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KISALTMALAR

316 LVM : Diigiik Karbonlu Vakumda Ergitilmis 316 Paslanmaz Celik

EDB - Elektron Demeti ile Buharlastirma

DAK : Diisiik Acili Kaplama

KAFBB : Katodik Ark Fiziksel Buhar Biriktirme

MAS : Manyetik Alanda Si¢cratma

ANO : Anodizasyon

us : Ultrasonikasyon

SEM : Taramali Elektron Mikroskobu

SE : Ikincil Elektron

SEI : Ikincil Elektron Gériintiisii

FIB : Odaklanmis Iyon Demeti

R : Yuvarlak (Trombosit yayilimi derecesi)

D : Dentritik (Trombosit yayilimi derecesi)

SD . Yayilmis Dentritik (Trombosit yayilimi derecesi)
S . Yayilmis (Trombosit yayilimi derecesi)

FS : Tamamen Yayilmis (Trombosit yayilimi derecesi)
A8.% . Agirlikea Yiizde Bilesim

Hac.% : Hacimce Yiizde Bilesim

EDX . Enerji Dagilim X-151n1 Spektrometresi

EG : Etilen Glikol

XPS : X-15111 Fotoelektron Spektroskopisi

pTi : Dliz Kaplanmig 316 LVM

cTi : Plazma Islemi Gérmiis, Diiz Titanyum Kaplanmis 316 LVM
pTi+PL : Diiz Kaplanmig 316 LVM

cTi+PL : Plazma Islemi Gérmiis, Nanodesenli Titanyum Kaplanmis 316 LVM
SS : Paslanmaz celik

FS : Tamamen Yayilmis (Trombosit yayilimi derecesi)






SEMBOLLER

°C . Selsiyus
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METALIK DAMAR STENTLERINDE RESTENOZ RiSKINi AZALTICI VE
DOGAL ENDOTELIZASYON HIZLANDIRICI YENILiKCi KAPLAMALAR

OZET

Gunumuzde, ciplak (kaplamasiz) metalik stentlerin en biiyiilk sorunlarindan birisi
stentleme yapilan bolgenin tekrardan tikanmasidir (restenoz). Bu c¢alismada, nano
boyutlarda desenlere sahip yiizeylerin canli hiicreler ile etkilesimleri {izerine yapilan
son arastirmalara dayanarak, kardiyovaskuler stent yizeyleri tUzerinde nanodesenler
olusturarak restenoz risklerinin azaltilabilecegi fikri ortaya ¢ikmistir. Buradan
hareketle biyouyumlulugu kanitlanmig titanyum ve zirkonyum metalleri, 316 LVM
paslanmaz ¢elik altliklar iizerine, elektron demeti ile buharlastirma (EDB), katodik ark
(KAFBB) ve manyetik alanda si¢cratma (MAS) temelli fiziksel buhar biriktirme
yontemleri ile ¢esitli morfolojilerde kaplanmig ve bu yiizeyler Uizerinde nanodesenler
olusturulmasi amaci ile ¢esitli ardil islemler yapilmastir.

Oncelikle, EDB ile egik ve sekilli titanyum ve zirkonyum filmleri, dogrudan
nanoyapili olarak 316 LVM paslanmaz celik (zerine kaplanmistir. Ancak, plastik
deformasyona tabii tutulduklarinda bu kaplamalarin ylizeyden dokiildigii
goriilmiistiir. Nano yapilarin tabana yapigsma 6zelliklerinin gelistirilmesi amaci ile
yapilan 1s1l islemlerin de kaplama stabilitesinin yeterli diizeyde artiramadigini
gosterilmistir. Kaplamalarin 1s1l iglem oncesi ve sonrast kan uyumuna sahip olmadigi,
ek olarak yapilan oksijen plazmasi isleminin de bu durumu degistirmedigi
gorilmistiir.

KAFBB yontemi ile titanyum ve zirkonyum kaplanan 316 LVM numunelerinde ise
yiizey homojenligini bozan makro pargacik olusumlari goriilmistiir. Yiizeyde
nanoyapilarin olusmasi ve bu makro pargaciklarin dokiilmesi i¢in kapli numuneler
farkli parametrelerle anodizasyon islemlerine tabi tutulmustur. Anodizasyon
sonucunda nanoyapilarin olustugu goriilmiis, ancak makro parcaciklarin dokiilmedigi
gozlenmistir. Takiben yapilan ultrasonikasyon isleminin de bu makro pargaliklarin
dokiilmesinde basarisiz oldugu goriilmiistiir.

Son olarak, MAS yontemi ile kaplama denemeleri yapilmis ve sonug olarak oldukca
homojen titanyum kaplamalar elde edilmistir. Titanyum kaplanmis 316 LVM
paslanmaz gelikler izerinde nanoyapilarin elde edilmesi amaci ile anodizasyon islemi
yapilmis ve islem sonucu elde edilen gevrek TiO2 nanotiip/nanopor yapisinin plastik
deformasyon altindaki mekanik dayanimlarmin oldukga diisiikk oldugu goriilmistiir.
Bu sebeple, nanotlpli bolgeler ultrasonikasyon islemine tabi tutulmus ve nanotiipler
yuzeyden uzaklastirtlmistir. Ultrasonikasyon isleminin ardindan oksit katmaninin
yiizeyden uzaklastirilmasiyla, altta kalan metalik ylzey Uzerinde kesik kireler
seklinde, 100 nm ¢ap ve 20 nm derinliginde sahip desenlerin olustugu goriilmiistiir.
500 nm kalinligindaki bu nanodesenli metalik kaplamanin en iist yiizeyinde 5 nm
kalinliginda TiO2 ve florlanmis titanyum oldugu tespit edilmistir. Egme testi
sonucunda, bu nanodesenli yapinin mekanik dayanimlarinin nanotiiplii bolgeden gok
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Mekanik olarak stabil oldugu kanitlanmasinin
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ardindan bu nanodesenli numunelere, proje ortagimiz Josef Stefan enstitiisii ile ortak
olarak, biyouyumluluk testleri (MTT ve kan uyumu deneyleri) uygulanmistir. EK
olarak, bu numunelere oksijen plazma islemi yapilarak florlanmig titanyum
tabakasinin st yiizeyden uzaklasmasi saglanmis ve bu kimyasal degisimin
biyouyumluluk Gzerindeki etkisi de ek olarak aragtirtlmistir. MTT testleri sonucunda;
nanodesenli numuneler Uzerinde endotel hiicrelerinin ¢ogalma hizinin arttigi,
restenoza sebep olan diiz kas hiicrelerinin ¢ogalma hizinin ise yavasladigi
gbzlenmistir. Oksijen plazma isleminin ise, bu etkileri daha belirgin hale getirdigi
gozlenmistir. Nanodesenli bu numunelerin sadece oksijen plazmasi isleminin ardindan
kan uyumuna sahip oldugu gosterilmistir.

Bu tez calismasi sonucunda elde edilen bu yenilik¢i yiizey islemleri ile stentlere
uygulanabilecek, ila¢ kullanmadan restenoz riskini diisiirebilecek, endotelizasyon
hizini artirabilecek, pihti olusumunu engelleyen bir kaplama presesi gelistirilmistir.
Ayni zamanda, biyoimplantlarin biyouyumlulugu artirmak i¢in yapismasi yetersiz
anodik oksit katmanlarinin biyiitiilmesine gerek olmadigi; benzer boyutlarda
nanodesenlere sahip, Uzerinde sadece 5 — 10 nm kalinliginda oksit bulunduran
yuzeylerin de bu amag icin yeterli oldugu ortaya ¢ikmustir.
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INNOVATIVE COATINGS FOR BARE METALLIC VASCULAR STENTS
FOR REDUCTION OF RESTENOSIS AND ACCELERATION OF
NATURAL ENDOTHELIZATION

SUMMARY

Relying on recent studies conducted on the positive influence and selectivitiy of nano
structured surfaces, we aimed to study the role of these structures on avoiding-
decreasing the risk of restenosis for cardiovascular stents. For achieving this aim
biocompatible titanium and zirconium metals are deposited on 316 LVM stainless
steels with different morphologies using e-beam (EBD), cathodic arc (CAPVD) and
magnetron sputtering (MS). Titanium and zirconium films deposited as slanted and
spiral form by EBD spalled of the surface during application of plastic deformation,
which is an integral part of stent application process. Heat treatment of the samples
did not bring a substantial improvement. Accordingly we switched to other PVD
methods for nanostructuring of the surfaces that consisted of Ti and Zr deposition with
CAPVD and MAS on 316 LVM followed by porous anodization of them using
ethylene glycol based electrolytes. However, the coatings produced with CAPVD
possesed macroparticles that was not possible to remove during the anodization and
following ultrasonication process. By using MAS, smooth surfaces without
macroparticles are produced that are porous anodized succesfully. However, the brittle
porous anodic oxides on the surfaces cracked and locally peeled during plastic
deformation. This problem is solved with the removal of the top brittle oxide with
ultrasonication resulting in a nanopatterned titanium surface. These structures did not
loose their integrity upon plastic deformation. Biocompability tests consisting of
hemocompability, and MTT are applied on these samples. Additionally, samples are
also subjected to oxygen plasma treatment for determining its contribution to
biocompability. Samples with nanopatterned titanium surfaces are subjected to
biocompability tests before and after oxygen plasma treatment. The results revelaed
that nanopatterned surfaces showed selectivity towards endothelial cells and oxygen
plasma treatment further improved their biocompability. Plasma treatment also
necessary for nanopatterned surface to be hemocompatible.

The nanopatterned surfaces obtained in this study comply with the appropriate features
for selective vascular cell attachment. According to the studies, the viability of both
HACEC and HCASMC, increases without selectivity for nanopore diameters below
35 nm. However, for those between 70 - 100 nm, selectivity towards HCAEC is
obtained. We have observed similar vascular cell response using our nanopatterned
surfaces with 100 + 10 nm pore diameters. The higher cell viability of HCAEC
compared to HCASMC can be attributed to the morphology of the obtained
nanopattern that resembles the natural nanoarchitecture of the internal vessel wall
where endothelial cells attach.

Fluorinated titanium compounds were detected on nanopatterned surfaces after
removing nanoporous TiOz with ultrasonication. However, further improvement of
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cell viability with oxygen plasma treatment is achieved. This result can be attributed
to the restriction of the possible adverse effects of the fluorinated surface that is
shielded by the oxide layer formed during oxygen plasma treatment. Our results also
showed that the fluorinated Ti-containing nanopatterned surface exhibits better cell
viability for HCAEC than those without fluorides, indicating the dominant role of
nanopatterning on cell viability even in the presence of a fluorinated layer.

The nanofeatures obtained in this study have significantly lower thicknesses than those
in the literature. These results indicate that the main morphological parameter to cell
viability is the diameter of the nanofeatures rather than their thickness. Thus, the use
of poorly adherent thick coatings, such as TiO2 nanotubes/nanopores, to improve the
cell viability of implants is not mandatory. As proposed, nanopatterned metallic
titanium with similar diameters covered by a very thin oxide layer can function
similarly.

Attaining desired cell viability is not sufficient for the biocompatibility of stents; they
should also show the appropriate hemocompatibility properties for stent applications.
During contact with blood, the formation of activated platelets is undesired since they
induce a high risk for thrombotic reactions. Among the samples investigated in this
study, the desired hemocompatibility properties are only attained for oxygen plasma-
treated nanopatterned samples. It is well known that titanium can act as a thrombogenic
material depending on its surface properties, the desired property for dental and
orthopedic implants contrary to cardiovascular stents. Several studies in the literature
indicate the positive role of fluorination on the osseointegration and thrombogenic
properties of titanium-based orthopedic and dental implants. Therefore, fluorides may
induce undesired hemocompatibility for stent applications because of their
thrombogenicity, and achieving hemocompatibility with oxygen plasma treatment can
be associated with the lack of contact between the fluorinated layer and blood. We
have not come across any studies on the possible role of fluorides on
hemocompatibility and cell viability for stent applications, and further work is needed
to clarify these effects.

To maintain a healthy blood vessel and avoid ISR, the endothelization of the inner
layer of the vessel is very important for cardiovascular stent applications. As the
preferred proliferation of HCASMC is one of the main reasons for ISR, providing a
surface feature that offers improved cell selectivity towards HCAEC is desired. The
proposed nanopatterning method gave promising results in this regard. However,
hemocompatibility is also crucial for the proper functioning of the stent material; thus,
restricting the contact of thrombogenic species (fluorinated-Ti) on the nanopatterned
surfaces with blood is also needed. Oxygen plasma treatment used in this study served
successfully for this purpose. An additional benefit of the proposed method is the
mechanical integrity of the nanopatterned layer on the stent material under plastic
deformation, as cracking and spallation of the oxide layer may lead to undesired
biological responses during functioning of the stents.

As a results of this study, a method for synthesizing titanium coatings on stainless steel
surfaces with desired morphology and chemistry for stent applications was presented.
The method enables the formation of periodical nanopattern thin titanium film on
smooth stainless steel substrates. The unique morphology and chemistry are obtained
by the four-step procedure, where titanium film is first deposited on the stainless steel
surface, followed by anodization, ultrasonication, and oxygen plasma treatment. The
anodization enables the formation of nanoporous/nanotubular anodic oxide consisting
of titanium oxide and fluorinated titanium. After removing this fragile oxide layer by
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ultrasonication, a nanopatterned titanium surface with periodical structures of about
20 nm in depth and about 100 nm in diameter is obtained. The diameter of the
nanopatterns is in accordance with the sizes of biocompatible nanoporous titanium
oxides reported in the literature. When subjected to plastic deformation, these
structures retained their shape and integrity compared to the nanoporous oxide-
covered surfaces. The results indicate that our unique surface preparation process
substantially decreases the cracking and spalling tendency of the surface layer during
the implantation of stents. Such a surface morphology in combination with altered
surface chemistry and wettability was also beneficial for the adhesion and proliferation
of HCAEC.

On the other hand, the adhesion and proliferation of HCASMC were suppressed
mainly due to altered surface nano topography. The rapid endothelialization and
suppressing the proliferation of smooth muscle cells are crucial for the performance of
vascular stents since they prevent thrombosis and restenosis. Furthermore, the
activation of blood platelets on the nanopatterned surface is suppressed significantly
after oxygen plasma treatment. This effect indicated the role of additional surface
features (chemistry and wettability) induced by oxygen plasma as the nanopatterned
surface alone did not show a reduction in the number of adhered platelets.
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1. GIRIS VE AMAC

Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gére diinyada kardiyovaskiiler hastaliklar, tim
6liim sebeplerinin tigte birine karsilik gelerek diger tim nedenlerden daha fazla hayat
kaybina sebep olmaktadir [1,2]. Bu hastaliklara karsi koroner by-pass uygulamasina
baslandigindan beri bu oranlarda 6nemli diisiisler elde edilmistir; ancak bu konudaki
en Onemli atilim, agik kalp ameliyati gerektirmeden tikali damarlar1 agmaya yonelik
olarak gelistirilen metalik stent uygulamalaridir. Bu uygulama, son ¢eyrek yiizyilda

hasta kayiplarinin azalmasina dnemli katkida bulunmustur.

Stentler genel olarak, vicut icerisindeki daralan kanallarin agik tutulmasi i¢in kanal
igine yerlestirilen tiriinlerdir. Stendin iiretilecegi malzeme, uygulanan bolgenin fiziksel
ve kimyasal yapisina bagl olarak secilmektedir. Tikanan damarlardaki kan akiginin
tekrar diizene sokulmasi i¢in ise metalik stentler kullanilmaktadir. Her y11 2 milyondan
fazla kisiye metalik stent uygulamasi yapilmaktadir [3]. Bu saymin ¢ok biiyuk bir
bolimiinii ¢iplak (kaplamasiz) metalik stentler olusturmaktadir. Ciplak metalik
stentler, vaskiiler daralmalara kars1 etkili bir ¢6zim gibi géziikse de birtakim bagka
sorunlara yol agma riskleri barindirmaktadir. Ornegin, stent uygulamasini takiben 6 ay
icerisinde damarmm uygulama yapilan bolgesinde tekrardan bir daralma
gorulebilmektedir. Tip literatiiriinde restenoz denilen, stentleme sonrasinda damar
capinin tekrardan 9%50’den fazla azalmasi durumu, ciplak metalik stent
uygulamalarinin en biiyiikk sorunudur. Cesitli arastirmalarda restenoz gorilme
sikliginin %22-32 araliginda degistigi bildirilmektedir [4,5]. Restenozun fizyolojik
sebebi, stent olarak kullanilan malzemenin yeterli biyouyumluluga sahip
olmamasindan kaynakli olarak, damar igerisinde bulunan duiz kas hucrelerinin damar
capint daraltacak kadar cogalmasidir [6]. Restenozu azaltmak igin gelistirilen ilk
yontem, ilacl stentlerdir. Bu uygulamada; tzerinde herhangi bir kaplama bulunmayan
metalik stentler, kontrollii ilag salinimi yapabilecek, bagisiklik sistemini baskilayici
ajanlar ya da kanser ilaglari emdirilmis biyolojik olarak stabil polimerler ile
kaplanmakta, zamanla bu polimerlerden salinan bu ilaglar sayesinde diz kas

hiicrelerinin cogalmasi baskilanmaktadir. Ilk evrede basarili goziiken ilagh stentlerin



ileride ¢ok daha 6lumcil ve akut olan stent piht1 olusumu (stent trombozu) riskini
artirdig1 gorilmistiir [7-9]. Yapilan istatistiki ¢alismalarda, ilagl stent uygulamasini
takiben 6 ay ile 3 y1l arasinda tromboz riskinin kaplamasiz stentlere nazaran %32 daha
fazla oldugu belirlenmistir [10]. Bu sebeple, ilag emdirilmis biyobozunur polimerlerle
kapl ikinci nesil ilagh stentler gelistirilmistir. Bu stentler iizerinde yapilan ¢aligmalar
umut vadetse de restenoz riskinin bagisiklik sistemi baskilayicilar ve kanser ilaglart
kullanilmadan diisiiriilebilmesinin, saglik endiistrisinde Onemli bir adim olacagi

ongorulmektedir.

Bu tez calismasinda, restenoz riskinin c¢iplak metalik stentlere yapilacak yiizey
islemleri sayesinde diisiiriilmesi amaglanmigtir. 316 LVM (low-carbon vacuum melt)
stent malzemesi Uzerinde, nanodesenli titanyum ve zirkonyum esash yiizeyler
olusturularak hem biyouyumlulugu yiiksek hem de mekanik 6zellikleri stent agilmasi

sirasinda olusan yiiklemelere dayanikli yiizeylerin elde edilmesi hedeflenmistir.

Bu amaca yonelik olarak tez ¢alismasi kapsaminda, ¢ farkli fiziksel buhar biriktirme
(FBB) yontemi (e-demeti ile buharlastirma, katodik ark ve manyetik alanda sigratma)
kullanilarak titanyum ve zirkonyum kaplamalar gergeklestirilmistir. Elektron demeti
ile buharlagtirma sisteminde “dar agili elektron demeti” kullanilarak yapilan
kaplamalarla nanodesenlerin dogrudan iretilmesi amaglanmistir. Katodik ark ve
manyetik alanda yapilan diiz kaplamalar iizerinde ise nanodesen olusturma iglemi igin
gozenekli anodik oksidasyon yontemi kullanilmigtir. Her ii¢ yontemle de elde edilen
nanoyapili ylizeylerin, stent uygulamas: sirasinda uygulanan plastik deformasyon
altindaki davranislar1 incelenerek amaca en uygun nanodesen olusturma yontemi
belirlenmis, daha sonra bu ylizeylere biyouyumluluk deneyleri uygulanmistir. Ayrica,
oksijen plazmasinin biyouyumluluk iizerindeki etkisi de bu tez ¢aligmasi kapsaminda

incelenmistir.



2. LITERATUR OZETi

Bu literatiir arastirmasi boliimiinde ilk olarak damar yapist ve plak olusumundan
bahsedilecektir. lkinci boliimde kardiyovaskiiler stentlerde goriilen sorunlar
Ozetlenirken Gclncu  bolimde metalik stentler, malzeme bilimi agisindan
incelenecektir. Dordincl boliimde ise farkli malzemelerinin kardiyovaskiiler stent
olarak kullaniminin performans iizerindeki etkileri (izerinde durulacak; besinci ve son

bolimde de stent yuzeyini gelistirmeye yonelik literatlirdeki ¢alismalar 6zetlenecektir.

2.1 Damar Yapisi, Plak Olusumu ve Anjiyoplasti

Kardiyovaskdler sistem icerisinde bulunan damarlar genel olarak 3 ana katmandan
olugsmaktadir (Sekil 2.1 :). Damar tipine bagl birtakim farkliliklar olmak ile birlikte
genel olarak en dis katmanda bag dokusu (tunica externa), en kalin tabaka olan orta
katmanda (tunica media) duz kas hucreleri, i¢ katmanda (tunica intima) ise tek sira
halinde endotel hucreleri bulunmaktadir. Endotel hiicreler damar igerisindeki

pthtilasmay1 6nleme islevini gortirler.

Tunica media

Tunica externa Tunica intima

Duiz has hticreleri Endotel hicreler

Dis elastik membran .
I¢ elastik membran

Sekil 2.1 : Kardiyovaskiler damar yapis1 [11].

