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CP-Ti YUZEYINDE AG, CU VE ZN KATKILI TIiO2-BAZLI
NANOTUP YAPILARININ URETIMI, KARAKTERIZASYONU
VE BIiYOUYUMLULUK OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

OZET

Titanyum (Cp-Ti) korozyona kars1 direngli ve dokular tarafindan kabul edilebilirligi
yiiksek olan bir biyomalzemedir. Bu ¢alismada titanyum yiizeyi farkli yontemlerle
modifiye edilmis, yiizeyde farkli 6zellikte antibakteriyel kaplamalar olusturulmus ve
bu yolla biyouyumlulugunun arttirilmasi hedeflenmistir. Bu amagla, ticari olarak
temin edilen titanyum yiizeyine 50V anodik oksidasyon islemi uygulanmis, anodize
yiizeylerde termal buharlastirma yontemi ile antibakteriyel 6zellikte Ag, Cu ve Zn
metalleri biriktirilmistir. Modifiye Cp-Ti yiizeylerinin karakterizasyon g¢aligmalari
temas acis1 Olgiimleri, taramali elektron mikroskobu ve atomik kuvvet mikroskobu
analizleri ile gerceklestirilmistir. Ag, Cu ve Zn ile kaplanmasi sonrasinda yiizeylerin
antibakteriyel etkinlikleri Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakterilerine
kars1 test edilmisgtir.

Elektron mikroskobu ile yapilan incelemeler sonucunda, anodizasyon islemi ile Cp-
Ti ylizeyinde belirgin ve diizenli nanotiibiiler yapinin olustugu goézlenmistir.
Yiizeydeki nanotiibiiler yapilar ¢esitli ajanlar i¢in baglanma bolgeleri
olusturmaktadir ve termal buharlastirma ile yiizeyde Ag, Cu ve Zn metallerinin
biriktirilmesi  sonucunda  nanotiibiiler  yapilarin  belirsizlesmeye  basladigi
belirlenmistir. Atomik kuvvet mikroskobu analizleri ile anodize yiizeylerin girintili-
cikintili-piirtizlii bir yiizeye sahip oldugu, Ag, Cu ve Zn ile kaplanan yiizeylerde
piirtizlillik degerlerinin anodize olmamis yilizeye kiyasla onemli derecede arttigi
saptanmistir. Temas agis1 Ol¢limleri sonucunda Cp-Ti yiizeylerinin su ile temas
acisinin 79.2°, anodik oksidasyonla tiretilen Cp-Ti orneklerinde ise 140.2° oldugu
belirlenmistir. Ag ve Cu kapli yiizeylerin temas agilarinin anodize olmamis Cp-Ti
yiizeylerden yiiksek, anodize yiizeylerden daha diisiik oldugu belirlenmistir.
Anodizasyon isleminin Cp-Ti ylizeylerine onemli derecede antibakteriyel ozellik
kazandirdigi, yiizeylerin Ag, Cu ve Zn ile kaplanmasi sonrasinda S. aureus ve E.
coli’ye kars1 bakteriyosidal etkinin daha da kuvvetlendigi saptanmistir. En belirgin
antibakteriyel aktivite 5 nm Ag kapl yiizeylerle elde edilmistir.

Sonug olarak bu ¢alisma ile biyomalzeme olarak kullanilan Cp-Ti yiizeylerinin ¢esitli
modifikasyon yontemleri ile ylizey Ozelliklerinin ve antibakteriyel etkinliklerinin
gelistirilebilecegi ortaya konmustur.

Anahtar kelimeler: Anodik oksidasyon, antibakteriyel aktivite, biyomalzeme,
termal buharlastirma, titanyum
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FABRICATION, CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION
OF BIO COMPATIBILITY PROPERTIES OF AG, CU AND ZN
DOPED T102-BASED NANOTUBES ON CP-TI SURFACE

SUMMARY

Titanium (Cp-Ti) is a biomaterial that is resistant to corrosion and has high tissue
acceptance. In this study, the surface of titanium was modified with different
methods, antibacterial coatings with different properties were formed on the surface
and thus it was aimed to increase its biocompatibility. For this purpose, 50V anodic
oxidation process was applied to the commercially available titanium surface, and
antibacterial Ag, Cu and Zn metals were deposited on the anodized surfaces by
thermal evaporation method. Characterization studies of modified Cp-Ti surfaces
were carried out by contact angle measurements, scanning electron microscopy and
atomic force microscope analysis. After coating with Ag, Cu and Zn, the antibacterial
activities of the surfaces were tested against Staphylococcus aureus and Escherichia
coli bacteria.

As a result of the electron microscope examinations, it was observed that a distinct
and regular nanotubular structure was formed on the Cp-Ti surface with the
anodization process. Nanotubular structures on the surface form binding sites for
various agents and it was determined that nanotubular structures began to disappear
as a result of the deposition of Ag, Cu and Zn metals on the surface by thermal
evaporation. With atomic force microscopy analysis, it was determined that the
anodized surfaces have an recessed-protruding-rough surface, and the roughness
values on the surfaces coated with Ag, Cu and Zn increased significantly compared
to the non-anodized surface. As a result of the contact angle measurements, it was
determined that the contact angle of the Cp-Ti and anodized surfaces with water were
79.2° and 140.2° , respectively. The contact angles of Ag and Cu coated surfaces
were higher than unanodized Cp-Ti surfaces and lower than anodized surfaces. It has
been determined that the anodization process gives the Cp-Ti surfaces a significant
antibacterial feature, and after the surfaces are coated with Ag, Cu and Zn, the
bacteriocidal effect against S. aureus and E. coli becomes stronger. The most
prominent antibacterial activity was obtained with 5 nm Ag coated surfaces.

As a result, it was revealed that the surface properties and antibacterial activities of
Cp-Ti surfaces used as biomaterials can be improved by various modification
methods.

Keywords: Anodic oxidation, antibacterial activity, biomaterial, thermal evaporation,
titanium
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BOLUM 1. GIRIS

Biyomalzemeler, yaygin olarak tipta ve dis hekimliginde kullanilan, siirekli veya
periyodik olarak canli dokularla temas eden yapilardir. Dis implantlar1 basta olmak
tizere eklem replasmanlari, kalca ve kardiyovaskiiler onarim amaglhi kullanilan
malzemeler de giin gectikge yayginlagsmaktadir. Bu biyomateryaller her yil artan
sayida insan i¢in yasam kalitesini iyilestirmektedir. Biyomalzemeler fizyolojik
ortam i¢inde verimli ve gilivenilir bir sekilde kullanilabilmelidir. Biyomalzemelerin
tasarimi ve se¢imi amaglanan tibbi uygulamaya bagli olarak da degismektedir ve bu
amacgla polimerler, metaller, kompozit malzemeler ve seramikler yaygin olarak
kullanilmaktadir. Giiniimiizde mevcut olan biyomalzemelerin ¢cogu, tek basina veya
farkli kategorideki materyallerinin kombinasyonu halinde gelistirilmistir. lIyi
tasarlanmig bir biyomateryal, diger viicut organlar tizerinde toksik etki gostermeden
asil amacina hizmet etmeli, kanserojen, pirojen, alerjen olmamali ve yliksek
biyouyumluluk sergilemelidir [1-3]. Biyouyumluluk bir biyomalzemenin dokularla
etkilestiginde biyolojik, kimyasal ve fiziksel olarak uyumlu olmasi ve canh
ortamlardaki reaksiyonlara karsi uygun cevap olusturma 6zelligidir. Biyomateryaller,
canli dokuya implante edildiginde cesitli doku tepkilerine maruz kalmaktadir. Immiin
reaksiyon, enfeksiyon ve iltithaplanma baglica gozlenen konake¢i tepkileridir. Bir
biyomateryalin in vivoda etkili ve verimli bir sekilde ¢aligmasi i¢in yiiksek derecede
biyouyumlu olmalidir. Bununla birlikte kolay sekil alabilmesi, korozyona direngli
olmasi ve sterilizasyon kosullarina kars1 dayanikli olmasi biyomalzemelerde aranan
diger ozelliklerdendir [4,5]. Bazi metaller, milkemmel mekanik 6zellikleri ve iyi
biyouyumluluklar1 nedeniyle biyomateryal olarak kullanilmaktadir. Metalik
implantlar kemik plakalar1 ve vidalari, spinal fiksasyon cihazlar1 ve dis implantlari,
total kalca ve diz eklemleri, vaskiiler stentler ve ortodontik ark tellerinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Metalik yapidaki biyomalzemelerin temel dezavantaji, in-
vivo ortamda korozyon egiliminin yiiksek olmasidir. Korozyon sonucunda implant
yapisindan malzemenin ayrilmakta, implant zayiflamakta, korozyon firiinleri ¢evre

dokular ve organlar iizerinde toksik etki olugsmaktadir [5,6].



