmede B katkih disk yiizeyi

(A) 2 nm Kkesit 24967K biiyiitmede B katkil disk yiizeyinde 1 pm’den 4 pm’ye
kadar farkhilik gosteren porlar, yiizeyin siingerimsi yapisi ile derinliklere dogru
trabekiiler topografisi materyalin yiizey alanindaki artis1 izlenebilmektedir.

(B) Yiizey analizinde B’un 0.2 keV’da 2.4 cps/eV degeri, Ca’un 3.65 keV’da 2.1
cps/eV degeri, Ti’un 4.45 keV’da 2.1 cps/eV ve O’in 0.5 keV’da 4.2 cps/eV degeri
izlenebilmektedir. Yiizeyde B %6.52, Ca %9.33, O %48.06, Ti %33.84, Al %61.09,
Na %0.49 oraninda bulunmustur.

3.5. Hiicre Ekimi Sonras: Yiizeylerin SEM ile Incelenmesi

Disk yiizeyleri, Kog¢ Universitesi Hiicre Yiizey Arastirma Merkezi’inde
(KUYTAM), taramali elektron mikroskobu (SEM) yardimiyla goriintiilenmistir.
Disklerin steril ortamda, fiksasyon sollisyonundan arindirilmasi igin alkolle basingsiz
yikanmasi, stabil kurutulmasi ve altin piskiirtiilerek kaplanmasiyla SEM cihazina
alinmasina hazirlik evresi yapilmistir. Bu amacgla Saha Emisyon Taramali Elektron
Mikroskobu ZEISS ULTRA PLUS ve taramali elektron mikroskobu ZEiSS EVO LS15
ile 10 kV ‘da calistinllmistir (Sekil 3-6). Disk yiizeyleri, 2, 3 ve 6 um kesitlerde farkli
biiyiitmelerde goriintiilenmistir (Sekil 3-7).
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Sekil3- 7: Saha Emisyon Taramah Elektron Mikroskobu ZEiSS ULTRA PLUS ve
taramal elektron mikroskobu ZEiSS EVO LS15, istanbul KUYTAM
(121)
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(A)

SE MAG: 10000 x HV:10.0kV WD: 6.4 mm

(©

Sekil3- 8: 10000 K biiyiitmede SEM yiizey goriintiileri
(A) AE yiizey, (B) MS yiizey, (C) Bor katkih yiizey
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10000K biiylitmede SEM goriintiilerinde; MS yiizeydeki CNC torna cihazindan
cikan titanyum Orneklerin yiizeyindeki paralel cizgiler izlenmekte(B), AE yiizeyin
homojen goriintiisii bu c¢izgilerin kayboldugunu ve vyiizeyin asitle daglandigin
gostermektedir(A). Bor katkili yiizeyde ise lum’den 4um’a kadar trabekiiler yapi
halinde yiizey kaplamasi1 izlenmektedir (C).
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3.6. Osteoblast-titanyum yiizey etkilesim ¢calismalari

Biitiin hiicre deneyleri TUBITAK Gen miihendisligi ve biyoteknoloji enstitiisiinde
yapildi. Insan kaynakli SAOS-2 osteoblast hiicreleri kullanilmistir. Titanyum yiizeyler
hiicre ekimi 6ncesinde kuyucuklu kiiltlir kaplarina yerlestirildi. 1., 3., 7. ve 14. giinlerde
yiizeydeki osteoblast hiicre sayilar1 6lgiilmiistiir (Sekil 3-3).

Sekil3- 9: Kiiltiir kaplarinda kuyularina yerlestirilmis ve hiicre ekimi yapilmis Ti yiizeyler

3.7. Osteoblast Hiicre Kiiltiirii

Calismamizda osteoblast hiicreleri (Saos-2, ACC 243) kullanilmistir. Bu
kapsamda 1 vial pasaj 10 osteoblast hiicresi s1vi azottan alinarak (-196 °C) 37 °C’lik su
banyosunda eritilmistir. Eritilen hiicreler icerisinde besiyeri (McCoy + %15 FCS + %l
antibiyotik) bulunan 15 ml’lik tiiplere alinmig ve 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Santrifiijiin ardindan iist sivi aspire edilmis ve altta kalan hiicre peleti besiyeri ile
sulandirilarak 100 mm capindaki petri kaplarina ekilmistir. Hiicrelerin petri yiizeyini
kaplamasinin (konfluent) ardindan hiicreler pasajlanmis ve yeniden ekilmistir.
Pasajlama isleminde; konfluent olan petrilerden eski besiyeri aspire edilmis ve DPBS ile

yikanmistir. DPSN’in aspire edilmesinden sonra %0.25 Tripsin-EDTA konulmus ve 2-3
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dk 37°C % COz inkiibatdrde bekletilmistir. Siirenin sonunda hiicrelerin petri yiizeyinden
kalkma durumlar1 mikroskop ile kontrol edilmis ve tripsinin iki kat1 kadar besiyeri
uygulanmistir. Hiicreler pipetlenerek homojen hale getirilmis ve 1200 rpm’de 5 dk

santrifiij edilmistir. Ardindan hiicre peleti sulandirilarak ekim gergeklestirilmistir.

Deney gruplarin1 hazirlamak icin; yukarida agiklanan protokol ile hiicreler
pasajlanmigtir. Santrifiij sonrasinda hiicre peleti 1ml besiyeri ile sulandirilmis ve hiicre
sayimlar1 %4’likk Tripan blue boyasi ile gerceklestirilmistir. Sayilan hiicreler diskler
tizerine direkt olarak ekilmistir. Osteokonduktivite testi i¢in 500 hiicre/disk olacak

sekilde 1, 3, 7 ve 14 giinliik gruplar olusturulmustur.

