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Ti6Al4V ALASIMLARI YUZEYINDE AG KATKILI TiO,-BAZL|
NANOTUP YAPILARININ URETiMI, KARAKTERIZASYONU
VE ANTIBAKTERIYEL OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

OZET

Biyomalzemeler islevini yitiren organ ya da dokularin gérevini iistlenmek amaciyla
gelistirilen ve iretilen malzemelerdir. Biyomalzeme olarak yaygin bir sekilde
kullanilan titanyum ve titanyum alasimlari, korozyona direngli ve doku tarafindan
kabul edilebilirligi yliksek olan biyomalzemelerdir.

Biyomalzemelerin uyumlulugunu arttirmak igin ¢esitli ylizey modifikasyon
yontemleri  uygulanmakta  ve  yiizey  karakteristigi  istenilen  Olgiide
diizenlenebilmektedir. Bu calismada, bir titanyum alasimi olan Ti6Al4V yiizeyi ii¢
farkli yontem kullanilarak modifiye edilmis ve ylizey 6zelliklerindeki degisim SEM
analizleri ve temas acist Olciimleri ile arastinlmistir. Ayrica ylizeylerin
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli tiirlerine kars1 antibakteriyel aktivitesi de
incelenmistir.

Calisma kapsaminda ilk olarak Ti6Al4V vyiizeyine 20 V anodik oksidasyon
uygulanmis ve ylizeyde nanotiibiiler yapilarin olustugu belirlenmistir. Bu yapilar
antibakteriyel ajanlar gibi cesitli yapilarin ylizeyde birikmesine olanak saglamaktadir.
Anodik oksidasyon uygulamasi sonrasinda yiizeyin su ile yaptig1 temas agisinda artis
oldugu belirlenmistir.  Calismanin  devaminda termal buharlastirma ve
elektrokimyasal biriktirme yontemleri kullanilarak anodize Ti6Al4V ylizeyi
antibakteriyel bir ajan olan Ag ile kaplanmistir. SEM analizleri sonucunda
elektrokimyasal biriktirme yontemi uygulanan yiizeyde nanoparcacik Ozellikte,
termal buharlastirma uygulanan ylizeyde ise nanotabaka yapida Ag kaplamalarin
olustugu belirlenmistir. Her iki modifikasyon sonrasinda yiizeylerin temas agilarinda
onemli degisimler oldugu saptanmistir. Anodizasyon yontemi ile modifiye edilerek
yiizeyinde nanotiibiiler yapilarin olusturuldugu Ti6Al4V-20V malzemelerin anodize
olmamis vyiizeylere kiyasla 6nemli derecede antibakteriyel ozellik kazandig
saptanmistir. Ag ile kaplanan yiizeylerde ise yiizeyde biriktirilen Ag tabakasinin
yogunluguna bagl olarak S.aureus ve E. coli bakterilerinin canliliginda 6nemli
azalmalar gézlenmistir.

Sonu¢ olarak teknoloji ve imalat yontemlerindeki gelismelere bagli olarak
biyomalzemelere uygulanan yiizey modifikasyon yontemleri, biyouyumlu ve

antibakteriyel 6zellikte biyomalzemelerin gelistirilmesine imkan saglamaktadir.

Anahtar kelimeler: Anodik oksidasyon, biyomalzeme, eletrokimyasal biriktirme,
termal buharlagtirma, Ti6AI4V
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FABRICATION, CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION
THE ANTIBACTERIAL PROPERTIES OF AG DOPED TiO,-
BASED NANOTUBES ON Ti6Al4V ALLOYS

SUMMARY

Biomaterials are materials developed and produced to take over the functions of
organs or tissues that have lost their function. Titanium and titanium alloys, which
are widely used as biomaterials, are biomaterials that are resistant to corrosion and
have high tissue acceptance.

Various surface modification methods are applied to increase the compatibility of
biomaterials and the surface characteristics can be adjusted to the desired extent. In
this study, Ti6AIl4V surface, a titanium alloy, was modified using three different
methods and the changes in surface properties were investigated by SEM analysis
and contact angle measurements. In addition, antibacterial activity of the surfaces
against Staphylococcus aureus and Escherichia coli strains was also investigated.

Within the scope of the study, 20 V anodic oxidation was applied to the Ti6AI4V
surface and it was determined that nanotubular structures were formed on the
surface. These structures allow the accumulation of various chemicals such as
antibacterial agents on the surface. After the anodic oxidation application, it was
determined that the contact angle of the surface with water was increased. In the
continuation of the study, the anodized-Ti6Al4V surface was coated with Ag, an
antibacterial agent, using thermal evaporation and electrochemical deposition
methods. As a result of the SEM analysis, nanoparticle layer was formed on the
surface which the electrochemical deposition method was applied, while a nano-layer
Ag coating was formed on the surface which thermal evaporation was applied.
Significant changes were found in the contact angle of the surfaces after both
modifications. Ti6AlI4V-20V materials, on which nanotubular structures are formed
by anodization method, have gained significant antibacterial properties compared to
non-anodized surfaces. On Ag coated surfaces, significant decreases were observed
in the viability of S.aureus and E. coli strains depending on the density of the Ag
layer deposited on the surface.

As a result, depending on the developments in technology and manufacturing
methods, surface modification methods applied to biomaterials allow the
development of biocompatible and antibacterial biomaterials.

Keywords: Anodic oxidation, biomaterial, electrochemical deposition, thermal
evaporation, Ti6Al4V
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BOLUM 1. GIiRiS

Biyomalzemeler, insan viicudundaki organ veya dokularin iglevlerini yerine getirmek
veya desteklemek icin kullanilan ve viicut sivilartyla siirekli veya periyodik olarak
temas eden malzemelerdir. Son yillarda ortaya ¢ikan hastaliklarin sikligmin ve
cesidinin artmasi da biyomalzemelere olan ihtiyaci arttirmis ve yaygin kullanimini
ortaya ¢ikarmistir. Biyomalzemeler insan viicudunun farkli bolgelerinde kalpte yapay
kapakgiklar, kan damarlarinda, omuzlarda, dizlerde, kalgalarda, dirseklerde,
kulaklarda ve dental yapilarda yedek implant olarak kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda
omurga, kalca ve diz replasmanlari i¢in kullanilan biyomalzemelerin sayis1 ve ¢esidi
de gilin gectikge artmaktadir. Biyomalzemelerin tiirli, tasarimi ve se¢imi amaglanan

tibbi uygulamaya bagl olarak da degismektedir [1-3].

Metaller, polimerler, seramikler ve kompozitler biyomalzeme olarak sikca
kullanilmaktadir. Ortopedik ve dis implantlarinda, sert doku yerine metal ve
seramikler biyomalzeme olarak kullanilmaktadir. Kalp damar sistemi ve genel
plastik cerrahi malzemelerinde ise daha ¢ok yumusak doku yerine kullanilan
seramikler tercih edilmektedir. Metal implantlar biyomalzeme iiretiminde ve
tasarlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir [4]. Yiiksek mukavemet, diisiik
yogunluk, korozyona karst direng, yiiksek biyouyumluluk ve inert oOzellikleri
titanyum bazli malzemelerin implantasyonda kullanimimi 6n plana ¢ikarmistir.
Gilinlimiizde titanyum ve titanyum alasimlar1 cerrahi splint, protez eklem, dental
implant, damar stentleri ve parsiyel protez yapiminda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Titanyum ve titanyum alasimlarinin mekanik o6zelliklerini kuvvetlendirmek icin
aliminyum, demir ve vanadyum gibi cesitli metallerle alasimi yapilmaktadir. Bu
yolla mekanik &zellikleri ve biyouyumluluk o6zellikleri gelistirilen titanyum bazli

implantlarin genis kullanim1 da yayginlagmaktadir [1,4].



Ti6Al4V, %4 vanadyum ve %6 aliiminyum igeren bir titanyum alasimidir ve
havacilik uygulamalari i¢in gelistirilmis olmasina ragmen yiiksek korozyon direnci
ve mitkemmel biyouyumluluk 6zellikleri biyomedikal endiistrisinde kullanimini da
yaygimlastirmistir. Ti6Al4V ortopedi, dental ve beyin cerrahisi uygulamalarinda
kullanilan  biyomalzemelerin ¢ogunun ana hammaddesini olusturmaktadir.
Ti6Al4V’lin dayaniklilig1 saf titanyumdan %60 daha yiiksektir ve daha yiliksek akma
ve ¢ekme dayanimina, orta derecede iyi siineklik Ozelliklerine sahiptir [5-7].
Literatiirde Ti6Al4V’nin biyouyumlulugu, yiizeydeki oksit tabakasinin kararli ve
pasiflestirici 6zelligi ile iliskilendirilmektedir. Ti6Al4V, korozyon direnci ve
biyouyumluluk agisindan yiiksek 6zelliklere sahip olmasina ragmen alagim yapisinda
bulunan aliiminyum ve vanadyumun iyonlarinin yapidan sizarak dokulara ulagsmasi
ve toksik etki olusturma ihtimali biyomedikal alanlarda kullanimi ag¢isindan
endiseleri de beraberinde getirmistir [8]. Literatiirde hem V hem de Al iyonlarinin
periferik noropati ve Alzheimer gibi ciddi saglik sorunlarmma neden oldugu
bildirilmistir. Ti6AI4V implantasyonu sonrasinda yapidan sizan iyonlarin implant
basarisizligr ile sonuglanan sistemik dermatit gibi problemlere yol agtigi da
bilinmektedir [9]. Bununla birlikte Ti6Al4V alasimi yiizeyindeki yogun ve koruyucu
TiO; oksit film tabakasinin yapidan iyon salinimini engelledigi ve muhtemel toksik
etkiyi azalttig1 da rapor edilmektedir [10,11]. Bu nedenle yiizeydeki koruyucu tabaka
olduk¢a Onemlidir. Alasim elementlerinin ¢odziinmesini ve viicuda difiizyonunu
onlemek icin ylizey modifikasyonu ile dogal oksit tabakasinin kalitesini iyilestirmek
ve kalinligint belirli araliklarda arttirmak gerekmektedir. Bununla birlikte siirtiinme
katsayisinin degisken ve yiiksek olmasi titanyum alasimlarinin uygulama alanlarim
daraltmaktadir. Siirtinme ve asinma sonucu korozyon direncini arttiran oksit
tabakas1 zarar gormekte ve malzeme kaybi ortaya ¢ikmaktadir. Asinma beraberinde
korozyonu da baslatmakta ve malzeme kaybi ileri sathalara ulagsmaktadir. Bu giicsiiz
ozellikleri gelistirmek, Ti6Al4V yapisinda bulunan Al ve V sizmasini engellemek,
asimnma/korozyona bagli olarak gelisen malzeme kaybini 6nlemek i¢in ¢esitli ylizey

modifikasyon tekniklerinin kullanimi zaruri hale gelmistir [8, 12].

Biyomalzeme ve canli ortam arasindaki etkilesim ¢ogunlukla yiizeyde gerceklestigi
icin modifikasyon yontemleri daha ¢ok yiizey Ozelliklerini gelistirmek amaciyla

uygulanmaktadir. Biyomalzemelerin zayif ozelliklerini giiglendirmek ve istenen



Ozellikleri kazandirmak icin c¢esitli modifikasyon yontemleri uygulanmaktadir.
Biyouyumluluk o6zellikle malzeme yilizeyinin kimyast ile yakindan iliskili
oldugundan modifikasyon yontemleri yaygin olarak ylizey o6zelliklerini gelistirmek
icin  kullanilmaktadir. Biyomalzemelerin asmmma direncini arttirmak igin
karbiirlestirme, nitriirleme ve sertlestirme islemleri ile malzeme ylizeyinin sertligi
arttirtlabilmektedir [13]. Biyomalzeme yiizeyinde belirli bir topografya ve piiriizliiliik
elde etmek i¢in taglama, patlatma ve zimparalama gibi c¢esitli ydntemler
kullanilabilmektedir. Yiizey topografyasinda degisim ve oksit tabakasini diizenlemek
icin anodik oksidasyon ve sol-jel yontemi gibi uygulamalar yapilabilirken cesitli
ajanlarla yiizeyin kaplanmasinda mikrorak oksidasyon, termal buharlastirma,
elektrokimyasal biriktirme gibi yontemler kullanilabilmektedir. Bunlarin arasinda
anodik oksidasyon yontemi ekonomik olusu, kontrol edilebilirligi ve yiizeyde olusan
topografik yapilarim boyutunun ve seklinin istenen olgiilerde hazirlanmasina imkan
saglamasi ile 6n plana ¢ikmaktadir [14,15].