Kanda total kolesteroliin yiliksek olmasi, sigara tiiketimi, yiiksek tansiyon, seker
hastalig1 ve obezite, yetersiz fiziksel aktivite, sagliksiz beslenme gibi sebeplerle

kardiyovaskiiler sistemin bazi bolgelerindeki damarlarin igerisinde yag bazli dokularin



birikmesi sonucunda kan akisini engelleyen daralmalar gorulebilir (Sekil 2.2 :).
Arteroskleroz denilen bu daralmalar, damarin esnekligini kaybetmesine sebep olur, bu

olusum halk arasinda damar sertlesmesi olarak bilinmektedir.

Plak

Sekil 2.2 : Plak olusumu sebebi ile damarin daralmasi.

Damarlarin tikanma mekanizmasi Sekil 2.3 :’te 6zetlenmistir. Yukarida bahsedilen dis
etkenler, damarin en i¢ duvarinda bulunan endotel hiicrelerin bulundugu tabakay:
bozmakta, bu bozuklugun seviyesine gore damar tikaniklii ilerlemektedir. Ilk
asamalarinda hiicre i¢inde yag birikmeleri ile baslayan bu siireg, ilerleyen yillarda diiz
kas hiicrelerinin ¢ogalmasi ile ileri seviye tikanikliklar ile devam etmektedir. Son
asamada ise bu durum tromboz, yani piht1 olusumuna sebep olabilmektedir. Bu
bolgeden olusan pihti ise viicut igerisindeki hayati 6nemi olan baska damarlar
tikayabilmektedir. Piht1 atmasi, damar tikaniklig1 gibi yillar igerisinde yavas yavas
ilerleyen bir siire¢ olmadigindan, tikadigi damarin iglevine bagli olarak kalp krizi ve
felg riski olusturmakta, ani 6liimlere sebep olabilmektedir. Bu sebeple; 6zellikle bazi
kalp damar hastaliklarina sahip olan kisilere, diizenli olarak antikoagulan, yani kan
sulandirict ilaglar1 kullanmalari tavsiye edilebilmektedir. Antikoagiilan kullanimi ise
fiziksel yaralanmalarda pihtilasmayr geciktirdiginden baska bir hayati sorun

yaratmaktadir.



iSIMLENDIRME ATEROSKLEROZ ENERKEN ANA BUYUME KLINIK
VE HISTOLOJI ILERLEMESINDE ASAMALAR BASLAMA MEKANIZMASI  BAGLANTI
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Sekil 2.3 : Plak olusumu sebebi ile damar daralmasinin asamalari [12].

Daralan bolgelerde kan akisinin tekrardan saglanabilmesi i¢in stent uygulamalar1 veya
by-pass ameliyatlar1 yapilmasi gerekebilir. {lk olarak Palmaz ve ekibinin gelistirdigi
kardiyovaskdler balonlu stent uygulamalari, son 30 yilda by-pass oranlarinda ciddi bir

diisiis yasanmasina sebep olmustur [13].

Kardiyovaskdler stentler, malzemelerin plastik deformasyon ile kalict sekil
degistirmesi prensibi ile calismaktadir. Stentleme islemi Sekil 2.4 :’te sekilsel olarak

gosterilmistir. Temel olarak 3 ana adimda gergeklestirilen bu asamalar sunlardir:

1. Balon iizerine sarilmis stent, kardiyovaskuler sistem igerisinde kateter araciligi

ile ilerletilerek daralmis bolgeye ulastirtlir.



2. Balon igerisindeki gazin basinci artirilarak stendin akma ve ¢ekme dayanimi
arasinda bir degerde gerilmeye maruz kalmasi saglanir. Plastik deformasyon

ile kalict sekil degisimine ugrayan stent, tikanan bolgeyi tekrardan genisletir.

3. Stent igerisindeki balonun sondiiriilmesi ve sistemden ayrilmasi ile kan akist

tekrardan saglanmis olur.

A

| m—

B ——— ~—

Sekil 2.4 : Balonlu stent ile damarin genisletilmesi [14].

Kardiyovaskiiler stent uygulamalari, damar tikanikligi i¢in kalict bir ¢6ziim gibi
gOzikse de bu malzemeler aym1 zamanda viicutta c¢esitli problemlere sebep
olabilmektedir. Bu sorunlar, yetersiz mekanik 6zellikler ve diisiik korozyon dayanimi
gibi malzeme kaynakli olabildigi gibi sadece yiizey 06zelliklerinin yeterli
biyouyumlulugu gosterememesi ile de olusabilmektedir. Literatiir aragtirmasinin
devaminda kardiyovaskiiler stentlerde goriilen sorunlar ve bunlar1 engellemek i¢in

gelistirilen yiizey islemlerinden bahsedilecektir.

2.2 Kardiyovaskuler Stentlerde Gortlen Problemler

Kardiyovaskdler stentlerde gorulen problemler bu bdlimde iki ana baslik altinda
incelenecektir. Ik kisimda, kullanilan malzemelerin fiziksel 6zelliklerine bagl
sorunlardan bahsedilirken; daha sonra ise biyouyumluluga bagl olarak kaynaklanan

sorunlar tizerinde durulacaktir.

2.2.1 Fiziksel 6zelliklere bagh sorunlar

Guniimuzde stentlerde genellikle paslanmaz celik, kobalt-krom, nikel-titanyum ve

platin-iridyum gibi metalik stentler kullanilmaktadir. Polimerik stent malzemeleri



mevcut olmakla birlikte bu stentler daha ¢ok safra kanallarin1 agmak igin
kullanilmaktadir. Yine de polimerlerin kardiyovaskiiler sistem igerisinde kullanimi
icin ¢esitli calismalar yiriitiilmektedir. Polimerik malzemeler disinda biyobozunur
stentler elde etmek amaci ile demir ve magnezyum gibi metalik malzemeler de

kullanilmaya baglanmustir.

Metalik kardiyovaskuler stent malzemeleri secilirken degerlendirilmesi gereken 7
farkli ozellik vardir [15]. Ideal bir kardiyovaskiiler stent; balon kateter zerine
sarilabilmeli, damar1 istenen miktarda acabilecek kadar genisleyebilmelidir (yiiksek
stineklilige sahip olmalidir). Ayrica, yerlestirilmesinin ardindan damarin yaptigi
kapanma yonlndeki kuvvete karsilik agik kalabilmeli (diisiik recoil orani), ayni
zamanda hedef damara kadar ilerleyebilmesini saglayacak miktarda da esnek
olmalidir. Manyetik rezonans / bilgisayarli tomografi (MR / BT) altinda da
goriinebilirlige (disiik ferromanyetiklik, yiiksek radyoopaklik), yiiksek kan
uyumluluguna ve diisiik restenoz riskine sahip olmalidir. Bunlarin disinda, uygulama
sirasindaki hata riskini diisiirmek icin ek ozellikler de aranabilmektedir. Ornegin,
balonlu stent olarak kullanilacak metal malzemenin akma ve g¢ekme dayanim
degerlerinin miimkiin oldugu kadar birbirinden farkli olmasi istenir ki balonla sisirme

sirasinda stendin boyun vererek hasar almasi ihtimali diissiin.

316 LVM paslanmaz celik, kardiyovaskiler stentler ¢zelinde ginimuzin en c¢ok
kullanilan stent malzemesidir [15]. Stent uygulamalari i¢in mikkemmel mekanik
Ozelliklere ve ylksek korozyon direncine sahip olmasi, daha da 6nemlisi birgok
fiziksel ve kimyasal 6zelliginin farkli alanlarda yapilan ¢aligsmalar neticesinde ok iyi

biliniyor olmasi kardiyovaskiler stent olarak kullaniminin 6niinii agmustir.

Paslanmaz celikler, birgok avantajinin yaninda 6nemli sayilabilecek dezavantajlara da
sahiplerdir. Ornegin, stenitik yapida olmalarma ragmen ferromanyetik dzelliklerinin
tamamin1 kaybetmediklerinden manyetik rezonans (MR) cihazinda net goriinti
vermezler (Sekil 2.5 :) [16]. Bu sorunun iistesinden gelmek i¢in alasim igerisindeki
nikel oran1 artirilabilse de bu durum, alerjik komplikasyonlara sebep olabileceginden
[17] bagka bir dezavantaj dogurmakta, nikel oranmin diigiiriilmesi ise malzeme
icerisindeki ferromanyetik malzeme miktarini (ferrit) artirdigindan MR goriiniirligiini

imkansiz kilmaktadir.



) 3161 (b) NiTi

Sekil 2.5 : (a) 316 L ve (b) NiTi stendin gradyan eko gorintdleri (4,1 T; sagital
dizlem, 3.9 msn TE, 1000 msn TR ve 12,8 cm goriis alan1) [16].

Benzer bir sorun da paslanmaz celik stentlerin BT altinda goriiniirliigiiniin giic
olmasidir (Sekil 2.6 :). Bu sorunu agsmak igin stent uglarina platin gibi atom agirligt
yiiksek radyoopak isaretleyiciler konulsa da stent seklinin belli belirsiz goziikmesi

paslanmaz celik stentlerin bir diger dezavantajidir.

PtCr CoCr CoCr CoNi CoCr CoCr 316L SS CoCr 316 SS
REBEL™ Multi-link 8™ Multi-link  Integrity™  Coroflex™  Prokinetic Tsunami™ Kaname™  Libeté™ gold

stent stent vision™ stent  stent blue stent energy stent gold stent stent stent
0.081 mm 0.081mm 0.081mm 0.087mm 0.065mm 0.060 mm 0.080 mm 0.080 mm 0.081 mm
(0.0032") (0.0032")  (0.0032")  (0.0035")  (0.0026")  (0.0024") (0.0031") (0.0031%) (0.0032")

Sekil 2.6 : Farkli stent alagimlarinin CT altindaki goriiniirliik karsilastirmasi (alt
sira, stent tel kesiti kalinliklarini1 géstermektedir) [18].

BT altinda goriintirligli artirmak igin platin gibi atom agirlig1 yiiksek alagimlardan
yapilmis stentler de iiretilmistir. Ornegin, %90 platin — %10 iridyum alagimlari yiiksek
radyoopasite gostermesine ragmen mekanik o6zellikleri stent olarak kullanimini
sinirlamaktadir. Stent capi, yerlestirilmesinin ardindan %16 azalmaktadir. Paslanmaz

celiklerde ise bu oran %5’tir [19].

Titanyum ve tantal gibi korozyon direnci ylksek ve biyouyumlulugu miitkemmel olan

malzemeler de stent olarak iiretilebilmektedir. Ancak platin bazli stentlerde oldugu



gibi bu stentlerin de mekanik 6zellikleri, gereksinimleri tam olarak karsilamamaktadir.
Akma ve ¢ekme dayanimlarinin birbirine yakin olmasi, plastik deformasyon icin
calisma araligim1 olduk¢a daraltmakta, ¢ekme dayanimini gegmemek igin diisiik
basinglarda c¢alismay1 gerektirmektedir. Bu durum, sekil degisimindeki elastik
deformasyon oraninin artmasina, dolayisi ile balonun sondurilmesini takiben stent
capinda biiyiik bir diisiis (recoil) goriilmesine sebep olmaktadir. Titanyum stentlerin
diisiik stineklige sahip olmasi, paslanmak celik ya da kobalt-krom gibi malzemeleri

tercih sebebi yapmaktadir [15].

Radyal mukavemeti diger stent malzemelerine gore yuksek olan kobalt-krom
alasimlari, son teknoloji stentlerin gozdesi olmustur. Yiiksek mukavemete sahip
olmasi sebebi ile bu alasimdan yapilan stentlerin tel Kesiti kalinliklar1 diger
malzemelerle yapilan stentlere gore oldukga diistiktiir. Sekil 2.7 :’de piyasada bulunan
cesitli kardiyovaskiiler stentlerin tel Kesiti sekilleri (strut), Olglleri ile birlikte
gOsterilmistir. Gorildigii lizere paslanmaz ¢elik stentlerin tel kesiti boyutlar1 100
um’nin tizerindeyken kobalt-krom alagimlarinin 6lgiileri 60 pm’ye kadar diismiistiir.
Bu avantajimin yaninda kobalt — krom alasimlari, %35 oraninda nikel icermektedir.
Erden ve Albayrak tarafindan yapilan ¢aligmada nikel alerjisi olan ve CoCr stendi
takilmis hastalarda nikel alerjisi olmayan hastalara gére daha yuksek oranda restenoz
goriildiigii raporlanmistir [17]. Bu durumun sebepleri daha sonraki bolimlerde

ayrintili olarak aciklanacaktir.
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Sekil 2.7 : Farkli malzemelerden iiretilen kardiyovaskuler stentlere ait kesitlerin
sekil ve olgiileri [20].



2.2.2 Biyouyumluluga bagh sorunlar (restenoz ve tromboz)

Saglikli bir damarda endotel hiicrelerin herhangi bir sekilde zarar gormesi durumunda
bu hiicrelerin yeniden olusmasi beklenmektedir. Bununla birlikte, damarlarin
daralmasi sebebi ile yerlestirilen stentler bu endotel tabakasina zarar verebilmekte, bu
bolgelerde diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasi ile birlikte stentlenen bdlgenin yeniden
daralmasi durumu, yani restenoz gorilebilmektedir. Literatirde restenoz, stent
uygulamasi yapilan bolgenin ¢apinin %50’nin {izerinde tekrardan daralmasi olarak
tanimlanmistir. Bu daralma viicudun abartilmis bir iyilesme tepkisidir. Neointimal
hiperplazi olarak adlandirilan bu tabakanin kalinlagsmasini durdurmamasi halinde ise
ayni bolge yeniden tamamen tikanabilmektedir. Sekil 2.8 :’de restenoz Oncesi ve

sonrast damar kesiti gosterilmistir.

Sekil 2.8 : Stent yerlestirilen acilmig bir damarin (a) stent yerlestirilmesinden
hemen sonra (b) restenoz gelisimi sonrasi kesit goriintiisii [21] ( ¥~ ile gOsterilen
bélge stent kesitini, * ile gosterilen bolge neointimal hiperplaziyi gostermektedir).
Ayni sekilde bu bolgelerde damar i¢in pihtilagsma, yani tromboz goriilebilmektedir.
Torrado’nun ¢alismasinda stentleme sebebi ile goriilen hasar mekanizmalari, gorilme
zamanina bagl olarak 6zetlenmistir [22] ve ilagh kardiyovaskiiler restenoz goriilmese
bile 12 ay sonrasinda tromboz goriilme olasiliginin mevcudiyeti sekilsel olarak

gosterilmistir.

Kardiyovaskiler stentler sebebi ile tromboz olusma ihtimali stendi olusturan telin
kesiti ve kalinligr ile de ilintilidir. Jaryl Ng ve caligma arkadaglarinin yaptigi calismada
tel kesiti gevresindeki kan akist modellenerek bolgesel hemodinamik kuvvetlerin
restenozu ve trombosit aktivasyonunu tetikledigi gosterilmistir [23]. Ozellikle damar

duvarina dogru yapistirlmamig stent kisimlar1 gibi bolgeler, c¢evresinde olusan
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diizensiz kan akis1 nedeniyle, tromboz riskinin en ¢ok arttig1 bolgelerdir. Bu nedenle
de stent govde (strut) kesitinin incelmesi tromboz ihtimalini diisiirmektedir. CoCr gibi
yuksek akma ve ¢ekme dayanimina sahip alasimlardan yapilan stentler daha ince
kesitlere sahip oldugundan bu stentlerde tromboz gorilmesi ihtimali gorece daha
diisiik olmaktadir. Ayni sekilde, stent lizerinde uygulanmasi planlanan herhangi bir
kaplamanin stent kesit kalinliklarin1 artirmamasi ve herhangi bir sebeple damar
igerisindeki kan akig diizenini bozmamasi gerekmektedir. Aksi takdirde, kan akisinin

bozulacagi bu bolgelerde trombositlerin aktiflesmesi ile pihti olusumu s6z konusudur.

Piht1 atmasi (tromboz), damar tikaniklig1 gibi yillar igerisinde yavas yavas ilerleyen
bir siire¢ olmadigindan, gerceklesmesi durumunda Oliimle sonuglanma orani
restenozdan ¢ok daha yuksektir. Bu sebeple tromboz goriilme ihtimaline karsi stent

uygulamasi sonrasi aylarca antikoagiilan ilaglarin alinmasi tavsiye edilebilmektedir.

Kardiyovaskiiler stent uygulamasinin damarda sagladigi verimi diisiiren restonoz ve
hastaya mudahale firsati vermeden 6limune sebep olabilen tromboz gibi sorunlarin

onune gecmek icin gesitli ylizey islemleri 6nerilmistir.

2.3 Kardiyovaskiiler Stentlere Yapilan Yiizey islemleri

Uzerinde herhangi bir kaplama olmayan, metalik malzemelerden yapilmis stentlere
“ciplak metalik stentler” (bare metallic stents) denilmektedir. Literatiirde yapilan farkl
caligmalarda restenoz ve trombozun 6nune gegmek, dolayisi ile biyouyumlulugu
artirmak icin ¢iplak stentler iizerinde cesitli metalik, seramik, inorganik ve organik
kaplamalar yapilmistir. Yine yiizey kimyasini, morfolojisini ve potansiyelini
degistirmek icin stent ylizeyi lizerine ¢esitli desenler yapilmis ve bu desenlerin etkisi

incelenmistir.

Tromboz ve restenoz riskini azaltmak i¢in kardiyovaskiiler stentler lizerine yapilan
kaplamalarin en bilineni, ayr1 bir stent kategorisinde degerlendirilen, ila¢ kaplh
stentlerdir. Birinci nesil ilag kapl stent adi verilen, “yiizeyi ila¢ emdirilmis kalic
polimer” kapli bu stentler genel olarak restenoz riskini diigiirdiiyse de uzun donemde
tromboz riskini artirdigindan [24,25] operasyon sonrasi kan sulandirict kullanim
stiresinin iki katina ¢ikmasina sebep olmustur [26]. Bu durumun éniine gegmek icin
ciplak stentlerin biyobozunur polimerler igerisine emdirilmis ilaglarla kaplandig:

“ikinci nesil ilag¢ kapl stentler” gelistirilmistir. Birinci nesilde gorulen stent trombozu
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riskini diistirme amagli gelistirilen bu ikinci nesil ilagli stentler de Uzerlerinde bulunan
biyobozunur polimer bir tabaka araciligi ile, damar igerisine ila¢ salinimi1 yapmaktadir.
Birinci nesilden farkli olarak ikinci nesilde, damar icerisinde zamanla polimerin
tamami1 bozunmakta ve takilan stent uzun vadede ¢iplak metalik stende
dontismektedir. Zotarolimus ve everolimus gibi bagisiklik sistemini baskilayici kanser
ilaglarinin kullanildig1 bu stentler, birinci nesil ilagh stentlere gore simdilik daha iyi
sonuclar vermektedir [24]. Buna karsin, ilagh stentlerin yerlestirilmesi sirasinda bu
polimerlerin soyuldugu da bazi arastirmalarda belirtilmistir [27]. Yeni bir teknoloji
sayilabilecek bu ikinci nesil ilagh stentler umut vadetse de diisiik restenoz oranlarini
ilagsiz bir uygulama ile yakalamak glnimuz kardiyovaskiler stent teknolojisinin
oncelikli hedeflerinden birisidir [28,29].

llagsiz stent uygulamalar1 icin cesitli metalik, seramik ve organik kaplama
uygulamalar1 Onerilmistir. Bu ylizey islemleri ile malzemenin biyouyumlulugunu
tanimlayan protein ve hiicrelerin stent yiizeyinde tutunmalarinin kontrol edilmesi

amagclamistir.

llagsiz stent uygulamasmna yonelik yapilan kaplamalardan birisi, yiiksek kan
uyumluluguna sahip oldugu bilinen bir seramik malzeme olan silisyum karbiirdiir.
Buna karsin, bu kaplama ile ilgili olarak yayimlanan raporlar birbirinden farkli sonuglar
icermektedir. Bazi ¢aligma gruplart bu kaplamanin olumlu etkiler gosterdigini
raporlamigken [30], bazilar1 kayda deger bir fark gorememis [31], bazi ¢alisma
gruplari ise olumsuz etkiler raporlamistir [32]. Benzer sonuclar elmas benzeri karbon
(DLC) kaplamalarla yapilan deneylerde de mevcuttur [33-35]. Tiim bu ¢aligmalarda
dikkate alinmayan husus ise, silisyum karblr ve DLC gibi gevrek malzemelerin,
stendin {izerine sarildigi balonun sisirilmesi sirasinda yilizeyde stabil kalip

kalmadigidir.

Benzer c¢alismalar aliiminyum anodik oksit kaplama ile de yapilmis ve ylzeyde
olusturulan anodik oksit nanotiiplerin ilag tasiyict olarak kullanimi denenmistir.
Kollum ve arkadaglarinin ¢alismasinda ayni stendin iizerindeki kaplamanin balon ile
sisirilme sirasinda attig1 goriilmiis ve bu durum ile restenoz riski arasinda baglanti

kurulmustur [36].
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Radyoopasiteyi artirmak amaci ile paslanmaz ¢elik stent lizerine altin kaplama yapilan
caligmalar da mevcut olmakla birlikte, uygulama sonrasi bu kaplamanin restonoz

riskini artirdig1 raporlanmustir [37,38].