3.8. Osteokondiiktivite testi

Diskler {izerine hiicrelerin ekimlerini takiben 1, 3, 7 ve 14 gilin boyunca 37°C,
%5 CO7’de inkiibe edilmislerdir. Inkiibasyonlar sonucunda eski besiyeri aspire edilmis
ve besiyeri igerisinde hazirlanan % 10 (V/V) WST-1 ajani kuyulara eklenmis ve 2-3
saat sonra canlilik testi icin mikroplate okuyucuda 450 Nm’de ve 630 Nm referans

dalga boyunda absorbans 6l¢timii gergeklestirilmistir.

3.9. SEM orneklerinin hazirlanmasi

Ornekler iizerine hiicre ekimleri yapildiktan 1, 3, 7 ve 14 giin sonra hiicreler
fikse edilmistir. Fiksasyon icin; besiyerinin uzaklastirilmasini takiben PBS ile yikama
gerceklestirilmistir. Yikamayr takiben PBS icerisinde hazirlanmis olan 9%2.5
Gluteraldehit solusyonu ile hiicreler +4°C 1 saat boyunca fikse edilmistir. Fiksasyon
sonrasinda hiicreler, PBS ile yikanmis ve yine PBS igerisinde incelenmek iizere
KUYTAM SEM laboratuvarma gétiiriilmiistir. TUBITAK laboratuvarinca verilen
randevu sliresi tez calisma siliremizi astig1 icin SEM goriintiilerinin elde edilmesinde
KUYTAM tercih edilmistir. TUBITAK’ta fiksasyon yapildigi giin KUYTAM’da
analizlere baslanmistir. AE, MS ve Bor orneklerinin farkli biiyiitmelerde ve gilinlerde
yiizey goriintiileri alimmistir (Sekil 3-9, 3-10, 3-11, 3-12, 3-13, 3-14, 3-15, 3-16, 3-17, 3-
18, 3-19, 3-20).
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Mag= 1000 KX H ‘Signal A= S WD = 7.5 mm KUYTAM

(©)

Sekil3- 10: MS grubu 1. Giin Hiicre SEM goriintiileri
(A) 5.000 K biiyiitme, (B) 10.000 K biiyiitme, (C) 20.000 K biiyiitme
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MS grubu 1.giin SEM goriintiilerinde fiksasyonun irrigasyonundan sonra olusan
tuz kristalleri ve ekilmis osteoblast hiicreleri izlenmektedir (A). Osteoblast hiicrelerinin
st liste kiimelendigi izlenmektedir (B). Kiimelenmis osteoblast hiicrelerinin Ti yiizey
tizerindeki temasta oldugu bolgelerde hiicrelerin adezyon (osteoentegrasyon) gosterdigi

ve yiizeye yayilimi izlenmektedir (C).
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Mag- 1000KX  EHT= 500KV Signal A= SEf WD = 8.0 mm

(©)

Sekil3- 11: AE grubu 1. Giin Hiicre SEM goriintiileri
(A) 5.000 K, (B) 10.000 K, (C) 20.000 K biiyiitme
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AE grubu 1. giin SEM goriintiilerinde fiksasyon sonrasindaki irrigasyona bagl
olusmus tuz kristalleri izlenmektedir (A). 10.000K biiyiitmede osteoblast
hiicreleri MS ylizeyde elde edilen paralel ¢izgileri takiben ylizeyde homojen
yayllim gostermistir (B). 20.000K biiylitmede osteoblast hiicrelerinin yiizeye

tamamen adapte oldugu izlenmektedir (C).
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a0mm IProbe~ 30 pA KUYTAM

(©)

Sekil3- 12: Bor grubu 1. Giin Hiicre SEM goriintiileri
(A) 5.000 K, (B) 10.000 K, (C) 20.000 K biiyiitme
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Bor grubu 1. giin SEM goriintiilerinde osteoblast hiicrelerinin ekildigi alanda
trabekiiler yapi igerisine dogru yayilimi izlenmektedir (A). Osteoblast hiicrelerinin
trabekiiler yapiya yayilip derinliklerine dogru uzandigi izlenmektedir (B). Osteoblast
hiicrelerinin trabekiiler yiizey iizerinde homojen yayilimi ve ylizeye adaptasyonu

izlenmektedir (C).

37



(-

Mag= 500KX EHT - 500 kv Sig robe= 30 pA KUYTAM

oKX EHT= 500 kv Signal A= SET WD = 90mm IProhe = 30pA KUYTAM

KUYTAM

(©)

Sekil3- 13: MS grubu 3. Giin Hiicre SEM goriintiileri
(A) 5.000 K, (B) 10.000 K, (C) 20.000 K biiyiitme
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MS grubu 3. giin SEM goriintiilerinde ekilmis osteoblast hiicrelerinin Ti yiizey
tizerindeki paralel cizgiler arasinda kolonize oldugu izlenmektedir (A). Osteoblast
hiicrelerinin Ti yiizey {lizerindeki paralel ¢izgiler arasinda olusturdugu adezyon
izlenmektedir (B). Ti ylizey iizerinde osteoblast hiicrelerinin olusturdugu adezyon,
fiksasyon sonrasindaki irrigasyon ve Orneklerin altin kaplanmasi sonucunda olugsmus

fraktiir izlenmektedir (C).
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Signal A=SE1 WD = B5mm

(©)

Sekil3- 14: AE grubu 3. Giin Hiicre SEM goriintiileri
(A) 5.000 K, (B) 10.000 K, (C) 20.000 K biiyiitme
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AE grubu 3. giin SEM goriintiilerinde tuz kristalleri arasinda kolonize olmus
osteoblast hiicreleri izlenmektedir (A). Osteoblast hiicrelerinin Ti ylizeydeki paralel
cizgiler iizerindeki homojen yayilimi izlenmektedir (B). Ti yiizeyle temasta olan
osteoblast hiicrelerinin  gdsterdigi adezyon ve yiizeydeki homojen yayilimi

izlenmektedir (C).
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(©)