Bu calismada, Ti6Al4V yiizeyi 20 V anodik oksidasyon islemine tabi tutulmus ve
yiizeyde nanotiibiiler yapilarm olusumu hedeflenmistir. islem gérmemis ve anodize
olmus Ti6Al4V yiizeyleri SEM analizleri ile karakterize edilmis ve nanotiibiiler
yapilarin olusup olusmadigi incelenmistir. Calismanin devaminda iki farkli yontem
kullanarak yiizeyde Ag tabakalarmin birikimi saglanmistir. Termal buharlastirma ve
eletrokimyasal birikim yoluyla ylizeyde olusturulan Ag tabakalar1 ile yiizeyin
antibakteriyel 6zellik kazanmas1 hedeflenmistir. Bu yontemlerle Ti6AI4V yiizeyinde
anodik oksidasyon, termal buharlastirma ve elektrokimyasal biriktirme yoOntemleri
birlikte kullanilarak antibakteriyel Ag tabakalarmin olusturulmasi literatiirde bir
ilktir. Nanotiibiiler yapilar iizerinde biriken Ag tabakalarinin olusturdugu yeni yiizey
karakteristigi yine SEM analizleri ile incelenmistir. islem gérmemis, anodize olmus
ve ylizeyli Ag ile kaplanan tiim Orneklerin temas agis1 dlgiimleri alinarak yiizey
1slanabilirligindeki degisimler de arastirilmistir. Ag kaplh yiizeylerin Staphylococcus
aureus ve Escherichia coli bakterilerine karsi bakteriyosidal etkileri arastirilarak

yiizeylerin antibakteriyel 6zellikleri de incelenmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Biyomalzemeler

Biyomalzemeler, temel olarak tibbi ve biyoteknolojik alanlarda kullanilmaktadir. Tip
alanindaki teknolojik ilerlemeler, biyomalzemelerin kullanimimi genis Olclide
yayginlagtirmistir. Tibbi uygulamalarda kullanilan biyomalzemeleri malzeme cinsine
gore metalik, seramik, polimerik ve kompozit biyomalzemeler olarak siiflandirmak
miimkiindiir [1]. Farkli yapidaki biyomalzemelerin farkli uygulamalarda kullanimlari

Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2.1. Canli sistemlerde kullanilan biyomalzemeler [16]

UYGULAMA ALANI MALZEME TURU ‘
Eklem implanti Titanyum, Ti6Al4V
Kirik Kemik Fiksatorii Kobalt-Krom alagimlari
ISKELET Kemik Dolgu Malzemesi Hidroksiapatit
SISTEMI Yapay Tendon ve Baglar Poli (Etilen Teraftalat), Teflon
Dis implant: Titanyum, Politiretan, Aliimina
KALP Kalp Kapakg¢igi Karbon, Paslanmaz ¢elik
DAMAR Katater Silikon Kauguk, Poliiiretan
SISTEMI Yapay kalp kas1 Ni-Ti alagimi
Yapay kalp Poliiiretan
m
DUYU Goz Ici Lens PMMA, Kauguk, Silikon
ORGANLARI Kontakt Lens Hidrojel, Silikon-Akrilat
Kornea Bandajt Hidrojel, Kolajen

4;




Titanyum, paslanmaz celik, kobalt-krom alagimlar1 gibi metalik biyomalzemeler
yilksek mukavemet ve yiiksek tokluga ve yogunluga sahip olup korozyona
ugrayabilen malzemelerdir. Kemik plakalari, dis implantlari, kalga ve eklem
protezleri genellikle metalik yapida biyomalzemelerdir. Uretimi oldukca kolay olan
teflon, naylon ve silikon gibi polimerik biyomalzemeler diisiik mukavemetli,
bozulabilir ve deformasyona ac¢ik malzemelerdir. Yapay kan damarlari, kalca
yuvalarinda kullanilan malzemeler ve ameliyat iplikleri polimerik yapidadir.
Aliiminyumoksit, hidroksiapatit, trikalsiyum fosfat gibi seramik biyomalzemeler ise
yilksek biyouyumlu, inert, toklugu diisiik ve dretimi oldukca zor olan
biyomalzemelerdir. Genellikle dis implantlar1 ve kalgca yuvalarinda biyomalzeme
olarak kullanilmaktadir. Cam lifler ve polikarbonatlar gibi kompozitler ytiksek
mukavemetli, kolay sekil alabilen ve firetimi zor biyomalzemelerdir. Eklem

implantlarinda ve kalp kapak¢ig1 yapiminda kullanilabilirligi yiiksektir [16-18].

2.2. Metalik Biyomalzemeler

Metalik biyomalzemeler ortopedik uygulamalarda, dis implantlarinda, yiiz-cene
cerrahisinde, yapay kalp-damar uygulamalarinda ve viicuda yerlestirilebilir
cithazlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Giinlimiizde metalik biyomalzemelerin
eklem protezlerinde, kemik yenileme malzemelerinde, kalca plaklarinda, kataterde,
kalp kapakc¢iginda, fiksator tellerinde, vidalarda ve civilerde kullanildig
bilinmektedir. Metalik biyomalzemeler, atomlar arasinda giiclii metalik baglarin
bulunmas1 ve kristal kafes yapilarindan dolay: iistiin mekanik 6zelliklere sahiptir
[4,19]. Metalik biyomalzemeler teknolojinin ilerlemesi ile birlikte alagim halinde
kullanilmaya baslanmistir. Insan viicudunda kullanilan ilk alasim, kemik kiriklarinda
vida ve plaka malzemesi olarak kullanilan ve daha sonra korozyona bagli hasarlara
neden oldugu anlasilan “Sherman- Vanadyum Celigi” dir (4). Metalik
biyomalzemelerin diisiik biyouyumluluk 06zellikleri, korozyona agik olmalari,
dokulara kiyasla sert yapida olmalari, yiiksek yogunlukta ve alerjik reaksiyona sebep
olmalar1 kullanim alanlarini1 daraltmaktadir [19,20]. Canli ortamlardaki akiskanlar su,
protein, hidroksit, kloriir ve ¢oziinmiis oksijen gibi farkli yapida bilesenler

icermektedir. Bu nedenle, metalik biyomalzemeler icin insan viicudundaki sivi



ortamlar korozif 6zelliktedir. Metalik biyomalzemelerde olusabilecek bir korozyon,
cevreye salinan metalin ¢evredeki doku ile istenmeyen kimyasal bir reaksiyona
girmesine ve hasar olusumuna neden olabilir [21,22]. Wapner [23] protez
implantlardan salinan Ni, Co ve Cr gibi metallerin toksik etkileri oldugunu rapor
etmistir. Bu dezavantajlar, yeni metalik malzemelerin biyomateryal olarak
kullanimin1 giindeme getirmis ve farkli metalik yapida malzemelerin kullanimi
yaygmlasmistir. Platin, zirkon ve tantal gibi metalik malzemelerin mekanik
dayanimlar1 oldukg¢a diisiik olmasi bu malzemelerin implant olarak kullanimini
sinirlamaktadir. Buna karsin paslanmaz celikler, kobalt-krom-molibden alasimlari,
titanyum ve titanyum alagimlar1 yliksek mukavemet 6zellikleri nedeniyle yiik tasiyici

Ozellikte kullanilan metalik malzemeler [4,19].

2.2.1. Titanyum ve Titanyum Alasimlari

Titanyum, ilk kez 1790 yilinda William Gregor tarafindan kesfedilmis fakat Klaproth
tarafindan 1795'te titanyum olarak adlandirilmistir. Yiiksek mukavemet, diisiik
yogunluk, korozyona kars1 direng, yliksek biyouyumluluk ve viicutta inert 6zellikleri
titanyum bazli malzemelerin implantasyonda kullanimmi 6n plana ¢ikarmistir.
Titanyum ve alasimlar1 ortodontik cerrahide dental implantlarinin; kalca, diz, omuz,
omurga, dirsek, el bilegi eklem protezlerinin; tirnak, vida, somun ve plaka gibi kemik
fiksasyon malzemelerinin; kalp pilleri ve yapay kalp kapakgiklarinin iiretiminde
kullanilmaktadir [24,25]. Cp-Ti %0,5'e kadar oksijen icerigine, yiiksek korozyon
direncine ve 1yl biyouyumluluga sahiptir. Alerjik reaksiyona da neden olmadig:
bilinen Cp-Ti’nin bu uyumlu 6zellikleri oksijen varliginda implantlarin yiizeyinde
kendiliginden olusan koruyucu bir oksit tabakasi ile iliskilendirilmektedir.
Titanyumun ve titanyum alasimlarinin kimyasal olarak inert olmasi, korozyona karsi
direngli ve yiiksek biyouyumlugu tipik olarak sadece birka¢ nanometre kalinligindaki
titanyum oksit filmin kimyasal stabilitesinden ve yapisindan kaynaklanmaktadir. Cp-
Ti farkli saflik derecelerine sahiptir (1'den 4'e kadar derecelendirilir) ve bu saflik
oksijen, karbon ve demir igerigi ile karakterizedir. Dis implantlarinda diger

derecelere gore daha giiclii oldugu i¢in 4. derece Cp-Ti tercih edilmektedir [26].



Ticari saflikta Ti ve Ti6Al4V gibi titanyum alagimlari ¢ok cesitli sektorlerde 6zellikle
implant uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2. Titanyum ve alagimlarinin kullanim alanlar1 [10,26]

Gaz tiirbin motoru malzemesi Ti-5, Ti-4Al-4Mo-2Sn-0,5Si
Ugak govdesi Ti-15V-3Cr-3Sn-3Al
Balistik zirh Ti-6Al-1,8Fe-0,2Si
Ti-6,8Mo-4,5Fe-1,5Al
Ti-15V-3Cr-3Sn-3Al

Jeotermallerde kullanilan borular

Yiiksek dayanimli spor malzemeleri

Dis ve medikal uygulamalar Ti-6Al-4V
Kemik fiksatorii Ti-6Al-4V, Cp-Ti
Omurga ayiraci Ti-6Al-7Nb, Ti-6A-4V
Yapay valf Ti-6Al-4V
Vaskuler stent Ti-Ni

Implante edilebilir yapay kalp Cp-Ti

Kalp pili Ti-6Al-4V, Cp-Ti
Serebral anevrizma klibi Ti-6Al-4V, Cp-Ti
Dental implant Ti-6Al-4V, Cp-Ti
Protez tabani Ti-6Al-7Nb
Ortodontik tel Ti-Ni, Ti-Mo
Kateter Ti-Ni

Cerrahi ekipman Cp-Ti

Ti6Al4V baslangicta havacilik uygulamalar i¢in gelistirilmis fakat yliksek korozyon
direnci ve mikemmel biyouyumluluk o6zellikleri biyomedikal endiistrisinde
kullanimina imkan saglanmustir. implant uygulamalarinin yani sira Ti-4.2Fe-6.9Cr ve
Ti-4Fe-6.7Cr-3Al gibi titanyum alagimlar miikemmel uyumluluklar1 ve alerjik
olmayan yapilar1 nedeniyle tekerlekli sandalye, yapay uzuv ve 6zellikle yapay bacak
tretiminde de kullanilmistir [19]. Titanyum alagimlarinin mukavemeti paslanmaz
celik mukavemetine ¢ok yakindir ve yogunlugu celikten %55 daha azdir. Bu nedenle
spesifik mukavemet (yogunluk basina mukavemet) ile karsilastirildiginda titanyum

alagimlar1 diger implant malzemelerden daha iyi performans gostermektedir.



Korozyon direnci ve biyouyumluluk agisindan 6nemli bir 6zellige sahip titanyum ve
alasimlarinin  kullanim1 yapidan canli ortama metal iyonu salinimi nedeniyle
endiseleri de beraberinde getirmistir. Ti6Al4V alasimindan salinan aliiminyum ve
vanadyum iyonlarinin Alzheimer, ndropati ve osteomalazi gibi uzun vadeli saglik
sorunlari ile iligkili oldugu bulunmustur. Yiiksek siirtiinme katsayisina sahip titanyum
bazli alagimlar, enflamatuar reaksiyona, agri olusumuna neden olmakta ve implantta

gevsemeye yol agan osteoliz gelisebilmektedir [9,11].

2.2.2. TiIGAI4V Alasim

Biyomedikal uygulamalarda titanyum, saf titanyum ve Ti6Al4V olmak iizere iki
farkli sekilde kullanilmaktadir. Saf titanyum, mekanik ozelliklerindeki zayiflik
nedeniyle genellikle protezler iizerinde gozenekli kaplama malzemesi olarak
kullanilirken Ti6Al4V alasimlari ise daha ¢ok yapay baglanti implantlarinda
kullanilmaktadir. Ti6Al4V, %4 vanadyum ve %6 aliiminyum ile i¢eren bir alfa-beta
alasimidir.  Ti6Al4V  yapisindaki titanyum korozyon direncini saglamakta;
aliminyum, yogunlugu azaltirken alfa fazin stabilitesini ve dayanikliligin
arttirmakta; vanadyum ise beta fazimin miktarmi arttirmakta ayni zamanda
aliminyumun korozyona ugramasini Onlemektedir. Aliiminyum ile vanadyum
eklenmesi sonucunda olusan alasimin dayamkliligi saf titanyumdan %60 daha
yiiksektir. Cp-Ti ile karsilastirnlldiginda, Ti6Al4V cok daha yiiksek bir akma
dayanimina, nihai ¢ekme dayanimina ve orta derecede iyi silineklik ile daha 1yi
tribolojik 6zelliklere sahiptir. Ti6Al4V alasimlart yiiksek biyouyumluluga ve elastik
bir modiile sahiptir. Elastisite modiilii implantin bir kuvvet uygulandiginda sekil
degistirmesinin bir 6l¢iisiidiir ve kemik (kortikal) i¢in hesaplanan elastisite modiilii

15-30 GPa iken bu deger Ti6A14V i¢in 120 GPa’dir [5-7].

Ti6Al4V’nin yiiksek dayaniklilikta ve hafif olmasi, sicaklik farkliliklarina ve
korozyona direng¢li olmasi, kirilmadan esneyebilme 6zelligi ¢cok cesitli sektorlerde
kullanilmasmna da imkan tanimaktadir [27]. Yiiksek biyouyumluluk 6zelligi
Ti6Al4V’nin medikal uygulamalarda da yogun bir sekilde kullanimina izin

vermektedir. Ti6Al4V nin sergiledigi biyouyumluluk 6zelligi yiizeyde olusan kararl



oksit tabakasindan kaynaklanmaktadir. Ask ve ark. [5] anodizasyon islemi sonrasinda
Ti6Al4V alasiminin, cp-Ti ile karsilastirildiginda hem kimyasal bilesim hem de
mikroyapt ve morfoloji agisindan artan bir heterojenlik gosterdigini, alasimin
ylizeyindeki oksit tabakasinin Al ve V igerdigini de rapor etmislerdir. Ti6AlI4V
yapisinda bulunan aliiminyum ve vanadyumun iyonlarinin korozyon sonucu yapidan
sizma ihtimali implant olarak kullanimi agisindan ciddi endiselere neden olmustur
[8]. Literatiirde Al ve V’a maruz kalan canli sistemlerde periferik noropati ve
Alzheimer gibi ciddi problemler olustugu, Ti6Al4V implantasyonu sonrasinda
sistemik dermatit gelistigi de rapor edilmektedir [9].

