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Bu tez c¢alismasinda, dentin hassasiyet tedavilerinde dentin yiizeyi kaplama
malzemesi olarak kullanilmak {izere ¢Oktlirme yontemiyle nano boyutta katkisiz
hidroksiapatit (HAp) ve (% 0,05, % 0,20, % 0,40) giimiis iyonu katkilanmig
hidroksiapatit (Ag(l)-HAp) sentezlenmesi amaglanmistir. Dentin yiizey kaplama
islemi Oncesinde katkisiz ve giimiis katkili hidroksiapatit 6rneklerin fiziksel,
kimyasal ve biyolojik ozellikleri incelenmistir. Kimyasal yapit ve kristalografik
inceleme i¢in XRD, yiizey morfolojisi incelemesi i¢cin SEM, elementel analiz igin
SEM-EDS ve ICP-OES, tane boyut incelemesi i¢in Zetasizer ve SEM, Ca/P oraninin
belirlenmesi i¢cin SEM-EDS ve ICP-OES, bilesen gruplarinin belirlenmesi igin FTIR
ve malzeme yogunluklarinin belirlenmesi ig¢in Archimed yontemi kullanilarak

fizikokimyasal karakterizasyon islemleri yapilmustir.

Antibakteriyel etki elde etmek i¢in giimiis varlig1 pozitif bir diigiince olsa da Ag (I)
iyonlarmin hidroksiapatit yapisindan biyolojik, fiziksel ve kimyasal etkilerin bir
sonucu olarak salinip toksik bir etkiye neden olup olmadigini belirlemek igin bu
calismada % 0,05, % 0,20, % 0,40 giimiis iyonu katkilanmig hidroksiapatit

biyomalzemelerinin giimiis salim tayini de yapilmistir. Eslenik viicut sivis1 (SBF)



icerisinde belirli zaman dilimlerinde ( 1/2 —1 — 3 —5— 10 — 20 — 30 giin ) bekletilen
orneklerin muamele sonundaki Ag (I) konsantrasyonlart zamanin bir fonksiyonu
olarak ICP-OES ile belirlenmeye ¢alisilmistir. Bununla beraber eslenik viicut
stvisiyla 20 hafta siireyle yapilan degradasyon calismasiyla malzemenin bozunmasi
kontrol edilmistir. Olas1 bozulma sonucunda Ag(l)-HAp biyomalzemeden Ag (1)
salim1 olusup olugmadigini belirlemek i¢in degradasyona tabi tutulan kati 6rnekte ve
degradasyon sivisinda sitotoksisite analizi yapilmis ve tiim trtinlerdeki glimiis iyonu
salim degerleri 20 — 35 ppb araliginda gozlenmistir. Ayn1 zamanda iiretilen
malzemelerin bozulmadigi ve % 70'den fazla hiicre canliligi degerleri sagladigi

sonucuna varilmistir.

Bu tez calismasinda fiziksel ve kimyasal karakterizasyon ile salim tayinini
caligmalar1 sonrasinda, HAp ve % 0,40 Ag(l)-HAp partikiilleriyle agik dentin tiibiil
yizeyleri kapatilmaya caligilarak ylizeyin yeniden minerallesmesine etkisi
arastirtlmistir. Bu amagla, HAp ve % 0,40 Ag(l)-HAp biyomalzemeleri dentin
yiizeyleri lizerine ¢oktiirme yontemiyle kaplanarak hem HAp ve % 0,40 Ag(l)-HAp
tozlarinin hem de kaplanmis dentin disklerinin antibakteriyel &zellikleri diglerde
ciirimeye en fazla neden olan S. Mutans, C. Albicans ve E. Coli bakterilerine karsi
belirlenmistir. Ayn1 zamanda HAp esasli partikiillerin dentin yiizeylerinde bozulma
olasiligi da arastirilmigtir. Bozunma isleminin sonucunda dentin 6rneklerinin
morfolojik ve yapisal degisiklikleri SEM ve FTIR analizleri ile, toksik etkisi

Sitotoksisite analizleri ile belirlenmistir.

Sonug olarak, hem HAp hem de % 0,40 Ag(l)-HAp partikiillerinin dentin yiizeylerini
biiyiikk bir oranda kapladigi goriilmiistiir. Bu kaplama islemi sonucunda yiizeyde
uygulanan degradasyon isleminin numunelerde herhangi yapisal ve morfolojik
degisime ve toksik etkiye neden olmadigi goriilmiistiir. Bununla beraber yapilan
antibakteriyel analize goére kaplama malzemelerinin antibakteriyel bir etki
saglayacagi gorilmistir. Sonu¢ olarak dis tedavilerinde HAp ve Ag(l)-HAp
biyomalzemelerinin 6zellikle dentin hassasiyeti giderme amagli uygulanan dentin

tiibiil tikama uygulamalarinda kullanilabilecek bir malzeme olacagi diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Dentin hassasiyeti, Dentin tiibiil kaplama, Hidroksiapatit
Gumiis, Antibakteriyel etki
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In this thesis dissertation, it was aimed to synthesize pure hydroxyapaptite (HAp) and
0.05 %, 0.20 %, 0.40 % silver doped hydroxyapatite (Ag(l)-HAp) by precipitation
method to be used as dentin surface coating material in dentin sensitivity treatments.
Physical, chemical and biological properties of pure and silver doped hydroxyapatite
samples were investigated before dentin surface coating process. XRD analysis was
used to determine chemical structure and crystallographic examination. SEM
analysis was used to investigated surface morphology and also SEM-EDS and ICP-
OES analysis were used to determine elemental distribution. FTIR analysis was used
to indicate the functional group. Zetasizer and SEM analysis were used to detemine
particle size values, SEM-EDS and ICP-OES were used to determination of the Ca /

P ratio, and Archimed method was used to define material densities.

Although the presence of silver to obtain an antibacterial effect is a positive idea, it is
important to determine whether the presence of Ag (I) has a toxic effect as it can be
released from the hydroxyapatite structure of Ag (I) ions as a result of biological,

physical and chemical effects and may cause a toxic effect. For this purpose, silver



release of 0.05 %, 0.20 % and 0.40 % silver doped hydroxyapatite biomaterials were
also investigated in this study. Ag (1) concentrations at the end of treatment of
samples kept in simulated body fluid (SBF) in specific time periods (1/2-1-3-5 -
10 - 20 - 30 days) were determined by ICP-OES as a function of time. Also, the
degradation of the material was controlled by the degradation study with SBF for 20
weeks. In order to determine whether Ag (I) release occurs from the Ag(l)-HAp
biomaterial as a result of possible deterioration, the study of the cytotoxicity were
carried out for both degraded liquid and the degraded sample. According to the
analysis, the release values in all products were observed at ppb level. At the same
time, it was concluded that the materials produced did not degraded and provided
more than 70 % cell viability values. It was concluded that this product was a non-
degradable product and was a biocompatible material that could be used for

treatment in dentistry.

In this study, HAp and 0,40 % Ag(l)-HAp biomaterials were coated on the dentin
surfaces by the precipitation method. The antibacterial properties of both HAp and
0,40 % Ag (I)-HAp powders as well as coated dentin discs were investigated against
to S. Mutans, C. Albicans and E. Coli bacteria, which are the most common cause of
tooth decay. Also in this study, the possibility of degradation of HAp based particles
on dentin surfaces was investigated. Morphological and structural changes of dentin
samples were investigated with FTIR and SEM analyzes. Also cytotoxicity analysis
was used to determine toxicological changes. Both the HAp and 0.40 % Ag(l)-HAp
particles were found to had a large coating on the dentine surfaces. It was observed
that the degradation process applied on the surface did not cause any structural and
morphological changes in the samples and did not cause toxic effect. However,
according to the antibacterial analysis, it was observed that the coating materials
would provide an antibacterial effect. As a result, it was concluded that HAp and
0.40 % Ag(l)-HAp biomaterials can be an advantageous material for dentin-tubule

occlusion in the treatment of dentin hypersensitivity.

Keywords: Dentine hypersensitivity, Dentinal tubule occluding, Hydroxyapatite,
Silver, Antibacterial effect
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1. GIRIS

Kemik, protein kollajenlerinden olusan organik yapi ile hidroksiapatit (HAp,
Cai0(P04)6(OH),) iceren inorganik bir yapiya sahiptir. Bu iki yapmin bir arada
oldugu biyomineral yapinin % 65-70 kemik, % 5-8 su ve kalan kismi1 da organik
fazdir [1]. Disin tlizerinde minerallesmeyi ve kalsifikasyonu saglayan HAp, dis
minesinin % 95'inden fazlasini olusturmaktadir [1, 2]. Disin dentin bolimii ise
organik kalsifiye kollajen lifleri ve en az % 90’1 hidroksiapatit olan inorganik bir
yapidan olusmaktadir [2]. HAp sikica paketli diizenlenmis hegzagonal kristal yapiya
sahip mikro yapisi sayesinde mine ve dentin tabakalarinin yiiksek fiziksel
mukavemete ve aginma Onleyici 6zelliklere sahip olmasini saglamaktadir [3]. Ayrica
digin inorganik yapisi iginde bulunan HAp kollajen liflerinin bozunmasina da engel
olmaktadir [4]. HAp, kollajen liflerinin bozunmasina kars1 giiglii destegine ragmen
bakteriyel metabolizmalardan ve/veya diyet faktorlerinden kaynaklanan asit
saldirilar ile dis sert dokularindaki mineralleri eritip hidroksiapatit yapisini1 bozarak
dentin ve/veya mine iizerinde dislerin ¢iirimesine neden olan lezyonlara sebep
olmaktadir [5-8].

1970’lerden giiniimiize kadar c¢liriiklerin tedavilerinde, canli dokularla ve biyolojik
stvilarla biitiinlesme 6zelliklerine sahip, biyolojik tepkilere duyarli, malzeme ve canlt
yap1 arasindaki baglantiyt bozmayacak biyouyumlu metal veya seramik
biyomalzemeler kullanilmaktadir [9]. Bu biyomalzemeler, kullanim yerindeki
mekanik zorlayict kuvvetler gibi fiziksel, viicut sivis1 gibi kimyasal ve dokularla
etkilesim gibi biyolojik etkilere de cevap verebilmelidir. Dogal kemik yapisina
benzeyen kristalografik yapisi, ylizey morfolojisi ve mineralizasyon islemine
yardimc1 olan biyoaktif 6zelliklerinden dolay: hidroksiapatit dis hassasiyeti, dentinin
yeniden minerallestirilmesi ve dentin tiibiil tikama gibi ¢iiriik tedavi ¢aligmalarinda
kullanilmaya baglanmistir [6-10]. Gilinlimiizdeki arastirmalar ise c¢ogunlukla bu
lezyonlarin yeniden minerallegsmesi ile hidroksiapatit, iyon katkili hidroksiapatit,
amorf kalsiyum fosfat, biyoaktif cam gibi gesitli biyomalzemelerin kullanilmasiyla

ciiriiklerin 6nlenmesine ve tedavisine odaklanmaktadirlar [9-11].



Disin inorganik bilesenlerinden olan hidroksiapatitin viicut dis1 reaksiyonlarla yani
sentetik olarak tretilebilmesi bu biyomalzemelerin dis hekimliginde tedavi amagh
kullammmiyla ilgili ¢alismalar1 arttrmustir [12, 13]. Sentetik HAp, toksik
olmadigindan biyouyumlu bir malzemedir ve dis yapisindaki biyolojik hidroksiapatit
ile benzer Ozelliklere sahiptir. Bu o6zellikleri nedeniyle klinik tedavilerde yaygin
olarak kullanilmaktadir [4, 14, 15] . Sentetik HAp ¢oktiirme, hidrotermal, hidroliz ve
Sol-Jel teknikleri kullanilarak tiretilebilmektedir [7].

Biyoaktif bir malzeme olan HAp, klinik tedavilerde kullanilmasina ragmen
bakterilere kars1 direnci sinirlidir [11, 16]. HAp’nin iyonik bag yapabilen molekiil
yapilart bulundurmasi nedeniyle uygulama yerinde antimikrobiyal etkinligini
arttirmak icin farkli elementlerle katkilama da yapilabilmektedir [3, 11]. Bu amagla
en ¢ok kullanilan iyon antimikrobiyal 6zelligi nedeniyle giimiis iyonudur (Ag (1)).
Ag(l) iyonlari, insan sert dokularinin cerrahi tedavilerinde, yara tizeri kapatma ve
kirik tedavilerinde antibakteriyel katkilar1 nedeniyle kullanim avantaji sagladigindan
yaygin olarak kullanilmaktadir [16-20]. Dentin iizerine bakteri yapismasinin kolayca
gerceklesebildigi ve bakterinin kolayca ¢ogalabildigi bilinmektedir [21]. Bu nedenle
arastirmacilar, Ag(l) iyonu katkili hidroksiapatitin (Ag (1)-HAp) [22] antibakteriyel
ozelliklerini kullanarak dis c¢lirlimesini 6nlemeyi ve dislerin hayatta kalmasin
saglamay1 amaglamaktadirlar [23, 24]. Turk6z ve arkadaslari [11] tarafindan yapilan
bir galismada Ag(l)-HAp’in antibakteriyel etkisi gosterilmistir.

HAp'ye Ag(l) iyonu katkilanmas: belirli bir konsantrasyona kadar sadece
antibakteriyel aktiviteyi arttirmakla kalmamakta ayni zamanda dokudaki hiicre
canliigini da arttirmaktadir [19, 23, 24]. HAp'deki Ag(l) iyonlari, minerallerini
kaybetmis dentin yiizeyini kaplamak icin pozitif bir elektrostatik etki olusturmaktadir
[24]. Ag(l)-HAp partikiilleri ile dentin arasinda olusacak giiclii elektrostatik
etkilesim, giiclii bir antibakteriyel etkiyi olusturmada kullanilabilir. Bununla birlikte
dis tedavilerinde, tedavi edilen bolgelerde meydana gelebilecek bakteriyel
enfeksiyonlar, ilk tedavi asamasi sirasinda elimine edilebilir [17, 23]. Ayrica, Ag(l)
iyonlar1 igeren bu biyomalzemenin, okul oncesi ¢ocuklarda koronal ¢iiriikleri ve
yaslilarda ise kok ¢iiriiklerini onledigi gosterilmistir [23, 25]. Ayni zamanda dis
hekimliginde yapilan klinik ¢alismalarla Ag(l) katkili hidroksiapatit {iriinlerin, dentin

remineralizasyonu tizerindeki olumlu etkisi de gosterilmistir [6, 24—26].



Sentetik ya da biyolojik olarak iiretilen HAp’lere katkilanan giimiis iyonu;
antimikrobiyal etki elde etmek igin pozitif bir diisiince olsa da katkilanan Ag(l)
iyonlarmin kullanim yerinde fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkiler nedeniyle,
yapidan salinarak toksik bir etki ortaya ¢ikarip ¢ikarmadiginin tespiti de 6nemli bir
konudur. Ciinkii kemik ve dis tedavilerinde kullanilan malzemenin biyouyumlu,
biyobozunur ve toksik olmayan ozellikler icermesi saglik agisindan Onem arz
etmektedir. Kullanilan biyomalzemenin kemik ve dis tedavilerinde iyilesmeye katki
saglamasi ve bakteriyel enfeksiyonlart 6nlemesi beklenmektedir [27]. Antibakteriyel
elementler, kritik bir diizeye kadar biyolojik uyumlulugunu arttirabilir. Uygulama
esnasinda gerceklesecek giimiis salim degerleri ortam toksisitesini belirli bir degerin
lizerine ¢ikarmamalidir. Ornegin, memeli hiicrelerinin temel metabolik hiicresel
fonksiyonlarmin bozulmamasi i¢in 1,6 ppm seviyesinden daha yiiksek Ag(l) iyonu
konsantrasyonu toksik olarak bildirilmistir [28]. Bu nedenle, tibbi uygulamalarda

kritik kabul edilen bu degerin asilmamasi gereklidir.

Hidroksiapatite katkilanan Ag(l) iyonlar1 ¢oktiirme metodunda yaklasik 900-1200°C
sinterleme sicakliginda yapiya yerlestigi i¢in katkilama oran1 az bile olsa hegzagonal
yaptya kolaylikla tutunabilir [29-31]. Ag(l) iyonlarindaki gibi bagka ilag ve
antibakteriyel ajanlar HAp pargaciklari ile bu sartlarda fiziksel olarak birlestirilebilir.
Ag() katkili HAp'nin ¢oktiirme yontemiyle sentezlenmesinin, Ag(l) iyonlarinin
hidroksiapatit kristal kafesine dahil edilmesini kolaylagtirdigi ve antibakteriyel
ozellik ve biyouyumluluk igin gerekli olan kisa siirede biiyiik miktarlarda Ag(l)
salimimi 6nledigi de bildirilmistir [32, 33]. Sinterlenmis HAp partikiilleri, giimiis
partikiillerini yapidan kolaylikla serbest birakmaz ve molekiiler yapida tutar. Buna
ragmen, Ag(I)-HAp’den giimiis iyonunun salim1 kontrol edilmelidir. Bu dogrultuda,
hidroksiapatit’den farkli ortamlarda glimiis iyonu salimimin incelendigi cesitli
calismalar literatiirde kaydedilmistir [34-45]. Ornegin, Yikai Chen ve arkadaslari,
eslenik viicut sivisi igerisinde yapilan salim tayininde farkli uygulama zamanlarinda
maksimum 2 ppm Ag(l) iyon konsantrasyonu rapor etmislerdir [46]. Baoe Li
tarafindan yapilan baska bir ¢alismada [35] ICP-OES ile deiyonize su i¢inde nano-
titanyum/giimiis kaplamali malzemeden Ag(l) salim degerininin 28. giiniin sonunda

18 ppm oldugu bildirmistir.



HAp uygulamalarinda giimiis salim1 gibi toksik etki olusturabilecek bir negatif
etkinin yaninda, bu biyomalzemenin viicut i¢i sivilardan kaynaklanacak biyolojik
etkilere dayanabilen biyobozunur olmayan Ozelliklerde olmas1 gereklidir.
Biyomalzemelerin biyouyumluluklarinin yani sira, canli sistemi igerisinde bozunma
sliresi ve olugan bozunma tirlinlerinin miktart da ¢ok dnemlidir. Bu amagla, bozunma
tirtinlerinin in vivo ortamlar taklit edilerek belirlenmeye calisilmasi gereklidir. Bu
amagla eslenik viicut sivilari ya da yapay tiikiiriik i¢erisinde malzemelerin belirli siire
ve sicakliklarda tutuldugu degradasyon tayini caligmalar1 da yapilmaya baglanmistir

[47]. Bu ¢alismalarin sonunda biyomalzemenin biyobozunurlugu test edilmektedir.

Fiziksel, kimyasal, mekanik ve biyolojik gereklilikleri saglayan HAp, dis
tedavilerinde rahatlikla kullamilabilirdir. FDA, Amerika Gida ve Ilag Dairesi
tarafindan tanimli kristalografik, morfolojik, tane boyutu, bilesen gruplar1 gibi
fizikokimyasal ve biyouyumluluk, biyobozunurluk ve bakteriyel direnci gibi
biyolojik gereklilikleri saglayan HAp, disin kaybedilmesinde en etkili faktorlerden

biri olan mineral kaybinin 6nlenmesi amaciyla da kullanilmaktadir [48, 49].

Disde gerceklesecek mineral kaybi, dentini etkilediginde organik kollajen kisminin
koruyucusu olan kalsiyum apatitin koruyucu kalkaninda gevsemeler baslayacaktir.
llerleyen evrelerde kollajen fibrillerinin pargalanmasmna ve dentinin biitiin olarak
fizikokimyasal ve mekanik Ozelliklerinin zayiflamasina, dentin tiibiillerinin
agizlarinin acilmasina neden olacaktir. Bu sekilde gergeklesen zayiflama ile agilan
tiibiil agizlar diyet kaynakli bakteriyel bulasmalara ve sivi akislarina miisait hale
geleceginden disin tamamen kaybina neden olabilecektir [50]. Bu denli ¢iiriiklerin
ortadan kaldirilmasi i¢in dis hekimliginde mikro boyutlarda kazima teknigi ve dentin
tiibiillerinin tikanmasi teknigi uygulanmaktadir. Ancak bu kazima iglemi mikro
boyutlarda yapilmaktadir [51]. Sonug olarak bu islem, gozle goriilemeyen enfekte
olmus bir tabakanin kalmasina neden olmaktadir [51, 52]. Bu sekilde goriilemeyen
boyutlarda kalan tabaka, kollajen lif-hidroksiapatit arasindaki baglanma kuvvetinin
zayiflamasma ve ileride disin kaybina neden olabilmektedir [50-53]. Bu bag
kuvvetini yeniden kazanmak igin kollojen matrisine fizyolojik olarak yeniden
mineral kazandirilmast gereklidir [54]. Bu sekilde, mineral kaybetmis dentin,

yeniden minerallendirilerek dis ¢iiriigiinii kontrol edilebilecektir [24, 26].



Enfekte olmus dentinin remineralizasyonu, dis hekimligi arastirmacilari i¢in en ¢ok
ilgi duyulan alanlardan birisidir [55]. Disin tedavisi i¢in uygulanacak kazima
tekniginin yani sira o bolgenin yeniden mineral kazanmasini saglamak adina
hidroksiapatit gibi bir biyomalzeme kullanilmaktadir [24, 55]. Ayni1 zamanda
antibakteriyel 6zellige sahip iyon katkili bir hidroksiapatit kullanilarak hem yeniden

mineralizasyon hem de antibakteriyel bir alan olusturulabilir.

Bu tez c¢aligmasinda, dis ylizeyinin onarilmasi ¢aligmalarinda kullanilmak iizere
¢coktiirme yontemiyle nano boyutta hidroksiapatit sentezlenmesi amaclanmistir. Bu
dogrultuda, ¢oktiirme metoduyla [11] sentezlenen nano boyutlu HAp’ye, % 0,05, %
0,20, % 0,40 (agirlik (w)/hacim(v)) oranlarinda Ag(l) iyonu katkilanmistir. Katkisiz

ve giimiis katkili 6rneklerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri incelenmistir.

Uretilen HAp tozlarmin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi icin

asagidaki ¢alismalar yapilmistir:

e Faz safsizligi incelemesi i¢in; X-Isinlar1 Difraktometresi (XRD)

e Elementel analiz islemleri i¢in; Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) —
Enerji Dagilim Sprektrometresi (EDS), Indiiktif Olarak Ciflenmis Plazma
Optik Emisyon Spektrometresi (ICP-OES)

e Yiizey morfolojisi inceleme i¢in; SEM

e Tane boyut analizi igin; Zetasizer

e (Ca/P oranmin belirlenmesi i¢in; ICP-OES, SEM-EDS

e Bilesen gruplarinin belirlenmesi igin; Fourier Transform Infrared
Spektrometresi (FTIR)

e Yogunluk degeri i¢in; Archimed yontemi
Biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in ise asagidaki analizler yapilmigtir:

e Toksiklik durumunun incelenmesi icin; Sitotoksisite deneyi
¢ Antibakteriyel etki i¢in; Staphylococcus mutans, Escherichia coli ve Candida
albicans bakterilerine kars1 Antimikrobiyal analizi

e Biyo bozunurluk tayini i¢in; Degradasyon deneyi



Fiziksel, kimyasal ve biyolojik karakterizasyonun ardindan giimiis katkili nano
hidrokisapaptitten (Ag(l)-HAp) giimiis iyonunun salimi incelenmistir. Bu amagla,
SBF igerisinde belirli zaman dilimlerinde ( 1/2-1-3-5-10-20-30 giin ) bekletilen
orneklerin muamele sonunda ICP-OES ile Ag(l) konsantrasyonu belirlenmeye
calisilmistir. Bu caligmalara ek olarak biyolojik uygulama yerinin taklit edildigi bir
ortamda biyomalzemenin bozunup bozunmadiginin kontrol edildigi degradasyon
calismas1 yapilmistir. Eslenik viicut sivisiyla hizlandirilmis kosullarda 20 hafta
siireyle yapilan degradasyon ¢alismasinda malzemenin bozunmasi kontrol edilmistir.
Olast bozulma sonucunda Ag(l) salimi ile toksik bir etkinin olusup olusmadigini
belirlemek i¢in degradasyona tabi tutulan kati 6rnekte ve degradasyon sivisinda
sitotoksisite tayini yapilmistir. Bu islemle beraber degradasyon tayini yapilan kati
orneklerin hem degradasyon dncesinde hem de degradasyon sonrasinda toksikligi de
kontrol edilmistir. Degradasyon isleminde kullanilan sivi toksik olmadigindan, bu

yolla degradasyon sonucunda malzeme toksikligin degisimi rahatlikla izlenmistir.

Hem fiziksel ve kimyasal hem de biyolojik olarak degerlendirilen hidroksiapatitin
dentin tiibiil tikama ve dentin hassasiyeti giderme amaciyla dentin disk modeli
kullanilarak dentin tiibiillerinin kaplanmasina c¢alisilmistir. Ayni zamanda bu
caligmada tikama kabiliyetinden elde edilen sonuglarla katkisiz HAp ve Ag(I) katkil
HAp ile yeniden minerallesme saglanip saglanamadig1 da belirlenmeye calisilmistir.
Kaplama malzemesi olarak kullanilan HAp ve Ag(I)-HAp’nin, dentin yiizeyinde
yapisma kabiliyeti de karakterize edilmeye calisilmistir. HAp kapli dentin
numunelerinin sitotoksisite testi ile toksikolojik o©zellikleri belirlenmistir. Bu
malzemelerin kaplama ve yeniden minerallesme kabiliyetlerini degerlendirmek igin
eslenik viicut sivist igersinde biyo bozunurlugu da test edilmistir. Kaplanan
yiizeylerin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla, biyo bozunma

isleminden 6nce ve sonra FTIR ve SEM ¢alismalari da yapilmistir.

1.1. Literatiir Ozeti

Agiz hijyeni bilinci ve etkili g¢iirik Onleyici uygulamalarin yaygin olarak
kullanilmasi, dislerin ¢ilirlik olmadan agizda kalmasini arttirmaktadir [56]. Ancak

hem agiz hijyeni bilincinin eksik olmast hem de yeme ve igme aligkanliklarindan



kaynaklanan asit ataklar1 ve bakteriyel metabolizmadan kaynaklanan asit saldirilar
dis sert dokularinda mineral erimesine neden olabilir ve dis sagligini olumsuz
etkileyebilir [6-8] . Bu olumsuz etkilerin sonucunda diste gergeklesen yipranmalar
ve asinmalar dis tiibiil yiizeylerinin agilmasina sebep olarak dis ¢iiriiklerinin olugsmast

gibi sikintilara yol agabilir [58, 59].

Dis tiibiillerinin a¢ildig1 lezyonlar1 olan kisiler, soguk, sicak veya dokunsal gibi
uyaricilardan kaynaklanan agrilara maruz kalacaktir [60—62]. Dentin tiibiillerindeki
acikliktan kaynaklan agrilarla ortaya c¢ikan sikayete, ilk olarak 1964 yilinda
Brannstrom tarafindan ifade edilen “dentin hassasiyeti” tanis1 konulmustur [63]. Bu
taninin tedavisi i¢in dis hekimliginde kullanilan yaygin iki yontem vardir. Birincisi
potasyum iyonlart igeren kimyasal ajanlarin uygulandigi sinir hassaslastirict
yontemdir. Ikincisi ise dentin gecirgenligini azaltarak dentin i¢inde sivi akislarmin
onlenmeye ¢alisildigi tiibiil tikama yontemidir [12, 13]. Tibiil tikama yonteminde
hidroksiapatit (HAp), stronsiyum tuzlari (kloriir, asetat), kalsiyum sodyum
fosfosilikat, kalsiyum karbonatli ajanlar, oksalatlar, floriir bilesikleri ve ¢esitli
fonksiyonellestirici molekiiller i¢eren nanopartikiiller kullanilmaktadir [12, 58, 59,

64-68].

Aci8a cikan dentin tiibiillerin fonksiyonel agikliklarin1 6nemli 6l¢iide bloke edebilen
veya kismen azaltabilen ve daha sonra tiibiiller i¢ine s1v1 akisin1 azaltabilen biyoaktif
potansiyeli olan materyaller gelistirmeye biiyiik ilgi duyulmaktadir [59-62]. Dis
dentin tabakasinin %95'inden fazlast HAp kristallerinden olusmaktadir [66].
Dentindeki dikkate deger HAp mineral orani dentin tiibiillerinin tikanmasi

calismalarinda HAp’yi diger biyomalzemelerin niine gecirmektedir [69].

HAp ve diger ilgili kalsiyum fosfat mineralleri dis ile ortopedi tedavilerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. HAp, toksik olmayan ozellikte olmasi, lifli bir yapisinin
olmamasi, enfektif bir etkisinin olmamasi ve immiinolojik reaksiyonlarin olmamasi
gibi biyolojik 6zellikleri nedeniyle tercih edilen ve kullanilabilen bir biyomalzemedir
[10]. HAp, insanin dogal kemik yapisiyla 6zdes bir kimyasal yapiya, kimyasal
bilesime ve yiiksek biyouyumluluga sahiptir [70].

HAp'nin bu 0&zelligi ile viicut igerisinde yapilacak uygulamalarda, viicuttaki

fizyolojik sivilar ile temas ettiginde fizyolojik gevre ile ¢6ziinme, ¢okelme ve iyon



degisimi gibi gerceklesen kimyasal reaksiyonlar sonucunda viicut igin zararl
olabilecek reaksiyon iiriinleri ortaya ¢ikarmamaktadir. Bu durum HAp’nin kemik
hiicresiyle etkilesip, kemik dokusuna baglanma yetenegi olabilen ve dogal dokunun
kendi kendini tamir ettigi yapiy1r taklit edebilen dinamik bir biyomalzeme olarak
adlandirilmasini saglamaktadir. Kimyasal ve fiziksel yapisindan kaynakli biyoaktif
Ozellikleri ile mineralizasyon siirecine de katki saglamaktadir [10, 70]. Mineral
bilesenlerinin insan kemigine ve dislerine benzemesi, HAp’nin dis hekimliginde
Ozellikle dentin hassasiyeti gidermek i¢in kullanilan dentin tiibiil tikama

uygulamalarinda avantajli bir malzeme olarak tercih edilmesini saglamaktadir [10].

Bu bilgiler 1s18inda bu boliimiin kalan kisimda oncelikle dogal insan kemigi ve disin
genel yapisi ile dentin tiibiilleri aciklanmaya calisilacaktir. Daha sonrasinda tibbi
amagla uygulamasi amaglanan HAp anlatilmaya calisilacaktir. HAp’ye iliskin
avantaj ve dezavantajli durumlar agiklandiktan sonra sentezleme yOntemleri

hakkinda bilgiler verilecektir.

1.1.1. Biyolojik Apatit

1.1.1.1. Dogal Kemik

Dogal insan kemiginin fiziksel, kimyasal ve mekanik 6zelliklerine dair kesin bilgiye
sahip olmak kemik benzeri materyallerin gelisimi ve kullanimi i¢in kritik 6neme
sahiptir. Insan kemigi ve icindeki inorganik yapi olan HAp hakkinda genis ¢aph
yapilan aragtirmalar ve elde edilen bilgiler dogal insan kemiginin yapisinin kolaylikla
anlagilmasin1  saglamaktadir. Kemik, sialoprotein, osteosalsin, osteonektin,
osteopontin ve proteoglikanlar gibi yaklasik %281 tip | kollajen ve %5’i kollajen
olmayan yapisal matriks proteini olan biiylime faktorii ve serum proteinlerini iginde
bulundurmaktadir [71]. Organik matrise ek olarak, kalan %67’lik kisim kemigi
olusturan inorganik kisim olan HAp’dir. Bu HAp mineralleri, ¢ogu kolajen
fibrillerinin deliklerine ve gézeneklerine yerlesmis kiiclik taneler/plakalar seklindedir
[70, 71].



Kemigin morfolojik durumu ve kimyasal kompozisyonu, organik matris olusumunda
yer alan hiicrelerin aktivitesini yansitir. Farkli anatomik bolgelerde kemik yapisinda
gelisim evrelerinde, biyokimyasal 6zelliklerinde kollajen olan ve kollajen olmayan
bilesenlerde ¢ok az farkliliklar gézlenmektedir [70, 71]. Bu ¢ok az farki da kollajen
olmayan matris proteinlerindeki farkliliklar dogurmaktadir. Insan anatomisinde, bu
proteinlerin azligina ya da bolluguna sahip bolgeler disin dis yapisal formundaki
farkliliklar1 ortaya ¢ikarmakta ve ayak, diz, kol, dis vb. gibi kemigin bolgesel adimi
belirlemektedir [71].

Kemigin dis formlarinin cesitliligine ragmen, kemigin igyapist nispeten tutarlidir.
Kemik yapisi farklt uzunluk o6l¢eklerinde yapisal farkliliklart olan bir hiyerarsi ile
diizenlenmistir. Bu hiyerarsiyi eriskin bir insan kemiginde siirekli seviye (seviye 0),
doku seviyesi (seviye 1), hiicresel seviye (seviye 2) ve molekiiler seviye (seviye 3)
olmak {izere dorde ayrilir [72]. Insan kemiginde tarif edilen hiyerarsik yapisal
organizasyon asagidaki Sekil 1.1 'de gosterildigi gibi sirasiyla makro yapi (kemik),
mesost yap1 (kemik doku), mikro yap1 ve nanoyapi olarak tarif edilmektedir [72, 73].

Makro yapi; kemik yapisinin 5 mm ve daha yiliksek gozenekliligine sahip oldugu
yapt olarak tanimlanmistir. Makro yapi1 da kortikal (veya kompakt) kemik ve
trabekiiler (veya siingerimsi) kemik olarak sinirlandirilmaktadir. Kortikal kemik ise
%5 ile %10 arasinda degisen bir gozeneklilige sahiptir ve genellikle uzun
kemiklerdir. Kortikal kemik eklemlerde ve omurlarda trabekiiler kemigin etrafindaki
dis kabugu olusturmaktadir [74-76]. Trabekiiler kemik ise %75-%95 arasinda
degisen bir gozeneklilige sahiptir. Genellikle kiibik sekilli (6rnegin omurlar), diiz
(6rnegin pelvis) ve uzun kemiklerdir [75]. Trabekiiler kemik i¢indeki mineralize
olmayan alanlar, kan damarlari, sinirler ve gesitli hiicre tiplerinden olusan bir doku
olan kemik iligini icermektedir. Kortikal kemik, toplam iskelet kiitlesinin yaklagik
%80'ini  olusturmaktadir, trabekiiler kemik ise iskelet hacminin  %70'ini
olusturmaktadir [74—76].



Kemik Kemik Doku Mikroyapi Nanoyapi

b Osteon (Havers Sistemi)
. Son ,

(~ 200 pm) \i\

Lamella (~ 7 pm) e
idroksiapal
(~50x25x 2 nm)

Koliajen fibriller (~ 50 nm) |

Kollajen fiber (~ 5 pm)

Kollajen moleklleri

Stki kemik ’ Hidroksiapafit kristalleri Kollajen Ggkl heliks yapi
Kan damartan Mikroskobik goriintl . . . (- 300 x 1.5 nm)
Mineralize fibriller
Makro Nano

Sekil 1.1 Kemik Doku ve Kemiklesme Asamalari [73]

Mesost yapida; kortikal ve trabekiiler yapilar i¢in doku seviyesinde 100 um-1 mm
arasindaki dlgeklerde yapisal farkliliklar tarif edilir [72, 73]. Kortikal kemik, 150-300
um c¢apinda ve 3-5 mm uzunlugunda osteonlar ve osteonlar i¢inde bulunan kemigin
uzun ekseni boyunca ilerleyen 40-50 pm kalinliginda Haversian kanallarindan olusur
[72—74, 77]. Trabekiil kemik ise yaklagik 1 mm uzunlukta ve her biri yaklasik 50 um
kalinliginda plakalardan olusmaktadir [74—77].

Mikro yapi; hiicresel diizeyde, 5-50 um arasinda bir dlgekte tarif edilen bir yapidir.
Bu yapida dokunmus/6riilmiis kemik ve lamel (ince tabakali) kemik olmak iizere iki
tip kemik bulunabilmektedir [71]. Orgiilii kemik, zayif bir dokudur ve genellikle
olast kirik sonrasi yaralanma kaynakli olarak erigkinlerde bulunabilir [72, 73].
Kemigin gelisimi ile dokunmus/oriilmiis kemik, lamel (ince tabakali) kemige
doniigiir. Ince tabakali kemik, 3-7 pum kalinhiginda, mineral kristaller ve kolajen
liflerinin anizotropik bir matrisini olusturan bantlar veya katmanlardan olugsmaktadir
[74-76]. Makro ve mesost yapilarda bulunan trabekiiler paketler ve osteolar,
lamellerden (ince tabakalardan) olusmaktadir. Kalinliklari yaklagik 1-5 um
arasindadir [74-76, 78].

Nano yapi; ise molekiiler diizeyde, 100 nm ve daha kii¢lik 6l¢ekli, biyolojik apatit

kristallerinin, kollajenlerin ve kollajen olmayan organik proteinlerin bulundugu bir
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yapidir [73-77]. Bu yapida bulunan apatit kristalleri plaka seklindedir [73, 77].
Kemikteki plaka benzeri biyolojik apatit kristalleri, kolajen fibrillerinin bosluklar
icinde meydana gelir [79, 80]. Buda, kristallerin biiylimesiyle ilgili bir smniri
olusturmaktadir. Kemik sialo-proteinleri mineralizasyonu ve kemik osteo-pontin
proteinleri kristal biiylimesini (boyutunu) diizenlemektedir [71]. Mineral kristaller
belirli bir kristalin yonelimiyle biiyiirler [73, 74, 77, 80]. Plakalarin ortalama
uzunluklar1 ve genislikleri 50 x 25 nm'dir. Kristal kalinlig1 2—-3 nm'dir [72—74].

Insan kemigi ile ilgili boliim igeriginde yapilan tanimlardan kemigin hiicrelerden
olusan canli bir mekanizma oldugunu, kendini yenileme 6zelligine sahip, dinamik bir
yap1 oldugunu, kalsiyum ve fosfat igeren bir mineral deposu oldugunu ve kolajen ana
faz igerisinde HAp kristalleriyle desteklenmis dogal kompozit bir yapr oldugunu
ogrendik. Bu yapiya sahip olan insan kemigi, asagidaki Cizelge 1.1°de 6zetlenmeye

calisildigi gibi kimyasal bir bilesime sahiptir.

Cizelge 1.1 insan Kemigi Kimyasal Bilesimi [80]

Bilesim % Agirlikca | Bilesim % Agirlikca
Kalsiyum 34,80 Flor 0,03

Fosfor 15,20 Klor 0,13
Sodyum 0,90 Pirofosfat 0,07
Toplam 25,00 Toplam 5,72
organikler inorganikler

Potasyum 0,03 Magnezyum | 0,72
Karbonat 7,40 Su 10,00

Bu c¢izelgeden anlasilacagi iizere kemigin mineral fazinin ana yapisi kalsiyum, fosfat
ve oksijen atomlarindan olusturmaktadir [79, 80]. Kemigin sahip oldugu organik ve
inorganik yapidan inorganik yap1 kemige sertligini veren HAp’ye sahiptir. Kemigin
sertligini ve mukavemetini saglayan HAp kemigin belirli bir mekanik dayanim
degerlerine ulagmasini saglamaktadir. Asagidaki Cizelge 1.2°de ise kemigin mekanik

ozellikleri gosterilmistir.
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Cizelge 1.2 insan kemigi mekanik 6zellikleri [79]

Kemigin ekseni
Paralel Dik
Cekme gerilimi (MPa) 124-174 | 49

Basma gerilimi (MPa) 170-193 | 133
Burma gerilimi (MPa) 160 -

Mekanik Ozelligi

Kesme gerilimi (MPa) 54 -
Young Modiilii (GPa) 17-18,9 | 115

Cizelgede 1.2°de gosterilen degerler insan kemigi iizerinde yapilmasi gereken
calismalar i¢in bir kisitlama olusturmaktadir. Mekanik kontroller sonucunda eclde
edilen bu degerler ¢cekme, basma, biikme, ¢entik darbe gibi bazi mekanik deneyler
yapilarak elde edilmistir [81, 82]. Bu mekanik degerlerin saglanmasi igin tibbi amaglh
kullanim amaciyla iretilen HAp’lere metalik, polimerik vb. katkilamalar ile bu

degerler saglanmaya caligilmaktadir [82].

Ozet olarak, insan kemigi igerisinde mevcut olan inorganik yap1 yani mineralli kisim
kemigin doért ana 6gesinden nano yapi igerisinde bulunmaktadir. Inorganik yapi,
HAp ve klorapatit (ClAp), fluorapatit (FAp), sodyum igeren apatit (NaAp) ve diger
mineralli fazlarinkine benzeyen kalsiyumdan ve fosfattan olugsmaktadir. Bu bilgiyle
beraber asagidaki boliimde disin temel yapisi, dentinin kimyasal bilesimi, yapisi,

dentin tiibiilleri ve dentin hassasiyeti a¢iklanmaya ¢aligilacaktir.