Tantal ile kaplanan paslanmaz ¢elik malzemenin mekanik kararliligi Macionczyk ve
ekibi tarafindan incelenmis, 4-nokta egme testi altinda yaptiklar1 ve egme sebebi ile
catlayan tantalin pasiflesme davranigi raporlanmigtir [39]. Bir baska calismada da
stendi yerlestirme ya da balonla sisirme sirasinda kaplamada ger¢eklesen ¢atlamalarin

kotii sonuglar dogurabilecegine deginilmistir [15].

Politetrafloriretilen (PTFE), polietilen tereftalat (PET) ve polituretan (PU) gibi
polimerik kaplamalar lizerinde yapilan calismalarda polietilenin gorece yiiksek
tromboz riskine sahip oldugu goriilmiistiir [40]. Buna karsilik, politetrafloriretilen ve
poliiiretan gibi hidrofobik yiizeylerin ayn1 zamanda endotel hiicrelerin tutunmasini da
engelledigi gorilmiistiir [41]. Paslanmaz ¢elik ile ayni yiizey enerjisine sahip n-
vinilpirrolidin ve potasyum sulfopropil akrilat gibi polimerlerin biyolojik etkilerinin
ise paslanmaz gelikten farkli oldugu goriilmistiir [42]. Bu durum, yiizey enerjisinin

tek bagina etkili bir mekanizma olmadigin1 gostermektedir.

[lagsiz stent uygulamasina yonelik yapilan kaplamalardan bir digeri iridyum oksittir.
Yiksek biyouyumlu oldugu bilinen iridyum oksidin, metalik stentlerin korozyonu
sirasinda ¢iktigr iddia edilen hidrojen peroksidi [43], su ve oksijene parcaladigi ve
endotel hiicrelerinin ¢ogalmasinin iizerinde olumsuz etkisi olan hidrojen peroksidin
parcalanmasinin ise restenoz riskini diigiirdiigii gosterilmistir [44]. Hidrojen peroksit
gibi oksitleme giicii yiiksek olan {iiriinlerin stent korozyonu riskini artirmasi da
muhtemeldir. Ozellikle, oyuklanma gibi normal sartlarda goriilmeyen korozyon

mekanizmalarini tetiklemesi ithtimali de mevcuttur.

2.3.1 Kardiyovaskauler stentlere uygulanan nanoyapilandirma ¢alismalari

Literatiirdeki bazi calismalarda stent malzemelerinin biyouyumlulugunu artirmak i¢in;
kimyasal olarak kararli, kan uyumlulugu yiiksek olan bazi malzemelerin kaplama
olarak stent {izerinde uygulanmasi &nerilmistir [8,45]. Ozellikle TiO2 gibi metal
oksitler bu konuda 6ne ¢ikmaktadir [46,47]. Kaplama malzemesinin sahip oldugu
kimyasal etkilerin yaninda yilzey topografisinin de biyouyumluluk o6zellikleri
acisindan etkili oldugu goriilmiistiir. Literatiirde, titanyumdan yapilmig metalik

implantlarin yiizeyinin nano boyutlarda desenlere sahip olmasinin avantajlar
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gosterilmektedir [48]. Kumlama [49], hidrotermal proses [50-53], anodizasyon [4,54]
ya da ylizey alasimlama ardindan selektif ¢6zme [9] gibi islemlerle nano boyutlarda
farkli morfolojiye sahip implant yiizeyleri elde edilebilmis ve biyouyumluluklari farkli
gruplar tarafindan ¢alisilmistir. Hatta, bu yontemlerle elde edilen yuzeylerden bazilar
ile ilagh stent uygulamalarinda ilag salinim hizinin kontrol edilebilmesi amaglanmustir.
[4]. Ancak, bu nanodesenlere sahip yizeylere sahip implantlarin hastaya uygulanmasi
sirasinda, vicut igerisinde deformasyonu s6z konusu ise (kardiyovaskiler stentler
gibi), bu gevrek oksit katmanlariin dokiilme ihtimali artmaktadir. Bu sebeple, genel
olarak, seramik kaplamalarin stent uygulamalari i¢in elverisli olmadig1 diisiiniilebilir.
Gunkl bu kaplamalar, stendin balonla sisirilmesi sirasinda yiizeyden ayrilabilir,
dolayisi ile sahip oldugu morfolojiyi kaybedebilir ya da viicudun baska bir bolgesinde
ttkanmalara sebep olabilir. Tum bunlara ek olarak, literatiirde yiizeydeki bazi
ayrilmalarin restenoz riskini artirdig1 not edilmistir [36]. Sonug olarak; ¢iplak metalik
stentler Uzerinde uygulanmasi 6nerilen en ideal kaplama malzemesi, hem seramik
malzemeler gibi yiksek biyouyumluluga sahip olmali hem de stendin iiretildigi
malzeme kadar esnek olmalidir. Bu iki 6zelligin ise ayni anda elde edilmesi malzeme

bilimi agisindan oldukea giictiir.

Titanyum Uzerinde yapilan diger calismalarda kan uyumlulugunun diisiik oldugu
gosterilmis  [55], hatta bu Ozelligi sebebi ile yiiksek kemik uyumuna
(osseointegrasyon) sahip olmast ile ilgili baglantilar kurulmustur [56]. Diger
caligmalarda, titanyum icerisine belli oranlarda eklenen florun, ortopedik ve dental
implant uygulamalarindaki pozitif etkisi gosterilmis [57-61] ve implantin geri
sOkilme momentini artirdigi raporlanmigsa da [56,58,59] kardiyovaskiler implantlar

tizerindeki etkisi incelenmemistir.

Sonug olarak, nanodesenli yapilarin kardiyovaskiiler stent yiizeylerinde hiicre canlilig
acisindan umut vadeden sonuclari oldugu raporlanmistir. Ancak yapilan galismalarin
blyilk bir b6limu biitiinciil olmaktan uzaktir. Kimi ¢alismalarda sadece kan uyumu
(hemocompatibility), kimi ¢aligmalarda sadece hiicre canlilig1 ve tutunma 6zellikleri
incelenmistir. Her iki ozelligi bir arada inceleyen sinirhi sayidaki caligmada ise
kardiyovaskdiler stentlerin uygulanmasi1 sirasinda maruz kaldig1r plastik = sekil
degistirmenin Onerilen nanoyapilar {iizerindeki etkisi incelenmemistir. Oysa

kardiyovaskdiler stentler Gzerine yapilacak islemler sonucunda elde edilen yizey hem
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biyouyumlu olmali hem de stendin damar icerisindeki deformasyonu sirasinda sorun

yaratmamalidir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu tez ¢alismasinda, kardiyovaskdler stent Gretiminde en ¢ok kullanilan malzeme olan
316 LVM Kalite paslanmaz celik tzerinde yiksek biyouyumlu, plastik deformasyona
dayanikli nanodesenli yapilarin elde edilmesi hedeflenmistir. Bu amagcla, paslanmaz
celik numuneler oncelikle 3 farkli fiziksel buhar biriktirme yontemi ile titanyum ve
zirkonyum metalleri ile kaplanmistir. Bu yontemler; elektron demeti ile fiziksel buhar
biriktirme (EDB), katodik ark fiziksel buhar biriktirme (KAFBB) ve manyetik alanda
sigratma (MAS) yontemleridir. 316 LVM paslanmaz celik tizerinde tretilmesi istenen
nanodesenli yapilar, EDB yontemi ile dogrudan iiretilirken, KAFBB ve MAS
yontemleri ile kaplanan numunelerde kaplamay1 takiben yapilan anodizasyon islemi

ile elde edilmistir.

Yapilan ¢calismalarin sonucunda kardiyovaskiiler stent kaplamasi olarak en uygun olan
yontemin MAS oldugu ortaya ¢iktigindan bu yontem ile elde edilen kaplamanin
iizerine ek islemler yapilmistir. Ozellikle mekanik kararlilig artirmak amac ile siras
ile anodizasyon (ANO) ve ultrasonikasyon (US) islemine, biyouyumlulugu artirmak
icin de takiben oksijen plazmasi (PL) islemi uygulanmistir. Elde edilen kaplamanin
mekanik Ozelliklerini incelemek i¢in numunelere 3 nokta egme deneyleri yapilmis;
uretilen nanodesenli yizeylere ileri morfolojik, kimyasal ve biyolojik testler

yapilmistir.

3.1 EDB ile Yapilan Kaplamalar

3.1.1 EDB ile ince film Uretimi

Tez ¢aligmasi kapsaminda; 1 mm kalinligindaki 316 LVM numuneler, 10 mm x 10
mm boyutlarinda kesilmis ve mekanik olarak sirasi ile 240, 320 400, 600, 800, 1200,
2500 numara SiC zimparalar ile parlatilmig, ardindan sirasiyla 6 ve 1 pm elmas
soliisyonlar ile ayna parlakligina getirilmistir. Parlatilmasinin ardindan numuneler,
ultrasonik olarak aseton, etanol ve saf su ile temizlenmistir. Numunelerin, optik

profilometre ile dlgiilen Ra degeri 8 nm’dir.
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Bilindigi lizere, EDB sisteminde, buharlastirilan malzemenin yiizeye gelis agisi
degistirilerek altlik lizerinde farkli egim ve sekilde kaplamalar edilebilmektedir. Dar
acili kaplama (DAK) (GLAD - glancing angle deposition) olarak adlandirilan
uygulanan bu EDB yonteminde buharlastirilan ilk atomlar, kaplanacak yiizeye dar
aciyla (1° — 20%) geldiginden &tiirii sonradan gelen atomlar1 golgelemekte ve
atomlariin ulasamadigi bu boélgelerde kaplama gergeklesemediginden egik
kolonlardan olusan filmlerin biiyiitiilmesine olanak tanimaktadir (Sekil 3.1 :). Bu islem
sirasinda, numune tutucunun sabit kalmasi ya da belli bir hizda siirekli olarak

donddrilmesi sayesinde farkli sekillerde filmler de elde edilebilmektedir.

a(\
A"
G
ilk cekirdekler ik gblgeleme
a2 Qs o o 6 oo A o
althk

Komsu kolonlarin
golgelenmesi

Sekil 3.1 : DAK mekanizmasi [62].

Egik filmlerin {iretiminde gerekli ag1 hesaplari igin Denklem 3.1’deki baginti kullanilir
(Sekil 3.1 :) [62,63]. Bu tez ¢alismasinda, buharin gelis agis1 olan o, 80° olarak
secildiginde, DAK uygulamalarinda kullanilan Esitlik 3.1’de verilen bagintiya uygun
olarak, kolonlar ve altlik arasindaki a¢1 olan ’nin yaklasik 35° olarak elde edilecegi
gorilmektedir. Bu kapsamda, numune tutucu, buharin gelis yoniine gére 80° olarak

ayarlanmistir.

B = (o) — arcsin[Ls(a)] (3.2)

1
2
DAK yontemi ile farkli biiylime morfolojilerinde kaplamalar elde etmek miimkiindiir

[64]. Bu bolumde, titanyum ve zirkonyum egik kaplamalara ek olarak numune

tutucunun dondiriilmesi ile sekilli filmler de elde edilmistir. Bu egik ve sekilli
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kaplamalar, 316 LVM paslanmaz celik altlik iizerine Cizelge 3.1 :’de verilen
parametreler uygulanarak yapilmistir. Ergime sicakligi titanyumdan ¢ok daha yiiksek
oldugu icin zirkonyum kaplamalar; hizlandirma voltaji ve emisyon akimi degerleri

artirllarak yapilmistir.

Cizelge 3.1 : DAK i¢in uygulanan kaplama parametreleri.
Egik Ti Sekilli Ti Egik Zr Sekilli Zr

Vakum Seviyesi (Pa) 8 x 10* 8 x 10* 8 x 10* 8 x 10*
Hizlandirma Voltaji (kV) 8,49 8,49 8,58 8,58
Emisyon Akimi (A) 0,65 0,65 2 2
Kaplama Siresi 14,5 dk. 14,5 dk. 14,5 dk. 14,5 dk.
Donme Hizi (RPM) 0 0,4 0 0,4

Kardiyovaskdler stentler, iizerinde sarildiklar1 balonun sisirilmesi ile yogun plastik
deformasyona ugratilmaktadir. Bu siirecte, stent yiizeyindeki morfolojinin de bu islem
sirasinda zarar gormemesi, altlik malzemeye iyi yapigsmasi gerekmektedir. EDB ile
yapilan egik ve sekilli kaplamalarin yilizeye daha iyi yapismalarin1 saglamak i¢in
numuneler 800 °C sicakliginda 90 dakika siireyle vakum ortaminda 1si1l isleme tabi

tutulmustur.

Ayrica, EDB ile kaplanan numuneler, biyouyumlulugun artirilmasi amaci ile Sekil 3.2
’deki sistem ile 200 W RF gii¢ kullanilarak 60 saniye boyunca 75 Pa basing altinda

oksijen plazma islemine tabi tutulmustur.

Sekil 3.2 : Oksijen plazmasi uygulamasi (PL).

EDB ile yapilan tUm kaplamalarin ve ardindan yapilan 1s1l igslem ve oksijen plazmasi
uygulamalar1 sonucunda elde edilen numunelerin kodlamalar1 Cizelge 3.2 :’de

Ozetlenmistir.
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Cizelge 3.2 : EDB ile yapilan kaplamalarin kodlart.

Kaplama _Sadece Isil S_adecg Plazma Isil Islem ve
Numune Sonrasi Kod Islem Sonrasi Islemi Sonrasi Plazma Islemi
Kod Kod Sonras1 Kod
Egik Ti EDB-eTi EDB-eTi-HT EDB-eTi-PL EDB-eTi-HT-PL
Sekilli Ti EDB-sTi EDB-sTi-HT EDB-sTi-PL EDB-sTi-HT-PL

Egik Zr  EDB-eZr  EDB-eZr-HT  EDB-eZr-PL  EDB-eZr-HT-PL
SekilliZr  EDB-sZr  EDB-sZr-HT  EDB-sZr-PL  EDB-sZr-HT-PL

3.1.2 EDB ile uretilen ince filmlerin kimyasal ve morfolojik karakterizasyonu

EDB ile dretilen filmlerin yilzey ve kesit gorintuleri JEOL JSM-7000F marka ve
model alan emisyonlu taramali elektron mikroskobunda ikincil elektron goriintiileri

alinarak incelenmistir.

Isil islem uygulanmis (HT) numunelerle 1s1l islem uygulanmamis numune arasindaki
mikroyapisal farklar Philips PW-3710 ince film XRD cihazi ile incelenmistir. XRD

¢ekimleri i¢in kullanilan giris agist 1°’dir.

Plazma isleminin yiizey enerjisine ve 1slatma agisina etkisini arastirmak amaciyla
1slatma ag1s1 6l¢iimleri yapilmustir. Islatma testiyle yiizey enerjisinin hesaplanmasi i¢in
bir¢ok yaklagim bulunmaktadir. Literatiirde en giivenilir 6l¢lim metodu olarak Owens
ve Wendet (OWRK metodu) geometrik ortalama yontemi kullanilmaktadir. Bu
yontemde numunelerin islatma agilar1 bir polar ve bir non-polar 2 sivi ile ayr1 ayri
Olciilmektedir. Calismamizda; polar sivi olarak su, non-polar sivi olarak da
diiodometan se¢ilmis, 1slatma agis1 sonuglarina gore ylzey serbest enerjisi cihaz

tarafindan otomatik olarak hesaplanmistir.

Stent yiizeylerinin 1slanma kabiliyetinin stentlerin biyouyumlulugunu artirmada ve
restenoz riskini belirlemede kritik rol oynadig: bilinmektedir [65]. Bu konuda yapilan
bazi ¢alismalarda birbirine zit etkilerin varligi iizerinde durulmustur. Ornegin;
hidrofilik ylzeylerde endotel hlcrelerin daha kolay tutundugu, ancak bu yiizeylerde
tromboz olusma ihtimalinin de daha yiiksek oldugu cesitli ¢alismalarda gosterilmistir
[15]. Bu bilgi 1s18inda, stent ytizeylerinin belirli bir islatma agisinin tek basina bir
anlam ifade etmedigi, diger biyouyumluluk verileri ile birlikte degerlendirilmesi

gerektigi anlasilmaktadir.
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3.1.3 EDB ile uretilen ince filmlerin mekanik karakterizasyonu

Kardiyovaskiiler stentler lizerinde yapilan kaplamalarin plastik deformasyon altinda
stabil kalmasi beklenmektedir. EDB ile dretilen filmlerin plastik deformasyon
altindaki davranisini gorebilmek i¢in 35 X 10 mm boyunda kesilen ve DAK yontemi
ile kaplanan numunelere 3 nokta egme testi yapilmistir (Sekil 3.3 :). Numune 60°’ye
ulasana kadar egilmis ve bikim ylzeyi, taramali elektron mikroskobu altinda

incelenmistir.

Yapilan Kaplama

' DAK Yontemiile

Sekil 3.3 : EDB ile iiretilen ince filmlerin 3 nokta egme testi i¢in hazirlanan
Numune tasarimi.

3.1.4 EDB ile uretilen ince filmlerin kan uyumu testleri

Pihtilagma; hayati 6neme sahip bir mekanizmadir, ancak istenmeyen durumlarda
gorulmesi de yine hayati sorunlara yol acabilmektedir. Pihtilasmanin stent icerisinde
gerceklesmesi durumunda goriilen “stent trombozu”, kalp krizi ya da fel¢ gibi
durumlara neden olabilmektedir. Bu durumun 6niine gegmek icin kardiyovaskuler
stent uygulamas1 sonrasi aylarca, hatta yillarca antikoagiilanlarin kullanilmasi
gerekebilir. Bagka fiziksel yaralanmalarda risk olusturan antikoagiilan kullanimini
azaltmak icin stent malzemelerinin miimkiin oldugunda yiiksek kan uyumluluguna

(hemocompatibility) sahip olmasi istenmektedir.

Kan uyumunun diisiik oldugu yiizeylerde veya damarlarin hasar gérmiis bolgelerinde
pihtilasma, iki ana mekanizmanin arka arkaya ¢alismasi ile ger¢eklesmektedir. Tlk

olarak, asagida 6zetlenen birincil pihtilasma mekanizmasi devreye girmektedir:

1. Kan igerisinde serbest¢ce dolasan trombositlerin hasar gormiis endotel

hiicrelerin tizerinde tutunmasi
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2. Yiizeye tutunmus proteinlerle etkilesime girmesi ve aktiflesmesi

3. Trombositlerin stabillesmesinin ardindan sekil degistirmesi (ince ve uzun

ayaklarin olusumu)

4. Baskalagmis trombositlerin; ADP, sertonin, tromboksan A2 gibi trinlerin
olusumuna sebep olarak dolasimdaki diger trombositlerin ayni

mekanizmaya dahil etmesi

Yaklasik 30 saniye i¢inde gerceklesen bu mekanizmay1 takiben ikinci mekanizmada,
kan igerisindeki normal sartlarda pasif halde bulunan protrombin trombine doniisiir.
Trombin ise fibrinojeni fibrine donlstiiriir. Ags1 yapidaki fibrin, hasarli bolgedeki
diger hiicreler ve proteinlerin Uzerini kaplayarak pihtiyr olusturur ve bu yapinin

iyilesme tamamlanana kadar yerinde kalmasini saglar.

Dakikalar icinde olusan bu pihtinin yerinden ayrilmasi durumunda baska bolgelerdeki
damarlarin tikanmasina yol agabilir. Bu amagla, kan ile temas eden implantlara kan
uyumlulugu testleri yapilmaktadir. Genel olarak, kan uyumlulugu testine tabi tutulan
malzemelerde uyumlulugun yiksek kabul edilmesi icin pihtilasmanin ilk asamasinda
verilen maddelerin gergeklesmemis olmasi istenmektedir. Dolayisi ile, test sonunda
yiizeydeki trombosit sayisinin diisiik ve yapisan bu trombositlerin de inaktif durumda

olmasi beklenmektedir.

Bu tez calismas1 kapsaminda, EDB ile dretilen 1 mm x 1 mm boyutlarindaki
numunelerinin insan kani ile uyumu incelenmistir. Numuneler; aseton ve etanol ile
temizlendikten sonra 24’lii mikroplakalara konulmus (24-well plate) ve asagida
Ozetlenen adimlar uygulanarak kan uyumu testi gerceklestirilmistir. Farkl
morfolojilerde kaplanmis numuneler (zerinde ayni kisiden alinan kan Ornegi
kullanilmigtir. Her bir numune igin uygulanan siire¢ asagida maddeler halinde

Ozetlenmistir:
1. 250 pL kan damlatilmais,

2. Trombositlerin aktiflesip yilizeye yapismalari i¢in oda sicakliginda 45
dk. beklenmis,

3. Bekletilen kan cekilmis ve takiben numuneler yeni mikroplakalara

yerlestirilmis,
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4. Yiizeylerindeki alyuvarlar ve akyuvarlari uzaklastirmak icin numuneler
250 uL saf PBS (phosphate buffered saline) ile toplam 3 defa yikanmius,

5. Yapisan trombositlerin sabitlenmesi (fixation) igin 250 uL saf PBS +
250 pL glutar aldehit karistmi damlatilmis, 1 saat beklenmis ve karisim
cekilmis,

6. Numuneler, hiicrelerdeki kalan suyu uzaklagtirmak igin siras1 ile 1’er
ml’lik %50, %70, %80, %90 ve %100’liik etanol ¢ozeltileri i¢erisinde 5’er dk.
bekletilerek yikanmus,

7. Yikanan numuneler yeni mikroplakalara koyulmus ve hiicre dondurma

i¢in s1v1 azotta 5 dk. beklenmis,
8. Azotun uzaklasmasi i¢in tiim gece vakumda bekletilmis,
9. Platin kaplanip SEM altinda incelenmistir.