Saf titanyum (Cp-Ti) yaygin olarak kullanilan korozyona direngli ve biyolojik olarak
inert yapida bir biyomalzemedir. Bu 6zelligi ile insan viicuduna yerlestirildiklerinde
degismeden kalmakta ve insan dokular1 tarafindan iyi tolere edilebilmektedir.
Yiizeyinde olusan oksit filmi (TiO2) titanyum yapidaki malzemelerin yiiksek
biyouyumluluk sergilemesini saglamaktadir. Bu oksit tabaka, hava ile temas halinde
kendiliginden biiyliyen, oksijenin ortamdan diflizyonunu engelleyen ve korozyon
direnci saglayan giiclii ve stabil bir tabakadir [7,8]. Ustiin biyouyumluluklari,
mitkemmel korozyon direncinden ve kemik dokusuna yakin bir mekanik davranig
sergilemesini saglayan elastik modiil ve diisiik yogunlugu nedeniyle titanyum ve
alagimlarinin  biyomateryal olarak kullanimi giin gectikce artmaktadir. Yapay
kemiklerde, eklemlerde ve dis implantlarinda sert doku replasmani olarak yaygin
olarak kullanilirlar. Titanyum malzemelerinin disik sertliginden dolayr zayif
sirtinme yorulma direnci ve zayif tribolojik Ozellikleri daha genis kullanimini
siirlamaktadir. Zayif tribolojik davranislar, yiiksek siirtiinme katsayisi ve diisiik
asinma direnci implanttan kan dolasimina asinan kalintilarin salinmasina yol acarak
cevredeki dokuda iltihaplanmaya yol agmasi ve kemik erimesine neden olmaktadir.
Sonugta implantin gevsemesi ve dolayisiyla implantin belirli siirelerle degistirilmesi
gerekmektedir [9,10]. Titanyum bazli implantlarin dezavantajlarini elimine etmek ve
yiizeyi Ozelliklerini daha da iyilestirmek igin cesitli modifikasyon yoOntemleri
kullanilmaktadir. Yiizey topografyasinda degisim ve oksit tabakasini diizenlemek
icin sol-jel yontemi ve anodik oksidasyon gibi uygulamalar yapilabilirken
antibakteriyel ajanlarla kapli yiizeylerin olusturulmasinda mikro ark oksidasyonu,
plazma piskiirtme, iyon 1smi destekli biriktirme ve termal buharlastirma gibi
yontemler kullanilmaktadir. Bunlarin arasinda anodik oksidasyon yontemi ekonomik
olusu, kontrol edilebilirligi ve yiizeyde olusan topografik yapilarin boyutunun ve
seklinin istenen Ol¢iilerde hazirlanmasina imkan saglamasi ile 6n plana ¢ikmaktadir
[11,12]. Anodik oksidasyon, bir metal substrat {izerinde bir oksit filminin {iretimi
icin kullanilan elektrokimyasal bir yontemdir. Anodik oksidasyon (AO), uygulanan
yiizeylerin korozyon direncini ve asinma direncini arttirmakta ve ylizey
puriizlilliigiini diizenlemektedir. Bu yontemle ylizeyde olusan farkli boyutlarda
nanotiibiiler yapilar in vivoda substrata giiclii bir sekilde yapismay1 saglamaktadir.

Anodize olan yiizeylerin korozyon direncinin ve biyouyumlulugunun arttig1 ve



yiizeye hiicre yapismasinin indiiklendigi de rapor edilmektedir [13,15]. Termal
Buharlagtirma (TB) titanyum yiizeylerine uygulanan diger bir modifikasyon
yontemidir. Bu ydntem yiizeylerin ¢esitli ajanlarla kaplanmasmma imkan
saglamaktadir. Basarili bir implantasyon ve enfeksiyon olusmamasi i¢in implant
yiizeylerinin antibakteriyel 0Ozellikte olmasi olduk¢a Onemlidir. Vankomisin,
gentamisin, kobalt, glimiis, ¢inko gibi metaller ile kaplanan yiizeylerin antibakteriyel
aktivitesi artmaktadir [16]. Ayrica TB yontemi ile iiretilen malzemelerde elde edilen
yogun kaplama yapist ylizeyin aginma ve siirtinmeye karsi direngli olmasimi da
saglamaktadir [17]. TB yontemi ile kaplanan g¢esitli implant yiizeylerinin
biyouyumlulugunun iyilestigi, piiriizlii ve homojen bir yiizeyin elde edildigi, Ag gibi
antibakteriyel ajanlarla yiizeyin rahatlikla kaplanabildigi rapor edilmistir [18-20].
Cp-Ti yiizeyleri biyoinert oldugundan dolay1 canli sistemlerde biyoaktif olarak diisiik
ozellik sergilemekte ve yiizey modifikasyonuna ihtiya¢ duymaktadir. Literatiirde
biyoaktif cp-Ti yiizeyleri elde etmek icin ¢ok ¢esitli yontemler kullanilmistir. Fakat
AO ve TB yontemlerinin birlikte kullanildig1 biyoaktif, biyouyumlu ve antibakteriyel
cp-Ti yiizeylerin olusturuldugu kapsamli bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
calismada, literatiirde ilk kez AO ve TB yontemleri biraraya getirilerek cp-Ti lizerine
dubleks antibakteriyel yapida biyoaktif ve biyouyumlu ylizeyler iiretilmistir. Bu
amagla ilk agsamada cp-Ti yiizeyi 50 V potansiyel ve 1 saat siireyle AO islemine tabi
tutulmus ve ylizeyde nanotiibiiler yapilarin olusumu saglanmistir. Sonrasinda ise
morfoloji degismeden yiizeyin kristalinitesini artirmak i¢in yiizeye 1 saat siireyle 1s1l
islem uygulanmustir. Ikinci asamada ise; TB ydntemi ile nanotiibiiler yiizeylerde Ag,
Cu ve Zn metali biriktirilmis ve antibakteriyel ylizeylerin olusumu hedeflenmistir.
Tim yiizeyler SEM, AFM ve EDX analizleri ile karakterize edilmistir. Bu
karakterizasyon yontemleri ile yiizey topografyasindaki ve malzemenin kimyasal
bilesimindeki degisimler arastirilmistir. Cp-Ti ylizeyinde anodik oksidasyon ve
termal buharlastirma yontemleri birlikte kullanilarak Ag, Cu ve Zn kaph
antibakteriyel tabakalarinin olusturulmasi literatiirde bir ilktir. Tiim 6rneklerin temas
acis1 Olgtimleri alinarak yiizey islanabilirligindeki degisimler de arastirilmistir. Ag,
Cu ve Zn kaph yiizeylerin Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakterilerine
kars1 bakteriyosidal etkileri arastirilarak ylizeylerin antibakteriyel ozelliklerindeki

degisimler aragtirilmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

Insan viicudu yapisindan dolay: saglik sorunlari ile savasan canli bir organizmadir.
Organizmanin savunma ve koruma sistemlerinin yetersiz kaldigi zamanlarda
organizmada ciddi kayiplar olugmaktadir. Doku ya da organlarin ¢esitli nedenlerle
islevini kaybetmesi sonucunda biyomalzemeler kullanilmaktadir. Biyomalzemeler,
canli sistemde doku ve organlarin gorevlerini kismen ya da tamamen yerine getirmek

i¢in tasarlanmis olup implante edilebilen materyallerdir [21,22].

Son yillarda 6zellikle miithendislik ve tip alanindaki teknolojik gelismelere bagli
olarak viicudun dogal dokularini yeniden yapilandirmaya yonelik biyomateryallerin
gelistirildigi goriilmektedir [5]. Biyomalzeme bilimi bilimsel anlamda yeni bir alan
olmas: ile birlikte tarihi agidan cok eski bir gegmise sahiptir. Ilk implantasyonun
mayalar tarafindan yapildigi bilinmekte, 19. yy’da viicut i¢i implantlarin
kullaniminda artis oldugu rapor edilmektedir. 1880 yilinda fildisinden protezler
yapilmis, 1938 yilinda ilk metal protez vitalyum iiretilmistir. 1950 yillarinda kan
damarlarinin degisimi, 1960 yillarinda kalga protezleri, 1970 yillarinda ameliyat
ipligi gibi bircok biyomateryal kullanilmaya baslanmistir. Son zamanlarda polimer,

seramik ve metaller viicutta onarim ve yenilenme i¢in kullanilmaktadir [23].

Biyomateryaller, sadece implant olarak degil ayn1 zamanda viicut disina yerlestirilen
ama viicutla baglant1 halinde bulunan cihazlarda ve materyallerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Gelistirilen biyomateryaller, yliz ve g¢ene cerrahisinde, ortopedik
uygulamalarda, yapay kalp parcalarinda, bel kemigi enstriimantasyonlarinda,
vidalarda, c¢ivilerde, metal parcalarda, fiksator tellerinde, acili plaklarda, kalca
plaklarinda, anatomik plaklarda ve viicuda yerlestirilebilir cihazlarda da kullanim
alan1 bulmaktadir [24]. Biyomalzemeler, islevini yitirmis dokularin gorevini
iistlenirken ayn1 zamanda insan viicudunda istenmeyen tepkimelerin olusumuna da
yol acabilmektedir. Kire¢lenme, hiicre toksisitesi, pihtilagsma, enfeksiyon, kan

uyusmazligi ve korozyona bagl toksisite bu tepkimelerden bazilaridir [25].



Biyomateryallerin viicutta herhangi bir inflamasyona neden olmamasi ve viicuda
uygun cevaplar vermesi gerekmektedir. Viicut dokusunda biyolojik, kimyasal ve
fiziksel olarak saglanan optimum uyum biyouyumluluk olarak tanimlanmaktadir.
Gelistirilen biyomateryalin biyouyumluluk o6zellikte olmasi viicut i¢in onemli bir
faktordiir. Materyallerin biyouyumlu olmasi i¢in canlinin fizyolojik ortami tarafindan
kabul edilmesi gereklidir. Biyouyumlu malzemeler uygulanma esnasinda viicut
sistemine uygun cevap olusturma yetenegine sahiptir. Bu sayede biyomateryal
kendisini c¢evreleyen dokularda anormal bir degisime sebep olmamaktadir.
Biyouyumluluk statik bir durum degildir, dinamik ve devam eden bir durumdur.
Viicuttaki yasam sartlarinin degisimi, viicut ve materyal arasindaki cevaba dinamizm
kazandirmaktadir. Bu degisim ile baslangicta biyouyumlu olan materyal zamanla

uyumlulugunu kaybedebilmektedir [26,27].

2.1. Biyomateryellerin Siniflandirilmasi

iyomateryaller doku ile arasindaki uyuma gore smiflandirilmaktadir (Tablo 2.1).
Biyoaktif materyaller, canli organizmanin yumusak dokusu ya da kemik ile kimyasal
etkilesim kurabilmektedir. Biyobozunur materyaller, biyolojik bozunma sonucunda
doku ile yer degistirebilmektedir. Biyoinert materyaller ise doku ile mekanik bag
gerceklestirmekte ve bu bag sayesinde biyoinert materyal ile doku arasinda herhangi

bir degisim yasanmadan bir arada bulunmalar1 saglanmaktadir.

Tablo 2.1. Biyomalzemelerin doku ile etkilesimlerine gore gruplandirilmalart ve drnekleri [28].

Biyoaktif Materyal Kimyasal Etkilesim Cam Seramikler, HA
Biyobozunur Materyal Yer Degistirme TCP (trikalsiyum fosfat)
Biyoinert Materyal Mekanik Etkilesim Al, Zr, Ti oksitler

Ideal bir biyomateryal; karsinojenik, toksik ve mutajenik olmamali, alerjik etki
gostermemeli, korozyona direngli olmali, steril edilebilir, islenebilir, kan ile uyumlu,

fiziksel hareketlere uygun (dayanikli, elastik vb.), ucuz ve tiretimi kolay olmalidir.