1.1.1.2. Disin Genel Tanim

Insan disleri, yiyecekleri yutmaya ve sindirmeye hazirlanirken mekanik olarak
kesme, ezme ve parcalama islevi goren viicudumuzdaki en sert maddelerden biridir.
Insanlarda her biri belirli bir islevi olan kesici, kdpek, premolar ve az1 disleri olmak
lizere dort tiir dis vardir. Insan disi ¢igneme icin gerekli olmanin yam sira, konusma
icinde gereklidir. Insanlarin en belirgin ve en uzun émiirlii viicut pargalarindan olan
dis, insanlarda ilk set (bebek, siit, birincil) olarak bilinen dis seti ile ikinci set (kalici,

yetiskin) olarak bilinen dis seti ile tammlanmaktadir [71]. Insanlarin genellikle 20
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tane ilk set disi ve 32 adet kalic1 disi vardir [71]. Asagidaki Sekil 1.2°de gorildigii
gibi insan diglerinin mine, dentin, sementum, pulpa ve dis eti olmak iizere temel yap1

elemanlar1 vardir.

dentin

4 pulpa
_£dis sementi
kemik

Sekil 1.2 Disin genel yapisi [83]

Mine tabakasi, viicudun en sert ve en yiiksek mineralize maddesidir. Dentin,
sementum ve dis 0zii ile birlikte disi olusturan dort ana dokudan biridir [83]. Mine
tabakasinin %96'st mineral, %4’lik kalan kismi su ve organik maddelerden
olusturmaktadir. Minenin normal rengi a¢ik saridan grimsi beyaza kadar
degismektedir [71]. Minenin birincil minerali, kalsiyum fosfat olan HAp’dir [71],
[83]. Mine igerisindeki ¢ok miktarda mineral, mukavemetge yiiksek dayanima sahip
olmasini gosterse de kirilgan bir yapiya sahip oldugunu da gostermektedir [71]. Daha
az minerallesmis ve daha az kirilgan olan dentin, minenin bu kirilgan halini telafi
edebilecek bir elastikiyettedir [71]. Dentin ve kemigin aksine, mine kollajen igermez.
Mine gelisiminde dikkat ¢eken proteinler, Sheathlin veya Amelin olarak da bilinen
Ameloblastin, mine gelisimi i¢in 6nemli bir protein olan Amelogenin, Enam olarak
bilinen Enamelin ve dis minesinde bulunan glikoprotein olarak bilinen Tuftelin
proteinleridir [84, [85].
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Dentin, mine ve pulpa odasi arasindaki maddedir [83]. Gozenekli, sar1 renkli
malzeme agirlikca %70 inorganik malzemeler, %20 organik malzemeler ve %10
sudan  olusur. Organik kismin  %92’si  kollajendir ve ana maddesi
mukopolisakkarittir. Kalanin1 ise nonkollajendz protein biiylime faktorleri ve
proteoglikanlar olusturmaktadir. Inorganik kismin biiyiik bir bolimii ise HAp
kristallerinden meydana gelmistir. Dentinin su igerigi lokalizasyonla birlikte
degismekle beraber, su igeriginin %8-16 arasinda oldugu bilinmektedir [71].
Mineden daha yumusak oldugu i¢in daha hizli bir sekilde ¢lirime egilimindedir [83].
Dentin, organik bir kolajen protein matriksine sahip mineralize bag dokusudur. Pulpa
boslugundan mine sinirina kadar igeriden disartya dogru uzanan mikroskobik
kanallara dentin tiibiilleri ad1 verilmektedir [83]. Bu tiibiillerin ¢aplar: i¢ kisminda 2,5
pum, orta kistmda 1,2 pm ve dentin-mine sinir1 yakininda 900 nm araligindadir.

Kiigiik yan dallara sahip olmalarina ragmen, tiibiiller birbirleriyle kesismez [71].

Pulpa (dis eti), yumusak bag dokusu ile doldurulmus disin merkezi kismidir. Bu
doku, dise kok ucundaki delikten giren kan damarlarini ve sinirleri igerir. Pulpadaki
diger hiicreler fibroblastlari, preodontoblastlari, makrofajlart ve T lenfositlerini

icermektedir. Digin "sinir ugar1" olarak adlandirilir [71, 83].

Tezin igeriginde iretilen HAp’leri dentin tiibiilllerini tikama islemi igin
kullanilcagindan dentinin ve dentin tiibiillerinin genel o6zellikleri devam eden
boliimde aciklanacaktir. Bu boliim igeriginde ayrica dentin agikligt sonucunda

meydana gelen dentin hassasiyetleri hakkinda da bilgiler verilecektir.

1.1.1.3. Disin Temel Yapisi

Dentin inorganik, organik ve histolojik bilesen olmak f{izere 3 temel yapidan

meydana gelmektedir (Sekil 1.3).
Inorganik Bilesenler: Dentinin yapisinda kalsiyum fosfat ve kalsiyum hidroksit

bilesimindeki HAp bulunur. Dentindeki HAp kristalleri minedekinden daha kiigiik
yapidadir. Boylelikle dentin dokusunda hacimce daha ¢ok toplam yiizey alan1 isgal
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ederler. Bunun sonucu olarak da asitle daha g¢abuk erirler ve dentin ¢iirigi

minedekine oranla daha hizli ilerler [71].

Organik Yapr: Jel 6zelliginde bir madde ve i¢inde bulunan lifsi bir protein olan
kollajenden ibarettir. Kollajen fibriller 0,05-0,20 pm ¢apindadir ve 640 A araliklarla
tekrarlanan periyodik enine g¢izgilenmeler gosterirler [71, 83]. Kollajen lifler

birbirleriyle ¢cok siki temasta olan demetlere sahiptir [83].

Histolojik Yapir: Dentin dokusunun yapi elemanlari; dentin kanallari, dentin
dokusunu olusturan odontoblast hiicreleri ve bunlarin uzantilar1 olan Tomes lifleri
intertlibliler dentindir. Dentin kanallar1 bir “S” harfi ¢izercesine dalgalanarak

uzanirlar [71, 83].

Sekil 1.3 Dentin kanallarinin yapisi [71]

Disin gelisiminde primer ve sekonder dentin olmak iizere 2 tip dentin vardir
[71]. Disin siirmesinden 6nce olusan orijinal tiibiiler primer dentinleridir [83] ve
yaklasik olarak 150 pm genisligindedir [71, 83]. Bu hiicreler ideal olan
mineralizasyondan daha az mineralizasyona neden olacak sekilde daha kisa
odontoblast uzantilarina sahiptirler. Sekonder dentin primer dentin gibi pulpa
¢evresindeki dentindir ve kok olusumunun tamamlanmasindan sonra olusmaktadir

[71]. Primer ve sekonder dentin arasindaki en biiyiik farklilik, sekonder dentinin
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primer dentine gore oldukca yavas olusmasidir. Her iki tip dentini de ayni

odontoblastlar olusturdugu i¢in, tiibiillerin devamliligi korunur [71, 83].
Dentin Tiibiilleri

Disin koronal kismindaki dentin tiibiilleri mineden pulpaya dogru uzanir ve 2,5-3,5
mm uzunlugundadir [71]. Her bir dentin tiibili (Sekil 1.4 ve Sekil 1.5) en genis
boyutu pulpada, en kiigiik boyutu mine-dentin birlesiminde olan ters ¢evrilmis koni
gibidir. Genglerde dentin kanallar1 pulpa odasi yakinlarinda 3-4 pm capinda iken
mine-dentin smirinda bu ¢ap 2 pum’ye kadar diismektedir. Dentin kanallarinin mine-
dentin smirinda veya sement yakininda mm? deki sayis1 7000090000 arasinda iken

pulpaya yakin bolgelerde 30000—75000 arasinda degismektedir [71, 83].

Sekil 1.4 Dentin tiibiilleri mikroskop ve sematik gosterimi [71]

Dentin kanallarin i¢ini, gdvdesi pulpanin ¢eperlerine siralanmis olan odontoblast
hiicrelerine ait bir uzanti doldurur [71]. Sekil 1.3°de goriildiigii gibi bu uzantilar
dentin tiibiillerinin toplam uzunluklarinin ortalama %25-30’una kadar ilerlemektedir
[83]. Kimyasal, bakteriyel, fiziksel, 1sisal ve travmatik uyarilar dentin kanallari

vasitastyla pulpaya iletilmektedir. Bu dentin kanallarinin iizeri dis ¢lirlimesi ve
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kirilmast oldugunda agilmaktadir [71, 83]. Sonug olarak diste hassasiyet ve agri
meydana gelmektedir.

Tez caligmast igeriginde hedeflenen de bu dentin tiiblil agizlarimin biyo aktif bir

malzeme ile kapatilarak dis etkilere karsi kanalin korunmasini saglamaktir.

Sekil 1.5 Odontoblastlar ve dentin tiibiilleri [71]

Dentin Hassasiyeti

Dentin hassasiyeti diste herhangi bir dental hasar veya patoloji olmadig1 halde sicak
ve/veya soguk sivi temasi, dokunma veya kimyasal uyarilara cevap olarak artan, agik
dentin yiizeyinde olusan kisa siireli ve keskin agri reaksiyonu olarak tanimlanabilir
[71]. Dentin asir1 hassasiyeti olusumunda mine kayb1 ve dis eti ¢ekilmesi iki 6nemli
etkendir. Dentin ylizeyinin a¢iga ¢ikmasi ile dentin tiibiillerinin oral kavite ve
pulpaya dogru agik olmasi bu dis etkilere karsi savunmayi zorlastiracaktir. Bu
acikhigin kapatilarak tiibiillerdeki sivi akisini azaltmak ve pulpadaki sinir iletimi
tizerinde etkiyi azaltmak dis hekimliginde tedavilerde tercih edilen yontemlerdir
[71], [83]. Yapilan ¢alismalarda hassas dentinde hassas olmayan dentine gore daha
genis ve daha fazla agik dentin tiibiili oldugu saptanmistir [86—88]. Bu ¢alismalarda

hassas kok yiizeyinde hassas olmayan dise gore, 8 kat daha fazla tiibiil gozlenmistir.

17



Benzer olarak hassas dentinde tiibiil ¢ap1 hassas olmayan dentine gore 2 kat daha
fazladir (hassas dentin tiibiil ¢ap1 0,83 um hassas olmayan dentin tiibiil ¢ap1 0,40 pm)
[87]. Bu bulgular, dentin yiizeyinde daha fazla ve daha genis dentin tiibiiliiniin uyari

iletimi olasiligini ve agr1 iletimini arttirdigini géstermistir.

Bu bilgiler 1siginda dentin hassasiyetinin tedavisi igin genel olarak dentin
tiibiillerindeki s1v1 akisini azaltma ve sinir iletimini bloke eden ajanlarin kullanimin
gerekli oldugu anlasilmaktadir. Dentin tiibiillerindeki s1v1 akisini azaltmak i¢cin HAp,
stronsiyum Klorit, silika ve kalsiyum igeren fiziksel ve kimyasal ajanlar tedavi
sirasinda smear tabakasi olusumunu veya tiibiillerin tikanmasini saglamaktadir [83—
85].

Disin ana yapisi igerisinde olan dentinde yogun bir sekilde HAp bulunmasi tezin
iceriginde HAp’nin ayrint1 olarak ele alinmasimi gerekli kilmaktadir. Devam eden
bolimde HAp’nin genel oOzellikleri, tiretim metodlart ve karakterizasyonu ile

kullanim yerleriyle ilgili bilgiler verilecektir.

1.1.2. Sentetik Hidroksiapatit

Onceki béliimlerde deginildigi gibi kemik, yasayan ve gelisen bir yapiya sahiptir.
Ayni zamanda kemigin ve/veya disin doku esnekligi yaglayan organik bilesenleri
iceren kollajenlerin yaninda mekanik 6zelliklerini saglayan kristallenmis HAp’lerden
olusmaktadir. Disin inorganik bilesenlerinden olan tri-kalsiyum fosfat, oktakalsiyum
fosfat ve HAp gibi minerallerin viicut dis1 reaksiyonlarla yani sentetik olarak
iretilebilmesi, bu biyomalzemelerin tedavi amagli kullanimina yonelik ¢aligmalari
artirmistir [11]. HAp, kalsiyum ve fosfat gruplarindan olusan bir biyomalzemedir
[89, 90]. Kalsiyum fosfatlar (CaP), ortofosfatlarla (PO,>), metafosfatlarla (P,0;*) ve
bazen de hidrojen (H") veya hidroksit (OH") iyonlariyla birlikte kalsiyum iyonlar:
(Ca?") igeren bir mineral grubudur [90]. Bilesimlerine bagli olarak, sentetik kalsiyum
fosfatlarin biiyiik g¢ogunlugu Ca/P oranlarina gore asagidaki Cizelge 1.3°de

gorildiigi gibi formiile edilirler.
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Cizelge 1.3 Kalsiyum Fosfatlar ve Formiilleri [91, 92]

Adi Ca/P Orant | Formiilii
Monocalcium phosphate monohydrate | 0,50 Cay(H2P0O,).H,0
Monocalcium phosphate anhydrous 0,50 Cay(H2PO,)
Dicalcium  phosphate  dihydrate, | 1,00 CaHPO,4.2H,0
mineral brushite

Dicalcium phosphate 1,00 CaHPO,

anhydrous, mineral monetite

Octacalcium phosphate (OCP) 1,33 Cag(HPO,4)2(PQ4).5H,0
a-Tricalcium phosphate (a-TCP) 1,50 a-Caz(PO4),

- Tricalcium phosphate (B-TCP) 1,50 B-Caz(PO4),
Calcium-deficient hydroxyapatite | 1,50 -1,67 Caiox(HPO4)y.(PO4)*
(CDHA) (OH)*
Hydroxyapatite 1,66 Cayo(PO4)s(OH),

HAp normal sartlarda Cas(P04)3(OH) formiilii ile dogal olarak olusan bir mineral
olmasma karsilik genellikle kristal birim hiicrenin iki molekiil i¢erdigini belirtmek
icin Cajo(P04)s(OH), formiilii ile yazilmaktadir [89, 90]. HAp, genel olarak M5
(Z0O4) 3X formiiliine sahip olan bir apatit ailesinden bir mineraldir; burada M, ca?*,
Cd**, Sr**, Ba*, Pb?*, Zn** Ag®* veya Mg**, ZO,’de PO, olabilir; CO3 veya SO, ve
X de, OH, F, Cl veya COgZ' 'dir [92, 93]. HAp kemigin mineral igerigine en ¢ok
benzeyen kimyasal bilesimi ile dogal olarak olusmaktadir [93, 94].

1.1.2.1. HAp' nin Fizikokimyasal, Mekanik ve Biyolojik Ozellikleri

Tedavi amagh kullanilan HAp’ler biyouyumlu ve biyoaktif olmanin yaninda bazi
mekanik 6zelliklere de sahip olmasi gerekmektedir. Mekanik yliklere dayanabilecek
HAp’ler i¢in belirli bir tane sekli ve tane boyutu tarifi vardir. Bu biyomalzemeler i¢in
bal petegi desenli olarak Hall-Petch formiiliine gore [95] ince taneli bir yapida olmasi
gerekmektedir.

§ =8 + bd ™2 (1.1)
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Tane yapisiyla ilgili bu formiilde malzeme i¢in karakteristik ve sabit olan &¢ ve b ile
beraber d tane biyiikliigli degeriyle mekanik mukavemet belirlenmektedir. Buna
gore d tane boyutu artttkca mukavemete karsi dayanimini gosteren o degeri
azalmaktadir. Bu nedenle viicut i¢i uygulamalar i¢in kullanilacak olan bu
biyomalzeme kiiciik taneli ve mukavemeti esit paylastirmay1 saglayacak bal petegi

desenine sahip olmasi gerekmektedir.

Kalsiyum fosfatlar, amorf veya kristal yapilarin olustugu sinterleme (1100-1300°C)
ad1 verilen bir islemle olusturulur. Sinterleme kosullar1 ve reaksiyonun safsizligi,
nihai CaP'nin tipini, yapisini ve kompozisyonunu belirleyebilir [96]. HAp'nin Ca/P
orant 1,5-2,0 arast olan yapilar1 biyoseramik kaplama yapacak sekilde dis
tedavilerinde ve ortopedik uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir [10].
safsizlik ve tek fazlilik i¢in yani stokiyometrik olarak HAp, ideal Ca/P oran1 1,667 ve
teorik yogunlugu 3.156 g/lcm® olarak bilinen [95, 96], biyoaktif ve biyouyumlu
oldugundan kemik ve dis tedavilerinde kullanilabilen kalsiyum fosfat bazli bir
biyomalzemedir [97, 98]. Yiiksek yogunluklu HAp i¢in ayirt edici temel 6zellikler,
egilme mukavemeti, gerilme mukavemeti ve kirllma dayanikliligi ile
belirlenmektedir. HAp i¢in fiziksel, kimyasal, mekanik olarak gereklilikleri asagidaki
Cizelge 1.4’ te ve Cizelge 1.5° de gosterilmistir.

Bu tane yapisinin belirlenmesiyle ilgili islemlerde SEM ile morfoloji, Zetasizer ile
tane boyutu belirlenmektedir. Yapilan ¢aligmalarda bu iki yontem kullanilarak tane
yapist hakkinda bilgiler elde edilebilmektedir. Bununla beraber bu c¢izelgede erime
sicakliginin  belirlenmesinde  TGA (Termogravimetrik analiz), Ca/P oraninin
belirlenmesinde SEM-EDS, ICP-OES gibi analizler kullanilirken go6zeneklilik
tayininde BET (Yiizey Alani Olgiimii) cihazi kullamlmaktadir. Fizikokimyasal
ozellikleri i¢in HAp tiretim metodlarinin hepsinde genel gereklilikleri saglasa da
mekanik ozellikler i¢in durum pek de Oyle degildir. Gozlenen degerler igin
fizikokimyasal gerekliliklerde araliklar darken asagidaki Cizelge 1.5’den de
goriilecegi tizere mekanik oOzelliklerde araliklarin genis oldugu goriilmektedir.
Mekanik ozelliklerle ilgili kisitlamalar ortopedi alanindaki uygulamalari onemli
ol¢iide kisitlasa da, metalik protezlerin kaplanmasi veya kiiclik kemik hasarlarinin

onarilmasi i¢in milkemmel bir aday olmaya devam etmektedir [10].
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Cizelge 1.4 HAp’nin fiziksel, kimyasal 6zellikleri [96, 97, 104]

Kimyasal Formiil Cai0(PO4)s(OH),

Kimyasal yap1 Hegzagonal

Ca/P orani 1,666...7

Yogunluk 3,00 — 3,22 g/cm®

Gozeneklilik 0,1-3%

a orgi sabiti 9,432 -0,9418 nm

b orgii sabiti 6,881 — 0,6884 nm

Kristallik indeksi 33-37

Kristal boyutu 0,0250 x 0,0030 (nm)

Bozunma sicakligi > 1200 (°C)

Erime noktasi 1614 (°C)

Is1l iletkenlik 0,013 (W/cmK)

Is1 kapasitesi 180,16 J/molK

(1100 °C’de sinterlenmis

ve oda sicakliginda 6l¢iilmiis)

Uzay gruplari P63/m (hekzagonal)
P21/b (monoclinic)

Kafes parametreleri a=9,41-9,44 A
c=6,84-6,94 A

Cizelge 1.5’den goriilecegi lizere HAp'nin egilme, basma ve g¢ekme dayanimi
degerleri sirasiyla 100-120, 350-450 ve 38-48 MPa araliginda belirlenmistir [95, 96].
Burada dikkat ¢eken aralikli genis dagilim, artik mikroporozite, tane boyutu ve iyon
katkilamalarinin sonucunda meydana gelen etkilerden olmaktadir [95-97]. Bununla
birlikte kemigin mekanik 6zellikleri biiyiik dl¢lide kemigin insan viicudu i¢indeki

yeri ile ilgilidir [99, 100].
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Dogal kemik tane boyutu yaklasik 20 nm ¢ap ve 50 nm uzunluk degerlerine sahip
HAp’lerle inorganik/organik kompozit yapidan olustugundan, bu tane boyut
degerlerine benzer bir biiylikliige sahip olan HAp tanelerinin biyolojik ya da sentetik
olarak tiretilmesi konular1 giincelligini korumaktadir [102]. MgO-CaO-P,0s-Na,O
gibi katkilarla sentetik HAp seramigin yogunlugunu, sertliini, basma ve g¢ekme
mukavemetini gelistirmeye yonelik calismalar mevcuttur [103]. HAp igerisine
kalsiyumdan ya da fosfattan eksilterek bazi iyonlarin eklenerek yapilan ¢aligmalarda,
ayni kosullar altinda yapilan Vickers mikro sertlik tayininde katkisiz HAp, iyon
katkili gruplarin sertlik degerlerinden % 40'tan daha az bir sertlik degeri gosterdigi
sonucu elde edilmistir [93, 100, 101, 103]. Bir polimer igine HAp katilmasi,
materyalin bir biitiin olarak kuvvetlendirilmesinin yani sira, gerilme mukavemetinin

cogunlukla attig1 sonucunu elde etmislerdir [103].

HAp klinik uygulamalar i¢in kullanilmasi ic¢in sadece mekanik o6zelliklerle
degerlendirmek yeterli degildir. Ayn1 zamanda, HAp viicut i¢i etkilesimler sebebiyle
gerceklesecek biyolojik etkilere kars1 da dayanabilen biyouyumlu 6zellikte olmalidir.
Yapilan arastirmalar sonucunda HAp biyoaktifligi, biyouyumlulugu, hiicresel
uygunlugu ve kemik iletkenligi yiiksek, biyo bozunmasi diisiik olan bir biyomalzeme

olarak da tanimlanmustir [103, 105].

Cizelge 1.5 HAp mekanik 6zellikleri [95-97]

Cekme mukavemeti 38 - 48 MPa
Elastik modiilii 7-13 GPa
Egilme mukavemeti 100 - 120 MPa
Basma mukavemeti 350 - 450 MPa
Kirilma toklugu, KIC <1,0 MPa/m?

HAp’nin klinik uygulamalar i¢in kullanmaya yonelik ilk girisimi 1920'de
tavsanlardaki cerrahi kemik hasarlarini onarmak icin yapay bir mineral kaynag:

tiretmek seklinde denemelerle baslamistir [91, 92]. Ancak insanlarda ortopedik
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uygulamalar i¢in kullanimi ve tanitimi1 1970'lerin baslarinda baglamistir [92]. Monroe
ve arkadaglar1 1971 yilinda HAp’in kemik ve dis implant malzemesi olarak
kullanilabilecegini Onermesini [106], 1974 yilinda Hubbard tarafindan HAp
ortopedik implant malzemesi olarak kullanimi Onerisi takip etmistir [107]. Bu
calismalar1 dis hekimliginde perodentik tedavi amagli olarak Nery ve arkadaglari
tarafindan 1975 yilinda yapilan ¢alisma takip etmistir [108]. En 6nemli ¢aligmalardan
birisini de 1977 yilinda Jarcho ve arkadaslar tarafindan HAp’in kemik baglanmasini
acikladigi c¢alismadir [109]. Daha sonra HAp biyouyumlulugunu, biyoaktifligini
aciklayan kemik gelisimi anlatan calismalar takip etmistir [110]. ilerleyen yillarda in
vitro galigmalar1 in vivo ¢alismalar da takip etmistir. Daha sonralar1 HAp, protein
safsizlastirma, DNA izolasyonu, enzimlerin ve niikleik asitlerin safsizlastirilmasi gibi
calismalarda kullanilmistir [111]. Devam eden bu ¢alisma akisi, sentetik HAp’nin
insan kemiginin mineral kismina benzer oOzellikler tasidigi, ylizeyinde kemik
olusumuna izin veren osteoiletkenlik 6zellige sahip oldugu sonuglarini ortaya
cikararak ortopedik tedavilerde ve dis tedavilerinde kullanilmaya baglayan bir {iriin

haline gelmesini saglamigtir [112, 113].

1.1.2.2.  HAp'nin Fizikokimyasal, Mekanik ve Biyolojik Ozellikleri

HAp’nin sitokiyometrisi onun kristal yapisim1 aciklamak i¢in oOnemli bir
parametredir. Tam sayilarla temsil edilemeyen elementel bilesime sahip ve kesin bir
oranda birlestirilmemis elementlere sahip hafif sitokiyometriye sahip HAp altigen
uzay grubu P63/m ve orgli parametreleri a=9.422 ve ¢=6.880 nm oldugu kabul
edilmektedir [102, 114, 115]. Stokiyometrik HAp ise monoklinik P21/b ile ifade
edilmektedir [114-116]. Bununla birlikte, sitokiyometrik HAp’de OH" iyonlarina
baglanmas1 bozuksa ya da OH" iyonlar1 yeterli degilse H,O veya farkli iyonlardan
dolay1 yap1 sitokiyometrik degil denilse de yapi altigen olabilir [114-116]. HAp'nin
monoklinik formu daha diizenli ve termodinamik olarak kararli bir yapidadir. HAp
icin iki ana kristal form olarak tanimlanan altigen form monoklinik formdan daha
stabildir. Bu nedenle biyolojik amagli biyomateryal olarak kullanim i¢in daha ¢ok
tercih edilmektedir [117, 118].
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HAp'min altigen formunun, 25°C ila 100°C'de asir1 doymus ¢dzeltilerden
cokeltilmesiyle olustugu ve HAp'nin monoklinik formunun, 850°C'de 1sil islemle
altigen bi¢imin ve sonrasinda oda sicakligina sogutulmasiyla olustugu 6nerisi kabul
goren bir a¢iklamadir [115-117]. Bununla birlikte yapilan baska bir ¢alismada [118],
HAp icin 1s1l islem parametrelerine gore altigen ve monoklinik yapilarin elde
edilebilecegi agiklanmistir. Ancak bir diger caligmada [119] P63/m veya P63 altigen
yapisal modellerin P21/b simetrisine veya yeni Onerilen monoklinik P21 yapisal
modeline dayanan bir modelle karsilastirildiginda 1s1l islem sonucunda bunun
gerceklesmesinin elverigsiz bir durum oldugunu bildirilmistir. Ayrica, bir baska
calismada da standart referans numunesinden XRD modellerinin Rietveld
analizinden, HAp (SRM-2910)'nin % 23 P21/b ve % 77 P21 monoklinik fazlarin bir
karisimi i¢inde kristallestigi sonucu agiklanmigtir [114-115]. Altigen ve monoklinik
HAp'nin genel XRD modelleri hemen hemen aynidir. Bununla birlikte, monoklinik
HAp desenleri, en giiclii altigen HAp desenlerinin %1'inden daha az olan ek zayif
hatlara sahip olarak tanimlanmaktadir [115, 120]. Asagidaki Sekil 1.6°’da HAp’ye ait
kristal yapist goriilmektedir.

HAp’nin kristal yapisi birim hiicrenin iskeletinde P-O arasinda olusan tetrahedral
fosfat diizenlemesi (PO43') ile olugsmaktadir. Bu fosfat diziliminde oksijenlerin ikisi ¢
ekseni ile ve diger ikisi yatay diizlemde hizalanmaktadir [121-123]. Kafes
hiicresinde iki tiir kalsiyum iyonu konumu vardir. Bu konumlar tip I, Ca(I) ve tip II,
Ca(II) olarak adlandiriimaktadir [117, 118]. Birbirine gore 60  derece dondiiriilmiis
iki eskenar tiggenden olusan ve fosfat grubu oksijen atomlart ve hidroksil tarafindan
kalsiyum 1iyonlarinin ¢evrelendigi durum tip II, Ca (II) olarak adlandirilir. Yani,
altigen kalsiyum iyonlar1 (veya alt1 kalsiyum iyonlar1) fosfat grubu oksijenleri ve
hidroksil iyonlartyla iligkilidir. Bu grubun disinda kalan toplam 4 kalsiyum iyonu da
tip I, Ca (I) olarak adlandirilir [122, 123]. HAp’nin birim hiicreleri i¢in kafes
koordinatlar1 asagidaki Cizelge 1.6’ da goriilmektedir.

24



Sekil 1.6 HAp Kristal Yapisi [120]

Ca (I) pozisyonlarindaki dort Ca atomu ile alt1 oksijen atomu arasinda gii¢lii baglar
vardir. Sonug olarak, Ca (I) iyonlari ¢ ekseni boyunca kuvvetli bir bag yapacak ve ¢
ekseni boyunca altigen bir diizen olusturacaktir [118]. Ca (I) bolgelerindeki metal-
oksijen etkilesimlerinde herhangi bir bozulma olursa HAp kristal yapisini
degistirilebilir ve bu nedenle Ca (I) bolgeleri yalnizca Ca'dan daha kiigiik olan (veya
muhtemelen biraz daha biiyiik olan) iyonlarin yer degistirmesini tolere edebilir [118,
119]. Buda kalsiyumdan eksiltme yapilarak farkli iyon katkilamalart ig¢in bir
kisitlama olusturmaktadir. Tip (II), Ca(Il) grubu genel kristal yapiy1 etkilenmezken,
daha biiyiik katyonlarla katkilama yapilarak ancak yapi tizerinde etki edebilir [118].
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Cizelge 1.6 HAp birim hiicreleri i¢in kafes koordinatlar1 [99],0. = 90°,=90°y =120°

Atom x/a y/b zlc
ca(l) 1/3 2/3 0,0010
Ca(ll) 0,2464 0,9938 1/4
P 0,3999 0,3698 1/4
o(l) 0,3272 0,4837 1/4
o(lr) 0,5899 0,4666 1/4
o(ll) 0,3457 0,2595 0,0736
OH’ 0,0000 0,0000 0,1930

1.1.2.3. HAp Bilesen Gruplari

HAp’nin karakterizasyonu igin bir¢ok analiz yontemi vardir. Bu yontemler arasinda
en Oonemli iki analiz XRD ve FTIR analizleridir [11]. Yiizey morfolojisi, tane
biiyiikliigii ve yapis1 {iriiniin kullanim yerindeki etkinligine gore her uygulama icin
farkli tercih edilebilir. Antibakteriyel ve toksik 6zellikleri katkisiz HAp haliyle ya da
iyon katkilanmis haliyle her bakteri i¢in farkli sonuglar verebilir. Ancak HAp sentezi
sonucunda sentezlenen {iriiniin yapisinin arastirilmasinda XRD ve FTIR yontemleri
en onemli analizlerdir. Uriiniin kullanm yerinde ki hedeflerine goére iiriin
ozelliklerinde degisim istense de her {irlin i¢in kristalografik ve bilesen grup yapisi
degismemelidir. Bu nedenle yapilan biitiin sentez ¢aligmalari i¢inde XRD ve FTIR

kesinlikle uygulanmaktadir [11].

FTIR, sentezlenen HAp biyomalzemesinin yapisal karakteristik gruplarin ve titresim
baglarmin varyasyonlarini belirlemeye yarayan bir yontemdir [124]. FTIR
spektroskopisi, bir¢ok malzemenin kimyasal yapisini belirleme de kullanildigi gibi,
CaP iriinlerinin de kimyasal analizinde siklikla kullanilmaktadir. Bu analiz
sonucunda elde edilen spektrum piklerin konum, yogunluk, genislik ve dalga sayisi
gibi bilgileri gostererek, Urliniin fonksiyonel gruplarmmin yorumlanmasinda katki
saglamaktadir [11, 124]. Bununla birlikte FTIR hem faz kompozisyonunu belirlemek
icin kullanilan ¢ok hassas bir tekniktir hem de nispeten sonu¢ almasi hizli ve

uygulamasi kolay bir analizdir [3].
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HAp temel olarak Ca, P, OH den olusan bir biyomalzemedir. Bununla beraber
biyolojik bir HAp genellikle kalsiyum eksikligine sahiptir ve her zaman bir karbonat
ile bu eksiklik ortadan kalkmaktadir. Bu karbonat gruplart OH™nin COs% ile
CO;>—20H  seklinde baglanma ile ifade edilen A-tipi baglanma ve PO,*
tetrahedral grubun COs* baglanmasi ile belirtilen B tipi baglanmalaridir. Bu nedenle
bilesen gruplarinin belirlenmesinde PO43', OH, COgZ', HPO42' gruplarinin varligi
tespit edilmelidir [124].

PO,> grubu, 560 ve 600 cm™de ve 1000-1100 cm™de yogun IR sogurma bantlari
olusturmaktadir. Adsorbe edilmis su bandi 3600 ila 2600 cm™de genis bir pik
alanma sahiptir. 3570 cm™ ve 630 cm™de daha zayif bir pik vermektedir. COs*
grubu ise 870 ila 880 cm™ arasinda zayif pik tepeleri vardir. Bununla birlikte 1460 ila
1530 cm™ arasinda daha yogun pik tepe noktalarina sahiptir [124]. FTIR da yapilan
bazi analizler sonucunda sentezlenen HAp’nin spektrumlart Cizelge 1.7°de

verilmistir.

Cizelge 1.7 Sentezlenen HAp kimyasal gruplarinin sogurma bantlari

Kimyasal Sogurma Bandi Tanimi
Grup
co 873; 1450; 1640 [124] | PO,” tetrahedral grubun CO;” baglanmasi ile
1650 [11] belirtilen B tipi karbonat
460 [124] Biikme titresimi (v2)
474 [11]
560 ve 600 [124] O-P-0 biikme titresimi (v4)
PO 571 ve 604 [11]
960 [124] Simetrik gerilme titresimi (v1)
961 [11]
1020 ve 1120 [124] Asimetrik gerilme titresimi (v3)
1046 ve 1090 [11]
O 630 ve 3540 [124] Sallanma (v1) ve gerilme (vs) titresimi
631 ve 3572 [11]
HPO,” 875 [124] Kalsiyum eksikligini ifade eden titresim
Sogurulan | 3600 [124] Isil islem kaynakli kalan su
Su 3600 [11]
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1.1.3. HAp Sentez Yontemleri

Sentetik HAp tiretmek i¢in ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Kullanilan yontem
hangisi olursa olsun iiretim sonundaki nihai iiriinliniin karakteristik olarak uygunlugu
tiretimde kullanilan hammaddelere biiyiik 6l¢tide baglidir [11, 25]. Ham maddelerin
safsizlig1 nihai iiriiniin 6zellikleri iizerinde keskin bir etkiye sahiptir [25]. Sentetik

seramik HAp tozlarinin iiretimi asagidaki basliklar altinda siniflandirilmaktadir.

e Yas Kimyasal Sentez (Coktiirme, Hidrotermal, Hidroliz ve Sol Jel Teknikleri)
e Kuru Kimyasal Sentez (Kati Hal Reaksiyonlari, Mekanik Kimyasal Sentez)

e Bubhar fazi reaksiyonlari

Coktiirme metodundaki ana avantaj reaksiyonlar sonucunda ortaya ¢ikacak yan
tiriinlerin Oncelikle sudan olusmasi ve isleme sirasinda kirlenme olasiliginin ¢ok
diisik olmasidir. Diisiik islem maliyetleri ve aymi kosullar altina tekrar
tiretilebilirliginin yiiksek olmasi ¢oktiirme metodu igin avantaj kabul edilen durumlar
arasindadir. Bu yontem i¢in siklikla not edilen dezavantaj ise kurutma isleminde,
oglitme asamalarinda ve uzun 1s1l islem siirelerinde yiiksek kirlenme olasiliginin var
olmasidir. Buna ragmen c¢oktiirme yonteminin yiiksek tekrarlanabilirlik gosterdigi
bilinen bir gergektir [70, 97]. Tezin igeriginde iretimi planlanan HAp
biyomalzemeleri icin laboratuvar sartlarinda iiretim siiregleri daha kolay
yonetilebilen ve tekrarlanabilirligi yiiksek olan ¢oktiirme metodu tercih edildiginden
bu kisimda diger iiretim metodlarina genel bir bakis sunulup, ¢oktiirme metodu daha

detayl1 anlatilmaya calisilmistir.

1.1.3.1. Coktiirme Yontemi

Coktiirme metodunda HAp tozlar1 inorganik oksit ¢ozeltilerinin  kimyasal
reaksiyonundan elde edilmektedir [125]. HAp'nin ¢oktiirmesinde kullanilan iki
reaksiyon asagidaki gibidir [70, 125].

Reaksiyon 1,

1OC3.(N03)2+6(N H4)2H PO, —> Calo(PO4)5(OH)2+20N H4sNO3+6H,0 (12)
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Reaksiyon 2;

1OC8.(O H)2+6H3PO4 —_— CalO(PO4)6(OH)2+ 18H,0 (13)

Reaksiyon 1, basit, iiretim maliyeti ucuz ve biiyiik 6l¢ekli endiistriyel uygulamalarda
tekrarlanabilirligi ¢ok yiiksek olan bir yontemdir. Reaksiyon hammaddeleri nihai
iriin tizerinde etkili olmakla beraber safsizlik olusturacak Kkirletici etkileri azdir.
Yiiksek sinterleme sicakligi da nihai iiriin {izerinde olabilecek kirlenmeleri ortadan
kaldirma da avantajli bir durum olarak degerlendirilmektedir. Buna karsilik,
Reaksiyon 2’nin iiretim maliyeti yiiksektir. Reaksiyonlar sonucu nihai iirtinde dogal
kirlenmeler olugmaktadir. Bu kirleticilerin nihai {iriinden tekrar uzaklastirilmasi
zaman ve maliyet acisindan dezavantaja neden olmaktadir. Reaksiyon 2 sonucu elde
edilen iirlinlin kalitesi reaksiyon 1 sonucu elde edilen iiriinden ¢ok farkli degildir.
Sadece zaman ve maliyet agisindan dezavantaj olusturan durum oldugundan ¢ogu
calismada reaksiyon 1 tercih edilmektedir. Tezin igeriginde asagida reaksiyon akis

semasi (Sekil 1.7) verilen reaksiyon 1 tercih edilmistir.

Karngtirma

&
| I

Kavnama [glemi
Colktirme
3

Kalsinasyon

Al
L
& |« < :

Sinterleme

Sekil 1.7 Reaksiyon 1, HAp iiretim semasi [11]

Reaksiyon 1’de reaksiyona giren ana girdilerin kalitesi katkisiz HAp elde edilmesine
dogrudan etkilidir. Reaksiyona giren kimyasallarin safsizligi, siire¢ parametrelerinin
diizgiin uygulanmasi ile karisim esnasinda ki karistirma hizi, karistirma orani, pH ve

reaksiyon sicakligi gibi parametreler HAp' nin kristallik, kristalit boyutu, morfolojisi,
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pargacik boyut dagilimi, yogunluk ve yiizey alani gibi 6zelliklerine dogrudan etki
etmektedir [10, 70]. Reaksiyon 2'yi kullanarak yapilan bir ¢alismada, reaksiyon
sicakliginin, reaksiyona giren madde miktarlarinin, karistirma oraninin ve karisimda
kalma stiresinin tretilen HAp'nin genel 6zelliklerini etkileyebilecegini bulmuslardir
[10, 70]. Ayrica yine bu ¢aligmada ortam pH degerlerindeki degismenin nihai tiriinde

elde edilecek fazlar tizerinde etkili oldugu sonucu bildirilmistir.

Kalsiyum nitrat ¢ozeltisine diamonyum fosfat ekleyerek Reaksiyon 1 gibi geleneksel
bir yontemle 1.50-1.67 Ca/P molar orani1 sahip HAp, Raynaud ve arkadaslari
tarafindan iiretilmistir [126]. Uretimde elde edilen bu deger dis hekimligi ve ortopedi
tedavilerinde kullanimi diisiiniilen HAp i¢in istenen bir Ca/P degeridir. Tiirkdz ve
arkadaglar1 da bu amagla iirettikleri HAp i¢in benzer Ca/P oraniyla beraber bal petegi
desenine benzeyen, HAp taneleri arasinda mikroorganizmalarin giremeyecegi kadar
kiigiik bosluklarda ve Ca, P ve OH bilesen gruplarinin tiimiinii igeren iiriin elde
etmislerdir [11]. Her iki ¢alisma tekrar iiretilebilirlik agisindan da kontrol edilmis ve
reaksiyon 1’in etkinligi gosterilmistir. Reaksiyon 1 ya da reaksiyon 2 ile uygulanan
coktiirme yonteminde baglangic reaktif konsantrasyonu, reaksiyon sicaklifi,
reaksiyon atmosferik c¢evresi, karigtirma hizi ve sicakligi, ilk kaynama sicakligi,
coktiirme stiresi, kalsinasyon sicakligi ve siiresi, sinterleme sicakligi ve siiresi nihai
iiriin kalitesi tizerinde dogrudan etkilidir. Bu nedenle siire¢ adimlar1 dikkatle takip

edilmelidir.

Coktirme yontemiyle elde edilen HAp’lerde sitokiyometrik olmayan apatitler [127]
1sitma sirasinda ayrisir ve TCP veya CaO olarak karakterizasyon asamasinda
belirlenebilmektedir. Ca/P molar oram1 1,67'yi asarsa, yani fazla Ca varligi CaO
olugmasina neden olacaktir. Ca/P molar orant 1,67'nin altinda kalirsa yani fazla P
varhigt TCP fazi olugmasina neden olacaktir [128]. Bu nedenle baslangi¢ reaktif

konsantrasyonu dikkatle ayarlanmalidir.

Reaksiyon sicakligi da nihai iiriiniin kristallenmesine ve faz farkliliklarina neden
olmakla beraber, kristalin boyutuna da etki etmektedir. Ayrica reaksiyon sicakligi
malzemenin yiizey alanini da etkilemektedir [128]. Bu nedenle karigtirma, ¢okelme,
kurutma ve sinterleme asamalarinda reaksiyon sicakliginin kontrol edilmesi ve
kararli bir noktada sabitlenmesine dikkat edilmelidir [129]. Reaksiyon

sicakliklarindaki degisimler malzemenin kristallenme yiizdelerine etki etmektedir.
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Tampieri, A. ve arkadaslar1 farkli sicakliklar kullanarak iiretim yapmislar ve elde
edilen morfoloji i¢in iki farkli kristallenme elde etmislerdir [129]. Bununla beraber
baska ¢alismalarda yiiksek sicaklikla uygulanan sinterleme islemiyle HAp tozlariin
kristallenmesinin arttigin1  ve tanelerin kiiresel bir morfolojiye doniistigiini
gozlemislerdir [11, 18, 127]. Elde edilen sonuglarin morfolojik incelemesi igin SEM,

bilesen gruplarinin belirlenmesi i¢in ise FTIR kullanilmiglardir.