Ti6Al4V yiizeyinde bulunan TiO, oksit film tabakas1 yapidaki iyonlarin salinimini
icin bir bariyer olusturmakta ve olusabilecek toksik etkiyi de azaltma potansiyeline
de sahiptir [9,10]. Bu nedenle Ti6Al4V’nin biyomedikal uygulamalarda
kullaniminda yiizeydeki koruyucu TiO, oksit tabakasinin iyilestirilmesi oldukca
Oonemlidir. Siirtlinme ve asinmanin yliksek oranda olusabilecegi kalga, diz, omuz,
omurga, dirsek, el bilegi eklem implantlarinda oksit tabakasi zarar gormekte ve
malzeme kaybi ortaya ¢ikmaktadir. Bu durumda yapidan sizan iyonlar da toksik
etkiye neden olmaktadir. Implant yapisinda asinma/korozyona bagl olarak gelisen
iyon salmimini engellemek i¢in ytizeydeki oksit tabakasinin modifikasyonu giindeme
gelmis ve bu konuda ¢esitli ¢caligmalar gergeklestirilmistir [7, 12]. Giileryiiz ve
Cimenoglu [28] termal oksidasyon yontemi ile Ti6Al4V yiizeyini modifiye etmisler
ve ylizeyde sert oksit tabakasi ve oksijen difiizyon bdélgelerinin olustugunu
gozlemlemislerdir. Giinyiiz ve ark. [27] mikroark oksidasyon islemi uyguladiklari
Ti6Al4V yiizeyinde olusan oksit tabakasinin daha piiriizlii bir yapiya sahip oldugunu,
bu piirtizliiliigiin ise biyouyumlulugu arttirdigini rapor etmislerdir. Chudinova ve ark.
[29] Ti6Al4V vyiizeyinin elektrokimyasal biriktirme yontemi ile modifikasyonu
sonrasinda nanopartikiiler bir yilizey elde edildigini ve yiiksek biyouyumluluk
sergiledigini belirtmislerdir. Sarraf ve ark. [30] Ti6Al4V vyiizeyinin termal
buharlastirma ile modifikasyonu sonrasinda antibakteriyel kaplamali piirtizlii bir

0zellige sahip oldugunu rapor etmislerdir.



Biyouyumluluk biyomalzeme yiizeyi ile canli ortam arasindaki etkilesimde 6nemli
bir unsurdur ve ylizey kimyasi ile yakindan iligkilidir. Bu nedenle biyouyumlulugun
tyilestirilmesinde  kullanilan modifikasyon yontemlerinde genellikle yilizey
Ozelliklerinin gelistirilmesi amaglanmaktadir. Yiizeyin korozyon direncini arttirmak
icin anodik polarizasyon ve daldirma, asinma direncini arttirmak i¢in nitrasyon, sert
doku uyumlulugunu arttirmak icin elektrokimyasal kaplama ve plazma sprey, kanla
uyumlulugu arttirmak i¢in ise polimer ya da biyomolekiil kaplama literatiirde rapor
edilen modifikasyon yontemleridir [31]. Literatiirde farkli yontemlerle olusturulan
Ag kaplhh ylizeylerin antibakteriyel 0Ozelliginden bahsedilmektedir fakat
elektrokimyasal biriktirme ve termal buharlastirma ile olusturulan Ag kapli Ti6Al4V
yiizeylerin incelendigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Ornegin Zhang ve ark. [32]
mikroark oksidasyonu ve iyon implantasyonu kullanilarak Ag ile kaplanan TiO,
yiizeyinin S. aureus susuna karsi antibakteriyel 6zellikte oldugunu rapor etmislerdir.
Surmeneva ve ark. [33] elektron 1smnli ergitme yontemi ile Ag kapli Ti6Al4V
yiizeyinin hidrofilik 6zelliginin arttigini rapor etmislerdir. Bu calismada ise Ti6Al4V
yiizeyleri anodik oksidasyonla modifiye edilmis ve sonrasinda yiizeylerde
elektrokimyasal biriktirme ve termal buharlastirma yontemleri kullanilarak Ag

biriktirilmis ve antibakteriyel yiizeyler elde edilmistir.

2.3. Yiizey Modifikasyonu

Doku miihendisliginde yiizey kimyasi1 ve topografyasi, yilizeyin mezoporozitesi hiicre
yapigsmasinda 6nemli bir role sahiptir. Biyomateryallerin makro yapis1 daha c¢ok
vaskiilarizasyon siireci ve kemik biiyiimesinde rol oynamaktadir. Biyomalzemeye
kars1 gelistirilen hiicresel tepki tek bir 6zellikten degil, bir dizi ylizey 6zelliginden
etkilenmektedir. Sekil 2.1’de  doku-biyomateryal etkilesimlerini etkileyen temel

yiizey Ozellikleri 6zetlenmistir [34].
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Sekil 2.1. Doku-biyomateryal etkilesimlerini etkileyen temel yiizey 6zellikleri [34]

Biyomalzemelerin tasariminda yilizeyin kimyasal bilesimi olduk¢a Onemlidir.
Biyomalzeme ile canli dokularin etkilesimi  biyomalzeme yiizeyinde
gerceklesmektedir. Yiizeydeki etkilesim biyomalzeme tiiriine, maruziyete ve
biyomolekiiliin afinitesine gore degismektedir. Malzemenin yiizey kimyasinin
sitokinlerin/fibrojenik faktorlerin salgilanmasini, enfeksiyon ve alerjik reaksiyonlarin

gelismesini tetikleyebilecegi rapor edilmektedir [35].

Biyomalzeme ylizeyinin kimyasinin modifikasyonu, yiizeyin canli ortamdaki protein
ve hiicrelerle etkilesimini diizenlemenin en dogrudan yoludur. Malzeme yiizeyinde
bulunan fonksiyonel gruplar modifiye edilerek yiizey 1slanabilirligi, yiizey elektrik
yiikleri ve serbest enerji de degistirilebilmektedir. Yiizey kimyasindaki bu tiir
modifikasyonlar ile biyomalzeme yiizeyinin kan uyumlulugunun arttirilabilecegi,
ylizeye protein adsorpsiyonun ve trombosit yapismasinin kontrol edilebilecegi rapor
edilmektedir [34,36]. Biyomalzeme yiizeyinde gerceklesen modifikasyon ile
implantin  y18in  6zellikleri korunmaktadir. Bir malzemenin ylizey kimyasi,
topografyasi, enerjisi ve yikiindeki degisiklikler yoluyla malzeme yiizeyinde
gerceklesecek  olan  biyolojik  etkilesimler iyilestirilebilmektedir.  Yiizey

modifikasyonlar1 uygulama amacina gore ii¢ kategoriye ayrilabilir: (i) yiizeye
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istenilen fonksiyonlarin eklenmesi, (ii) mevcut yiizeyin farkli bilesimlere ve/veya
topografyalara doniistiiriilmesi, (iii) istenilen bir topografya olusturmak ic¢in belirli
malzemelerin mevcut yiizeyden ¢ikarilmasi [37]. Yiizey modifikasyonu ile bir yiizey
tabakasinin  kimyasal ve mekanik dayaniklilign  ve doku uyumlulugu
tyilestirilebilmektedir. Yiizey modifikasyonu ekonomik acgidan ucuz bir siire¢ olarak
kabul edilebilir ¢linkii sadece yiizey tabakasinin degistirilmesi gerekmektedir. Kisaca
ylizey modifikasyonu 1ile bir biyomalzemenin temel fiziksel 6zellikleri
korunabilirken, sadece en dis ylizey biyo-etkilesimlere uyarlanacak sekilde modifiye
edilmektedir. Yilizey modifikasyonunun ana amaci, korozyon direncini, asinma
direncini, antibakteriyel dzelligi ve biyouyumlulugu gelistirmektir. Implant viicuda
sabitlendiginde, cesitli biyolojik reaksiyonlar meydana gelmektedir. Ilk olarak su
molekiilleri ve proteinlerinin adsorpsiyonu gergeklesmektedir. Olusacak biyolojik
reaksiyonlar, ylizey kimyasi, yiizey topografyasi, yiizey piriizliligii ve ylizey
enerjisi gibi 6zelliklere bagli olarak ¢esitlilik gostermektedir [34] (Sekil 2.2).

YUZEY KOMPOSIZYONU SU-PROTEIN ADSORPSIYON

YUZEY PURUZLULUGU

HUCRE ADEZYONU
I YUZEY TOPOGRAFYAS| HUCRE PROLIFERASYON

Sekil 2.2. Yiizey enerjisini etkileyen faktorler ve gelisen reaksiyonlar

2.3.1. Yiizey Piiriizliiliigii ve Topografyasi

Implant yiizeyinin topografisi, hiicresel morfolojiyi, proliferasyonu ve farklilasmayi
etkileyen Onemli bir faktordiir ve yiizeye adeze olan hiicrenin hiicresel sinyali
tizerinde Onemli bir etkiye sahiptir. Biyomalzeme ylizeylerinin topografik
modifikasyonu, mikro gozenekler ve nanoporlar, 1zgaralar, kolonlar, mikro oluk,
noktalar, cukurlar ve rastgele ylizey piirtizliliigii seklinde lic boyutlu o6zellikler
yaratmay1r amaclamaktadir. Biyoaktif uygulamalar i¢in tasarlanan tiim implant
materyalleri karmasik topografik ozellikler igermektedir. Piiriizlii, dokulu ve

gbozenekli yiizeylerin hiicre baglanmasini ve ekstraselliiler matriks olusumunu
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uyardigr bilinmektedir [38,39]. Ornegin, Le Guéhennec ve ark. [40], benzer
hidrofililik karakter ve piiriizliiliige sahip olmasina ragmen, daha piiriizsiiz titanyum
tizerinde plastik yiizeye kiyasla daha diistik hiicre canlilig1 gézlemlemislerdir, Diisiik
hiicre canliligt biyomalzeme yiizeyinin kimyasal bilesimi ile iliskilendirilmistir.
Bununla birlikte daha fazla topografik 6zelliklere sahip malzemeler, proteinlerle olas1
etkilesim icin daha fazla yiizey alanim acgiga ¢ikarmaktadir. Ornegin, oluklu veya
gozenekli ylizeyler, piiriizsliz yiizeylere kiyasla daha biiyiik ylizey alanina sahiptir
[41]. Malzeme yiizeyinin diizensizlik Olgegine bagli olarak, yiizey piirizliligi
makroluklu (100 pum-mm), mikroluklu (100 nm-100 pm) ve nano-piiriizli (<100 nm)
olmak iizere {i¢ ana gruba ayrilmaktadir [42]. Insan damar endotel hiicreleri gibi daha
kiigiik hiicreler i¢in nanometre 6lceginde (<100 nm) yiizey piirtizliliigli, hiicre
yapigmasint ve biiylimesini arttirmaktadir. Bununla birlikte, proteinler hiicrelerden
daha kii¢lik varliklar oldugu i¢in, mikro Slgekli topografik yapilar ¢cok biiyiiktiir ve

proteinler tarafindan algilanamazlar [43,44].

Mikrotopografik yapi, mineralize kemik ile implant yiizeyi arasindaki kenetlemeyi
maksimuma ¢ikartmaktadir. Nanometre araligindaki yiizey profilleri, proteinlerin
adsorpsiyonunda,  osteoblastik  hiicrelerin  yapismasinda ve  dolayisiyla
osseointegrasyon oraninda dnemli bir rol oynamaktadir [45, 46]. Kemik hiicreleri ve
implant temasint arttirmak icin mikro ve nano Ozellikli yiizeyler olusturmada
patlatma, asitle daglama, anodizasyon ve plazma piskiirtme gibi yontemler
kullanilmaktadir [40,47]. Cerrahi implantlarin uzun siireli performans: genellikle
yiizey oOzellikleri ile kisitlanmaktadir. Titanyumun ve alasimlarinin diisiik asinma
direnci gibi zayif tribolojik 6zelligi, implantlarin dmriiniin azalmasi sorununa yol
acmaktadir. Bu problem, uygun ylizey kaplamalar ile biiytik 6l¢iide asilabilmektedir.
Yiizey modifikasyonu uygulayarak titanyum bazli ortopedik implantlarin
performansinin dogal kapasitesini birka¢ katindan daha fazla arttirmak miimkiindiir.
Titanyum ylizeylerde, ylizey kimyasinin biyolojik etkileri esas olarak titanyum oksit
tabakasinin yapistyla iliskilidir. Dogal titanyum oksid yiizeyleri kalsiyum, siilfiir,
fosfor veya magnezyum gibi iyonlarla elektrokimyasal oksidasyon yontemleri
kullanilarak kaplanabilmektedir [48,49]. Bununla birlikte literatiirde titanyum ve

alagimlarinin  tribolojik Ozelliklerini gelistirmek i¢in ¢esitli yiizey islemleri
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gerceklestirilmistir. Iyon implantasyonu ve plazma sprey kaplama gibi fiziksel
biriktirme yontemleri, nitriirleme gibi termo kimyasal yiizey islemleri, karbiirizasyon
ve borlama gibi ylizey modifikasyon teknikleri titanyum alasimlarinin yiizey
sertligini arttirmak i¢in kullanilmistir [34]. Deligianni ve ark. [50] piirtizlii Ti6Al4V
yiizeylerinin daha hidrofilik bir karaktere sahip oldugunu, hidrofilik karakterdeki
artisgin ise diistik albumin adsorpsiyonuna neden oldugunu rapor etmislerdir.
Albiiminin serumdaki yliksek konsantrasyonu ve diisiik molekiiler agirligi nedeniyle
biyomateryal yiizeyine ulasan ilk protein oldugu, titanyum alasimlar1 ylizeyinde
albiimin adsorpsiyonunun hiicre baglanmasini kismen inhibe ettigi bilinmektedir
[51]. Bu durum da ylizey pirizliliginde artisa neden olan bir yiizey
modifikasyonunun ayni zamanda hiicre baglanmasim1 da diizenleyici bir islem

olacaktir.