Glintimiizde kullanilan biyomateryaller malzeme tiirtine gore genel olarak metalik,
seramik ve polimerik olarak siniflandirilmaktadir. Her bir gruba ait biyomalzemeler
medikal uygulamalarda cesitli avantaja ve dezavantaja sahiptir. Biyomalzeme tiirleri

ve kullanildigi medikal uygulama 6rnekleri Tablo 2.2°de verilmistir.

Tablo 2.2. Biyomalzeme tiirleri ve kullanildigi medikal uygulama 6rnekleri [29].

_ UYGULAMA ALANI MALZEME TURU

Eklemler Ti, Ti-Al-V Alagimlar:
Kemik dolgu maddesi Poli metil metakrilat (PMMA)
iS_KELET. Kemikte olusan sekil bozukluklar Hidroksiapatit
SISTEMI
Dis implantlari Titanyum, Titanyum, Aliiminyum
Oksit
Yapay tendon ve baglar Poli (etilen teraftalat), Teflon
Kataterler Poliiiretan,  Silikon  kauguk,
Teflon
KALP-DAMAR
SISTEMI Kan damar1 protezleri Poliiiretan, Poli (etilen teraftalat),
Teflon
Kalp kapakgiklart Karbon, Paslanmaz gelik
Goz i¢i lensler Hidrojeller, PMMA, silikon
kauguk
DUYU
ORGANLARI Kornea bandaji Hidrojeller, Kollajen
Kontakt lensler Hidrojeller, Silikon-akrilat
OIE A\ EAES - Yapay kalp Poliiiretan

Metalik biyomalzemeler kas ve iskelet sistemine en iyi uyum gosteren
materyallerdir. Paslanmaz, dayanikli, korozyona karsi direngsiz ve biyouyumluluk
ozellikleri oldukc¢a diisiiktiir. Glinlimiizde metalik biyomalzemelerin eklem
protezlerinde, kemik yenileme malzemelerinde, kalga plaklarinda, kataterde, kalp
kapakg¢iginda, fiksator tellerde, vidalarda ve civilerde kullanildig bilinmektedir [30].
Biyoseramikler, kimyasal olarak inert, korozyona direncli, elektrik ve 1s1
gecirgenlikleri az olduklarindan biyouyumluluklar1 yiiksek ve olduk¢a kirillgan

yaptya sahip malzemelerdir. Genellikle dis implantlar1 ve kalga yuvalarinda



biyomalzeme olarak kullanilmaktadir [31]. Polimerik biyomateryaller ise kolay
iiretilebilen, genis kullanim alani olan ancak sterilizasyon kosullarina dayaniksiz
yapilardir. Yapay kan damarlar, kalga yuvalarinda kullanilan malzemeler ve

ameliyat iplikleri polimerik yapidadir.

2.2. Biyomateryallerin Karakterizasyonu

Gelistirilen bir biyomalzeme canli sistemlere yerlestirilmeden once 6zellikle yiizey
karakterizasyonu yapilmali ve toksisite testlerine tabii tutulmalidir. Biyomalzemenin
canlt sistemlerle etkilesimini degerlendirebilmek icin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
testler uygulanmaktadir. Bu analizlerle biyomalzemenin canli ortamlardaki davranisi

ve olusturabilecegi yan etkileri de degerlendirilebilmektedir.

2.2.1. Biyolojik Karakterizasyon

Biyomalzemelere uygulanan biyolojik analizler 6zellikle ¢cevre dokularla etkilesimin
ve olusturabilecek muhtemel toksisitenin belirlenmesinde 6nemli bir role sahiptir.
Hemolitik aktivite, kan proteinleri adezyonu ve pihtilasma testi, sitotoksisite ve
genotoksisite testleri biyomalzemelere uygulanan baglica biyolojik analizlerdir.
Hemoliz testi biyomalzemelerin kan ile etkilestiginde hemolitik aktiviteye neden
olup olmadiginin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Kirmiz1 kan hiicrelerinin ¢esitli
nedenlerden dolay:r pargalanmasi sonucunda igindeki maddelerin disar1 g¢ikmasi
olayina hemoliz ad1 verilir. Implant iizerine kan hiicreleri yapismasi durumunda
hemoliz ve tikanma gozlenebilmektedir. Biyomalzeme yiizey yiikiiniin
modifikasyonu ile eritrositlerin yiizeye yapigsmasi azaltilabilmektedir [32,33]. Kan
proteinleri adezyonu testi biyomateryal ylizeyindeki biyouyumlulugun tespit
edilmesinde Onemli yere sahiptir. Doku/kanla ile temasta bulunan biyomalzeme
yiizeyinde protein adezyonu sonra da hiicre adezyonu gozlenmektedir. Kan ile temas
eden biyomalzeme yiizeyinde ilk adezyonu gergeklestiren proteinler kiigiik molekiil
agirhigina sahiptirler ve genellikle fibrinojen ilk adezyona ugrayan proteindir [34].
Daha sonra albiimin-globulin gibi biiylik proteinler yiizeye yapismakta ve yiizeyle
arasinda giiclii bir ¢ekim olusturmaktadir. Bu ¢ekim daha 6nce baglanan kiigiik



yapidaki proteinin ylizeyden ayrilmasina neden olmaktadir (Sekil 2. 1) [35]. Bu
durum Vroman ve Adams (1960) tarafindan Vroman etkisi olarak isimlendirilmistir
[36]. Protein adezyonu hiicrelerin yiizeye yerlesmesinde 6nemli bir basamaktir ve bu
nedenle  protein  adezyon testi  biyomalzemelerin  biyouyumlulugunun

degerlendirilmesinde dnemli bir kriterdir.

B-ef o

YUZEY YUZEY
[«

EN

KY

YUZEY YUZEY

Sekil 2.1. Vroman etkisi; A. Yiizeye ilk yerlesen kiigiik proteinler, B. Kii¢iik proteinlerin yilizeyden

ayrilmasina neden olan biiyiik proteinler [35]

Sitotoksisite testleri canli hiicredeki toksik etki oraninin belirlenmesi i¢in kullanilan
test metodudur. Tetrazolyum tuzlari ile yapilan testler; en sik kullanilan sitotoksiste
testidir. Tetrazolyum tuzlari elektron alarak indirgenirler ve formazan adi verilen
maddeye doniisiirek renk degisikligine neden olurlar. Renk degisim reaksiyonlarina
sadece canli hiicrelerde rastlanmaktadir. Biyomalzemelerin hiicre kiiltiitiinde canli
hiicreler ile etkilesimi sonrasinda dl¢tilen renk degisimi hiicre canliligi hakkinda bilgi
vermekte ve azalan hiicre canliligi biyomalzemenin toksisitesine isaret etmektedir.
Tetrazolyum tuzlar1 ile yapilan analizler disinda laktat dehidrogenaz testi, alamar
mavisi floresans testi, ATP biyoliiminesans testi ve ger¢ek zamanli (real time)

biyoliiminesans testleri sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanilmaktadir[37-40].

Bir biyomalzemenin sitoksik etki ve genotoksik etkisi gOstermemesi
biyouyuyumlulugunu arttiran 6nemli bir faktordiir. Biyomalzemelerin potansiyel
genotoksik etkileri de Ames, Comet, kardes kromatit degisim testi ve mikronukleus

testleri ile aragtirllmaktadir. Salmonella/Mikrozom mutajenite (Ames) testi,



biyomalzemelerin ve g¢esitli kimyasal maddelerin mutajenik  etkilerinin
arastirilmasinda kullanilan, karsinojen/mutajen etkisi en iyi bilinen, test parametreleri
acisindan standartligi en iyi olan ve kimyasallarla gegerliligi en fazla kabul edilmis
bakteriyel test sistemlerinden biridir [41-48]. Comet Testi ise DNA ¢ift ve tek zincir
kiriklarinin tespiti i¢in kullanilan giivenilir, hizli ve hassas bir yontemdir. Memeli
hiicresinde ¢esitli ajanlarin indiikledigi onarim bozuklugu ve DNA hasarini
belirlemeyi  amaglayan ¢alismalarda  kullanilmaktadir  [41,49-57]. Kardes
kromatidlerdeki kirig1 ve yer degistirmeyi saptayan kardes kromatid degisim testi
(KKD) ve yine kromozom kirig1 ya da mitotik anormalliklerin tespitinde kullanilan
mikronukleus (MN) testi genotoksisite analizlerinde kullanilan diger testlerdir. KKD,
metafaz evresindeki kromozomlarin kardes kromatidleri arasindaki degisim
sonucunda meydana gelmektedir. KKD frekansinin artisina neden olan kimyasal bir
madde replikasyon mekanizmasint etkiler ve DNA hasar1 olusturabilmektedir
[158,59]. MN testi, fiziksel ve kimyasal ajanlarin andjenik ve klastojenik etkilerinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. MN’ler hiicre boliinmesi sirasinda, kimyasallarin
etkisi ile kromozomda meydana gelen kirikliklar ve interfaz evresinde sitoplazmada
goriilen kiigiik cekirdeklerdir [60]. Biyomalzeme ile etkilesen hiicrelerde MN ve
KKD sikliginin artmasi sitotoksik ve genotoksik etkiye isaret etmektedir.

2.2.2. Fiziksel Karakterizasyon

Biyomalzemenin 6zellikle yiizey 6zelliklerinin karakterizasyonunda fiziksel testler
olduk¢a kullanighdir. Taramali elektron mikroskobu (SEM), atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) ve X-isin1 kirinimi (XRD) analizleri gibi pek ¢ok yontem

biyomalzemelerin karakterizasyonunda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

XRD, malzemelerin hem yapisinin hem de bilesiminin karakterizasyonu ig¢in
kullanilan gii¢lii bir tekniktir. X-Isin1 Kirinim cihaziyla malzemelerin, ince filmlerin
ve polimerlerin nitel ve nicel incelemeleri yapilabilmektedir [40]. Biyomalzemelerin
kalitatif ve kantitatif bilesiminin, kristalit boyutunun ve kristallik derecesinin
arastirtlmasina imkan saglayan XRD yontemi pek cok caligmada da kullanmustir.
Kandi¢ ve ark. [61] ve Veselinovi¢ ve ark. [62] biyokompozit malzemelerin kalitatif

ve kantitatif bilesiminin, kristalit boyutunun ve kristallik derecesinin XRD ile



aydinlatilabildigini ve bu oOzelliklerin kompozitlerin kalitesi ve kemik dokusu
onarimindaki uygulamalar1 iizerinde biiylikk bir etkiye sahip oldugunu rapor

etmislerdir.