Coktiirme yonteminde nihai {iriin {lizerinde etkili olan bir diger parametre ise
reaksiyona giren ana lrlinlerin karistirma hizidir. Karistirma siirecinin, HAp
tozlarinin safsizligi iizerinde etkili oldugu sonucu bilinmektedir [130]. Guilletti ve
arkadaglari tarafindan yapilan bir ¢alismada deney kosullarinin kristalin sekli, safligi,
kristalliligi ve hatta olusan fazlar1 da etkiledigi bildirilmistir [131]. Yiiksek
kristallilik ve saflik ile tane boyutu biiyiik malzeme istendiginde karistirma yiiksek
hizda ve ¢Oktiirme uzun siirede yapilmalidir [130, 131]. Karistirma hizi, HAp'nin
homojen olarak ¢Okmesi icin yeterince yiiksek olmalidir. Cozeltilerin yavas
karistirtlmasiyla Ca/P orani diisik olan ve biyolojik uygulamalar icin tercih

edilmeyen hem Monetit hem de Brushit fazlar ortaya ¢ikmaktadir [131, 132].

Reaksiyon parametreleri arasinda nihai {riin iizerinde etki eden bir diger faktor
atmosferik ortamdir. Cozeltilerin  karistirildiktan sonra gergeklesen c¢oktiirme
asamasinda atmosferik CO, emmesi meydana gelebilir. CO, emilimi COs**nin
anyon formunda HAp kristal kafesine eklenebilmesi sonucunu ortaya cikarabilir.
Buda HAp kristal kafesinin az da olsa bozulmasi ile sonuglanmaktadir [133].
Bununla birlikte, Azot (N,) kontrollii ortamlarda, daha kiiciik COs> kirlenme
ylizdeleri ortaya ¢ikmustir [132, 133]. Bu nedenle filtrelenen inert gazin ¢okeltme

islemi sirasinda siirekli olarak kullanilmasi tavsiye edilmektedir [132-134].

Uretim diizenegi ve iiretim kosullar1 bakimindan genel bir degerlendirme yapildig
zaman ¢Oktlirme yontemi, Uretim siiregleri dikkatle takip edildigi zaman, kiigiik
pargacik boyutu ve yiiksek saflikta HAp tozlarinin iiretilebildigi bir yontem olarak
ifade edilebilir. Coktlirme yonteminde ¢Oktiirme icin karar verilen siire, ¢ozelti
konsantrasyonlari, pH, asit ekleme orani, karistirict hizi, sicaklik, reaksiyon siiresi ve
reaksiyon atmosferi nihai {riin kalitesi icin dikkatle takip edilmesi gereken
parametrelerdir [70]. Bununla beraber HAp i¢inde safsizliga olumsuz katki yapan

kirlilik seviyelerini kontrol etmek ve azaltmak 6nemlidir. Bu kirlilikler yap1 ig¢inde
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bir yerlere kimyasal olarak baglanabileceginden iiretilen HAp’de ek faz ya da
fazlarin olmasimnina neden olabilir [11, 18, 70]. Ancak bu kirliliklerin HAp’de
kristolografik olarak farklarin dogmasina az miktarda neden olsa da malzemenin

genel biyouyumluluk 6zelligini degistirmedigi sonucu elde edilmistir [11, 20].

HAp {iretimi, bu biyomalzemenin kullanim yerindeki amaca gore farklilastirilabilir.
Biyo aktifligini arttirmak amaciyla iyon katkilamalar1 yapma fikri biyolojik olarak
aktif ve biyolojik olarak uyumlu bir malzemenin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
Bu farkli iyon katkilama islemi kemik dokusu yenilenmesinde, antibakteriyel bolge
olusturma calismalarinda siklikla kullanilmistir. Reaksiyon 1 ya da reaksiyon 2’de
Ca’dan ya da P’den eksilterek farkli iyonlar eklenerek tiretimler yapilabilir. HAp'nin
farkli iyonlarla katlanmasi, arastirmacilar tarafindan son yillarda odaklanilan bir
konu oldugundan iyon katkilama yontemleri, avantajlar1 ve dezavantajlar1 dikkatlice

incelenmelidir.

1.1.4. iyon Katkili HAp

Kemik mineralinde birgok eser element bulunabilmektedir. Bu elementlerden yola
cikilarak, HAp tretiminde yap1 igerisine farkli iyon katkilama calismalar
yapilmaktadir. Bu katkilamalarin sonunda HAp’nin kimyasal yapisinin degisme
olasilig1 tartisilan bir konu olsa da biyolojik amaglar icin HAp’ye farkli iyon
katkilamasiyla ilgili ¢aligmalar artmaktadir [96, 135, 136]. Kemik dokusunda Ca-P
iyonlarina ilaveten cok az degerlerde de olsa K*, Mg?*, Sr %, C1" ve F~ gibi iyonlarin
varligi tespit edilmistir [135, 136]. Bu iyonlarin varliginin kan dolagiminda [137] bir
tampon gorevi gordiigli veya osteoblast hiicrelerinin ¢ogalmasindaki aktiviteyi

etkiledigi gosterilmistir [138, 139].

HAp’nin biyolojik uygulamalarinda siklikla iyon katkilamalar tercih edilmektedir.
Tedavi sonucunda ortaya cikabilecek olas1 enfeksiyon, ortopedi ve dis hekimliginde
nadir goriilen ancak ciddi olarak siiflandirilan bir sorundur. Bu olast sorunun
¢ozlimii i¢in bakterilere kars1 diren¢ saglayabilecek elementlerin HAp’ye
katkilandig1 ¢alismalar vardir [140]. Glimiis iyonlarmin kalsiyum fosfat seramikleri

icerisine dahil edilmesi umut verici sonuclar veren olast bir ¢0ziim olarak
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aragtirtlmistir [141-143]. Glimiisiin gram pozitif ve gram negatif bakteri, virlis ve
mantarlara kars1 yok edici olarak antimikrobiyal 6zellikleri uzun zamandan beri
bilinmektedir [144-146]. Gumiis ¢ok diisik konsantrasyonlarda bile (35 ppb)
memelilerin hiicreler lizerinde etkilidir [144, 145]. Mikroorganizmalarin giimiise
kars1 bagisiklik kazanma kabiliyetinin nispeten zayif olmast da glimiisiin
caligmalarda tercih edilen bir iyon olmasini saglamistir [5, 25]. Genis antimikrobiyal
aktivite spektrumundan ve yiiksek verimliliginden dolay1 giimiis katkilt HAp en ¢ok
calisilan iyon katkilt HAp malzemelerinden biri olmustur. Tezin igeriginde hem
antibakteriyel alan olusturma hem de ilk andaki giiglii salim 6zelliginden dolayi
HAp’ye Ag(l) iyonunun katkilanacagindan bu katkilama isleminin nasil yapilacagi

burada aciklanacaktir.

Iyonlar ve dzellikle Ag(l) iyonu HAp yapisina asagidaki yontemlerden biriyle dahil
edilebilir:

(1) Tiim onciillerin suda ¢oziindiigii ve ayni anda ¢okeltildigi 1slak ¢okeltme
yontemi [147]

(i)  Onceden hazirlanmis katkisiz HAp ile HAp'nin tuz ¢dzeltisine batirilarak
metal tuz ¢6zeltisi arasinda iyon degisimi [148]

(ili)  Monomerlerden bir koloidal ¢ozeltinin olustugu ve biitiinlesmis iyonlar
ve seramik kristalleri ag1 i¢in onciil olarak gorev yapacak Sol-Jel yontemi
[149]

(iv)  Metallerin nanopartikiiller iizerine biriktirilmesiyle yapilan ultrasonik
piiskiirtme pirolizi [150]

(v) Mikrodalga yontemi [151]

Kullanilan teknikler incelendiginde kirlenme etkilerini en aza indirebilecek, elde
edilen malzemenin nihai yapisin1 ve kristal boyutunu [146-148] diizenleyebilecek
kurutma ve sinterleme gibi 1s1l islemlerin ayni1 anda oldugu ¢oktiirme metodu (i)

tercih edilmistir.

Ag(l) iyonunun hiicrelerle etkilesime girmesi ve antimikrobiyal olarak aktif olmasi

asagidaki iki madde ile agiklanabilir. Bunlar;
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e HAp yiizeyindeki glimiis iyonlarinin mikroorganizmalarin hiicre duvarn ile
dogrudan etkilesimidir.
e Mikroorganizmay1r ¢evreleyen HAp'nin igyapisindan ortama giimiis

iyonlarinin salinmasi ve antibakteriyel etkinliginin uygulanmasidir [147].

Glmiisiin bilinen antimikrobiyal etkiSine ragmen, uygulamalarda katki orani ¢ok
yiiksekse toksik olarak ifade edilmektedir [148—150]. Bu amagla yapilan ¢aligmalarin
birinde % 1,0 ila 1,5 oraninda Ag(l) iyonu eklenmis HAp hiicre ¢ogalmasinda
katkilama yapilmamis HAp’ye gore dikkate deger bir azalmaya neden oldugu
bildirilmistir [147]. Bu nedenle antibakteriyel etkileri saplamak ve toksik etkilerden

kagmak i¢in HAp'ye katkilanan giimiis yiizdesinin esiginin belirlenmesi 6nemlidir.

Ag(l)-HAp umut verici antimikrobiyal &zellikler gosterdigi bilinmesine ragmen
toksikolojik etkileri Onlemek icin yapidan salim yapabilen glimiis iyonlarinin
konsantrasyonu belirlenmelidir. Antibakteriyel etki elde etmek amaci diisiiniiliirken
yapidan biyolojik ve kimyasal etkilerle salim yapabilen giimiis iyonlar1 belli bir
degerin tizerinde toksik etki gosterebilir. Bu salim karakterizasyonu icin AAS, ICP-
OES gibi cihazlarda giin/salim degeri (ppm) olacak sekilde ¢alismalar yapilmistir
[28-32]. Bu g¢alismalardan birinde giimiis katkilamanin yaninda SrO’nunda
katkilanmasiyla, Ag (I)-HAp'mn sitotoksik etkilerini, antimikrobiyal etkisinden 6diin
vermeksizin etkin bir sekilde telafi edebilecegi bildirilmistir [142]. Samani ve
arkadaslar1 [147], Zn'nin ikinci bir katk: olarak eklenmesinin antimikrobiyal etkiyi
arttirdigini ~ bildirmistir.  Bu  g¢aligmalarda  giimiisiin =~ salim  olasilig
degerlendirilmemistir. Oysaki glimilisiin  yapidan salim riski toksik etki
dogurabileceginden c¢alisma iceriklerinde salim degerleri ve salim kinetigi

belirlenmelidir.

Ag(l) katkili HAp ile ilgili yapilan bir bagka c¢alismada 20 ppm’lik AgNO;
cozeltisine HAp daldirarak iyon degisimi ile HAp’ye Ag(l) ilavesi yapilmaya
calistlmistir. Elde edilen iirliniin Escherichia coli (E.coli), Pseudomonas Aeruginosa,
S. Aureus ve S. Epidermidis'e karsi katkilama yapilmayan HAp’ye gore
antimikrobiyal aktivite gosterdigi bulunmustur. Bu calisma igeriginde literatiir

bilgilerini destekleyen sonug ise antimikrobiyal etkinin gozlenmesi i¢in bir kritik
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degerin varligidir. Bu kritik degerin altinda katkilanmis HAp, katkilanmamis HAp ile

ayni sonucu vermistir [148].

Coktiirme metoduyla yapilan iiretimle elde edilen HAp tozlarmin fiziksel, kimyasal
ve biyolojik o6zellikleri, iiretim siire¢lerindeki degisimlerle farklilagabilmektedir. Bu
Ozelliklerdeki degisimler HAp’nin sahip olmasi gercken genel oOzelliklerini
degistirebilmektedir. Hem siire¢ etkinliginin degerlendirilmesi hem de HAp’nin
genel kaidelere sahip olup olmadigmin kontrol edilmesi gerekmektedir. Boylelikle
HAp tozu ozellikleri i¢in gereken optimum degerler kontrol edilebilecektir. Bu
boliimiin sonunda HAp’nin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin nasil tayin

edilecegi aciklanacaktir.

HAp’nin ilk klinik kullaniligindan bu yana hiicrelerin ve dokularin bu materyale nasil
tepki gosterdigine dair bilgiler yeterli diizeye ulasmistir. HAp’nin viicutla biyolojik
uygunlugu {iriiniin kullanim1 i¢in tek basina bir kaide degildir. Ornegin dis
tizerindeki uygulamalarda ¢ene basma kuvveti sonunda olusan fiziksel yiiklere karsi
dayanimi da son derece onemli kaidelerdendir. Biyolojik uygunluk, antibakteriyel
etkinlik ve hiicre canliligi gibi arastirma konularinin yaninda su anda HAp’nin
mekanik dayaniminin, giicliniin, elastikiyetinin ve toklugunun kemige daha yakin
olmast igin farkli polimerlerle beraber uygulamalari da mevcuttur [152, 153].
Sentetik HAp’nin hiicre ve kemik biyolojisindeki uygunlugun yaninda fiziksel
mimarisi ve yiizey Ozellikleri, hiicre ¢ogalmasini farkli sekillerde saglamak ig¢in
inorganik ve organik kimyasal sinyallerle nasil etkilesecegini anlamaya yonelik

caligmalar da vardir [72].

Iyon katkilama yapilmis iiriinlerin biyolojik uygunlugu, fiziksel ve mekanik
kuvvetlere karsi dayanimi gibi konular HAp’nin kullanim yerindeki etkinligi i¢in
onemlidir. HAp’nin kullanim yerinde biyolojik etkilerden kaynakli par¢alanmalarin
olmamas1 ortopedik ve dis tedavi uygulamalarinda arzu edilen bir durumdur. Bu
amacla yapilan ¢alismalarda HAp biyolojik etkilere karsi dayanimi en yiiksek olan
biyomalzeme olarak bulunmustur [133, 154, 155]. Ducheyne yaptigi ¢alismada
[154], tek fazli sentetik HAp seramiklerinin ¢dziinme hizinin, stokiyometrik HAp <
Ca eksiltmeli HAp < oksihidroksiapatit (OHAp) < B-TCP < a-TCP ile siralandigini
ve bu siraya gore biyo bozunmanin arttigini bildirmistir. Bu da ¢ok fazli HAp’lerin

degradasyona ugrayacagi sonucunu elde etmemizi saglamaktadir. Kullanim yerinde
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parcalanabilen 6zelliklerde bir HAp isteniyorsa tek fazli yerine B-TCP gibi gozenekli
seramiklerin kullanim1 daha uygun olacaktir. Biyo bozunma 6zelliginin belirlenmesi
icin degradasyon calismalar1 yapilmaktadir. Serdar ve arkadaslarmin 2018 yilinda
yaptig1 bir ¢alismada HAp’nin dis iizerine kaplanan iirliniin dis lizerinde degrade
olmadigr ve biyobozunmaz bir malzeme oldugu sonucunu bildirmislerdir [3].
Bununla birlikte yine ayni ¢alismada mikro ve makro gozeneklilik derecesinin,
kimyasal bilesimin ve uygulama pH degerinin, malzemenin kristalliliginin biyolojik
bozulmayi/¢oziinmeyi  etkiledigini  bildirmislerdir.  HAp ile  Ag()-HAp
biyomalzemesinin biyobozunurlugunun test edildigi bir baska ¢aligmada ise giimiis
katkistyla beraber iirlinlerin daha az bozunma egiliminde oldugu sonucu elde
edilmistir [156]. Biyolojik olarak bozunmanin in vitro degerlendirmesi, HAp’nin
sahip oldugu Ca, P iyonlarinin yanina bazi iyonlarin eklenmesinin basarisini da
gosterecektir. Yapi icersine eklenen iyonlar biyobozunmaz ya da biyobozunur HAp

elde etmemizi saglayabilir.

Sonug olarak HAp igersine iyon katkilamasi antibakteriyel ve toksik etki ile beraber
iyon salimi ve biyobozunurluk agisindan degerlendirilmelidir. Elde edilen sonuglar
HAp’nin ortopedik ve dis tedavilerinde kullanimi igin bizlere ipucu verecektir.
HAp’nin  dis  hekimliginde dentin  hassasiyet giderme caligmalarinda
kullanilabilecegine dair bilgiler Serdar ve arkadaslarinin yaptigi calismada

gosterilmistir [3].

1.1.5. Dentin Tiibiil Tikama Cahsmalarinda HAp

Mine tamiri, dentin hassasiyetlerinin ana kaynagi dentin tiibiillerin agizlarinin
kapatilmas1 ve dentin kanallarin doldurulmasi ve kozmetik dis hekimligi

uygulamalarinda HAp kullanim1 yaygindir.

Dentin hassasiyeti, dis rahatsizliklarinin yaklasik %57'sini olusturan rahatsiz edici bir
durumdur. Tipik olarak dis 1sisal, dokunsal, sicak ve soguk diyet veya kimyasal
uyaricilara kars1 verilen yanit dis hassasiyeti olarak tanimlanir. Dentin kaynakli agr
olarak tanimlanlanan bu agrilar herhangi bir dis kusuru veya patolojisi ile
aciklanamamaktadir. Dentin, diyet faktorleri ve viicut pH degerleri kaynakli olarak

yipranabilir. Dentin duyarliligina kars1 en yaygin kabul goren teori hidrodinamik
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teoridir [157]. Bu teori, dentin tiibiillerinin agzinin agik olasiyla tiibiillerin kanallar1
icindeki sivilarin hassasiyet olusturdugunu varsaymaktadir. Bu s1v1 hareketi, dis sinir
uclarindaki algilayicilart uyararak hassasiyet etkisini olusturmaktadir. Kimi zaman
bir sizlama olarak hissettigimiz bu uyarilar ileride daha ciddi sorunlara yol
acabilmektedir. Dentin hassasiyetlerini tedavi etmek i¢in sinir duyarsizlastirilmasi,
dentin tiiblill agizlarmin kapatilmas1 veya dentinin sizdirmazlik maddeleri ile

tikanmasi gibi tedavi yontemleri vardir.

Dentin hassasiyetine dentin tiibiil agizlarinin agik olmasi en oOnemli etkendir.
Giiniimiizde dentin tiibiil agizlarinin tikanmast igin regine uygulamasi [67] ve lazer
isinlama [157] yontemleri kullanilmaktadir. Regine kullanimindan kaynakli alerjik
reaksiyonlar, lazerli i1sinlama enerjisinin uygulama zorlugu, hastalikli bolgenin
yiiksek enerji ile yanmasi gibi yan etkiler siklikla tercih edilen bu iki yontemin sahip
oldugu dezavantajlaridir [157]. Bu yillarda HAp’nin hassasiyet giderici olarak
calisilmasi diisliniilmese de dentinin bir kismimin kazilarak, daha sonra HAp
uygulamasiyla hem minerallesme hem de tiibiil agizlarinin tikanmasi fikri
yayginlagmaya baslamistir. Baglar ve arkadaslart HAp kullarak dentin tiibiilleri
agizlarint toz HAp’lerle yapay tiikiirik i¢inde c¢oktliirme metoduyla kaplamay:
basarmislardir. Yine bu calisma da dentin yiizeyinin tamamen kapatildigr ve dis
tiibiillerinin bir kisminda HAp’nin tiibiil kanallari igine aktigini tespit etmislerdir.
Klinik olarak aktif kullanimi heniiz olmasa da lazerle beraber uygulanarak ya da
biyouyumlu ve biyobozunur bir yapistirici kullanilarak klinik uygulamalarda da

yapilabilirligine dair goriis belirtmislerdir [3].

1.1.6. HAp’ nin Karakterizasyon Parametreleri

HAp ile ilgili 6nceki boliimlerde yapilan tanimlamalarla HAp’nin kemik igersinde
nano boyutta bulunan Ca ve P iyonlarindan olusan bir biyomalzeme oldugunu
ogrendik. Ca ve P igeren bir biyomalzeme olarak kemikte olusan bosluklarin
doldurulmasinda bir dolgu malzemesi veya dis hekimliginde tikama ajani olarak
HAp, ortopedik kaplamalarda, dis, yliz ve kulak kemiklerinde, kalca ve diz protezleri
gibi c¢esitli tibbi birgok uygulamalarda kullanilabilmektedir. Cok cesitli

uygulamalarda kullanilabilen HAp, canli viicudunun degisken kosullarina sahip olan
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ortamlarinda kullanilabilmektedir. Canli viicudun bir parcasi olarak kullanilacak
olmast HAp’nin fiziksel, kimyasal ve mekanik gerekliliklerinin yaninda biyolojik
olarak da gerekliliklerinin olmasimi zorunlu kilmaktadir. Bu nedenle HAp’nin
karakterizasyon asamalarinin fiziksel, kimyasal, mekanik ve biyolojik olarak
degerlendirilmesi gerekmektedir. HAp’nin saglik sektoriinde canlida kullanim amaci
oldugu icin, FDA, Amerika Gida ve Ilag Dairesi tarafindan tamimli bazi kabul
kriterleri vardir. HAp iirlinlerini canlida kullaniom amaciyla iiretilmisse canli
deneyleri Oncesinde asagidaki Cizelge 1.8’de gosterilen test verilerinin

raporlanmasini ve kriterleri saglamasi gerekmektedir.

Cizelge 1.8 Analiz Parametreleri

Kullanim Amaci Analiz Ad1 / Metodu

Elementel analiz SEM-EDS, XRF, AAS, ICP-OES

Kimyasal Yapi ve kristalografik | XRD

inceleme

Yiizey morfolojisi incelemesi SEM

Tane boyutu tayini ZETASIZER

Ca/P orani tayini SEM-EDS ve ICP-OES

Bilesen gruplari tayini FTIR

Yogunluk tayini Archimed Metodu

Iyon salim tayini AAS, ICP-OES

Bozunma sicakligi, Erime noktasi | TGA-DSC

tayini

Mekanik 6zellik tayini Cekme Mukavemeti, Elastik Modiili,
Egilme Mukavemeti, Basma Mukavemeti,
Kirilma Toklugu, Sertlik Testi

Biyouyumluluk Sitotoksisite

Biyobozunurluluk Degradasyon

Mikroorganizma Direnci Antibakteriyel Analiz
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Bu tez calismasi iceriginde HAp’nin fizikokimyasal 6zelliklerini karakterize etmek
icin XRD (kristalografik yapis1), SEM (parcacik morfolojisi), ZETASIZER (parcacik
boyutu), FTIR (bilesen gruplar1), ICP-OES, EDS (Ca/P orani), Arshimed Metodu
(yogunluk tayini) ve ve biyouyumlulugunu test etmek i¢in Sitotoksisite (Hiicre
Canliligr), Antibakteriyel analiz (Mikroorganizma Direnci), Degradasyon

(Biyobozunurluk) analiz islemleri kullanilmistir.

HAp’ nin tedavi amaciyla kullanilmasi durumunda rapor edilmesi gereken
Ozelliklerinden bu tez ¢alismasi igeriginde kullanilan zorunlu analizlerle ilgili kisa

bilgiler;

a. Elementel Analiz: “50 ppm den daha fazla degerde olan agir metaller ve
bunlarla sinirli olmamak iizere safsizliga neden olabilecek element yiizdeleri
belirlenmelidir” kisitlamasi nedeniyle elementel bir analiz yapilmasi
gereklidir [134]. Elementel analiz islemleri i¢in SEM-EDS, ICP-OES gibi
cihazlar kullanilarak ppm seviyesinde skorlama yapilmalidir.

b. Kristalografik Inceleme: Uretilen HAp tozlarinin faz farkliliklarmi gosterecek
sekilde HAp tozunun Toz Kirinim Standartlari Ortak Komitesi tarafindan
verilen kirinim pikleriyle uyum iginde olmalidir [134].

c. Yiizey Morfolojisi ve Tane Boyutu: Uretilen HAp tozlar1 kullanim yerindeki
amaca gore morfolojik olarak incelenerek tane boyutlari, tanelerin yerlesim
sekillerini ve kristallenme durumu Spm o6lcek degeri ve altinda
goriintiilenmelidir [134]. Bu islemlerde morfolojik inceleme ig¢in SEM
kullanilmakla beraber tane boyu incelemesinde Zetasizer’da kullanilmaktadir.
ISO 13779-1 [158] standardinda gegerli degerlere gore tane boyutlari not
edilmelidir.

d. Ca/P Orani: Uretilen HAp tozlari igin atomik yiizde olarak Ca / P oranlar
rapor edilmelidir. Istatistiksel olarak anlamli bir ortalama ve varyans iiretmek
icin analiz en az 6 tekrarla yapilmalidir [159].

e. Bilesen Gruplari: HAp tozunun IR tayflar1 belirtilmeli ve spektrumlar
yogunluga karsilik dalga sayisi olarak ¢izilmelidir [160]. Bu ¢izimde
HAp’nin sahip oldugu COs%, POS*, OH gruplarinin  dalga sayilari

belirtilmelidir.
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f. Yogunluk: Uretilen HAp tozlari literatiirde tanimli 3.00 - 3.22 g/cc [11]
degerini saglayip saglamadigi belirlenmelidir. Bu analiz islemi i¢in agik bir
analiz yontemi zorunlulugu yoktur [158].

g. Biyouyumluluk (Sitotoksisite ve Degradasyon) : Uretilen HAp tozlarinin
biyouyumluluk gereklilikleri, ISO 10993, Medical Tibbi Cihazlarin Biyolojik
Degerlendirmesi  [161] standardinda  belirtilmistir. Bu  standardin
5.boliimiinde ¢esitli in vitro yontemlerle sitotoksisite testlerini belirtirken,
13.boliimde bozunurluk tayini i¢in degradasyon testini agiklamaktadir.

h. Antibakteriyel Analizz Uretilen HAp tozlarmin kullanim yerinde
antibakteriyel etki yapmasi diisliniiliiyorsa, hangi bakterilere karsi etkili bir
malzeme oldugunu gdstermek adina antibakteriyel analiz yapilmalidir.

Yapilan analiz sonuglari saat - ylizde olarak belirlenmelidir [162].

1.2. Tezin Amaci

Gelisen teknolojiyle birlikte insanlarin yasam kalitesini arttirmaya yonelik ¢alismalar
da hiz kazanmaya baslamistir. Bu baglamda, insan viicudunun en énemli 6gelerinden
biri olan disin tedavisi ve korunmasi asamalarinda onemli yol kat edilen
biyomalzeme bilimi ile insan viicudunda mevcut canli dokularin gorevlerini yerine
getirmesinde yardimci olmak amaciyla yeni malzemeler gelistirilerek iiretilmektedir.
Insanlarin agiz hijyeni igin yeterli tedbirleri almamasi diste olusabilecek biitiin
hasarlar i¢in ana faktor olarak degerlendirilmektedir. Bunun yaninda beslenme
aligkanliklarma dikkat edilmemesi ve sonucunda bakteriyel metabolizmalardan
kaynaklanan etkiler digin sert dokularinda mineral kayiplarina neden olmaktadir. Bu
olumsuz etkilerin sonucunda diste gergeklesen yipranmalar ve aginmalar ile dis
dentin tiibiillerinin agizlarmin agilmasma sebep olarak dentin  hassasiyeti
sikdyetlerine neden olmaktadir. Bu hassasiyetlerin giderilmesi amaciyla

hidroksiapatit biyomalzemesi siklikla tercih edilmektedir.

Bu tez ¢alismasinin amaci dis hekimlerinin dentin hassasiyeti giderme calismalarinda
kullandig1 6nemli bir biyomalzeme olan katkisiz hidroksiapatiti ve % 0,05, % 0,20,
% 0,40 giimiis katki oranli hidroksiapatitleri in vitro olarak ¢oktiirme yontemiyle

sentezleyip uluslararasi kriterlere uygunlugunu fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak
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degerlendirdikten sonra dentin yiizeyi kaplama malzemesi olarak kullanilabilirligini
aragtirmaktir. Bu dogrultuda iiretilen hidroksiapatit ve giimiis katkili hidroksiapatit
biyomalzemelerinin ¢oktiirme yontemiyle {retimi asamalarinda ki kritik islem
parametrelerinin degerlendirilmesi amaglamaktadir. Uretim sonucu elde edilen nihai
tirlinlin faz tanimlama ve faz safsizligi, bilesen gruplarinin tayini, yiizey morfolojisi,
yogunluk ve tane yapisi incelenerek fiziksel ve kimyasal olarak uygunlugunun
belirlenmesi amaclanmaktadir. Ayrica giimiis katkisiyla beraber tedavi esnasinda
gerceklesebilecek enfeksiyonlari veya daha oOnceden var olan enfeksiyonlar
Onlemeyi ve gidermeyi amaglayan bu c¢aligma da antibakteriyel bolge olusturma
hedefinin glimilis salimiyla beraber negatif bir etki olusturup olusturmadiginin

belirlenmesi amag¢lanmaktadir.

Hidroksiapatit tozlarindaki giimiis iyonlarmin bazi antibakteriyel ozellikleri
gosterebilecegi bilinmesine ragmen, bu calismada temel bir amac, secilen giimiis
iyon oranlar1 i¢in, segilen bazi bakteriyel tiirlere karsi her numune i¢in ayri ayri
antibakteriyel tepkisini 6lgmek ve en uygun konsantrasyon araligini tespit etmek
amaglanmistir. Dentin tliblil kaplama calismasindan Once {iretilen hidroksiapatit
biyomalzemelerinin fiziksel, kimyasal ve biyolojik karakterizasyonlarin uluslararasi
kisitlamalar1 saglayip saglamadigi belirlenen bu ¢alismada uluslararas: kisitlamalari
karsilayan bir biyomalzeme tiretmek amaclanmaktadir. Bu sartlar1 sagladigi tespit
edilen lriinlerin dentin tiibiil yiizeylerine agiz ortami taklit edilerek kaplanmasi
amaglanmistir. Dentin tiibiil yilizeylerine kaplanan malzemelerin uygunlugu cesitli
testlerle kontrol edilerek yiizey kaplama malzemesi olarak kullanilabilirliginin

arastirilmasi amaclanmustir.

Bu amag¢ dogrultusunda bu tez ¢alismast 5 boliimle hazirlanmistir. Disin ve
hidroksiapatitin genel yapisi tezin 1. béliimiinde agiklanmustir. Uretim ydntemi ve
karakterizasyon asamalarmin anlatildigr 2. bdlimde ¢oktiirme yonteminin biitiin
asamalar1 ve karakterizasyonda kullanilan yontemler ve cihazlar agiklanmistir.
Yapilan iiretim sonucunda elde edilen hidroksiapatit ve glimiis katkili hidroksiapatit
tozlarinin fiziksel, kimyasal ve biyolojik karakterizasyonundan elde edilen veriler
tezin 3. bolimiinde yer almaktadir. Bununla beraber hidroksiapatit tozlarinin
uluslararasi kriterlere uygunlugunun test edildigi bu boliim giimiis salim tayini ile

devam etmektedir. 3. Dbolimiin sonunda ise fiziksel, kimyasal ve biyolojik
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karakterizasyonu yapilan ve en iyi salim karakterine sahip hidroksiapatit ve % 0,40
giimiis katklili hidroksiapatitin dentin yiizeyine kaplama etkinliginin sonuclar1 ve
tartisma bolimi vardir. 4. bolim olan Sonuglar kisminda ise elde edilen biitiin
verilerin sonuglar1 yer almaktadir. Tezin son boliimii olan 5. boliimde ise Kaynaklar

kism1 yer almaktadir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Giris

Bu boéliimde, dentin tiibiillerinin tikanarak diste hassasiyet giderici etki elde etmek
amaciyla iiretilen HAp’nin iiretiminde se¢ilen ¢oktlirme metodunun iiretim stiregleri
ve ekipmanlari, iiretim sonucunda uygulanacak fiziksel, kimyasal ve biyolojik
karakterizasyon parametreleri, HAp yapisi igine katkilanan giimiis iyonlarinin salim

tayini ve dentin tiibiillerine ttkama amagh kullanilan yontem agiklanacaktir.

Bu tezin nihai amaci, dentin tiibiilleri lizerine kaplama malzemesi olan HAp’nin
tiretilmesi, bunun fiziksel, kimyasal ve biyolojik karakterizasyonunun yapilmasi ve
sonunda biitiin gereklilikleri saglayan iiriiniin, dentin tiibiilleri {izerine kaplanmasidir.
Bu nedenle bu boliimde oncelikle HAp’nin iiretim yontemi ile bunun icin gerekli
fizikokimyasal ve biyolojik karakterizasyon islemleri anlatilacaktir. Ardindan dentin

tiibiillerinin lizerine kaplama siireci agiklanacaktir.

HAp’nin iretimi i¢in Turkoz ve arkadaslarinin [11] ¢oktiirme metodu dikkate
alinmistir.  Fizikokimyasal ve biyolojik karakterizasyon igin; faz analizi
incelemesinde XRD, yiizey morfolojisi incelemesinde SEM, elementel analizde
SEM-EDS ve ICP-OES, tane boyut incelemesinde Zetasizer ve SEM, Ca/P oraninin
belirlenmesinde SEM-EDS ve ICP-OES, bilesen gruplarinin belirlenmesinde FTIR,
yogunluk dl¢iimii i¢in Archimed yontemi kullanilmistir. Iyon salim tayini igin ICP-
OES, toksikolojik inceleme igin sitotoksisite, biyobozunma tayini i¢in degradasyon
ve mikroorganizma direnci i¢in antibakteriyel analiz kullanilmistir. Dentin tiibiil
ttkama calismasinda ise Baglar ve arkadaslarmin [3] yaptigi ¢alismadaki yontem,

deneysel tasarim ve analizler referans alinmistir.

2.2. Hidroksiapatit Tozlarin Uretimi

Hidroksiapatit {retimi, Cizelge 2.1°deki malzemeler kullanilarak Sekil 2.1°de

belirtilen agamalara gore yapilmistir.
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Cizelge 2.1 HAp iiretiminde kullanilan materyaller

Materyal Adi

(Ca(NO3),.4H,0) (NH4)2,HPO,
Kalsiyum nitrat Amonyum fosfat
NH; AgN O3

Amonyak Gilimiis nitrat

Etiiv ve Kiil firin Saf su

Hassas terazi Manyetik karigtirict
Isitici Filitre kagidi
Cesitli ebatlarda beher | Vakum {initesi

[ (Ca@NO,), 4H,0) | @H,).HPO,

Kangtirma

I I.
| I

Kavnama Izlemi
Colktiirme
fmme

Kalsinasyon

ul
i
& & & .

Binterleme

Sekil 2.1 Reaksiyon 1, HAp iiretim semast

Katkisiz HAp tiretimi i¢in 6ncelikle Ca/P = 1,67 olacak sekilde 5,94 gr (NH4),HPO,
ve 17,71 gr (Ca(NOs3),.4H,0) tozlart hazirladi. Ardindan diamonyum fosfat, behere
konulup bir miktar saf su eklenip manyetik karistiricida karistirildiktan sonra
amonyak eklenerek karistirilmaya devam edildi. Diger yandan, kalsiyum nitrata bir
miktar saf su eklenip, gozle goriiniir bir ¢oziinme elde edilinceye kadar manyetik
karistiricida karistirildi. Yeterli ¢oziinmenin elde edilmesinden sonra her iki ¢ozelti,
bir miktar amonyak eklenerek karistirildi. Elde edilen karisim, kisa bir siire

kaynatildiktan sonra 12 saat siireyle karistirma iglemine tabi tutuldu.



Sekil 2.2°de gosterildigi gibi nihai karistirma igleminden sonra ¢oktiirme ve siizme
islemleri vakum pompasi kullanilarak yapildi. Siiziilen malzeme “islak kek” olarak
ifade edilmekte olup bunun kurutulmasi i¢in belirli bir sicaklikta ve siirede kurutma
islemi yapildi. Elde edilen nihai iirlinde kristallenmenin gerceklemesi i¢in 1100 C
sicaklikta 1 saat sinterleme islemi yapildi. Sinterlenen tozlar daha sonra dgiitme

islemine tabi tutuldu. Sekil 2.3°de bu siiregte elde edilen malzeme goriilmektedir.

Sekil 2.3 a) Isil islem, b) 6gilitme ve €) nihai {iriin

Ag(l) iyonlart katkili HAp iretiminde ¢6zelti hazirlama isleminde asagidaki

reaksiyon akisinda gosterilen Ca’dan eksiltme ile Ag katkilama yapilmaistir.
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(Ca(NO3)2.4H20)10x(AgNO3)x+(NH4)2HPOs —— Cayo-xAgx(PO4)s(OH)2

% 0,05, % 0,20, % 0,40 Ag(l) iyonlar1 katkili HAp tiretimi i¢in Ca-Ag/P orani 1,67
olacak sekilde asagida belirtilen miktarlarda malzemeler kullanildi. Her ii¢ grup igin
11,84 gr (NH4),HPO, reaksiyona katildi. Bu tartim islemlerinden sonra Ca ve Ag
beraber saf su ile P ise kendi basina saf su ile karistirildi. Bundan sonra elde edilen
cozeltilerle katkisiz HAp igin gegerli liretim asamalar1 tekrarlanarak Ag(l)-HAp

urunleri elde edildi.
% 0,05 Ag(1)-HAp i¢in 35,40 gr (Ca(NO3),.4H,0) ve 0,012 gr AgNO3
% 0,20 Ag(1)-HAp i¢in 35,35 gr (Ca(NO3),.4H,0) ve 0,050 gr AgNO3

% 0,40 Ag(l)-HAp icin 35,28 gr (Ca(NO3)2.4H,0) ve 0,109 gr AgNO;

2.3. Hidroksiapatit Tozlarimn Karakterizasyonu

2.3.1. HAp Tozlarmn Fizikokimyasal Karakterizasyonu

2.3.1.1.  X-Istm Kirimm Incelemesi

X-lIsim1 kirmnmmi (XRD), malzemelerin kristalografik 6zelliklerinin karakterize
edilmesi i¢in kullanilan gii¢lii ve tahribatsiz bir analiz teknigidir. X 1s1n1 toz kirinima,
bilinmeyen kristal yapili malzemelerin (6rnegin mineraller, inorganik bilesikler)
tanimlanmasi i¢in en yaygin sekilde kullanilir [163]. Kristal malzemelerin yap1
kristalliliginin ve fazlarinin, kristal yonelimlerinin ve ortalama tane biiytikliigiiniin,
kristal kusurlarinin belirlenmesinde kullanilan etkili bir yontemdir. X-Isimn1 kirinim
modeli, herhangi bir malzemedeki periyodik atomik diizenlemelerin parmak izini
belirledigi icin ¢ok ¢esitli kristalli numuneler i¢in hizli faz tanimlamayr miimkiin
kilmaktadir [163]. Bu tez ¢alismasi kapsaminda iretilen HAp numunelerin sahip
oldugu fazlari ve kirmim veren pikleri belirlemek amaciyla Afyon Kocatepe

Universitesinde bulunan SHIMADZU 6000 model XRD cihazi kullanilmistir.

Cihaz 40kV/40mA ile iiretilen 1,544 A dalga boyuna sahip Cu Ko X-Ismlarm
kullanmaktadir (Sekil 2.4). Bu analizde, X-Isin1 detektorii numune etrafinda hareket
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ederek pik yogunluklarmi 8lgmektedir. Olgiilen pik siddetleri karakteristik bir dzellik
olan kirmim agis1 20’y1 vermektedir. En yiiksek tepe, %100 olarak tanimlanmaktadir.
Bu maksimum pik degerine gore diger tiim piklerin siddetleri belirlenmektedir. XRD

analizinde 20 tarama aralig1 10° ile 80° arasinda ve 0,1°’lik adimlarla yapilmistir.

Sekil 2.4 SHIMADZU 6000 model XRD cihazi

Toz Kirinim Standartlari Ortak Komitesi (JCPDS) tarafindan HAp i¢in belirlenen ve
Cizelge 2.2°de gosterilen 09-0432 koduna gore referans 20 degerleri kullanilarak faz

tanimlama islemi yapilmigtir.

Cizelge 2.2 ASTM, Numara 9-432, HAp
d(A) IRi% Millerindisleri d(A) I/Ri% Miller indisleri

5250 5 (101) 2,000 5 (203)
4720 3 (110) 1,943 30 (222)
4070 9 (200) 1,890 15 (312)
3880 9 (111) 1871 5 (320)
3510 1 (201) 1,841 40 (213)
3,440 40 (002) 1.806 20 (321)
3170 11 (102) 1,780 11 (410)
3080 17 (210) 1,754 15 (402), (303)
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2814 100  (211) 1,722 20 (004), (411)

2,778 60 (112) 1,684 3 (104)

2,720 60 (300) 1644 9 (322), (223)
2631 25 (202) 1611 7 (313)

2528 5 (301) 1587 3 (501), (204)
2296 7 (212) 1542 5 (420)

2,262 20 (310) 1530 5 (331)

2228 1 (221) 1503 9 (214), (421)
2,148 9 (311) 1,474 11 (502)

2134 3 (302) 1,465 3 (510)

2,065 7 (113)

2040 1 (400)

2.3.1.2. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) ve Enerji Dagilhim
Spektrumu (EDS) incelemesi

SEM, yiiksek gerilim ile hizlandirilmis elektronlarin numune {izerine gonderilmesi
ile elektron demetinin numune yiizeyinde taratilmasi sirasinda elektron ve numune
atomlar1 arasinda olusan elastik ve elastik olmayan carpigmalarla meydana gelen

elektron demetlerinin kullanilmasi ilkesine dayanmaktadir.