Sekil3- 15: Bor grubu 3. Giin Hiicre SEM goriintiileri
(A) 5.000 K, (B) 10.000 K, (C) 20.000 K biiyiitme
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Bor grubu 3. giin SEM goriintiilerinde liisent goriintii igerisinde izlenen alanda
ekilmis olan osteoblast hiicreleri izlenmektedir (A). Ekilmis olan osteoblast hiicrelerinin
B katkili ylizeyin trabekiiler yapisi igerisine dogru yayilimi izlenmektedir (B). Ti
yilizeye ekilen tiim osteoblast hiicrelerinin Ti yiizeyle temasa gecip ylizeye yayilarak

adezyon gosterdigi ve Ti ylizeyi kapladigi izlenmektedir (C).
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Mag = 500KX EHT= 5,00 kv Signal A= SE1

Mag = 10,00 X EHT = 5,00 kv Signal A= SE1 WD - 85mm IProbe = 30pA KUYTAI

il Mag = 20,00 K X EHT = 5.00 KV Signal A= SET WD = 85mm KUYTAM

(©)

Sekil3- 16: MS grubu 7. Giin Hiicre SEM goriintiileri
(A) 5.000 K, (B) 10.000 K, (C) 20.000 K biiyiitme
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MS grubu 7. giin SEM goriintiilerinde osteoblast hiicrelerinin Ti yiizey
tizerindeki paralel ¢izgiler {izerindeki tutulumu ve homojen yayilimi izlenmektedir (A).
Ti ylizey lizerinde homojen yayilim gosteren osteoblast hiicrelerinin kiimiilasyonu
izlenmektedir (B). Ti yiizeyi tamamen Ortecek sekilde yayilmis osteoblast hiicreleri ve
opak goriintiiyle farkedilen osteoblast hiicrelerinin tutunacak ylizey bulamadigi

izlenmektedir (C).

45



KUYTAM

Mag - 10.00 K X EHT= 500KV

Mag - 2000 KX EHT - 5.00 kv E VD - 8.5 mm Probe - KUYTAM

(©)

Sekil3- 17: AE grubu 7. Giin Hiicre SEM goriintiileri
(A) 5.000 K, (B) 10.000 K, (C) 20.000 K biiyiitme
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AE grubu 7. gin SEM goriintiilerinde ekilmis olan osteoblast hiicreleri
izlenmektedir (A). Ti yiizeye ekilen osteoblast hiicrelerinin Ti yiizeyle temasta olmayan
alanlarindaki hiicre Oliimleri izlenmektedir (B). Ti ylizeyle temasta olan osteoblast

hiicrelerinin adezyonu izlenmektedir (C).
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Sekil3- 18: Bor grubu 7. Giin Hiicre SEM goriintiileri
(A) 5.000 K, (B) 10.000 K, (C) 20.000 K biiyiitme
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Bor grubu 7. giin SEM goriintiilerinde Ti ylizeyin trabekiiler yapisina yayilmis
ve adapte olmus osteoblast hiicreleri izlenmektedir (A). Ti ylizeye tamamen yayilmis,
adezyon gostermis ve Ti ylizeyde osteokondiiktivite gostermis osteoblast hiicreleri
izlenmektedir (B). Ti ylizey lizerine homojen olarak yayilmis osteoblast hiicreleri ve

adezyonu hiicre 6limii olmaksizin izlenmektedir (C).
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250 KX EHT= 500KV  Signal A =94mm  |Probe= 2000 nA

5.00 KX EHT = 6.00

(©)

Sekil3- 19: MS grubu 14. Giin Hiicre SEM goriintiileri
(A) 1.240 K, (B) 2.500 K, (C) 5.000 K biiyiitme
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MS grubu 14. giin SEM goriintiilerinde Ti yiizey ilizerindeki paralel ¢izgilerin
takip edildigi ve osteoblast hiicrelerinin Ti yiizey {zerindeki kiimiilasyonu
izlenmektedir (A). Ti ylizey flzerinde osteoblast hiicrelerinin adezyon ve
osteokondiiktivite kaybi izlenmektedir (B). Ti yiizey iizerindeki osteoblast hiicrelerinin

adezyonda artis gostermedigi, Ti ylizeye yayilmadigir ve nekroz oldugu izlenmektedir

().
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100K X EHT= 6.00kV Signal A= SE2

100K X SignalA=SE2  WD=94mm  |Probe= 2000 nA

200K X EHT= 6.00 kV

©

Sekil3- 20: AE grubu 14. Giin Hiicre SEM goriintiileri
(A) 1.240 K, (B) 2.500 K, (C) 5.000 K biiyiitme
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AE grubu 14. giin SEM goériintiilerinde Ti ylizeyi tamamen kaplamig osteoblast
hiicreleri izlenmektedir (A). Ti ylizey iizerinde osteoblast hiicrelerinin adezyonu
izlenememektedir (B). Fiksasyon sonrasindaki irrigasyona bagli tuz kristalleri ve nekroz

olan osteoblast hiicreleri izlenmektedir (C).
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P o~ A§ » .
Smm | Probe= 2000 nA KUYTAM

5.00 kV

(©)

Sekil3- 21: Bor grubu 14. Giin Hiicre SEM gériintiileri
(A) 1.240 K, (B) 2.500 K, (C) 5.000 K biiyiitme

]
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Bor grubu 14. giin SEM goriintiilerinde Ti yiizey iizerine ekilen osteoblast hiicre
alan1 izlenmektedir (A). Ti ylizeyin trabekiiler yapisi igerisine dogru adezyon gostermis
ve Ti yiizeye adapte olmus osteoblast hiicre yapisi izlenmektedir (B). Ti yiizey lizerinde
adezyon gosteren osteoblast hiicrelerinin disinda tek osteoblast hiicresinde goriilen

nekroz izlenmektedir (C).
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Testi Bulgular:

Pilot ¢alismalarimizda Ti yiizeylerinde B-TiO2 film olusturulmasinin ardindan
B’un osteoblastlar iizerine sitotoksik etkisinin olup olmadigini belirlemek amaciyla,
yaptigimiz uygulamayui sitotoksisite testi ile anlamlandirdik.