2.3.2. Yiizey Yiikii ve Yiizey Enerjisi

Biyomalzeme yiizeyinin sahip oldugu yiik, cevre dokularla etkilesimde onemli bir
role sahiptir. Bircok biyolojik olayda elektrostatik etkilesimlerin rolii géz Oniine
alindiginda, araytizdeki yiizey yiikiiniin varligi, hem protein adsorpsiyonunu hem de
hiicre yapismasinit modiile eden baslica metalik 6zelliklerden biridir [52,53]. Genel
olarak pozitif yiiklii yiizeyler hiicre yapismasini arttirirken negatif yiikli yiizeyler
yapismay1 azaltmaktadir [54]. Elektrostatik kuvvet araligi uzun oldugunda, negatif
yiiklii yiizeylerde hiicre yapigsmasinin diisiik iyonik giicte ihmal edilebilir diizeyde
oldugu rapor edilmektedir. Ayrica ihmal edilebilir diizeyde elektrostatik itme halinde
ve van der Waals etkilesiminin baskin oldugu durumlarda hiicre yapigsmasi yiliksek
iyonik giigte daha fazladir [55]. Albliminin metal oksitlere adsorpsiyonunu arastiran
bir ¢alismada TiO,, ZrO, ve Al,O3; gibi pozitif yikli metal oksitler yiizeyine
adsorpsiyonun ylizey yiik yogunluguna bagli oldugu bildirilmistir [56]. Genel olarak
proteinlerin pozitif yiikli yiizeylere adsorbe oldugu ve bu durumda osteoblast gibi
hiicrelerin baglanmasinin ve yiizeye yayilmasinin uyarildig: rapor edilmektedir [57].
Piiriizlii ve daha yiiksek yiizey enerjili titanyum ylizeyler iizerindeki OH gruplari,
hiicre baglanmas1 ve proliferasyonunu destekleyen pozitif yiikler vermek iizere

ayrigsmaktadir [58].
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Yiizey enerjisi terimi, 1slanabilirlik ile de yakindan baglantilidir. Yiizey enerjisi bir
dizi malzeme ile etkilesimleri aciklarken, yiizey 1slanabilirligi (yani hidrofiliklik ve
hidrofobiklik) sadece sivi1 ile olan etkilesimleri tarif etmektedir. Islanabilirlik kat1 bir
yiizeyin genellikle i1slatma acis1 olarak ifade edilen bir sivi tarafindan 1slanma
Ol¢iistidiir [59]. Cam gibi hidrofilik yiizeyler yiiksek yiizey enerjilerine sahipken,
politetrafloroetilen veya polistiren gibi hidrofobik yilizeyler diisiik yiizey enerjilerine
sahiptir. Aslinda, bir malzeme yiizeyinin hidrofilikligi veya hidrofobikligi, yiizey
enerjisinin bir sonucudur ve bu sonug elektrik yiiklerinin dagilimi ile iligkilidir. Aynmi
zamanda, elektrik ytiklerinin dagilimi, yiizey kimyasi ve kristalligin bir sonucudur ve
tim bu oOzellikler ylizey topografyasindan etkilenmektedir [60]. Temas agis1
Olclimleri, bir yiizeyin ortalama islanabilirligini 6l¢gmek icin en sik kullanilan
tekniktir. Sifir derece (0°) 1slatma agisi tam 1slatmaya karsilik gelirken, 70° veya
80”den yiiksek agilar zayif islatmaya karsilik gelmektedir [59]. Titanyum implant
ylizeyleri igin 0° (hidrofilik) ila 140° (hidrofobik) arasinda temas agis1 dlglimleri
rapor edilmektedir [40]. Bir malzemenin yiizeyinin 1slanabilirligi, proteinlerin
adsorpsiyonu ve hiicre yapismasi i¢in hayati Oonem tasimaktadir. Bir implant
materyali bir insan viicudunun ig¢ine yerlestirildiginde, implant materyalinin
1slatilmasi, fizyolojik sivilar tarafindan gergeklesen olaylarin ilk ve en 6nde gelenleri
arasindadir. Bu reaksiyon proteinlerin adsorpsiyonunu ve ardindan hiicrelerin implant
yiizeyine baglanmasini kontrol etmektedir. Bu nedenle, yiizey 1slanabilirligi, implant
materyalinin biyouyumlulugunu belirleyebilecek onemli bir kriter olarak kabul

edilmektedir [61].

Bir yiizeyin 1slanabilirligini etkileyen en onemli ii¢ faktdor kimyasal bilesimi,
mikroyapisal topografyasi ve yiizey yiikiidiir. Diisiik enerjili (hidrofobik) yiizeyler
daha fazla proteini adsorbe etme egilimindeyken, yiiksek enerjili (hidrofilik)
yiizeyler protein adsorpsiyonuna direnme egilimindedir [62]. Genel olarak protein
molekiilleri, hidrofobik yiizeyler iizerindeki konformasyonlarini hidrofilik yiizeylere
gore daha bliyiik 6l¢iide degistirmektedir. Proteinler genellikle ige gomiilii hidrofobik
kalintilar ile proteinin yiizeyini kaplayan hidrofilik kalintilardan (yiiklii ve polar)

olusmaktadir. Biyomalzeme yiizeyi hidrofobik ise, proteinin amfipatik yapisinda
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bulunan cesitli hidrofobik gruplar yiizey ile etkilesime girerek protein yiizeye
yapismakta ve yayilma hareketi sergilemektedir. Hidrofilik yiizeylerde, proteinin
yiizeyle etkilesimi polar fonksiyonel gruplar vasitasiyla gerceklesmekte fakat
yayllma egilimi daha diisiik diizeyde kalmaktadir [63,64]. Literatiirde bazi
arastirmalarda yiizey enerjisinin ve 1slanabilirliginin hiicre yapigmasint 6nemli
derecede etkiledigi belirtilmektedir.  Hidrofilik ylizeylerin hiicre baglanmasi,
yayilmasi, ¢cogalmasi ve farklilasmasinda 6nemli bir indiikleyici etken oldugu rapor
edilmektedir ~ [42,65]. Titanyum bazli ylizeyler ile osteoblastlar arasindaki
etkilesimin aragtirildigi ¢caligmada Feng ve ark. [58] daha yiiksek yiizey enerjisine
(hidrofilik) ve daha fazla hidroksil grubuna sahip ylizeylerde yiiksek oranda

osteoblast aktivitesi oldugunu bildirmislerdir.

2.4. Nanotiip Yiizeyli Malzemeler

Nanotiip yapidaki titanyum oksit malzemeler genis yiizey alani, diisiik elektron
rekombinasyonu ve yiik tasima oOzellikleri nedeniyle biiyiik ilgi gérmektedir.
Fotokataliz, su fotolizi, organik kirleticilerin iyilestirilmesi, gaz sensorleri, giines
enerjisi hiicreleri ve biyomateryal uygulamalarinda oldukc¢a timit vericidir. Titanyum
oksit nanotiiplerinin iiretiminde sol-jel yontemleri, hidrotermal sentez, buharlasma,
iyon 1511 sentezi ve anodik oksidasyon gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir
[15,66]. Bunlarin arasinda anodik oksidasyon basitligi, uygun maliyetli olusu,
kontrol edilebilirligi ve tekrarlanabilirligi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu yontemle yiizeyde olusan nanotiiplerin boyutu ve sekli de istenen Olciilerde
hazirlanabilmektedir. Ayrica nanotiip yapida titanyum oksit yiizeyler, substrata giiglii
bir sekilde yapismakta ve bu 0Ozellik pek cok uygulamada ©nemli avantaj
sunmaktadir. Anodik oksidasyon yonteminde HF elektrolitleri, kromik asit-HF
karigimlari, (NH4),SO4-NH4F karisimlari, H,SO4-HF karigimlart ve H3;PO4-NaF
karigimlart gibi floriir igeren elektrolitler kullanilmaktadir. Anodizasyon isleminde
uygulanan voltaj, anodizasyon siiresi, ¢cozelti bilesimi (elektrolit bilesimi ve floriir
iyonlar1 konsantrasyonu) ve c¢ozelti pH’s1 degistirilerek nanotiip yapinin boyutu ve
morfolojisi istenilen Ol¢iilerde ve Ozellikte ayarlanabilmektedir [15,67-68]. Son

yillarda anodizasyon uygulamasi ile 10 ila 250 nm arasinda genis ¢ap araliginda ve
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100 nm ile birkag yiiz nm uzunlugunda nanotiip yapilar iretilmektedir. Sulu
elektrolitlerde, 1-20 V araliginda anodik potansiyellerin uygulanmasi ile 15 ile 100
nm arasi c¢aplara sahip tiiplerin liretimi de literatiirde rapor edilmektedir. Bununla
birlikte, elektrolitin anodizasyon siiresi ve pH'1 degistirilerek nanotiip katmanlarinin
kalinligt da degistirilebilmektedir [15,69]. Yu ve ark. [70] 20 V uygulanan
anodizasyon iglemi ile iiretilen titanyumoksit nanotiip yapilarinin 80 nm ¢apinda, 400
nm kalinhginda ve yiiksek derecede korozyona karsi direngli oldugunu rapor
etmiglerdir. Mohan ve ark. [71] 20 V anodizasyon uygulamasi ile elde edilen
Ti6Al4V yiizeyinde elde edilen 80 nm ¢apinda ve 250 nm kalinligindaki nanotiibiiler
yapmin iyilestirilmis korozyon resistanst1 ve daha iyi pasivasyon davranisi

sergiledigini rapor etmislerdir.

Literatiir calismalar1 nanotiip yapilarin boyutunun korozyon davranigini belirlemede
kilit bir faktor oldugunu ortaya koymaktadir. Kii¢iik ¢apli nanotiip yapilari ile daha
diisiik bir korozyon orani rapor elde edilmektedir. Nanotiip yapilarda cap arttik¢a
elektrokimyasal stabilite artmakta ancak capin 86 nm'yi gectigi durumlarda bu
stabilite azalmaktadir. Biiyiik ¢apli oksit nanotiipler, elektrolit ile temas i¢in yiiksek
bir 6zgiil yiizey alanma sahiptir, bu nedenle korozif iyonlarn ve korozyon
tirtinlerinin difiizyonunu kolaylastirmaktadir. Ayrica ¢apir yiiksek olan nanotiipler,
elektrolitin bariyer katmanina ulasmasi i¢in daha fazla kanal saglamakta ve sonug
olarak korozif iyonlar ile titanyum oksit arasindaki reaksiyon olasilig1 da artmaktadir.
Titanyum oksit nanotlip yapilarinin proinflamatuar diizeylerini diistirdigii ve
yumusak dokularda olumlu bir yanit ortaya ¢ikardigi bilinmektedir. Bu sonu¢ TiO,
nanotiiplerin artan katalitik oksit yiizey alani ile iligkilendirilmektedir [72]. TiO;
nanotiipler biyoaktif yapilarin yerlesebilecegi bos bir hacme sahiptir ve bag
dokusunu sabitlemek i¢in uygun bir arayiiz saglamaktadir. TiO, nanotiipleri dogal
oksit tabakasina kiyasla biyomalzemelerde apatit olusum siirecini gelistirmekte ve
canlt kemige baglanma 6zelligini de iyilestirmektedir. Nanotiiplere kalsiyum fosfat
kristallerinin dahil edilmesi ile biyomalzemenin bulundugu ortama daha iyi

yapismasi ve daha fazla osseointegrasyonu da saglanabilmektedir [73].

Bu ¢aligmada 20 V’luk anodizasyon yontemi ile nanotiibiiler yapiya sahip Ti6Al4V

malzemeleri sentezlenmis, termal buharlastirma ve elektrokimyasal biriktirme
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yontemi ile nanotiibiiler yiizeylerde Ag birikimi saglanarak antibakteriyel yiizeyler

olusturulmustur.

2.5. Antibakteriyel Nanoparcacikh Yiizeyler

Bakterilerin pili ve flagella gibi ipliksi protein yapidaki uzantilar1 sayesinde
bakteriler kat1 ve sert yiizeylere kolaylikla yapisabilmektedir. Nano dlgekte olan pili
ve flagellalar yaklasik 10 nm capinda ve 100 nm uzunlugundadir. Ayrica bakteriler
yapistigl yilizeylerde biyofilm olusturarak implante edilmis yiizeylerin kalici
kontaminasyonuna neden omaktadir. Biyofilm, polisakkaritler ve cesitli
makromolekiillerden olusan polimerik bir yapidir. Bir biyofilm, yiizeylere yapisan
bakterileri uygulanacak farmakolojik tedaviden ve ortamdaki dogal viicut sivilarin
etkisinden korumaktadir. Biyofilm olusumu ve gelisimi dort basamakta
gerceklesmektedir. Ilk basamakta hiicresel Brownian hareketi ve mikrop-yiizey
etkilesimlerine bagl olarak gelisen biyomalzeme yiizeyine geri doniisimli baglanma
gerceklesmektedir. Bu baglanmada elektrostatik etkilesimler, Van der Waals
kuvvetleri ve hidrofobik etkilesimler, biyomalzemenin piiriizliligi ve yiizey
topografyasi biiyiik bir etkiye sahiptir. ikinci basamakta adezyon molekiilleri, protein
yapidaki uzantilar ve ekzopolisakkarit (EPS) gibi spesifik molekiiler ve hiicresel
etkilesimlerin aracilik ettigi bakteri birikimi ve geri doniisiimsiiz baglanma
gerceklesmektedir. Uciincii asamada biyofilm olgunlagsmas: gerceklesmekte ve
bakteriyel = mikrokoloniler = olugmakta, EPS'ye planktonik hiicreler de
yapisabilmektedir. Dordiincii asamada ise yeni ylizeylerdeki kolonizasyon i¢in bazi

bakteriler biyofilm yapidan kopmaktadir [74-76] (Sekil 2.3).