Uretim igin kullanilan ¢éktiirme ydnteminin, HAp tozlarmin yiizey morfolojisi, tane
yapist ve Ca/P degerine etkisinin anlagilabilmesi i¢in SEM kullanilmistir. Uretim
stireclerinde dis kaynaklardan dolay1 olas1 kirlenmelerini ortadan kaldirmak amaciyla
HAp tozlari, SEM incelemesi Oncesi etanol ile yikandi. Yikama islemi sonucunda
olusan nemin ortadan kaldirilmasi i¢in oda sicakliginda 30 dakikalik nem ugurma
islemi yapildi. HAp toz ornekleri, iyi bir iletken olmadigindan analiz sirasinda
numunelerin iletkenligini arttirmak icin yiizeyleri Kirikkale Universitesinde bulunan
Polaron marka altin kaplama cihaz1 (Sekil 2.5) ile ince bir tabaka halinde
Altin/Paladyum ile kaplandu.
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Sekil 2.5 a) FEI / Quanta 450 FEG Taramali Elektron Mikroskobu, b) Polaron Altin
kaplama cihazi

HAp tozunun yiizey morfolojisi niceleyici EDS 6zelligine sahip cihazla (Sekil 2.5)
20 kV’luk hizlandirma geriliminde ve ikincil elektron demetleriyle, 0,5 ve 1,0 um
¢cozlinirliikte degerleriyle incelendi. Yiizey morfolojileri incelenirken cihaz
yaziliminda (Measurement Scaler) mevcut dl¢lim programi kullanilarak tane boyut
Olgtimleri yapildi. Tane boyut olglimlerinde her bir numune igin 10 adet 6l¢iim
kaydedildi. Elde edilen 6l¢iim sonuglariyla ortalama tane boyut degeri elde edildi. Bu
degerler, Zetasizer cihaziyla elde edilen tane boyut degerleriyle karsilagtirildi. SEM
incelemesi sirasinda her bir numune i¢cin EDS kullanilarak Ca/P orani ve yiizey
haritalandirmasi yapildi. Boylece HAp ana bilesenleri olan Ca, P ve O’nun analitik

olarak dagilimi belirlendi.
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2.3.1.3. Zetasizer incelemesi

Zetasizer cihazi, numunelerin kimyasal reaktifligi, opakligi, akiskanligi ve malzeme
mukavemetini anlamaya yardimci olan ve nano boyutta tane boyutunun
belirlenmesini saglayan bir cihazdir. Pargaciklarin biiyiikliginiin 6l¢iimi 2 mW
giiciinde kiigiik bir helyum-neon lazeri ile tek mercekli bir lazer kirinim sistemi
vasitasiyla gerceklestirildi. Kiigiik tanelerin boyutlarim1 6lgmek igin 1$1gmn ortam
igerisinde tane boyu etrafindaki hem kirilmasini hem de gegirgenligini dikkate alan
Mie teorisi [164] kullanilmistir. Cihazda, disiik giicteki helyum-neon lazerin 15181,
(genellikle 18 mm capinda) tek renkli 151k demeti olusturmak i¢in kullanilmaktadir.
Tane boyut analizi yapilmasi i¢in Kirikkale Universitesi Merkez Laboratuvarlari
biinyesinde kullanilan Malvern Mastersizer S Zetasizer cihazi kullanilmistir. (Sekil

2.6,) Cihaz, 0,05 ila 3500 mikron arasinda tane boyutlarini belirleyebilmektedir.

Tane boyut analizi, ISO 14887 standardina [165] uygun olarak yapildi. Bu standart
geregi 1 g sodyum heksametafosfat, bir dagitici olarak islev gormek tizere 1000 ml
deiyonize su i¢ginde manyetik bir karistirict ile karistirildi. Sonra 0,5 gram 6gitiilmis
HAp numunesi 80 - 100 ml olacak sekilde hazirlanan ¢ozelti, dnceki adimda elde
edilen ¢ozelti icine dahil edildi. Daha sonra bu iki ¢ozelti, 5 dakika kadar manyetik
karistiricidda karistirildi. Bu islemle pargaciklarin birbirlerinden bagimsiz olarak
hareket etmesi ve ayrilmasi saglanmistir. Bu nedenle karigtirilan siispansiyon daha
sonra 5 dakikalik bir siire boyunca ultrasonik banyoya alindi. Analiz islemi i¢in hazir
hale gelen ¢ozelti, cihaz igerisine alindi ve her bir numune i¢in ayni islem
tekrarlanarak tane boyut Ol¢limleme islemi yapildi. Tane boyut analizi sonucunda
elde edilen sonuglar bir grafik halinde veri ¢iktisi olarak kaydedildi. Cihazin
yazilimiyla elde edilen ortalama tane boyut degerlerinin SEM incelemesi sonucunda

elde edilen degerlerle uyumlulugu degerlendirildi.
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Sekil 2.6 Malvern Mastersizer S Zetasizer cihazi

2.3.1.4. ICP-OES Incelemesi

Indiiktif olarak ¢iflenmis plazma atomik emisyon spektroskopisi ICP-AES, ingilizce
“Inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy” ifadesinin kisaltmasidir.
Ayrica, indiiktif olarak ¢iflenmis plazma optik emisyon spektrometresi (ICP-OES)
olarak da adlandirilmaktadir. Belirli bir elementin karakteristik dalga boylarinda
elektromanyetik radyasyon yayan uyarilmis atomlar ve iyonlar iiretmek i¢in indiiktif
olarak baglanmig plazmay1 kullanan bir tiir emisyon spektroskopisi olan ICP-OES,

elementlerin kimyasal analizlerinde kullanilan analitik bir yontemdir.

Kirikkale Universitesi Merkez Laboratuvar biinyesinde bulunan ve Sekil 2.7°de
gosterilen ICP-OES cihaziyla HAp oOrneklerin ana bilesenleri olan Ca, P, Ag
degerleri ppm diizeyinde belirlendi. Elde edilen Ca ve P degerleri, SEM-EDS
calismasindan elde edilen Ca, P degerleriyle kiyaslandi. Burada, Ca/P orani igin
beklenen 1,66..7 degerinin ger¢eklesme durumu goézlendi. Bu analiz i¢in 14 ml cam
tip igerisine 3 ml nitrik asit, 11 ml eslenik viicut sivis1 (SBF)+HAp eklendi. Bu
soliisyon igerisinden Ca, P degerleri ppm seviyesinde tespit edildi. Yapilan analiz
sonucunda elde edilen sonuglar 3 ayr1 6l¢limiin ortalamasidir. Ayni1 zamanda ICP-
OES, gimiis salim tayininde yapidan salim yapan Ag(l) iyon degerlerinin

belirlenmesinde de kullanildi. Glimiis salim tayininde benzer sekilde 14 ml cam tiip
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igerisine 3 ml Nitrik asit, 11 ml SBF+Ag(l)-HAp kullanilarak hazirlanan ¢ozeltinin
de analizi yapildi. Farkli giin siirelerinde bekletilen her bir 6rnek i¢in Ag(l) iyonu
degeri kaydedildi. Elde edilen degerler, bir ¢izelgeye doniistiirtildii. ICP-OES cihazi,
hem Ca/P oraninin belirlenmesinde hem de Ag(l) iyonu salim degeri belirlenmesinde

kullanildi.

Sekil 2.7 ICP-OES Cihaz1

2.3.1.5.  Yogunluk Olciimii Incelemesi

Yogunluk 6l¢timiinde kullanilmak tizere HAp numunelerden bir kismi 6giitiilmeden
sinterlendi. Bu HAp numunelerinin yogunlugunun belirlenmesinde kesin bir analiz
yontem zorunlulugu olmadigindan [134], yogunluk 6l¢iimlerinde Archimed yontemi

kullanildi (Sekil 2.8).

Parcacik boyutu ve gézenekli yapt malzeme yogunlugunu etkileyen faktorlerdendir.
Yogunluk 6l¢iimiinde oncelikle HAp kat1 6rneklerinin agirliklar tartildi. Ayni drnek
sulu terazi icine daldirilarak sulu halinde agirligi Olgiildii. Tasirdigr su miktar
Olgiilerek, kuru agirhigin hacme oraniyla yogunluklari belirlendi. Elde edilen

yogunluk degerlerindeki degisim, katki oranindaki degisime goére incelendi.
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Sekil 2.8 Archimed prensibine gore yogunluk dlgiim sistemi

2.3.1.6. FTIR incelemesi

Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) kati, sivi veya gazin kizilGtesi
sogurma spektrumunu veya salinimini elde etmek i¢in kullanilan bir yontemdir [124,
165]. FTIR spektroskopisinin amact bir 6rnegin her dalga boyunda 15181 ne kadar iyi
sogurdugunu oOlgmektir [166]. Bunu 0Olgebilmek igin kullanilan FTIR’da, bir
numuneye belli bir frekansta tek dalga boyunda 1sik gonderilerek, 1181n ne kadarinin
numene tarafindan emildigi ol¢tilmektedir [124, 165]. Bu islemde dalga boyuna
karsilik gelen sogurma oranina gore bir pik siddeti olusmaktadir. Bu analiz sonucu,
dalga boyuna karsilik gelen sogurma siddeti ¢izilerek bir spektrum elde edilmektedir.
FTIR spektroskopisi, birgok malzemenin kimyasal yapisin1 belirlemede kullanildigi
gibi, CaP iriinlerinin kimyasal analizinde de siklikla kullanilmaktadir. Bu analiz
sonucunda elde edilen spektrumun pikleri; konum, yogunluk, genislik ve dalga sayisi
gibi bilgileri gostererek, iirtiniin fonksiyonel gruplarinin yorumlanmasinda katki

saglamaktadir.
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Sekil 2.9 Bruker Vertex V70 FTIR Cihazi

Uretimi yapilan HAp toz numunelerinin fonksiyonel gruplarmi belirlemek amaciyla
Kirikkale Universitesi Merkez Laboratuvari biinyesinde bulunan Bruker Vertex V70
marka FTIR cihazi (Sekil 2.9) kullamldi. Cihaz, 400-4000 cm *dalga boyu
araliginda galigmakta olup ¢oziiniirliigii 4 cm * ve 36 kez ortalama taramasi sayisi
olan bir cihazdir. Cihazda, birkag mg kadarlik toz numuneler ile analiz
edilebilmektedir. Kullanilan numune miktarinin azligi, analizlerin tekrarlanabilirligi
gibi ozellikleri nedeniyle FTIR teknigi kullanigl bir analiz yontemidir. Bu analizle
iiretimi yapilan katkisiz HAp ve Ag(l)-HAp érneklerinin PO4>, OH", COs*, HPO,*
fonksiyonel gruplar1 belirlenmeye calisildi. Analiz sonucunda dalga boyuna karsilik
sogurma yogunlugunu gosteren bir spektrum ¢izildi. Elde edilen grup dalga boylari

literatiirle karsilastirilarak sonuglarin uygunlugu degerlendirildi.

2.3.2. HAp Tozlarimin Biyolojik Karakterizasyonu
2.3.2.1.  Antibakteriyel incelemesi

Boliim 1.1.4 literatiir 6zeti boliimiinde ortopedi ve dis tedavilerinde olas1 bakteriyel

enfeksiyonlara tedavinin ilk asamasinda karsi koyabilmek i¢in HAp kullanilan
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caligmalarda bazi antibakteriyel ajanlarin eklendigi anlatilmisti. Katkilanan iyonlarin
antibakteriyel etkinliginin belirlenmesi iiriiniin uygulama yerindeki aktifligi hakkinda
bilgi edinmemizi saglamaktadir. Bu nedenle bu ¢alismada farkli katki oranlarinda
giimiis iyonu eklenmis HAp tozlarmin antibakteriyel 06zellikleri belirlenmeye

calisild.

Antimikrobiyal aktivite testleri ASTM E2149 [162] standardina gore yapildi. Test
icin Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus mutans ATCC 25175 ve
Candida albicans ATCC 90028 suslarinin 24 saatlik taze kiiltiiriinden Tryptic Soy
Broth besiyerine ekim yapildi. 18 saatlik lireme sonucu 475 nm’de 6l¢timleri yapilan
ve 3,0.10° adet konsantrasyonuna denk miktarda absorbansi okunan mikroorganizma
slispansiyonunun standartta belirtilen miktara kadar tampon ile seyreltme yapildi.
Steril 250 ml’lik erlenlere antimikrobiyal aktivite testi yapilacak olan orneklerden
her biri igin ayr1 ayr1 0,5 - 2,0 g kadar malzeme hassas terazide tartilarak konuldu.
Uzerlerine, konsantrasyonlari 3,0.105 adet olan taze kiiltiirlerden 50 ml asilama
yapildi. ik saatte Plate Count Agar’a numunelerden ekim yapildi. Erlenler
calkalamali inkiibatorde (150 rpm) inkiibasyona birakildi. 0., 1. ve 24. saatlerde Plate
Count Agar’a ekimleri yapilan ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilan
numunelerin, inkiibasyon sonrast1 saymmlart yapildi. Yapilan sayimlarin
degerlendirilmesi sonucu deneye tabi tutulan numunelerin antimikrobiyal aktivite
gosterip gostermedigi yiizdesel olarak belirlendi. Elde edilen sonuglar tez igerigine

hem sekil hem de ¢izelge olarak eklendi.

KH2PO4, NaOH, HCI, Tryptic Soy Broth, Plate Count Agar deney i¢in gerekli
kimyasal maddeler ve besiyerlerdir. Bununla beraber Otoklav, mikropipet,
calkalayicilt ve sabit inkiibator, spektrofotometre, pH metre, laminar flow kabini,
manyetik karistirici, ¢alkalayicili su banyosu, distile su cihazi, hassas terazi, dijital
kronometre/saat, koloni sayim cihazi, sicaklik, basin¢ ve nem Slger aletleri de deney

icin gerekli ekipmanlardir.

2.3.2.2.  Sitotoksisite incelemesi

Coktirme yontemini kullanarak {iretimi yapilan katkisiz HAp ve Ag(l)-HAp

biyomalzemelerin viicut i¢i uygulamalarda kullanilmasi hedefi nedeniyle
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malzemelerin toksik etkiye sahip olup olmadiginin belirlenmesi 6nemlidir. Bu
nedenle iiretilen bu biyomalzemelerin biyolojik degerlendirilmesi i¢in TS EN ISO
109993-5’¢ uygun olarak viicut dis1 sitotoksisite deneylerinin yapilmasi

gerekmektedir [161].

Kirikkale Universitesi Merkez Laboratuvart biinyesinde yapilan sitotoksisite
deneyleri, toksikoloji caligmalarinda in vitro kosullarda yaygin olarak
kullanilmaktadir [161]. MTT ((3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) tetrazolium) testi, toksik madde varligiyla olusacak toksikligi veya hiicre
canliligimi saptamada kullanilan yontemlerden biridir [161]. Sitotoksisite testi ve
hiicre yayilimi, 6rneklerin canliliginin %70'in altinda olmast durumunda sitotoksik
potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Bu dogrultuda, HAp, Ag(l) katkili HAp
tozlarinin sitotoksik etkisini gézlemlemek icin bu test, HAp partikiilleri ile muamele
Oncesi, sonrasi ve ayrica degradasyon sonundaki ortam sivilari igin de
gerceklestirildi. Bu islemler, L929 fibroblast hiicreleri kullanilarak yapildi. Test
prosediirii icin EN 10993-5 standardi kullanildi. Kontrol gruplarina goére canlilik
yiizdesi asagidaki denklem kullanilarak ISO 10993-5 standartlarina gore hesaplandi.

100x0D570€
ODs70p

Canlilik (%) = 2.1

Buradaki OD570e ve OD570b degerleri, sirasiyla numunelerin ve kontrol grubunun

optik yogunluk degerleridir.

Kirikkale Universitesi Merkez Laboratuvari Biyouyumluluk laboratuvarinda bulunan
sitotoksisite deney diizeneginde asagidaki adimlar takip edilerek analizler yapilda.

Analizler laminar flow kabininde, steril bir ortamda yapildi.
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Cizelge 2.3 Sitotoksisite analizi siirecleri [161].

Siire (h) Islem

00:00 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekim: 1x10* hiicre/kuyucuk/100 pL
DMEM besiyeri, inkiibasyon (% 5 CO, 37°C, > % 90 nem )

24:00 Kiiltiir vasat1 uzaklastirilir

24:00 DMEM besiyeri i¢cinde deney numunesi 6ziitliniin > 4 farkl derisimi
uygulanir (100 puL), (Muamele edilmemis koér= besiyeri, pozitif ve
negatif kontroller uygulanir), Inkiibasyon (% 5 CO,, 37°C, > % 90

nem)

48:00 Morfolojik degisiklikler mikroskobik olarak degerlendirilir.
Deney vasati uzaklastirilir., 50 pL MTT c¢ozeltisi eklenir.
Inkiibasyon (% 5 CO, 37°C, 2 h)

51:00 MTT ¢ozeltisi uzaklagtirilir
Her kuyucuga 100 pL izopropanol eklenir
Kiiltiir kab1 ¢alkalanir.

51:30 570 nm’de absorbans okunur (referans 650 nm)

2.3.2.3. Degradasyon Incelemesi

Coktiirme yontemiyle iretimi yapilan katkisiz HAp ve Ag(l)-HAp tozlarinin
biyouyumluluk gerekliliklerini test etmek i¢in yapilan analiz yontemlerinden birisi de
degradasyon tayinidir [167]. Degradasyon, bir maddenin kendini olusturan kimyasal
bag yapisiin fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkiler sonucunda degiserek fiziksel
olarak bozunmasidir [159, 166]. Kullanim yerindeki sicaklik degisimi, diyet faktorii
ya da uygulama bolgesinde maruz kalinan kimyasal atiklar ve pH degisimi sonucu
ortaya ¢ikan asidik ya da alkali ortam gibi etkiler malzemenin bozunmasina sebep
olabilmektedir [167]. Viicut i¢i uygulamalar hedef alindigi i¢in degradasyon testinde

viicut i¢i stvilardan olan SBF ile yapay tiikiiriik kullanildi.

Degradasyona ugramamast yani biyobozunmaz olusu malzemenin yapisal

kararliligiin da bir oOl¢iisii olarak degerlendirilebilir. Bozunum olmasi ya da
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olmamasi kullanilan malzemenin kullanim yerindeki beklentilerine goredir. Dentin
tiibiil ttkama gibi ¢alismalarda tikayici ya da kaplayici olarak kullanilan ajanlarin
yiizey lizerinde degrade olmamasi1 beklenmektedir. Antibakteriyel etki elde etmek
amaciyla yapilan iyon katkilamali bazi ¢alismalarda iiriiniin belli bir oranda

bozunuma ugramasi istenen bir durumdur.

Kirikkale Universitesi Merkez Laboratuvari biinyesinde yaptigimiz analiz islemi icin,
ISO 10993 Medical Tibbi Cihazlarin Biyolojik Degerlendirmesi [167] standardi
Boliim-13 referans alindi. Katkisiz HAp ve Ag(l)-HAp numunelerinin degredasyonu
Kokubo ve arkadaslar1 tarafindan dnerilen eslenik viicut sivist (SBF) kullanilarak in
vitro olarak degerlendirildi [168]. Bu amagla, 37°C (etiiv iginde) ortam sicakliginda
fosfat tamponu (pH 7,4 ) kullanildi. Analiz yapilirken iriinler caligma amacina gore
4, 8, 12, 16, 20 hafta siireyle degradasyona tabi tutuldu. Degradasyon isleminde
oncelikle malzemelerin kuru agirliklar1 6lciildii. Her 4 haftalik siire sonunda
malzemenin kuru agirh@indaki degisime gore degradasyon miktar1 kaydedildi.
Degredasyon sirasinda her 4 hafta da bir ortam pH’si kontrol edildi. Degrade olan
ornek miktart ISO 10993-13 standardi referans alinarak hesaplandi. Degredasyon
calismasi siiresince 6rnek/sivi orami 1/1 (kiitle (mg) / hacim (ml) olacak sekilde sabit

tutuldu.

Degradasyon c¢aligmasi degerlendirmesinde malzemenin kiitlesel olarak degisimi
degerlendirilmektedir. Analiz Oncesi ve sonrasi kiitle farkina gore degerlendirilen
degrasyon miktar1 bozunma durumunun incelenmesinde tek basina yeterli degildir.
Bu nedenle dentin tiibiil ttkama c¢alismasinda degradasyon 6ncesi ve sonrast SEM,
FTIR ve sitotoksisite analizleri de yapilmistir. Boylelikle degradasyonun sirasiyla
morfoloji, fonksiyonel gruplar ve malzeme toksisitesi T{izerindeki etkisi de
degerlendirilmistir.  Bununla birlikte degradasyon ¢alismasinda kullanilan
degradasyon sivisi SBF, toksik olmadigindan degradasyon sonucunda bu sivinin
icine salim yapabilecek ve toksik etki dogurabilecek malzemelerin etkisinin
degerlendirilmesi i¢in degradasyon oncesinde ve sonrasinda degradasyon sivisinin
toksikligi de incelendi. Biitiin analizler sonucunda elde edilen veriler gizelgelerle ve

sekillerle gosterilmistir.
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2.4. Ag(l)-HAp Tozlarindan Giimiis Salim Tayini

Bu calismada, dis dentin yiizeylerinin kaplanmasi ¢alismasinda kullanilmak {izere
¢oktiirme metoduyla sentezlenen hidroksiapatite (HAp), 0,05 %, 0,20 %, 0,40 %
(w/v) oranlarinda Ag(l) iyonu katkilandi, giimiis katkili nano hidrokisapaptitten
(Ag(l)-HAp) giimiis iyonunun salimi incelendi. Bu amagla, SBF igerisinde belirli
zaman dilimlerinde ( 1/2-1-3-5-10-20-30 giin ) bekletilen 6rneklerin muamele
sonunda Bolim 2.3.1.4° de tarif edildigi gibi ICP-OES ile Ag(l) konsantrasyonu
belirlenmeye ¢alisildi. Bu g¢aligmalara ek olarak uygulama yerinin taklit edilerek
biyomalzemenin bozunup bozunmadiginin kontrol edildigi degradasyon calismasi
2.3.2.3 boliimiinde tarif edildigi gibi yapildi. Eslenik viicut sivisi ortaminda 20 hafta
stireyle yapilan degradasyon g¢alismasinda malzemenin bozunmasi kontrol edildi.
Olast bozulma sonucunda Ag(l)-HAp biyomalzemeden Ag(l) salimi olusup
olugmadigr belirlemek i¢in degradasyona tabi tutulan kati 6rnekte ve degradasyon
stvisinda Bolim 2.3.2.2° de tarif edildigi gibi sitotoksisite caligmasi yapildi. Bu
islemle beraber degradasyon tayini yapilan 6rneklerin hem degradasyon Oncesinde
hem de degradasyon sonrasinda toksikligi de kontrol edildi. Degradasyon
calismasinda hazirlanan sivi toksik olmadigindan, bu yolla degradasyon sonucunda
malzeme toksikligin degisimi izlenmistir. Elde edilen verilerle in vitro olarak Ag(l)
salim tayini ppm cinsinden belirlendi. Salim degerleri ve degradasyon yiizdeleri
zamana bagl olarak ¢izildi. Degradasyonun salim {izerindeki etkisini belirlemek
amagli yapilan sitotoksisite ¢aligmasina ait sonuglarda sekil olarak gosterildi. Giimiis
salim tayini caligmasi igeriginde ayrica salim mekanizmasinin iyi anlasilmasini
saglayan salim kinetigi ¢alismasi yapildi. Elde edilen sonuglara gére Ag(l) katkili
HAp malzeme i¢in ¢alisma igerigindeki iyon gruplarindan hangisinin biyo amaglh

olarak kullanilabilir oldugu belirlenmeye ¢alisildi.

Bu ¢alisma igeriginde sonuglarin istatistiksel olarak anlamliliklarin1 degerlendirmek
icin F ve t ¢oklu karsilastirma testleri yapilmstir. Istatistiksel calismanin sonunda,
sonuglar arasinda anlamli bir fark olup olmadig: ilgili sekillerin tizerinde kiigiik
harflerle gosterildi. Ayrica yapilan analizlerde sonuglarin  dogrulugunun
belirlenmesinde kullanilan gegerli kilma galismasiyla geri kazanim hesaplamalar1 da

yapildi. Bu hesaplamada salim isleminden sonra ve standart ekleme yontemi ile (0,05
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ppm Ag(l)) eklenerek degerlendirildi ve salim ¢alismasi igin geri kazanim % 92
olarak bulundu. Bununla birlikte, sitotoksitite ¢calismalarinda da geri kazanim % 96

olarak belirlendi.

2.5. HAp Tozlarinin Dentin Tiibiillerine Kaplanmasi

Agiz hijyeni bilincinin eksik olmasindan, yeme ve igme aligkanliklarindan
kaynaklanan asit ataklarindan ve bakteriyel metabolizmadan kaynaklanan asit
saldirilarindan dolay1 dis sert dokularinda mineral erimeyebilmektedir. Bu olumsuz
etkilerin sonucunda diste gergeklesen yipranmalar ve asinmalar ile dis tiibiillerinin

agizlarimin agilmast meydana gelmektedir (Sekil 2.10 ).

Sekil 2.10 a) Dentin tiibiilleri, b,c) Dentin tiibiil agizlarinin agik oldugu durum

Bu tiir dis tiibiillerinin ag¢ildig1 lezyonlar1 olan kisiler, soguk, sicak veya dokunsal
gibi uyaricilardan kaynaklanan agrilara maruz kalmaktadir. Bu etkiler sonucunda
diste dentin hassasiyeti diye adlandirilan agrilarin olacagi Bolim 1.1 de
aciklanmistir. Dentin hassasiyetinin kaynaklart Sekil 2.11° de [169] temsili olarak

gosterilmistir.
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Dentin

Sekil 2.11 Dentin hassasiyeti temsili gorsel [169]

Dentin tiibiil agizlarinin kapatilmasiyla tiibiil kanallarina sivi akist engellenecektir.
Dis etkilerinde engellendigi bu durumda dis hassasiyeti ortadan kaldirilabilecektir.
HAp gibi Ca-P igerikli bir biyomalzemenin burada tikayici olarak kullanilmasiyla
hem hassasiyet giderici etki elde edilmis olacaktir hem de yeniden mineral kazanan
bir dentin yiizeyi elde edilmis olacaktir. Bu amagla yapay farkli yontemler
kullanilarak dentin yiizeyleri kapatilarak asagidaki Sekil 2.12°de oldugu gibi bir

durum elde edilecektir.

Sekil 2.12 Dentin Tiibiil Kaplama Islemi a) Tiibiil Kaplama b) Kaplanmis Dentin
Tiibiilii ¢) Kaplanmis Tiibiil Kanal1 I¢i
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2.5.1. Dentin Disklerinin Hazirlanmasi ve Kaplama islemi

Kirikkale Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanan ve bu tezin
ekinde sunulan Etik Kurul karariyla bagis¢ilarin bilgilendirilmesinden ve kabul
protokoliiniin onaylanmasindan sonra ¢ikarilmig yirmi dort ¢liriik insan disi toplandi.
Disler gevredeki tiim yumusak dokulardan temizlendi. Kullanim i¢in disler % 10'luk
formaldehit soliisyonunda 1 saat bekletildi. Daha sonra akrilige kesim islemlerinin
kolay olmasi i¢in gémiildii. Daha sonra dentin bloklar1 (2 mm kalinlikta) okliizal
yiizeye paralel olarak, okliizal dentin-mine baglantisinin 1 mm altinda, su sogutmali
disiik hizli elmas testereyle kesilerek elde edildi. Kesim sonucunda dentin
yiizeylerini barindiran diskler, 1slak zemin 600, 1000, 1200 ve 2000 kumlu silisyum
karbiir parlatma kagitlar ile parlatildi. Dentin numuneleri bir yaris1 kontrol grubu bir
yarist da deney numunesi olmak {izere iki pargcaya boliindii. Dentin Srneklerinde
lezyonlar (70-100 mm derinliginde) olusturmak ic¢in, 25°C'de 96 saat
demineralizasyon ¢ozeltisine daldirildi. Daha sonra temizlik amaciyla deiyonize
suyla 10 dakika boyunca yikandi. Bu islemler i¢in uygulanan yontem Sekil 2.13’de
gosterilmistir. Numuneler daha sonra rasgele olarak {i¢ gruba ayrildi. Bu gruplardan
birincisi higbir islemin yapilmayacagi kontrol amaclh kullanilacak kaplamasiz grup,
ikincisi katkisiz HAp kaplamasi amaciyla kullanilacak grup, iglinciisii de Ag(l)-HAp
kaplamas1 amaciyla kullanilan gruptur. Kaplama ve karakterizasyon islemleri

oncesinde numuneler agsagida belirtilen asamalar1 takip etmistir.

Grup 1 — Kontrol disi olarak adlandirilan ve kaplama yapilmayan dis 8 saat yapay
tikiiriikte tutuldu.

Grup 2 - Dentin 6rnekleri %10 HAp igeren HAp-saf su-suni tiikiiriik siispansiyon
¢ozeltisine daldirildi. 200 rpm'de Karistirilarak 8 saatte boyunca 37°C'de karistirilda.

Grup 3 - Dentine ornekleri %10 Ag-HAp iceren HAp-saf su-suni tiikiirik
siispansiyon c¢ozeltisine daldirildi. Daha sonra, drnekleme grubu 2'ye uygulanan

stire¢ bu grup elemanlarina da uygulandi.

62



Sekil 2.13 Dentin Disk Modeli Uygulamasi

Bu in vitro calismada Sekil 2.10’daki gibi agik dentin tiibiil agizlar1 sentezlenen HAp
ve Ag(l)-HAp tozlariyla Sekil 2.12°deki gibi kaplanmaya ¢alisgilmistir. Bu kaplama
islemi, HAp malzemelerin kendiliginden ¢okelme kabiliyetini ve/veya dentin
yiizeyine yapisma yetenegini ve fircalama ya da siirtinme gibi herhangi bir ekstra
fiziksel kuvvet olmaksizin dentin yapisina niifuz etme kabiliyetini belirlemek i¢in
gerceklestirilmistir. Bu kaplama islemi i¢in Baglar ve arkadaslarinin yaptigi
caligmada kullandiklar1 Sekil 2.12 gosterilen dentin disk modeli [3] kullanilmistur.
Hazirlanan dentin kesitleri {lizerine HAp tozlar1 yapay tiikiiriik i¢inde c¢oktiirme

metoduyla yi1gilmaya ¢alisilmistir.

Ayrica bu c¢alisma i¢inde kaplama amagli kullanilacak HAp tozlarinin
Staphylococcus mutans, Escherichia coli ve Candida albicans bakterilerine karsi
antimikrobiyal aktivite ozellikleri belirlemek i¢in Bolim 2.3.2.1°de tarif edilen

sekliyle antibakteriyel analiz yapildi.

Ayrica kaplama isleminde HAp kapli dentin numunelerinin toksikolojik 6zelliklerini

degerlendirmek i¢in Boliim 2.3.2.2” de tarif edilen sekilde sitotoksisite ¢aligmalari da
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yapildi. Bu malzemelerin kaplama/remineralizasyon etkilerini degerlendirmek igin
HAp ve Ag-HAp'min SBF'deki dentin ylizeyleri iizerindeki bozulmasi da Bdliim
2.3.2.3’de tarif edilen degradasyon analizi yapildi. Kaplanan yiizeylerin fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerini degerlendirmek amaciyla, bozunma isleminden 6nce ve sonra
sirasiyla Bolim 2.3.1.6°da ve Boliim 2.3.1.2°de tarif edilen sekliyle FTIR ve SEM
caligmalar1 da yapildu.

Kontrol dis, HAp kapli dis ve Ag(l)-HAp kapli dis gruplarindan elde edilen
sonucglarin farkliliklarini istatistiksel olarak analiz etmek i¢in 0,05 anlamlilik
diizeyinde F ve t ¢oklu karsilastirma testleri yapildi. Bu degerlendirme de k faktorii 2
olan % 95'ik bir giiven araligi kullanildi. Bozulma ve sitotoksisite testlerinin
istatistiksel degerlendirmesi icin asagidaki gibi bir hipotez belirlendi. Ornek olarak,
kontrol disinden ve HAp uygulanmis disten alinan sonucun degerlendirilmesinde
kullanilan hipotez asagidaki verilmistir. Kontrol disi, HAp kapli dis ve Ag(l)-HAp
kapli dis gruplarindan kendi aralarindaki degerlendirmesinde de bu hipotez
kullanilmistir. Kontrol grubu disin hem HAp kapli dis hem de Ag(I)-HAp kaph dis
ile degerlendirmesinin yaninda HAp ve Ag(I)-HAp kapli diste kendi aralarinda

degerlendirilmistir.

1. Hipotez: HO: Xort_Kontrol = Xort_HAp, iki verinin aritmetik ortalamasinda bir
fark yoktur.

2. Hipotez: H1: Xort Kontrol # Xort HAp, iki verinin aritmetik ortalamalar:
farklidir.

Burada kurulan hipotezde Kontrol disi i¢in elde edilen degerlerle HAp igin elde
edilen degerlere uygulanan F ve t coklu testinde | tstat I > t sonucu elde edilmisse; iki
veri birbirinden farkli ve kritik iki deger olarak tanimlandi. Boylelikle 1. Hipotez
reddedilmistir. “Iki verinin aritmetik ortalamalar1 farklidir” sonucu not edildi. Bunun
zitt1 bir sonug elde edildiginde ise; 1.Hipotez kabul edilmis, 2.Hipotez reddedilmistir
ve “Iki verinin aritmetik ortalamasinda bir fark yoktur.” sonucu not edildi. Aym
hipotezi kullanarak SEM, Sitotoksisite ve Degradasyon analizleri i¢in de istatistiksel

degerlendirme yapildi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1. Giris

Bu tez ¢alismasimin amaci, ¢oktiirme yontemiyle nanoboyutta katkisiz HAp ve %
0,05, % 0,20, % 0,40 (w/v) Ag(I) iyonu katkilanmis Ag(I)-HAp biyomalzemelerini
sentezleyerek dentin tiibiilleri kaplama malzemesi olarak kullanilabilirligini
aragtirmaktir. Uygulamalarda siklikla tercih edilen ticari HAp triinlerinin yerine bu
caligma da ¢oktiirme yontemiyle iiretilen triinler kullanilmistir. Bununla birlikte dis
tedavisi uygulamalarinda kullanilmayan giimiis katkili HAp ile agiz ortaminda
antibakteriyel bir bolge olusturmak da hedeflenmistir. Bu dogrultuda iiretilen
HAp’lerin dis tedavilerinde kullanilacak olmasi nedeniyle fiziksel, kimyasal ve
biyolojik 6zelliklerinin ISO 13779-1 [158], ASTM F1185 [134], ASTM E2149 [162]
ve ABD Gida ve Ilag Idaresi [160] tarafindan belirtilen kriterleri karsilamasi
onemlidir. Kriterlere uygun olan numunelerden giimiis katkili iiriinler tizerinde ayrica
giimlis salim tayini yapilarak zamana bagli olarak yiizdesel bir salim degeri
belirlenmeye c¢alisilmistir. Daha sonra katkisiz HAp ve % 0,40 Ag(I) katkili Ag(l)-
HAp numuneler yapay tiikiiriik kullanarak agiz i¢i ortaminin taklit edildigi bir
ortamda dentin tiibiilleri ilizerine kaplanmaya c¢alisilmistir. Son olarak da kaplama
etkinligi ¢esitli testlerle kontrol edilerek metodun gegerliligi gézlemlenmeye

calisiimastir.

Yapilan deneysel islemler asagida siralandigi gibi 3 asamada planlanmistir.

1. Asamada fretilen katkisiz HAp ve farkli katki oranli Ag(I)-HAp numunelerinin
fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozelliklerinin ISO 13779-1 [158], ASTM F1185
[134], ASTM E2149 [162] ve ABD Gida ve Ilag Idaresi [160] tarafindan belirtilen
kriterlere uygunlugu kontrol edilmistir.

2. Asamada kriterleri saglayan numunelerden % 0,05, % 0,20, % 0,40 Ag(l) iyonu
katkilanmis Ag(l)-HAp numunelerinin giimiis salim tayini belirlenmeye ¢aligilmistir.
3. Asamada ise katkisiz HAp ve % 0,40 Ag(I) katkili Ag(I)-HAp numunelerinin

dentin tiibiilleri lizerine kaplanarak kaplama performansi aragtirilmistir.
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3.2. HAp Tozlarmn Fiziksel ve Kimyasal Analizi

3.2.1. Faz Tamimlama ve Faz Safsizhg Incelemesi

Uretilen katkisiz HAp ve farkli katki oranli Ag(I)-HAp numunelerinin kristalografik
incelemesinin yapilmasi amactyla XRD yontemi (bkz. Boliim 2.3.1.1) kullanilmustir.
Elde edilen XRD modelleri {lizerinde zirve noktalarinin karsilik geldigi 26
degerlerinin literatiirle olan uyumu belirlenmeye c¢alisilmistir. Bununla birlikte XRD
calismasindan HAp i¢in a ve c Orgii parametreleri cihaz kiitiiphanesi yardimiyla
belirlenmistir. XRD modelinde elde edilen HAp deseni ve farkli giimiis katkilt Ag(1)-
HAp numunelerinin desenleri Sekil 3.1 ve Sekil 3.2° de gosterilmistir. XRD sekilleri
tizerinde HAp, B-TCP, CaO, Ag ve AgsPO0; icin karakteristik olan 2 teta degerleri

gosterilmistir.

Tim HAp ve giimiis katkili Ag(l)-HAp numunelerinin XRD desenlerinin HAp’nin
sahip oldugu XRD desenine ¢ok benzedigi bulunmustur. Bununla birlikte HAp igin
20 =31.77 °, % 0,05 Ag(l) i¢in 26 = 31.80 °, % 0,20 Ag(l) i¢in 20 = 32,02 ° ve %
0,40 Ag(l) igin 26 = 31.90° olarak belirlenmistir. Glimiis katkilama oranina goére 26

degerlerinde dikkate deger bir degisim gézlenmemistir.

Gilimiis eklenen tiim hidroksiapatit 6rneklerinde XRD desenlerinde gosterildigi gibi
gimiis fosfat (AgsPO4) ve glimiis metali (Ag) varhigi gozlenmistir. Artan giimiis
icerigi ile birlikte, AgsPO, piklerinin siddetinde katki oraniyla orantili bir atig da
gozlenmistir. Bununla beraber her bir grup i¢in 20 = 45.31 © 'de kiiciik tepe noktasi
metal gliimiisiin varligin1 gostermektedir. Ayrica yaklagik 20 = 20° ve 36°’lerde

AQ3PO, varligi tespit edilmistir.

Alman XRD sonuglarina gore tiim XRD modellerinin kalsiyum fosfatlar i¢in gegerli
Uluslararas1 Kirilma Verileri Merkezi (ICDD) dosyalar ile tutarli karakteristik
zirvelere sahip oldugu goriilmiistiir. JCPDS Stokiyometrik HAp i¢in 9-432 dosya
numarast ile karakteristik HAp indis degerleri her bir a¢1 i¢in dikkatlice
incelenmistir. XRD analizi sonucunda tiretimi yapilan HAp’nin faz safsizligi %99,05
(£ 0,5), a = 9.4263 (+0,04) (9.4420 nm [97]) ve c= 6.8944 (+0,04) nm (6,8800 nm

[97]) 6rgli parametreleri sonucu elde edilmistir. Elde edilen 6rgii parametre degerleri
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ve XRD modelleri literatiirde yaymlanmis olan tipik XRD sonuglartyla ile birebir
uyumlu oldugu gériilmiistiir [11, 70, 97, 132].
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Sekil 3.1 HAp XRD sonucu (JCPDS no. 09-0169 ve JCPDS no. 09-0432)

XRD modellerinde elde edilen sonuglara gére HAp ve farkli giimiis katkili Ag(I)-
HAp numunelerinin hepsinde CaO’nun eser elementleri gozlemlenmemesine ragmen
cok az miktarda f—TCP fazina ait pikler gozlenmistir. B—TCP faz1 Ag(I)-HAp’ler igin
HAp’den daha fazla gézlemlenmistir. Ca’dan eksiltme olarak yapilan Ag ilavesinin
bir sonucu olarak Ca oranindaki azalma ile Ag(I)-HAp’lerde HAp’den daha fazla f3-
TCP faz1 gdzlemlenmistir. Uretim asamalarinda Ca ve P gruplart oncelikle kendi
aralarinda ¢ozelti haline getirilip daha sonra birbirleriyle karistirilmaktadir. ICP-OES
cihaziyla belirlenmeye calisilan Ca ve P’nin reaktif oranlarina gore (bkz. Cizelge 3.7)
Ca ve P’nin biitinii reaksiyona girmemektedir. Reaksiyona giren Ca ve P’lerin
varligt Ca/P molar oranini saglamaktadir. Reaksiyona girmeyen Ca ve P’lerin
stizdiirme islemiyle tam uzaklastirllamamast HAp kirliligine neden olacaktir.
Reaksiyona fazla Ca girmesi ya da fazla P girmesi yapinin safsizligini
etkileyeceginden bu durum ¢ok istenmemektedir [73, 97]. Coktiirme yontemiyle elde

edilen HAp’lerde katkisiz olmayan yapilar ya da tam HAp olmayan apatitler 1sitma
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sirasinda ayrisirlar [11, 70]. Safsizlik {izerinde etkisi oldugu igin istenmeyen bu
durumlar aslinda Ca/P molar orani 1,67'yi astig1 ya da altinda kaldigi durumlardir.
Ca/P molar oran1 1,67’yi asarsa, yani fazla Ca varligi CaO olusmasina, Ca/P molar
orani 1,67' nin altinda kalirsa yani fazla P varlig1 da f—TCP fazinin olusmasina neden
olacaktir [70, 97]. Bu iki sonucun ortaya ¢ikmamasi igin baslangi¢ reaktif oranlar
dikkatlice ayarlanmalidir. Reaksiyona girmeyen Ca ve P’ler siizdiirme islemiyle

diizgiin bir sekilde uzaklastirilmalidir.