SEM, malzemelerin mikroyapisini ve morfolojisini goriintiilemenin yaygin
yontemlerinden biridir. SEM'de, diisiikk enerjili bir elektron 1sin1 malzemeye
yayilarak numunenin yilizeyinin taranmasini saglamaktadir. Isin materyale ulasip
girdik¢e birkag¢ farkli etkilesim meydana gelir ve bu da numune yiizeyinden veya
yakininda foton ve elektron emisyonuna yol acgar [63]. Malzemelerin
karakterizasyonu i¢in X-1gin1 haritalama, ikincil elektron goriintiileme, geri sagilmig
elektron goriintiileme, elektron kanal olusturma gibi farkli SEM modlar1 mevcuttur

[64].

AFM, hemen hemen her tiirlii yiizeyin (sert veya yumusak, yalitimli veya iletken,
sentetik veya dogal) goriintiilemesine ve analiz edilmesine imkan saglamaktadir.
AFM goriintiisi, nanometre veya angstrom Ol¢egindeki uzamsal ¢oziiniirlikklerle
yiizeyin li¢ boyutlu 6zelliklerini ortaya koymaktadir [65]. Atomik boyutlara kadar
sivriltilmis bir igne ucu yardimiyla, ylizeyin ii¢ boyutlu goriintiilenmesini yiiksek
¢cOziinlirliikte saglar. Gorilintiilleme, igne ucu ve ylizey arasindaki temas ile

gerceklestirilmektedir [64].

2.2.3. Kimyasal Karakterizasyon

Biyomalzemelerin kimyasal karakterizasyonunda gesitli yontemler kullanilmaktadir.
Kizilotesi (IR), Raman ve X-i1smm1 fotoelektron spektroskopisi, niikleer manyetik
rezonans, kiitle spektrometresi, temas agis1 Olglimleri bu analizlerden bazilaridir. IR
spektroskopisi, bilesiklerin tanimlanmasi ve kimyasal yap1 analizi i¢in yaygin olarak
kullanilan bir optik tekniktir. Ozellikle kompozitlerin kristalizasyonunun ve
konformasyonunun arastirilmasinda kullanilmaktadir [40]. Bir molekiil igindeki
cesitli fonksiyonel gruplar, cesitli frekanslarda IR radyasyonunu emerek, bir
molekiilde belirli kimyasal fonksiyonel gruplarin varligi veya yoklugu hakkinda bilgi
vermektedir. IR spektrumlar, bir malzemenin igerisinden IR radyasyonu 1sin1

gecirilerek elde edilmektedir. En yaygin IR cihazi tiirii, yiiksek sinyal-giiriiltii orani,



kolay kullanim1 ve nispeten diisiik maliyeti nedeniyle Fourier doniisiim kizilotesi
(FTIR) spektrometresidir [64]. FTIR spektroskopisi, aragtirmacilar tarafindan dental
kompozitlerde doniisiim derecesinin ve polimerizasyon siirecinin arastirilmasi igin
kullanilmaktadir [66-68]. Ayrica, biyomalzemeleri karakterize etmek igin,
zayiflatilmis toplam yansima FTIR (ATR-FTIR) spektroskopisi adi verilen 6zel bir
teknik de kullanilmaktadir. ATR-FTIR''n temel avantaji, herhangi bir 6n islem
kullanmadan veya hazirlama prosediirleri sirasinda numuneyi tahrip etmeden
dogrudan degerlendirmenin yapilabilirligidir [69]. Raman spektrumlari malzemedeki
kimyasal ve molekiiler yapilar ile malzemelerin konformasyonu hakkinda bilgi
saglamaktadir. Ornegin biyomalzeme yapisindaki C-C, C-S, N=N, S-S ve C=C
gruplar1 giiclii Raman bandlar1 olusturmakta ve biyomalzeme yapisinda bu gruplarin
tespiti miimkiin olmaktadir. X-151mm1 spektroskopisi (XPS) bir biyomalzeme
yapisindaki kimyasal elementlerinin saptanmasi, miktarlarinin belirlenmesini
saglayan, karakteristik x-igininin  kullanildigt  bir yontemdir [64]. XPS,
biyomolekiillerin islevselliginin ve spesifik adsorpsiyonunun veya cesitli yiizeylere
baglanmasinin arastirilmasina, tibbi veya dental uygulamalar icin biyosensor
gelistirilmesine de katkida bulunmaktadir. XPS, dis implantlar1 ile sert doku
arasindaki etkilesimleri belirleyen mekanizmalarin anlagilmasi dahil olmak tiizere

restoratif dis hekimliginde sert dis dokusunun analizine de uygulanmistir [70,71].

Temas agis1 6l¢iimleri bir ylizeyin 1slanabilirligi, hidrofilik ya da hidrofobik karakteri
hakkinda bilgi saglayan bir karakterizasyon yontemidir. Temas agis1 dl¢limleri ayni
zamanda serbest yiizey enerjisi, ara yiizey gerilimi ve yiizey gerilimi, ylizey
heterojenligi, sivi emilimi, ylizey temizligi, ylizeyde sivinin yayilmasi, emiilsiyon
kararligi gibi Ozelliklerin de arastinlmasina imkan saglamaktadir [72]. Kati
ylizeylerin bir siv1 ile temas ettigi durumda bir temas agis1 olugmaktadir (Sekil 2.2).
Temas agisinin biiylikliigline bagl olarak yiizeyler hidrofilik, hidrofobik, siiper
hidrofilik ya da hidrofobik olarak karakterize edilmektedir. Temas agis1 90°’den
biiyiik olanlar hidrofobik, 90°’den disiik olanlar hidrofilik, 140 ®’den biiyiikler siiper
hidrofobik, temas agis1 0° dereceye yakin olanlar ise siiper hidrofilik yiizeyler olarak
siniflandirilmaktadir [73].



Hidrofilik

0 < 90°
Superhidrofobik

6 > 140°

Sekil 2.2. Diisiik ve yiiksek temas agilari [74]

Temas agis1, ylizeyin hidrofilikligini belirleyen nicel bir degerdir. Yiizey daha
hidrofilik hale geldik¢e temas agis1 azalmaktadir. Temas agis1 ayrica bir numune
yiizeyinin homojenlik veya heterojenlik miktarini1 da gosterebilmekte, yiizey enerjisi
hakkinda bilgi saglamaktadir. Kat1 yiizeyler, diisiik ve yiiksek enerjili yilizeyler olarak
iki grupta kategorize edilmektedir. 100 dyn / cm'den daha az yiizey gerilimine sahip
polimerik malzemeler ve organik bilesikler diisik enerjili, 200-500 dyn/cm
araliginda ylizey gerilimine sahip metalik ve inorganik yiizeyler ise yiiksek enerjili
malzemeler olarak siiflandirilmaktadir [63,65]. Yapilan calismalarda hidrofilik
yiizeylerin hiicre yapigsmasinin arttirdigi bildirilmistir. Ruardy ve ark. [75], insan
fibroblast hiicrelerinin ylizey ozelliklerini degistirerek hidrofilik ylizeyin hiicre
yayilmasinda ve yapismasinda etkili oldugunu bildirmislerdir. Georgi ve ark. [76],

hidrofilikligin hiicre ¢cogalmasinda artisa neden oldugunu gozlemlemislerdir.

2.3. Titanyum

Teknolojisi 20. yilizyilin yarisinda gelistirilen titanyum medikal uygulamalarda
yaygin olarak kullanilan metallerden biridir. Korozyona direngli ve gii¢lii bir metal
olmasinin yani sira, 4.50 g/cm? nispi yogunluga sahip olan ¢ok hafif bir metaldir. Bu
yogunluk derecesi titanyuma miikemmel bir dayaniklilik saglamaktadir. Korozyona
kars1 paslanmaz c¢elik kadar dayanikli bir yapiya sahiptir ve tuzlu suyun asiri
asindiriciligma karsi da olduk¢a dayamiklidir. Titanyum 1668 °C'lik bir erime

noktasina sahiptir. Mitkemmel korozyon direnci, yiiksek mukavemet ve diisiik



yogunlugu sahip olmasi nedeniyle kimya, miihendislik ve havacilik endiistrilerinde
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [77]. Giliniimiizde teknolojik gelismelerle
titanyum ve alasimlari, insanin gilinlik yasaminda kullanilan ¢ok c¢esitli {iriin
formlarinda tretilmektedir. Titanyum, dovme dokiim olabilir ya da toz metalurjisi
teknikleriyle yapilabilir ve tutturucular, difiizyon baglama ya da kaynak lehimleme
yapistiricilart kullanilarak birlestirilebilir [78]. Ticari saflikta (CP) titanyum olarak

bilinen alasimsiz titanyum, korozyona en direncli ama en zayif metal tiirtidiir [79].

Tablo 2.3. Alasimsiz titanyumun fiziksel 6zelliklerinin 6zeti [80].