Biyomalzeme ylizeylerinin 6zellikleri, kimyasal bilesimleri, yiikleri, 1slanabilirlikleri
ve plirtizliiliikleri bakterilerle etkilesimi etkileyen faktorlerdir. Mikron araligindaki
puriizliiliik bakteriyel yapismayr 6nemli 6l¢iide arttirmakta, 0,2 pym'den daha diisiik
Ra degerlerindeki yapilar ve nano 6lgiitlerdeki yiizey dokular1 biyofilm olusumunu
olumsuz yonde etkilemektedir. Ayrica, piiriizlii ve hidrofobik yiizeyler daha yiliksek
bakteri kolonizasyonuna yol a¢gmaktadir. Malzeme yilizeyine biyolojik sivilardan
protein adezyonu biyomalzemelerin orijinal yiizey Ozelliklerinde degisikliklere yol
acarak bakteriyel yapismayi tetiklemektedir. Ozellikle biyomalzeme yiizeyinin kanla

temasinda alblimin, fibrinojen ve fibronektin gibi proteinler ylizeye adsorbe
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olmaktadir. Bu adezyon, bakterilerin o bolgede film olusturmasini kolaylastirmakdir
ve bu nedenle antimikrobiyal bir yiizey tasarlarken protein adezyonu dikkate

alinmasi gereken onemli bir parametredir [74].
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Sekil 2.3. Biyomalzeme yiizeyinde biyofilm olusum mekanizmasi [76]

Tibbi implantlarin yiizeylerinde biyofilm olusumunun engellenmesi ¢ok zordur.
Hijyenik kullanim, implantin dogasi ve dogru uygulama gibi implantla iligkili
enfeksiyonlarin ¢ok sayida farkli nedeni vardir. Bu nedenle, mikrobiyal
kolonizasyonu 6nleyen ve mikroplari etkili bir sekilde dldiiren bir ylizey olusturmak
icin implantin modifiye edilmesi 6nemli ¢6ziim yollarindan biridir. Antibakteriyel
Ozelliklere sahip titanyum yiizeyler etmek i¢cin Ag gibi antibakteriyel ajanlar ile
yiizeylerin kaplanmasi alternatif bir yontemdir. Ag kaplama yontemi son zamanlarda
biyomalzemeler ve tibbi cihazlara antibakteriyel o6zellikler kazandirmak ig¢in
uygulanan yontemlerden biridir. Giimiisiin giiclii inhibe edici ve bakterisidal

etkilerinin yani sira genis bir antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir.
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Ayrica memeli hiicrelerine karst yliksek termal stabilite ve diisiik toksisite
sergilemektedir. Cu ve Zn gibi diger metallere kiyasla Ag iyonlari
mikroorganizmalara kars1 yliksek toksisite ve memeli hiicrelerinde ise diisiik toksisite
sergilemektedir. Diger metallere gore 6n plana ¢ikmasini saglayan bu ozelligi ile

Ag’nin biyomedikal alanlarda kullanimini da yayginlagsmaktadir [77] .

Biyomalzeme yiizeyini Ag ile kaplamak i¢in plazma piiskiirtme, iyon 1sin1 destekli
biriktirme, magnetron piiskiirtme, mikro ark oksidasyonu ve sol-jel teknolojisi gibi
yontemler kullanilmaktadir. Plazma piskiirtme, iyon 1sim1 destekli biriktirme,
magnetron piskiirtme karmasik bir sekle sahip tibbi cihazlara uygulanamazken,
mikro ark oksidasyonu ve sol-jel teknolojisi yontemlerinde ise kaplamalarda Ag
dagilimimin kontroliinde zorluk yasatmaktadir. Elektrokimyasal biriktirme (EB)
yontemi Ag kaplamalarin hazirlanmasinda umut verici yontemlerden biridir. Bu
yontemde elektrolit igerisinde askida bulunan taneler uygulanan elektrik akim ile
altlik malzeme {izerinde biriktirilir. Bu yontemle metal, polimer, seramik, cam,
karbir, oksit, nitriir, karbon nano tiip ylizeyler kaplanabilir. Bu teknikle pil, sensor,
transdiiktor, solar hiicre, dekoratif film ve biyomalzemeler gibi ¢ok c¢esitli
malzemeler de lretilebilmektedir. EB, kaplama bilesiminin degiskenliginin kontrolii,
karmasik implant yapilarina uygulayabilme ve kolay uygulanabilir olmasi ile popiiler
bir kaplama yontemi haline gelmistir. Bu yontemle karmagsik sekilli ve gozenekli
yapilar tlizerinde kontrollii 6zelliklere sahip tek tip kaplamalar, ortam sicakliginda
rahatlikla tretilebilir. EB yonteminde bir siispansiyondaki Ag gibi yiizey yiikli
parcaciklar, uygulanan bir elektrik alan1 malzeme yiizeyine dogru hareket ederek bir
kaplama olusturmaktadir [78,79]. EB yonteminde kullanilan cihazlarin basitligi ve
maliyetinin diisiik olmasi, mikro ve nano boyutta partikiillerle kaplamaya imkan
saglamasi, ii¢ boyutlu gozenekli yapilarin ve kompozit malzemelerin {iretilebilmesi
bu yontemin O6nemli avantajlarindandir. Bununla birlikte bu kaplama islemi kisa
stirede yapilabilirken diiz ve silindirik yiizeylerde de rahatlikla kaplama
yapilabilmektedir. Oda sicaklifinda uygulanabilme, elektrolit derisimi ve
elektrokimyasal potansiyelin degistirilerek yiizey morfolojisini kontrol etme
elektrokimyasal biriktirme yonteminin onemli avantajlarindandir. Bununla birlikte
ekonomik, basit ve hizli bir yontem olmasi; birikme hizinin ve film kalinliginin

kontrol edilebilirligi yiizey kaplama islemleri arasinda EB’yi 6n plana ¢ikarmaktadir
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[80,81]. Antibakteriyel kaplama islemi i¢in kullanilan diger bir yontem olan termal
buharlastirma (TB), EB’den farkli olarak vakum altinda buharlastirma islemi ile
atomlarin kaplanacak olan malzeme yiizeyinde biriktirilmesi esasina dayanmaktadir.
Biriktirme hiz araligi genis oldugu i¢in bu yontem yiliksek hizda iiretime olanak
saglamaktadir.  Buharlagtirma islemi genellikle 10°-10° torr vakum altinda
gerceklestirilmektedir. Kullanilan buhar fazi elektron bombardimaniyla, indiiksiyonla
veya rezistansla elde edilebilir. TB ile iiretilen malzemelerde elde edilen yogun

kaplama yapis1 yiizeyin asinma ve siirtiinmeye karsi direngli olmasini saglamaktadir

[82].

2.6. Biyouyumluluk

Biyouyumluluk bir biyomalzemenin dokularla etkilestiginde biyolojik, kimyasal ve
fiziksel olarak uyumlu olmasi ve canli ortamlardaki reaksiyonlara karst uygun cevap
olusturma o6zelligidir. Bir biyomalzemenin mekanik 6zellikleri ve dayanimi yaninda
biyouyumlu olmasi da aranilan en onemli 6zelliklerdendir. Biyomalzeme viicutla
etkilestiginde enfeksiyon, iltihaplanma, pihtilasma yada immiin reaksiyon
olusturmamalidir. Bununla birlikte alerjik etkilere yol a¢mamasi, toksik etki
gostermemesi, kolay sekil alabilmesi ve sterilizasyon kosullarina karsi dayanikh

olmast aranan diger biyouyumluluk 6zelliklerindendir [22].

Iyi bir biyouyumluluk igin implantin sadece gevre dokularla uyumlu olmasi degil
ayni1 zamanda canli ortamdaki tiim dokularla da uyumlu olmasi ve toksik 6zellikte
olmamas1 gerekmektedir. Biyouyumluluk i¢in doku ile uyum ve klinik olarak yiiksek
performans O6nemli bir sart olarak goriilmektedir. Bununla birlikte sitotoksik,
genotoksik, mutajenik, karsinojenik ve immiinojenik etkilerin olugsmamas: da
biyouyumlulugu olusturan Onemli etmenlerdir [83]. Bir biyomalzemenin sert
dokularla etkilesimi uyumsuz, biyotolerant, biyoinert ve biyoaktif olarak

siniflandirilabilmektedir (Tablo 2.3).
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Tablo 2.3. Biyomalzemenin dokularla etkilesimi [47]

Uyumsuz Implantin reddine neden olabilecek canli organizma ile uyumsuz etkilere yol

acan toksik konsantrasyonlarda madde salinimi

Biyotolerant Bag dokusu icinde kapsiillenmeye yol acgabilecek ancak toksik

konsantrasyonlarda olmayan maddelerin salinimi
Biyoinert Toksik madde salinimi yok

Bioaktif Implant ve doku arayiizii boyunca yapigma, ara baglantiya yol agan doku

farklilagmasi ve pozitif etkilegim

Biyomalzemelerin biyouyumlulugunda korozyona karst direnglilik 6nemli bir yer
tutmaktadir. Normal viicut sivisi, pH 7,4 civarinda 37°C sicaklikta, kloriir iyonlari,
¢Oziinmiis oksijen, proteinler ve hiicre kaynakli oksitleyiciler icermektedir. Hiicresel
reaksiyonlar sonucunda olusan asidik iiriinler, pH degerlerinde 6nemli azalmalara da
neden olmaktadir. Tiim bu etmenler implantlarda asinmaya neden olmakta ve
ozellikle azalan pH korozyonu hizlandirmaktadir. Fizyolojik ortamda proteinlerin
varlig1, ylizeydeki korozyon reaksiyonlarinin mekanigini ve kinetigini degistirerek
implantlarin korozyonunu 6nemli derecede etkilemektedir. Ek olarak, inflamasyonda
yabanci bir cisme yanit verirken makrofajlar gibi immiinolojik hiicreler tarafindan
salian aktif oksijen tiirleri, korozyonu hizlandirict diger bir etmendir. Korozyon
implant ylizeyinde degisimlere, implantin barindirdig1 elementlerin ayrismasina ve
yapidan kopmasina neden olmaktadir. Boyle bir ayrisma sonrasinda implant
zayiflamakta ve korozyonla aciga ¢ikan iirlinler dokulara difiize olarak toksisiteye
neden olmaktadir [21]. Ti6Al4V yiiksek biyouyumluga, mekanik gilice ve korozyona
kars1 dirence sahiptir. Biyomalzeme olarak kullaniminda korozyona bagh
gelisebilecek bir ¢oziilmede, Ti6Al4V yapisindan canli ortama Al ve V iyonlarinin
gecisi  ciddi  toksik ekilere neden olabilecektir Bu nedenle Ti6Al4V
biyouyumlulugunda korozyona kars1 diren¢ oldukca 6nemlidir. Cesitli modifikasyon
yontemleri kullanilarak Ti6A14V nin mevcut korozyona karst direng 6zelligini daha
yiiksek derecelere ¢ikarabilmek miimkiindiir. Sarao ve ark. [84] modifikasyon
islemlerinin korozyon direncini arttirdigini, yiizeyi modifiye edilmis Ti6Al4V nin

korozyon oranmin 0.0014mm/yil, modifiye edilmemis yiizeylerde bu oranin
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0.0102mm/y1l oldugunu rapor etmislerdir. Ferraris ve ark. [85] termo-kimyasal
yontemle modifiye edilen Ti6Al4V yiizeylerden metalik iyon saliiminin
modifikasyon sonrasinda azaldigimi ve biyouyumlulugunun arttigin1 rapor
etmislerdir. Modifikasyon sonrasinda yiizeyden iyon salinimindaki azalmayi ise kalin

oksit tabakasi ile iliskilendirmislerdir.

Biyomateryaller, cesitli proteinlere karsi biiyiik bir afiniteye sahiptir ve bu nedenle,
in vivo ortamda albiimin, fibrinojen, IgG, fibronektin ve von Willebrand faktorii gibi
pek cok plazma proteini ile etkilesmektedir. Dokuyla ilk temastan sonra, kandan
gelen proteinler malzeme yiizeyine adeze olmakta ve ylizeyde bir protein tabakasi
olusmaktadir. Bu protein tabakasi, implanta verilen doku reaksiyonunu belirler ve
adezyon sonrasi gegici bir matris olusumuna ve 16kositlerin cerrahi bolgeye gogiine
neden olur [86]. Protein etkilesimi ve yiizeye adsorpsiyon siireci, biyomateryalin
yapisinda degisime neden olmaktadir. Ozellikle fibrinojenin yiizeyde yapiskan
0zelliginin artis1 ile biyomalzemelerin denatiirasyonu gergeklesmektedir. Proteinlerin
yiizeye yapigsmast Ozellikle polimorfoniikleer nétrofillerin, monositlerin,
makrofajlarin ve yabanci cisim dev hiicrelerinin implant bolgesine go¢iinii baslatir ve
immiinojenik reaksiyonlar gelisir [87,88]. Ayrica proteinlerin yapismasi implant
yiizeyinde kan koagiilasyonunu tetikleyen 6nemli bir reaksiyonudur ve fibrinojen
yapismas1 trombosit aktivasyonunu indiikler ve malzeme ylizeyinde pihtilagsma
sonucu inflamasyon olusur. Inflamasyon baslangici ise immiin reaskiyonlar1 aktive
ederek noétrofil, monosit ve makrofaj gibi hiicrelerin implant bdlgesine gociinii
baslatir ve tiim bu zincir reaksiyonlar implantin basarisizligi ile sonuglanir [89]. Bu
nedenle bir biyomateryalin biyouyumlulugunu arttirmak ic¢in ilk olarak ylizey
ozellikleri olumlu yonde modifiye edilmelidir. Hiicrelerin yerlesmesini ve
cogalmasini indiikleyen fibronektin gibi proteinlerin yiizeye yapismasi; immiinojenik
cevap olusturan, pihtilagsmay1 tetikleyen proteinlerin ise ylizeye yapigmamasi

biyouyumlulugun arttirilmasinda oldukca dnemlidir.