(Ca(NO3),.4H,0), (NH;);HPO,4, NHs3, AgNO; ana girdi friinlerin reaksiyonu
sonucunda olusan Cajo(PO4)s(OH), HAp formiilii, ¢oktiirme metodu igerisinde
gerceklestirilen kurutma ve sinterleme islemleri sonucunda 20 mol NH;NOj3 ve 6 mol
H,O bilesenlerinin yapidan ayildigini gostermektedir. Bununla beraber iiretim i¢in
kullanilan ana girdi triinlerinin safsizligi da elde edilecek iiriiniin safsizlizligini
etkileyeceginden dolayr énemlidir. Uretilen HAp numunelerinin sahip olabilecegi
kirlilikler ya da yabanci iyonlar XRD analizi ile agik¢a belirlenebilmektedir. Elde
edilen XRD sonuglarina gore iiretim asamasinda kullanilan girdi diriinlerinde az
miktarda da olsa bulunabilen sodyum (Na?*), amonyum (NH,"), potasyum (K™,
kloriir (CI) ve nitrat (NO3z) [97] gibi iyonlarn nihai friinde bulunmadigi
gorlilmiistiir. Bu iyonlar iiretilen HAp’nin safsizligina direkt etki edebilen iyonlar
olarak kristal orgii igine kolayca dahil olabileceginden [70, 97] XRD modelinde
bulunmamalar tiretim metodunun etkinligini ve reaksiyon sentezinde kullanilan ana
malzemelerin safsizligin1 gostermektedir. HAp sentezlenmesi asamasinda tercih
edilen ¢oktiirme yonteminin etkinligi XRD modelinden elde edilen sonuglarla da

dogrulanmaistir.

Bu tez calismasi iceriginde HAp ve farkli oranlarda Ag(I) iyonlar: katkilanmis Ag(I)-
HAp tozlar oda sicakliginda iiretilmistir. Diisiik sicakliklar ya da oda sicakligi gibi
bir degerde sentezlemenin HAp safligi iizerindeki etkisi ¢ok sayida aragtirmaci
tarafindan incelenmistir. Yapilan ¢aligmalarda 20°C £2 reaksiyon sicakliginin dnemi

vurgulanmustir [81, 86-88, 91].
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Sekil 3.2 Ag(l)-HAp XRD sonucu (JCPDS no. 09-0169 ve JCPDS no. 09-0432)
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Bu tez igeriginde yapilan calisma ve XRD sonuglarina gore reaksiyon igin tercih
edilen 204+2°C sicakliginin uygunlugu ile HAp iiretimi icin kritik bir sicaklik
oldugunu goriilmiistiir. Tercih edilen bu sicaklik degerleri, iiretim esnasinda
¢Ozeltilerin karistirma hizlarina ve siirelerine dikkat edilmezse nihai {irliniin
kalitesine dogrudan etki etmektedir. Bu sicakliklarda yavas bir karistirma hizi ve kisa
bir siire tercih edilirse reaksiyon gerceklesme hizi yavaglayacagindan farkli fazlarin
olusmasina neden olabilecegi bildirilmistir [170]. Uretim esnasinda karistirma
hizinin fazlaligt ve 12 saat gibi bir karistirma siiresinin CaO fazlarinin varligim
onemli Olgiide azalttigi bilindiginden [170] yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen
XRD modelinde CaO fazinin bulunmayist tez igeriginde tercih edilen 200 rpm
karistirma hizinin ve 1 saalik karistirma siiresinin uygunlugunu gostermektedir. Hizli
tercih edilen karistirma hizinin yaninda ¢ok yavas karistirma hizi Monetit (DCPA),
Brushite (DCPD), TCP, CaO gibi fazlarin olusmasina neden oldugundan [170]

karistirma hiz1 ve karistirma siiresi sicaklikla beraber optimize edilmistir.

Cozeltilerin karistirtlmasindan sonra gergeklestirilen ¢oktiirme siiresi de nihai
HAp’nin kalitesi tizerinde etki edeceginden ¢oktiirme islem siiresini uzun tutmak
tavsiye edilmektedir [170]. Elde edilen XRD modellerine gore bu tez igeriginde
uygulanan 12 saatlik ¢Oktiirme siiresinin yeterli bir siire oldugu sonucu elde

edilmistir.

Uretim parametreleri i¢inde nihai HAp iiriiniiniin kalitesi iizerindeki en etkili faktor
kurutma ve sinterleme islemlerinde tercih edilen sicakliklar ve uygulama siireleridir
[170]. Kurutma isleminde amag reaksiyon sonucunda agiga ¢ikan ugucularin yapidan
cikarilmasidir. Bu kurutma islemi en diisiik sicaklikta ucabilecek gruba gore
ayarlanmalidir. Sicaklik degeri ugucunun ugmasi igin gerekli sicaklik iken uygulama
stiresi de o ugucunun yapidan ¢ikmasi igin gerekli siiredir. Kurutma siiresi az tercih
edilen ¢aligmalar da yine CaO ve B—TCP gibi fazlarin barinmasina neden olacagi
bildirilmistir [170]. Kurutma ve sinterleme sicakligi malzemenin yiizey morfolojisi
tizerinde de etkili oldugundan dikkatlice optimize edilmistir. Sinterleme sicakligi ve
siiresi malzemenin morfolojisi, tane yapisi ve tane boyutu iizerinde etkili oldugundan
HAp’nin mekanik 6zelliklerine de etki etmektedir [11]. Bu tez ¢alismasi igeriginde
bu etki SEM cihazi ile morfolojik olarak incelenmistir. XRD analizi sonucunda

calisma igeriginde tercih edilen 200°C kurutma sicakliginin ve 12 saatlik kurutma
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stiresinin, 1100 °C sinterleme sicakliginin ve 1 saatlik sinterleme siiresinin uygun

yapida HAp elde etmek i¢in ideal degerler oldugu sonucu elde edilmistir.

Tez calismasi igeriginde tercih edilen ¢oktiirme metodunda ( bkz. Bolim 1.1.3.1)
uygulanan reaksiyon 1 hammaddelerinin nihai iiriin tizerinde etkili olmakla beraber
safsizliga etki edecek Kirletici etkilerinin ¢ok az oldugu sonucu elde edilmistir.
Bununla beraber bu reaksiyonda kullanilan ytiksek sinterleme sicakligi da nihai iiriin
tizerinde olusabilecek kirlenmeleri ortadan kaldirmasi da avantajli bir durum olarak
degerlendirilmistir. XRD piklerinin pik alanlar1 dikkatle incelendiginde (Sekil 3.2 ve
Sekil 3.2) dar zirvelere sahip bir sonu¢ gozlenmistir. Dar pik alanlar1 daha biiyiik
kristallenmeyi genis pik alanlari ise daha az kristallenmeyi gostermektedir [70]. HAp
numunelerinin sahip oldugu dar ve uzun pik varlig1 kristallenmenin uygunlugunu
gostermektedir. XRD ile faz tanimlamasi, faz safsizligi, kristallilik, kristal olgiileri,
lattice ve miller indisleri belirlenebilmektedir. Bu ¢aligmanin igeriginde ise iiretilen
malzemelerin XRD karakterizasyonunda fazlarin tanimlanmasi ve faz safsizliklari

degerlendirilmistir.

3.2.2. Bilesen Gruplari incelemesi

HAp’nin sahip oldugu mineral bilesenlerinin insan kemigine ve disine
benzemesinden dolayr HAp’ler dis hekimliginde 6zellikle dentin hassasiyeti
tedavilerindeki dentin tiibiil tikama uygulamalarinda kullanilmaktadir. Coktiirme
yontemiyle tiretimi yapilan HAp ve farkli katki oranlarinda Ag(I) iyonlar1 eklenmis
Ag()-HAp’nin sahip oldugu PO,%, OH, COgZ', HPO,* bilesen gruplarinin
belirlenmesinde FTIR analizi (bkz. Boliim 2.3.1.6) kullanilmistir. Bu analizlerde elde
edilen spektrumlar HAp ve Ag(l)-HAp i¢in sirasiyla asagidaki Sekil 3.3 ve Sekil
3.4°de gosterilmistir.
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Sekil 3.3 HAp FTIR Spektrumu

FTIR analizi sonucunda elde edilen spektrumlara gére PO,% gruplari sahip olduklari
dalga boyu degerleriyle; iiretilen HAp’nin biikme titresimi (v2) 477 cm™, O—P-O
blikme titresimi (v4) 571 ve 603 cm™, P-O arasinda simetrik gerilme titresimi (v1)
969 Cm'l, P—O arasinda asimetrik gerilme titresimi (v3) 1037 ve 1100 Cm'l, OH"
titresim (v1) ve gerilme (vs) titresimleri 640 ve 3570 cm™ dalga boylarinda
gozlenmistir. 3600 ila 2600 cm™ dalga boyu degerlerinde gozlemlenmesi beklenen

suyun OH bandina ait piklerde gozlenmistir.
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Sekil 3.4 Ag(l)-HAp FTIR Spektrumlari

HAp'nin temel yapisi i¢cinde karbonat iyonlarinin bulunmasi beklenmemesine ragmen
sentez kosullarina bagli olarak, CO,'nin suda ¢dziinmesi ve sonugta meydana gelen
karbonat iyonlarinin kristal kafes i¢ine dahil edilmesi nedeniyle ¢ogu zaman
karbonat igeren bir HAp elde edilir [124]. PO,> grubunun COs* grubuna
baglanmasini gosteren sogurma COs> pikleri 1700 cm™ dalga boyu araliginda
gbzlenmistir. Zayif siddetli PO,*, asimetrik gerilme titresimi (v3) ve simetrik
gerilme titresimi (v1) emme bantlari 1934 ve 2072 cm™ dalga boyu araliginda
gdzlenmistir. Bununla birlikte HAp ve Ag(l)-HAp igin sirasiyla 432 cm™ ve 1127
cm™?, 433 cm™ ve 1132 cm™ dalga boylarinda ¢ok az bir pik siddetiyle f-TCP fazina
ait olan pikler de gozlenmistir. Uretim sonucunda elde edilen iiriiniin FTIR

sonuglarinda gozlenen B-TCP fazina ait bantlar XRD sonuglartyla uyumludur.

Farkli katki oranl1 Ag(I) iyonlar1 eklenerek iiretimi yapilan Ag(l)-HAp tozlart igin
yapilan FTIR ¢aligmalarinda da HAp icin yapilan FTIR analiziyle uyumlu bilesen
gruplart bulunmustur. Sentezlenen HAp ve Ag(I)-HAp tozlarina ait kimyasal

baglarimin sogurulma bantlart icin elde edilen spektrum degerleri literatiir
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degerleriyle kiyaslanarak asagidaki Cizelge 3.1' de not edilmistir. Elde edilen dalga
boyu degerleri HAp ve Ag(I)-HAp igin gegerli pik noktalariyla uyumludur.

Farkl1 katki oranlarinda Ag(I) iyonlar1 eklenmis Ag(I)-HAp gruplarinda daha dnceki
yapilan ¢alismalarda sunulan giimiis fosfat baglarina karsilik gelen titresim bantlari
(975 ve 1017 cm™ dalga boylar1 [171]) tez igeriginde yapilan FTIR calismasinda da
gbzlenmistir. Daha Onceki yapilan ¢alismada giimiis katki oranlarinin yiiksekligi
nedeniyle bu pikler net bir sekilde ayirt edilirken bu ¢alisma igeriginde tercih edilen
katki1 oranlarmin diisiik olmasi1 nedeniyle pik ayrimi ¢ok net yapilamamustir. Ag(l)
iyonlar1 katkilanmis numunelerde giimiis ve fosfat arasinda gerceklesen bagin ¢ok
net olarak gézlenmemesinin nedeni, iiretim igin tercih edilen giimiis katki oranlarinin
azligindan kaynaklanmaktadir. FTIR analizlerinde en yogun siddete gore diger pik
siddetleri ayarlandigindan en yogun pik daha net goziikecektir. Bunun sonucu olarak
daha fazla oranda fosfat varligi AgsPOy, ile olusacak titresim bandin1 gériinmez hale

getirecektir.

Coktiirme yontemiyle iiretilen HAp’ler absorbe edilmis suyun ¢ikarilmasi ic¢in
kurutma 1s11 islemine ve katkisiz HAp fazinin olusmasi i¢in sinterleme 1s1l islemine
tabi tutulmaktadir. Bu islemlerde ki uygunsuzluklar XRD analizinde oldugu gibi
FTIR analizinde de gozlemlenmektedir. Kurutma isleminde yeterli siire
beklenilmemesi, hizli kurutma yapilmasi, diisiik sicaklik ya da yiiksek sicaklikta
kurutma ve sinterleme 1s1l islemlerinin yapilmas: iiriin kalitesine etki edecektir. Bu
nedenle ideal bir 1s1l islem sicakligi ve 1s1l islem siiresi belirlenmelidir. Kurutma
isleminde siire ve sicaklik degerlerinde ki uygunsuzlar FTIR analizlerinde su
varligin1 gdsteren dalga boyu noktalarinda agiga ¢ikmaktadir. HAp tozlarinin FTIR

analizlerinde ¢ok az miktarda su varligin1 gosteren pikler gézlenmistir.

Yapmis oldugumuz analizler sirasinda gozlenen su sogurma bandi KBr’nin ortamdan
su molekiillerini ¢ekmesinden dolayr meydana geldigi diisiiniilmektedir. Bunun
sonucu olarak da spektrumda su bantlar1 olusturmustur. Normalde HAp analizlerinde
de az bir miktar sogurulan su varligi gozlense de KBr ile yapilan pelletleme
sonucunda bu su varligi artmistir. Bu su bantlarinin ortadan kaldirilmasi igin
hazirlanan pelletler belli bir siire kurutma islemine tabi tutularak ve 6zel hermetik
kaplarda analiz Oncesi bekletilerek adsorbe edilen genis su bantlar1 daraltilabilir.

Ag(l)-HAp’lerde analiz i¢in hazirlanan pelletler 35°C sicaklikta ve yaklasik 20
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dakika siireyle etiivde bekletilerek FTIR analizleri yapilmistir. Sonucunda yogun su

sogurma bantlar1 gozlemlenmemistir (Sekil 3.4).

Cizelge 3.1 HAp FTIR sonuglari

Bilesen Sogurma Bandi, cm™
Grubu Referans HAp Ag()-HAp
) 1640 [124]

COs~ 1700 1695

1650 [11]

460 [124]

477 473
474 [11]

560 ve 600 [124]
571 ve 604 [11]
PO, 960 [124]

961 [11]

1020 ve 1120 [124]
1046 ve 1090 [11]
1950-2100 [124] 1934-2072 1943-2064
630 ve 3540 [124]

571 ve 603 562 ve 599

969 960

1037 ve 1100 | 1023 ve 1088

OH 640 ve 3570 | 3580
631 ve 3572 [11]
HPO,~ 875 [124] - -
Sogurulan 3600 [124
& [124] 3600 3600
Su 3600 [11]

Hem iiretim esnasinda hem de karakterizasyon asamalarinda sogurulan suyun
kaybedilmesi kafes parametrelerini etkilememektedir [124]. FTIR analizlerinde
tiretilen HAp’ler i¢in sentez parametrelerinden ve safsizliklarindan kaynaklanan H,O
grubu pikleri goziikse de NO* ve NH** gruplarina ait pikler gozlenmemistir. Sentez
parametreleri ve safsizlik kaynakli piklerin var olmasi nihai {irlin i¢in negatif bir etki
olarak distiniilmemektedir [124]. Bu nedenle XRD sonuglari iizerinde etkili
olmayacaktir. Yani malzemenin yapisinda ve faz safsizliginda bir degisime neden

olmayacaktir. Ancak bu gruplarin varligmmin biyolojik uygulamalar i¢in Onemli
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oldugunu diistinilmektedir. Bu ugucularin varliginin biyolojik uygulamalarda
olusabilecek reaksiyonlar nedeniyle ortadan kaldirilmasi 6nemli olarak
degerlendirmektedir. Yapilan bu ¢alismada su grubu gézlemlenmisken amonyum ve
diger ucucu gruplarn gozlenmemistir. Dis tedavileri gibi biyolojik bir uygulama
amact var olan bu caligma da bu gruplarin gozlemlenmemesi olumlu olarak

degerlendirilmistir.

Uretim asamalarinda uygulanan sinterleme 1s1l islemindeki farklilhiklar da CaP
seramiklerinin faz safsizligina, faz tiirtine ve numune tane boyutuna etki etmektedir.
Bu etkiler XRD analizinde g6zlemlendigi gibi FTIR analizinde de gdzlemlenebilir.
Uretim esnasinda kullanilan 1s1l islem sicakligmin ve siiresinin bir sonucu olarak
amonyumun kalintilar1 da bazen bilesen gruplari i¢inde gozlenebilmektedir. 1320-
1480 cm™ dalga boylar1 arasindaki bolgede karakteristik amonyum zirvelerin [124]
gbzlemlenmemesi 1s1l islem sonucu bu grubun yapidan uzaklastigini géstermektedir.
FTIR, biyolojik uygulamalar i¢in siklikla tercih edilen saf ve termal olarak kararli bir
HAp ve B-TCP elde etmek i¢in sentez parametrelerini degerlendirmemize yardimci
olan bir analiz yontemidir [124]. FTIR sonuglarindan elde edilen bilgilere gore HAp
tozlarmin karakteristik ozelliklerinin saglanmasi i¢in ana girdi tiirlinlerin ytliksek
diizeyde saf olmasi gerektigi anlagilmistir. Ayrica istenen iriinii elde etmek igin
malzemenin 1sitma siireglerinde tercih edilen sicaklik degerlerinin ve uygulama
stirelerinin dikkatlice segilmesi gerektigi sonucuna varilmistir. Bununla birlikte
yapmis oldugumuz iiretimde elde edilen iiriinlerden alinan FTIR spektrumlarina gore
kurutma sicaklig1 ve siiresinin kosullarinin yogun HAp yapisinin elde edilmesi i¢in

ideal degerler oldugu sonucu elde edilmistir.

Coktiirme yontemiyle sentezlenmis HAp ve Ag(I)-HAp’lerin fazlara gore sahip
olduklar1 bilesen gruplarini belirlemek amaciyla kullanilan FTIR analiz sonuglariyla
da FDA [160] tarafindan biyolojik uygulamalarda kullanilacak CaP biyoseramik

tirtinleri i¢in tanimlanan 6zellikleri sagladig1 goriilmiistiir.

3.2.3. Yiizey Morfolojisi Incelemesi

Bu tez calismasinda iiretilen HAp tozlarmin kullanim yerindeki amaca uygunlugunu

morfolojik olarak degerlendirmek igin SEM (bkz. Boliim 2.3.1.2) tercih edilmistir.
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Ayrica Boliim 1.1.6°da tanimlanan HAp’nin Ca/P molar orani (bkz. Boliim 2.3.1.2 ve
2.3.1.4) tayininde SEM kullanildig1 i¢in Ca/P orani sonuglart yiizey morfolojisi
calismasi i¢inde degerlendirilmistir. Dentin tiibiillerinin kaplanarak dentin hassasiyet
giderme tedavilerinde kullanmak amacli olarak iiretilen katkisiz HAp ve % 0,05 - %
0,20 - % 0,40 Ag(l) iyonlar1 katkilanmig Ag(I)-HAp biyomalzemelerinin SEM
goriintiileri asagidaki Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’ da gosterilmistir.

Her iki grup i¢in yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen SEM goriintiilerinde yogun
ve bal petegi desenli bir morfoloji goézlenmistir. HAp’nin morfolojik olarak
degerlendirmesinden beklenen az deformeli, diizgiin dagilimli ve diizenli sekilli
pargaciklara sahip oldugu sonucu elde edilmistir. Uretimde kullanilan ¢oktiirme
yontemi parametreleri her bir numune i¢in ayni tutuldugundan yiizey morfolojileri
tizerine etki edebilecek tek etken iyon katkilama ve bu iyonlarin katki oranlaridir. Bu
tez c¢alismasi igeriginde elde edilen SEM goriintiilerine gore segilen katki
oranlarindaki degisimin ylizey morfolojisine net bir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.
Yiizey morfolojisinde katkilama oranina gore degisimin incelendigi bir ¢calisma da
morfoloji degisimi i¢in kritik bir deger tanimi kullanilmistir [11]. Belirtilen bu
calismada Ag(I) iyonu eklenmis HAp i¢in % 2 gibi bir degerden sonra morfolojisinin
diizensiz bir yapmin elde edildigi ve tanelerde 1sil islem izlerinin gozlendigi
bildirilmistir [11]. Yaptigimiz ¢alisma igin tercih edilen katki oranlari i¢in bu denli

keskin farkliliklar gozlenmemistir.
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Sekil 3.5 HAp SEM Gorlintiisii

Uretilen HAp tozlarinin yiizey morfolojisi iizerine etki eden en énemli parametre
sinterleme sicakligidir [70]. Yiizey diizglinliigiinii arttirmak i¢in sinterleme sicakligi
yiiksek bir deger ve ¢oktiirme siiresi igin en az 12 saatlik bir siire ve ideal bir Ca/P
orani se¢ilmelidir [11, 70]. 1100°C ve 1 saat olarak ayarlanan sinterleme isleminin
diizenli, piiriizsiiz, bal petegi desenli ve nano boyutta HAp parcaciklar1 olusturdugu
goriilmistiir. HAp’nin sahip oldugu bu piiriizsiiz yiizey, ylizeye yapigsma ve/veya
tutunma  ihtimalini  azaltacagindan  dis  tedavilerinde  dis  ylizeyine
mikroorganizmalarin tutunmasini engelleyen ideal bir ylizey olusturacaktir. Dentin
tiibiilleri tizerine kaplama amacl kullanilmas1 planlana bu {iriin mikroorganizmalarla
ilk karsilasacak yer olacagindan yiizey piiriizliiliigiiniin az olmasi1 tedavinin etkinligi

i¢in ¢ok pozitif bir katki saglayacag: diisiintilmektedir.

Cokelme islemi igin belirlenen siire HAp tozlarinin ¢6zelti i¢indeki sivi yapilardan
styrilarak agirlik farkiyla tabana ¢6kmesi i¢in gerekli siire olarak yazilabilir. Bu stire
tam bir ¢okelmenin olmasi i¢in optimize edilmistir. Bu ¢alismada ¢okelme islemi
icin 12 saatlik bir siire uygulanmistir. Pargaciklarin ¢okelmesi icin belirlenen siire az

olursa ve g¢okelen kisimla sivi igerik birbirinden tam ayrilmazsa ¢6zelti+pargacik
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karigimi ile 1s1l islem siiregleri baslayacaktir. Bu durumda parcaciklarin ¢ozeltiden
tamamen ayrilamamasindan dolayr ve de hizli uygulanan 1sil islemle beraber
malzemenin yiizey morfolojisi de piiriizli hale gelecektir [131]. Bu nedenle 1s1l islem
oncesi pargaciklarin ¢ozeltiden tamamen ayrilmasi i¢in en 12 saatlik bir ¢dkelme
siiresi uygulanmigtir. Ayn1 zamanda siizdiirme isleminde de yeterli bir siire
beklemeyle beraber diisik vakum pompasi kullanilarak daha etkin bir ayrim
saglanmaya c¢alisilmistir. Normalde biitin HAp yapilari 1s1l islemin basladig: ilk
andan 1s1l islemin bittigi son ana kadar ki siirede piiriizliiden piiriizsiiz yiizeye dogru
ilerlerler [131]. Ik anda yani piiriizlii durumda molekiiller daha fazla yapisma
egilimine ve biliylime egilimine sahiptirler. Isil islemle beraber piiriizlii ylizeyden
plirlizsliz ylizeye donilisiim baslayacaktir. Yiizey piirlizsiizlestikge de molekiillerin
eklenmesi yavaslayacak ve nihai yap1 ortaya gikacaktir [131]. Bu tanim geregince 1s1l
islem siiresi ve sicakligt ¢ok dikkatli uygulanmistir. Yaptigimiz calismalar
sonucunda elde edilen verilere gore piiriizlii ylizey olarak ortaya ¢ikabilecek negatif
etkiyi azaltmak igin ilk kurutma islemini bir siire daha arttirarak bu yan etkilerin
ortadan kaldirilabilecegi goriilmiistiir. Bu ¢caligmada ise ¢okelme sicakligi laboratuvar
sartlarindaki sicaklik, kurutma sicakligi 200°C ve sinterleme sicakligi da 1100°C
olarak uygulanmistir. Reaksiyon sicakliklariyla beraber 1s1l islemlerin uygulandig
siireler de malzemenin yiizey Kkalitesini etkilemektedir [127, 128]. Uretim
asamalarinda segilen siireler ise ¢okelme i¢in ez az 12 saat, kurutma igin 12 saat ve
sinterleme icin ise 1 saat siireler secilmistir. Segilen bu sicaklik ve siire degerleriyle
dis tedavilerinde bakteriyel yapismalarin az olacagi pirlizsiiz yiizeyler elde

edilmistir.
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HAp iiretim yontem parametrelerinin faz safsizligina etkisine XRD c¢aligmasinda
tanimlanmistir. Ca fazlaligindan CaO ve P fazlaligindan da f-TCP fazlarinin ortaya
cikacagr agiklanmistir. Kalsiyum fosfat bilesiklerinden HAp, TCP’den biyolojik
olarak daha etkindir [70]. Bu tez ¢alismasi igeriginde dentin tiibiil yiizeylerine
kaplama hedefi, biyolojik bir yilizeye kaplama islemi oldugundan HAp’nin sahip
oldugu Ca/P degerleri, safsizligi da gostermek igin ayrica belirlenmistir.

Bu c¢alisma igeriginde Ca/P oran1 SEM-EDS (bkz. Bolim 2.3.1.2) kullanilarak
belirlenmeye ¢alisilmistir. Olgiimlerde 50um o6lgek degerinde alinan genel SEM
goriintlistinde yaklasik 200 umz’lik bir alan se¢ilerek dl¢iimleme yapilmistir. Katkisiz
HAp ve Ag(l)-HAp’lere ait SEM-EDS spektrumlar1 ve sonuglari sirasiyla Sekil 3.7
ve 3.8’de gosterilmistir. Ayn1 zamanda biitiin gruplar icin elde edilen Ca/P oranlari

Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Thme T ] 10 ] T i T
Lk 3000 Oty QOO0 k! Dot Otk P Dl
Elomant Waight % Atomdc™  Neilst  FEoor% Eratio Z Rk A F
oK il 4737 14077 1057 Q08T LIXZe O3 QITE 10000
FE b b ol ] IIrTe 187 0454 059633 LoddE  0s8sle 10152
Cak .70 bl ) 05 5% 451 04151 0.5343 o137 Q840 1Lo1a1

Sekil 3.7 Katkisiz HAp, SEM-EDS Spektrumu
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SEM-EDS c¢aligmalar1 sonucunda elde edilen spektrumlardan saglanan verilerle
hazirlanan ¢izelge incelendiginde kalsiyum fosfat seramikleri i¢in tanimlanan [91],
[92] Ca/P oranlar1 elde edilmistir. Bu sonuglarda hem XRD hem de FTIR
analizlerinden elde edildigi gibi katkisiz HAp mineralini gdstermektedir. Uretimde
elde edilen bu deger dis dentin tiibiil hassasiyet tedavilerinde kullanimi diisiiniilen
HAp i¢in istenen bir Ca/P degeridir. Ancak bu sekilde belirlenen Ca/P degeri
uygulanan metodun gegerliligi ac¢isindan dislindiriicidiir. Yani SEM-EDS
analizinde secilen bolgeye gore veri alimi oldugu i¢in aslinda biitiinlinii temsil
etmemektedir. Tekrarli yapilan oOl¢iimler sonucunda alinan ortalama degerle
malzemelerin Ca/P oranlart hakkinda bilgi edinmemizi saglamaktadir. Bakilan
bolgeye gore skorlama yapildigindan kristallenmenin olmadigi, morfolojinin bozuk
oldugu ya da 1sil islemle beraber gergeklesebilecek piiriizlii yiizey gibi etkilerin
oldugu bolgelerden genelde 6l¢iim tercih edilmez. Bu olumsuz yaklagimi ICP-OES
cihaziyla biitin malzemenin sahip oldugu Ca, P degerlerini miktar olarak
belirleyerek asilabilecegi diisiiniildiigii icin EDS 6l¢iimlerini dogrulamak adina ICP-
OES cihaziyla Ca/P oranini belirlenmeye ¢alisilmistir. ICP-OES cihaziyla elde edilen
Ca, P degerleri Cizelge 3.3’de verilmistir. Bu islem tekrariyla biitiin olarak bir HAp
yapisinin varligi da dogrulanmis olacaktir. Hem daha gergekei bir Ca/P degeri hem

de yap1y1 biitiin olarak skorlamak verilerin dogru kaydedilmesi agisindan énemlidir.

Cizelge 3.2 Ca/ P degerleri

Numune Ca P CalP
Katkisiz HAp 4470 26,79 1,6685
% 0,05 Ag(l)-HAp 50,24 30,39 1,6531
% 0,20 Ag(l)-HAp 49,70 29,98 1,6577
% 0,40 Ag()-HAp 51,40 30,84 1,6666

Bu bolimde ICP-OES cihaziyla yapilan Ol¢iimlerden alinan sonuglardan sadece
katkisiz HAp i¢in elde edilen sonuglar verilmistir. Farklt Ag(I) iyonlar1 katkilanmis
Ag(l)-HAp tozlarinin Ca/P degerleri Ag(I) iyonlart salim ¢alismasi (bkz. Bolim 3.3)
boliimiinde verilmistir. Katkisiz HAp tozu i¢in elde edilen Ca, P degerleri sirasiyla

1,821 ppm ve 1,095 ppm olarak Olclilmiistiir. Bu degerler sonucunda elde edilen
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Ca/P orani1 1,6630 olarak bulunmustur. SEM-EDS sonucundan elde edilen 1,6685
Ca/P degeriyle olduk¢a uyumlu sonug elde edilmistir. Bolgesel ve secime bagl
alman EDS o6l¢iimlerinden alinan sonucun ICP-OES gibi biitiiniinii miktar olarak
belirleyen c¢alismayla uyumlu c¢ikmasi biitiinen bir HAp yapisinin varhiim

gostermektedir.

Cizelge 3.3 Katkisiz HAp, ICP-OES Sonucu

Olgiim Sonug (ppm)
1 1148990 1,111 1,882
2 1145730 1,095 1,818
3 1145560 1,080 1,823
Ortalama 1146760 1,095 1,821
Standart Sapma | 1933,11 0,016 0,002

Ar 430,010 | P 177,495 | Ca 317,993

SEM-EDS ve ICP-OES c¢alismalariyla {iretilen malzemelerin Ca/P  degerleri
belirlenmistir. ICP-OES cihaziyla biitlin olarak Ca/P degeri okunmaya g¢alisiimistir.
Bunun yaninda yap: i¢inde Ca, P dagilimlarin1 gosterebilmek adina SEM cihaziyla
haritalandirma c¢alismast da yapilmistir. Bu ¢alisma ile yapi i¢cinde homojen bir
dagilimin gozlenip gozlenmedigi belirlenmeye ¢alisilmistir. SEM cihazindan alinan
genel bir goriintli lizerinde yapilan haritalandirma gorselleri  Sekil 3.9°da
gosterilmistir. Bu calismada dagilima sebep olan elementler farkli renklerle
boyanmig ve boyali alan skorlamasi yapilarak Ca/P orani bu yontemle de kontrol
edilmistir. Haritalandirma caligmalarindan elde edilen sonuca gore dagilimin
homojen oldugu ve kiimelenmelerin olmadigini1 gozlenmistir. Haritalandirma islemi
Ca/P oraninin belirlenmesinden ¢ok genel dagilimi1 gormek adina yapilan bir islem

oldugundan EDS ve ICP-OES cihazlarindan alinan sonuglarla karsilastirilmamastir.
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Sekil 3.9 HAp ve Ag(l)-HAp yiizey haritalandirmasi a) HAp b) %0,05 ¢) %0,20 d)
90,40 Ag(l)-HAp

Sonug olarak ¢oktiirme yontemiyle sentezlenen HAp ve Ag(l)-HAp biyomalzemeleri
bal petegi desenli ve diizenli sekilli, ylizeyleri piiriizsiiz parcaciklara sahiptir. Elde
edilen bu morfoloji ve Ca/P degerleri iiretilen bu biyomalzemelerin yiiksek reaksiyon
sicakliklarinda, uzun ¢okelme zamanlarinda tiretildiginin de bir gostergesi olmustur.

Bu biyomalzemeler morfolojik olarak ylizey piiriizligii gibi negatif bir etki
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doguracak 6zellige sahip olmadigindan ve Ca/P oraniyla HAp fazini net bir sekilde
dogruladigindan bu haliyle dis dentin tiibiilleri hassasiyet caligsmalarinda kaplama

malzemesi olarak kullanilmasinin uygun oldugu sonucu elde edilmistir.

3.2.4. Yogunluk Tayini

Uretilen HAp tozlarmin karakteristik &zelliklerinden olan yogunluk degerinin
belirlenmesi i¢in Archimed yontemi (bkz. Bolim 2.3.1.5) kullanilmistir [11].
Yapilan yogunluk Ol¢iimleri ile ilgili sonuglar Cizelge 3.4’de gosterilmistir.
Malzemelerin bagil yogunluk degerleri deneysel olarak dlciilen yogunluk degerinin
teorik olarak bilinen yogunluk degerine bdliinmesi ile hesaplanmistir (katkisiz HAp

yogunlugu 3.156 g/cm?®, [11]).

Cizelge 3.4 Yogunluk Olgiim Sonuglari

Sinterlenmis Bagil
Numune Yogunluk Yogunluk
(g/em?) (%)
HAp 3,051 96,673
% 0,05 Ag(l)-HAp 3,089 97,877
% 0,20 Ag(l)-HAp 3,112 98,605
% 0,40 Ag(l)-HAp 3,140 99,493

Elde edilen yogunluk 6l¢lim sonuglarina gore ¢oktliirme yontemiyle liretimi yapilan
katkisiz HAp tozunun yogunluk degeri 3,051 g/cm3 ve bagil yogunlugu % 96,673
olarak belirlenmistir. Uretimi yapilan katkisiz HAp tozlar1 Katkisiz HAp i¢in tanimli
teorik yogunluk degeri olan 3.156 g/cm® yogunluk degerine kiyasla daha az
yogundur. Farkli katki oranlarinda %0,05 - %0,20 - %0,40 Ag(I) iyonlar katkilanmig
Ag(l)-HAp ornekleri igin sirasiyla 3,089 — 3,112 — 3,140 gr/cm3 olarak yogunluk
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degerleri Ol¢tlmusgtiir. Katki orani arttikca Ag(I)-HAp tozlarmin yogunluklarinin
arttig1 goriilmektedir.

Yapilan yogunluk Olclimlerinde malzemelerin yogunluklart hacimlerinden elde
edilmistir. Archimed metodunda sabit kiitle olarak ayarlanan 6rnekler dnce hassas
terazide Olglimlenmis daha sonra aymn kiitlelere sahip numuneler ayri1 ayri su igine
daldirilarak, sudaki hacim artis1 gozlenmistir. Hem katkisiz hem de farkli Ag(l)
iyonlar1 katkilanmis Ag(I)-HAp numunelerinin sabit basing ve sabit sicaklik altinda,
sabit kiitleler konularak yogunluklar belirlenmeye c¢alisildigindan yogunluk
sonuclarindaki  farkliik  Olclilen numunelerin  hacimlerindeki  degisimden
kaynaklanmaktadir. Yani ayni kiitleye sahip olan numunelerden farkli hacim
degerleri saglamistir. Bu da artan yogunluk degerine goére ayni kiitlede azalan bir
hacim ortaya g¢ikarmaktadir. Katkisiz HAp’ye yapilan iyon katkilamayla beraber
malzemenin kapladigi hacim azalmis ve daha yogun bir malzeme haline gelmistir.
Ayni sekilde farkli Ag(I) iyonlar1 katkilanmis Ag(I)-HAp numunelerde de artan katki

orantyla beraber azalan bir hacim degeriyle daha yogun bir malzeme elde edilmistir.

Seramik biyomalzemeler i¢in sabit kiitlede, kati kiitle yogunlugundaki artma
gozenekli bir kiitle Ornegi gbz Oniine alindiginda, goézenekli yapmin azalmaya
basladig1r ve hacmi olusturan tanelerin birbirine daha siki halde yaklastig1 seklinde
yorumlanmigtir. Ayni sekilde iiretimi yapilan hem katkisiz hem de farkli Ag(I)
iyonlar1 katkilanmis Ag(I)-HAp numunelerin daha siki bir paketlenme gostererek
yogunluk degerlerinde artma olmustur. Turkoz ve arkadaslarmin [11] yaptig
calismada yogunluk degerlerinde belli bir kritik katki oran1 degerine kadar yogunluk
degerinde artis gézlemisken, her iyon i¢in farkli olan kritik katki oran1 degeri asilinca
malzeme yogunluklar1 azalmaya basladigini bildirmislerdir. Bu azalis yapiya
tutunmalarin azaldig1 seklinde degerlendirilmistir. Bu c¢alismada elde edilen
sonuglara gore secilen maksimum katki oraninda bile yogunluk igin bir artis
gozlenmistir. Bu artis sonucunda elde edilen biitiin yogunluk degerleri HAp’nin
biyolojik uygulamalarinda istenen 3,00 — 3,22 gr/cm® [11] yogunluk degerleri
araligindadir. Teorik olarak biyolojik uygulamalar i¢in tarif edilen degerlerin i¢inde
yogunluk sonuglarinin elde edilmesi bu tez ¢alismasi icerisinde uygulanan {iretim

metodunun etkinligini gostermistir.
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Bu calisma igerisinde karsilagtirilan katt maddelerin sabit kiitlede hacimlerinde
meydana gelen azalma tane boyutlarindaki degisimle de agiklanmaya calisilmustir.
Artan yogunluk degerleri sonucunda azalan tane boyutlar1 boyutsal olarak biyolojik
uygulamalar i¢in kabul edilebilir bir sonu¢ olsa da azalan boyut degerleriyle
malzemenin bozunma olasiliginin artmasi istenen bir durum degildir. Bu nedenle
ideal bir yogunluk ve tane boyut degeri yakalanmalidir. Yogunluk degerlerindeki
degisimler malzemelerin tane boyutlar1 ve morfolojisi iizerinde etkili oldugundan
HAp icin ayirt edici temel Ozellikler olan mekanik egilme mukavemeti, gerilme
mukavemeti ve kirilma dayanikliligi gibi degerler lizerinde de degisimlere sebep
olacaktir [11]. Ozellikle ortopedi uygulamalarinda mekanik o6zelliklerde ki
degisimler dikkatle incelendiginden bu degisimlerin bu tarz uygulamalar icin
degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu tez igeriginde dis dentin tiibiil tikama
calismalar1 yapilacagindan ve bu uygulamalarda malzemelerin mekanik 6zellikleri

asirt oneme sahip olmadigindan mekanik degisimler irdelenmemistir.

Coktiirme metoduyla yaptigimiz iiretimde reaksiyona giren kimyasallarin ve slireg
parametrelerinin saflik ve 6zellikleri HAp'nin kristallik, kristalit boyutu, morfolojisi,
parcacik boyutu dagilimi, yiizey alami gibi oOzelliklerin yaninda malzemenin
yogunluk degerine de dogrudan etkili oldugu sonucu elde edilmistir. Sonug¢ olarak
dis hekimligi uygulamalari icin belirtilen 3,00 — 3,22 g/cm® yogunluk degerlerini bu

calisma igerisinde iiretilen HAp biyomalzemelerinin sagladig: goriilmiistiir.

3.2.,5. Tane Boyutu Tayini

Uretilen katkisiz HAp ve farkli katki oranli Ag(I)-HAp numunelerinin tane boyutlart
Zetasizer (bkz. Bolim 2.3.1.3) ve SEM cihazi (bkz. B6liim 2.3.1.2) 6lglim programi
kullanilarak belirlenmistir. SEM cihaz1 kullanilarak yapilan tane boyut dl¢timlerinde
elde edilen gorsel iizerinde 10 adet farkl1 tanenin tane boyutlar dlciilmiistiir. Olgiilen
tane boyutlart ve ortalama tane boyutu degerleri ¢izelge halinde listelenmistir.
Bununla beraber Zetasizer cihazi kullanarak iiretilen malzemelerin tane boyutlar
incelenmistir. Zetasizer cihaziyla yapilan 6l¢iim sonuglart her bir numune igin ayri
ayr1 asagidaki Sekil 3.10 ve Sekil 3.11°de gosterilmistir. Hem SEM cihazi hem de

Zetasizer cihaziyla yapilan tane boyut 6l¢iim sonuglari karsilastirilmistir. Tane boyut
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dagilimlann tizerindeki dikkate deger degisim malzemenin mekanik o&zelliklerini
degistireceginden katkisiz HAp ve farkli katki oranli Ag(I)-HAp numuneleri kendi
aralarinda degerlendirilerek iyon katkilamanin ve farkli oranli iyon katkilamanin

etkileri bu boliim igeriginde tartisilmastir.