Atom Numarasi 22
Atom Agirlig (g/mol) 47,90
Yogunluk (g cm?) 4,54
20°C’de termal genlesme katsayisi (K™%) 8,4*10°°
Termal iletkenlik (W/(mK)) 19,2
Erime Sicaklig: (°C) 1668
Kaynama Sicakligi (tahmini) (°C) 3260
Déniisiim Sicaklig (°C) 882,5
Elektriksel Direng Yiiksek Saflik (n€2 cm) 42
Elektriksel Direng Ticari Saflik (u€ cm) 55
Esneklik Modiilii (GPa) 105
Verim Giicii (MPa) 692
Nihai Gii¢ (MPa) 785

2.3.1. Mekanik ozellikler

Titanyum bazli implantlarin havaya maruz kalmasi sonucunda yiizey iizerinde
kendiliginden dogal bir oksit filminin biiyiidiigii bilinmektedir. Titanyum yapidaki
implantlarin yiizeyinde meydana gelen oksit tabakasinin, titanyum oksit (TiO2)’ye
benzedigi ve paslanmalara kars1 gilicli mukavemet 6zelliginin bu koruyucu oksit
tabakasi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir. Titanyumun ve diger ¢ogu titanyum

alagiminin mitkemmel kimyasal inert 6zelligi, korozyon direnci, yeniden



pasiflestirme yetenegi ve yiiksek biyouyumlulugu tipik olarak sadece birkag
nanometre kalinligindaki titanyum oksit filmin kimyasal stabilitesinden ve
yapisindan kaynaklanmaktadir. Amorf veya nanokristalin yapidaki oksit film
tabakas1 3—7 nm kalinliginda olugmakta ve ¢esitli ylizey modifikasyon yontemleri ile
oksit tabakasinin Ozellikleri degistirtilebilmektedir. TiO2/Ti arayliziindeki O/Ti
konsantrasyon orani 2'den 1'e dogru kademeli olarak degismektedir. Ti katyonlari ile
hidroksit arasindaki su bagi, yiizeyde zayif bir sekilde baglanmis su tabakasina yol
acmaktadir. Saf titanyum iizerinde oda sicakliginda biiyiitiilen filmlerin 6zellikleri

sematik olarak sekil 2.3'de gosterilmis ve asagidaki gibi 6zetlenmistir [81-83].
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Sekil 2.3. Saf titanyum lizerinde biiyiitiilen filmin 6zellikleri [83].

2.3.2. Biyolojik ozellikler
Titanyum, yiiksek 6zgiil mukavemeti ve diisiik elastik modiilii nedeniyle ortopedide

cok umut vericidir. Saf titanyumun elastik modiilii yaklasik 15x10° psi dir.



Titanyum, diisiik sertliginden dolay1 diigiikk asinma ve aginma direncine sahiptir [84].
Yiiksek biyouyumluluk sergileyen titanyumun yogunlugunun diisiik olmasi hafif
olmasia neden olmakta ve pek cok implant uygulamalarina imkan saglamaktadir.
Kimyasal olarak inert olusu viicutta biyokimyasal tepkimelere katilma ihtimalini de
azaltmaktadir. Manyetik 6zellikte olmadig1 i¢cin Manyetik Rezonans (MR) analilari
icin de uygundur. Allerjik 06zelliginin diisiik olmasi da viicutta immunojenik
reaksyionlarin olugsma potansiyelini de azaltmaktadir. Titanyum ve titanyum bazl
alagimlarin yiiksek dayanim ve kirilma toklugu dental ve ortopedik implantlarda

kullanimin1 da yayginlastirmaktadir [85,86].

Titanyum yiiksek korozyon direnci ve iyi biyouyumluluk 6zelligi sayesinde medikal
uygulamalarda tercih edilmektedir. Canli sistemlerde kullanilan biyomalzemeler
korozyona kars1 direngli olmalidir. Titanyum ve alasimlarinin ¢evre kosullarina gore
korozyona ugrama hizi degiskendir. Canli igine yerlestirilen materyaller ilk olarak
kan ve interstisyel sivilar gibi viicut sivilari ile temas etmektedir. Kan plazmasindaki
klor iyon konsantrasyonu 113 mEgq/L ve interstisyel sividaki konsantrasyonu 117
mEq/L’dir [87]. Klor iyonlariin bu konsantrasyonu metalik malzemelerin
asindirilmasina neden olmaktadir. Bununla birlikte viicut sivilarinda korozyonu
hizlandirmaya neden olan amino asitler ve proteinler de bulunmaktadir [88, 89].
Metalik maddeler viicut sivilar tarafindan asindirilirsa, metal iyonlar1 viicut sivisina
karismaktadir. Metal iyonlar in vivo olarak enzimler ve proteinler gibi
biyomolekiillerle birleserek alerji ve toksisiteye neden olabilmektedir. Hille [90],
canli organizmadaki asindiric1 kuvvetlere direngli olmasi, ana dokudaki
reaksiyonlarin tolere edilebilirligi ve dayanim sinirmin yiiksek olmasi nedeniyle
titanyumun implant malzemesi olarak giivenilir ve yaygin bir sekilde
kullanilabilecegini rapor etmistir [91].

In wvivoda titanyum yilizeyine biyolojik sivilardan protein adsorpsiyonu
gerceklesmektedir.  Albiimin, laminin V, glikozaminoglikanlar, kollajenaz,
fibronektin ve fibrinojen dahil olmak iizere pek ¢ok proteinin titanyum ylizeyine
adsorbe oldugu belirlenmistir. Malzemeler viicuda yerlestirildikten sonra, su ve
iyonlarla etkilesimden sonraki ilk reaksiyon spesifik olmayan protein
adsorpsiyonudur. Canli ortamlarda implant yiizeyine protein adsorpsiyonunu hiicre

adezyonu takip etmektedir. Titanyum yiizeyler hiicre bliylimesini ve farklilagmasini



da onemli derecede desteklemektedir. Osteoprojenitor hiicrelerin implant bdlgesine
go¢ ettigi ve kemik yapan osteoblastlara farklilastigi genel olarak kabul edilir
[92,93]. Titanyum ve alasimlari, canli dokular tarafindan iyi tolere edilen ve
osseointegrasyonu tesvik edebilen materyallerdir. Fakat biyoinert  ozllikleri
nedeniyle kemik dokusu ile kimyasal bir bag olusturamadiklar1 igin yiizey
modifikasyonlar1 kullanilmaktadir. Implant yiizeyinin modifikasyonu ile kemigin
implanta dogrudan temasi, kemik iletkenliginin veya biyoaktivitesinin iyilesmesi,
kemik dokusu ile yiizey arasindaki osseointegrasyon saglanabilir [94]. Bununla
birlikte titanyum ylizeyindeki modifikasyonlar ile hidrofilikligi artirarak biyolojik
ortama uyumu daha iyi hale getirilebilmektedir [95]. Yiizeyde olusturulacak
antibakteriyel bir tabaka ile implant enfeksiyonunun oniine de gecilebilmektedir.
Bakterileri 6ldiirmek veya yapismasini engellemek i¢in ylizeyde yapilan degisiklikler
implantin biyolojik uyumlulugunu, 6mriinii, hastanin yasam kalitesini arttirmakta,

cevre dokularda olusabilecek enfeksiyonu da azaltmaktadir [90,96,97].

2.3.3. Yiizey Modifikasyonu

Korozyona kars1 diisiik direnci nedeni ile titanyum bazli implantlarin canli ortamda
olusturabilecegi istenmeyen tepkilere kars1t malzeme ylizeyini iyilestirmek icin cesitli
modifikasyon yontemleri uygulanmaktadir. Bu yontemlerde yiizeyde yeni
fonksiyonel gruplarin eklenmesi ya da mevcut gruplarin ¢ikarilmasi, farkli

topografya ve bilesimlerin olusturulmasi hedeflenmektedir (Sekil 2.4).

Doku miihendisliginde yilizeyin mezogozenekliligi, yiizey topografyast ve kimyasi
hiicre yapismasinda 6nemli bir faktordiir. Biyomalzemelerin makro yapis1 genelde
kemik biiylimesinde ve damarlagsma siirecinde gorev almaktadir. Biyomateryal igin
olusturulan hiicresel reaksiyon tek bir 6zellikten etkilenmeyip birden fazla yiizey

ozelliginden etkilenmektedir [99].



ISTENILEN TOPOGRAFYA ICIN
MEVCUT YAPILARIN YUZEYDEN
CIKARILMASI

YUZEYIN FARKLI BILESIMLERLE
YUZEY DONUSTURULMESI

MODIFIKASYONU

YUZEYIN FARKLI
TOPOGRAFYALARA
DONUSTURULMESI

YUZEYE ISTENILEN
FONKSIYONUN EKLENMESI

Sekil 2.4. Yiizey modifikasyonunun amaci [98].

Biyomateryaller tasarlanirken yiizeyin kimyasal bilesimi géz 6niinde bulundurulmasi
gereken Onemli bir faktordiir. Canli dokular ile biyomateryalin etkilesimi
biyomateryal {izerinde  gergeklesmektedir.  Materyal yiizeyindeki  temas
biyomolekiiliin ¢ekimine, maruziyete ve biyomateryal tiiriine gore degismektedir
[100]. Yiizey modifikasyonu, canli ortamdaki hiicreler ve proteinlerin ylizey ile
temasin1 diizenlemenin en dogrudan yoludur. Malzeme yiizeyinde bulunan
fonksiyonel gruplar degistirilerek yiizey elektrik yiikleri, serbest enerji ve yiizey
1slanabilirligini de istenilen olgiide degistirilebilmektedir. Yiizey kimyasindaki bu tiir
degisiklikler ile materyal yiizeyinde trombosit yapismasmin Ve protein
adsorpsiyonunun kontrol edilebilecegi ve kan uyumlulugunun arttirilabilecegi rapor
edilmektedir [99,101]. Modifikasyondaki temel amag¢ biyouyumlulugu, antibakteriyel
ozelligi, asinma direncini ve korozyon direncini en iyi hale getirmektir. Bir
biyomalzeme viicuda yerlestirildiginde ¢esitli biyolojik reaksiyonlar meydana
gelmektedir. Olusacak biyolojik reaksiyonlar, yiizey pirlizliligi, ylizey
topografyasi, ylizey kimyasi ve esas olarak degisen yiizey enerjisi gibi yiizey
ozelliklerine bagli olarak cesitlilik gostermektedir [99]. Titanyum ve titanyum
alagimlarinin mevcut oOzelliklerini daha da giiclendirmek ve biyouyumlulugu
arttirmak i¢in ¢ok cesitli modifikasyon yontemleri kullanilmaktadir. Bu yontemler

mekanik, kimyasal ve fiziksel olmak iizere {i¢ sinifta toplanmaktadir (Tablo 2.4).



Tablo 2.4. Titanyum ve alagim implantlar1 igin yiizey modifikasyon yontemlerine genel bakis [81].

Yiizey modifikasyon
Yontemleri

Degistirilmis Tabaka

Amag

Mekanik Yontemler
Parlatma, isleme,
Kumlama, Taslama

Kimyasal Yontemler

Kimyasal Tedavi

Hidrojen peroksit
tedavisi

Sol-jel

Anodik Oksidasyon

CvD

Biyokimyasal yontemler

Fiziksel yontemler

PVD

Iyon implantasyonu ve

biriktirme

Cikarma iglemi ile olusturulan
pliriizlii ya da piiriizsiiz yiizey.