Yukaridaki maddelerdeki adimlarin tamamlanmasmin ardindan numunelerin
tizerindeki trombositlerin sekilleri SEM ile incelenmis ve trombositlerin aktiflesme
durumlan Sekil 3.4 :’te verilen Goodman’in ¢aligmasindaki 6rnek goriintiilere gore
belirlenmistir [66]. Goodman’in ¢alismasinda aktiflesme dereceleri yuvarlak sekil (R)
icin en diisiik, tamamen yayilmis (FS) icin en yuksek olarak kabul edilmektedir.

Trombositlerin aktiflesme durumlarma ek olarak, numunelerin Gzerindeki alyuvar,

akyuvar ve trombosit sayilart da gézlemlenmistir.

Sekil 3.4 : Trombosit yayilmasinin sematik tasviri. Soldan saga yuvarlak (R),
dentritik (D) yayilmis dentritik (SD), yayilmis (S), tamamen yayilmis (FS) [66].
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3.2 KAFBB ile Yapilan Kaplamalar

Kardiyovaskiiler stent {iizerine yapilmasi Onerilen bir kaplamanm plastik
deformasyona maruz kaldiginda dokiilmemesi i¢in althga 1iyi yapismasi
gerekmektedir. Genel olarak KAFBB ile yapilan kaplamalarin, EDB yontemi ile
yapilan kaplamalara gore daha iyi yapisma sergiledikleri bilinmektedir. Buna karsin,
makro pargacik (droplet) olusumu, KAFBB yonteminin 6nemli bir dezavantaji olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Kaplama yiizeyinde makro parcaciklarin bulunmasi, kan akisini
bozarak hemodinamik kuvvetleri etkileyecek, sonug olarak pihtilagmanin tetiklenmesi
ihtimalini artiracaktir [23]. Dolayisi ile, KAFBB ile iiretilen kaplamalarin tizerinde
nanodesenler olugturmanin yaninda bu makro parcaciklarin ylizeyden uzaklagtirilmasi
gerekmektedir. Bu amacla, kaplama isleminin ardindan anodizasyon ve
ultrasonikasyon islemleri farkli parametrelerle uygulanmis, ancak olumlu sonuglar
elde edilememistir. Dolay1 ile KAFBB yontemi ile kaplanmis numunelere egme ve

kan uyumu testleri yapilma geregi duyulmamustir.

3.2.1 KAFBB ile ince filmlerin Gretimi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, 20 mm x 10 mm boyutunda kesilmis numunelere B61Um
3.1.1°de verilen numune hazirlama prosediirii aynen uygulanmistir. Kaplama islemleri
icin vakum odasinin basing degeri 6ncelikle 3 x 10®° Torr’a indirilmis, ardindan
numune yiizeyleri 20 dk. boyunca ile -1000 V DC potansiyel ile 7,5 x 102 Torr Ar
basinci altinda temizlenmistir (glow discharge). Bu islemi takiben numuneler, her biri
30’ar saniye olmak {izere -600, -800 ve -1000 V hizlandirma voltaj1 ile 6 X 10 Torr
basing altinda metal iyonlari ile daglanmigtir (metal ion etching). Ardindan, 316 LVM
paslanmaz celik numuneler KAFBB yodntemi ile Cizelge 3.3 :’te verilen parametreler

kullanilarak titanyum ve zirkonyum kaplanmuistir.

Cizelge 3.3 : KAFBB sisteminde uygulanan parametreler.

Ti Kaplama Zr Kaplama

Katot Akimi1 (A) 80 100
Bias (V) -150 -100
Sire (dk.) 16 10

KAFBB ile kaplanan titanyum ve zirkonyum UGzerinde nano boyutlarda yapilar
olusturmak i¢in kaplama islemini takiben, farkli parametrelerde anodizasyon islemleri

uygulanmistir. Anodizasyon igleminin yiizeyde nanoyapilar olugturmasiin yaninda
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KAFBB isleminin 6nemli bir dezavantaji olan makro pargaciklarin dokulmesine de
sebep olacagi ongoriilmiis ve bu amagla anodizasyon islemi farkl siireler boyunca
uygulanmistir. Uygulanan tiim anodizasyon kosullari, Cizelge 3.4 :’te 6zetlenmistir.
Kaplama ve anodizasyon islemlerinin takiben yilizeyde olan degisimler SEM altinda

incelenmistir.

Cizelge 3.4 : KAFBB ile kaplanan numunelerin anodizasyonu i¢in kullanilan
parametreler.

Zr Kaplama igin

Parametre Ti Kaplama igin

1 2 3
CoHsO- CoHs0- CoHs0- C2Hs0-
+ + + +
Elektrolit hac.%1 H,0 hac. %1 H,O hac. %5 H,0 hac. %5 H,0
+ + + +
ag.%0,6 NH4F ag. %0,6 NHsF ag. %0,3 NHsF  ag. %0,3 NHiF
Katot 316 L levha 316 L levha 316 L levha 316 L levha
Sire 20, 50, 100, 150, 250 sn. 250, 100 sn. 250 sn. 40, 80 sn.
Sicaklik 27°C 27°C 27°C 27°C
Potansiyel 40 V sabit 40 V sabit 40 V sabit 60 V sabit
Katot — Ar_10t 2cm 2cm 2cm 2cm
mesafesi

Anodizasyonun ardindan kalan makro parcaciklari yiizeyden uzaklastirmak igin
numuneler, ultrasonikasyon islemine tabi tutulmustur. Ultrasonikatér cihazinin
yiizeyde kavitasyon balonlar1 olusturdugu ve bu balonlar1 patlatmasi ile yilizeyde
fiziksel bir darbe etkisi olusturdugu bilinmektedir. Tez kapsaminda uygulanan bu
ultrasonikasyon islemi SONICS Vibra Cell marka/model cihazla 20 kHz frekansinda,
45 kW/m? giicte, 60 sn. boyunca saf su icerisinde uygulanmistir. Numune ile ug

arasindaki mesafe 500 pm olarak ayarlanmistir.

3.2.2 KAFBB ile Uretilen ince filmlerin morfolojik karakterizasyonu

KAFBB ile Uretilen nanodesene sahip filmlerin karakterizasyonu icin JEOL JSM-
7000F marka ve model alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu kullanilmistir.
Goruntuler, ikincil elektronlar ile alinmis ve sekil tizerindeki gerekli goriilen noktalara

EDS analizleri yapilmistir.
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3.3 MAS Yontemi ile Yapilan Kaplamalar

3.3.1 MAS yontemi ile ince filmlerin tGretimi

Bu tez calismasinda; droplet olarak da tabir edilen makro pargacik olmaksizin,
plriizsiiz ve homojen kaplamalar elde edilmesini saglayan manyetik alanda sigratma
(MAS) yontemi ile stentlerde kullanilabilecek kaplamalarin iiretilebilecegi
distiniilmiistiir. MAS cihazimizda kullanilmak {izere igin iiretilmis zirkonyum katot

mevcut olmadigindan bu yéntem ile sadece titanyum kaplama yapilmastir.

Oncelikle, 20 mm x 10 mm boyutunda kesilmis numunelere Boliim 3.1.1°de verilen
numune hazirlama prosediirii aynen uygulanmistir. Kaplama isleminden once,
kaplama ile altlik arasindaki yapismayi artirmak i¢in 6zel bir yiizey hazirlama islemi
yapilmustir. Vakum odas1 igerisinde yapilan bu islemde yiizey, dogrusal anotlu iyon
kaynag1 (anode layer ion source) kullanilarak iyonlar ile daglanmistir (ion-etching).
Iyonla daglama parametreleri Cizelge 3.5 :’te verilmistir. Numune ve numune tutucu
lizerinden gegen toplam akim, uygulanan hizlandirma voltajina (HV) bagl olarak

dogru orantili sekilde degismektedir.

Cizelge 3.5 : Kaplama Oncesi iyonlar ile daglama islemini parametreleri.

Parametre Deger
Gaz 1,5 Pa— Argon — 900 sccm
Iyon kaynagmin giicii 1200V-2 A
Hizlandirma Voltaji (HV) -600 V (4 dk.), -800 V (2 dk.), -1000 V (1 dk.)
Numune akimi 0.3-0.5 A (HV ile degisiyor)
Numune tutucu Doner tip
Gaz 1,5 Pa — Argon — 900 sccm

Iyonlarla daglama isleminden sonra numuneler vakumdan g¢ikarilmadan titanyum
kaplama islemine gecilmistir. Ikiz manyetik alanda sigratma (dual-beam magnetron)
yontemi kullanilarak yapilan titanyum kaplama isleminin parametreleri Cizelge 3.6
:’da verilmistir. Manyetik alanda sigratma yontemi ile titanyum kaplama islemi MAS-

Ti olarak, bu yontem ile elde edilen yiizey de pTi olarak adlandirilacaktir.
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Cizelge 3.6 : Titanyum kaplama parametreleri.

Parametre Deger
Gaz 0,5 Pa Argon — 200 sccm
Magnetron Tipi 40 kHz ikiz magnetron
Magnetron Gucl 550 V — 18 A (akim kontrollii)
Kaplama Suresi 7 dk.
Bias (Hizlandirma Voltaj1) -150 V
Numune akimi 1,2 A (tutucu ile birlikte)
Numune tutucu Ti hedef (target) 6nlinde sabit
Gaz 0,5 Pa Argon — 200 sccm

MAS-Ti numunelerine, yiizeylerinde nano boyutlarda desenler olusturmak igin,
anodik oksidasyon islemi uygulanmistir. Anodik oksidasyon islemlerinin
parametreleri Cizelge 3.7 :’de 6zetlenmistir. MAS ile titanyumun kaplamayi takiben
anodizasyon islemine maruz birakilmis numuneleri kisaca MAS-Ti-ANO olarak

adlandirilacaktir, bu yontem ile elde edilen yiizey de aTiO; olarak adlandirilacaktir.

Cizelge 3.7 : Anodizasyon parametreleri.

Parametre Deger
Elektrolit C2HeOz2 + hac. %1 H20 + ag. %0,6 NH4F
Katot 316 LVM paslanmaz celik levha
Stire 20, 50, 100, 150, 250 sn.
Sicaklik 27°C
Potansiyel 40 V sabit
Katot — Anot mesafesi 2Ccm

Anodizasyon isleminin ardindan numune yiizeyinde olusan anodik oksit tabakasi
gevrek yapisindan dolayr plastik deformasyona dayaniksizdir. Bolim 3.2.1°de
KAFBB sebebi ile olusan makro pargaciklarin yiizeyden uzaklastirilmasi amaci ile
kullanilan  ultrasonikasyon parametreleri, MAS-TIi-ANO yizeyindeki stent
uygulamalar1 i¢in uygun olmadigini diislindiiglimiiz kirilgan oksit katmanini
uzaklagtirmak amaciyla da kullanilmistir. MAS ile titanyum kaplama ve anodizasyon
islemlerinin ardindan ultrasonikasyon islemine maruz birakilmis numuneler kisaca
MAS-Ti-ANO-US olarak adlandirilacaktir. Bu yontem ile elde edilmis yiizey ise CTi

yiizeyi olarak adlandirilacaktir.

Biyouyumlulugu artirmak amaciyla numunelere Sekil 3.2 :’deki sistem ile 400 W RF
guc kaynagi 13,56 MHz frekansinda 600 V (peak to peak voltage) ile ¢alistirilarak 10
saniye boyunca 50 Pa basing altinda oksijen plazma islemi uygulanmistir. Bu yontem

ile elde edilmis ylizey ise CTi+PL yiizeyi olarak adlandirilacaktir. Kontrol numunesi
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olmast amaci ile oksijen plazmasi uygulanan pTi numunesi de pTi+PL olarak

adlandirilacaktir.

3.3.2 MAS ile iiretilen kaplamalarin mekanik karakterizasyonu

MAS-Ti-ANO ve MAS-TI-ANO-US islemlerine tabi tutulmus bolgelerin plastik
deformasyon altindaki davranisini goérebilmek igin EDB ile yapilan kaplamalara
benzer sekilde 3 nokta egme testi yapilmistir. Sekil 3.5 :’teki sematik gosterimde tarif
edildigi gibi sadece numunenin yarisina ultrasonikasyon uygulanmig 6zel bir numune
hazirlanmistir. Boylece nanotiiplii ve ultrasonikasyon uygulanmis yapilarin ayni
gerilme degerleri altindaki davranigi incelenmistir. Bu test igin hazirlanan 6zel
numuneler 6nce 45° egilmis, ardindan nanotiiplii ve ultrasonikasyon uygulanmis
yapilarin taramali elektron mikroskobunda ikincil elektron goriintiileri alinmustir.
Takriben egim 90”’ye kadar ulasana kadar artirilmis ve aymi incelemeler

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.5 : MAS-Ti-ANO ve MAS-Ti-ANO-US ile kaplanan numunelerin 3 nokta
egme testi i¢in hazirlanan numune tasarima.

3.3.3 MAS ile Uretilen kaplamalarin morfolojik ve kimyasal karakterizasyonu

MAS-Ti, MAS-Ti-ANO, MAS-Ti-ANO-US ile Uretilen filmler her asamada JEOL
JSM-7000F ve Thermo Scientific Quattro S FEG ESEM marka ve model, alan
emisyonlu taramali elektron mikroskoplarinda ikincil elektron goriintiileri alinarak
incelenmistir. Titanyum kaplamanin kesit goriintiilerini elde etmek i¢in JEOL JEM-
9320 marka ve model odaklanmis iyon demeti cihazi (FIB) kullanilmis, galyum
iyonlar ile gerceklestirilen kesme islemi sirasinda titanyum kaplamayi korumasi igin

ise kesme isleminden 6nce bolgesel karbon kaplama yapilmistir.

28



Yapilan kaplamalarin anodizasyon oOncesi kalinlik kontroliiniin daha pratik
yapilabilmesi amaci ile X-1g1inlar1 floresans yontemi ile ¢alisan kaplama kalinlik 6l¢tim
cihaz1 (XRF Fischerscope) kalibre edilmis ve tiim numune kalinliklar1 bu cihaz ile
Ol¢iilmiistiir. Her numuneden en az 10 6l¢iim alinmis ve bu 6lciimlerin ortalama degeri,

kaplama kalinlig1 olarak esas alinmistir.

cTi ve cTi+PL numuneleri tizerinde XPS incelemeleri yapilmistir. XPS analizleri PHI
marka cihazda, Al Ka kaynak ve 250 W gii¢ kullanilarak gerceklestirilmistir.
Numunelerin kompozisyonel derinlik profilleri, Ar* iyon kaynagi kullanilarak TazOs
referansina gore, dakikada 1 nm olacak sekilde sigratilarak elde edilmistir. Ayrintili
XPS analizleri 0,6 eV enerji ¢oziintirliiglinde, gegis enerjisi (pass energy) 29 eV olacak
sekilde alinmustir. XPS derinlik analizleri ise numunelerin 4 keV enerjisindeki Ar
tyonlarinin 3 x 3 mm’lik bir bdlgeyi sigratmasi ile elde edilmistir. Ortalama sigratma

verimi (sputter rate) 1 nm/dKk.dur.

cTi yizeyinin topografik 6zellikleri ise atomik kuvvet mikroskobu (Nanomagnetics
Instruments, Ankara, Tiirkiye) ile dokunuslu goriintiilleme (tapping) modunda 22 N/m
sabit kuvvet ve 325 kHz rezonans frekansi ile silisyum manivela ucu kullanilarak

incelenmistir (10 nm ug yarigapi, 95 nm ug¢ uzunlugu).

Plazma isleminin yiizey enerjisine ve 1slatma agisina etkisini aragtirmak amaciyla
1slatma agis1 6lglimleri yapilmistir. Islatma testiyle ylizey enerjisinin hesaplanmasi igin

EDB ile kaplama boliimiinde uygulanan yontemin aynis1 uygulanmistir.
3.3.4 MAS ile Uretilen filmlerin biyolojik testleri

3.3.4.1 Hicre buyumesi testleri

Egme testi sonuglarinda mekanik olarak kararli oldugu gorilen nanodesenli MAS-
ANO-US numunelerine oksijen plazmasi islemi oncesi (cTi) ve sonrasi (CTi+PL)

hiicre biiyiimesi testleri uygulanmustir.

Referans olarak ise diiz titanyum kaplanmis numuneler (pTi) kullanilmistir. Bu testler

calisma ortagimiz JozZef Stefan Enstitiisii laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

Hipotezimize gore, paslanmaz celigin iizerindeki titanyum kaplamanin deseni,
hicrelerin ylizey Uzerine yapismasi ve sonrasinda bu yiizey ilizerinde ¢ogalmasi ile
ilgili farkliliklar yaratacaktir. Bu etkiyi gbézlemlemek i¢in s6z konusu numuneler

lizerinde, Insan Koroner Arter Endotel Hiicreleri (HCAEC) ve Insan Koroner Arter
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Diz Kas Hicreleri (HCASMC) kullanilarak hiicre yapigsmasi ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Bu testlerde kullanilan HCAEC, Lifeline Cell Technology'den
(Frederick, MD, ABD); HCASMC ise ProVitro AG'den (Berlin, Almanya) temin
edilmistir. 3000 hiicre/cm? yogunluktaki HCAEC ve HCASMC hiicreleri 75 cl’lik
jojelere koyulmus ve bu hiicreler 37 “C'de %5 CO2 i¢eren nemlendirilmis bir atmosfer
icerisinde, iireticinin talimatlarina uygun olarak yetistirilmistir. Endotel besiyeri kiti
olarak VascuLife EnGS (Frederick, MD, ABD) ve diiz kas besiyeri icin de FCS-kit
(ProVitro AG, Berlin, Almanya) kullamlmustir. Ilgili hiicreler 4 ile 6 defa
pasajlanmustir. Igerisinde 2,55 x 10* hiicre/cm? yogunlugunda hiicre bulunan 100
uL’lik damlalar numunelerin tistiine ekilmistir. Ekimin ardindan numuneler 3 saat, 24
saat ve 72 saat sureyle 37 °C'de %5 CO. igeren nemlendirilmis atmosferde
bekletilmistir. inkiibasyondan sonraki hiicre canlilig1 3-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-
difenil-2H-tetrazolyum bromir (MTT) testi ile degerlendirilmistir.

Numune iizerinde canliligin belirlenmesi i¢in iireticinin talimatlarinda da belirtildigi
uzere, MTT renk 6l¢limii testi (EZ4U; Biomedica, Avusturya) yapilmistir. Bu testte
canli hiicreler, daha az renkli tetrazolyum tuzlarini koyu renkli formazan tiirevlerine
indirgeyebildiginden ortami zamanla koyulastirirlar. Bu indirgenme, hiicre
igerisindeki mitokondrilerde gergeklesir. Hucre, canli oldugu siirece formazan tuzlari
strekli olarak uretilecek ve ortam koyulagsmaya olmaya devam edecektir. Hiicrenin
Olmesi halinde mitokondri iglevini birka¢ dakika igerisinde kaybedeceginden renk

degisiminin de durmasi beklenmektedir.

Bu tez calismasi kapsaminda farkli sekilde kaplanmis paslanmaz ¢elik yiizeyler 3, 24
ve 72 saatlik kiiltiirlenme islemini takiben PBS ile yikanmis, ylizeye tutunmayan
hicreler ise numune vyiizeylerinden uzaklagtirllmigtir. Daha sonra, numunelerin
lizerine tetrazolyum ajani ile karistirilmis 200 pL taze Hanks Dengeli Tuz Cozeltisi
(HBSS) eklenmistir. 3, 24 ve 72 saatin ardindan numune tizerindeki ¢ozeltiler, 96’11k
hiicre kiiltiiri plakalarina koyulmus ve Synergy™ HT Microplate Reader (Bio-Tech
Instruments, Inc., A.B.D) cihazi ile 492 nm dalga boyundaki OD (optical density)
degerleri olgiilmiistiir. Kontrol ¢ozeltisi olarak hazirlanan hiicresiz ¢ozeltinin OD

degeri ise 690 nm ile dl¢lilmiistiir.

Yukaridaki her bir deney 3’er defa tekrarlanmigtir. MTT verilerinin istatistiksel

incelemeleri icin agik kaynakli JASP 0.9.2 programi kullamilmustir. Istatistiksel
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ortalamalar1 almak i¢cin ANOVA kullanilmig, ardindan Tukey’s range testi
uygulanmistir. Anlamli fark degeri olarak p <0.05 kabul edilmistir.

3.3.4.2 MAS ile uretilen filmlerin kan uyumu testleri

MAS temelli Uretilen filmlere, B6liim 3.1.4’de EDB ile iiretilen filmlere uygulanan
kan uyumu proseddriiniin aynisi uygulanmistir. Trombositlerin aktiflesme seviyesinin
ol¢iildiigii bu testte JEOL JSM-7000F marka ve model emisyonlu taramali elektron
mikroskobu kullanilmis ve numuneler, ikincil elektron goriintiileri alinarak

incelenmistir.

Kan uyumu testi, elde edilen nanodesenli yapinin biyouyumululuga etkisini
anlayabilmek icin hem diiz titanyum kaplanmis numunlere hem de nanodesenli

numunelere es zamanli olarak uygulanmistir.