Cesitli modifikasyon yontemleri ile yiizeylerin islanabilirlik 6zelligi ve yiizey
topografyasi istenilen olgiilerde degistirilebilmekte ve protein adezyonu da istenilen
aralikta tutulabilmektedir. Yiizeylerin hidrofilik o6zelligi, Arg—Gly—Asp sekansi
tastyan fibronektin gibi hiicre adezyon proteinlerinin yiizeye yapismasini

indiiklemekte ve bu fibronektin bagl yiizeylere osteoblast oncli hiicrelerinin
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baglanmas1 kolaylasmaktadir [90]. Hiicrelerin yerlesmesine imkan taniyan bu tiir
yiizeyler yiiksek biyouyumluluk sergilemekte ve basarili impant uygulamasina imkan
saglamaktadir. Hasan ve ark. [91] ylizey modifikasyonu ile elde ettikleri tek tabakali
Ti6Al4V yiizeylerinde modifikasyon sonrasinda islanabilirligin azaldigini ve buna
bagli olarak alblimin ve fibrinojen proteinlerinin ylizeye adezyonunda da azalma
oldugunu rapor etmislerdir. Ferraris ve ark. [85] termo-kimyasal yontem ile modifiye
edilen Ti6Al4V  yiizeylerin 1slanabilirliginin  artti@imi ve bu  artisin
biominerilazasyonu, osteoblastik hiicrelerin farklilasmasin1 ~ diizenledigini ve

biyoyumlulugunda arttigin1 rapor etmislerdir.
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BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Numune Hazirlama

Anodik oksidasyon (AO) kaplamalarin iiretimi i¢in sertifikali olarak temin edilen
Imm kalinligindaki Ti6Al4V alasimi levhalar 1cmx1cm boyutlarinda hazirlanmaistir.
Numuneler 1 saat siireyle 1s1l isleme tabi tutulup mikro yapisal olarak homojenize

edilmistir.

AO kaplamalarin iretimine baglamadan 6nce uygun boyutlara kiigtiltiilen Ti6Al4V
levhalarin tiim yiizeyleri zimpara/parlatma makinesiyle sirastyla 180, 240, 400, 800,
1000 ve 2000 nolu zimparalar ile hazirlanmis ve sonrasinda saf su ile yikanip,
ultrasonik banyoda etanol/aseton karsimi ile temizlenerek 1lik hava altinda

kurutulmus ve desikatorde kaplanincaya kadar bekletilmistir.

3.2. AO Yontemiyle Nanotiip Kaplamalarin Uretimi

Nanotiip kaplamalar GW-Instek PSU 400 model DC gii¢ kaynag1 kullanilarak AO
yontemiyle iiretilmistir. Numuneler etilen glikol-bazli NH4F c¢ozeltisi igerisine
daldirilarak akim ve siire degerleri sabitlenerek 20V potansiyel degeri 1 saat siireyle
uygulanarak nanotiip kaplamalar iiretilmistir. AO prosesi boyunca Ti alagimi
numuneler anot ve Pt elektrot katot olarak gorev almaktadir (Sekil 3.1). AO sonrasi
yiizeyler amorf yapida oldugu icin kristalinite ve mukavemeti arttirmak ig¢in

morfolojiyi degistirmeden 450 °C’de 1 saatlik 1s1l isleme tabi tutulmustur.
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Sekil 3.1. AO Kaplamalarin iiretim sematizmast

AO uygulanmig yiizeylerin antibakteriyel 0Ozellik kazanmasi amaciyla
elektrokimyasal biriktirme (EB) ve termal buharlastirma (TB) yontemleriyle ylizeyde

Ag tabakalar1 olusturulmusgtur.

3.3. SEM Analizleri

AO yontemiyle iretilen kaplamalarin, TB ve EB yontemleriyle yiizeyi Ag ile
kaplanan Orneklerin ylizey morfolojilerini gozlemlemek amaciyla SEM analizi
gerceklestirilmistir. Her numunenin SEM analizi Hitachi SU1510 cihazi kullanilarak

Ordu Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

3.4. Temas Acis1 Ol¢iimleri

Yiizeylerin ortalama temas acilar1 ve 1slanabilirlik Ozellikleri, temas agis1
gonyometresi (Dataphysics OCA 15EC) aracilifiyla oda sicakliginda sabit damla
teknigi kullanilarak arastirilmistir. Ortalama temas Olglimleri, bir video kamera ve
gorlintii analiz yazilimina bagl bir 151k mikroskobu araciliiyla gergeklestirilmistir.
Temas acist degerleri, 1puL damitilmig su damlaciklarinin ylizeylere temas etmesini

takiben bir dakika sonra tiim kaplamalar i¢in 6l¢iilmiistiir.
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3.5. Antibakteriyel Analizler

Bakteri adezyon deneyleri Gr(+) Staphylococcus aureus ve Gr(-) Escherichia coli
bakterileri ile gerceklestirilmistir. Bakteri stok kiiltlirlerinden 5 ml steril besiyeri
kullanilarak bakteri siispansiyonu hazirlanmistir. Elde edilen silispansiyonun
bulaniklig1 densitometre cihazi yardimiyla 0.5 McFarland standartlarina gore
ayarlanmistir. Hazirlanan siispansiyonun 100 pl’si kanli agar ylizeyine homojen bir
sekilde yayilmis, hazirlanan kaplama yiizeyleri (0,5 cm?) besiyeri ile temas edecek
sekilde yerlestirilmistir. Petriler 37°C’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmis, siire
sonunda besi yeri yilizeyinden alinan kaplamalar, yapismayan bakterilerin
uzaklastirilmasi i¢in 15 ml serum fizyolojik ile nazik¢e yikanmis ve her bir 6rnek 2
ml serum fizyolojik igeren cam tiip icerisine aktarilmistir. Ornek yiizeyine yapisan
bakterilerin sivi igerisine gecmesini saglamak icin 35 kHz frekansinda ultrasonik
titresim 5 dakika boyunca uygulanmistir. Sonrasinda tiip icerisinden alinan 100 pl
stvi, kat1 besiyeri (Mueller hinton agar) plaklar yilizeyine yayilmis ve 37°C’de mikro
aerobik ortamda gergeklestirilen 48 saatlik inkiibasyonun ardindan besiyerinde
olusan koloniler sayilarak (Koloni sayici/Stuart) ve toplam aktif koloni sayisi

belirlenmistir.

Mueller hinton agar icerigi:

Et inflizyonu :2,0g/1
Kazein hidrolizat 17,5 g/l
Nisasta 11,5 g1

Agar-agar 13,0 g/l
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BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu calismada Ti6Al4V ylizeyi farkli yontemlerle modifiye edilmis, ylizey 6zellikleri
ve ylizeyin antibakteriyel aktivitesi arastirilmistir. Yiizey modifikasyonu i¢in AO, TB
ve EB olmak iizere ii¢ farkli yontem kullamilmistir. 20 V anodik oksidasyon
uygulama sonrasinda elde edilen yiizey Ti6Al4V-20V olarak kodlanmistir. Termal
buharlagtirma yontemi uygulanan ylizeyler, olusan Ag tabakasi kalinligina gore
Ti6AI4V-1nm, Ti6Al4V-3 nm ve Ti6Al4V-5 nm olarak kodlanmistir.
Elektrokimyasal biriktirme yontemi ile {iretilen yiizeyler ise uygulama siiresine gore
Ti6Al4V-30s, Ti6Al4V-60s ve Ti6Al4V-500s olarak kodlanmigtir.  Her bir
modifikasyon sonrasinda SEM analizleri ile yiizey o6zellikleri karakterize edilmistir.
Temas agis1 Olglimleri alinarak her bir modifikasyon sonrasinda ylizeylerin
1slanabilirligindeki degisim arastirilmigtir. Kaplama  ylizeylerinin antibakteriyel
etkisi E. coli ve S. aureus bakterileri kullanilarak belirlenmis ve yiizeylerin Gr (+) ve

Gr (-) bakterilere kars1 secici 6zellikte olup olmadigi da degerlendirilmistir.
4.1. SEM Analizleri

Ti6Al14V ve anodik oksidasyonla iiretilen Ti6AI4V-20V kaplamalarin SEM analizleri
Sekil 4.1’de verilmistir. Anotlanmamis Ti6Al4V ylizeyi ile karsilastirildiginda,
anodik oksidasyonla diiretilen yiizeylerde belirgin nanotiibiiler yapinin olustugu
gozlenmektedir. Ayrica nanotiibiiler yapinin diizenli bir sekilde biitiin yiizeye
yayildigi belirlenmistir. Normal sartlarda, titanyumun oksijene maruz kalmasi ile
yiizey lizerinde diiz bir oksit tabakasi olusmaktadir. Anodik oksidasyonda HF ve
NH.F gibi flor (F) iceren elektrolitler kullanildig1 zaman kompakt titanyum dioksit
tabakasinin yerine titanyum dioksit nanotiipleri olugsmaktadir. Titanyumun flor igeren
bir elektrolit ¢ozeltisi igerisinde oksitlenmesi sirasinda, flor iyonlari 0% ile

yarismakta ve yiizeyde TiFg® kompleksi olusumu ile yiizey iizerinde ¢oziilme
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baslamaktadir. Uygulanan gerilim ile diisiik iyonik ¢apa sahip olan flor iyonu, TiO;
tabakasi icine girerek ilerlemektedir. Boylece titanyum yiizeyinin {izerinde i¢ce dogru
bliyliyen gozenekler meydana gelmektedir. Nanotiibliler yapimmin olusum
mekanizmasi bu gozeneklerle iligkilidir [92]. Nanotiibiiler yap1 uygulanan elektrolitin
konsantrasyonu, elektrolitin cinsi, akim yogunlugu, sicaklik ve voltaj gibi
parametrelere bagli olarak degiskenlik gostermektedir [93,94]. Nanotiibiiler yapi,
anodize olmamis ylizeylere kiyasla daha yiliksek ylizey alan1 saglamaktadir.
Biyomalzeme yiizeyindeki boyle bir artis adhezif baglanmalar i¢in 6nemli avantajlar
saglamaktadir. Literatiirde de anodizasyon sonrasi titanyum oksit nanotiiplerinin
olusumu pek ¢ok calismada rapor edilmektedir. Sarica [95], 20 °C’de 45 dakika
boyunca 20V’ luk anodizasyon islemi sonunda 55-85 nm arasinda degisen i¢ yaricapa
sahip titanyum oksit nanotiiplerinin olusumunu rapor etmistir. Schultze ve ark. [96]
20V’dan daha diisiik gerilim uygulanan anotlama isleminde yiizey tizerinde amorf
yapida TiO; olustugunu goézlemlemislerdir. Zhitomirsky ve ark. [97] anodizasyon
isleminde uygulanan gerilimin artmasi ile yilizeyde hizli bir birikim oldugunu ve
yiiksek gozenekli tiibiiler yap1 olusumunu rapor etmislerdir. Baska bir ¢aligmada ise
10 V’luk anodizasyon isleminde nanotiibiiler yapinin olusum asamasinda oldugu, 20
V’luk uygulamada siki ve diizenli tiibiiler yapilarin elde edildigini, 30 V’da ise
daginik yapida nanotiiplerin olustugu rapor edilmistir [98]. Benzer bulgular saptayan
bu literatlir caligmalarinda elde edilen nanotiibiiler yapimin genis ylizey alani
sagladig1 ve yiizey lizerinde hiicre adezyonu ic¢in potansiyel bolgeler olustugu

bildirilmigtir.
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Calismanin devaminda anodik oksidasyonla {iretilen nanotiibiiler yilizeyler TB
yontemi kullanilarak Ag ile kaplanmistir. TB sonrasinda elde edilen Ag kaplanmis
Ti6Al4V yiizeylerin SEM analizleri Sekil 4.2’de verilmistir. Uygulanan TB
kosullarina gore yiizeyin farkli kalinliklarda Ag ile kaplandigi belirlenmistir. TB
yontemi kullanilarak Ag ile kaplanan yiizeylerde piiriizli nanotabakalar olustugu
gozlenmistir. Olusan nano-tabakalarin kalinliginin uygulama stiresine bagli olarak
Inm, 3 nm ve 5 nm olarak degistigi de belirlenmistir. SEM analizlerinden Ag ile
kaplanan tiim yilizeylerin homojen ve piiriizlii bir yapida oldugu goriilmektedir.
Ayrica Ag ile kaplama sonrasi anodize yiizeylerde agik¢a gézlenen nanotiip yapilarin
net olarak ayirt edilemedigi de gozlenmistir. Bu durum TB yontemi ile kaplanan
yiizeylerde Ag metalinin nanotiibiiler yapilar1 kapatmasi ile agiklanabilir. TB
yontemi ince filmlerin ve ylizey kaplamalarinin iiretiminde yaygin olarak kullanilan
bir tekniktir. TB kullanilarak Ti6Al4V-20V yiizeyinin Ag ile kaplanmasi sonrasinda
anodizasyonla olusturulan nanotiibiiler yapi, aratabaka olarak kalmis ve Ag kaph
yiizey canli ortamla temas edecek ilk tabaka olarak olusmustur. AO yontemi ile
Ti6Al4V yiizeyinde olusturulan nanotiibiiler ara yapt Ag baglanma bdlgeleri igin
genis ylizey alani saglamaktadir [99].

TB yontemi ile iiretilen kaplamalarda yiizey 6zelliklerinin dnemli dlglide gelistigi
bilinmektedir. TB kaplamalarda siirtlinme, asmmma ve sertlik gibi mekanik
ozelliklerin basarili bir sekilde iyilestirilmesi saglanmistir. Literatiirde TB yontemi
kullanilarak Ag ile kaplanmis Ti6AI4V iiretimi ya da karakterizasyonu ile ilgili
caligmalar kisith olmasina ragmen TB yontemi kullanilarak farkli malzemelerle
kaplanmis Ti6Al4V yiizeylerinin 6zellikleri bazi ¢aligmalarda aragtirilmistir. Trivedi
ve ark. [100] Ti6Al4V alasimi tizerinde TB yontemi kullanarak irettikleri Ti-Si-N
kaplamalarinin siitlinlu bir morfolojiye sahip oldugunu ve iyi biyouyumluluk
sergiledigini rapor etmiglerdir. Zalilah ve ark. [101] Ti6Al4V yiizeyinin TB yontemi
kullanarak Ag+SiN ile kaplanmasi sonrasinda yogun, kompakt, kiigiik graniiler
boyutlar sergileyen homojen tek tabakali bir yapiya doniistiigiinii ifade etmislerdir.
Sarraf ve ark. [30] nanotiibiiler yiizeye sahip Ti6Al4V alasimini TB yoOntemi

kullanarak Ag,0 ile kaplamis ve TB uygulama siiresinin artmasi ile yiizeyde biriken
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Ag konsantrasyonunun arttigmi ve piriizli bir yiizey elde edildigini rapor

etmislerdir.