<10 nm ylizey oksit tabakasi
~1 pum sodyum titanat jeli

~5 nm yogun i¢ oksit ve
gozenekli dis tabaka

Kalsiyum fosfat, TiO2 ve silika
gibi ~10 pm ince film

~ 10 nm - 40 um TiO; tabakasi,
adsorpsiyonu ve elektrolit
anyonlarmin dahil edilmesi

~ 1 um TiN, TiC, TiCN, elmas
ve elmas benzeri karbon ince
film

Silanize titanya fotokimyast ile
modifikasyon, kendiliginden
birlestirilmis tek tabakalar,
protein direnci vb.

Titanyum, HA, kalsiyum silikat,
Al;O3z, ZrOy, TiO gibi ~30 ila
~200 pm'lik kaplamalar

~1 pum TiN, TiC, TiCN, elmas
ve elmas benzeri karbon ince
film

Spesifik yiizey iiretmek; yiizeyi
temizlemek ve piiriizlendirmek;
yapistirmay1 iyilestirmek.

Oksit pullarini ve
kontaminasyonu gidermek ve
biyouyumlulugu, biyoaktiviteyi
veya kemik iletkenligini
gelistirmek

Biyouyumlulugu, biyoaktiviteyi
veya kemik iletkenligini
iyilestirilmek

Biyouyumlulugu, biyoaktiviteyi
veya kemik iletkenligini
tyilestirilmek

Spesifik yiizey topografyalari
tiretmek; korozyon direncini
gelistirmek; biyouyumlulugu,
biyoaktiviteyi veya kemik
iletkenligini iyilestirmek
Asinma direncini, korozyon
direncini ve kan uyumlulugunu
gelistirmek

Yiizeye sabitlenmis peptitler,
proteinler veya biiyiime faktorleri
araciligiyla spesifik hiicre ve doku
tepkisini indiiklemek

Asinma direncini, korozyon
direncini ve biyolojik 6zellikleri
tyilestirmek

Asinma direncini, korozyon
direncini ve kan uyumlulugunu
gelistirmek

Canli sistemlerle etkilesim Ozellikle biyomalzeme ylizeyinde gergeklestigi igin

modifikasyon yontemlerinde ana hedef yiizey ozelliklerinin gelistirilmesidir. Bu

nedenle titanyum bazli implantlarin ylizeyindeki oksit tabakanin karakteristigi ¢esitli

modifikasyon yontemleri kullanilarak istenilen 6zellikte degistirilebilmektedir.



2.4. Anodizasyon

Metal bir yiizey itizerinde dekoratif ya da koruyucu bir oksit filmi olusturmak i¢in
elektrolik islem olan anodizasyon yontemi kullanilmaktadir. Anotlama tipik olarak,
diinya atmosferine maruz kalan herhangi bir metal yiizeyde olusan oksit tabakasinin
hem yogunlugunu hem de kalinligin1 arttirmaktadir. Oksit tabakasini olusturmak igin,
anodizasyondan gegen iletken parca DC gii¢ kaynaginin pozitif terminaline
baglanmakta ve anot gorevi gordiigii bir elektrolitik banyoya yerlestirilmektedir.
Sisteme DC giicii uygulandiginda, elektronlar elektrolitten anoda gider ve elektrolit
banyosundaki yilizey oksijen iyonlarmma maruz kalir [102]. Oksidin lokalize
¢oziinmesi nedeniyle olusan kiiclik cukurlar, gozenek olusturucu merkezler olarak
islev goriir ve bu cukurlar yiizey tizerinde homojen olarak artan gézenek yogunlugu
ile gozeneklere doniismektedir. Gozenek bliylimesi, gozenek tabanindaki oksit
tabakasinin ice dogru hareketiyle olusmaktadir. Metalden oksit/elektrolit arayiiziine
gecen Ti*" iyonlar1 HF elektrolitinde ¢oziinmektedir (Sekil 2.5.) [103].
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Sekil 2.5. Sabit anodizasyon voltajinda nanotiip olusumunun gosterimi. (a) Oksit tabakasi olusumu, (b)
¢ukur olusumu, (c) ¢ukurlarin gdzeneklere bilyiimesi, (d) oksidasyon ve alan destekli

¢Oziinme, (e) nanotiipler [104].



Anodizasyon sonrasinda Ti yiizey alanin1 genisleterek olusturulan nanotiibiiler yapi,
reaktif bolgeler olusturarak kemik hiicrelerinin yapismasi i¢in gerekli olan proteinin
etkinligini artirmaktadir [105]. Anodizasyon islemi, termal oksitleme isleminden
sonra en sik kullanilan ydntemdir. Islem parametrelerinin ve kaplama kalinligimi
kontrol edilebilir olmasi, diisiik sicaklikta ¢aligilabilirligi, ¢cevreye zarar vermeden
yiiriitiilebilmesi, homojen tabakalarin olusmasi, diisiik maliyetli ve genis alanda
uygulanabilen filmlerin olusturulabilmesi anodik oksidasyonun avantajlaridir. Ancak
oksitlenmis tabakanin belirli kalinligi gecememesi ve yayilma bdolgesinin

olusmamasi bu yontemin dikkat edilmesi gereken dezavantajlaridir.

Anodik oksidasyon sonrasinda yiizeyde olusan nanotiibiiler yapilar ve bu yapilarin
biyouyumlulugu arttirict 6zellikleri pek ¢ok ¢aligmada da gosterilmistir. Kicir (2013),
20 V anodizasyon sonrasinda olusan TiOz nanotiip yapisinin hiicre yapismasini
arttirdigini bildirmistir [106]. Wang ve arkadaslar1 (2019), mikro 6giitme ve anodik
oksidasyon kombinasyonu ile iiretilen TiO2 nanotiip yapilarinin hidrofilikligi ve
korozyon direncini arttirdigini, osteoblastlar {izerinde olumlu etkisi oldugunu rapor
etmiglerdir [107]. Li ve arkadaslar1 [13] anodik oksidasyon uygulanan Cp-Ti
yiizeylerde kemik benzeri apatit yapilarin olustugunu, hiicre adezyonunun ve
yizeyde hiicre proliferasyonunun arttigmni  gozlemlemislerdir ve artan
biyouyumlulugun anodizasyon sonrasinda yiizeyde olusan nanoyapilar ile iliskili

oldugunu ifade etmislerdir.

2.5. Termal Buharlastirma

Termal Buharlastirma (TB) yontemi kati bir kaynagin vakum altinda atomizasyonu
ya da buharlagtirmasi ile kaplama olusturmak i¢in malzeme yiizeyine iyonik ya da
atomsal olarak biriktirme prosesidir [108]. Genellikle 105-10® torr vakum altinda
buharlastirma islemi yapilmaktadir. Kullanilan buhar faz1 indiiksiyonla, rezistanla ya
da elektron bombardimaniyla elde edilmektedir. Buharlagtirma sonucunda iiretilen
materyallerin yiizeyindeki yogun kaplama yapisi siirtinmeye ve asinmaya karsi

direngli olmasini saglamaktadir [17]. TB yontemi ile kaplanan materyaller



miikkemmel yapisma O6zelligine sahiptir. Vakum ortaminin kontrollii olmas1 ve saf
kaynak kullanimi sonucunda yliksek saflikta birikimler elde edilmektedir. Diisiik
sicaklikta yapilan bu proses sertlik kaybin1 onlemektedir. Malzemelere yapilan

kaplamalar sokiilerek tekrar yapilabilmektedir [109-111].

Basaril1 bir implantasyon i¢in enfeksiyon olusumunun Onlenmesi ve ylizeylerin
antibakteriyel Ozellikte olmasi olduk¢a onemlidir. TB yontemi farkli yilizeylerin
antibakteriyel ajanlarla kaplanmasina da imkan saglamaktadir. TB yontemi ile
kaplanan c¢esitli implant yiizeylerinin biyouyumlulugunun iyilestigi, plriizlii ve
homojen bir yiizeyin elde edildigi, Ag gibi antibakteriyel ajanlarla ylizeyin rahatlikla
kaplanabildigi rapor edilmistir [18-20]. Literatiirde, TB yontemi kullanilarak yapilan
kaplamalarin dayanikliliginin arttigini rapor eden ¢alismalar bulunmaktadir. Ceschini
ve ark. (2007), TB yontemi kullanarak titanyum alasimina yaptigi kaplamanin
sirtinmeyi ve asinmayin onemli 6lclide azalttigini bildirmislerdir [112]. Durdu
[113], TB yontemi olusturulan Cu kapli titanyum ylizeylerin antibakteriyel 6zellik
kazandigin1 ve biyouyumlulugunun artti§ini1 rapor etmislerdir. Benzer sekilde Sarraf
ve ark. [18] titanyum alagim ylizeyinin termal buharlastirma ile modifikasyonu
sonrasinda antibakteriyel kaplamali piirtizlii bir 6zellige sahip oldugunu ve yiizeyde

osteointegrasyonun arttigini belirtmislerdir.

2.6. Antibakteriyel Yiizeyler

Bakteriler yapisinda bulunan uzantilar ile ¢ok ¢esitli yiizeylere yapisabilmektedirler.
Yiizeye bakterinin yapigsmasi antimikrobiyal ajanlara karsi direng gosteren bir
biyofilm tabakasinin olugmasina neden olmaktadir [114-116]. Biyofilmin polimerik
koruyucu yapisi bakterileri dis etkenlere karsi korunmaktadir [105]. Dis plagi, dogal
dis ve dis implantlarina 6zgii bir biyofilmdir ve bu plak bakterilerin yerlesmesine ve
yasamasina olanak saglamaktadir [117]. Biyomalzeme yiizeylerinin kimyasal
bilesimi, yiikii, 1slanabilirligi ve piiriizliilik gibi 6zellikleri bakterilerle etkilesimi
etkileyen faktorlerdir. Tibbi implantlarin ylizeyinde biyofilm olusumunun ve bakteri
enfeksiyonunun engellenmesi olduk¢a zordur. Bu nedenle, mikroorganizmalari etkili
bir sekilde dldiiren ve mikrobiyal kolonizasyonu 6nleyen bir yiizey olusturmak icin

yiizeyin modifiye edilmesi olduk¢a dnemlidir. implant yiizeylerin anti-bakteriyel



Ozellik kazanmasi igin cesitli kaplama yontemleri gelistirilmistir. Bir yiizeyin
antibakteriyel aktivitesi, dayanikli bir kaplama igerisine bakteri 6ldiiriicii elementler
eklenerek indiiklenebilmektedir [118]. Bu kapsamda ¢ok c¢esitli antibakteriyel
yizeyler farkli antibakteriyel ajanlar ile kaplanarak elde edilmektedir. Bu
antibakteriyel ajanlar arasinda metaller Onemli bir yere sahiptir. Titanyum
yilizeylerine antibakteriyel o0zellik kazandirmak i¢in ¢esitli metallerle ylizeyin
kaplanmasi saglanmis ve ozellikle Ag, Cu ve Zn gibi metallerle kapli yiizeylerin
onemli derecede bakteriyel enfeksiyonlara karsi direngli oldugu saptanmustir.