Degerlendirme kriterlerine gore 1.929 hiicre kiiltiirli 24 saat “Bor katkili titanyum™
ekstraktina maruz birakilarak kontrole gore hiicre oliimiine sebep olma potansiyeli
incelenmistir ve biyouyumluluk kapsaminda yapilan ISO 10993-5 sitotoksisite testi
sonucunda kontrole gore hiicre canliligi %80.19 +/- 13.02 olarak bulunmustur. “Bor
katkilt titanyum” numunenin sitotoksisitesi; Numunelerin absorbans degerleri %100
canlilik i¢in, numunelere paralel olarak inkiibe edilen DMEM-F12 ekstraktinin
absorbans degerleri kullanilarak normalize edilmistir. Her bir 6rnek icin ii¢ tekrarh
olarak ¢alismanin sonucu elde edilmistir.

“Bor katkili titanyum” Ornegi ekstraksiyon metoduyla yapilan canlilik testine gore

sitotoksik etki gdstermemistir.
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4.2. Osteokondiiktive Testi Bulgulari

4.2.1. WST -1 Analizi (500 hiicre/ disk)

grup 1.giin  3.giin 7.giin 14.giin P value®
N 3 3 3 3
Mean ,2530 ,3757 ,3620 ,2657
Std. Sapma ,01229 ,02050 ,03800 ,01739

MS 0.042*
Median ,2580 ,3870 ,3720 ,2720
Minimum 24 ,35 32 ,25
Maksimum ,26 .39 ,39 ,28
N 3 3 3 3
Mean ,2667 ,3977 ,3690 ,2850
Std. Sapma ,02013 ,02570 ,01587 ,01249

AE 0.060
Median ,2640 ,3940 ,3750 ,2890
Minimum ,25 37 ,35 27
Maksimum ,29 43 38 ,30
N 3 3 3 3
Mean ,2883 ,2870 ,2987 ,2950
Std. Sapma ,01973 ,04279 ,02444  ,02022

Bor 0.532
Median ,2790 ,3060 ,3040 ,2870
Minimum ,28 24 27 ,28
Maksimum 31 32 32 32
N 3 3 3 3
Mean ,2767 ,4853 ,5757 ,5037
Std. Sapma ,02316 ,05811 ,14698 ,06734

Knt 0.122
Median ,2830 ,5010 ,6570 4720
Minimum ,25 42 41 ,46
Maksimum ,30 53 ,66 ,58

2 Kruskal-Wallis test sonuclar: ® Friedman test sonuclar: * p<0,05 istatistiksel anlamlilik

Tablo 4- 1: WST analiz 1 (500 hiicre/disk) verileri



Gruplar arasinda belirli giinlerdeki fark Kruskal-Wallis testi ile degerlendirilmistir
(Tablo 4-1). Istatistiksel olarak anlamli giinlerde, farkin hangi gruplardan
kaynaklandigin1 tespit etmek i¢in Mann-Whitney U testi yapilmigtir. P degerleri

Bonferroni diizeltmesi yapilarak yorumlanmustir.
Buna gore;
1. glinde gruplar arasindaki fark iststistiksel olarak anlamli bulunmamstir (p>0,05).
3.Giinde gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu fark

sadece bor-knt gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamlidir p=0,016 (p<0,05) (Tablo
4-2).

Ornek 1- Ornek 2 | Test Ist. | Standart Sapma | Std. Test Ist. Adj. Sig.

Bor — MS 3,667 3,648 1,005 315 1,000
Bor - AE 5667 3,648 1,553 ,120 1,000
Bor — Knt 11,500 3,648 3,152 ,002 016
MS — AE 2,000 3,648 _,548 584 1,000
MS — Knt 7,833 3,648 2,147 032 318
AE — Knt 5,833 3,648 -1,599 110 1,000

Tablo 4- 2: 3. Giin verilerinin incelenmesi
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7. glinde gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu fark

sadece bor-knt gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamlidir p=0,016 (p<0,05) (Tablo

4-3).

Ornek 1- Ornek 2 Standart Sapma | Std. Test Ist. Adj. Sig.

Bor — MS
Bor — AE
Bor — Knt
MS - AE
MS — Knt
AE — Knt

4,000
4,500
-10,500
-,500
-6,500
-6,000

3,648
3,648
3,648
3,648
3,648
3,648

1,096
1,233
2,878
137
-1,782
-1,645

9

217
,004
891
075
,100

Tablo 4- 3: 7. Giin verilerinin incelenmesi

1,000
1,000
040
1,000
748
1,000

14. giinde gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu

fark sadece ms-knt gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamlidir p=0,035 (p<0,05)

(Tablo 4-4).

Ornek 1- Ornek 2 | Test ist. | Standart Sapma | Std. Test ist. Adj. Sig.

MS - AE
MS — Bor
MS — Knt
AE —Bor
AE — Knt
Bor — Knt

-3,000
-4,000
-10,667
-1,000
7,667
1,667

3,651
3,651
3,651
3,651
3,651
3,651

-822
-1,095
2,921
-274
2,100
1,826

Al
273
,003
784
036
068

Tablo 4- 4: 14. Giin verilerinin incelenmesi

1,000
1,000
035
1,000
358
679
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MS AE BOR KNT MS AE BOR KNT

1. giin 0,258 0,248 0,275 0,251 7. glin 0,32 0,381 0,272 0,406
0,239 0,288 0,279 0,296 0,394 0,351 0,304 0,664
0,262 0,264 0,311 0,283 0,372 0,375 0,32 0,657
Ortalama 0,253 0,267 0,288 0,277 0,362 0,369 0,299 0,576
0,253 0,267 0,288 0,277 0,362 0,369 0,299 0,576
MS AE BOR KNT MS AE BOR KNT
3. gilin 0,352 0,374 0,238 0,421 14. glin 0,272 0,289 0,287 0,458
0,387 0,425 0,306 0,534 0,246 0,271 0,28 0,472
0,388 0,394 0,317 0,501 0,279 0,295 0,318 0,581
Ortalama 0,376 0,398 0,287 0,485 0,266 0,285 0,295 0,504
0,376 0,398 0,287 0,485 0,266 0,285 0,295 0,504
(A)
1.gun 3.gln 7.gUn 14.gln
MS 0,253 0,376 0,362 0,266
AE 0,267 0,398 0,369 0,285
BOR 0,288 0,287 0,299 0,295
KNT 0,277 0,485 0,576 0,504
(B)