ODUMARAL 15.0kV 11.0mm x30.0k SE

kV 10.9mm x30.0k SE:

Sekil 4.2. SEM analizleri a.Ti6Al4V-1nm, b. Ti6AI4V-3 nm, c. Ti6AI4V-5 nm

Anotlanmis Ti6Al4V yiizeyi TB yonteminden farkli olarak EB yontemi kullanilarak
da Ag ile kaplanmis ve ylizey 6zelliklerindeki degisim SEM analizleri ile incelenmis
ve sonuclar Sekil 4.3’te verilmistir. 30, 60 ve 500 saniye boyunca uygulanan EB
yontemi yiizeyin nanopartikiil yapida Ag ile kaplanmasini saglamisti. EB
uygulamasi ile anotlanmis Ti6Al4V vyiizeyindeki nanotiibiiler yapi, Ag ile
kaplanmakta ve nanopartikiiler yapilar ortaya ¢ikmaktadir. Biyomalzeme yiizeyinde
nanopartikiiler bir yapinin olusumu yiizey alanini genisleterek ve piiriizlii bir yap1
saglayarak hiicrelerin canliligini siirdiirmesi i¢in 6nemli bir avantaj sunmaktadir. EB
yontemi Ag kaplamalarin hazirlanmasinda olduk¢a kullanigh bir yontemdir. Bu
yontemde bir siispansiyondaki Ag gibi yiiklii pargaciklar, uygulanan bir elektrik alani

ile malzeme yiizeyinde biriktirilerek kaplanmis yiizey olusturulmaktadir. Bu
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yontemle nanotiibiiler yapr gibi karmasik sekilli yapilar iizerinde kontrollii ve

istenilen 6zelliklere sahip tek tip kaplamalar iiretmek miimkiindiir [79].

RAL 15.0kV 11.2mm x20.0K SE

L 15:0kVatd.2mim x20.0k SE

Sekil 4.3. SEM analizleri a. Ti6Al4V-30s, b. Ti6AI4V-60s, c. Ti6Al4V-500s

Literatiirde EB yontemi ile kaplanan pek ¢ok biyomalzemenin yiizey 6zelliklerinin
iyilestigi rapor edilmektedir. Lu ve ark. [78] hidroksiapatit-titanyum yiizeyini EB
yontemi kullanarak Ag ile kaplamig ve elde edilen yiizeyin SEM analizleri ile
nanopartikiil 6zellikte oldugunu ve vyiizeylerin iyi biyouyuyumluluk, giicli
antibakteriyel 0zellik sergiledigini belirtmislerdir. Chudinova ve ark. [29] Ti6Al4V
alagiminin EB yontemi kullanarak kalsiyum fosfat ile kaplanmasi sonucunda SEM
analizlerinden yiizeyin nanopartikiil 6zellikte oldugunu belirlemis ve bu yiizeyin
mezengimal hiicrelerin biiylimesini ve farklilasmasini tesvik ettigini belirtmislerdir.
Bagka bir ¢aligmada Surmeneva ve ark. [33] Ti6Al4V yiizeyinin Ag ile kaplanmasi
sonrasinda ylizeyde partikiiler bir yapmin olustugunu, yiizey piiriizliliigiiniin ve
hidrofilik 6zelliginin arttigin1 rapor etmislerdir. Sonug olarak literatiirdeki bulgular

bu calismada elde edilen sonuglar1 destekler niteliktedir ve EB yontemi ile ylizeyde
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olusturulan nanopartikiil yapidaki Ag kaplamalar1 yilizey 6zelligini 6nemli derecede

iyilestirmektedir.

4.2. Temas Acis1 Olciimleri

Ti6Al4V ve yiizeyi ¢esitli yontemlerle modifiye edilen Ti6Al4V kaplamalarin temas
acilar1 Sekil 4.4 ve 4.5’te verilmistir. Temas acis1 O6l¢iimleri sonrasinda Ti6Al4V
ylizeylerinin su ile temas agisinin 78,6°, anodik oksidasyonla iiretilen Ti6A14V-20V
orneklerinde ise 122,25° oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ 20V’luk anodik oksidasyon
uygulamasinin su ile temas agisinda 1,55 katlik bir artisa neden oldugunu
gostermektedir. Termal buharlagtirma yontemi kullanilarak 1nm, 3 nm ve 5 nm Ag
kapli Ti6Al4V yiizeylerin temas agilarinin hem Ti6Al4V hemde Ti6Al4V-20V
yiizeylerine kiyasla daha diisiik oldugu belirlenmistir. En diisiik temas agis1 Ti6Al4V-
1 nm ylizeyleri ile elde edilmistir ve Ag kaplama kalinliginin artmasi ile suya karsi
Olciilen temas acilarinin arttig1 belirlenmistir. 1nm, 3nm ve 5 nm Ag kapli Ti6Al4V
ylizeyler i¢in su ile temas agis1 sirasiyla 62,45°, 78,13° ve 103,81° olarak
bulunmustur. EB yontemi ile hazirlanan yiizeylerde uygulama siiresine bagli olarak
temas acilarinda degisimler gozlenmistir. Uygulama siiresi arttik¢a temas agilarinin
azaldig1 tespit edilmistir. EB yontemi ile 30 saniye siiresince Ag ile kaplanan
Ti6Al4V yiizeylerin temas agilarinda 500 saniye uygulama yapilan yiizeylere kiyasla
1,58 katlik bir azalma tespit edilmistir. Suya kars1 elde edilen temas acilarindaki bu
degisimler TB ve EB yontemi ile ylizeylerde olusan nanotabaka ve nanopartikiiler

yapilarin olusumu ile iliskilendirilebilir.

Bu calismada elde edilen temas acis1 Olgiimleri ve SEM analizleri birlikte
degerlendirildiginde yiizey morfolojisinin temas agisin1 6nemli derecede etkiledigi
gozlenmistir. EB uygulamas: ile tiretilen Ag kapli Ti6Al4V orneklerinin yilizeyinde
nanopartikiil yapilarin olustugu SEM analizleri ile ortaya konmus ve yiizeyin piiriizlii
bir yapiya sahip oldugu da belirlenmistir. Temas acilar1 incelendiginde Ag kaplama
sonrasinda temas acilarinin azaldigi ve uygulama siiresi arttikca temas agisindaki
azalmanin da devam ettigi belirlenmistir. Bu sonu¢ yiizey plriizliliigiiniin temas

acisi lizerinde 6nemli bir etkisi olduguna igaret etmektedir.

33



150 +

120
S 90
Y
Z 60
)
e
30
0
150 -
120 -
O
§. 90 -
2
E  60-
2
30 -
0

Sekil 4.4. Ti6AI4V ve yiizeyi gesitli yontemlerle modifiye edilen Ti6Al4V kaplamalarin temas agilari
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5 nm, f. Ti6Al4V-30s, g. Ti6Al4V-60s, h. Ti6Al4V-500s
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Yiizey piirtizliliigli ve temas agis1 arasindaki iliski literatiirdeki pek ¢ok ¢alismanin
da konusunu olusturmaktadir. Surmeneva ve ark. [33] Ag ile kaplanan Ti6Al4V
yiizeylerini profilometre ile analiz etmis ve girintili ¢ikintili ve oldukga piiriizli bir
yiizeye sahip oldugunu ve Ag kaplama sonrasinda temas agilarinda 6nemli azalmalar
oldugunu da rapor etmislerdir. Yiizey piirtizliliigiiniin artmasi ile hidrofilik 6zelligin
azalmas1 Cassie — Baxter (CB) modeli ile agiklanabilir. CB modeli ile kimyasal
olarak heterojen bir yiizeyde su damlasinin olusturdugu temas agist 6c olarak
tanimlanmakta ve sivinin piiriizlii yiizeydeki oluklara girmedigi ve hava bosluklari
biraktig1 i¢in ylizeyde yayilmasinin azaldigi ve temas agisinin artabilecegi ifade
edilmektedir. Kisaca siiperhidrofobik yiizeylere su damlaciklar1 yerlestiginde, mikro
boyutlardaki gozenek yapilar1 arasindaki bosluklar su ile tamamen 1slatilmamakta

hava ile dolmakta ve temas agis1 artmaktadir [102].

Bu calismada anodizasyon isleminin temas acisini Onemli derecede etkiledegi
belirlenmistir. Benzer sekilde Gao ve ark. [103] anodizasyon islemi sonrasinda
hidrofilik karakterdeki Ti6Al4V yiizeylerinin hidrofobik 6zellik kazandigin1 ve su ile
158,5°£1,9°’1uk bir temas ag1s1 elde edildigini rapor etmislerdir. Yiizeydeki hidrofilik
ozelligin azalmasin1 anodizasyon uygulama siiresinin artmasi ile artan ylizey
puriizliligii ile iligskilendirmislerdir. Chudinova ve ark. [29] Ti6Al4V ve elektro
biriktime yontemi ile Ag kaplanan Ti6Al4V yiizeylerinin temas agilarini ve yiizey
enerjilerini karsilastirmis ve Ag kaplama sonrasinda temas agisinin 6nemli derecede
degistigini ve yiizeyin daha yiiksek bir yiizey enerjisine sahip oldugunu
gozlemlemislerdir.  Elektrokimyasal  biriktirme islemi sonrasinda  olusan
nanopartikiiler ylizeyin ylizey serbest enerjisi ve ylizey gerilimi olusturarak kimyasal

potansiyele katkida bulundugunu rapor etmislerdir.

Bir biyomateryalin yiizeyi canli ortamda biyolojik hiicreler veya sivilarla temas eden
ilk bilesenidir. Bu nedenle, biyomateryalin biyouyumluluk o6zelligi yiizey
ozelliklerinden, ozellikle 1slanabilirlik, ylizey kimyasi, yilizey enerjisi ve yiizey
topografyasindan etkilenmektedir. Biyomalzemelerin yiizeyinin karakterizasyonunda
temas agist Olgiimleri ylizey enerjisi, 1slanabilirlik, adezyon ve absorbsiyon ile ilgili
bilgi saglamaktadir. Kat1 bir ylizeyle diisiik miktarda bir sivinin temasi durumunda

bir damla olusmakta ve siviya teget olan bir ¢izginin ve temas ettigi katinin
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yiizeyinin kesigsme agisi temas acist olarak kabul edilmektedir. Sivinin ylizey
gerilimi, ylizeyin komposizyonu, enerjisi ve piriizlilligli temas acisini etkileyen
onemli sistem parametreleridir. Diislik bir temas agis1 iyi 1slanabilirligi gosterirken,
yiiksek temas egilimi zayif 1slatilabilirlige isaret etmektedir. Kat1 yiizeylerin 0°-90°
arasindaki temas agis1 hidrofilik karakteri temsil ederken 90°-180° agilar hidrofobik
karaktere isaret etmektedir. Diisiik temas acilarinin elde edildigi yiizeylerde sivinin
tiim yiizey lizerinde kolayca akmasi ve kat1 yiizeye yapismasi ger¢eklesmektedir. Bir
stvinin kat1 yiizeydeki akma kabiliyeti, yiizeyin sertligi, ylizeyin temizligi, sivi ve
atmosferik katinin ylizey enerjisi gibi bir dizi faktdrden etkilenmektedir. Bu faktorler
stvinin ylizeye yayilmasi i¢in itici bir gli¢ olusturmaktadir. Diislik temas agis1 yiliksek
derecede 1slanabilirligi ve ayni zamanda gelismis biyouyumluluga da isaret
etmektedir [104-106]. Tzoneva ve ark. [107] fibronektin, fibrinojen ve kollajen gibi
hiicre dis1 matris proteinlerinin yiizeye yapisma O6zelliklerini hidrofilik ve hidrofobik
karakterdeki iki ylizeyde test etmis ve sonug olarak proteinlerin hidrofobik yiizeylere
adezyonunun daha diisiik oldugunu saptamislardir. Hidrofobik ylizeye yapisan
proteinlerde konformasyonel degisim de oldugunu ve bu degisimin endotel
hiicrelerin yerlesmesi i¢in gerekli olan yapisma bolgelerine erisimi kisitlandigini da

rapor etmislerdir.

4.3. Antibakteriyel Aktivite

Ti6Al4V ve yiizeyi cesitli yontemlerle modifiye edilen Ti6Al4V kaplamalarin
antibakteriyel 6zelligi bakteri adezyonu ile test edilmis ve sonuglar Sekil 4.6, Sekil
4.7 ve Sekil 4.8’de verilmistir. Biyomalzeme ylizeylerine bakteri adezyonu E. coli ve
S. aureus bakterileri kullanilarak test edilmistir. Anodizasyon yontemi ile modifiye
edilerek yiizeyinde nanotiibiiler yapilarin olusturuldugu Ti6Al4V-20V malzemelerde
yiizeye adeze olan E. coli ve S. aureus canlilifinda azalma oldugu saptanmigstir.
Anodize edilmemis Ti6Al4V yiizeye kiyasla Ti6Al4V-20V vyiizeylerde E. coli
canliliginda 9%37,4, S. aureus canliliginda %30,2 oraninda azalma oldugu
belirlenmistir. Bu azalma anodizasyon sonrasinda yiizeyde olusan nanotiip yapilari
ve bu yapilardaki floriir varligr ile iliskilendirilebilir. NH4F'ye daldirilarak

gerceklestirilen anodizasyon islemi, ylizeyde kimyasal modifikasyon ve artmis flor
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icerigi saglamaktadir. Benzer sekilde Roguska ve ark. [108] TiO, yiizeylerde nanotiip
yapilarinin olusturulmasi ile yiizeye S. epidermidis adezyonunun ve bakteriyel
biyofilm olusumunun azaldigini rapor etmislerdir. Arenas ve ark. [109] yiiksek floriir
yilizdesine sahip anotlanmis nanotiibiiler yapilarin S. aureus ve S. epidermidis klinik
suslarina karst modifiye edilmemis Ti ylizeylere kiyasla artmis antibakteriyel
ozellige sahip olduklarini rapor etmislerdir. Lin ve ark. [110] anotlanmig ve floriir
kullanilarak iiretilmis nanotiip yiizeyde in vitro ve in vivo S. aureus canliliginin

anodize edilmemis Ti yiizeyine kiyasla azaldigini bildirmislerdir.