Biyomalzeme ylizeyini Ag gibi metallerle kaplamak i¢in plazma piiskiirtme, iyon
1si1 destekli biriktirme, magnetron puskiirtme, mikro ark oksidasyonu ve sol-jel
teknolojisi gibi yontemler kullanilmaktadir. Ag kapli yilizeylerin antibakteriyel
0zellik kazanmasi literatiirde de arastirilmistir. Durdu ve arkadaslar1 (2017), Ag kaph
biyoseramik yiizeylerde bakteriyel adezyonun %35,8 azaldigini, Bai ve arkadasari ise
(2012), Ag katkili hidroksiapatit kaplamalarin yiizeye yapisan S. aureus'un
canliliginda 6nemli bir azalmaya neden oldugunu bildirmisledir [119,120]. Ag kaph
yiizeylerin antibakteriyel 6zelligi Ag iyonlarmin bakteriler iizerindeki toksik etkisi ile
yakindan iligkilidir. Ag, bakteri hiicresindeki molekiillere ait amino, fosfat, karboksil
ve tiyol gibi gruplara baglanarak hiicredeki biyokimyasal reaksiyonlarda inhibisyona
neden olarak bakteriyosidal etki gostermektedir [121]. Benzer sekilde Cu kapl
yiizeylerde de antibakteriyel ozellik gelismekte ve implant yiizeyinde bakteriyel
enfeksiyon azalmaktadir. Cu kapl yiizeylerle yapilan bir ¢alismada ylizeyin metal ile
kaplanmasi sonrasinda yiizeye adeze olan B. subtilis, S. aureus ve E. coli tiirlerin
canliliginda 6nemli bir azalma oldugu bildirilmistir [122]. Cu kaplh ylizeylerin
antimikrobiyal o6zelligi Cu metalinin bakteriler iizerindeki biyosidal etkisi ile
aciklanabilir. Cu metali bakterilerde DNA yapisin1 ve protein sentezini bozarak
bakteriler {izerinde Ooldiiriicii etki gostermektdir [105]. Ayrica bakir, DNA
replikasyonuna miidahale ederek ve hiicre zarlari1 bozarak gram pozitif ve gram
negatif bakteriler dahil olmak iizere genis bir bakteri yelpazesine karsi miikemmel

antibakteriyel 6zellik sergilemektedir [124-126].

Yiizeylerin c¢esitli metaller ile kaplanarak antibakteriyel ozelligin arttirilmasinda
tercih edilen diger bir metal de Zn’dir. Zn kapl yiizeylerin genis spektrumlu bir

antibakteriyel 6zellik sergiledigi pek ¢ok ¢aligma ile ortaya konmustur. Arunachalam



ve arkadaslar1 (2015), Zn katkili TiO2 ince filmlerin bakteriyel biiylimede
inhibisyona ve yiiksek oranda antibakteriyel aktiviteye neden olduguna isaret
etmiglerdir [127]. Zn iyonlar1 ve bakteri hiicre duvar1 arasindaki etkilesim sonucu
hiicre zarmin yapisinda degisiklik, tasiyici proteinlerde denatiirasyon ve zar
gecirgenliginde degisim meydana gelmektedir [128,129]. Tiim bu etkilerin kiimiilatif
bir sonucu olarak Zn metali bakteriler {izerinde toksik etki sergilemekte ve Zn kapl
implant ylizeyi antibakteriyel 6zellik kazanmaktadir. Literatiirde hem TB ydntemi
hemde farkli yontemler kullanilarak Cp-Ti bazli antibakteriyel yiizeylerin elde
edildigi ¢aligmalar mevcuttur. Ewald ve arkadaglar1 TB yontemi ile yiizeyinde Ag
biriktirilen titanyumun Staphylococcus epidermis ve Klebsiella pneumoniae
adezyonunu azalttigin1 ve insan epitel hiicreleri ve osteoblastlar iizerinde sitotoksik
etkisinin bulunmadigini rapor etmislerdir [130]. Ueda ve arkadaslar1 (2020), iki
asamali termal oksidasyon yontemi kullanarak dental implant materyallerine (CP Ti,
Ti-6Al-4 V ve Ti-6Al-7Nb ) TiO2 katmanlarinin basarili bir sekilde olusturdugunu
ve antibakteriyel etki gosterdiklerini bildirmislerdir [131]. Chen ve arkadaslar
(2019), flor ve oksijen iki bazli yiizey modifikasyonu yontemi kullanarak iirettigi
titanyumun uzun slire antibakteriyel Ozellik ve hiicre uyumu sagladigini

bildirmislerdir [132].

Bu calismada TB yontemi ile Ag, Cu ve Zn metalleri ile kaplanan Cp-Ti yiizeylerinin
Gr (+) Staphylococcus aureus ve Gr (-) Escherichia coli bakterilerine karsi
bakteriyosidal etkileri arastirllmis ve yiizeylerin antibakteriyel aktivitesi
incelenmistir. Calismada iki farkli bakteri tiirti kullanarak yiizeylerin Gr (+) ve Gr (-)

bakterilere karsi secici olup olmadigi da test edilmistir.



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Numune Hazirlama

AO kaplamalarin iiretimi i¢in sertifikali olarak temin edilen Imm kalinligindaki cp-
Ti levhalar 1cmxlcm boyutlarinda hazirlanmistir. Numuneler 1 saat siireyle 1sil
isleme tabi tutulup mikroyapisal olarak homojenize edilmistir. AO kaplamalarin
tiretimine baslamadan Once uygun boyutlara kiigliltilen cp-Ti levhalarin tim
yiizeyleri zimpara/parlatma makinesiyle sirasiyla 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

AO yontemiyle nanotiip kaplamalar GW-Instek PSU 400 model DC gii¢ kaynagi
kullanilarak {iretilmistir. Numuneler Etilen glikol-bazli NH4F ¢6zeltisi igerisine
daldirilarak akim ve siire degerleri sabitlenerek 20V potansiyel degeri 1 saat siireyle
uygulanarak nonotiip kaplamalar iiretilmistir. AO prosesi boyunca Ti alagimi

numuneler anot ve Pt elektrot katot olarak gérev almaktadir (Sekil 3.1.).

Elektrolit

Sekil 3.1. AO Kaplamalarin Uretim Sematizmas1



Sonrasinda ise AO sonrasi ylizeyler amorf yapida oldugu i¢in kristalinite ve mekanik
ozellikleri artirmak i¢in morfolojiyi degistirmeden 450 °C’de 1 saatlik 1s1l isleme tabi

tutulmustur.

3.3 SEM Analizleri

AO yontemiyle iiretilen kaplamalarin yilizey morfolojilerini gézlemlemek amaciyla
SEM (Taramali elektron mikroskobu, Hitachi SU1510) analizi gerceklestirilmistir.
Yiizey gortintiileri 20000X biiytitmede alinmustir.

3.4. EDX Analizleri

Numunelerin yiizey ve kesit morfolojileri SEM (Hitachi SU1510) ile analiz edildi.
Yiizeydeki element kompozisyonu ve miktarlari, SEM'e bagli EDX ile arastirildi.

3.5. FTIR Analizleri

Karakteristik bant ve faz yapisi, oda sicakliginda 4000 ila 450cm-1 dalga sayisi
araliginda ATR FT IR (JASCO FT /IR 6600) ile degerlendirildi.

3.6. AFM Analizleri

AO yontemiyle tretilen kaplamalarin ylizeyinin topografik haritasini ¢ikarmak igin
AFM (atomik kuvvet mikroskobu, Nanosurf C3000) analizi gergeklestirilmistir.
Taramalar TAPI190 cantilever kullanilarak 25um x 25pum  alaninda

gergeklestirilmistir.

3.7. Temas Aqs1 Olciimleri

Yiizeylerin ortalama temas agilar1 gibi 1slanabilirlik 6zellikleri, temas agis1

gonyometresi (Dataphysics OCA 15EC) araciligiyla oda sicakliginda sabit damla



teknigi kullanilarak arastirildi. Ortalama temas Olglimleri, bir video kamera ve
goriintii analiz yazilimina baglh bir 151k mikroskobu araciligiyla gerceklestirildi.
Temas agis1 degerleri, 1pL damitilmis su damlaciklarinin yiizeylere temas etmesini