Tablo 4- 5: WST-1 analiz (500 hiicre/disk) 6zetleri (A) ve ortalama tablosu (B)

Her bir grubun kendi i¢cinde zamana gore karsilastirilmasinda Friedman testi
kullanilmistir. Zaman i¢indeki degisimi anlamli bulunan P<0,05 gruplarda bu farkliligin
hangi zamanlarda arasinda oldugunu tespit etmek i¢cin Wilcoxon testi kullanilmigtir. P
degeri Bonferroni diizeltmesi yapilarak yorumlanmigtir. Diizeltme ile yorumlanan p
degerleri gruplardaki 6rnek sayist yeterli olmadigr i¢in ikili karsilastirmalar arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir p>0,05. Yani Friedman testi sonucu
istatistiksel olarak anlamli bulunan grup i¢i degisim, istatistiksel olarak

ispatlanamamugtir.
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WST-1 Analiz Sonuglar1 500 h/well

0,600
0,500
0,400
0,300 14.giin
0,200 7.giin
0,100 3.glin
0,000 Lglin
MS AE BOR KNT

B 1lgin ®3.glin ®7gin M14.gin

Tablo 4- 6: WST-1 analiz (500 hiicre/disk) grafik sonuclar:

MS, AE ve Kontrol gruplarmin degerlerinde 7. giine kadar artis olmasina
ragmen 14. giinde degerlerde bir miktar diisiis goriildii. B grubunda ise 1. giinden 14.
giine kadar degerlerde diizenli bir artis tespit edildi. Bu degerler arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmamis olsa da B grubundaki degerlerin diizenli artig

gostermesi B’un hiicreler lizerinde olumlu etkisi olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Analiz sonuglart SEM sonuglariyla birlikte degerlendirildiginde ise, B katkili
yiizeylerin MS ve AE yiizeylere gore daha yiiksek miktarda porozite barindirmasiyla, B
katkili ylizeylere ekilen osteoblast hiicrelerinin dncelikle yiizey iizerindeki pordz yapilar
icine niifus ettigini, yiizeye adapte olan osteoblast hiicrelerinin yiizeyde adezyon
gosterdigini ve bu siirecin ardindan osteoblast hiicrelerinin yilizeyde proliferasyon
gosterdigini diisindiirmiistiir. Osteoblast hiicrelerinin B katkil1 yiizeye olan adaptasyon
ve adezyon siirecinden dolayi, WST-1 analiz sonuglarinda B grubunun MS ve AE
grubuna gore daha az miktarda ancak siirekli proliferasyon gostermis olabilecegi

distiniilmiistiir.
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5. TARTISMA

Titanyum ve titanyum alasimlar1 yapisindaki miikemmel biyouyumluluga ve
mekanik  Ozelliklerine bagli olarak implant materyallerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Titanyum ve titanyum alasimlar1 hava veya oksijen ile temas ettiginde
ince, dogal bir oksit tabakasi olusturarak kendini korumaktadir. Titanyum ve
alagimlarina korozyon direnci 6zelligi kazandiran ve yaklasik 2-5 nm kalinliginda olan
bu oksit tabakasi kemik dokusu ve dental implant arasinda direkt bir baglanti

olusturacak kadar aktif degildir (122, 123).

Gliniimiizde implant materyalleri gelistirme caligmalarinin amact titanyum
yiizeylerini gelistirerek; miimkiin olan en iyi osteoentegrasyona ve uzun siire sagkalim
oranina sahip materyal elde etmeye yoneliktir. Bu amagcla tasarlanan implant yiizeyinin
in-vitro caligmalari, o implantin klinik uygulanabilirligi ve uzun vadede basarisi

acisindan 6nem tagimaktadir (124,125).

Genel olarak, dental implantlarin ylizey morfolojisi makro, mini, mikro ve nano
dizayn altinda incelenmektedir. Makrodizayn implantin sekli ile iligskiliyken, mini
dizayn implantin boyutlar1 yivlerin 6zellikleri ile iliskilidir. Implantin mikrodizaynim
ise; ylizey asindirma ve kumlama prosediirleri vb. islemler ile iligkili olarak yiizey
purtizliligi belirlemektedir. Mikrodizayn temel olarak hiicresel boyutta cevap ile
karakterizedir. Son olarak, implantin nanodizayni ise yiizeyin molekiiler bilesimini ifade
etmektedir. Topografik, kimyasal ve yiizey enerjisi yoniinden iyilestirilmeye caligilan
titanyum yiizeylere kumlama, asit ile agindirma ve kaplama gibi farkli bircok yontem

uygulanabilmektedir (126, 127, 128).

Titanyum yiizlerin iyilestirilmesi i¢in bor ile modifikasyonun tasarlandigi bircok
calisgma mevcuttur. Bhat ve ark.; beta fazindaki titanyum alagimlarinin bor ile
modifikasyonunu yaparak siiperplastisitelerini incelemislerdir. Bu ¢aligma sonucunda
Boronun geleneksel titanyum alagimlarina eklenmesi ile piiriizlii mikroyapinin stabil
hale geldigini ve deformasyonu engelledigi sonucuna varmiglardir (129). Huang ve ark.,
nin yaptiklari bir ¢aligmada mikroark oksidasyon yontemiyle bor kapl piiriizlii titanyum
yiizeyleri olusturduklart calismada bu yiizeylerin fizikokimyasal o6zellikleri ve

biyoaktivitesi karsilastirmali olarak incelemislerdir. Calisma sonucunda bor kapl
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titanyum ylizeylerin c¢alismadaki diger piiriizli ylizeylerden farkli mekanik ve
morfolojik yapida olmadigini ortaya koymuslar; fakat ylizeydeki bor infiltrasyonunun
yapiya hidrofilik 6zellik katarak biyoaktiviteyi artirdigini bildirmislerdir (58).