SEM goriintiilerinden tane boyut degerleri yaklasik 100-500 nm araliginda oldugu
sonucu elde edilmistir (Cizelge 3.5). Elde edilen tane boyut degerleri hem kendi
icinde hem de gruplar i¢in degerlendirildiginde dikkate deger bir tane boyut degisimi
elde edilmemistir. Dentin tiibiilleri lizerinde kaplama malzemesi ve hatta dentin tiibiil
kanallarina akabilen bir malzeme tiretme hedefi i¢in ana kriter olan nano boyutta
malzeme sentezleme hedefinin gergeklestigi bu sonuglarla dogrulanmigtir. Dentin
tiibiillerinin agizlarinin yaklasik 1-2 pm civarinda olmasi nedeniyle iiretilen malzeme
boyutlarinin kanal igine rahathikla girebilecek boyutlarda oldugu sonucu elde

edilmistir.

Uretilen katkisiz HAp ve farkli katki oranli Ag(I)-HAp numunelerinin tane boyutlart
Zetasizer cihaziyla da olglilmiistiir. Zetasizer cihazinda konulan madde miktarindaki
biitiin tanelerin tane boyut dagilimimni belirlendiginden genel tane boyut dagilimi i¢in
daha iyi bir fikir elde etmeyi saglamaktadir. Olgiimler sonucunda elde edilen tane
boyut dagilimlar1 cihaz ¢iktis1 seklinde alinarak tez igerigine asagidaki Sekil 3.10 ve
Sekil 3.11°de gorildiigi gibi eklenmistir. Cihaz ¢iktisi olarak verilen sonug
gorselinde Polidispersite indeksi (PDI) olarak adlandirilan indeks, tek bir ortalamayi
varsayarak genel dagilimin genisligini gostermektedir. Yani ortalama bir tane boyut
dagilimini gostermektedir. Biitlin tane boyut dagilimini i¢erisinde bulundurdugundan

etkili bir 6l¢iim teknigidir.
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Cizelge 3.5 Tane boyut dl¢timleri, SEM

Record 52: HA-SAF 1

Sekil 3.10 Katkisiz HAp Zetasizer Analiz Sonucu

90

Olgiim (nm) Ortalama
Numune =513 T2 5 |6 |7 [8 |9 [10 |(nm)
Katkisiz

226 | 313 | 322 | 210 | 185 | 233 | 230 | 153 | 228 | 183 | 228
HAp
% 0,05
Ag(l)- 206 | 112 | 282 | 263 | 338 | 149 | 445 | 212 | 173 | 228 | 240
HAp
% 0,20
Ag(l)- | 239 |196 | 113 | 322 | 241 | 303 | 400 | 369 | 253 | 120 | 256
HAp
% 0,40
Ag(l)- 395 | 177 | 513 | 302 | 186 | 408 | 466 | 376 | 392 | 475 | 369
HAp

Size (d.n... % Intensity Width (d.n...
Z-Average (d.nm): 2285 Peak 1: 2452 100,0 70,22
Pdli: 0,111 Peak 2: 0.000 0.0 0,000
Intercept: 0,944 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality Good
Sze Distridution dy Intensity
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% Intensity  Width (d.n...

Z-Average (d.nm): 4063 Peak 1: 390,7 100,0 1282
Pdi: 0,268 Peak2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,963 Peak 3: 0,000 00 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
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Record 17. 0.05 Ag HA 1
Size (d.n... % Intensity ~ Width (d.n...
Z-Average (d.nm): 2391 Peak 1: 1973 1000 40,08
Pdl: 0.288 Peak2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,942 Peak 3: 0,000 00 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
01
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01 1 10 100 1000 10000
b Size (d.nm)
Record 20: 0.2 AgHA 1
Size (d.n... % Intensity  Width (d.n...
Z-Average (d.nm): 4502 Peak 1: 3008 100.0 47,95
Pdi: 0479 Peak2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,982 Peak 3: 0,000 00 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Insensity
407
0+
£ |
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| B
10
o
04 1 10 100 1000 10000
C Size (d.nm)

Record 13: 0.4 Ag HA 1

Sekil 3.11Ag(1)-HAp Zetasizer Sonuglart a) % 0,05 b) % 0,20 c) % 0,40 Ag(l)-HAp
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Zetasizer sonuglarinda katkisiz HAp igin 228,5 nm, % 0,05 Ag()-HAp icin 406,3
nm, % 0,20 Ag(l)-HAp i¢in 239,1 nm ve % 0,40 Ag(l)-HAp i¢in 450,2 nm ortalama
tane boyut degerleri elde edilmistir. Ca’dan eksiltme olarak uygulanan giimiis
katkilamas1 Ca oranimi azalttigindan Ag(I) iyonu ilavesi ile tane boyutlarinin
kiiciilmesi beklenmektedir [11]. Bu haliyle katki oranlarindaki artisa gore tane
boyutlarinin biiyiidiigli sonucunu elde edilmistir. Ancak buradan, artan katki orani
tane boyut dagilimini arttirir sonucuna ulasilamayacagi diisliniilmiistiir. Ciinki
malzeme yogunluklarinin da bilinmesiyle bdylesine bir sonug ifade edilebilir.
Yogunluk artmast malzemelerin ayni hacme daha fazla tane girmesi oldugundan
normalde beklenen tane boyutlarin azalmasidir. Burada Zetasizer’ da gozlenen tane
boyut degerindeki artis cihazda kullanilan Sl¢iim teknigiyle de iligkilendirilebilir.
Analiz siiresi boyunca HAp tozlarinin topaklagmasi analiz etkinligini sorgulamamiza
neden olmaktadir. Topaklagmayla beraber cihaz daha yiiksek bir tane boyutu degeri
okuyacaktir. Ancak bu tez ¢alismasi iceriginde tercih edilen katki oranlar1 bu etkinin
net olarak gdzlemlenmesi ic¢in yeterli oranlar degildir. Bu etkinin net olarak

gbzlemlenmesi i¢in daha yiiksek farkta katki oranlar1 tercih edilmelidir.

[k bakista bu farkli degerler hem iyon katkilamanin hem de iyon katki oranlarindaki
degismenin tane boyut dagilimi iizerinde etkisi var gibi yorumlansa da g¢alisma
iceriginde hedeflenen 1-2 pm’lik dentin tiibiilleri icin biitlin degerler uygun
oldugundan bu dagilim farki 6nemli olarak degerlendirilmemistir. Tane boyut
dagilimi iizerinde malzeme yogunluklart da etkilidir. Clinkii Zetasizer dlgtimlerinde
kullanilan ortam yogunlugu her malzeme i¢in aynidir. Fakat her malzemenin kendi
yogunlugu ayni degildir. Bu nedenle bu tane boyut dagilimlar1 malzeme yogunluklar

da dikkate alinarak degerlendirilmelidir.

Zetasizer ol¢iimleri esnasinda hem katkisiz HAp ve hem de farkli katki oranli Ag(I)-
HAp numunelerde gozlemlenen hizli topaklagsma analiz i¢in dikkate deger bir sorun
teskil etmektedir. Bu nedenle Zetasizer dl¢iimlerinde HAp’ den daha yogun bir sivi
ortam1 kullanip, bu siv1 i¢inde en az 30 dakika sonike islemi analizin verimliligi

acisindan onemli olarak degerlendirilmistir.

Coktiirme yontemiyle sentezlenmis HAp ve Ag(I)-HAp’lerin sahip olduklar1 100 —
500 nm degerleri araliginda tane boyut degerlerinin FDA [160] tarafindan biyolojik
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uygulamalarda kullanilacak CaP biyoseramik {iriinleri i¢in tanimlanan tane boyut

dagilimlarini acik bir sekilde sagladig gortilmistiir.

Bu boliimde ¢oktiirme metoduyla iiretilen HAp ve % 0,05 - % 0,20 - % 0,40 Ag(l)-
HAp tozlarinin ¢oktiirme islem parametrelerinin elde edilen nihai HAp 6zellikleri
tizerindeki etkilerini degerlendirdik. Sonug olarak elde edilen nihai HAp tozlarinin
arzu edilen oOzelliklere ulasmis olmasinin ¢oktiirme islemi parametresine biiyiik
Olcide bagli oldugu belirlenmistir. Diste dentin tiibiil hassasiyet giderme
calismalarinda dentin tiibiil tikama amagli kullanimi hedeflenen HAp ve Ag(l)-HAp
tozlarinin  faz safsizliginin  ve bilesen gruplarinin, yogunlugunun, yiizey
morfolojisinin ve tane boyutlarinin, Ca/P oraninin biyolojik uygulamalar icin gerekli

olan kriterleri sagladigi gortilmiistiir.

Dis dentin hassasiyetinin giderilmesi amaciyla dentin tiibiillerinin tikatilmasinda
kullanilacak HAp ve Ag(l)-HAp tozlarinin biyouyumlu, biyo-bozunmaz ve toksik
olmayan Ozellikler icermesi saglik acisindan Onemlidir. Bu ¢alisma icerinde
antibakteriyel bir bdlge olusturma amaci, sentetik olarak {iretilen HAp’lere
katkilanan farkli katki oranlarindaki giimiis iyonlart ile saglanmak istenmistir. Bu
islem antimikrobiyal etki elde etmek igin pozitif bir diislince olsa da katkilanan Ag(l)
iyonlarinin kullanim yerinde fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkiler nedeniyle yapidan
saliarak toksik bir etki ortaya ¢ikarip ¢ikarmadiginin tespiti dnemli bir konudur. Bu
nedenle dentin tiibiillerinde tikama ¢aligmasinin yapilmasindan once Ag(I) salim
tayinin yapilmasi calisma igeriginde Onemli bir deney parametresi olarak
bildirilmigtir. Bundan sonraki bolimde HAp tozlarinin sahip oldugu giimiis
iyonlarinin biyolojik etkiler sonucunda gosterecegi salim profili belirlenmeye
calisilacaktir. Salim karakteristiginden elde edilen sonuglara gore dentin tiibiillerinde

tikama caligmasina gegilmistir.

3.3. Ag(l) Katkih Hidroksiapatit’ ten Giimiis Saliminin In Vitro Kosullarda

Incelenmesi

% 0,05 - % 0,20 - % 0,40 Ag(l)-HAp tozlarinin salim karakterizasyonun belirlenmesi
igin eslenik viicut sivisi (SBF) igerisinde belirli zaman dilimlerinde (1/2—1-3-5-10—
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20-30 giin) bekletilen 6rneklerin muamele sonundaki Ag(l) konsantrasyonu ICP-
OES cihazi (bkz. Bolim 2.3.1.4) ile belirlenmistir. Ayni zamanda ICP-OES ile yap1
igerisine katkilanan Ag(I) iyon ylizdelerinin yapida tutunma degerlerini gosteren
reaktif oranlar1 belirlenmistir. Bununla birlikte agiz ortaminin taklit edilmeye
calisgildigt  bir ortamda HAp ve Ag(l)-HAp biyomalzemelerin  bozunup
bozunmadigmin kontrol edildigi degradasyon c¢alismasi (bkz. Bolim 2.3.2.3)
yapilmustir. Olas1 bozulma sonucunda Ag(l)-HAp biyomalzemesinden Ag(l) salimi
olusup olusmadigni belirlemek i¢in degradasyona tabi tutulan kati ornekte ve
degradasyon sivisinda sitotoksisite tayini (bkz. Bolim 2.3.2.2) calismasi yapilmistir.
Elde edilen sonuglara gore salim kinetigi belirlenmeye calisilmistir. Yapilan
calismalarda elde edilen Ag(I) iyon salim degerleri, degradasyon ve sitotoksisite

sonugclari sekiller ve ¢izelgeler halinde bu boliim igeriginde sunulmustur.

Cay(PO4)s(OH), formiiliiyle gosterilen hidroksiapatit kalsiyumlu fosforlu hidroksit
iyonlarindan olugsmaktadir [11]. Yapiya belirli bir amag i¢in katkilanan elementler
HAp’nin formiiliinde degisiklige sebep olmaktadir. Ag(l) katkilamasi yapilan HAp
biyomalzemesi i¢in formiil Caj0xAQx(PO4)s(OH), seklinde ifade edilmektedir [11,
21]. Burada yapilan katkilama, kalsiyumdan eksiltme ile formiile edilmektedir. Digin
genel yapisinda var olan HAp ve kolajen yapisi genellikle bakterilerin disin sert
yapisini olusturan dis minesi, dentin ve sement tabakasina hasar vermesi sebebiyle
bozunmaktadir. Dis minesi ve dentin esas olarak HAp tuzlarindan meydana
geldiginden bakteriyel ve asidik ortama maruz kalma hidroksiapatit tabakasinin

¢oziilmesine sebep olabilmektedir [21-24].

Ciiriime, ortamdaki serbest H* iyonlariyla baslar ve dis yapisindaki Ca’nin iyonlar

halinde disten ayrilmasina sebep olur [172]. Bu olay;
Cayo (PO4)s(OH), + 8H" — 10Ca*"+ 6HPO, + 2H,0 (3.2)

seklinde reaksiyon ile ifade edilebilir [171]. HAp icyapist itibariyle karmasik bir
yaptya sahip olmasindan &tiirii degisik iyonlart katkilamaya izin vermektedir [170,
171]. Guimiis katkili materyaller kimyasal olarak dayanikli olup, sahip oldugu giimiis
iyonlarin1 ancak uzun bir zaman siireci sonrasinda ylizeylerinden salmaktadirlar
[143, 170]. Ag(l) iyonun katkilanmasi ile yapmin bazik kusaga yakinligim
artmaktadir. Ag(I) ilavesi HAp’de hem daha diisiik pH’lerde bozunmamaya sebep
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olur hem de PO4> gruplariyla yaptigi bag ile yapmin bozunmasini zorlastirmaktadir.
Glimis katkilanan hidroksiapatit tozlarinda, giimiis iyonunun HAp yapisina girmesi
ile HAp kafes yapisinda bir kii¢iilme meydana geldigini bildirilmistir [167]. Biitiin
bu pozitif katkilara ragmen olasi yap1 bozunmasinda serbest haldeki Ag(I) iyon
varlig1 toksik etkileri sebebiyle risklidir. Ag(I) varligr saglik agisindan riskli oldugu

bilindiginden salim degerlerinin kontrol edilmesi 6nemlidir.

Bu amagla % 0,05-% 0,20-% 0,40 Ag(I) iyonlar1 katkili Ag(l)-HAp tozlarindan salim
yapan giimiis miktarlar1 ICP-OES cihaziyla belirlenmistir. Salim zamana baglh olarak
belirlenmis ve Sekil 3.12°de ve Cizelge 3.6’da gosterilmistir. Elde edilen sonuglara
gore ilk olarak artan katki oraniyla beraber salim yapan Ag(I) iyonu miktarinin da
arttigi belirlenmistir. Belirli giin kadar SBF icerisinde bekletildikten sonra alinan
salim oOl¢timlerinde 0,020 ppm ile 0,035 ppm arasinda Ag(l) salim degerleri elde
edilmistir. Her katkilama oran1 incelendiginde 30 giiniin sonunda en az salim degeri
% 0,05 Ag(l)-HAp, en fazla salim degeri ise % 0,40 Ag(l)-HAp i¢in elde edilmistir.
Her grupta 10.giinden sonra salim degerlerinde degisim gozlenmemistir. Salim
degerleri belli bir noktadan sonra sabitlemistir. Bu sabitleme durumu salimin bu

noktadan sonra gerceklesmedigini gostermektedir.

Genel olarak, viicutta olas1 salim yapacak iyonlarin baslangictaki ani salimi, olumsuz
reaksiyonlara neden olabilir. Ag(l)-HAp tozlar1 i¢in yapilan salim ¢alismasinda ilk
anda gozlenen yiiksek salim; Ag(l)-HAp tozlarinin iretimi esnasinda Ag(I)
tyonlarinin bir kisminin kimyasal baga katilmadan yilizeyde zayif fiziksel bag ile
yapiya tutunanlardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu nedenle ilk giinlerindeki
salim degerleri dikkatle incelenmelidir. Yapilan salim testinde ilk kontrol giinleri ile
son kontrol giinleri arasinda dikkate deger bir fark gozlenmemistir. Cerrahi
uygulamalarda enfeksiyon sonucunda ortaya ¢ikan etkilerin gozlendigi siire 2 hafta
olarak degerlendirildiginde, bu sabitlenen nokta ve devaminda tercih edilen giin

degeri ile deney siiresinin yeterli oldugu sonucu elde edilmistir.
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Eslenik Viicut Sivisi Giimiis Salimi
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@—% 0.05 Ag-HAp
% 0.20 Ag-HAp

Salim Degeri ppm
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—m=% 0.40 Ag-HAp

0.5 1 3 5 10 20 30

Sure (giin)

Sekil 3.12 Ag(l)-HAp giimiis salim1

Cizelge 3.6 Ag(l)-HAp giimiis salim1

Deney Ortamt Numune Adi Giin 0.5 1 3 5 10 20 30
Salm miktar, ppm| 0,022 0,027 0,027 0,026 0,025 0,025 0,025
% 0.05 Ag(l)-HAp|
Standart sapma 0,001 0,001 0,000 0,001 0,001 0,000 0,001
Salim miktar, ppm| 0,035 0,028 0,028 0,028 0,028 0,027 0,027
SBF % 0.20 Ag(l)-HAp|
Standart sapma 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000 0,000 0,001
Salm miktart, ppm| 0,027 0,029 0,030 0,029 0,033 0,034 0,034
% 0.40 Ag(l)-HAp|
Standart sapma 0,000 0,000 0,000 0,001 0,001 0,001 0,001

Salim tayini i¢in yapmis oldugumuz calisma sonucunda; katkilama oranlarindaki
artiga gore salim degerlerinde artis sonucu elde edilmistir. Ancak burada 6nemli olan
yapiya giren giimiislerin ne kadarinin yapidan salindigidir. Goézlenen 0,027 ile 0,035

ppm araligindaki degerler yapiya tutunan Ag(l) oranlarinin ne kadarina tekabiil

96



etmektedir. Yapiya tutunan tiim giimiigler yapidan salim yapiyor olabilir. Bu
durumun agiga ¢ikarilmasi igin nitrik asitle muamele edilen HAp ve Ag(l)-HAp
ornekleri mikrodalgada yakilarak yapiya tutunan Ca, P ve Ag oranlari belirlenmeye

calisiimustir.

Asagidaki Cizelge 3.7°de goriilecegi lizere Ca’larn % 69-71 oraniyla P’lerin % 89-
92 oranlariyla yapiya tutundugu goriilmistiir. Ag(I) katkilamalarda ise Ag reaktif
oranlart % 83-86 araliginda elde edilmistir. Bu c¢alismada tercih edilen katki
oranlarina gore artan katkiyla beraber Ag(I) iyonlarmin yapiya daha iyi girdigi
sonucu elde edilmistir. % 83-86 arasinda olan reaktif Ag(I) oranlar1 teorik olarak
beklenen degerden daha az AgQ(l) iyonlarinin yapiya katildigini gostermektedir.
Yapilan katkilama oranina gore elde edilecek beklenen maksimum salim degerlerine
orantisal olarak bakildiginda, katkilama orani arttikga salim degerinin yiizdesel
olarak azaldigi sonucu elde edilmistir. %0,05 Ag(l)-HAp i¢in elde edilen 0,027 ppm
degeri teorik olarak beklenen maksimum 54 ppm salim degerinin % 0,060‘1na
tekabiil etmektedir. Ayni sekilde %0,20 Ag(l)-HAp i¢in elde edilen 0,035 ppm
degeri teorik olarak beklenen maksimum 211 ppm salim degerinin % 0,020°sine, %
0,40 Ag(l)-HAp i¢in elde edilen 0,034 ppm degeri teorik olarak beklenen maksimum
432 ppm salim degerinin % 0,009°una tekabiil etmektedir. Burada 6nemli olan
yapiya giren glimiislerin ne kadarin yapidan salindiginin belirlenmesi oldugundan
sonug; bu calismada tercih edilen katkilama oranindaki artisla ters orantili bir %

salim degerinin elde edildigidir.

Elde edilen sonuca gore yukarida belirtilen oranlarla yapiya tutunan Ag(l)
iyonlarinin ¢ok az bir kisminin yapidan salindigidir. Ca/P oranindaki degisimin de
incelendigi bu ¢alismada katkisiz HAp tiiretiminde 1.66...7 orani elde edilmistir.
Kalsiyumdan eksiltme olarak yapilan % 0,05, % 0,20 ve % 0,40 giimiis katkilamanin
sonucunda azalan kalsiyum ile 1,33 — 1,67 araliginda Ca/P oraniyla tanimlanan
kalsiyumu eksiltilmis HAp sonucu elde edilecektir. Kalsiyumdan eksiltme olarak
yapilan giimiis katkilamada giimiis oram1 kadar kalsiyum elementinin yiizdesi
azaltilmaktadir. Glimiisiin atom capinin daha kiiclik olmasindan dolay1 glimiis
katkilayarak yapilan bu degisim, yapmin daha siki paketlenmesine ve elektrostatik
¢ekim kuvvetinin artmasiyla [29, 32] yapisal bozunmanin azalmasina sebep oldugu

sonucunu ortaya ¢ikarmistir.
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Cizelge 3.7 Ag(l)-HAp reaktif oranlari

Ca (ppm) P (ppm) Ag (ppm)
Numune Adi
L. Deneysel |Reaktif yiizde L. Deneysel |Reaktif yiizde L Deneysel |Reaktif yiizde
Teorik deger deer % Teorik deger deer % Teorik deger deer %
HAp 3006 2148 7146 1390 1289 92,73

% 0.40 Ag-

’ HAp g 2993 2098 70,10 1390 1263 90,86 432 370 85,65
% 0.20 Ag-

’ HAp ¢ 3000 2077 69,23 1390 1241 89,28 211 179 84,83
% 0.05 Ag-

’ HAp ¢ 3004 2080 69,24 1390 1249 89,86 54 45 8333

Biyolojik uygulamalarda ortama salinan giimiis degerinin 10 ppm'den fazla
olmamas1 gerekmektedir [173]. Isaret edilen bu degerden daha yiiksek seviyelerde,
glimiigiin insan hiicreleri igin zehirli hale geldigi bilinmektedir [173]. Yapilan salim
calismasi sonunda elde edilen sonuglarin hepsi burada belirtilen degerin oldukca
altindadir. Ortamda salim sonucunda var olan giimiis degerlerinin zehirleyici etki
gosterecek noktalarda olmadigi sonucu elde edilmistir. Bu sonuglarla gilimiisiin
cerrahi operasyonlarda gerceklesebilecek olas1 bakteriyel enfeksiyonlara karsi
azaltict bir etki doguracagi da aciktir. Giimiis varhigmm antibakteriyel etkisi
bilindiginden salim grafigine bakildigi zaman ilk giinlerde gozlenen yiiksek salim
degerinin olumlu oldugunu diisiiniilmektedir. 1lk giinlerden sonra salimin
sabitlemeside toksik etkinin artmayacagini gostermektedir. Ag(l) iyonlarmin ilk
giinlerdeki salim degerlerinin son giinlerdeki salim degerleriyle dikkate deger bir
farkinin olmamasi sabitleyen bir salim1 ve sabit kalan bir HAp yapisin
gostermektedir. Boylece bu bozunmadan kalan halin kemik olusum siirecinde 6nemli
bir adim olan yeniden minerallesme siirecine de katki saglayacagi seklinde

yorumlanmustir.

Glumiis iceren HAp biyomalzemelerin viicut igerisinde kullanilmasinda maruz
kalacagi en 6nemli ¢6zelti SBF oldugundan, SBF soliisyonundan HzO" iyonu ile Ca*?
iyonu serbest olabilmektedir [37]. Buda SBF ¢o6zeltisinde Ca iyon aktivitesinin artisa

sebep olabilmektedir [39, 40]. Bu bilgiler 1s1ginda Ca salim degerlerinin de kontrol
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edilmesi 6nemlidir. Salim yapan eser elementlerin yapidan saliminin kontrol edildigi
calismalarda katkilanan eser elementin genel Ozellikleri ve kullanilan ortamin
Ozellikleri yani ¢evresel parametreler de dikkatlice incelenmelidir. Ayni sekilde
salim degerlerinin antibakteriyel etkinligini gormek i¢in belirli bakterilere karsi
etkileri de incelenebilir. HAp’nin kullanim yerinde viicut fonksiyonlarini normal
seviyelerde tutacak Ozellikte olmasinin ana gostergesi; icerisindeki Ca, P, Ag gibi
iyonlar1 viicut i¢erisine salip salmadigidir. Bu ¢alismada yapilan Ag(l) saliminin yani
sira Ca iyonlar1 da yapi igerisine salinabilir. Ancak, sadece fazla miktarda Ag(l)
salimi toksik etkiye sebep olabilecegi i¢in bu ¢alismada Ag(l) salim1 degerlendirmesi

yapilmuistir.

HAp’nin dis tedavilerinde kullanildigi ¢alismalarda, bazi tiimor tiirleri iizerinde
gelisim Onleyici etkilere sahip oldugundan yalnizca iyon katkili HAp igeren
kompozit malzemeler ya da sadece HAp kontrollii ilag salimi1 uygulamalarinda ilag
tastyic1 ortam olarak tercih edilebilmektedirler [174]. Iyon katkih HAp ile
antibakteriyel bir ajan elde etme diisiincesi ve tedavinin ilk 10 giinliik siiresinde
olusabilecek enfeksiyonlari ilk anda onlemek diisiincesi Ag(I) iyonlar1 igeren
HAp’ler i¢in bir kontrollii salim kinetiginin gereklili§ini gdstermektedir. ilk 10
giinliik siirede gerceklesecek ve sonrasinda sabit bir salim degerinin belirlenmesine
ve zamana bagl olarak acgiga ¢ikan Ag(l) iyonu madde miktarinin belirlenmesine
ilaveten elde edilen salim sonuglarinin salim kinetigi de belirlenmistir. Tibbi amagh
kullanilan bu {irliniin sahip oldugu Ag(I) iyonlarin1 belli bir kinetikle salmasi
tedavide istenmeyen durumlarin ortaya ¢ikmasini engelleyebilir. Salim kinetiginin
belirlenmesiyle katki oranindaki artisa gore yapinin salima karsi direnglenip

direnglenmedigini de gosterilebilecektir.

Katki oranindaki artisa gore azalan seklinde ifade edilen salim degeriyle, elde
edilecek salim kinetigi karsilagtirilmis ve en uygun katki oranm1 bu ¢alisma
icerisindeki gruplar arasindan belirlenmistir. Calisma igeriginde kullanilan Ag(I)-
HAp’lerin salim kinetiginin 0., 1., 2. dereceden olup olmadigini belirlemek i¢in
Demir, Y. K. ve arkadaslar1 tarafindan uygulanan yontem kullanilmistir [175].
Belirlenen salim kinetik sonuglart % 0,05 - % 0,20 - % 0,40 Ag(l)-HAp igin sirasiyla
asagidaki Sekil 3.13, 3.14, 3.15’de gosterilmistir.
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% 0,05 Ag(l)-HAp tozu igin yapilan salim kinetigi ¢caligmasinda R? degerlerine gore
2. Dereceden bir salim kinetigine sahip oldugu belirlenmistir. % 0,20 Ag(I)-HAp
tozu icin yapilan salim kinetigi ¢alismasinda da R? degerlerine gore 2. Dereceden bir
salim kinetigine sahip oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte % 0,40 Ag(I)-HAp
tozu i¢in yapilan salim kinetigi ¢aligmasinda R? degerlerine gore 0. Dereceden bir
salim kinetigine sahip oldugu belirlenmistir. Artan katki oranlarina gére salim kinetik
degerlerinde bir degisim gozlenmistir. Sifirinc1 dereceden reaksiyonlar herhangi bir
reaktan konsantrasyonundan bagimsiz ilerleyen reaksiyonlardir. 1. Dereceden
reaksiyonlar ise bir reaktanin konsantrasyonuna dogrudan bagli olarak ilerleyen bir
reaksiyondur. 2 dereceden reaksiyon ise reaktan konsantrasyonuna {iistel olarak
baghdir [175]. Bu tanim dogrultusunda % 0,05 ve % 0,20 gibi diisik katki
oranlarinda kati maddenin sivi ig¢inde ¢oziindiigli ve iyonlarin serbest birakildigi
anlasilmaktadir. Bu sonuglara gore % 0,05 Ag(l)-HAp, % 0,20 Ag(l)-HAp’den daha
fazla ¢ozinirdir. % 0,20 Ag(l)-HAp’de % 0,40 Ag(l)-HAp’den daha fazla

¢Oziinlirdiir sonucu elde edilmistir. Bu kinetik degerleriyle beraber artan katki
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orantyla kat1 yap1 iginde yiizeye dogru kiitle transferinin ve difiizyonun azaldigi
diisiiniilmektedir. Ote yandan, salim kinetiginin artan derecesiyle beraber ¢dziilme
mekanizmasinin daha fazla iyon salinmasina neden olmasi beklenmektedir. Bu tez
calismasinda yapilan Ag(I) iyon salim ¢aligmasinda da artan katki oraniyla beraber
azalan bir salim degeri elde edilmesi, salim kinetiginin 0. Dereceye donmesiyle

uyumludur.

Giiglii asit giiclii bazi, zayif asit zayif baz1 sever seklinde tarif edilen teoremle [176],
Ca gibi giiclii asitin yerine Ag gibi zayif bir asit katinca celigki ortaya ¢ikmaktadir.
Buda Ag(I) iyonlarinin yapiya baglanmasinin zayif olmasini ve salim yapmasini
gerektirmektedir. Bu nedenle Ag salim tayini yapmak gereklidir. Ancak Ca’nin
baglanma enerjisi, Ag’nin baglanma enerjisinden daha disiiktiir. Yani Ag’nin
baglanma enerjisi biiyiik oldugu icin yapidan koparmak icin daha fazla enerji

gerekmektedir. Buda Ca’dan daha az salim yapacagi sonucunu ortaya ¢ikarmaktadir.

HAp 3 diizleme 6 gen simetride atomlarin dizilmesiyle olusmaktadir. Her bir atom
3’14 atom gruplarinin arasinda kalan ¢ukura konumlanmaktadir [70]. Hegzagonal
yap1 ayni hacme sahip atomlarla % 74 atomik paketleme faktorii oranina sahiptir.
HAp yapist icerisinde var olan Ca yerine Ag eklenmesi bu atomik paketlenme
faktorii oranina etki edecektir [70]. Daha biiyiik hacimli Ca’larin eksiltilmesiyle
olusan bosluklara daha kiiglik hacimli Ag’ler yerlesmektedir. Atom g¢ap1 daha kiigiik
oldugu 1¢in istiflenmeye katki saglayacaktir. Ancak katki oranindaki artis
istiflenmede yi8ilmalara sebep olacaktir. Buda yapiyla bag olusturamayan bir grup
olusturabilecegi i¢in salim yapma ihtimalini arttirmaktadir. Bu nedenle Ag(l) iyon
katkilamasi igin maksimum sinir1 olan bir katki oranin1 gerekli kilmaktadir. % 0,40
maksimum katki oraniyla elde edilen ppb seviyesinde salim bize katki oraninin
arttirllabilecegini  gostermektedir. Ancak katki oranindaki artigla beraber
gerceklesebilecek salim degerindeki artis risk olusturdugundan calismamiz i¢in bu

oranin yeterli bir oran oldugunu sonucuna varilmstir.

HAp igerisine fakli yontemlerle katkilanabilecek farkli iyonlarin kemik olugumu,
antimikrobiyal fayda, mukavemet kazandirma gibi hem biyolojik hem de fiziksel
olarak faydalar olabilir. Ancak yapilan katkilamanin sonucunda ortaya ¢ikan yeni
molekiil yapisinin atomik Olcekte ne etkiler ortaya c¢ikardigr hakkinda ¢ok az sey

bilinmektedir [177]. Bununla birlikte HAp yapist igerisinde var olan iyonlarin
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uygulama yerinde farkli iyonlarla yer degistirmesi HAp kristallerinin ¢dztniirliigiind,
termal kararliligin1 ve mekanik 6zelliklerini degistirebileceginden salim ¢alismasinda
vicut ortammnin taklit edilmesi Onemlidir. Bu yolla, viicut ortaminda
gerceklesebilecek iyon degisimleri sonucu ortaya ¢ikabilecek olasi yap1 bozunmalari

da belirlenebilmis olacaktir.

Bu tez calismasnda HAp'nin iyonik katkilamalar1 i¢in yapisal olarak bir kapasitesinin
oldugunu gostermistir. Bu nedenle yapilacak iyon katkilamalar1 i¢in bir sinir deger
oldugu ve bu sinir deger asildiginda yapisal bozunmalarin kolaylasabilecegi agiktir.
HAp yapist igerisine yapilacak iyon katkilamalarinin uzun vadede gosterecegi
tepkiler ve bu tepkiler sonucunda ortaya c¢ikacak olasi zararli etkiler dikkatle
incelenmelidir. Yapilan bu g¢alismada segilen diisiik oranlar sebebiyle yapisal bir
bozunma beklenmemektedir. Ancak kullanim yerinde gerceklesebilecek olasi
iyon/anyon degisimleri gibi olaylardan ortaya gikabilecek etkileri gbzlemlemek igin
insan viicut sivist kullanilarak belirli bir siireye kadar degradasyona tabi tutarak hem
HAp’nin hem de Ag(l)-HAp’nin yapisinin bozunup bozunmayacagi belirlenmeye
calisilmigtir. Bu amagla ¢oktiirme metoduyla tiretilen % 0,05 - % 0,20 - % 0,40 Ag(l)
katkilt Ag(I)-HAp ve katkisiz HAp numunelerinin degradasyonuna ¢aligilmustir.

Degradasyon islemi biyomalzemenin, kullanim yerlerindeki ortamlar: taklit ederek
bozunma {irlinii ortaya ¢ikarip ¢ikarmadigina karar vermek i¢in iyi bir yontemdir.
Kimyasal reaksiyon sonucunda malzeme yapisindaki degisimi esas alan degradasyon
caligmasi ortam sicakligi ve atmosferi ile muamele siiresi gibi islem parametrelerine
baghdir. Bu nedenle yapilan islem oda sicaklifinda, her bir 6rnek i¢in ayni giin
sireyle ve 1 atmosfer basincinda gerceklestirilmistir. Degradasyon calismasi
sonucunda gerceklesecek olast bozunmada en etkili bozunma iiriinii serbest halde
degradasyon sivisi igerisinde var olabilecek olan gilimiistiir. Bu nedenle calisma
asamalarinda degradasyondan dnce ve sonra sitotoksisite ve pH calismas1 yapilmis
ve degisim gozlenmistir. Degradasyon isleminin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisini
gozlemlemek {lizere yapilan sitotoksisite testi EN ISO 10993-5 standardi [161]
dikkate alinarak yapilmistir. Degradasyon isleminde kullanilan sivi viicut eslenik
stvisidir ve toksik degildir. Degradasyon isleminde gerceklesecek olast bozunma ya
da salim, degradasyon sivisinda yer alacagi i¢in degradasyon sivisinin da

degradasyon Oncesi ve sonrasi toksikligine bakilmistir.
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Asagidaki Sekil 3.16, 4 ila 20 hafta siiresince HAp ve farkli oranlarda Ag(I) iyonlar1
igeren HAp’nin in vitro ortamda bekletildiginde degredasyon yiizdelerini (Sekil 3.16
a) ve pH degisimlerini (Sekil 3.16 b) gostermektedir. Degradasyon analizinde
uygulanan hizlandirilmis deney sartlar1 nedeniyle beklenilen 20 haftalik stire yaklasik
50 aylik bir siireye tekabiil etmektedir. Sekil 3.16 b’ye bakildiginda, tiim dlgiimlerde
pH’1n 6,55 — 7,40 pH aralifinda oldugu gozlenmis ve bu degerin canli agz1 ortami

i¢in uygun oldugu sonucu elde edilmistir.
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Sekil 3.16 a) Degradasyon ve b) pH calismasu, kiiciik harfler k=2 % 95 giiven

araliginda anlamli farki gostermektedir.

Degradasyon sonuglarina bakildiginda ise salim davramisini destekler sekilde artan
giimiis katkis1 ile azalan bir degradasyon yiizdesi elde edilmistir. Sonuglar birlikte
degerlendirildiginde, ¢oktiirme yontemi ile iiretilen HAp ve farkli Ag(I) katki oranh
Ag(l)-HAp partikiillerinin degradasyona ugramadigi sonucuna varilmistir. Bununla

birlikte degradasyon analizi sonucunda alinan verilerin anlamli bir farka sahip olup
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olmadigini belirlemek adina yapilan F ve t test caligmasi sonuglarina gére HAp ve
%0,40 Ag(l)-HAp verileri arasinda anlamli bir fark bulunmamistir. Bununla birlikte
%0,05 ve %0,20 Ag(l)-HAp gruplari igin elde edilen degerler hem kendi aralarinda
hem de HAp ve %0,40 Ag(l)-HAp igin elde edilen degerlerle anlamli bir farka sahip
oldugu bulunmustur. %0,40 Ag(I)-HAp icin elde edilen degradasyon sonucu bu katki
oraninda giimiis saliminda elde edilen sonugla esdegerdir. Diger taraftan
degradasyon c¢alismasi ile elde edilen sonuclar kiitle denkliginin saglanildigini ve
molekiil kiitlesinin/dagiliminin degismedigini gostermektedir. Malzeme kiitlesinde
degisimin olmamasinin yaninda malzemenin bir biitiin halinden ¢ikarak parcalara
ayrilmamasi da Onemlidir. Yap1 icerisindeki safsizliklarin ortadan kalktigi bu
durumda malzeme yapis1 degismemis olarak kabul edilmektedir. Yapilan
degradasyon analizi sonrasinda malzeme yapilarinm fiziksel olarak herhangi bir
degisime ugramadigi gozlenmistir (Sekil 3.17). Buda iiretilen orneklerin biyolojik

uygunluga sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.17 Degradasyon sirasinda ve sonrasinda Ag(I)-HAp’ ler
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Glmiis iyonlarinin uygulama ortamima salinmasiyla o alanin miikemmel anti-
bakteriyel Ozellik gosterdigi bilinmektedir [9, 11, 18-20]. Antibakteriyel etki
gostermesi tek basina yeterli degildir. Ayn1 zamanda salim yaptig1 ortamda toksik
etki meydana getirmemesi gerekmektedir. Bu nedenle bu tez c¢alismasinda
degradasyon sonunda Ag(l)-HAp biyomalzemelerin  Ag(I) salimi olusup
olusmadigina degradasyona tabi tutulan kati ornklerin ve degradasyon sivilarinin
toksikligine bakarak da karar verilmeye calisilmistir. Degradasyon sivisi igerisinde
bekletilen 6rnek degradasyon isleminden sonra sivi igerisinden ¢ikartilmistir. Hem
numunelerin hem de degradasyon sivilarinin ayri ayri hiicre canlilik yilizdeleri
belirlenmistir. Elde edilen sitotoksisite sonuglari degradasyon sonundaki kati
ornekleri i¢in Cizelge 3.8’de gosterilmistir. Bu ¢izelgeden elde edilen grafik Sekil
3.18°de gosterilmistir. Degradasyon sonrasi sivilari igin elde edilen hiicre canlilik
yiizde degerleri Cizelge 3.9°da ve bu gizelgeye gore elde edilen grafik Sekil 3.19°da

verilmistir.

Cizelge 3.8 Degradasyon dncesi ve sonrast hiicre canliliklar

% Canlilik
Degradasyon Oncesi Degradasyon Sonrast Kontrol
k=2 k=2
Numune Adi
Standart 0.95 % Standart 0.95 %
Ortalama | % Canlilk | o oo 7 | Ortalama | % Canlitk | Soroo 7 9 Canlilk
Sapma Giiven Sapma Giiven
Seviyesi Seviyesi

[) -
% 0.40 Ag(l) 0,87366667 | 104,007937 | 2,78445909 | 5,56891817 | 0,86366667 | 102,81746 | 2,41366418 | 4,82732835 100,00

HAp
v} -
A’O'ZHOAApg(') 0,91886667 | 109,388889 | 2,68326749 | 536653498 | 0,90866667 | 108,174603 | 2,79563422 | 559126843 | 100,00
0, -
/°°'°H5AAp9(') 0,99466667 | 118412698 | 2,07521002 | 415042185 | 0,98316667 | 117,043651 | 303925253 | 6,07850506 | 100,00

HAp 1,03816667 | 12359127 | 3,23793475 | 647586951 1,017 121,071429 | 3,93325839 | 7,86651677 100,00

Cizelge 3.8 degradasyon oncesinde ve sonrasinda kati drnegin hiicre canliligindaki
degisimi gostermektedir. Hiicre canlilik degerleri incelendiginde artan glmiis
katkisinin hiicre canliligini diisiirdiigii sonucunu elde edilmistir. EN ISO 10993-5
standardinda toksik deger sinir1 % 70’in alt1 olarak belirtilmistir. Yapilan ¢alismada
her numune i¢in alinan hiicre canlilik yiizde degerlerinin % 70’in iizerinde olmast

nedeniyle bu Orneklerin toksik olmadigr sonucuna varilmistir. Ayni zamanda
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degradasyon oncesi ve sonrasi i¢in elde edilen sonuglar iizerinde yapilan F ve t test
calismasinda, elde edilen sonuglarin kendi aralarinda anlamli bir farka sahip
olmadiklart goriilmistiir. Bu degerlendirme o6rneklerin  hiicre canliliklarinda
degisimin olmadigimi gostermektedir. Ancak artan giimiis katki yiizdesiyle hiicre
canliligindaki azalma katkilama oranimin belirli bir yere kadar gecerli olabilecegi
sonucunu ortaya c¢ikarmaktadir. Bu calisma ig¢in tercih edilen katki oranlari toksik

etkiye neden olmamistir.