Yiizey kimyasinin kan uyumu tizerindeki etkisini anlayabilmek i¢in ise diiz titanyum
kaplanmis numuneler ile nanodesenli numuneler, oksijen plazma islemi Oncesi ve
sonrasinda ayni kan uyumululugu testine tabi tutulmustur. Elde edilen sonuglar

karsilastirmali olarak incelenmistir.
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4. DENEY SONUCLARI VE IRDELEMELER

4.1 EDB ile Uretilen Titanyum ve Zirkonyum Kaplamalar

4.1.1 Morfoloji ve mikroyapi sonuclari

EDB fiziksel buhar biriktirme yontemi ile yapilan titanyum kaplama islemi sonucunda
Sekil 4.1 :a’da kesit goruntust verilen egik kaplamalar elde edilmistir. 216 nm
kalinligindaki kaplamanin altlik tizerinde 34,8° agryla biiyiidiigii gortilmiistiir. Esitlik
1’deki hesaplamalarda 35° olacagi oOngorulen veri ile elde edilen bu sonug
ortiismektedir. Kaplama yapigsmasinin artirilmasi igin yapilan 1sil islem sonunda da

kolonsal yapinin korundugu goriilmektedir.

(a) Isil islem oncesi (EDB-eTi) (b) Isil islem sonras1 (EDB-eTi-HT)
Sekil 4.1 : Isil islem Oncesi ve sonrasi egik titanyum kaplamanin SE gorintuleri.

EDB fiziksel buhar biriktirme yontemi ile altliklar dondiiriilerek yapilan sekilli
titanyum kaplamalarin SEM goriintiileri ise Sekil 4.2 :’de verilmistir. Sekilli titanyum
kaplamalarin bagarili bir sekilde 316 LVM paslanmaz ¢elik {izerinde biiyiidiigii,
kalimliginin ise yaklagik 200 nm oldugu goriilmiistiir. Kaplama yapismasinin
artirtlmasi i¢in yapilan 1s1l islem sonunda da kaplama morfolojisinin korundugu kesit

gorintdlerinde goérulmektedir.
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T e

SEl 50kv  X75000 100nm WD 10.0mm SEI 50kv X75000 100nm WD 10.0mm

(@) Isil islem 6ncesi (EDB-sTi) (b) Is1l islem sonrasi (EDB-STi-HT)
Sekil 4.2 : Isil islem Oncesi ve sonrast sekilli titanyum kaplamanin SE goruntleri.

EDB fiziksel buhar biriktirme yontemi ile yapilan egik zirkonyum kaplama islemi
sonucunda, Sekil 4.3 :’te gorulen, yaklasik 200 nm kalinhiginda kaplamalarin elde
edildigi goriilmektedir. Ayrica, egik titanyum numunelerden farkli olarak bu
kaplamalarin 6nceki konumlarindan daha dik konuma geldikleri gozlemlenmistir. Bu
durum, egik zirkonyum kaplamanin titanyuma gore daha yiiksek stres ile kaplandigini

gostermektedir.

SEI 50kv  X75000 100nm WD 10.0mm SEI 50kV  X75000 100nm WD 10.01

(a) Isil islem oncesi (EDB-eZr) (b) Is1l islem sonras1 (EDB-eZr-HT)

Sekil 4.3 : Isil islem 6ncesi ve sonrasi egik Zr kaplamanin SE gorintileri.

EDB fiziksel buhar biriktirme yontemi ile altliklar dondiiriilerek yapilan sekilli
zirkonyum kaplamalarin SEM goriintiileri ise Sekil 4.4 :’te verilmistir. Bu yontem ile
yaklasik 140 nm kalinhiginda kaplamalar elde edilmis, 1sil islemin ardindan ise
kaplama kalinliginin yaklagik 200 nm’ye ciktigr goriilmistiir. Egik zirkonyumda
goriilen diklesme durumunun bir benzeri sekilli zirkonyum kaplamada goriilmiis,

sekillerin acilmasi ile kaplama kalinlig1 artmstir.
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SEl 50kv  X75000 100nm WD 10.0mm SEI 50kv  X75000 100nm WD 10.0mm

(@) Isil islem 6ncesi (EDB-SZr) (b) Is1l islem sonras1 (EDB-sZr-HT)
Sekil 4.4 : Isil islem Oncesi ve sonrast sekilli Zr kaplamanin SE goruntleri.

Kesit goriintiilerinin ardindan EDB numunelerinin taramali elektron mikroskobunda
yiizey goriintiileri ¢ekilmistir. Numunelerin yiizeyinden alinan SEM gorintulerinde
1s1l iglemin en belirgin etkisinin kaplamalar1 olusturan nano boyutlardaki kolonlarin
birlesmesi oldugu goriilmektedir (Sekil 4.5 :). Isil islemin ardindan kaplama

Uzerindeki bosluk miktar1 artmigtir.
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Isil islemin etkisi, XRD (ince film — glancing angle) paterninde de net bir sekilde
ortaya ¢ikmaktadir. Isil islem dncesinde elde edilen egik titanyumun XRD paterninde
kaplamanin pikleri goriilmemekte, sadece genis bir arka plan gozlenmektedir (Sekil
4.6 :a). Bu durumun sebebi, EDB ile elde edilen ince filmlerin tane boyutlarinin nm*
mertebesinde olmasindan dolayr bu tanelerden gelen sinyallerin yeterli siddete
ulasmamasidir. SEM gorintllerinde de anlasildigi iizere 1s1l islem sonrasinda kaplama
topaklanmis, bosluklu bir yap1 ortaya ¢ikmustir. Dolayisi ile, 1s1l islem sonrasinda elde
edilen XRD deseninde altligin pikleri belirgin ve siddetli hale gelmistir (Sekil 4.6 :b).
Sekil 4.6 :a’da elde edilen pikler paslanmaz g¢elige ait oldugundan titanyum kolonlari
pik verecek siddette taneler olusturamamistir. Boylece topaklanma olsa bile 1s1l islem
sonrasinda kolonsal yapinin hala korundugu anlasilmaktadir. Isil islem Oncesi ve
sonrast bu farklar, tim numune setlerinde ayn1 oldugundan EDB ile elde edilen diger

kaplamalarin XRD desenleri tez ¢calismasina koyulmamustir.
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(@) Isil islem Oncesi (b) Is1l islem sonrasi

Sekil 4.6 : Sekilli Ti kaplamanin 1s1l islem 6ncesi ve sonrast ince film XRD
desenleri (o = 1°). Pikler, SS’¢ aittir.

4.1.2 Yiizey enerjisi sonuclari

Elde edilen bu yiizeylerin 1s1l islem Oncesi/sonras1 ve plazma iglemi 6ncesi/sonrasi
1slatma agilart ve hesaplanan yiizey enerji degerleri Cizelge 4.1 :’de verilmistir. (*) ile
isaretli numunelerin serbest yuzey enerjileri cihazda meydana gelen bir sorun nedeni

ile hesaplanamamustir.

Olgiimlerde, plazma isleminin yiizey serbest enerjisini biiyiik oranda artirdigi ve
1slatma agilarini kayda deger bir sekilde diislirdligii gézlemlenmistir. Isil isleme tabi
tutulmus numuneler incelendiginde genel olarak islatma agilarinin arttigi ve ylizey
serbest enerjilerinin diistiigli gozlenmektedir. Isil islem numunelerine plazma islemi
uygulandiginda ise 1s1l islemle elde edilmis hidrofobik yiizeyin tamamen hidrofilik

yizeye donistiigi gozlemlenmistir. Dolayisiyla 1s1l islemin; yiizeyi daha hidrofobik,
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plazma isleminin ise yiizeyi daha hidrofilik yapmak i¢in kullanilabilecek birer arag

oldugu anlasilmistir.

Cizelge 4.1 : Tim DAK kaplamalarin 1slatma agilari.

Ortalama Ortalama Islatma
YUzey Sekli Islatma Acis1 [°] Acist [°] YSE [mMN/m]
(Su) (Diiodometan)

316 LVM 48,25 (+ 3,93) 37,54 (+ 3,25) 59,43 (£ 3,93)
EDB-eTi 51,93 (+ 1,43) 27,19 (+ 1,49) 60,07 (+ 1,36)
EDB-eTi-PL 13,14 (+ 4,91) 13,49 (+ 2,50) *
EDB-eTi-HT 90,73 (£ 3,00) 43,64 (£ 4,32) 38,76 (+ 2,87)
EDB-eTi-HT-PL 12,47 (+ 0,38) 20,77 (+ 1,20) 78,52 (+ 0,57)
EDB-sTi 42,79 (£ 3,20) 23,02 (£ 1,56) *
EDB-sTi-PL 13,76 (£ 0,27) 15,46 (+ 0,99) 78,92 (+ 0,36)
EDB-sTi-HT 67,36 (+ 0,60) 41,74 (£ 1,38) 47,67 (£ 1,08)
EDB-sTi-HT-PL 10,14 (+ 0,30) 23,94 (+ 1,56) 78,50 (+ 0,83)
EDB-eZr 91,27 (+ 7,86) 29,69 (£ 1,59) 44,75 (£ 1,53)
EDB-eZr-PL 17,96 (+ 1,01) 12,39 (+ 2,80) 78,14 (+ 0,92)
EDB-eZr-HT 45,45 (£ 3,19) 25,42 (+ 3,00) *
EDB-eZr-HT-PL 9,35 (+ 1,76) 15,61 (+ 2,13) *
EDB-sZr 35,88 27,02 *
EDB-sZr-PL 20,90 (£ 0,77) 13,81 (+ 1,65) *
EDB-sZr-HT 46,90 23,66 63,56
EDB-sZr-HT-PL 15,48 (+ 0,69) 15,50 (+ 1,25) 78,50 (+ 0,52)

4.1.3 Mekanik test sonuglari

Damarlarin daralan bélgelerine yerlestirilmeleri sirasinda kardiyovaskiler stentlerin
%25 gibi sekil degistirme mertebelerinde deforme olduklari bilinmektedir [67]. Bu
sebeple, stentlere uygulanacak kaplamalarin deformasyon altindaki davranislarinin da
bilinmesi gereklidir. Bu amacla, EDB ile elde edilen kaplamalara egme testi
uygulanmis ve egme ylizeyleri SEM ile incelenmistir. Yapigmanin artmasi i¢in yapilan

151l 1slemin etkisi de egme testi ile belirlenmistir.

Egme testine tabi tutulan egik/sekilli titanyum ve egik zirkonyum kapli numuneler
SEM ile incelenmistir (Sekil 4.7 :). Incelemeler sonucunda, numunelerin deforme
edilen kisimlarindaki kaplamalarin yiizeyinde catlaklar ve bosluklar tespit edilmistir.
Buna karsin, sekilli olarak titanyum kaplanmis numunelerde, egik numunelere gore
daha az gatlak ve deformasyon goriilmistiir. Egik zirkonyum numuneler Gzerinde ise

kayma bantlar1 iizerinde ¢atlaklar olusmustur.
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(a) Egme 6ncesi EDB-eTi (b) Egme sonrasit EDB-eTi

(c) Egme Oncesi EDB-sTi (d) Egme sonrasit EDB-STi

A

(e) Egme 0Oncesi EDB-eZr (f) Egme sonrast EDB-eZr

Sekil 4.7 : EDB yontemi kaplanmis numunelerin egme testinden 6nce ve sonraki
SE gorintaleri.

Kaplamalarin yapismasini artirmak i¢in uygulanan 1s1l igslem sonrasi egik titanyum,
sekilli titanyum ve egik zirkonyum kapli numunelere 3 nokta egme testleri yapilmis
ve deformasyon yiizeyleri taramali elektron mikroskobu ile incelenmistir (Sekil 4.8 :).
Incelemeler sonucunda, 1s1l islem uygulanmis numunelerde ¢atlak ve ayrilmalarin 1s1l
islem uygulanmamiglara gore daha az oldugu, hatta sekilli olarak buydtilen titanyum

filmlerde catlamanin olmadigi gézlemlenmistir.
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5um

(a) Egme Oncesi EDB-eTi-HT (b) Egme sonrasit EDB-eTi-HT

1um

(e) Egme Oncesi EDB-eZr-HT (f) Egme sonras1t EDB-eZr-HT

Sekil 4.8 : EDB yontemi kaplanmigs numunelerin egme testinden 6nce ve sonraki
SE gorintdleri.

Sonug olarak; egme testi sonuglari, sekilli biiyiitiilen titanyum filmler disinda, tam
olarak istenen sonuglar1 vermemis, uygulanan egme islemi sonucunda bazi catlaklar
ve kusurlar olugsmustur. Catlak biiyiikliikleri ¢ok biiyiik olmadigindan dolay1 EDB ile

iiretilen filmlere kan uyumu testi yapilmistir.
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4.1.4 Kan uyumu testleri

Kardiyovaskiiler stent iizerinde olugsmasi muhtemel bir pihtinin yerinden ayrilmasi
durumunda baska bolgelerdeki damarlarin tikanmasia yol acabilir. Bu durumun
ontine gegmek i¢in; kardiyovaskiiler sistemde kullanilan implantlarin, kan uyumlu
olmas1 gerekmektedir. Kan uyumu testi sonucunda yiizeydeki trombosit sayisinin
diisiik, yiizeye yapismis bu trombositlerin de yayilmamis, yani kiresel sekilli olmasi
beklenmektedir. Bu bolimde; EDB egik titanyum, sekilli titanyum ve egik zirkonyum
kapli numunelere kan uyumu testleri yapilarak bu yiizeyler iizerinde trombositlerin
aktiflesme dereceleri belirlenmistir. Ayn1 zamanda, 1s1l islemin ve oksijen plazmasi

isleminin kan uyumu tizerindeki etkileri ayr1 basliklar altinda incelenmistir.

4.1.4.1 Ardil islem yapilmamis numunelerin (EDB-Ti) kan uyumluluk testleri

SEM incelemeleri sonucunda EDB ile titanyum kaplanmis numunelerin yiizeyinde
trombosit, alyuvar (eritrosit) ve akyuvarlar (lokosit) gézlemlenmistir (Sekil 4.9 :a ve
c¢). Egik Ti kapli numuneler SEM ile 60° egilerek incelenmis ve yilizeyde tamamen
yayilmis (FS) trombositler belirlenmistir (Sekil 4.9 :b). Sekilli titanyum kaplanmig
numunedeki trombositlerin de tamamen yayilmis (FS) oldugu gézlemlenmistir (Sekil
4.9 :d). 1ki numune arasindaki tek fark; egik titanyum kaplanmis numunelerde, sekilli
titanyum kaplanmis numunelere kiyasla ¢ok daha az alyuvar ve akyuvar hiicresi
gozlemlenmesidir. PBS ile temizleme adiminda uzaklastirilmasi gereken bu hiicrelerin
numune yiizeyinde hala goriilmesi, temizlemenin yeterince yapilmamasindan

kaynaklanmaktadir.
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(c) EDB-sTi (d) EDB-sTi

Sekil 4.9 : EBD ile Ti kaplanmis numunelerin kan uyumu testinin ardindan ¢ekilen
SE gorintileri.

SEM incelemeleri sonucunda EDB ile egik olarak zirkonyum kaplanmis numunelerin
yiizeyine tutunan trombositlerin ise iki farkli durumda oldugu goriilmistiir (Sekil 4.10
:a). Yizeylerde, hem yayilmis (S) hem de tamamen yayilmis (FS) trombositlerin

oldugu belirlenmistir.

(a) EDB-eZr (b) EDB-eZr

Sekil 4.10 : EBD ile Zr kaplanmis numunelerin kan uyumu testinin ardindan
cekilen SE gorntuleri.
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4.1.4.2 Sadece HT islemi yapilmis numunelerin kan uyumluluk testleri

Vakum altinda 800 °C’de 90 dakika 1s1l islem yapilan numuneler de ayn1 yontem ile
kan uyumu testine tabi tutulmustur. EDB ile titanyum kaplanmais ve 1s1l islem gérmiis
numunelerin her ikisinde de trombosit, alyuvar ve akyuvarlar gézlemlenmistir. Egik
kaplanmis numunelerde sekilli numuneye kiyasla ¢ok daha az alyuvar ve akyuvar
hiicresi gozlemlenmistir (Sekil 4.11 :a ve c). Ayrica; EDB ile egik titanyum kapli, 1s1l
islem uygulanmis numunelerde tamamen yayilmis (FS) trombositlere rastlanirken
(Sekil 4.11 :b), EDB ile sekilli titanyum kapli, 1s1l islem uygulanmis numunelerde ise
yayilmig dentritik (SD) formdaki trombositlere rastlanmigtir (Sekil 4.11 :d).

/)'
®
“20um

(b) EDB-eTi-HT

(C) EDB-sTi-HT (d) EDB-sTi-HT

Sekil 4.11 : EBD ile Ti kaplamanin ardindan 1s1l islem gérmiis numunelerin kan
uyumu testinin ardindan ¢ekilen SE gorintileri.

SEM incelemeleri sonucunda EDB ile egik zirkonyum kaplanmis, 1s1l igleme tabi
tutulmus numunelerde de trombosit, alyuvar ve akyuvarlar gézlemlenmistir (Sekil

4.12 :a). Yapidaki trombositler ise yayilmis dentritik (SD) formdadir (Sekil 4.12 :b).
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(a) EDB-eZr-HT (b) EDB-eZr-HT

Sekil 4.12 : EBD ile Zr kaplamanin ardindan 1s1l islem gérmiis numunelerin kan
uyumu testinin ardindan ¢ekilen SE goruntuleri.

Sonug olarak, EDB yontemi ile kaplanan tiim numunelerde (is1l igslemli veya 1sil
islemsiz) trombosit tutunmalar1 ve aktiflesme dereceleri gozlenmis; 1s1l isleme tabi
tutulan numunelerde, 1s1l isleme tabi tutulmayan numunelere gore, trombositlerin daha

az aktiflestigi gorilmustiir.

4.1.4.3 Sadece PL islemi yapilmis numunelerin kan uyumluluk testleri

Oksijen plazmasi isleminin kan uyumu tizerindeki etkisini anlayabilmek i¢in EDB ile
titanyum ve zirkonyum kaplanmis numuneler, plazma islemi uygulanmasinin ardindan
(EDB-eTi-PL, EDB-sTi-PL ve EDB-eZr-PL) kan uyumu testine tabi tutulmustur.

SEM incelemeleri sonucunda, titanyum ile kaplanmis numunelerde trombosit, alyuvar
ve akyuvarlarin bulundugu goriilmiistir (Sekil 4.13 :a ve c). EDB-eTi-PL
numunelerinde trombositlerin dentritik yayilmis (SD) formda oldugu anlagilmaktadir
(Sekil 4.13 :b). EDB-sTi-PL numunelerinde de dentritik yayilmis (SD) formda
trombositler gézlemlenmistir (Sekil 4.13 :d).
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(a) EDB-eTi-PL (b) EDB-eTi-PL

(c) EDB-sTi-PL (d) EDB-sTi-PL

Sekil 4.13 : EBD ile Ti kaplamanin ardindan plazma islemi gérmiis numunelerin
kan uyumu testinin ardindan ¢ekilen SE goruntuleri.

EDB ile zirkonyum kaplanmis, plazma islemine tabi tutulmus numunelerde (EDB-
eZr-PL) trombosit, alyuvar ve akyuvarlar gozlemlenmistir. Numunede; trombosit,
alyuvar ve akyuvarin titanyum numunelere gore sayica ¢ok daha az oldugu, ancak

trombositlerin tamamen yayilmis (FS) oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.14 :).

(a) EDB-eZr-PL (b) EDB-eZr-PL

Sekil 4.14 : PL islemi ardindan kan uyumu testi uygulanmis Zr kapli numunelerin
SE goruntileri.
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4.1.4.4 HT ve PL islemleri yapilmis numunelerin kan uyumluluk testleri

“Isil iglemin ardindan yapilan oksijen plazmasi islemi”nin kan uyumu iizerindeki
etkisini anlayabilmek i¢in EDB ile titanyum ve zirkonyum kaplanmis numuneler,
oncelikle 1s1l isleme ardindan plazma islemine tabi tutulmus; elde edilen numuneler
(EDB-eTi-HT-PL, EDB-sTi-HT-PL ve EDB-eZr-HT-PL) U(zerinde kan uyumu

deneyleri gergeklestirilmistir.

SEM incelemeleri sonucunda EDB ile titanyum kaplanmis, ardindan 1si1l islem ve
plazma islemi uygulanmis numunelerde de trombosit, alyuvar ve akyuvarlar
gozlemlenmistir (Sekil 4.15 :a ve c). Egik titanyum kaply, 1s1l islem ve plazma islemine
tabi tutulmus numunelerde trombositlerin dentritik yayilmis (SD) safhasinda oldugu
gorilmiistir (Sekil 4.15 :b). Sekilli titanyum kapli plazma ve 1s1l islem uygulanmis
numunede de trombositlerin dentritik (D) sathasinda oldugu gozlemlenmistir (Sekil
4.15 :d).

(a) EDB-eTi-HT-PL (b) EDB-eTi-HT-PL

(c) EDB-sTi-HT-PL (d) EDB-sTi-HT-PL

Sekil 4.15 : Isil islem ve takiben plazma islemi yapilan EBD ile Ti kaplanmig
numunelerin kan uyumu testinin ardindan ¢ekilen SE gorintuleri.
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EDB ile zirkonyum kaplanmis, 1sil islem ve plazma islemine tabi tutulmus
numunelerde trombosit, alyuvar ve akyuvarlar gézlemlenmistir (Sekil 4.16 :a).
Numunede, trombositlerin ~ birgogunun tamamen yayilmis (FS) oldugu

gbzlemlenmistir (Sekil 4.16 :b).