Mikropordz titanyum yiizeylerin modifikasyonu ve iiretiminde ylizey isleme
yontemlerinden 6zellikle anodizasyon ile yapilan ¢alismalari yapinin biyouyumlulugunu
arttirarak hiicrealtt boyutta mimetik bir yiizey elde edilmesine olanak saglamaktadir
(130, 131, 132). B, miikemmel yiizey Ozelliklerine, miikemmel korozyon direncine,
yiiksek sertlige sahip ve ayn1 zamanda bir¢ok madde ile yiiksek baglanabilirlige sahip
bir materyaldir. Fakat son yillara kadar materyal biliminde aktif kullanilamamistir.
Bunun sebebi ise termal spreyleme ya da homojen olarak buharlagtirilamamasidir (133).
Yiizeylere kaplanabilmesi ancak birka¢ yontemle uygulanabilmekte ve bu yontemler
hala gelistirilmektedir. Bu yontemlerden bir tanesi de MAO yontemidir (134). Bizim
calismamizda titanyum disklerin bor ile kaplama tasarisi anodizasyon yontemi esas

aliarak, Mikro Ark Oksidasyon ile ger¢eklestirilmistir.

Calismada kullandigimiz Mikro Ark Oksidasyonu sonucu olusan ylizeyler SEM
analizinde incelenmis ve bor ile kapli yilizeylerin mikropiiriizliliigii kanitlanmastir.
Calismamiz; yiizey piriizliligii yaratilan ylizeylerin osteoblast hiicreleri tarafindan
daha ¢ok tercih edildigi ve bu hiicrelerle daha iyi bag kuran bir morfoloji oldugu

sonucuna ulasan diger ¢alismalar1 destekler niteliktedir.

Kalitesi ve karakteri yiizey morfolojisine bagli olan dental implant
biyomateryallerin {iizerinde biiyliyen osteoblastlar, doku cevabindan esas sorumlu
hiicrelerdir. Dental implantlarin yiizey ¢aligmalarinda in-vitro olarak siklikla osteoblast
aktivitesine bakildig1 i¢in tez calismamizda elde ettigimiz mikropiiriizlii yiizeylerin
osteoblast affinitesi tespit edilmek istenmistir. Yiizey modifikasyonunu hedefleyen
calismamizda B’u tercih etmemizin bir diger nedeni de alagimlar i¢ine eklenen veya
tizerine iglenen B’nin osteoblastlarin canlili1 lizerinde minimal etkisinin oldugunun
gosterilmesidir (135). Bu amagla ¢alismamizin basinda bor ile kapladigimiz disklere
sitotoksisite testi uygulanmis ve diger caligmalara paralel olarak osteoblastlar {izerinde

minimal etkisinin oldugu gosterilmistir.
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Canl1 veya 6li hiicre sayisinin ve hiicre ¢ogalmasimin dogru ve hizli bir sekilde
degerlendirilmesi bir¢ok deneysel yaklasimda onemlidir. Genel olarak hiicre canliligi
kolorimetrik, liiminesans ve enzimatik yontemler ile Ol¢iilmektedir. Kolorimetrik
metod, tertazolyum tuzlart (MTT, XTT, WST) kullanilarak renk degisikligi ya da kristal
viyolet, notral kirmizist gibi boya maddeleri kullanilarak hiicrelerin spesifik boyanmasi
esasimna dayanir (136, 137). MTT, XTT ve WST-1 testlerine metabolik testler de

denilmektedir.

MTT, XTT ve WST-1 testleri kolorimetrik test metodlar1 olup, hiicrelerin
spesifik boyanmasina dayanmaktadir. Bu testler i¢inde ilk gelistirilen test olan MTT
testinde inceleme sirasinda formazan olusmakta ve bu formazanin dimetil siilfoksit
(DMSO) vb. kimyasallar ile ¢ozdiirmek gerekmektedir. Coziicli olarak genellikle tercih
edilen DMSO’nun hiicreler fiizerine olan toksik nitelikte oldugundan testin
giivenilirligini azaltmaktadir (138, 139). XXT ve WST testlerinde ise ek bir ¢ozdiirme
islemine gerek duyulmadan, deney siiresince ¢esitli zamanlarda absorbansin
kaydedilmesi miimkiin olmaktadir. Bu testlerin MTT’ye gore canliligin
degerlendirilmesi verileri daha hassas ve detaylidir. Ek olarak bu testler hiicre sayisi
hakkinda MTT testine nazaran daha hassas bilgi sunmaktadirlar (140). Calismamizda
hiicre canlilig1 degerlendirmesinde 6l¢iim metodu daha giivenli oldugu i¢in WST-1 testi

uygulanmustir.

Gong ve ark. yaptiklar ¢alismada MAO yontemi ile gelistirdikleri titanyum
yiizeylerde osteoblast adezyonunun 4 saat sonra daha fazla oldugunu ve calismada
osteoblast artisinin yaratilan piiriizliiliik orani ile paralellik gdsterdigi rapor etmislerdir
(141). Oh ve ark. yaptigi calismada MC3T3-E1 osteoblast onciil hiicre kiiltiiriini
titanyumdioksit nanotiiplerine ekerek yaptiklari ¢alismalarinda piiriizlii  yiizey
karakterlerinde baslangi¢ hiicre yapismasindan sonraki 48 saat i¢cinde %300 oraninda
artig gézlemislerdir (142). Guehennec ve ark. yaptigi bir ¢calismada, farkli uygulamalar
ile elde ettikleri piirtizli yiizeylerde, piiriizliiliik oranm arttikca MC3T3 osteoblast onciilii
hiicrelerin ~ yapisma, yayilma, ¢ogalma yoOniinden arttisa sahip oldugunu
gozlemlemislerdir(143). Bu ¢alismalara paralel olarak, ¢alismamizda ilk giin osteoblast
ekiminden birkag¢ saat sonra ylizeyi piiriizlii olan B ve AE gruplarinda diger gruplara