HAp biyomalzemeden giimiis salimi1 gergeklesirse, giimiis salimi degradasyon
stvisinda da hiicre gogalmasini azaltacaktir. Cizelge 3.9 incelendiginde degradasyon
stvist i¢in yapilan hiicre canlilik sonuglarinin her numune igin arttin1 géstermektedir.
Bu artis % 0,40 Ag(l)-HAp igin en yiiksek olmustur. Bu artis % 0,40 Ag(I) katkili
HAp ornekte gézlenen az salim sonucundan ortaya ¢ikmistir. Degradasyon sivisinda
hiicre canlilik degerindeki artis liretilen biyomalzemelerin ortam toksisitesine pozitif

katkisin1 gostermektedir.

dd
125
ccC
120
115 b b
110
= a a
= 105
£
S 100
S
95
90
85
30 y 4 y ’
% 0.40 Ag- % 0.20 Ag- % 0.05 Ag- HAp
HAp HAp HAp
H Degradasyon Oncesi Degradasyon Sonrasi Kontrol

Sekil 3.18 Degradasyon oncesi ve sonrasi hiicre canliliklari, kii¢iik harfler k=2 % 95

giiven araliginda anlamli farki gostermektedir.

Hidrofilik ylizeye sahip biyomalzemelerin hiicre yapigmast ve hiicre ¢ogalmasi i¢in

faydali malzemeler oldugunu bilinmektedir [177-179]. Eger katkilama yapilan iyon,
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hiicre ¢ogalmasini azaltict etki olusturmussa hiicre canlilik degerinin diismesi
beklenir. Yapilan bu ¢alismada tercih edilen biitiin katki oranlarinda hiicre gogalmasi
% 70 hiicre canlilik degerinin {lizerinde bulunmustur. Bu sonuglarla tercih edilen

giimiis katki oranlarinin toksik etkiye sebep olmadigi ve iyi bir sito-uyumluluga

sahip oldugu anlasilmstir.

Cizelge 3.9 Degradasyon dncesi ve sonrast degradasyon sivisi hiicre canliliklari

Degradasyon Oncesi ve Sonrasi 1:16 Diliitasyon i¢in Stv1 % Canlilik
Degradasyon Oncesi Degradasyon Sonrast
k=2 k=2
Numune Adi
Standart 0.95 % Standart 0.95 %
Ortalama | % Canlilk a0 ! ° Ortalama | % Canlilik ancar . ’
Sapma Giiven Sapma Giiven
Seviyesi Seviyesi
0 .
% ?_fﬁ:g 0,399 90,050 3,360 6,720 0,387 96,903 3,876 7,152
0 -
% (:_52‘?9 0,395 90,300 5,360 10,720 0371 94,767 6,440 12,880
0 -
% ?—|0A5[;Ag 0,388 90,420 4,300 8,600 0375 93,174 3951 7,903
b C
95,000 d
a a a
x 90,000 -
H
¥
®
85,000 -
80,000
% 0.40 Ag-HAp % 0.20 Ag-HAp % 0.05 Ag-HAp
B Degradasyon Oncesi Degradasyon Sonrasi

Sekil 3.19 Degradasyon dncesi ve sonrast degradasyon sivisi hiicre canliliklari,

kiiclik harfler k=2 % 95 giiven araliginda anlaml farki gostermektedir.
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Artan katki oraniyla beraber degradasyon yiizdelerinin ve giimiis salimimnin yiizdesel
olarak azalmasi, degradasyon Oncesi ve sonrasi kat1 ornekler ile deney oOncesi ve
sonras1 degradasyon sivilarinin hiicre canlilik degerinin degismemesi; segilen
katkilama oranlarinda Ag(I)-HAp’nin toksik olmayan, yiizey tutunmasi ve bag
kuvvetleri yiiksek olan bir biyomalzeme oldugunu gostermistir. HAp’nin hegzagonel
sitki yapt paketlenme seklinden de anlasilacagi gibi Ag(l) iyonlarmin siki bir
elektrostatik etkilesime maruz kalarak hem HAp’nin yapisinin bozulmamasina hem

de Ag(l) iyonlarinin yapidan salinmamasina katki sagladigi goriilmiistiir.

Elde edilen sonuglara gore Ag(I)-HAp iirlinlerin kimyasal olarak dayanikli olup,
sahip oldugu giimiis iyonlarini uzun bir zaman siireci sonrasinda yiizeylerinden
ancak salabilecekleri anlasiimistir. Uretim asamasinda reaksiyona girmemis, zayif bir
bag ile baglanmis ya da fiziksel olarak ylizeye yapigsmis, liretim parametreleri
arasinda ki slizme islemiyle de uzaklastirllamamis metalik gruplarin varligt XRD
sonuclarinda gozlemlenmistir. Bu sonuca gore metalik halde giimiis bulunmasi
giimiigiin salim sonucuna etki edecek ilk 6ge olabilecegini diisiinmemize sebep
olmustur. ICP-OES c¢alismamizda uygulanan metoda gore elde edilen maksimum
salim degerinin sadece yapinin biitiiniin bozunmasi sonucunda elde edilecek Ag(I)
varliginindan degil ayn1 zamanda metalik halde bulunan Ag’ninde katkisi oldugunu
gostermektedir. Metalik halde bulunan giimiis varligi ne kadar az olursa salim

sonucunda elde edilecek degerde buna gore azalacaktir.

Degradasyon calismasinda elde edilen sonuca gére hem HAp hem de Ag(l)-HAp
tozlariin  bozunmadigr sonucu elde edilmistir. Degradasyon c¢alismasinda
degradasyon Oncesi ve sonrasinda tozlarin hiicre canliligi kontrol edildiginde hiicre
canlilik sonuglarinda anlamli bir fark gézlenmemistir. Ancak degradasyon sivisinda
yapilan hiicre canliligi ¢calismasinda katki oranmin etkinligini gérmemize yardimei
olacak bir sonug¢ elde edilmistir. Degradasyon sivisinin degradasyon dncesi yapilan
hiicre canlig1 calismasinda % 90 civar hiicre canliligi elde edilmisken, degradasyon
sonrasi sivilarda yapilan hiicre canliligi ¢alismasinda ise artan katki oraniyla beraber
artan bir hiicre canliligi gozlenmistir. Degrade olmayan bir iriiniin degradayon
stvisinda  hiicre canliligmi  degistirecek etki  Ag(I)-HAp tozlarinda yapiya
tutunamayan ve metalik halde bulunan glimiis varligi olarak diisiiniilmistiir.

Degradasyon sivisi ile ilk temas sonucunda HAp tozlarina fiziksel olarak yapismis
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giimiisler kopmaya baglayacaktir. Bunun sonucunda da hiicre canliligi degerleri
degisecektir. Ag(I) katkilamayla beraber reaktan Ag(I) degeri belirlemek amaciyla
yapilan ICP-OES calismasinda %0,05 Ag(I)-HAp icin %83,33 olan reaktan oram
%0,20 Ag(l)-HAp i¢in %84,83 ve %0,40 Ag()-HAp icin %85,65 olarak
belirlenmistir. Bu sonugta artan katki oraniyla beraber yapiya giiclii kimyasal bag ile
baglanan giimiis varliginin arttigin1 ve fiziksel yapismalarin azaldigimi ve sonug
olarak da degradasyon sivisinin hiicre canliligimin arttig1 sonucu elde edilmistir. Bu
sonuglar HAp tozlar1 i¢gine Ca’dan eksiltme olarak katkilanacak Ag(I) varlig1 i¢in bir
minimum deger yorumu yapmamiza yardime1 olabilir. Yapilan bu ¢aligma da artan
katki orantyla beraber yapiya giren reaktan oranimnin artmasi, salimin azalmasi ve
degradasyon sivisi hiicre canliliginin artmasi ¢alisma igeriginde kullanilan oranlardan
% 0,40 Ag(I) katki oraninin biyolojik uygulamalar i¢in daha etkin sonuglar verecegi

sonucu elde edilmistir.

Ozet olarak, coktiirme metoduyla iiretimi yapilan HAp ve %0,05, %0,20, %0,40
Ag(l) katkilanmig Ag(I)-HAp tozlarmin dis hassasiyeti tedavilerinde siklikla
kullanilan ticari iiriinler yerine dentin tiibiillerini tikama ve yeniden mineral
kazandirma amacli kullanimi bu ¢alisma da hedeflenmistir. Uretilen 6rneklerin dis
tedavilerinde kullanilacak olmasi nedeniyle fiziksel, kimyasal ve biyolojik
ozelliklerinin ABD Gida ve llag Idaresi [160] tarafindan belirtilen kriterleri
karsilayip karsilamadigi test edilmistir. Yapilan karakterizasyon calismalarindan elde
edilen sonuclara gore HAp ve farkli katki oranli Ag(I)-HAp tozlarindan biyolojik
etkinligi en fazla olan % 0,40 Ag(I) iyon katkili Ag(I)-HAp biyomalzemelerinin

dentin tiibiillerinin kaplanmasi amaciyla kullanilmasina karar verilmistir.

3.4. Hidroksiapatit ve % 0,40 Ag(I) Katkih Hidroksiapatit ile In Vitro

Dentin Tiibiilii Titkama Calismasi

Dis hekimlerinin siklikla karsilastiklari dentin hassasiyeti, dentin tiibiillerinin
acilmasi sonucunda kisilerin soguk, sicak veya dokunsal gibi uyaricilardan
kaynaklanan agn sikayetleridir (bkz. Boliim 1.1.1.3). Dentin tiibiillerinin kanallarinin
uclarinda yer alan sinirlerin bu uyaricilarla aktivasyonu sonucunda hassasiyetler

olusmaktadir. Bu hassasiyetler acilan dentin tiibiil ylizey alan1 ve kanal i¢erigindeki
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kirlenme ile orantili olarak artmaktadir. Asir1 dentin duyarliligin tedavisinde
potasyum iyonlar1 iceren kimyasal ajanlarin uygulanmasiyla sinirleri hassaslagtirma
ve dentin tiibillerini tikayarak gecirgenligini azaltip sivi  akisii  azaltma
uygulamalar1 vardir. Bu uygulamalarda agiga ¢ikan dentinal tiibiillerin fonksiyonel
yarigaplarin1 6nemli olgiide bloke edebilen veya kismen azaltabilen iiriinler HAp
kullanilmaktadir. HAp dentin tiibiilleri igindeki sivi akigini azaltabilen biyoaktif
potansiyeli olan materyaller arasinda mineralizasyon silirecine katki saglayan,
biyouyumlu ve dental yapinin ana 6gelerinden birisi olmasi nedeniyle uygulamalarda

tercih edilmektedir.

Dentin tiibiil tikama amach yapilan bilimsel ¢alismalarda toz formunda veya macun
formunda ticari olarak temin edilebilen HAp’ler kullanilmaktadir. Bu tez ¢aligmasi
iceriginde; ticari rlinler yerine ¢oktlirme metoduyla sentezlenen {iriiniin
kullanilmasimin ve HAp ile beraber hem antibakteriyel aktiviteyi arttirmak hem de
dokudaki hiicre canliligini arttirmak amaciyla Ag(I) katkili HAp gibi yeni bir
hassasiyet giderici biyomalzemenin gelistirilmesi, c¢alismaya Ozgiin bir deger

katmaktadir.

Tezin bu kisminda yiiriitiilen bu in vitro ¢alismada, ¢oktiirme yontemiyle sentezlenen
HAp ve % 0,40 Ag(I) iyonu katkilanmis Ag(I)-HAp biyomalzemelerinin dentin
yiizeyi kaplama etkinligini ve yeniden minerallesmeye katkisini arastirmak

amaclanmistir. Bu amacin degerlendirilmesi i¢in;

Hem enfeksiyon riskini ortadan kaldirmak hem de dentin yiizeylerine yapisma
kapasitesini arttirmak amaciyla Ag(I)-HAp kullanilan bu ¢alismada hem kaplama
islemi oncesinde hemde kaplama islemi sonrasinda iiretimi yapilmis HAp ve Ag(l)-
HAp numunelerinin Staphylococcus mutans, Escherichia coli ve Candida albicans'a
kars1 antimikrobiyal aktivite ozellikleri ASTM E2149 [162] standardina gore
incelenmistir. Yapilan analiz sonucunda elde edilen sonuclar sekil olarak tez
iceriginde sunulmustur. Antibakteriyel 6zellikleri degerlendirilen numuneler dentin
yiizeyi iizerine yapay tiikiiriik icinde (bkz. Bolim 2.5) kaplanmistir. Kaplanan
orneklerin kaplama kapasitesini belirlemek i¢in 6ncelikle SEM caligsmasi yapilmastir.
Yiizeye kaplanan biyomalzemelerin bozunma siirecini degerlendirmek i¢in
degradasyon c¢alismasi yapilmistir. Degradasyonun kaplama etkinligi tizerindeki

etkisini test etmek icin degradasyon ¢aligmasindan 6nce ve sonra FTIR ve SEM
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caligmalar1 yapilmistir. HAp kapli dentin numunelerinin toksikolojik 6zelliklerini
belirlemek i¢in ISO 10993, Medical Tibbi Cihazlarin Biyolojik Degerlendirmesi

[161] standardinda gore sitotoksisite ¢alismalar1 yapilmastir.

3.4.1. In Vitro Antibakteriyel Aktivite Testi

HAp ve Ag(l) iyonlanyla tretilen Ag(I)-HAp biyomalzemelerinin antibakteriyel
ozellikleri dis ¢lirimelerinde etkili olan Staphylococcus mutans ATCC 25175’¢ karsi
etkisi belirlenmeye g¢aligilmistir. Ayn1 zamanda antimikrobiyal aktif biyomateryalin
Escherichia coli ATCC 25922 ve Candida albicans ATCC 90028 bakterilerine karsi
etkinligi de ASTM E2149 [162] standardina gore belirlenmeye calisilmistir (bkz.
Boliim 2.3.2.1). Antimikrobiyal aktivite testinde analiz siiresi boyunca bakteri yiizey
morfolojisindeki degisimler incelenmemistir. 0., 1., 24. saate kadar cogaltilan
bakterilerin HAp’lerle 24 saat muamelesi sonucunda elemine edilen bakteri oranlar
belirlenmeye calisilmistir. Alinan sonuglar Cizelge 3.10 ve Sekil 3.20, Sekil 3.21,
Sekil 3.22°de gosterilmistir.

Cizelge 3.10 Antibakteriyel analiz sonuglari

Elemine Orani1 (%)
Mikroorganizma

HAp | % 0,40 Ag(l)-HAp

Staphylococcus mutans (gram pozitif) 100 100
E.coli (gram negatif) 100 100
Candida albicans (gram pozitif) 100 100
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Sekil 3.20 Antibakteriyel analiz, Staphylococcus mutans

Antibakteriyel analizden elde edilen sonuglara gore 24 saat bakteri iiremesine izin
verdikten sonra muamele edilen numunelerden HAp igin 24 saat sonunda Ag(l)-HAp
icin 1.saat sonunda biitiin bakteri gruplarinin elemine oldugu goriilmiistiir. Bu sonuca
gore, hem HAp hem de % 0,40 Ag(I)-HAp biyomalzemeleri i¢in bakteri tiremesini

onlemede etkili oldugu sonucu elde edilmistir.

Kat1 numunedeki metal iyonlarinin bakteriyel hiicrelerle nasil etkilesime girebilecegi
konusunda iki ana mekanizma agiklanmstir. ilk mekanizma, bakteriyel duvar ile
metal iyonlar1 arasinda dogrudan bir etkilesimin oldugu, elektrostatik kuvvetler
tarafindan mikroorganizmalarm HAp yiizeylerine ¢ekilmesi esasina dayanir. Ikinci
mekanizma ise Ag(I) iyonlarinin 6nce HAp igerisinden salinmas1 ve sonra bakterilere
ulagmas1 ve reaksiyona girmesi esasina dayanmaktadir [180, 181]. Tez igeriginde
yapilan bu c¢alisma da Staphylococcus mutans ve Candida albicans gibi gram arti
(gram +), Escherichia coli gibi gram eksi (gram -) bakterilere karst muamele
uygulanarak her iki mekanizma da test edilmistir. Antibakteriyel analiz sonucunda
elde edilen Cizelge 3.10’a gére hem gram — hem de gram + i¢in katkisiz HAp’lerde
24 saat Ag(l)-HAp’lerde 1 saat sonunda % 100 bakterinin elemine edildigi sonucu
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elde edilmistir. Buda bakteriyel etkide birinci mekanizmanin gergeklestigini
gostermektedir. Antibakteriyel analiz fosfat tampon ¢ozeltisi ile yapilmistir. Sivi ile
gerceklesen temas sonucu salim tayininde oldugu gibi ¢ok az da olsa giimiis salim
gergeklestirmesi ikinci mekanizmanm da etkili oldugunu gdstermektedir. Uriiniin
degrade olmamasi ve degradasyon firiinlerinin toksik olmamasi gibi nedenlerle
antibakteriyel etki i¢in bakteriyel duvar ve Ag(I) iyonlar1 arasindaki etkilesimin olas1

diger etkilesimlerden daha baskin oldugu diisiiniilmiistiir.

24.saat

Sekil 3.21 Antibakteriyel analiz, Escherichia coli

Glimiis varlig1 antibakteriyel ajan olarak pozitif bir diisiince olsa da asir1 giimiis
varligi da toksik etki dogurabilecektir. Hiicre canlilik ¢alismalarindan elde edilen
sonuglara gore artan giimiis katki oraniyla beraber azalan hiicre canliligi ¢aligsmalar
icin sinirlt bir giimiis ilavesine izin vermektedir. Bu nedenle hem antibakteriyel
hedefler i¢in uygun olan hem de olasi toksik etkileri elemine edebilen bir oranin

belirlenmesi gerekmektedir.
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Sekil 3.22 Antibakteriyel analiz, Candida albicans

Antibakteriyel etki ve sonunda toksik etki olusturmamak i¢in Lim ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢alisma da [33], Ag(I) iyonlarinin 7 giine kadar yavas
saliminin antibakteriyel 6zellikler agisindan uygun oldugunu gostermistir. Ancak tez
icerigindeki bu ¢alismada yavas salimdan ziyade tedavilerde gergeklesebilecek ilk
enfeksiyonlari ortadan kaldirmak igin toksik etki ortaya c¢ikarmayacak kadar

ani/patlama salimin olabilecegi vurgulanmistir.

Giimiislin bilinen toksik etkileri sebebiyle yapiya ilk anda gerceklesecek ani salim
degerinin de smirli bir noktada olmasi gerekmektedir. Calisma igeriginde
gozlemlenen ani/ patlama salimlar toksik etki doguracak degerlerden uzakta ve ayni
zamanda hizli antibakteriyel 6zellik agiga c¢ikaracak degerdedir. Calisma igeriginde
tercih edilen bu oran hem antibakteriyel 6zellik gdstermis hem de hiicre canlilig1 igin
olumsuz bir sonu¢ gostermemistir. Gozlenen bu antibakteriyel etki ile klinik
uygulamalarda tedavi esnasinda  gerceklesebilecek olasi  enfeksiyonlarin

azaltilabilecegi diisiiniilmiistiir.
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Dis hekimligi klinik calismalar1 sirasinda gerceklesebilecek olasi enfeksiyonlar 2
hafta gibi bir siire icinde ortaya c¢iktigi icin antibiyotik takviyesi enfeksiyon
gerceklestikten sonra uygulanilmaktadir. Bu enfeksiyon varligi uygulamanin saglig
acisindan risk teskil ettiginden uygulama esnasinda bu islemi yapmak diisiiniilebilir
ancak bunun viicut sivisi tarafindan elemine edilmesi ihtimali de gereksiz antibiyotik
alimina sebep olacaktir. Bu olumsuz etkileri ortadan kaldirabilmek ve kalici bir
¢Oziim sunmak i¢in giimis ilaveli HAp’nin sahip oldugu antibakteriyel o6zellik
sonuglart hem de giimiis salim sonuglar1 ile HAp'nin dis tedavilerinde giimiis
ilavesiyle beraber gergeklesebilecek olasi enfeksiyonlari Onleyebilecek antibiyotik

takviyesi olarak kullanilmasinin miimkiin oldugu diistiniilmiistiir.

3.4.2. In Vitro Dentin Tiibiil Kaplama

3.4.21. Kaplama islemi

Boliim 2.5’de uygulama yontemi detaylica anlatilan bu ¢alismada kontrol disi olarak
adlandirilan ve kaplama yapilmayan dis 8 saat yapay tiikiirlikte tutulmus numunedir.
Bununla birlikte HAp kapli dis olarak adlandirilan grup, dentin numunesinin % 10
HAp igeren HAp-saf su-suni tiikiiriik siispansiyon ¢ozeltisiyle muamele edilen
gruptur. Son olarak Ag(l) kapli dis olarak ifade edilen grup ise dentin numunesinin
% 10 Ag-HAp iceren Ag(I)-HAp-saf su-suni tiikiirik siispansiyon c¢ozeltisiyle

muamele edilen gruptur.

HAp ve % 0,40 Ag(l) iyon katkili Ag(I)-HAp ile 7 giinliikk dentin tiibiil kaplama
islemlerinden sonra dentin yiizeylerinin kaplanma durumu SEM analizi (bkz. Bliim

2.3.1.2) ile belirlenmeye calisilmistir.

Dentin tiibiil kaplama calismas1 yapmadan once hazirlanan biitiin dentin gruplarina
ait disklerinin 60 saniye boyunca % 10 sitrik asit ¢ozeltisi ile muamele edilerek
yiizeylerinin temizlenmesi saglanmistir. Dentin disklerinin saf su ile muamele
edildigi ve suni tiikiiriikte depolandig1 disler i¢in yapilan bu temizleme isleminin
sonunda elde edilen dentin yiizeyleri SEM ile incelenmistir. Elde edilen SEM

goriintlilerine gore tiim dentin tiibiillerin, hipersensitif dentine benzer sekilde acik
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oldugu bir dentin (Sekil 3.23) varligini net bir sekilde gosterilmistir. Bununla beraber
dentin yiizeylerinde az miktarda kirlilik gézlemlenmistir. Ancak biiylik oranda temiz
ve piiriizsiiz dentin tiibiil yapisi ile numune hazirlama sirasinda genelde olusan leke

tabakasinin uygulama alanindan ¢ikarildig1 sonucu elde edilmistir.

Dentinftiibuilleri

KIRIKKALE X2: 5 - KIRIKKALE

HAp ile kaplanmis dentin Ag(l)-HAp ile kaplanmig dentin
ylizeyi ylzeyi ;

20kV X2 KIRIKKALE 20kV X2, 0808 L= JT0N KIRIKKARLE

Sekil 3.23 Dentin tiibiil kaplama ¢alismasi1 SEM goriintiisii

Dentin yiizeyinin agiga ¢ikmasi ile dentin tiibiillerinin oral kavite ve pulpaya dogru
acik olmast dis etkilere karst savunmay1 zorlastirmaktadir. Bu acikligin kapatilarak
tiibtillerdeki siv1 akisini azaltmak ve pulpadaki sinir iletimi {izerinde etkiyi azaltmak
dis hekimliginde tedavilerde tercih edilen yontemlerdir [71, 83]. Bu amagla dentin
yiizeyleri her iki grupla kaplanmistir. Kaplama isleminin sonucunda dentin tiibiil
yiizeylerinin tamamen kaplandig1 goriilmektedir (Sekil 3.23). Ancak bu kaplamanin
tedavide basgarili bir sonu¢ vermesi i¢in kaplanan ylizeyin fiziksel ve kimyasal etkiler

sonucunda acilmamasi gerekmektedir. Bu kaplama etkinligini test etmek amaciyla
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tez calismasi icerisinde degradasyon analizi yapilmigtir. Kontrol disi, HAp ve Ag(I)-
HAp kapli disler SBF ve suni tiikiiriik i¢inde degradasyona maruz birakilarak
ylizeyden kopma olup olmadigi yani kaplamanin yiizeyden kalkip kalkmadig
belirlenmeye calisilmistir. Degradasyon caligsmasi ile {riinlerin bozulma kapasitesi
belirlenmistir. Bununla beraber degradasyon sonucunun morfoloji tizerindeki etkisini
incelemek i¢cin SEM analizi ve bilesen gruplari iizerindeki etkisini incelemek igin
FTIR analizleri yapilmistir. Degradasyonun hiicre canlilifi iizerindeki etkisini
incelemek amaciyla Sitotoksisite ¢alismasi da yapilmistir. Degradasyon Oncesi ve
sonrasi olarak yapilan analizlerin sonuglar1 tez igeriginde cizelgelerle ve sekillerle

sunulmustur.

3.4.2.2. Antibakteriyel Analiz

Bu calisma igeriginde ayrica hicbir kaplamanin yapilmadigi kontrol disine ve HAp
kaplanmis dislere Staphylococcus mutans, Escherichia coli ve Candida albicans
bakterileri uygulanarak kaplama sonucunda antibakteriyel bir bolge elde edilip

edilemeyecegi belirlenmeye ¢alisilmistir.

Kaplama isleminin yapilmadigr dislerin dentin ylizeylerinde bakteri varligi
gozlenmistir (Sekil 3.244a, 3.25a, 3.26a). Dentin tabakasi biiyiikk miktarda kollajenler,
tibiiller ve bunlar iginde de dentin lenfleri mevcuttur [14]. Bu dokunun hem organik
icerikli hem kanalli hem de bosluklu yapiya sahip olmasi nedeniyle bakterilerin
tutunmasini  kolaylastirdigi ve bakterilerin ¢ogalmasi i¢in uygun bir ortam
olusturdugu goriilmiistiir. Yaptigimiz c¢alismada da agik dentin yiizeylerinde
bakteriyel ¢ogalma goriilmektedir. Buna karsin giimiis katkili HAp ile kaplanmis
olan dentin Orneklerinde hem yiizeyin tamamen HAp’lerle kaplandigi hemde
bakteriyel ¢ogalmanin meydana gelmedigi goriilmiistir. Bu sonuglara gore
uygulanan sentetik Ag katkili HAp’nin hem tiibiilleri 6rterek dentin hassasiyetinin

giderilmesini saglayacagi hem de antibakteriyel etki gosterecegi goriilmiistiir.
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Sekil 3.24 a) Kaplanmamis ve b) kaplanmig dis Antibakteriyel Analizi, Escherichia
coli

KIRIKKALE

Z8k0 XZ,B888 18mm & = 185m KIRIKKALE

Sekil 3.26 a) Kaplanmamis ve b) kaplanmis dis Antibakteriyel Analizi, S. Mutans
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3.4.2.3. Degradasyon Analizi

Bu ¢alisma igeriginde hazirlanan kontrol disi grup 1, HAp kaplh dis grup 2 ve Ag(l)-
HAp kapli grup 3 dentin numunelerinin kaplama isleminin ardindan biyolojik
stvilarla  etkilesimi  sonucunda ylizeyde kaliciligini  ve kiitle miktarindaki
degisiklikleri belirlemek icin SBF ve yapay tiikiiriik ¢ozeltisinde degradasyon
caligmast yapilmistir. 4 hafta siireyle uygulanan hizlandirilmis degradasyon
calismasiyla 10 aylik bir kontrol siiresi gerceklestirilmistir (bkz. Bolim 2.3.2.3).
Ayn1 zamanda kontrol disi olarak da adlandirilan ve kaplama yapilmayan diste de
disin yapisal olarak bozunmaya karsi direncini incelemek ig¢in degradasyon
uygulamasi yapilmistir. Numuneleri iceren sivilarin pH seviyeleri, her hafta 7,4 nétr
su seviyesinde tutulmustur. Analiz ISO EN 10993 — 13 [167] standardinda uygulanan
deney siiregleri dikkate alinarak yapilmistir. Degradasyon yiizdesi hesabi ve
istatistiksel degerlendirmesi yine bu standart igeriginde tanimli hesaplama yontemi
ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar sekil ve ¢izelge olarak calisma igeriginde

gosterilmistir.

Degradasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen kiitle kayb1 oranlar1 Cizelge 3.11°de
gosterilmistir. Kontrol grubu i¢in % 1,7 olarak hesaplan degradasyon degeri HAp ve
Ag(l)-HAp kapl dis igin sirastyla % 7,7 ve % 3,2 olarak hesaplanmigtir. Ortam
pH’sindeki degisim yapinin bozunmasi igin bir gosterge olacagindan her hafta
sonunda ortam pH’leri Olgililmiistiir. Yapilan degradasyon g¢alismasinda her hafta
ortam sivisinin pH’leri tekrardan 7,4 olarak ayarlanarak her haftanin degisimleri

kontrol edilmistir.

Cizelge 3.11 Degradasyon Yiizdeleri

Kontrol Disi HAp Kapli Disi Ag(l)-HAp kapli dis
Hafta Degradasyon Degradasyon Degradasyon
pH pH pH
Yiizdesi % Yiizdesi % Yiizdesi %
1 0,00 7,10 0,00 7,10 0,00 7,40
2 0,90 7,10 0,90 7,10 0,80 7,40
3 0,81 7,20 4,80 7,25 0,40 7,34
4 1,70 7,15 7,70 7,00 3,20 7,10
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Biitiin gruplar icin elde edilen degerlerin anlamli bir farka sahip olup olmadigimi
belirlemek icin F ve t testi yapilmistir. Cizelge 3.11 elde edilen test sonuglarina gore
anlamli fark bulunan ikililer + anlamli fark bulunmayan gruplar — isareti ile
isaretlenmistir. Cizelge 3.12’ye gore kontrol disi olan grup 1 ve HAp kaph dis olan
grup 2 i¢in elde edilen degerler arasinda anlamli bir fark oldugu sonucu elde
edilmistir. Tim gruplar birlikte degerlendirildiginde kiitle kayb1 oranlar1 kontrol,
Ag(l)-HAp ve HAp kapl dis sirasinda arttigi goriilmistiir. Biitiin gruplarda kiitle
kaybmin ¢ok az oldugu goriilmiistiir. Degradasyon oranlari malzemenin belirli bir
giin sonunda kiitlesindeki degisime bakilarak belirlendigi i¢in malzeme kiitlelerinin
analiz oncesi ve sonrasi ¢ok degismedigi sonucu elde edilmistir. Eger analizin
baslangic ve bitis kiitle degerlerinde degisim olursa bu degisime iki 6genin neden
olabilecegi diislinlilmektedir. Bunlar; malzeme yapisinin bozunarak sivi igerige
karigmas1 ve ylizeye kaplanan malzemelerin sivi ile temas sonucunda koparak disten

ayrilmasidir.

HAp ve Ag(l)-HAp kapli dislerde degradasyona neden olan bu iki etkinin iyi ayirt
edilebilmesi i¢in higbir kaplama isleminin uygulanmadig1 kontrol disi de degrade
edilmeye calisilmistir. Boylelikle disin kendinde var olan degradasyon egilimi ile
kaplama malzemesinin yilizeyden kalkma potansiyeli ayirt edilebilecektir. Higbir
kaplama isleminin yapilmadig1 grup 1 kontrol disi % 1,7 gibi ¢ok az bir degradasyon
sonucu vermistir. Disin kendi yapisinin SBF ve yapay tiikiiriik i¢inde normal
sartlarda bozulma egilimi olmadigindan burada elde edilen deger yiizey iizerinde
kalan pargaciklarin yiizeyden kopmasindan kaynaklandigi diistiniilmiistiir. HAp ve
Ag(l)-HAp tozlar i¢in Bolim 3.3’de yapilan degradasyon c¢alismalarindan (Sekil
3.16) elde edilen sonuglara gore HAp tozlari % 1’in altinda degrade oldugu
belirlenmistir. Dis iizerine kaplanan HAp tozlar ¢ok diisiik degerde degrade oldugu
icin iizeri HAp ve Ag(I)-HAp ile kaplanmis dislerde ki bu degradasyon degerleri,
yiizeyden tozlarin koptugunu gostermektedir. Yizeyden HAp ve Ag(I)-HAp
tozlarmin kopmasi dentin tiibiillerinin tekrardan acik hale gelmesine sebep olursa
acilan dentin yiizeyleri tekrar hassasiyet olusturacaktir. Bu nedenle yiizeyden
kopmalarin agir1 olmamasi istenmektedir. Kaplama islemi yigin olarak bir ¢okelme
ile gergeklestiginden bu degradasyon oranlarinda gergeklesen kopmalarin dentin

ylizeylerini tamamen agik hale getirmeyecegi diisiiniilmiistir. Bu durumun
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gbzlemlenmesi icin calisma igeriginde SEM ile degradasyon oOncesi ve sonrasi

inceleme yapilmustir.
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Sekil 3.27 Degradasyon Yiizdeleri ve pH degisimleri, farkl kiigiik harfler anlamh

farki gostermektedir

Ag(I) iyonlarinin HAp 'nin yapisina dahil edilmesinin antibakteriyel etkisi (bkz.
Boliim 3.4.1) ve galisma igeriginde tercih edilen katki oranlarina gore artan katki
orantyla beraber HAp tozlarina gore daha az degrade olmasi (bkz. Bolim 3.3)

caligmalarda kullanilmas1 i¢in bir avantaj olarak degerlendirilmistir. Bu
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avantajlarinin yaninda dis iizerine uygulanan kaplama isleminde Ag(I)-HAp kaph
disin HAp kapl dise gore daha az degrade olmasi da dikkat ¢ekicidir. Bu sonugta
Ag(l)-HAp partikiillerin dentin ylizeyine baglanma kuvvetinin HAp partikiillerinden
daha iyi oldugunu ve yiizeyde daha iyi tutundugunu gostermektedir. Biitiin bu
sonuglara gore Ag(I) iyonlar1 katkilanmis Ag(I)-HAp’lerin dentin yiizeyine yapisma
giiclinli arttirdig1 sonucu elde edilmistir. Kapli dis gruplar1 arasinda degradasyonun
ylizey morfolojisinde ki durumunu gozlemlemek icin SEM ve fonsiyonel grup

sayisinin lizerindeki etkisini gézlemlemek i¢in FTIR analizleri uygulanmistir.

Cizelge 3.12 Degradasyon caligsmasi F ve t Testi karsilastirilmasi

Kontrol disi | Hap Kapli Dis | Ag(l)-Hap Kapli Dis

Kontrol disi + +
Hap Kapl Dis + +
Ag(l)-Hap Kapli Dis i +

3.4.24. SEM Analizi

Kontrol disi, HAp ve Ag(l)-HAp kapl dislerin yapisal ve morfolojik degisiklikleri
degradasyon isleminden 6nce ve sonra uygulanan SEM analizi (bkz. Bolim 2.3.1.2)

ile belirlenmeye ¢alisilmistir ve sonuglar1 Sekil 3.28, 3.29 ve 3.30°da gosterilmistir.

Kontrol disi degradasyonundan once ve sonra elde edilen SEM goriintiilerinde
dikkate deger bir fark gdézlenmemistir. Degradasyon c¢alismasinin kontrol disinin
morfolojisi lizerinde bir etkiye sebep olmadigl sonucu elde edilmistir. Bununla
birlikte degradasyon ¢aligsmasi sonucunda dentin yiizeylerinde az da olsa var olan ve
degradasyon yiizdesi elde etmemize neden olan kirliliklerinde giderildigi sonucu elde

edilmistir (Sekil 3.28).
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HAp kapli dis ve Ag(I) kapl dis sirasiyla % 10 HAp igeren HAp-saf su-suni tiikiiriik
ve % 10 Ag-HAp igeren Ag(I)-HAp-saf su-suni tiikiiriik stispansiyon ¢ozeltileri
icinde 7 gilin boyunca karigtirilmis sonrasinda 1 giinliik ¢coktiirme islemi sonucunda
kaplama yapilmistir. Bu kaplama islemleri sonucunda elde edilen SEM goriintiileri

Sekil 3.29 ve 3.30’da gosterilmistir.

Sekil 3.29 a ve 3.30 a’dan elde edilen SEM goriintiilerinde herbir dentin grubu
numunelerinin tiibiil yiizeylerinin tamamen kaplandigr ve agik bir tiibiil agizinin
olmadigr goriilmiistir. Bu gorseller kaplama siirecinde kullanilan HAp
biyomalzemelerinin dentin yiizeylerine ¢6kelmesi nedeniyle dentin yiizeylerinin

goriilemez hale geldigini gostermistir.

Dentin ylizeylerine yapay tiikiirlik i¢inde ¢oktiirme ile yapilan kaplama sonucunda
dentin ylizeylerinin kapatilmasi hassasiyet ¢alismalarina uygunlugu i¢in tek basina
yeterli degildir. Dentin yiizeylerinin maruz kalabilecegi fiziksel ve kimyasal etkiler
sonucunda bu yiizeylere kaplanan HAp biyomalzemelerinin yiizeyden kalkip
kalkmayacagi da 6nemli bir sorudur. Ornegin yiizeye uygulanan firgalama gibi
fiziksel bir kuvvetin yiizeye yapismis HAp tabakasini ¢ikarip tiibiillerin tekrar agik
hale getirme ihtimali uygulamanin etkinligi icin 6nemlidir. Bununla birlikte agiz
icinde yapay tiikiiriik ve viicut s1vis1 gibi sivilarla kimyasal etkilesim sonucunda HAp
biyomalzemelerinin yiizeyden c¢ikip ¢ikmayacagin belirlenmesi de onemlidir. Bu
etkilerin gozlemlenmesi icin bu caligma iceriginde SBF ve yapay tikiirik ile
etkilesimin degerlendirildigi degradasyon ¢alismasi yapilmigtir. Degradasyon
caligmalart sonucunda yiizeyden HAp biyomalzemelerinin kalkip kalkmayacagi
belirlenmeye ¢alisilmistir. Degradasyon isleminin morfoloji tizerindeki etkisinin
incelendigi bu ¢alismada elde edilen SEM goriintiileri Sekil 3.29 b ve 3.30 b’de

gosterilmistir.
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Zaku Xz, 8806 18 rm KIRIKKALE

8kl XZ, 588 18xm KIRIKKALE

Sekil 3.28 Kontrol disi degradasyondan dnceki (a) ve sonraki (b) dentin tiibiil

goruntiisu

Dentin yiizey kaplama isleminde kullanilan HAp biyomalzemeleri bozunmayan bir
tirtin oldugu i¢in yiizeyden kopmalarin olup olmadigi ve sonucunda tiibiil agizlarinin
acilip acilmadigr gozlemlenmeye calisilmigtir. Degradasyon c¢alismasi ile dentin

yiizeylerinden nadir miktarda HAp’nin kalktig1 ancak tiibiillerin hala kapali oldugu
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goriilmiistiir. Ayn1 zamanda degradasyon islemi HAp biyomalzemelerinin ylizey

morfolojisi izerinde de negatif bir etki olusturmadigi sonucu elde edilmistir.

ZekU XZ, 886 180m KIRIKKALE

KIRIKKALE

Sekil 3.29 HAp kapli dis degradasyondan dnceki (a) ve sonraki (b) dentin tiibiil

goruntiisu
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ZekU XZ, 888 18 s KIRIKKALE

ZBkU XZ, 586 1850m KIRIKKALE

Sekil 3.30 Ag(l)-HAp kapli dis degradasyondan onceki (a) ve sonraki (b) dentin

tiibiil goriintiisii

Acik dentin tiibiil yapisi, normalde diste gozle goriiniir herhangi bir dental hasar veya
patoloji olmadigr halde farkli uyaricilara cevap seklinde dentin hassasiyetine neden
olmaktadir. Ancak dentin yiizeylerinin kapatilmasi ileride disaridan maruz kalinacak
sicak ve/veya soguk sivi temasi, dokunma veya kimyasal uyarilara kars1 koruyucu bir

tedavi olabilir. Dentin tiibiil kanallar1 pulpaya kadar uzanan bir yapida oldugu igin bu
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kanallarin i¢inde var olabilecek mikroorganizmalar sadece yiizeyin kapatilmasiyla
elemine edilemeyecektir. Bu nedenle dentin tiiblil kanallar1 i¢inde de HAp
biyomalzemelerinin var olmasi bu mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasma da

yardimci olabilir.