Nanotiip yapida yiizey Ozelliklerine sahip titanyum implantlar diisiikk elastik
modiilleri ve benzersiz topografyalari nedeniyle biyomalzeme biliminde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Yiizeydeki nanotiiplerin yar1 acik yapisi, antibakteriyel
ajanlarin yiizeye eklenmesine olanak saglamakta ve yiizeyde depolanabilmesi igin de
rezervuar gorevi Ustlenebilmektedir [111,112]. Biyomedikal implantlarin yiizeyine
antibakteriyel ajanlarin modifiye edilmesi lizerine pek c¢ok calisma mevcuttur.
Yiizeye uygulanan antibakteriyel ajanlarin 6zellikle antibiyotiklerin hizli salinimi
giivenlik endiselerine neden olmakta ve direngli suslarin ortaya ¢ikma olasiligini da
beraberinde getirmektedir [113]. Ag, antibiyotiklerin aksine pek c¢ok bakteri ve
mantar tlirlerine kars1 etkili olan genis spektrumlu spesifik olmayan bir bakterisittir.
Ag, fizyolojik ortamdaki yiiksek stabilitesi ve direngli suslar gelistirme
potansiyelinin diisiik olmasi nedeniyle antibakteriyel ajanlar arasinda oldukca dikkat
cekicidir. Bununla birlikte Ag’nin belirli bir dozun {izerinde sitotoksik etki
gostermesi sadece terapotik doz araliginda kullanimina imkan saglamaktadir.
Implantlara uygun miktarda Ag ekleyerek ve salimimi kontrol ederek, miikemmel
antibakteriyel 6zellikte ve orijinal biyolojik islevlerini kaybetmeyen biyomalzeme

yiizeyleri elde etmek miimkiindiir [114,115].

Bu ¢alismanin devaminda TB yontemi kullanilarak 1nm, 3 nm ve 5 nm Ag kaph
nanotabaka yapida Ti6Al4V yiizeyler ile elektro biriktirme yontemi kullanilarak 30s,
60s ve 500s siireyle Ag kaplanan nanopartikiil yapida Ti6Al4V yiizeyler elde
edilmistir. Ag kapl tiim ylizeylerin antibakteriyel etkisi E. coli ve S. aureus ile test
edilmistir. Ag kapli tiim yiizeylerin Ti6Al4V ve Ti6Al4V-20V ylizeylerine kiyasla
daha 1iyi antibakteriyel oOzellik sergiledigi belirlenmistir. Termal buharlagtirma

yontemi ile hazirlanan 1nm, 3 nm ve 5 nm Ag kapli Ti6Al4V yiizeylerde E.coli
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canliliginda Ti6Al4V yiizeyine kiyasla sirastyla %37,4, %52,7 ve %58 oranlarinda
azalma belirlenmistir. Ayni ylizeyler icin S. aureus canliliginda %30,2, %38,4 ve
%A45,7 oranlarinda azalma tespit edilmistir. Test edilen tiim yiizeyler igerisinde en
yiiksek antibakteriyel aktivite EB yontemi ile hazirlanan yiizeyler ile elde edilmistir.
30 saniye EB uygulanarak Ag kaplanan Ti6Al4V yiizeylerde E. coli canliliginin
Ti6Al4V ve Ti6Al4V-20V yiizeylere kiyasla %69,5 ve %51,2 oraninda azaldig
tespit edilmistir. S. aureus canliliginda ise bu azalmalar %61,2 ve %44,4 olarak
hesaplanmistir. EB uygulama stiresinin 60 saniyeye arttirilmasi ile antibakteriyel
Ozelligin daha da iyilestigi gozlenmistir. 60 saniye siireyle Ag ile kaplanan Ti6Al4V
yiizeyde aktif E.coli koloni sayilarinda 30 saniye EB uygulanan yiizeye kiyasla %25,
S. aureus kolonilerinde ise %22 azalma belirlenmistir. 500s EB uygulanarak Ag
kaplanan yiizeylerde de E. coli ve S. aureus’a kars1 antibakteriyel o6zellikte belirgin
bir artig oldugu fakat bu artisin uygulama stiresindeki artis ile dogru orantili olmadigi

da belirlenmistir.

Literatiirde biyomalzeme yiizeylerinin Ag ile modifikasyonu sonucunda
antibakteriyel 6zelligin arttigini rapor eden pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Zhang ve ark.
[32] mikroark oksidasyonu ve iyon implantasyonu ile lretilen ve Ag partikiilleri ile
kaplanmis TiO, ylizeyinin S. aureus susuna karsi yiiksek antibakteriyel etki
sergiledigini belirtmislerdir. Durdu ve ark. [116] TiO, yiizeylerinin Ag ile kaplanmasi
sonrasinda ylizeye yapisan E. coli ve S. aureus bakterilerinin aktif koloni oranlarinda
sirastyla %67,2 ve %57,8 azalmaya neden oldugunu rapor etmislerdir. Roguska ve
ark. [108] nanotlip yapili titanyum oksit ve Ag kapli titanyum oksit yiizeylerine
adeze olan S. epidermidis suglarinin canliligl arastirilmislardir. Titanyum, nanotiip
yapili titanyum oksit ve Ag kapli nanotiip yapili titanyum oksit yiizeylere yapisan
canli hiicre sayisini sirasiyla 5555544721, 4282542581 ve 45089+13362 olarak
saptamislardir. Sonug olarak yiizeyde olusan nanotiip yapilarinin bakteri canliliginda
azalmaya neden oldugunu, nanotlip yapilara eklenen Ag metalinin ise bakteri

canliliginda ileri diizeyde bir gerilemeye neden oldugunu rapor etmislerdir.
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Sekil 4.6. Re-kiiltiirasyon sonrasinda aktif E. coli kolonileri a. Ti6Al4V, b. Ti6Al4V, c. Ti6Al4V-1nm
Ag, d. Ti6Al4V-3 nm Ag, e. Ti6Al4V-5 nm Ag, f. Ti6AI4V-30s Ag, g. Ti6AlI4V-60s Ag, h.
Ti6Al4V-500s
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Sekil 4.7. Re-kiiltirasyon sonrasinda aktif S.aureu kolonileri a. Ti6Al4V, b. Ti6AI4V, c. Ti6Al4V-1nm
Ag, d. Ti6Al4V-3 nm Ag, e. Ti6Al4V-5 nm Ag, f. Ti6Al4V-30s Ag, g. Ti6Al4V-60s Ag, h.
Ti6Al4V-500s
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Ag kaplama kalinliginin artmasi ile yiizeylerin antibakteriyel aktivitesinin de énemli
derecede artmasi antibakteriyel test sonuglarindan elde edilen 6nemli diger bir
bulgudur. TB yontemi ile hazirlanan Ag kapli Ti6Al4V yiizeylerde kaplama
kalinligimmin 1 nm’den 5 nm’ye arttirilmasi ile aktif E. coli koloni sayilarinda %22,5,
S. aureus koloni sayisinda ise %22,2 kat azalma saptanmistir. Literatiirde Ag kaph
titanyum yiizeylerin antibakteriyel etkisinin kaplama kalinlig1 ile arttigini rapor eden
benzer sonuclar mevcuttur. Thukkaram ve ark. [117] %5,8 ve %3.,5 Ag iceren
titanyum yiizeylerin Ag icermeyen ve %1,5 Ag iceren yiizeylere kiyasla E. coli ve S.
aureus bliyimesinde tam bir inhibisyon sagladigini rapor etmiglerdir. Benzer bir
sonu¢ EB yontemi kullanilarak hazirlanan yilizeylerde de elde edilmistir. EB
uygulama siiresinin 30 saniyeden 60 saniyeye arttirilmast ile re-kiiltlirasyon
sonrasinda E. coli canlilifinda %25, S. aureus canliliginda ise %22 azalma
saptanmigtir. Uygulama siiresinin 500 saniyeye arttirilmasi her iki bakteriye karsi

antibakteriyel aktiviteyi gii¢clendirmis fakat dogru orantil1 bir artis saglamamuistir.

Ag kapl yiizeylerin antibakteriyel etkisi Ag’nin bakteri hiicreleri iizerindeki toksik
etkisi ile agiklanabilir. Ag bakteri hiicrelerindeki solunum enzimlerinde bulunan tiyol
gruplar ile etkilesime girerek enzimleri inhibe etmekte ve solunum reaksiyonlarini
durdurmaktadir [118]. Ag’nin bakteri hiicresi ile etkilesiminden sonra protein
molekiilleri denatiire olur ve DNA sentezi bloke edilir. Bakterilerin Ag kaph
yiizeylerle dogrudan temasi, bakteri zarinda hiicre Sliimiine yol agan fiziksel hasara
neden olmaktadir. Pozitif yliklii Ag ile negatif ytiikli bakteri hiicreleri arasindaki
elektrostatik etkilesim de bakterisidal etkiye neden olmaktadir [119,120]. Bakteri
hiicresindeki bu etkilerin bir sonucu olarak hiicre dongiisii bozulur, proliferasyon
azalir ve sonug¢ olarak koloni olusumunda azalma gerceklesir. Ag’nin E. coli’de
fosfat alimimni inhibe ederek, fosfat, mannitol, siiksinat, prolin ve glutamat gibi
molekiillerin salinimin1 durdurarak bakteriyostatik/sidal etki gosterdigi bilinmektedir.
S. aureus’ta ise Ag’nin peptidoglikan yapidaki baglara, glikan zincirlere ve
aminoasitlere zarar vererek bakteri biiylimesini Onledigi rapor edilmektedir

[121,122].

Bu calismada elde edilen dnemli sonuglardan biri de Ag kapli Ti6Al4V yiizeylerin
gram negatif E. coli’ye karsi gram pozitif S. aureus’a kiyasla daha giigli

antibakteriyel etki gdstermesidir. En yiiksek antibakteriyel aktivitenin gozlendigi
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500 saniye EB uygulamasi ile Ag kaplanan ylizeylerde E. coli canlilifinda %81
azalma belirlenirken, S. aures canliliginda bu azalma %72,9 olarak tespit edilmistir.
Antibakteriyel aktivitedeki bu secicilik gram pozitif ve gram negatif bakteriler
arasindaki hiicresel farkliliklar ile agiklanabilir. Gram pozitif S. aureus'taki kalin
peptidoglikan tabakasi, Ag iyonlarinin bakteriyel hiicre duvari boyunca taginmasini
onlemekte ve Ag'nin toksik etkilerini azaltmaktadir. Bu sonug literatiirdeki benzer
caligmalarla da desteklenmektedir. Durdu ve ark. [116] Ag kapli- TiO, yiizeylerine
adeze olan E. coli canliliginda %67,2 ve S. aureus canliliginda ise %57,8 azalma
oldugunu, Ag’nin gram negatif bakteride daha etkin oldugunu rapor etmislerdir. Feng
ve ark. [120] E. coli’nin Ag toksisitesine karsi S. aureus'a gore daha duyarl oldugunu
ve bu sonucun S. aureus'un savunma sistemi ve hiicre yapisi ile iliskili oldugunu

bildirmislerdir.
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BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Biyomalzemeler, insan viicudunda islevini yitirmis doku ve organlarin gorevini
tistlenmek ya da desteklemek icin kullanilmaktadir. Titanyum ve alasimlarinin
kimyasal olarak inert olmasi, korozyona karsi direncli ve yiiksek biyouyumluga sahip
olmasit  biyomalzeme olarak kullanimin1  yayginlastirmaktadir.  Titanyum
alagimlarindan olan Ti6Al4V ortopedi, dental ve beyin cerrahisi uygulamalarinda
kullanilan biyomalzemelerin ¢ogunun hammaddesi olarak kullanilmakta ve yiiksek
dayaniklilik, korozyona direncli olmasi, kirilmadan esneyebilme ve yiiksek biyolojk

uyumluluk en 6nemli 6zelliklerindendir.

Bu c¢aligmada, ti¢ farkli yontem kullanilarak Ti6A14V kaplamalarin yiizey 6zellikleri
tyilestirilmis ve her bir modifikasyondan sonra yiizey oOzellikleri karakterize
edilmistir. Anodizasyon teknigiyle kaplanan yiizeylerin nanotiibiiler yapida oldugu ve
su ile temas acisinin arttig1 belirlenmistir. TB ve EB yontemleriyle Ag ile kaplanan
Ti6Al4V yilizeylerin pliriizli bir yapiya sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica ylizeylerin
su ile yaptig1 temas agilarinda ve islanabilirlik 6zelliklerinde 6nemli degisimler
oldugu saptanmistir. Biyomalzeme yiizeyinin 1slanabilirligi biyolojik ortam ile
uyumlulugu saglayarak implant-hiicre etkilesimini diizenlemektedir. Ag ile kaplanan
tiim yiizeylerin antibakteriyel 6zellikte oldugu, yiizeylerle temas eden E. coli ve S.
aureus bakterilerinin aktif koloni canliliginda azalma oldugu belirlenmistir. Tiim bu
sonuglar degerlendirildiginde, modifikasyon yontemlerinin biyomalzeme yiizeyinde
istenilen Ozelliklerin olusturulmasinda 6nemli bir role sahip oldugu, biyomalzeme
yiizeyinin Ag ile kaplanmasi sonucu yiiksek antibakteriyel 0Ozelligin
olusturulabilecegi belirlenmistir. Bu sonug, nanoteknoloji ve imalat yontemlerindeki
gelismelere bagli  olarak biyomalzemelere uygulanan ylizey modifikasyon
yontemlerinin biyouyumlu ve yiiksek performansl biyomalzemelerin gelistirilmesine

inkan sagladigin1 géstermektedir.
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