oranla daha yliksek oranda osteoblast artis1 goriilmiistiir.
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Tian ve ark.” nin; yaymladiklart bir ¢alismada ise yine MAO teknigi kullanarak
piiriizlendirilen yiizeylerde, osteoblast hiicre ayaklarinin gbzenek yapilarina dogru niifuz
ederek fiziksel bir kenetlenme yarattigin1 savunmuslardir. Piiriizlii yilizey karakterinin,
kemik matriksindeki trabekiiler yapiya benzedigini vurgulayarak hiicre adezyonunu ve
osteoblast fonksiyonlarina uyumlu biyolojik olarak benzer bir c¢evre yarattigini
bildirmiglerdir (144). Das ve ark., osteoblast hiicre ekimlerini farkli elektrolitlerde
anodize edilmis titanyumlar {lizerinde gergeklestirdikleri calismalarinda, 14 gilinliik
inkiibasyon sonrasi tiim anodize yiizeylerdeki hiicre sayisii ve enzim aktivitelerini
kontrol gruplarina gore daha fazla oldugunu belirtmislerdir (145). Bu galigsmalara benzer
olarak, ¢alismamizda MAO yontemiyle B katkili Ti disk yiizeylerinden SEM ile alinan
goriintlilerde osteoblastlarin disk yiizeyine fiziksel bir kenetlenmeyle niifuz ettigi

gOriilmiistiir.

Kaczmarek ve ark., B katkili Ti yiizeyinin biyouyumlulugunu arastirdiklar1 bir
calismada yiizeyin; oral implant uygulamalarinda osteoentegrasyonu etkileyen hiicreler
olan insan osteoblast ve gingival fibroblastlar ile iliskisi, hiicrelerin proliferasyon ve
canliligt MTT testi uygulanarak incelenmistir. Calismada B’un iki 6nemli 6zelligi
belirtilmistir, ilki osteoentegrasyonda ve ikincisi yara iyilesmesi i¢in 6nemli olan bag
dokusunun uyarilmasi. B’un osteogeneze sadece osteoblast mineralizasyonunda degil,
ayni zamanda kemik formasyonu, biiylime ve rejenerasyonu i¢in de dnemlidir. Ayrica,
insan diseti fibroblasti ve osteoblasti kullanarak bor ile kapl titanyum ylizeyleri
tizerinde yaptiklar1 bu in-vitro ¢alismada borun mikrokristal titanyum yiizey
modifikasyonlarinda kullaniminin dis hekimligindeki diger konvansiyonel materyallerin
fizikokimyasal oOzelliklerinin de degisimini saglayacagini belirtmiglerdir (146).
Caligmamizda da osteointegrasyonda dnemli rol oynayan ve c¢aligmalarda tercih edilen
insan kaynakli osteoblastlarin canliligi ve proliferasyonu MTT testi ile Ol¢iilmistiir.

Ayrica bu hiicrelerin B ile iligkisi incelenmistir.

Benderdour ve arkadaglarinin Bor’un yara iyilesmesindeki roliinii incelemek i¢in
fibroblast kullandiklar1 ¢aligmada, B’un fibroblastlar {izerinde toksik etki yapmadigini
belirtmislerdir. Ayrica B’un endotelial hiicreler gibi diger hiicreleri de kan damarlar
olusumu i¢in stimule ettigini ve B ile tedavinin sonrasinda anjiogenez gozlemlendigini
bildirmislerdir (147). Gorustovich ve arkadaslarinin ise, B ile modifiye edilmis bioaktif

seramiklerin biyouyumluluklarmi inceledikleri ¢aligmada; borla modifiye edilmis
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partikiillerin fare tibiasindaki kemik iliginde yeni kemik olugumunu artirdigin
bildirmislerdir. B’un protein ile iliskili mineralize dokuda mRNA diizenlemesi ve
osteoblastik hiicreler lizerinde doza bagh olarak diizenleyici rol oynadig1 gostermislerdir
(10). Bor kullaniminin kemik formasyonunu stimiile ettigine yonelik sonug¢lar onun

doku miihendisliginde yiizey kaplama materyali olarak kullanimini arttirmistir (148).

Gittens ve ark.” nin yaptig1 ¢alismada mikro ve nano kombine yiizeylerin
osteoblast hiicrelerin olgunlasmasini sagladigini ve lokal faktor iiretimini arttirip geg

donem farklilasma belirteci olan osteokalsinin iiretimine etki ettigini gostermislerdir

(149).

Bahl ve ark., T64 (Ti—6Al-4V) yiizeyleri bor ile kaplayarak fare kaynakli
osteoblast oncii hiicrelerinin in-vitro olarak incelemesini 4. ve 7. Giinlerde MTT analizi
ile gerceklestirmisler. Bor ile kapli gruplarin 4. ve 7. Giinlerindeki MTT analizleri
sonucunda osteoblast Oncii hiicrelerinde artig goziikse de bu artig gruplar arasinda
anlamli bulunmamistir. 4. Giinde Kontrol grubunda osteoblast seviyesi istatistiksel en
yiiksek bulunurken, 7. Giinde kontrol ve bor ile kapli gruplarin osteoblast seviyesi
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir. 7. Giinde kontrol ve bor gruplarinin
osteoblast seviyeleri ¢aligmada yer alan diger tiim yiizeylere gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek bulunmustur (135). Calismamizda B grubunda 1. giinden 14.
giine dogru diizenli bir artis goriildii. AE ve MS gruplarinda 7. glinden sonra hiicre
sayisinda diigiis goriildii. Bu deger farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da
ozellikle 7. glinden sonra B grubunda meydana gelen artis osteoblast hiicrelerinin daha
uzun silire canli kaldigimi gdstermektedir. Bu durumun B’un antimikrobiyal ve

osteokondiiktif 6zelligiyle iliskilendirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Wang ve ark.’nmin yilinda yaptilar1 c¢alismada, B katkili TiO2 yiizeylerin
antimikrobiyal etkisi incelenmistir. TiO2 yiizeyine dahil olan B atomlarinin elektron yiik
dengesizligi yaratarak ylizeyde O yiizey boslugu olusturdugu ve TiO2’in antimikrobiyal
aktivitesini artirdig1 tespit edilmistir (150).