() EDB-eZr-HT-PL (b) EDB-eZr-HT-PL

Sekil 4.16 : HT ardindan PL islemine tabi tutulmus ve takiben kan uyumu testi
uygulanmis Zr kapli numunelerin SE goriintiileri.

EDB yontemi ile kaplanan 316 LVM numuneler {izerinde yapilan kan testlerinde
numunelerin ylzeylerinde alyuvar, akyuvarlar ve yayilmig/tamamen yayilmig
trombositlerin oldugu gortlmektedir. Kan uyumu testi uygulanan numunelerin
trombosit aktiflesme durumlar1 Cizelge 4.2 :’de 6zetlenmistir. Numuneler arasinda
hiicre tutunma sayilarinda farklilagmalar olmakla birlikte trombosit yayilmalarinin
g6zlenmesi, bu numunelerde kan uyumunun iyi olmadigini géstermistir. Sonug olarak,
EDB ile titanyum ve zirkonyum kaplanan numunelere ayr1 ayri ve birlikte yapilan “isil
islem” ve “oksijen plazmasi” uygulamalarinin trombosit tutunmasi ve yayilmasi
tizerinde kismen etkili oldugunu goérmekteyiz, ancak farkli derecelerde de olsa
trombosit yayilmasinin gozlenmesi nedeni ile bu kaplamalarin kan uyumlu olarak

degerlendirilemeyecegi sonucuna varilmaistir.
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Cizelge 4.2 : EDB yontemi ile kaplanip kan uyumu testi uygulanan numunelerin
trombosit aktiflesme durumlari.

Yiizey Sekli Trombosit Aktiflesme Durumu
EDB-eTi FS
EDB-eTi-HT FS
EDB-eTi-PL SD
EDB-eTi-HT-PL SD
EDB-sTi FS
EDB-sTi-HT SD
EDB-sTi-PL SD
EDB-sTi-HT-PL D
EDB-eZr S
EDB-eZr-HT SD
EDB-eZr-PL FS
EDB-eZr-HT-PL FS

4.1.5 EDB ile elde edilen kaplamalarin genel degerlendirmesi

Gerek diislik kan uyumu gostermesi gerekse mekanik olarak kaplama dayaniminin
diisiik olmas1 sebebi ile EDB ile elde edilen egik ve sekilli titanyum ve zirkonyum

kaplamalarin stent uygulamalari i¢in uygun olmadigi sonucuna varilmistir.

4.2 KAFBB Yontemi ile Yapilan Kaplamalar

4.2.1 KAFBB-Ti kaplamalarin morfolojik incelemeleri ve anodizasyon sonuclari

KAFBB yontemi ile 316 LVM (zerine titanyum kaplanan numunelerin (KAFBB-TI)
kaplama sonrasinda elde edilen goriintiisii Sekil 4.17 :’de verilmistir. KAFBB
isleminin dezavantajlarindan sayilabilecek makro pargacik olusumunun bu kaplamada
da mevcut oldugu goriilmektedir. Makro pargaciklarin stent uygulamalarinda 2 ana

soruna sebep olabilecegi diisliniilmektedir:

1. Makro pargaciklarin, stent igerisine yerlestirilen balonun sisirilmesi ile
gergeklesen plastik deformasyon sirasinda dokiilmesi (viicudun baska bir

bolgesinde tikanikliga sebep olmasi)

2. Makro pargaciklarin trombosit aktivasyonu (dolayisiyla pihtilagma) i¢in elverisli

olmasi [23].
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Sekil 4.17 : KAFBB ile kaplanmis titanyum yuzeyinin SE goruntusu.

Bunun yaninda, anodizasyon islemi ile de makro pargaciklarin dokiilecegi
Ongoriilmiistiir. Anodizasyon iglemleri, 27 °C’de agirlik¢a %0,6 NH4F ve hacimce %1
H20 iceren etilen glikol (EG) ¢ozeltisi icerisinde 40 V potansiyel altinda farkl: siireler
boyunca gergeklestirilmistir. Sekil 4.18 :’de en kisa ve en uzun siirelerde yapilan
anodizasyon islemi sonrasinda cekilen ikincil elektron goriintiileri verilmistir.
Gorildigl tizere, anodizasyon sonrasinda, makro pargacilarin catladigi, ama

beklendiginin aksine, sayilarinda belirgin bir diisiis olmadig1 gézlemlenmistir.

10 pm S x2000

(a) 20 sn. (b) 250 sn.
Sekil 4.18 : KAFBB ile kaplanmis ve farkli siirelerde anodize edilmis Ti yiizeyinin
SE gorintileri.
Makro pargaciklardan kurtulmak ve ayni zamanda yiizeyde nanodesenli yapilar
olusturma amaci ile numuneler, anodizasyon islemini takiben, ultrasonikasyon
islemine tabi tutulmustur. 20 sn.lik anodizasyonu takiben yapilan ultrasonikasyon
islemi sonucunda yiizeyde nanodesenlerin olustugu goriilmiistiir (Sekil 4.19 :). Makro

parcgaciklar {izerinde de ayn1 desenler olustugu goriilmektedir.
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x30,000 500 nm

Sekil 4.19 : KAFBB ile Ti kaplanmis, ardindan 20 sn. anodize edilmis ve takiben
ultrasonikasyon yapilmig numunenin SE goruntisu.

Makro pargaciklarin dokiilmesi i¢in anodizasyon siiresi artirilmig ve takiben
numuneler ultrasonikasyon islemine tabi tutulmustur. Sekil 4.20 :’de ultrasonikasyon

sonrasinda da makro pargaciklarin mevcudiyetini korudugu goriillmektedir.

(@) (b) (© (d) (e)
20 sn. 50 sn. 100 sn. 150 sn. 250 sn.

Sekil 4.20 : KAFBB ile kaplanmuis, farkl stirelerde anodize edilmis ve
ultrasonikasyon yapilmig Ti yiizeylerinin SE goruntileri.

Ozetle; KAFBB yontemi ile titanyum kaplama islemi sonucunda elde edilen
numunelerin {izerinde nanodesenler olusturulabilmis, ancak makro pargaciklarin
yiizeyden uzaklastirlamamasi sebebi ile bu yontem ile yapilan kaplamalarin
kardiyovaskiiler stent uygulamalari i¢in riskli oldugu diisiniilmiis ve bu yontemden
vazgecilmistir. Dolayist ile mekanik dayanim ve biyouyumluluk testlerinin

yapilmasina gerek duyulmamustir.

4.2.2 KAFBB-Zr kaplamalarin morfolojik incelemeleri ve anodizasyon

sonuclar

KAFBB yonteminde olusan makro pargacik miktarina etki eden faktorlerden birinin
katot malzemesi oldugu bilinmektedir. Bu sebeple, titanyum metalinden farkli olarak
zirkonyum tiizerine de deneyler gerceklestirilmistir. Bu amagla, zirkonyum metali de
316 LVM paslanmaz ¢elik {izerinde buyiitilmistir (KAFBB-Zr). Ancak, titanyum
kaplamalarda karsilasilan makro parcacik sorunu zirkonyum kaplamalarda da
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gorilmistir. (Sekil 4.21 :). Yine de zirkonyum kaplamada gorilen makro pargacik
sayisi titanyum kaplamadan daha azdir. Hem bu makro pargaciklardan kurtulmak igin
hem de zirkonyum metali (izerinde nanodesen elde edebilmek icin kaplamalara farkl

kosullarda anodizasyon islemleri yapilmistir.

Sekil 4.21 : KAFBB ile kaplanmis Zr yiizeyinin SE gortntasa.

Anodizasyon ¢alismalarinda; genellikle titanyum anodizasyonu igin kullanilan
elektrolit ve potansiyel, zirkonyum anodizasyonu icgin de kullanilmistir. Agirlik¢a
%0,6 NH4F ve hacimce %1 H»O iceren etilen glikol (EG) ¢ozeltisi igerisinde 40 V
anodizasyon potansiyeli uygulayarak 250 sn. boyunca anodizasyon yapilmistir. Bu
stirecin akim — zaman grafigi Sekil 4.22 :’de verilmistir. Akimin 15 sn.den sonra
strekli dustiigii, ozellikle 200 sn.den sonra daha yiiksek bir hizda diistigi

gorulmektedir.

Akim (mA)

0 —7r1 r 1 11 1 1 1 117
0 25 5 75 100 125 150 175 200 225 250
Anodizasyon Siresi (sn.)

Sekil 4.22 : Agirlikga %0,6 NH4F ve hac. %1 H.0 iceren EG ¢Ozeltisinde yapilan
anodizasyonun akim - zaman grafigi (40 V, 250 sn.).
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Yapilan anodizasyonun ardindan, kirilgan oksit tabakasini ylizeyden uzaklastirmak
igin ultrasonikasyon islemi yapilmistir. Bu bdlgeden elde edilen geri sagilan elektron

(BS) goriintiisii ve bazi1 bolgelerden alinin EDS analizleri Sekil 4.23 :’te gosterilmistir.

Atomik Atomik
Ele. o, Ele. %
F 7,765 F 0,000 Ele Atomik
Cr | 18,225 Cr | 3,660 ) %o
Fe 63,446 Fe 7,368 O 38,258
Ni 6,205 Ni 3,347 F 29,205
Zr 4,359 Zr | 85,624 Zr | 32,537
1 numarali bolge 2 numarali bolge 3 numarali bolge

Sekil 4.23 : Ag. %0,6 NH4F ve hac. %1 H.O iceren EG ¢6zeltisinde anodize
edilen KAFBB-Zr’nin US sonras1 BS goriintiisii ve isaretli bolgelerin EDS
analizleri (40 V, 250 sn.).

SEM incelemelerine gore zirkonyum tabakasinin biiyiikk boliimiiniin tabana kadar
tamamen anodize oldugu ve bu anodize olmus boliimiin ultrasonikasyon ile yuzeyden
ayrilmis oldugu yapilan analiz sonucunda (Sekil 4.23 :’te 1 ile isaretlenmis nokta)
belirlenmistir. Numunenin bazi bolgelerinde ise (2 ve 3 ile isaretli bolgeler) zirkonyum
metalinin halen varligini siirdiirdiigii ve zirkonyum metali iizerinde olugmasi istenen

nanodesenli yapinin da olusmadig1 goriilmiistiir.

Bu sekilde yapilan anodizasyon isleminin sonucunda tabana varilmasi sebebi ile islem
stiresi 100 sn.ye diistiriilmiis ve ultrasonikasyon sonrasi Sekil 4.24 :’te verilen

gorintiiler elde edilmistir.
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50KV X50,000 100nm WD 10 ul ST SEI 15.0kv  X10,000 Tum WD 10.0mm

(@) (b)

Sekil 4.24 : KAFBB-Zr’nin Ag. %0,6 NH4F ve hac. %1 H,O iceren EG
cozeltisinde anodize edilen KAFBB-Zr’nin (a) US uygulanmayan ve (b) US
uygulanan bolgelerinin SE gordntuleri (40 V, 100 sn.).

Sekil 4.24 :a’da goriildiigi tizere, numune zerinde nanoporoz bir yapt olusmustur.
Anodize olmus bu bolgenin ultrasonikasyon islemi ile ylizeyden kaldirilmasi sonucu,
altindan herhangi bir desene sahip olmayan bir yap1 (Sekil 4.24 :b) ortaya ¢ikmustir.
EDS analizlerine gore de yapinin sadece zirkonyum igerdigi goriilmiis; ayni1 zamanda,

yuzeydeki makro pargaciklarin da uzaklagsmadig anlagilmustir.

Ultrasonikasyon sonrasi nanodesen elde edilememesi sebebi ile floriir icerii daha
diisiik ve su igerigi daha yiliksek bir ¢ozeltide deneyler tekrarlanmistir. Bu tiir
elektrolitlerde su miktar1 artisinin, elektrolitin iletkenligini artirtp viskoziteyi
diistirdiigii bilinmektedir [68]. KAFBB-Zr numuneleri, agirlikca %0,3 NH4F ve
hacimce %5 H2O igeren yeni bir etilen glikol ¢ozeltisi olusturularak bu ¢ozeltide
anodize edilmistir. Numuneler bu ¢6zelti icerisinde 40 V anodizasyon potansiyelinde
250 sn. boyunca anodize edilmistir. Bu islemin akim — zaman grafigi Sekil 4.25 :’te

verilmistir.
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Sekil 4.25 : Agirlik¢a %0,3 NH4F ve hac. %5 H20 igeren EG ¢ozeltisinde yapilan
anodizasyonun akim - zaman grafigi (40 V, 250 sn.).

Anodize edilmis numunelerin SEM incelemelerinde Sekil 4.26 :a ve b’de gorildiigii
Uzere ylizeyde agz1 agik nanotiip yapisinin olustugu, ultrasonikasyon sonrasinda ise
kalkan bolgenin altinda nanodesenli yapinin olustugu net bir sekilde goriilmektedir.

Buna karsin nanodesenli yapinin yeterince homojen dagilmadigi goriilmektedir.

SEI 5.0kV X50,000 100nm [T SEI 50KV  X50,000 100nm WD 10.0mm

() (b)

Sekil 4.26 : Ag. %0,3 NH4F ve hac. %5 H.0 iceren EG ¢6zeltisinde anodize
edilen KAFBB-Zr’nin (a) US uygulanmayan ve (b) US uygulanan bélgelerinin
alinan SE goériintileri (40 V, 250 sn.).

Desenlerin derinliginin artirilmasi ve morfolojilerinin degistirilmesi amaci ile 60V
anodizasyon potansiyeli uygulanarak ayni elektrolitte tekrardan anodizasyon islemi

gerceklestirilmistir. Bu deneyin akim — zaman grafigi Sekil 4.27 :’de verilmistir.
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Sekil 4.27 : Agirlik¢a %0,3 NH4F ve hac. %5 H20 igeren EG ¢ozeltisinde yapilan
anodizasyonun akim - zaman grafigi (60 V, 80 sn.).

Sekil 4.27 :’de goriildiigii tizere akim, 15. sn.den islem sonuna kadar sabit kalmistir.
Islem sonlarina dogru akimda diisiis goriilmesi iizerine islem 80. sn.de kesilmistir.
Hem anodizasyon hizini belirlemek hem de anodizasyon siresinin nanodesenlerin
sahip olacagi morfolojiye olan etkisini belirlemek amaci ile bir diger numune 40 sn.
anodize edilmistir. Bu numunelerin ultrasonikasyon yapilan ve yapilmayan bolgelerin
ikincil elektron gorintuleri Sekil 4.28 :’de verilmistir. Numunelerin ultrasonikasyon

oncesi yapilari birbirine benzer bulunmustur (Sekil 4.28 :a ve c).

Ayrica, her iki numunenin de ultrasonikasyon ile kaldirilan bdlgelerinde
nanodesenlerin olustugu ve 40 sn. anodize edilen numunenin gérece daha homojen
dagildigi saptanmustir (Sekil 4.28 :b ve d). Bu duruma, katodik ark ile elde edilen
kaplamalarin sahip oldugu morfolojilerin derinlige bagl olarak degismesinin sebep

olmasi1 muhtemeldir.
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KV X50,000 100nm WD 10.0mm

€Y (b
80 sn. anodizasyon 80 sn. anodizasyon
Ultrasonikasyon yapilmayan bolge Ultrasonikasyon yapilan bolge

JkV - X50,000 100nm WD 10.0mm

(©
40 sn. anodizasyon 40 sn. anodizasyon
Ultrasonikasyon yapilmayan bolge Ultrasonikasyon yapilan bolge

Sekil 4.28 : Ag. %0,3 NH4F ve hac. %5 H.O iceren EG ¢6zeltisinde anodize
edilen KAFBB-Zr’nin ultrasonikasyon uygulanan/uygulanmayan bélgenin
sinirindan alinmig SE goriintiileri (60 V).

Numunelerin ultrasonikasyona tabi tutulan ve tutulmayan bolgelerini ortak olarak
gosteren kesit goriintiileri nanotlip yapisinin olustugunu net bir bigimde
go6stermektedir (Sekil 4.29 :). Her iki numunenin tiip yapilari, istleri kapali ve daha
ince ve seyrek gozenekli yapida iken altta olusan tiiplerin yapilar1 daha net ve
belirgindir. Anodizasyon siiresinin ise olusan anodik oksit yapisinin kalinlig
uzerindeki etkisi net olarak gozlenmektedir (Sekil 4.29 :a ve b). Anodizasyon siiresinin
2 katma ¢ikarilmasi ile oksit katman kalinlig1 2,65 mikrondan 5,93 mikrona yiikselmis
yani beklendigi lizere iki katina ¢ikmistir. Her iki numunenin de ultrasonikasyon ile
kaldirilmis bolgelerinde nanodesen olustugu daha once verilen SEM fotograflarinda

belirlenmisti (Sekil 4.28 :b ve d).
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@ (b)

Sekil 4.29 : Ag. %0,3 NH4F ve hac. %5 H>0 iceren EG ¢ozeltisinde (a) 80 sn. ve
(b) 40 sn. anodize edilen Zr kapli 316 LVM’nin US uygulanan/uygulanmayan
bolgenin sinirindan alinmis SE goriintiileri (60 V, Egim 60°).

4.2.3 KAFBB ile elde edilen kaplamalarin genel degerlendirmesi

Sonug olarak, titanyum ve zirkonyum kapl 316 LVM paslanmaz celik numuneler
lizerinde yapilan anodizasyon c¢alismalar1 sonucunda nanodesenli yapilar edilmistir.
Buna ragmen; bu yontem ile elde edilen kaplamalara, makro pargacik olusmasi sebebi

ile, mekanik dayanim Ve ileri biyolojik testler yapmaya gerek duyulmamistir.

4.3 MAS ile Kaplanan Numuneler

KAFBB ile elde edilen kaplamalarin, makro parcacik igermesi sebebi ile stent
uygulamalari i¢in uygun olmadigi diisiiniildiigiinden, bundan sonraki caligmalarda
daha homojen bir kaplamaya olanak veren manyetik alanda sigratma (MAS)

kullanilmis ve ¢aligmalar bu yontem iizerine odaklanarak devam etmistir.

4.3.1 MAS-Ti numunelerinin Gretimi

MAS yontemi ile 7 dk. boyunca kaplanan 316 LVM paslanmaz ¢eligin, 1047 + 71nm
kalinligimda titanyum kaplandigr, XRF kalinlik analizi cihazinda ol¢iimii ile
saptanmistir. XRF ile alinan tiim kalinlik degerleri en az 10 6l¢limiin ortalamasidir.
Kaplama kalinligi, odaklamali iyon demeti cihazi ile hazirlanan yiizey {izerinden de
kontrol edilmistir (Sekil 4.30 :) ve elde edilen bu degerlerin XRF ile dlgiilen degerlerle
uyumlu oldugu saptanmistir. MAS yontemi ile titanyum kaplama islemi MAS-Ti

olarak, bu islem ile elde edilmis diiz titanyum yiizey ise pTi olarak kodlanmistir.
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Koruyucu karbon kaplama

Koruyucu karbon kaplama

Titanyum kaplama 1050 nm

316 LVM althk

x20000

(b)
Sekil 4.30 : MAS-Ti numunelerinin FIB’de hazirlanmis ve goriintiilenmis 3,3 kX
(@) ve 20 kX (b) buyttmelerdeki SE goruntileri (30 kV, Egim: 40, SE).

4.3.2 MAS-Ti numunelerinin anodizasyonu

Yilzeyde nanodesenli bir yapi olusturmak igin titanyum kaplamanin tamaminin
anodize edilmekten kaginilmasi gerekmektedir. Bu sebeple, anodizasyonun paslanmaz
celik altliga ulasip ulasmadigi bir 6n calisma ile belirlenmistir. Anodizasyon
isleminden sonra, “anodize olmadan kalan metalik titanyum tabakasi”nin kalinligini
ayarlamak igin, ilk olarak 1 pm kalinligindaki titanyum kaplamanin tamaminin
anodize olmasi i¢in gereken zaman belirlenmistir. Bu amagla, anodizasyon sirasinda
kaydedilen akim ve zaman davranisi kullanilmistir. Sekil 4.31 :’de gortldiigi lizere;
anodizasyonun baglamasiyla birlikte, bariyer titanyum oksit tabakasinin olusumunu
gosteren, akimdaki keskin azalma net bir sekilde belirmistir. Ardindan, gézeneklerin
olusumu ile akimda hafif bir artig goriilmekte ve gozeneklerin olusumunu takiben,
anodik oksit kalinliginin da artmasiyla birlikte akim yavas bir sekilde azalmaktadir.
Bu disiistin  ardindan, akimin ani bir sekilde artmasi titanyum tabakasinin
anodizasyonunun tamamlandigim1 ve paslanmaz ¢elik yiizeye ulasildigim
go6stermektedir. Bu bilgi 1s181inda, 1 pm kalinligindaki titanyum tabakasinin tamaminin
anodize olmasi i¢in gereken siire 500 sn. olarak belirlenmistir. Anodizasyon hizinin
uygulanan deney siiresi igerisinde dogrusal oldugu varsayilirsa, paslanmaz ¢elik altlik
Uzerinde 250 sn.de yaklasik olarak 500 nm metalik titanyumun anodize edilebilecegi
ortaya ¢ikmaktadir. Dolayist ile 250 sn. sonunda anodik oksit tabakasinin altinda
anodize olmamis 500 nm kalinli§inda bir metalik titanyum katmaninin mevcut olmasi

gerekir.
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Sekil 4.31 : 1 um kalinligindaki tiim Ti filminin anodizasyonu sirasinda
kaydedilen akim — zaman grafigi (40 V, EG igerisinde agirlik¢ca %0,6 NH4F ve
hacimce 1% H,0).