Calisma iceriginde antibakteriyel etki saglamak amaciyla Ag(I) iyonlar1 katkilanmis
Ag(l)-HAp bu kanal i¢inde akabilirse o bolgelerdeki mikroorganizmalar: elemine
edebilecektir. Yani kaplama isleminde hem yiizey kaplamasi hem de kanal igine
akma hedeflenmelidir. % 0,40 Ag(I) katkilanmigs Ag(I)-HAp biyomalzemelerinin
antibakteriyel olmasi nedeniyle kanal igerisinde olasi mikroorganizmalari elemine
edebilecegi digiiniilmiistiir. Kanal igerisinde HAp varligmi gozlemlemek adina
dentin disklerinin yan kesit goriintiileri alinmistir. Elde edilen yan kesit goriintiileri
ve mevcut HAp’ler isaretlenerek Sekil 3.31°de gdsterilmistir. Elde edilen yan kesit
goriintlilerinde hem HAp hem de % 0,40 Ag(I) iyonu katkilanmis Ag(I)-HAp
biyomalzemelerinin kanal igerisine bir miktar aktigi goriilmiistiir. Elde edilen bu
goriintiilerde kanal boyunca sadece tiibiil agizlarindan en fazla 50um’ye kadar bir
ilerleme tespit edilmistir. Dentin tiibiil kanallar1 pulpaya kadar 2-3 mm uzunlugunda
oldugu diisiiniiliirse kanal igerisinde akilan bu mesafenin az oldugu anlasilmaktadir.
Buna ragmen hassasiyet giderici tedavi i¢in istenen ve tez igerinde hedeflenen tiibiil
yiizey kaplama isleminin caligma iceriginde basarili bir sekilde gergeklestigi

gorilmiistiir.
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Sekil 3.31 HAp (a) ve Ag(l)-HAp (b) kapl dis yan kesit SEM goriintiisti

3.4.25. FTIR Analizi
Dentin tiibiil yiizeylerinin kaplama isleminden sonra uygulanan bozunma deneyi

sonucunda HAp tozlarinin yiizeyden uzaklasip uzaklasmadigini belirlemek amaciyla

FTIR c¢alismasi (bkz. Bolim 2.3.1.6) da yapilmistir. Yiizeye yapilan kaplama islemi
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sonunda dentin yiizeyindeki malzemenin bilesen gruplar1 belirlenerek yiizeydeki
yapiin HAp olup olmadigi belirlenmistir. Daha sonra dentin diskleri degradasyona
(bkz. Bolim 2.3.2.3) tabi tutulmustur. Uygulanan degradasyon islemiyle birlikte
yiizeyde gerceklesebilecek kayiplarin bilesen gruplar lizerindeki etkileri belirlemeye
calisilmistir. Sekil 3.32’de ve Sekil 3.33’da kontrol disi, HAp ve Ag(I)-HAp kaph

dislerin degradasyonundan onceki ve sonraki FTIR sonuglar1 goriilmektedir.

Kontrol disi i¢in bozunma isleminden 6nce elde edilen FTIR spektrumlarinda dis i¢in
karakteristik olan amid | (C = O) zirveleri 1634 cm™de, amid Il (N-H ve C-N) 1544
cm™de ve amid Il (C-N ve N-H) ise 1236 cm™'de gozlenmistir. Kontrol dentin
numunesi yilizeyleri demineralize edildiginden mineralsiz bolge kolajen bakimindan
zengin bir alan haline gelmistir. Bu nedenle, FTIR analizinde kollajen tepe noktalari
belirgin bir sekilde gozlenmistir. Bu pik gruplar1 disin kollajen grubunun varligini
gostermektedir. Ayn1 zamanda kontrol disinde HAp i¢in karakteristik olan piklerde
elde edilmistir. Cizelge 3.13’de gosterilen karakteristik pik noktalariyla disin kendi
iceriginde de HAp’nin varligr gorilmistiir [11, 124].

Cizelge 3.13 Degradasyon oncesi FTIR spektrumlari

Bilesen Sogurma Bandi, cm™
Grubu Kontrol disi HAp kaph dis Ag(l)-HAp kapl dis
Amid | 1644 1640 1637
Amid I 1544 1538 1540
Amid 111 1236 1239 1230
COs” 1695 1700 1695
477 473
600 571 ve 603 562 ve 599
PO, 963 969 960
1040 ve 1097 1037 ve 1100 1023 ve 1088
1934-2072 1943-2064
OH 3600 640 ve 3570 3580
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HAp ve Ag(l)-HAp kapli dis i¢in elde edilen FTIR spektrumlarinda kolajen yapisi ve
HAp katmani gozlenmistir. HAp ve Ag(I)-HAp kapli dentin o6rneklerinin FTIR
spektrumlari, kontrol grubu i¢in kollajen bantlarin pik siddetlerinde ki azalmanin
disinda hemen hemen ayni sogurma bantlarini sergilemistir. HAp ve Ag(I)-HAp ile
yapilan kaplama sonucunda disteki apatit yapisindan absorpsiyon bantlarinin
yogunlugunun arttig1 agikca goriilmiistiir. Kaplama yapilan HAp gruplarindan alinan
sinyaller daha kuvvetli oldugu i¢in bu gruplarda kolajen yapisini gosteren pikler
kontrol disinde gozlenenler kadar keskin degildir. FTIR spektrumlarindan elde edilen
bilesen gruplarinina gére SEM calismasinda da goriilen ve yiizeyi tamamen kapatan

malzemenin HAp oldugu dogrulanmustir.
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Sekil 3.32 Degradasyondan dnceki FTIR spektrumu

Kaplama isleminin ardindan elde edilen kapli dislerin dentin yiizeylerinden kaplama

malzemesinin ¢ikip ¢ikmadigini belirlemek igin yapilan degradasyon c¢alismasi

131



sonrasinda yeniden FTIR c¢aligmas1 yapilmistir. Bu yolla yiizeyden olas1 kalkmalarin

bilesen gruplar tizerindeki etkisi belirlenmeye ¢alisilmistir.

Tiim numunelerin degradasyondan sonra elde edilen pik yogunluklarinda bir diisiis
disinda, karakteristik zirveler ayni1 dalga boylarinda tekrar belirlenmistir. Kontrol
grubunun FTIR  spektrumlar1  degradasyon isleminden Once ve sonra
degerlendirildiginde, kollajen pik yogunluklarinda gozle goriilir bir fark
belirlenememistir. Bu da bozunma isleminin kolajenler {izerinde dikkate deger bir
etki yapmadig1 seklinde degerlendirilebilir. Bir ay boyunca SBF igerisinde
tutulduktan sonra hem SEM hem de FTIR sonuglarinda belirgin bir fark
gozlenmemistir. Karakteristik zirveler yine ayni dalga boylarinda, ancak
yogunluklarinda kismi bir diislisle belirlenmistir. Bu duruma sivi igerikten

cikarildiktan sonra kurutma isleminin sonunda olast nemin neden oldugu

diistiniilmektedir.
control
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Kontrol disinde yapilan FTIR analizi spektrumlarinda elde edilen sonu¢ demineralize
olmus dentin ylizeyinde ¢ok az da olsa HAp kalintilarinin oldugudur. Kaplama
isleminin ardindan alinan spektrumlarda baskin hale gelen HAp bilesen gruplarinin
varligi da demineralize olan dentin yilizeyinin yeniden mineral kazandigini
gostermektedir. Degradasyon igleminin ardindan gozlenen benzer pikler de yeniden
minerallesen dentin yiizeyinin degradasyon sonucunda mineral kaybetmedigi

seklinde degerlendirilebilir.

HAp ve Ag(l)-HAp kapli dislerin degradasyonu sonrasinda alinan FTIR
spektrumlarinda organik bilesenleri gdsteren dalga boylarindaki piklerin
siddetlerinde az da olsa bir azalma gozlenmistir. Bu azalma degradasyon sonrasinda
HAp’nin  Kkarakteristik  piklerinin daha belirginlesmesinden kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Ayrica degradasyon esnasinda ortaya ¢ikan zayif karboksilik asitler
nedeniyle sivi ortamin asitlik oraninin artmasiyla bazi organik baglarin kopmasi
miimkiindiir. Bunun sonucu olarak fonksiyonel gruplar karakteristik olarak olmasa
da grup sayisinda degisim oldugundan kiiciik bir miktar degisim gdzlenebilecektir.
Bu nedenle organik gruplarda ki bu degisim fonsiyonel grup sayisinda azalama

olarak degerlendirildiginden yap1 bozulmasi olarak degerlendirilmemistir.

Dentin 6rneklerinin  dort hafta boyunca SBF'de bekletilmesi ile uygulanan
degradasyon ¢alismasi sonucunda elde edilen FTIR spektrumlarinda kontrol disi,
HAp ve Ag(l)-HAp kapli dis i¢in karakteristik kolajen ve HAp pikleri bozunmadan
oncekine benzer sekilde gozlenmistir. Bu sonug¢, SEM analizinden elde edilen
sonugla es olarak kaplama malzemesinin ylizeyden kalkmadigi seklinde yorum

yapmamizi saglamistir.

3.4.2.6. Sitotoksisite Analizi

Hiicrelerin canliliginin metabolik aktivite ile dl¢lilmesine dayanan sitotoksisite testi
(bkz. Boliim 2.3.2.2) dentin tiibiil yiizeylerinin kaplama isleminden sonra uygulanan
bozunma deneyi ile toksik bir etki olusturup olusturmadigini test etmek igin
yapilmistir. Bu analiz 6ncelikle kaplama isleminin ardindan kaplama malzemesinin
olusturabilecegi toksisiteyi belirlemek icin kontrol disi, HAp ve Ag(I)-HAp kapl dis

icin yapilmigtir. Daha sonra uygulanan degradasyon isleminin ardindan olas1
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salimlarin neden olabilecegi toksisiteyi belirlemek i¢in degradasyon sivisinin da
toksikligi belirlenmeye ¢alisilmistir. ISO 10993-5 Ek C standardina gore yapilan bu
analiz de standart degerlendirme kriterine goére hiicrelerin canlilig1 % 70'in altindaysa
toksik olarak kabul edilmistir. Sitotoksisite analizinde hiicre canlilik degerlerin
belirlenmesinde kullanilan kontrol hiicre grubu ¢ogalmast % 100 kabul edilerek diger
gruplar bu kontrole gore degerlendirilmistir. Caligma igerinde alinan sonuglar
birbirleriyle karsilastirildiginda anlamli bir farka sahip olup olmadigimi belirlemek
icin F ve t test caligmalar1 yapilmistir. Testler sonucunda elde edilen sonuglar
cizelgeler ve sekil olarak ¢alisma iceriginde sunulmustur. Istatistiksel degerlendirme
sonuglari ise anlamli bir fark varsa farkli kiigiik harflerle anlamli bir fark yoksa ayni

kiigiik harflerle sekil iizerinde gosterilmistir.

Hiicre kiiltlirii caligmalarinin sonuglar1 etkileyen faktorlerden birisi iiretilen HAp
biyomalzemelerinin morfolojik 6zellikleridir [183]. Evans ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir calisma da hiicre etkilesimi ve sonug¢ olarak, herhangi bir pozitif ve
negatif etki, parcaciklarin kimyasal yapisindan bagimsiz olarak kati numunenin
fiziksel oOzelliklerinden etkilenebilen hiicre-parcacik etkilesimi ile dogrudan
iligkilendirmistir. Bu bilgiye gore iiretilen HAp biyomalzemeleri dis iizerine
kaplandiktan sonra kaplanan Orneklerin morfolojisi, parcaciklarin topaklasmasi ve
kristal biiyiikliigii gibi fiziksel 6zellikler, calisilan hiicrelerin tepkisini degistirebilir.
Bu da hiicre canlilik sonuglar iizerinde etki edebilir. Bu durumda HAp ve Ag(l)-
HAp kapl dis gruplar arasindaki fark i¢in sadece metal iyon varligi diigiiniilmesi
eksik kalacaktir. Bu etkinin degerlendirmeye alinip alinmamasina karar vermek igin
kaplama isleminden 6nce yapilan SEM caligsmasi ile numunelerin yiizey morfolojileri
incelenmistir (bkz. Boliim 3.2.3). Yiizey morfolojileri hem HAp i¢in hem de farkh
katki oranli Ag(I) iyonlar1 eklenmis Ag(I)-HAp gruplart icin benzer olarak
degerlendirilmistir. Bunun sonucu olarak bu ¢alisma igeriginde hiicre canlilig
tizerinde morfolojinin etkisi degerlendirilmemistir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin
sonuglart etkileyen faktorlerden bir digeri ise Ca/P orani ve dolayisiyla malzemenin
sahip oldugu safsizlik degerleridir [183]. Malzemenin sahip oldugu CaO, B-TCP,
HAp fazlan farkli ¢6zlinme hizlarma sahip oldugundan bu hizlardaki farkliliklar
cevre  ortamin  pH'sini  degistireceginden  degerlendirmelerde  iiretilen

biyomalzemelerin Ca/P oram1 da dikkatle incelenmelidir. Ca/P oranlarinin
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incelenmesi i¢in yapilan bu ¢aligmada ¢oktiirme yontemiyle tretilen HAp ve Ag(l)-
HAp icin elde edilen Ca/P degerleri birbirine ¢ok yakin oldugu i¢in ¢oziinme
Ozelliklerinin farkli olmayacagi diisiiniilmektedir. Bu nedenle malzeme toksisitesi
tizerinde etkisi olmadigr disiiniildiigiinden degerlendirilmeye alinmamastir.
Yaptigimiz sitotoksiste ¢aligmalarinin sonuglarini etkileyen ana faktor Ag(I) iyon
varlig1 olarak diisiiniilmiistiir. Bu tez ¢alismasinda en uygun katkilama oranina sahip
Ag(l)-HAp ile HAp arasindaki iyon farkindan ortaya c¢ikabilecek etkiler

degerlendirilmeye alinmistir.

Sitotoksisite testinde hem kaplama yapilan dentin numuneleri (Sekil 3.34 ve Cizelge
3.14) hem de SBF'ye daldirma isleminden sonra kalan sivilar (Sekil 3.34 ve Cizelge
3.15) analiz edilmistir. Tiim gruplarin hiicre canlilik sonuglart % 70'in oldukga
tizerindedir. Bu degerler standartta tanimlanan kritik degerlerden daha yiiksek oldugu
icin numunelerin toksik olmadigir sonucuna varilmistir. Ayrica HAp kaph dis i¢in
elde edilen hiicre canlilik degeri ile kontrol disi ve Ag(I)-HAp kapli dis icin elde
edilen hiicre canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farka sahip bir

hiicre canlilik degeri oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 3.14 Sitotoksisite Analiz Sonuglari

% Hiicre Standart Olgiim
Numune Canlilik Sapma Belirsizligi +
Kontrol Disi 103,640 4,546 9,09
Hap Kapli Dis 121,776 3,274 6,55
Ag(l)-HAp Kaph Dis | 117,782 4,985 6,97
Kontrol 100,000 - -

Ag(D) iyonlarinin antimikrobiyal &zellik olarak faydali etkileri Bolim 3.4.1°de
gosterilmistir. Ancak giimiisiin asir1 kullanimi toksik etki gosterebilir. Ag(I)-HAp
kapl dis ornekleri lizerindeki hiicrelerin canliligit HAp kapl dis ile karsilastirildig:
zaman hiicre canliliklarinda anlamli farkliliklar gozlendi. Ag(I)-HAp kaplh dis
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gruplart goz oniine alindiginda hiicre canlilik sonuglarinda, HAp kapli dis grubuna
gore bir diislis elde edilmistir. Bu sonuca gore, HAp kapli disin hiicre canlilik
tizerinde olumlu bir etki gosterdiginden bahsedilebilir. Ancak Ag(I)-HAp kaph dis
icin elde edilen hiicre canlilik degerlerinin de test standardinda belirtilen kritik % 70
degerinin olduke¢a iizerinde oldugu icin toksik degildir seklinde degerlendirilmistir.
Hiicrelerin sahip olduklar1 ¢ogalma hizlarma giimiisiin etki etmesiyle bu degerin az
okundugu diistiniilebilir. Cogalma icin bir siire daha beklenildiginde Ag(I)-HAp
kapli diste de HAp kapli dis gibi benzer bir sonug¢ elde edilebilecegi
diistinilmektedir. Sonu¢ olarak Ag(I)-HAp biyomalzemesinin giimiis salim
calismalarindan elde edilen sonuglarla beraber, dentin hassasiyet tedavileri esnasinda
gerceklesebilecek enfeksiyonlart ilk anda engelleyebilecek ya da tedavi edilen
bolgede daha 6nceden var olan enfeksiyonu ortadan kaldirabilecek bir kullanim i¢in

uygun oldugu diisiiniilmiistiir.
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Sekil 3.34 Sitotoksisite Sonuglari

Kaplama isleminin ardindan elde edilen sitotoksisite ¢alismalarinda biitiin gruplarin
toksik olmadigr sonucu elde edilmistir. Calisma igeriginde kaplama isleminin
biyolojik sivilara karsit etkinligini goézlemlemek amagli yapilan degradasyon
caligmas1 sonucunda iiriinlerin degrade olmadig1 sonucu elde edilmistir. Degradasyon

isleminin esnasinda degradasyon sivisi ile gerceklesen etkilesim sonucunda olasi
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salim ve kopmalar degradasyon sivisinda toksikolojik olarak degisiklige neden
olabilecektir. Bu nedenle sitotoksisite analizi degradasyon g¢alismasinin sonunda
degradasyon sivisi i¢in de yapilmistir. Bu yolla degradasyon sivisinin toksikligindeki
degisimin kaynagi belirlenmeye c¢alisilmistir. Degradasyon sivisi igin elde edilen
hiicre canlilik degerleri Cizelge 3.15°de gosterilmistir. Degradasyon sonrasi elde
edilen degradasyon sivilari i¢in, ISO 10993-5 Ek C standardina gore 1: 2, 1: 4, 1: §,
1:16 ve 1:32 seyreltme oranlarinda da sitotoksisite caligmalar1 yapilmistir. Bu
seyreltme oranlariin her birinde de hiicre canlilik sonuglart % 70'in {izerinde elde
edilmistir. Seyreltme degerine bakildigi zaman, c¢evre oksijenin en uygun oldugu
degerin 1:16 seyreltme orant oldugu goriilmektedir. Bu seyreltme oraninda
hiicrelerin yasayabilecekleri en yliksek seviyeye ulastiklar1 goriilmiistiir. Boylece,
1:16; optimum hiicre biiyiime degeri olarak belirlenmistir. Bu nedenle ¢izilen sekilde

1:16 seyreltme oran1 hesaba katilmistir.

Sekil 3.34’den goriilebilecegi lizere biitiin ¢alisma gruplarinda hiicre canlilik
degerlerinde artis gozlenmistir. HAp kapl dis ve Ag(I)-HAp kapli dis canlilik
oranlarinda sirasiyla % 16 ve % 15 artis belirlenmistir. Eger Ag(I)-HAp kapl disin
hiicre canlilik degerinde belirgin bir azalma gozlemlenseydi degradasyon sivisinda
toksisiteye neden oldugu sonucu ortaya g¢ikacakti. Ancak degradasyon sivilarindaki
sitotoksisite caligmalarinda hiicre canliliklart % 70'in iizerinde oldugu igin ve
baslangictaki degradasyon c¢alismalarindan elde edilen hiicre canlilik degerlerinden
daha diisiik olmadigi i¢in hem HAp’nin hem de Ag(I)-HAp’nin uygulamalarda

toksikolojik bir etkisinin olmayacagi sonucuna varilmigtir.

Hiicre canlilik degerlerin azalmasi toksisiteyi temsil ettiginden elde edilen degerlerin
standart gerekliliklerinin {lizerinde olmasi tedavi amacgli yapilan uygulamalarda
onemlidir. Glimiis iyonu gibi toksik 6zellikleri bilinen iyonlarin insanlarda asir
seviyelerde var olmasi toksisiteye neden olacagi bilinmektedir [183, 184]. Bununla
birlikte, genel olarak toksik olarak goriilen giimiis iyonlarmin ancak belirli bir
degerin iizerinde toksikolojik etki goOsterdigi de bilinmektedir. Kiigiik
konsantrasyonlarda toksik etki gdstermeyen giimiis iyonlar1 hiicre canliligini da
arttirdig1 bilinmektedir. Mevcut arastirmada secilen Ag(I) iyonu ve % katk1 orani ile
toksisite ve biyolojik tepkiler arasindaki iliskiyi 6lgmek ve karsilastirmak i¢in daha

onceden yapilmig bir uygulama yoktur. Genel olarak Ag(I)-HAp kaph dis lizerinde
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yapilan sitotoksisite ¢alismalarindan hiicrelerle aktif etkilesim saglandigi ve hiicre
canliligina negatif bir etkinin olmadig1 goriilmiistiir. Dahil edilen glimiis iyonu
katkisindan bagimsiz olarak c¢alisilan HAp kapli diste de benzer sonug elde

edilmistir.

Embriyolojik asamada disin gelisim ve olusum siireclerinde protein yapisinin 6nemli
bir rol oynadig1 bilinmektedir [184]. Her ne kadar kollajen (tip 1) dentin organik
matrisinin ana bileseni olsa da, dentin fosfoforin ve dentin matriks protein 1 (DMP1)
gibi c¢esitli kollajen olmayan proteinler (NCP) dis olusumunda ve minerallesmenin

kolaylagsmasinda hayati bir rol oynamaktadir [186].

Dentin yiizeyi lizerindeki tabakasini kaybederek dentin hassasiyeti olusan bu
bolgelerinde HAp gibi mineral kaynaklarin1 kullanarak kaplamak hem hassasiyet
giderme de hem de yeniden minerallesmede etkili bir yol oldugu goriilmiistiir. FTIR
sonuglarinda kontrol disinde kaplamadan dnce ¢ok az bir yogunlukta gbzlemlenen
HAp’nin karakteristik pikleri kaplama sonunda daha belirgin hale gelmistir. SEM
gorsellerinde de dentin tiibiil yiizeyinin kaplama sonunda goriinmez hale gelmesi de
bu yiizeydeki mineral varligin1 gostermektedir. Bu sonuglar orada kesin bir
minerallesme olacagi ve kollajen fibrillerinin biiylimesini degistirecegi anlamina
gelmese de biyomimetrik olarak dentin tiibiillerinin tikanabilecegini gdstermistir.
Degradasyon islemi sonucunda yapilan SEM ve FTIR analizlerinde bu
biyomalzemelerin hala varligini ilk anda ki gibi devam ettirmesi de kollajen iskelet

yapisina HAp minerallerinin yerlesebilmesi diisiincesini kuvvetlendirmektedir.
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Cizelge 3.15 Degradasyon Sivilart Sitotoksisite Analizi Sonuglari

Seyreltme % Hiicre Olgiim
Numune Orani Canlilik Standart Sapma Belirsizligi +
1:2 88,871 3,965 7,93
14 121,306 1,684 3,37
Kontrol Disi 1:8 118,531 2,529 5,06
1:16 125,986 3,123 6,25
1:32 134,585 3,758 7,52
12 103,837 4,806 9,61
14 139,048 5,800 6,60
HAp Kapli Dis 1:8 139,320 3,781 7,56
116 137,850 3,344 6,69
1:32 123,483 4,674 9,35
12 98,980 4,854 8,71
14 135,354 4,079 7.34
g?:l)'HAp Kaplt 14 136,764 | 2,488 6,53
1:16 139,041 5,312 7,58
1:32 151,102 3,457 2,86

Bu calismada elde edilen SEM ve FTIR sonuglarina gore tiim HAp tipleri etkili bir
tiibiil tikamasi gostermistir. Her iki gruptan elde edilen kiitle kaybi (bozulma
yiizdesi) sonuglari géz Oniine alindiginda firetilen ve kaplanan tozlarin kKimyasal
kararliliginin oldugu goriilmiistiir. Sitotoksisite ¢alismalar1 sonucunda da katkilama
oraninin herhangi bir toksik etki olusturmadigi goriilmiistiir. Sadece ticari HAp
tiriinlerini kullanarak daha 6ncesinde yapilmis calismalarin bulgulariyla ¢alismamiz
igeriginde elde edilen sonuglar paraleldir [3, 22, 65, 68, 186—-189]. Bu ¢alisma dentin

hassasiyet giderme amagh iiretilen HAp gruplariyla, kaplama mekanizmasi ve
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karakterizayon asamalariyla literatiire katki saglayacak igeriktedir. Uygulama da
tercih edilen biyolojik viicut sivist ve tiikiiriik etkisinin yaninda asit ataklarinin veya
mekanik kuvvetlerin  HAp katmaninin stabilitesi iizerindeki etkilerinin de

incelenmesi calisma i¢in yeni ilgi alanlar1 olarak degerlendirilmistir.
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4. SONUCLAR

Bu tez calismasinda diste herhangi bir dental hasar veya patoloji olmadig1 halde
sicak-soguk sivi temasi, dokunma veya kimyasal uyarilar sonucunda olusan dentin
hassasiyetinin giderilmesi tedavilerinde dentin tiibiillerinin kaplanmasi amaciyla
hidroksiapatit ve % 0,05 - % 0,20 - % 0,40 Ag iyonlar1 katkilanmis hidroksiapatit
biyomalzemeleri ¢oktiirme metoduyla tiretilmistir. Dentin iizerine bakteri yapismasi
kolayca gerceklesebildigi i¢in klinik tedavilerde bakteriyel direnci olan bir
biyomalzemenin tercihi onemlidir. Bu tez calismasinda farkli katki oranlarinda
glimiis iyonlar1 katkilanmis hidroksiapatit biyomalzemeleri ile dentin hassasiyet
giderme tedavilerinde bakteriyel direncinin arttirilmasi ve antibakteriyel bir alan

olusturulmasi hedeflenmistir.

Dentin tiibiil kaplama ¢alismas1 yapilmadan 6nce bu tez ¢aligmasinda ¢oktiirme
yontemiyle iiretilen hidroksiapatit tozlarmin FDA, Amerika Gida ve Ilag Dairesi
tarafindan tanimli kristalografik, morfolojik, tane boyutu, bilesen gruplar1 gibi
fizikokimyasal ve biyouyumluluk, biyobozunurluk ve bakteriyel direnci gibi
biyolojik gereklilikleri saglayip saglamadigi kontrol edilmistir. Bununla beraber
hidroksiapatite katkilanan giimiis iyonlarinin klinik tedavilerde biyolojik sivilarla
temas1 sonrast yapidan uzaklasip toksik bir etki olusturup olusturmadiginin test
edilmesi i¢in glimiis salim tayini yapilmistir. Bu 6n analizler sonucunda en uygun
olan katkisiz hidroksiapatit ve % 0,40 glimiis iyonu katkilanmis hidroksiapatit dentin
tiibiil ylizeyine kaplanmistir. Kaplama isleminin ardindan kaplama etkinliginin ve

kaliciliginin test edilmesi i¢in degradasyon ¢alismasi yapilmastir.

Yapilan iiretim, fiziksel, kimyasal ve biyolojik karakterizasyon, kaplama islemi ve
kaplama isleminin etkinliginin kontrol edildigi bu c¢alismadan ¢ikan sonuglar

asagidaki gibi kisa boliimlerle sunulmustur.
Fiziksel ve Kimyasal Karakterizasyon

Coktiirme yontemiyle tiretilen hidroksiapatitin ve glimiis katkili hidroksiapatitlerin
faz tanimlamas1 ve faz safsizliklarimin belirlenmesi i¢in yapilan XRD analiz
sonuglarma gore tiim XRD modellerinin Uluslararas1 Kirilma Verileri Merkezi

(ICDD) dosyalar1 ile tutarli karakteristik zirvelere sahip oldugu goriilmistiir.
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Hidroksiapatit ve farkli giimiis katkili giimiislii hidroksiapatit numunelerinin XRD
modellerinin hepsinde CaO’nun eser elementleri gozlemlenmemesine ragmen ¢ok az
miktarda B-TCP fazina ait pikler gézlenmistir. Burada gozlenen B-TCP fazi1 %
0,5’inde altinda g6zlendigi i¢in malzeme safsizliginda dikkate deger bir oran olarak
degerlendirilmemistir. Kalsiyum fosfat (CaP) bazli en ¢ok incelenen ve kullanilan
ayrica klinik olarak test edilmis sentetik malzemeler hidroksiapatit, p-trikalsiyum
fosfat (B-TCP - Ca3(POy)2) ve iki fazli HAp/B-TCP karisimlart oldugundan iiretimi
yapilan iirtinlerde ¢ok az B-TCP gozlemlenmesinin klinik uygulamalarda sorun teskil

etmeyecegi diistintilmiistiir.

Coktiirme yontemiyle tiretimi yapilan hidroksiapatit ve % 0,05 - % 0,20 - % 0,40
oranli Ag iyonlar1 eklenmis glimiislii hidroksiapatit numunelerinin sahip oldugu
PO.>, OH’, COgZ', HPO,* bilesen gruplarinin belirlenmesi i¢in yapilan FTIR analizi
sonucunda hidroksiapatitin sahip oldugu karakteristik COs%, PO,>, OH gruplari
literatiirle uygun olarak belirlenmistir. Uretilen hidroksiapatit tozlar1 i¢in yapilan
FTIR analizlerinde sentez parametrelerinden kaynaklanan H,O grubu pikleri goziikse
de NO* ve NH* gruplarma ait pikler gézlenmemistir. Dis tedavileri gibi biyolojik
bir uygulama amaci var olan bu ¢alisma da bu ugucu gruplarin gézlemlenmemesi

olumlu olarak degerlendirilmistir.

Katkisiz hidroksiapatit ve % 0,05 - % 0,20 - % 0,40 oranli Ag iyonlar1 katkili
hidroksiapatit numunelerinin SEM goriintiillemelerinde tane boyutu < 500 nm
seviyelerinde olan, az deformeli, diizgiin dagilimh, kiiresel ve diizenli sekilli
parcaciklara sahip ve bal petegi desenli bir morfoloji gézlemlenmistir. Ayn1 zamanda
bu ¢alisma iceriginde secilen giimiis katkilama oranindaki degisimin hidroksiapatit

morfolojisi iizerinde bir etki gostermedigi goriilmiistiir.

Uretilen hidroksiapatit tozlar1 dentin tiibiillerinde kaplama amagcl kullanimin yaninda
giimiis katkisiyla beraber antibakteriyel bir alan hedeflenmistir. Hidroksiapatit
tozlarmin sahip oldugu bu piiriizsiiz yiizey mikroorganizmalarin yapisma ihtimalini
azaltacaktir. Mikroorganizmalarla ilk karsilasacak yer bu ylizey olacagindan
puriizliiliigiiniin az olmast tedavinin etkinligi ic¢in pozitif bir katki olarak

degerlendirilmistir.
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SEM-EDS ve ICP-OES analiz ¢aligmalart sonucunda kalsiyum fosfat seramikleri i¢in
tanimlanan Ca/P degeri hidroksiapatit ve giimiislii hidroksiapatitler i¢in 1.65 — 1.67
degerleri arasinda elde edilmistir. Bu sonuglarda XRD, FTIR analizlerinden elde
edildigi gibi katkisiz hidroksiapatit mineralini gdstermektedir. Uretimde elde edilen
bu deger dis hekimligi ve ortopedi tedavilerinde kullanimi diigiiniilen HAp igin
istenen bir Ca/P degeridir. Ayn1 zamanda FDA tarafindan biyolojik uygulamalar i¢in
gecerli Ca/P orani degeriyle tez ¢alismasi igeriginde iiretilen malzemelerin Ca/P

oranlarinin olduk¢a uyumlu oldugu sonucu elde edilmistir.

Coktiirme yontemiyle liretimi yapilan hidroksiapatit ve % 0,05 - % 0,20 - % 0,40
oranli Ag(l) iyonlari eklenmis glimiisli hidroksiapatit numunelerinin yogunluk
degerleri sirasiyla 3,051, 3,089, 3,112 ve 3,140 gr/cm3 olarak belirlenmistir. Elde
edilen degerler 3,00 — 3,22 gr/cm® teorik katkisiz hidroksiapatit yogunluk deger
araligindadir. Bu elde edilen sonu¢ hidroksiapatite yapilan glimiis iyonu katkistyla
tozlarin kapladig1 hacmi azalttig1 ve daha yogun bir malzeme haline getirdigi sonucu
elde edilmistir. Bununla birlikte yapilan giimiis katki oranlarindaki artisla dogru
orantili olarak azalan bir hacim ve daha yogun bir malzeme sonucu elde edilmistir.
Bu giimiis ilavesiyle beraber daha siki bir yapinin olusacagini géstermektedir. Artan
yogunluk sonucunda tanelerin kii¢lilmesi dentin tiibiilii gibi kaplama caligmalarinda
daha 1yi istiflenmeyi saglayacagindan ve dentin tiibiil kanallar1 i¢ine malzemenin
girme sansini arttiracagindan % 0,40 Ag(l)-HAp biyomalzemesi en etkin malzeme

olarak degerlendirilmistir.

Coktiirme yontemiyle tiretimi yapilan hidroksiapatit ve Ag(l) iyonlari eklenmis
glimiisli hidroksiapatit biyomalzemelerin herbirinin tane boyutlar1 SEM ve Zetasizer
analizleri ile belirlenmistir. Her iki analiz sonucunda da biitiin hidroksiapatitlerin
<500 nm boyutunda oldugu belirlenmistir. Elde edilen tane boyut degerleri ile gore
FDA tarafindan biyolojik uygulamalarda kullanilacak CaP biyoseramik iirlinleri igin

tanimlanan kriterleri sagladigi goriilmistiir.

Giimiis Salim Tayini

% 0,05 - % 0,20 - % 0,40 glimiis katkil1 hidroksiapatit tozlar i¢in yapilan fiziksel ve
kimyasal analizlerin yaninda katkilanan giimiis iyonlarmin biyolojik etkiler

nedeniyle yapidan salinarak toksik bir etki ortaya c¢ikarip ¢ikarmadigini tespit etmek
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amaciyla giimiis salim tayini ¢alismasi yapilmigtir. Glimis iyonlarmin biyolojik
etkiler sonucunda gosterecegi salim profilinden elde edilen sonuglara gore dentin

tiibiillerinde tikama i¢in en ideal giimiis katk1 oran1 belirlenmistir.

Bu in vitro calisma igeriginde 1/2 giinden 30 giine kadar eslenik viicut sivisi
igcerisinde bekletildikten sonra ICP-OES cihaziyla giimiis salim tayini yapilmistir.
Yapiya giren giimiis iyonlarindan % 0,05 glimiis katki i¢in % 0,060’1, % 0,20 glimiis
katk1 i¢in % 0,020°si ve % 0,40 giimiis katki i¢in % 0,009’u salim yapmustir. Buda
tez ¢alismasi igeriginde tercih edilen katki oranlarindaki artisla beraber azalan bir
salim sonucunu vermistir. Bu yiizde degerlerine gore yapiya tutunan glimiis
iyonlarinin minimum 0,020 ppm ve maksimum 0,035 ppm gibi ¢ok diisiik degerlerde
salim yaptigr sonucu elde edilmistir. Biyolojik uygulamalar i¢in yapida bulunan
giimiis miktarinin salim degerinin 10 ppm'den fazla olmamas1 gerektiginden yapidan
salim yapan glimiisler insan hiicreleri i¢in zehirli etki olusturmayacagi sonucu elde
edilmistir. 10. giinden sonra salim degerlerinde dikkate deger bir artma veya azalma
gbozlenmemis ve bu noktadan sonra sabitlemistir. Elde edilen sabitleme sonucu bu
noktadan sonra salimin ger¢eklesmedigini gostermektedir. Elde edilen in vitro salim
degerleri toksik bir etki olusturacak degerlerde olmadigindan dis tedavilerinde
kullanilabilecegi sonucu elde edilmistir. Biitiin gruplarda baslangigta gerceklesen ani
salimlarinda dis tedavilerinde olas1 enfeksiyon bulagsmalarini 6nleme de pozitif bir

katki saglayacag diistiniilmektedir.

Uriinlerin  kullanim yerlerine es ozellikte bir ortam taklit edilerek yapilan
degradasyon caligmasinda {riinlerin bozunmadigi goriilmiistiir. Giimiis iceriginden
dolay1 olas1 toksiklik durumu da bu g¢aligma iceriginde incelenmistir. Sitotoksisite
caligmasi sonucunda % 70 hiicre canlilik degerinin oldukg¢a iizerinde hiicre canlilik
degerleri elde edilerek standartta istenen canlilik degerleri rahatlikla saglanmistir.
Calismada tercih edilen katkilama oranlarinin sonuglar {lizerinde etkinligi salim,
degradasyon ve sitotoksisite calismasiyla belirlenmeye calisilmistir. Sonuglara gore
katkilama arttikca salimin azaldigi, iriinlerin daha az bozundugu ve degradasyon
testinin yapildigi ortamin toksikligine pozitif katki sagladigi sonucuna varilmistir. Bu
sonuglarla iiretimi yapilan glimiis iyonlar1 katkilanmis hidroksiapatit hem iyilesmeye

katki saglayan antimikrobiyal Ozellikleri hem de ppb diizeyinde gozlenen salim

144



degerlerinden dolayr dis hassasiyet tedavisi caligmalarinda kullanilabilecek bir

biyomalzeme olabilecegi sonucu elde edilmistir.

Bu c¢alismadan ve fiziksel ve kimyasal karakterizasyon c¢aligmalarindan elde edilen
sonuclara gore hidroksiapatit ve % 0,40 glimiis katkili hidroksiapatit
biyomalzemelerinin dentin tiiblillerinin kaplanmasi amaciyla kullanilmasina karar

verilmistir.
In Vitro Dentin Tiibiil Kaplama

Dentin hassasiyetinin tedavisinde dentin tiibiillerinin kaplanmas1 amaciyla ¢oktiirme
yontemiyle {iretilen nano boyutta hidroksiapatit ve % 0,40 giimis katklili
hidroksiapatitler insan biinyesinde tedavi amagli kullanilacak olmasi nedeniyle tez
iceriginde ifade edilen fiziksel, kimyasal ve biyolojik bir dizi karakterizayon
asamalarindan gecirilerek kaplama oncesi uygun bir malzeme olup olmadigina karar
verilmeye calisilmistir. Yapilan analizler sonucunda uygunlugu belirlenen bu

biyomalzemeler yapay tiikiiriik i¢inde dentin tiibiilleri tizerine kaplanmuistir.

Kaplama kapasitesini belirlemek i¢in yapilan SEM galismalarinda dentin yiizeyinin
tamamen kaplandigi ve dentin tiibiillerinin goriinemez hale geldigi sonucu elde
edilmistir. Kaplanan yiizeyin fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkiler sonucunda
acilmamasi kaplamanin ve ylizeyde tutunmanin da etkinligini gosterecektir. Kaplama
etkinliginin test edildigi ¢alismalara ek olarak bu tez calismasinda agiz ortaminin sivi
hali taklit edilerek yapay tiikiiriik ve eslenik viicut sivi ile biyolojik degradasyon
caligmas1 yapilmistir. Bu amacla yapilan 10 aylik siireye tekabiil eden degradasyon
calismalarinda bu biyomalzemelerin ve disin ¢ok ¢ok az miktarda degrade oldugu
sonucu elde edilmistir. Bununla beraber giimiis katkili hidroksiapatitin katkisiz

hidroksiapatite gére daha az degrade oldugu sonucu elde edilmistir.

Glimiis katkili hidroksiapatitin ¢alisma igeriginde tercih edilen katki oraniyla beraber
hidroksiapatit tozlarina gore daha az degrade olmasi antibakteriyel alan hedeflenerek
yapilan giimis ilavesinin yaninda ayni zamanda yiizeyde ki tutunmaya da pozitif bir
katkisinin oldugunu gostermistir. Bu sonuglarla bu katki oranina sahip bir {iriiniin

caligmalarda kullanilmasi i¢in bir avantaj olarak degerlendirilmistir.
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Degradasyon ¢alismast sonucunda olast morfolojik degisimlerin de belirlenmeye
calisildig1 bu calisma da degradasyon sonrasinda yapilan SEM analizlerinde dentin
yiizeylerinin hala kapali kaldig1 ve kaplama siirecindeki olas1 safsizliklarin yiizeyden
uzaklagtirildigt  sonucu elde edilmistir. Degradasyondan sonra kaplama
malzemelerinde morfolojik olarak higbir degisikligin gdzlemlenmedigi bu ¢alismada
degradasyonun kaplama malzemelerinin bilesen gruplarina etkisi de belirlenmeye
calistimistir. Yapilan FTIR analizleri sonucunda hidroksiapatit i¢in gegerli olan
karakteristik pikler hem degradasyon oncesinde hem de degradasyon sonrasinda ayni
dalga boyu noktalarinda tekrar gozlemlenmistir. Bu sonuglarda iirliniin hem
yiizeyden kalkmadigini hem morfolojik olarak yapisinin bozunmadigini hem de ana

bilesen yapisinin hala degismeden kaldigini gostermistir.

Herhangi bir bozunmanin ger¢eklesmedigi sonucu alinan bu galigmalara ek olarak
giimiis varlifi nedeniyle degradasyon sonrasi olusabilecek toksik bir etkinin
varliginin belirlenmesi i¢in degradasyona tabi tutulan numunelerin toksikolojik
durumlart da test edilmistir. Sitotoksisite testi hem kaplama yapilan dentin
numuneleri hem de degradasyon isleminden sonra kalan degradasyon sivilari igin
yapilmustir. Tlim gruplarin hiicre canlilik sonuglar1 standartta belirtilen minimum
hiicre canlilik degeri olan % 70'in olduk¢a iizerinde bulunmustur. Bu degerler
standartta tanimlanan kritik degerlerden daha yliksek oldugu ic¢in degradasyonun
herhangi bir toksik etkiye neden olmadigi sonucuna varilmistir. Bu yolla viicut
ortamu taklit edilerek yapilan bozunma ¢aligmast sonucunda kaplama malzemesinin
taklit sivistyla temasimnin herhangi bir toksik etkiye neden olmadigi sonucu elde
edilmistir. Bu c¢alisma igeriginde tercih edilen % 0,40 katki oranli glimiis
hidroksiapatitin bozunmamasi ve degradasyon sonrasinda yiizeyde tutunmaya devam
etmesi dentin hassasiyet tedavileri esnasinda gerceklesebilecek enfeksiyonlart ilk
anda engelleyebilecek ve de tedavi edilen bolgede daha Onceden var olan
enfeksiyonu ortadan kaldirabilecek bir biyomalzeme olarak kullanilabilecegi

sonucuna varilmistir.

Sonug olarak ticari olarak temin edilebilir hidroksiapatitler yerine tez caligmasi
iceriginde ¢oktiirme yontemiyle iiretilen hidroksiapatitlerin de dis hassasiyetlerini
gidermek i¢in dentin tiibiil kaplama ¢aligmalarinda etkili bir sekilde kullanilabilecegi

sonucu elde edilmistir.
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