Huang ve arkadaslarinin, in-vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda; Bor katkili TiO>
diskleri tizerindeki hiicre ¢ogalma oraninda 5. giinden sonra saf TiOz disk
orneklerindeki hiicre cogalma oranina gore diisiis gozlemlemislerdir. Osteoblast
hiicrelerinin  aktivitelerini enzimsel olarak kanitlamak ic¢in inceledikleri ALP

degerlerinde %357 oraninda genel artis gézlemlemistir; fakat 5. giinden sonraki hiicre
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biiyiimesinde olan yavaglamayi ise osteoblast hiicrelerinin B katkili TiO2 yiizeyinde
daha erken farklilagsmasina baglamiglardir (58). Bizim ¢alismamizda 3.giinden 14. Giine

dogru osteoblast degerlerinde artisa sadece bor ve kontrol gruplarinda rastlanmistir.

Huang ve ark’nin 2015 yilinda yaptiklari calismada TIO2 diskler MAO
yontemiyle B kaplandiktan sonra fizikokimyasal ozellikleri ve biyoaktivitesi B
kaplanmamis TIO2 disklerden olusan kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Sonug olarak
B kapli TiO2 disklerin hidrofilik 6zelliginin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica B-TiO2 filmi olusturulan yilizeylerin kontrol grubuna goére daha biyoaktif
oldugunu bildirmislerdir (12). Biyoaktivitenin artigin1 ise ylizeydeki B-OH gruplarindan
kaynaklandigini belirtmislerdir. Calismamizdaki SEM goriintiilerinde hiicrelerin ylizeye
yayilarak tutunmasi da B ile ylizeyin hidrofilitesinde meydana gelen artisa

baglanabilecegi diisiiniilmiistiir.

Tez ¢alismamizda ilk olarak bor katkili yiizeylerin osteoblastik hiicre kiiltiiriinde
herhangi bir toksik etkiye neden olup olmadigi da WST-1 analizi ile degerlendirdik.
Buna bagli olarak yapilan diger ¢alismalarda (147, 151, 152, 153) oldugu gibi bor
uygulamasinin hiicre canliligmmi ve ¢ogalmasi yoniinde herhangi bir olumsuzluk
yaratmadigimi gozlemledik. Caligmamizin deney prosediiriinde, yukarida Ozetlenen
diger c¢alismalarda oldugu gibi MAO yontemiyle B-TiO2 film olusturulan Ti disk
yiizeyindeki osteoblastik aktivitenin, islenmemis ve asitle piiriizlendirme yontemi
uygulanmis  diskler iizerindeki etkisinin karsilastirilmali  olarak incelenmesi
saglanmigtir. Calismamizda goriildiigli tizere alinan sonuglar literatiirler ile paralellik
gostermistir. Bor katkili anodize edilen ylizeylerde ve diger piiriizli yilizeylerde

osteoblastlarda giin bazinda artis rapor edilmistir.

Caligmamizda osteoblast canliligt ve proliferasyonu osteokondiiktivite ile
degerlendirildi. Osteoentegrasyon ¢aligmalarinin tercih edilmeme sebebi bu tip
caligmalarda sadece hiicre adezyonunun 6l¢iilebilmesi fakat canlilik ve proliferasyonun
tespit edilememesidir (154). Yiizey-hiicre etkilesimini inceleyen ¢alismalarda
osteokondiiktivite testlerinin tercih edilmesi ¢alismamiz igin de Ornek teskil etmistir
(155, 156, 157, 158).

Osteokondiiktivite testlerinde SEM goriintiileri alinarak hiicre adezyonunun
izlenebilmesi, hiicre proliferasyonunun takip edilebilmesi sebebiyle ¢alismamizda bu

test yontemini tercih ettik.
67



6. SONUC

e 3.Giinde gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu
fark sadece bor-kntl gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamlidir p=0,016
(p<0,05).

e 7.Giinde gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu
fark sadece bor-kntl gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamlidir p=0,040
(p<0,05).

e 14.Giinde gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.
Bu fark sadece ms-knt gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamlidir
p=0,035 (p<0,05).

e Caligmamizin sonunda kontrol grubunda ve piiriizlii ylizey gruplari arasinda
ise sadece bor grubunda 3. giinden 14. giine dogru osteoblast diizeylerinde
artis goriilmiistiir. Bu da bor katkili yiizeylerin osteoblastlar i¢in belli bir
affiniteye sahip oldugu olarak yorumlanmustir.

e (Calisma tasarimizin ana grubu olan bor katkili yilizeylerin deney sonunda
osteoblast iliskisi SEM analizleri ile ortaya konmustur.

e Bor katkili titanium modifiye yiizeylerinin klinik olarak dental implantlara
uyarlanabilmesi i¢in immiinohistokimyasal calismalar temelinde hem in-

vivo hem de in-vitro ¢alismalara ihtiyag vardir.

Biitiin bu sonuglarin verileri 1s181inda, calismamizin sonuglar1 ile tezin
iceriginde bahsettigimiz literatiir sonuglari uyum gostermektedir. B katkili Ti
modifiye ylizeylerin osteoblastlar i¢in afiniteye sahip olmasi disinda yiizey
tasarim1 olarak hem biyouyum, hem osteoentegrasyon, hem de periimplantitis
agisindan yeni bir fikir, yeni bir yol olusturmaktadir. Bu sebepten bizim
calismamizin hem in vivo hem de in vitro c¢aligmalarin yapilmasinin Oniinii

a¢cmastyla beraber implant ve cerrahisi a¢isindan 6nemli oldugu kanisindayiz.
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