Bu bilgiler 1s181nda, iizerinde 1 um kalinliginda Ti bulunan numune de 250 sn.
stiresince anodize edilmistir. Bu numunelerin akim — zaman grafikleri Sekil 4.32 :’de
verilmistir. Goriildigii lizere anodizasyon normal seyrindedir. Grafik, herhangi bir

dokiilmeye ya da tabana ulasildigina dair bir bilgi icermemektedir.
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Sekil 4.32 : 1 um Ti kaplanan numunelerin anodizasyon sirasinda kaydedilen

stireye bagli akim yogunlugu grafikleri (40 V, EG igerisinde agirlik¢a %0,6 NH4F
ve hacimce 1% H>0).
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MAS-Ti numuneler (zerine 250 sn. siiresince yapilan anodizasyonu takiben
numunelerin taramali elektron mikroskobunda ikincil elektron goriintiileri alinarak
Sekil 4.33 :’te gorilen i¢ ¢ap1 50 - 70 nm olan nanoporlar tespit edilmistir. MAS
yontemi ile titanyum kaplamanin ardindan anodizasyon islemi uygulanmis numuneler
MAS-Ti-ANO olarak, bu islem ile elde edilmis anodik oksit yiizeyi aTiO. olarak

kodlanmustir.

x40,000 "400 nm

Sekil 4.33 : 7 dk. Ti kaplanip 250 sn. anodize edilen numunenin SEM’de ¢ekilmis
SE goriuntusd.

4.3.3 MAS-Ti-ANO numunelerinin ultrasonikasyonu

Balonlu kardiyovaskiiler stentlerin uygulanmasi, stendin plastik deformasyonu ile
miimkiin olmaktadir. Yiiksek deformasyona maruz kalacak olan bir stent iizerine
yapilan kaplamanin da uygulama sirasinda ylizeyden atmamasi/dokiilmemesi
gerekmektedir. Bu sebeple, paslanmaz celik Gzerindeki TiO2 nanotiipli yapilarin,
stentlerin balonla genisletme islemi sirasinda gatlama/dokiilme olasiligi vardir.
Dolayist ile elde edilen bu kirtlgan anodik oksit kaplamanin yiizeyden uzaklastiriimasi
gerekmektedir. Tez ¢aligmasinda bu amag i¢in ultrasonikasyon uygulanmistir. Sekil
4.34 :te, ultrasonikasyon igleminden etkilenmeyen bdlge ve belli bir alam
ultrasonikasyon ile uzaklagtirllmis bolgenin sinirt gorilmektedir. Kirillgan oksit
tabakasinin uzaklastirilmasi ile ayn1 bolgede nano boyutta desenler igeren bir yapinin

ortaya ¢iktig1 net bir sekilde goriilmektedir.

60



x20,000 500 nm

Sekil 4.34 : Ultrasonikasyondan etkilenmemis anodik oksit ve ultrasonikasyon ile
anodik oksidin uzaklastirildig: alanlarin SE goruntisi (Egim = 30°).

1 um Ti kaplanip 250 sn. anodize edilmis ve ardindan ultrasonikasyon ile oksit
tabakas1 uzaklastirilmis numunenin yiizeyinde kalan anodize olmamis titanyumun
kalinlig1 XRF ile 6l¢iilmiis ve bu nanodesenli metalik titanyum kalinliginin 504 + 41
nm araliginda oldugu tespit edilmistir. Ultrasonikasyon uygulanan bu bélgenin ylizey
gorintist de Sekil 4.35 :’te gosterilmektedir. MAS yontemi ile titanyum kaplamay1
takiben anodizasyon ve ultrasonikasyon islemi MAS-Ti-ANO-US olarak, bu islem ile

elde edilmis nanodesenli titanyum yiizeyi ise cTi olarak kodlanmistir.

. " I'

x40,000 400 nm

Sekil 4.35 : 7 dk. Ti kaplanip 250 sn. anodize edilen numunenin ultrasonikasyon
sonrast SEM’de ¢ekilmis SE goriintiisii (CTi).

cTi yapisini elde etmek i¢in yapilan islemler ve bu islemler sonunda elde edilen yiizey

goruntdleri sirastyla Sekil 4.36 :’da 6zetlenmistir.
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Sekil 4.36 : Her bir adimda elde edilen yiizeylerin karsilastiriimasi.

4.3.4 Mekanik test sonuclari

1 wm titanyum kaplanmig, ardindan anodize edilmis ve sadece belli bir bolgesi
ultrasonikasyona maruz birakilmis numuneye uygulanan 3 nokta egme testi sonucunda
ultrasonikasyona ugramamis anodik oksit bolgesi yizeyinde (aTiOz) catlaklar
olugmustur (Sekil 4.37 :a ve b). Bu bdlgedeki TiO> nanotip/nanopor yapisinin yer yer
dokildigi goziikmektedir. Elde edilen bu sonug, stendin sisirilmesi sirasinda anodik
oksit yapisinin yiizeyde hasarsiz olarak kalmasinin mimkiin olmadigim
gostermektedir. Bu tiir yapilar, istenilen biyouyumluluk 6zelliklerini gostermeleri
halinde dahi, islem sirasinda tahrip olacaklarindan, uygulama agisindan anlam
tasimamaktadir. Tiim bunlarin 1g18inda; biyouyumlulugu nanotiip yapisina benzer,

ayn1 zamanda siinek bir kaplama iiretilmesi gerektigi asikardir.

Ultrasonikasyona maruz kalan bélge (cTi) 3 nokta egme testine tabi tutuldugunda ise,
aTiO2 Dbolgesi ile aymi yiik altinda olmasma ragmen iizerinde herhangi bir
kirllma/deformasyon gostermemektedir (Sekil 4.37 :b ve d). Sonug olarak, bu mekanik
etkiler diistiniildiigiinde, kardiyovaskiiler stentlere uygulanabilirligi acisindan MAS-
Ti-ANO-US ile iiretilen kaplamalarin, 6nceki bolimlerde bahsedilen EDB ve KAFBB

ile Uretilen tim kaplamalardan daha uygun oldugu gorilmektedir.
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Sekil 4.37 : aTiOz ve cTi yuzeylerinin 3 nokta egme testi sonrasindaki SE
gorintileri.

4.3.5 cTi yiizeyinin PL islemi 6ncesi/sonras1 morfolojik ve kimyasal analizleri

4.3.5.1 Atomik kuvvet mikroskobu (AKM) analizleri

Ultrasonikasyon ardindan elde edilen nanoyapilarin derinligi ve ¢apt AKM ile
Olgiilmiistiir. Sekil 4.38 :a ve b’de, anodik oksidin ultrasonikasyon ile
uzaklastirilmasindan sonra elde edilen yuzeylerin (cTi) AKM goruntileri verilmistir.
Sekilde, kirmizi renkte bir ¢izgi ile belli edilen ¢izgisel analiz sonuglarina gore, nano

boyutlu desenler 20 + 5 nm derinlige ve 100 + 20 nm genislige sahiptir (Sekil 4.38 :c).
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Sekil 4.38 : MAS-Ti-ANO-US ile elde edilen cTi yuzeyinin AKM gdéruntuleri.

4.3.5.2 XPS analizleri

Nanodesenli yiizeyin kimyasal 6zelliklerini belirlemek ve oksijen plazma isleminin
yiizey kimyasi tizerindeki etkisini anlamak i¢in, cTi numunelerine plazma isleminden
once ve sonra XPS karakterizasyonu uygulanmistir. Genis spektrum dlgiimlerine gore,
beklendigi gibi her iki film de buylk oranda titanyum ve oksijenden olugmaktadir
(Sekil 4.39 :). F% varligina karsilik gelen diisiik siddetteki flor piki, plazma isleminden
sonra spektrumda gézikmemektedir.

plazma iglemi dncesi O1s
- plazma iglemi sonrasi :
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Sekil 4.39 : cTi ylzeyinin PL isleminden 6nce ve sonra ¢ekilen genis XPS
spektrumlari.

Oksijen plazma isleminin katkisini1 anlamak i¢in Ti2p, Ols ve Fls pikleri iizerinde
ayrintili ¢ekimler yapilmistir. Oksijen plazma isleminden 6nce, Ti2p piki Sekil 4.40
’ta gosterildigi gibi iki pik icermektedir. Bu piklerin en siddetlisi, beklendigi gibi,



TiO2 icerisindeki Ti** (458,7 eV A= 5,8 eV ) iken digeri flora bagli olan titanyuma ait
piktir [69] (460,1 eV (A= 5 eV)). Kiigiik pikin “florlanmis titanyum™a ait oldugu Sekil
4.41 :a’da verilen Fls pikinin varligi ile ayrica dogrulanmistir. Ayrintili ¢ekilen Ols
spektrumunun da 2 ana pikten olustugu goriilmektedir (Sekil 4.41 :b). Buyuk pik TiO-
icerisindeki Ols’e karsilik gelmekteyken (530,2 eV) diger pik O-H veya O-C
baglarma (531,6 eV) karsilik gelmektedir [70]. Sonug olarak, plazma igleminden dnce
numune yuzeyi TiO2, florlanmis titanyum bilesiklerinden ve karbon/hidrojen bazli bir

kontaminasyon tabakasindan olusmaktadir.

Oksijen plazma isleminden sonra florlanmis titanyuma ait pik, Ti2p spektrumundan
cikmistir ve yuzey sadece TiO2 bilesiginden olugsmaktadir (Sekil 4.40 :). Bu durumla
uyumlu olarak, F1s piki de yok olmustur (Sekil 4.41 :a). O1s spektrumunda TiO2’ye
ait oksijen piki de yiikselmisken (Sekil 4.41 :b), O-H veya O—C’ye bagh piklerin
siddetinde azalma goriilmiistiir. Bu durum, oksijen plazmasinin yiizeyi oksitlemesinin

yaninda kontaminasyon tabakasini uzaklastirmadaki pozitif roliinii de gostermektedir.
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Sekil 4.40 : PL isleminden once ve sonra CTi yapisina ait titanyum bolgesinin XPS
spektrumlari.

66



Siddet

¢ Plazma islemi dncesiol¢ilen veri
Flodanmis fitanyum - F1s

:684.95 eV

f T i f
Plazma islemi sonrasi dlgiilen vern

Siddet

1| e Plazma iglemi éncesi él¢llen veri
4 TiO,-O1s

i HIC-0 O1s

Hesaplanan verilerin toplami

530.2 eV
!

Tio, - Ofs

o Plazma iglemi sonrasi dl¢ulen veri

b 1 HIC-0 O1s
] Hesaplanan verilerin toplami

<0
o o, P
PR T

693 696

530 529 528

684
Bagdlanma Enerjisi (eV)

687 690
Baglanma Enerjisi (eV)
(b) Flor bolgesi

Sekil 4.41 : cTi yapisinin PL isleminden 6nce ve sonra, flor ve oksijen bélgelerinin
XPS spektrumlari.

(a) Oksijen bolgesi

Yiizeyde bulunan elementlerin kalinliklarindaki degisimi anlayabilmek igin cTi
numunelerinin plazma isleminden once ve sonra derinlik profilleri XPS ile
incelenmistir. Sekil 4.42 :'de gosterilen XPS derinlik profillerine gore, plazma iglemi,
oksit tabakasinin kalinligin1 5 nm'den 10 nm'ye ¢ikarmistir (kirmizi ve turuncu oklar).
Ek olarak, plazma isleminden sonra, flor pikinin yiizeyin 5 nm’nin altinda goriilmeye
baslamasi, oksijen plazmasi ile olusan filmin, yiizeydeki floru alt katmanlara dogru
ilerlettigini veya yeni olusan oksit filminin halihazirdaki bu florlanmig titanyum
katmaninin {izerinde biyldigiini gostermektedir. Ek olarak; genis spektrumda
gorilen kalsiyuma ait kontaminasyon pikinin, derinlik profiline bakildiginda hemen

hemen uzaklastig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.42 : cTi yapisinin PL isleminden 6nce ve sonra XPS derinlik profili
(kirmiz1 ve turuncu oklar, sirastyla plazma isleminden dnce ve sonra oksit tabakasi
kalinligini temsil etmektedir).

4.3.5.3 Islatma acisi olciimleri

Islatma Ozellikleri, hiicre yapismasi gibi implantin biyolojik tepkilerinde énemli bir
rol oynayabileceginden, biyomalzemeler 6zelinde 6nemli bir paramatre olarak kabul
edilmektedir. Tez ¢aligmasi kapsaminda hem nanodesenlerin hem de plazma isleminin
islatma ozelliklerine katkilarmi belirlemek igin pTi ve cTi numunelerinin plazma

isleminden 6nce ve sonraki su temas agilart (WCA) dlculmiistiir (Cizelge 4.3 ).

Cizelge 4.3 : pTi ve cTi’nin plazma islemi 6ncesi ve sonrasi 1slatma agilari.

pTi cTi pTi+PL cTi+PL
85+ 3° 80+ 4° 28 +2° 44 + 3°

Islatma acis1 sonucglari, pTi ve cTi yulzeylerinin nispeten hidrofobik oldugunu
gostermektedir. Plazma isleminin, ylizey kontaminasyonunu uzaklastirilmasi ve
titanyumu oksitlemesi nedeniyle her iki numunenin islanabilirligini artirmistir. Bu
durum, cTi’nin XPS analizi ile dogrulanmaktadir (Sekil 4.41 :). Bununla birlikte,

plazma isleminin pTi ylizeyi iizerinde daha belirgin bir etki yarattigi goriilmektedir.

Artan 1slatma agilari, bir biyomalzemenin mutlaka daha iyi bir biyolojik tepkiye sahip
olacagi anlamina gelmemektedir [44]. Islatma ozelligi; ylzey morfolojisi, ylzey
kimyast ve implant ylzeyi ile etkilesime giren hiicrelerin dogasi ile birlikte

degerlendirilmesi gereken bir parametredir.
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4.3.6 Biyolojik testler

Sonug olarak, tim Kkarakterizasyon ¢alismalar1 (SEM, AKM, WCA, XPS) ile elde
edilen veriler 1518inda farkli adimlarda elde edilen nanoyapili yizeylerin modelleri
Sekil 4.43 :’te 6zetlenmistir.

WCA =80°+4 WCA=44°+4
florlanmig Tive TiO, karigimi= 5 nm TiO, =5 nm
100 nm ./ \ -
— | ' 2onm / \
metalik titanyum = 500 nm metalik titanyum florlanmis Tive TiO,
karisimi= 5 nm
florcazengin bélge
paslanmaz gelik paslanmaz celik
(@) (b) (©)
Sekil 4.43 : (a) aTiOz, (b) cTi ve (c) cTi+PL numunelerin yuzey topolojileri ve
kimyasi.

Literatirde HF, NH4F gibi floriirlii elektrolitlerde gergeklestirilen titanyum
anodizasyonunun mekanizmasi ¢ok¢a caligilmistir [71,72]. Anodizasyon sirasinda,
TiO2 nanotiip tabanlarinda ve aralarinda suda ¢oziinebilen, florca zengin bir bariyer
tabakas1 olugsmakta [73] ve anodizasyon devam ettikge bu tabaka malzeme icerisine
dogru ilerlemektedir (Sekil 4.43 :a). Nanotiipler, tiip aralarindaki bu bilesigin suda
¢ozilinlip uzaklagmasi ile olusmaktayken tiip tabanlarinda kalan kisim su ile dogrudan
temas etmedigi i¢in yapidan uzaklasamamaktadir. Anodizasyonun tamamlanmasinin
ardindan yapilan ultrasonikasyon iglemi, en (st katmandaki gevrek TiO. nanotiip
yapilarin1 kirip uzaklastirdigindan bu islem sonunda yiizeyde sadece bu bariyer
tabakas1 kalmaktadir. XPS sonuglarina gére 5 nm kalinligindaki bu bariyer tabakasi,
beklendigi gibi igerisinde az miktarda “florlanmig titanyum” iceren TiO2’den
olusmaktadir (Sekil 4.43 :b). Ultrasonikasyon islemi, florlanmig titanyum igeren bu
oksit tabakasini yiizeyden uzaklastiramamistir. Bu yapinin 1slatma agis1 80° + 4 olarak

Olclilmiistiir.

Oksijen plazma islemi ise metalik titanyum iizerindeki oksit tabakasinin kalinligini 5
nm’den 10 nm’ye ¢ikarmistir. XPS derinlik profillerinden goriildiigii tizere plazma
islemi ardindan kalinlasan oksit filmi, florlanmis titanyum iceren TiO; tabakasinin
tizerinde biiylimistiir (Sekil 4.42 :). Bu sebeple, cTi+PL numunelerinin en (st

yuzeyinde herhangi bir flor igeren bilesik mevcut degildir (Sekil 4.43 :c). Yilzey
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kimyas1 degisen bu numunelerin plazma islemini takiben 0l¢iilen 1slatma agis1 44° +

4’¢ diistirmiistiir.

4.3.6.1 cTi yiizeyinde yapilan hiicre biiyiimesi testleri

Paslanmaz c¢eligin iizerine kaplanan titanyumunun sahip oldugu morfolojiler, farkli
biyolojik tepkimeleri tetiklemektedir. Dolayisi ile de ylizey morfolojisinin hicrelerin
yapigsmast ve c¢ogalmasi lizerindeki etkilerinin de birbirinden farkli olmasi
beklenmektedir. Tez calismasi kapsaminda elde edilen cTi numunelerinin sahip
oldugu nanodesenli yapinin biyolojik yanit {izerindeki etkisini ortaya ¢ikarmak igin
Insan Koroner Arter Endotel Hiicreleri (HCAEC — Human Coronary Artery
Endothelial Cells) ve insan Koroner Arter Diiz Kas Hiicreleri (HCASMC - Human
Coronary Artery Smooth Muscle Cells) ile MTT in-vitro (laboratuvar ortaminda)
biyouyumluluk ¢alismalari ger¢eklestirilmistir. Damar yapisinda bulunan bu hiicreler,
laboratuvar kosullarinda gerceklestirilen kardiyovaskiiler ¢aligmalarda siklikla

kullanilmaktadir.

Literatr 6zetinde detaylica bahsedildigi gibi HCAEC, kan damarlarinin i¢ tarafinda
(tunica intima) tek sira halinde bir tabaka olusturur ve kan damarlarinin olusumunda
(anjiyogenez) onemli bir role sahiptir. Bu hucrelerin mimkin olan en yiksek
canliligina sahip olmasi, stendin kan damarini taklit edebilmesi agisindan oldukca
onemlidir. HCASMC ise damarlarin orta boliimiinde (tunica media) kalin bir tabaka
halinde bulunmakta ve damar biitiinligiinii korumaktadir. Arteroskleroz ve restenoz
gibi damar tikanikligt durumlarinda bu hiicreler, arter duvarimin yeniden
sekillenmesinde etkilidir. Stent icerisinde HCASMC'nin ¢ogalmasi ise genellikle
durdurulamaz. Bu durum, damar icerisindeki normal kan akisini engelleyerek
restenoza neden olabilir. Bu sebeple, HCASMC’nin stent {izerinde mimkin olan en
diisiik miktarlarda bulunmasi istenir. Sonug olarak, saglikli bir uygulama sonrasinda
endotel hiicrelerinin kardiyovaskiiler stent ylizeyine tutunmast ve ¢ogalmasi
istenirken, restenoz riskini 6nlemek icin diiz kas hiicrelerinin buyimesinin bir sekilde

engellenmesi gerekmektedir.

Bu tez calismasinda {retilen yiizeylere, Uzerine tutunan hucrelerin metabolik
aktivitesini belirlemek icin numunelere oksijen plazma islemi 6nce ve sonrasinda
MTT testleri uygulanmustir. Istatistiksel degerlendirmelerde referans degeri olarak ise

pTi iizerindeki biiyiime degerleri kullanilmistir.
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Sekil 4.44 :a’da goriildiigii tizere cTi numuneleri {izerindeki HCAEC’lerin canliligi,
pTi referans numunelerine kiyasla énemli 6lgiide yiiksektir. Nanodesenli titanyum
dioksit ve florlanmis-Ti karisimindan olusan cTi numunesinin HCAEC canliligini
artirdigr gozlenmistir. Oksijen plazmasi isleminin ardindan (CTi+PL numunesi)

metabolik aktivite daha da artmistir.
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HCAEC canliligi (492 nm)
HCASMC canlihgi (492
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3h 24h 3h 24h 72h
inkiibasyon siiresi inkiibasyon siiresi

(@) (b)

Sekil 4.44 : PL islemi oncesi/sonrasi CTi ve pT yuzeylerinde (a) HCAEC ve (b)
HCASMC ile gergektestirilen MTT sonuglari (standart sapmalar bar tizerinde
gosterilmistir. * sembolii, pTi’ye gore hiicre canliligindaki anlamli degisimi ifade
etmektedir: *p <0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

Ote yandan, HCASMC lerin ise pTi iizerine tutunma ve ¢ogalma egiliminde oldugu
goriilmistiir (Sekil 4.44 :b). cTi lizerindeki canliliklar ise 6nemli 6lgiide diisiiktiir.

Nanodesenli titanyum dioksit ve florlanmis Ti karistmindan olusan cTi yizeyinin

HCASMC ’lerin yasayabilirlikleri i¢in gorece elverigsiz oldugu goriilmektedir.

HCASMC ekiminin ilk asamalarinda, oksijen plazmasi islemi goérmiis nanodesenli
yizeylerdeki (cTi+PL) canlilik, nanoyapili yiizeylere (CTi) kiyasla daha yiiksektir.
Bununla birlikte, 24 saatlik inkiibasyondan sonra bu iki ylzey Uzerindeki hicre
canliliginda 6nemli bir fark gézlenmemistir. Ayrica, HCASMC canliligi, nanopaternli
yuzeyler igin (cTi ve cTi+PL) diiz numuneye (pTi) gore kiyasla diisiiktiir. Bu sonug
ile, tez calismasinda elde edilen nanotopografinin hiicre yapismasini ve

yasayabilirligini onemli 6l¢lide etkiledigini gdstermistir.

HCASMC ile yapilan deneyde uzun inkiibasyon siirelerinde gézlemlenen canliligin
sabitlenmesi HCAEC ile yapilan deneylerde gériilmemistir. Ozellikle oksijen plazmasi

isleminin ardindan canliligin siirekli olarak arttig1 gézlenmistir.

Elde edilen yuzeylerin 316 LVM c¢iplak paslanmaz ¢elik numune ile
karsilastirildiginda HCAEC’lerin cTi ve ve cTi+PL yiizeylerini, HCAMSC’lerin ise
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paslanmaz ¢elik ylizeyini tercih ettigi goriilmektedir (Sekil 4.45 :). Tiim bu islemler
sonucunda, hali hazirda kullanilan 316 LVM malzemesi {iizerinde, hiicre segiciligi

paslanmaz celikten ¢ok daha yiiksek bir yiizey elde edildigi ortaya ¢ikmistir.

05

o
o

L_Jss

pTi
pTi+P

B cTi
=

04+

o
S

+P

0.3

HCAEC canlilid (492 nm)
HCASMC canliligi (492 nm)

0.0+

3h 24h
inkiibasyon siiresi inkiibasyon stiresi

() (b)

Sekil 4.45 : PL islemi 6ncesi/sonrasi cTi ve pTi ylzeylerinde (a) HCAEC ve (b)
HCASMC ile gerceklestirilen MTT sonuglari.

4.3.6.2 cTi yiizeyinde yapilan kan uyumu testleri

Stent gibi viicut icerisinde kan ile etkilesimde bulunan implantlarin, pihtilasmayi
tetiklememesi istenir. Bu sebeple, implant ylzeyleri yiksek kan uyumuna sahip
olmalidir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda, cTi morfolojisine sahip numunelerin herhangi
bir desene sahip olmayan titanyuma (pTi) gore bir avantaji olup olmadigini
anlayabilmek i¢in bu iki morfolojiye sahip numuneler, plazma islemi 6ncesi ve sonrasi
kan uyumu testine tabi tutulmustur. Sekil 4.46 :’da kan uyumu testi sonrasi iki

numunenin de SEM goriintiileri verilmistir.

pTi yiizeyinde trombositlerin tamamen yayilmis (FS) oldugu, dolayisi ile bu yuzey
Uzerinde istenmeyen pihtilagma riskinin yiiksek oldugu gorulmektedir. Trombositlere
ek olarak, bu yiizeyde bazi alyuvarlarin da mevcut oldugu goériilmektedir. Numune
yikama safhasinda giderilmesi gereken bu durum, esasen bir olumsuzluk teskil
etmemektedir; pihtilasma ile dogrudan bir baglantis1 da bulunmamaktadir. Plazma
islemine tabi tutulmus pTi {izerindeki trombositlerin ¢ogunlukla dentritik (D) ve
yayilmis dentritik (FS) formda oldugu goriilmektedir. Bu islem ile ayn1 zamanda

trombosit miktarinda diisiis goriilmiistar.

cTi kapli numunede ise yiiksek sayida trombosit gozlenmistir. Trombosit morfolojileri
de yayilmis (S) ve tamamen yayilmis (FS) formunda oldugundan bu yiizeyin de

pihtilagsma agisindan riskli oldugu anlasilmaktadir. Bunun yaninda, plazma iglemi
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sonrasinda trombosit miktarinin 6nemli dl¢iide azaldigr goriilmiis, cogu bolgede higbir

trombosite rastlanmamistir. Bu yiizey (izerinde sadece birkag alyuvar mevcuttur.

x5,000

Sekil 4.46 : PL islemi dncesi/sonrasi pTi ve cTi numunelerin kan uyumu testi
ardindan ¢ekilen SE goruntlleri.
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4.3.7 cTi ve cTi+PL numunelerinin genel degerlendirmesi

Yiizeydeki nanoyapilarin malzemelerin biyouyumlulugu tizerindeki faydali roli iyi
bilinmektedir ve bu 6zellikler halihazirda bir¢ok ¢alismaya konu olmustur [74-82].
Calismalarin ¢ogu, ortopedik implantlarin osseointegrasyon 6zellikleri ile ilgilenirken,
bazilar1 da kardiyovaskiiler stent uygulamalar1 i¢in kullanilan yiizey ile endotel
hiicrelerin etkilesimini igermektedir [74,76,77]. Bazi caligmalarda da hicre ve
proteinlerin benzer yiizey kimyasma sahip, ancak farkli nanotopografiye sahip
yiizeylerle farkli etkilesimleri oldugu gozlemlenmis ve ylizey geometrisinin biyolojik
tepkilerde oldukga baskin bir etken oldugu ortaya g¢ikarilmistir [48,76,83,84]. Bu
sonuca gore, uygun yiizey kimyasina sahip bir implantin biyouyumlulugu sadece
nanoyapilandirma ile de artirilabilmektedir. Literatirde nanomalzemelerin hiicreler ile
etkilesimini agiklayabilemek i¢in 3 farkli mekanizma onerilmistir: (1) nanoyapiya
bagli olarak en iist yiizeyde gerceklesen bolgesel elektronik modifikasyonlar, (2) artan
yiizey kusurlart alanlar (nanotopografi ile olusan kenarlar, kdseler vb.), (3) vaskuler
duvarlarin dogal mimarisinin taklit edilmesi [78]. Bu mekanizmalarin biri ya da
birkagi, ilgili hiicrelerin uyarilmasini ve hicrelerin proteine tutunma mekanizmalarini
etkileyerek implantin gevre dokularla entegrasyonunu etkilemekte, sonug olarak tibbi

cihazin vicuttaki omrunu belirlemektedir.

Bu calismada elde edilen nanotopografik yiizeylerin ¢aplari da daha onceki
caligmalarda gosterilmis vaskiiler hiicrelerin secicilik dzelliklerinin 6n plana ¢iktig
mertebelerdedir. Literatiirdeki diger ¢aligmalarda, 35 nm'nin altindaki ¢aplar igin
HCAEC ve HCASMC'nin segicilik gostermedigi [46], ancak 70 ile 100 nm
arasindakiler i¢cin HCAEC'ye yonelik segicilik elde edildigi raporlanmistur [46,85]. Bu
tez caligmasinda ise 100 + 10 nm ¢aplarindaki nanodesenli yiizeylerin de secici
vaskler hiicre tepkilerine sahip oldugu goriilmiistiir. HCASMC ile karsilastirildiginda
HCAEC’de daha yiiksek hiicre canliligi goriilmiis (Sekil 4.44 :), bu durumun
gelistirilen yilizey topografisinin endotel hiicrelerinin damar igerisinde tutundugu ig

damar duvarinin mimarisine benzemesi sebebi ile oldugu diisiiniilmektedir [86].

Bu calismanin bir diger 6nemli sonucu ise; oksijen plazma isleminin, yiizey kimyasina
ve hiicre canlilig: Gizerine etkisini gostermesidir. Nanoporlu TiOz'nin ultrasonikasyon
ile yizeyden uzaklastiriimasi sonucu elde edilen nanodesenli yapida (cTi) florlanmis
titanyum bilesikleri tespit edilmistir (Sekil 4.40 : ve Sekil 4.41 :). Sonuglarimiz,

florlanmis titanyum bilesikleri i¢eren bir ylizeyin, hiicre canlilig: tizerinde 6nemli bir
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olumsuz etkiye sebep olmadigini gostermektedir. Yine de oksijen plazma isleminden
sonra, HCAEC'nin proliferasyonu ve canliliginda bir miktar iyilesme goriildiigiinden
floriirlerin bu hiicreler {izerinde olumsuz etkilerinin oldugu séylenebilir. Bununla
birlikte, oksijen plazma islemi ile HCAEC canliliginda iyilestirme saglanirken,
HCASMC i¢in 6nemli bir fark gézlenmemistir. Buradan hareketle, HCAEC'nin ylizey
kimyasindaki degisime daha duyarli oldugu goriilmektedir. Ayrica, florlanmis
titanyum iceren nanodesenli cTi yiizeyinin, florir icermeyen pTi ve pTi+PL’den daha
iyi HCAEC canliligr sergiledigi gériilmektedir. Bu 6nemli sonug, floriirlerin varliginda
bile nanotopografinin hiicre canlilig1 iizerindeki baskin roliinii gostermektedir. Yine
de florirlerin vaskiiler hiicrelerin canliligina etkisini netlestirmek igin daha fazla

calismaya ihtiyag¢ vardir.

Bu c¢alismada elde edilen nanoyapilar ile literatlirdekiler arasindaki temel fark, bu
yapilarin kalinliklar1 ve plastik deformasyon altindaki mekanik dayanimlaridir. Bu
sonuglar, hiicre canliligima oOnemli katki saglayan morfolojik parametrenin
“kalinliklarindan ziyade nanodesenlerin ¢ap1” oldugunu gdstermektedir. Bu nedenle,
implantlarin hiicre canliligini iyilestirmek i¢in TiO2 nanotiipleri/nanoporlar gibi zayif
yapigmaya sahip kaplamalarin kullanilmasinin zorunlu olmadigi ortaya ¢ikmaktadir;
ince bir oksitle kaplanmis benzer ¢aplara sahip nanodesenli metalik titanyum da benzer

etkiler sergilemektedir.

Kardiyovaskiiler stentlerin ayni zamanda iyi bir kan uyumluluguna sahip olmasi
gerektiginden, istenen hiicre canliligina sahip bir yiizey elde edilmesi tek basina bir
anlam ifade etmemektedir. Stent ylzeyine yapilacak desenin, trombositlerin yiizeye
yapismasini ve aktivasyonunu 6nlemesi, sonug olarak tromboz riskini 6nemli 6l¢ude
azaltmas1 beklenmektedir [87]. Secici hiicre canliligi gosteren cTi yiizeyi, sasirtict bir
sekilde kan uyumu gostermemistir. Bu ¢alismada incelenen numunelerden sadece
oksijen plazma islemi goérmiis nanodesenli numuneler (cTi+PL) mikemmel kan
uyumu gostermistir (Sekil 4.46 :). Literatiirde, yiizey Ozelliklerine bagli olarak
titanyumun trombojenik (pihtilasmaya elverisli) bir malzeme oldugu bilinmektedir
[55]. Diger bircok calisma, titanyum bazli ortopedik ve dental implantlarin
osseointegrasyon ve trombojenik 6zellikleri (izerinde florirlerin olumlu rolini
gostermektedir [88]. Bu c¢alismalar, floriirlerin ylizeyde trombojenik reaksiyonlara
neden oldugunu ve bu sebeple osseointegrasyonunun iyi oldugunu raporlamistir.

Kardiyovaskdler stent ylizeylerinde trombojenik aktivite istenmediginden florlrlerin
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yiizeyde bulunmasi bir dezavantaj olmaktadir. Oksijen plazma islemi, bu flortrleri
yiizeyden uzaklastirdigi ve ylizeydeki oksijen konsantrasyonunu artirdigt igin cTi
yiizeyini kan uyumlu hale getirmistir. Florlrlerin stent uygulamalarindaki kan
uyumlulugu Uzerine bir literatiir bilgisine rastlamadigimizdan bu etkileri netlestirmek

ve desteklemek igin daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

Sonug olarak, stentleme sonrasi saglikli bir kan damarmi olusturmak ve restenozdan
kaginmak i¢in damarin i¢ tabakasinin endotelizasyonu ¢ok dnemlidir. HCASMC'nin
tercih edilen proliferasyonu restenozun ana nedenlerinden biri oldugundan, bu
hiicrelere karst HCAEC'lere hiicre segiciligi sunan bir yiizey elde edilmesi
arzulanmaktadir. Bu ¢alismada 6nerilen nanodesen olusturma yontemi ile bu konuda
umut verici sonuglar elde edilmistir. Kardiyovaskiiler stentlerin dogru ¢aligabilmesi
icin yuzeylerinin kan uyumlu olmasi gerektiginden yiizey kimyasi da 6nemli bir
parametre olarak oniimiize ¢gikmaktadir (kanin floriirler ile temasin kesilmesi, ylizeyde
oksit igeriginin artirilmasi vb.). Tez ¢aligmasinda kullanilan oksijen plazma isleminin
bu amagla basarili oldugu goriilmiistiir. Ayrica, oksit tabakasinin catlamasi ve
parcalanmasi, stendin uzun siireli kullaniminda istenmeyen biyolojik tepkilere yol
acabileceginden, plastik deformasyon altinda mekanik biitiinliglin saglanmasi
gereklidir. Bu ¢aligmada onerilen yontemin ek bir faydasi, tavsiye edilen yontem ile

elde edilen kaplamanin mekanik dayanimidir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Tez c¢alismas1 kapsaminda; kardiyovaskiler stentlerin ylzeylerinde nanodesenler
olusturarak hiicre segiciligi saglayabilecek, kan uyumuna sahip ve stent uygulamalari

sirasinda gergeklesen plastik deformasyona dayanabilen yiizeyler olusturulabilmistir.

Stent malzemesi olarak halihazirda yaygin olarak kullanilan 316 LVM Kkalite
paslanmaz c¢elikler iizerinde nanoyapilarin olusturulmasi igin iki temel yaklagim
kullanilmistir. Bunlardan ilki, fiziksel buhar biriktirme ile dogrudan nanodesenlere
sahip kaplamalarin liretilmesi, digeri ise kaplama ardindan yapilan anodizasyon islemi

ile nanoyapilarin elde edilmesidir.

Bu amacla oncelikle EDB fiziksel buhar biriktirme sisteminde disiik agili kaplama
(DAK) yontemi kullanilarak titanyum ve zirkonyum metalleri dogrudan nanoyapilara
sahip olacak sekilde kaplanmistir. DAK ile 316 LVM (Uzerinde olusturulmus egik ve
sekilli titanyum ve zirkonyum filmlerin, taban malzemenin deformasyonu sirasinda
yuzeyden dokuldikleri gozlemlenmis; bu sorunu agmak i¢in filmlere 1sil islem
uygulanarak yapigma sorunlari bir 6l¢lide asilmistir. Buna karsin, bu filmlere yapilan
kan uyumlulugu testleri basarili olmamistir. Oksijen plazmasi islemi uygulanan
yuzeylerin de istenilen kan uyumunu gdstermemesi sebebi ile bu secenek (izerinde
hiicre biiylime deneyleri yapilmamistir. Buna ragmen, nanoboyutta sivriliklere sahip
ylzeyler, iizerine gelen hiicrelerin zarlarimi1 delmesi sebebi ile 6limlerine sebep
olmaktadir. Stent malzemesi olarak kullanilmasi miimkiin géziikmeyen DAK yontemi
ile elde edilen bu kaplamalar, nanoboyutlarda ince kolonlardan olugsmasi sebebi ile
antibakteriyel o0zellikte olmast miimkiindiir. Bu yonde calismalarin yapilmasi

onerilmektedir.

Tez calismasinin devaminda ise katodik ark yontemleri ile 316 LVVM Uzerine titanyum
ve zirkonyum biriktirildikten sonra bu kaplamalar anodizasyon islemine tabi tutulmus
ve nanoyapilarin olugmast saglanmistir. Kaplama sirasinda yiizeyde makro
parcaciklarin varligi tespit edilmistir. Bu filmler amonyum florur, su ve organik
coziiciilerin kullanildig: elektrolitlerde basar1 anodize edilmis ve nanodesenli yapilar

elde edilmistir. Bunun yaninda, beklentilerin aksine bu strecte yuzeyde tutunan makro
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parcaciklar giderilememis, daha sonra yapilan ultrasonikasyonla da bu pargaciklari
tamamen yiizeyden uzaklagtirmak miimkiin olmamistir. Bu tiir ylizeylerin
kardiyovaskiiler stentler igin uygun olmadigina karar verilerek yiizeyde bu tiir makro
plrGzlulikler yaratmayacak manyetik alanda sigratma yontemi uygulamasina
gecilmistir. Alternatif olarak, KAFBB sistemine takilacak bir filtre araciligi ile makro

parcaciklarin yizeye gelmesi engellenebilir.

Manyetik alanda sigratma yontemi kullanilarak nanodesen elde etmek igin gelistirilen
yontem Sekil 5.1 :’de gorsel olarak 6zetlenmistir. Bu yontemde 316 LVM, manyetik
alanda sigratma ile 1 mikron kalinliginda diiz metalik titanyum kaplanmistir. Kaplanan
filmlerin yaklasik olarak yarisi, yilizeylerinde nanodesenlerin olugmasi icin etilen
glikol esasli elektrolit icerisinde basari ile anodize edilmistir. Bu filmlerin stent
uygulamasi sirasinda olusan plastik deformasyon altinda nasil davranacaklarinm
anlamak amaci ile 3 nokta egme deneyine tabi tutulduklarinda, gozenekli anodik oksit
filminin ¢atladig1 ve yer yer dokiildiigli goriilmiistiir. Bu problem ise, ylizeydeki oksit
filminin ultrasonikasyon ile kaldirilmasi sonrasinda ¢oziilmiistiir. Ultrasonikasyon
sonrast ylizeyde yaklasik 500 nm kalinliginda nanoyapili bir desen elde edildigi
goriilmistiir. Bu yontem ile elde edilen nanodesenlerin; 100 nm ¢apinda, 20 nm
derinliginde kesik kire sekline sahip oldugu, kaplamanin metalik olmasi ile birlikte
Ust yilizeylerinde 5 nm kalinliginda titanyum oksit ve florlanmis titanyum bulundugu
belirlenmistir. Bu yuzeyin oksijen plazmasina tabi tutulmasi ile en Ust yuzeyde flor
igcermeyen 5 nm’lik titanyum oksit tabakasinin bulundugu, floriirlerin ise bu tabakanin
altina itildigi goriilmiistiir. Oksijen plazmasi islemi Oncesi yapilan biyolojik testler
sonucunda bu nanodesenli numunelerin, selektif olarak, endotel hiicrelerinin yasamasi
icin elverisli yiizeyler oldugu, diiz kas hiicrelerinin ise endotel hiicreleri kadar
etkilenmedigi tespit edilmistir. Nanoyapilarin endotel hiicrelerinin canliligina pozitif
etkisi gosterilmistir. Oksijen plazma islemi sonrasinda yapilan MTT deneylerinde
florlrlerin, hicre canlilign (zerinde bir miktar negatif etkisi oldugu ortaya
cikarilmigtir. MTT ardindan yapilan kan uyumu testlerinde ise nanodesenli
kaplamanin oksijen plazmasi iglemi 6ncesinde kan uyumuna sahip olmadigi, ancak

oksijen plazmasi islemi sonrasi yiizeylerin kan uyumlu halde geldigi tespit edilmistir.
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Kontrol numunesi: MAS-Ti-PL
pTLi+P

== — |

Numune Hazirlama ADIM #1: MAS-Ti

ss pTi N

Nanoporlu TiO,

ADIM #2: MAS-Ti-ANO
aliO,

ADIM £4: MAS-Ti-ANO-US-PL ADIM #3: MAS-Ti-ANO-US
cTi+P cTi

Sekil 5.1 : Tez ¢alismasi kapsaminda gelistirilen yontem.

Elde edilen umut verici sonuglarin in-vivo (canli iizerinde yapilan) deneylerle
dogrulanmasi, gelistirilen yontemin uygulanabilirligi konusunda 6nemli katkilar
saglayabilir. Calismada elde edilen sonuglar, ayni islemlerin titanyum disinda
gozenekli olarak anodize edilebilen Zr, Nb ve Ta gibi biyouyumlulugu yiiksek
metallere ve/veya alasimlarma da uygulanabilme potansiyelinin oldugunu
gdstermistir. ilerideki caligmalar nitinol veya CoCr gibi diger stent malzemeleri
Uzerinde de yurutdlebilir. Ek olarak, florlanmis yiizeylerin osseointegrasyon tizerinde
pozitif etkilerinin oldugu bilindiginden, flor iceren bu nanodesenli yizeylerin
ortopedik ve dental implantlar 6zelinde ¢aligmalar yapilabilir. Suda ¢6ziindiigii bilenen
bu floriirlerin yap1 igerisindeki miktarini artirmak i¢in ultrasonikasyon iglemi su yerine

bu yapinin ¢oziinmedigi sivilar igerinde yapilabilir.
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