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

3.8. Antibakteriyel Analizler

Bakteri adezyon deneyleri Gr (+) ve Gr (-) mikroorganizmalar ile
gerceklestirilecektir. Bu amagla Staphylococcus aureus ve Escherichia coli
mikroorganizmalar1 kullanilacaktir. Bakteri stok kiiltlirlerinden 5 ml steril besiyeri
kullanilarak bakteri siispansiyonu hazirlanacaktir. Elde edilen silispansiyonun
bulaniklig1r densitometre cihazi yardimiyla 0.5 McFarland standartlarina (150x106
CFU) gore ayarlanacaktir. Hazirlanan siispansiyonun 100 pl’si kanli agar ylizeyine
homojen bir sekilde yayilacak proje kapsaminda hazirlanan kaplama yiizeyleri (0.5
cm?2) besiyeri ile temas edecek sekilde yerlestirilecektir. Petriler 37°C’de 24 saatlik
inkiibasyona birakilacak siire sonunda besi yeri yiizeyinden alinan kaplamalar,
yapigsmayan bakterilerin uzaklastirilmast i¢in 15 ml serum fizyolojik ile nazikge
yikanacak ve her bir 6rnek 2 ml serum fizyolojik iceren cam tiip igerisine atilacaktir.
Ornek yiizeyine yapisan bakterilerin siv1 icerisine gegmesini saglamak i¢in 35 kHz
frekansinda ultrasonik titresim 5 dakika boyunca uygulanacaktir. Sonrasinda tiip
icerisinden 100 pl sivi kanl agar yiizeyine yayilacak ve 37°C’de mikro aerobik
ortamda gergeklestirilen 48 saatlik inkiibasyonun ardindan besiyerinde olusan
koloniler (Koloni sayici / Stuart) sayilacak ve toplam bakteri sayis1 “CFU” cinsinden

hesaplanmuistir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Bu c¢alismada Cp-Ti ylizeyi AO ve TB gibi farkli yontemlerle modifiye edilmis,
yiizey Ozelliklerindeki degisim arastirilmis ve yiizeylerin E. coli ve S. aureus
tiirlerinin canlilig1 iizerine etkileri de incelenmistir. ilk olarak Cp-Ti yiizeyi AO
yontemi ile modifiye edilmis ve sonrasinda TB yontemi kullanilarak yiizeyde Cu, Zn
ve Ag tabakalar1 olusturulmustur. 50 V anodik oksidasyon uygulama sonrasinda elde
edilen yiizey Cp-Ti-50V olarak kodlanmigtir. Termal buharlastirma yontemi ile Ag
kaplanan yiizeyler tabaka kalinligina goére Cp-Ti-Ag-1nm, Cp-Ti-Ag-3nm ve Cp-Ti-
Ag-5nm olarak kodlanmistir. Benzer sekilde Zn kaplh yiizeyler Cp-Ti-Zn-1nm, Cp-
Ti-An-3nm, Cp-Ti-Zn-5nm olarak; Cu kapl yiizeyler ise Cp-Ti-Cu-1nm, Cp-Ti-Cu-
3nm ve Cp-Ti-Cu-5nm olarak kodlanmistir. Her bir uygulama sonrasinda yiizeydeki
morfolojik degisimler SEM ve AFM analizleri ile karakterize edilmistir. Yiizeylerin
su ile yaptig1 temas acist Olgiimleri alinarak yilizeylerin 1slanabilirligindeki
(hidrofilik/hidrofobik ozellikleri) degisim arastirilmistir. TB yontemi ile Ag, Cu ve
Zn kaplanan yiizeylerin antibakteriyel etkisi E. coli ve S. aureus tiirleri kullanilarak
belirlenmis ve yiizeylerin Gr (+) ve Gr (-) bakterilere karsi secici 6zellikte olup

olmadig1 da degerlendirilmistir.

4.1. SEM Analizleri

Bu c¢alismada Cp-Ti yiizeyi farkli yontemlerle modifiye edilmis ve yiizey 6zellikleri
SEM analizleri ile karakterize edilmistir. Anodize olmamis yiizey ile 50V anodik
oksidasyon uygulanan yiizeyin SEM gorintiileri Sekil 4.1.°te verilmistir.
Anotlanmamis  cp-Ti  ylizeyi ile anodik oksidasyonla iiretilen yiizey
karsilastirildiginda, oksidasyon sonucunda belirgin nanotiibiiler yapinin olustugu
gbzlemlenmistir. Anodik oksidasyon ile titanyum ylizeyinde olusan nanotiibiiler

yapinin diizenli sekilde yayildig1 gézlenmistir.



Anodik oksidasyonda kullanilan NH4F elektroliti icerisindeki flor iyonlar1 O? ile
yarisarak TiFe® kompleksi olusumuna ve yiizeyde ¢oziilmeye neden olmaktadir.
Diisiik iyonik ¢apa sahip olan flor iyonu, uygulanan gerilim ile TiO2 tabakas1 igine
girerek ilerlemekte boylece titanyum yiizeyinde ice dogru biiyiiyen goézenekler
meydana gelmektedir. Kisaca ortamda F iyonunun varligi, lokalize ¢oziinme
nedeniyle ¢ukur/tiip olusumuna neden olmaktadir ve bu ¢ukurlar nanotiibiiler yapinin
olusumunu agiklamaktadir. Nanotiibiiler yap1 uygulanan elektrolitin konsantrasyonu,
elektrolitin cinsi, akim yogunlugu, sicaklik ve voltaj gibi parametrelere bagli olarak
degiskenlik gostermektedir [133,134]. Nanotlip yapi, anodize olmamis ylizeylere
kiyasla daha genis ylizey alan1 saglamaktadir. Literatiirde de bulgularimizi destekler
nitelikte anodizasyon sonrasi Cp-Ti ylizeyinde nanotiibiiler yapilarin olusumu rapor
edilmektedir. Dikova ve arkadaslar1 [135] Cp-Ti yiizeyini anodizasyon sonrasinda
SEM analizleri ile karakterize etmis ve ylizeyde olusan farkli sekil ve boyuta sahip
nanotiibliler yapilarin ortalama i¢ ¢apinin yaklasik 121 nm oldugunu belirtmislerdir.
Ayrica 7 saatlik anodizasyon islemi sonrasinda Cp-Ti'nin yilizeyinin % 70-80'inin
nanotiibiiler morfolojiye sahip oksit tabakasi ile ve geri kalan % 30-20'sinin ise
nanorodlarla kaplandigin1 rapor etmislerdir. Oztiirk [136] 10 V'de 10 dakika
anotlanan titanyum yiizeyinde 1yi tanimlanmis boru seklindeki yap1 ve nanotiiplerin
olustugunu, 10 dakikalik anodizasyon siiresinin iizerinde ise bu yapilarda
bozulmanin olustugunu ifade etmistir. Singh ve arkadaslari [137] anodizasyon islemi
sonrasinda Cp-Ti yiizeylerinde uygulanan voltaja bagli olarak cesitli degisimler
oldugunu rapor etmislerdir. 10 V’luk anodik oksidasyon sonrasinda Cp-Ti yiizeyinde
olusan tiibiiler yapilarin belirsiz oldugunu, 30 dakika 15 V’luk uygulama ile boyut ve
sekil bakimindan oldukca tekdiize ve belirgin tiibiiler yapilar1 olustugunu
gozlemlemislerdir. Benzer bir calismada ise 10 V’luk anodizasyon isleminin
nanotiibiiler yapinin olusumunu baslattigi, 20 V’luk anodizasyonda diizenli ve
belirgin nanotiibiiler yapilarin gozlendigini, 30 V’da ise diizenli olmayan daginik bir

nanotiibiiler yapinin olustugu rapor edilmistir [106].



Sekil 4.1. SEM Analizleri. (a) cp-Ti (b) cp-Ti-50V

Caligmanin devaminda anodik oksidasyonla iiretilen nanotiibiiler yiizeyler TB
yontemi kullanilarak Ag ile kaplanmistir. Farkli kalinliklarda Ag ile kapli Cp-Ti
yiizeylerin SEM analizleri Sekil 4.2.°da verilmistir. Yiizeydeki nanotiibiiler yapilar
Ag gibi ajanlar i¢in saklama/baglanma bélgeleri olusturmaktadir ve TB islemi ile
yiizeyde Ag birikmesi sonucunda nanotiibiiler yapilarin yavas yavas belirsizlesmeye
basladig1 ve ¢ok az bir degisim oldugu gozlenmistir. Ag kaplama islemi sonrasinda
nanotlip yapilarinin tamamen kapanmadig fakat kaplama kalinligr arttikca
nanotiibiiler yapilardaki degisimin de arttigi belirlenmistir. Yiizeyin Ag ile
kaplanmas1 piirtizliiliik degerlerini de O©nemli derecede etkilemektedir. SEM
analizlerinden digerlerine kiyasla Cp-Ti-Ag-3nm yiizeylerinin Ag ile daha az
kaplandig1 belirlenmistir. Bu sonu¢ Sa degerlerini de desteklemektedir. Sa degeri
incelendiginde en yiiksek piriizlilik oraninin Cp-Ti-Ag-3nm ye ait oldugu
gozlenmektedir. Cp-Ti-Ag-5nm kaplamada gozenekler digerlerine kiyasla SEM’de
daha piiriizsiiz goriinmektedir. Sa degerine bakildiginda Cp-Ti-Ag-5nm igin
plriizlilik degerinin diistiigli saptanmistir (Tablo 3.1). Literatiirde de pek cok
calismada farkli yontemlerle Ag ile kaplanan Cp-Ti yilizeyindeki degisimler SEM
analizleri ile ortaya konmustur. Yetim [138], sol-jel yontemi ile elde ettigi Ag-kapli
titanyum yiizeylerin morfolojisinde onemli degisimler olmadigini, islem gérmemis
yiizeyle benzer morfolojiye sahip oldugunu, yiizeyde olusan Ag tabakasinin
korozyona kars1 direnci arttirdigini belirtmistir. Durdu ve arkadaslar1 [139] mikroark
oksidasyon yontemi ile yiizeyinde Ag biriktirilen Cp-Ti ylizeylerini SEM ile analiz

etmisglerdir ve islem géormemis yiizeye kiyasla daha homojen bir yapinin olustugunu,



mikro-gozeneklerin belirginlestigini ve nano-Ag tabakasinin yiizey morfolojisi

tizerinde olumlu etki sagladigini rapor etmislerdir.
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Sekil 4.2. Ag ile kaplanan yiizeylerin SEM analizleri a. Cp-Ti-Ag-1nm, b. Cp-Ti-Ag-3nm, ¢.Cp-Ti-
Ag-5nm

Farkli kalinliklarda Cu ile kapli Cp-Ti ylizeylerinin SEM goriintiileri Sekil 4.3.’de
verilmistir. Ag kapl yilizeylerde oldugu gibi yiizeyinde Cu biriktirilen ylizeylerde de
nanotiibliler yapilarda ¢ok az bir degisim gozlenmistir. Fakat bu degisimlerin diger
yiizeylere kiyasla daha disiik diizeyde kaldigi gozlenmistir. Cp-Ti-Cu-5nm
kaplamanin digerlerine kiyasla gézeneklerinin daha kii¢lik ve piiriizsiiz oldugu SEM
gorintiilerinde goriilmektedir. Bu durumu AFM analizinden elde edilen Sa degerleri
de desteklemektedir. Cp-Ti-Cu-5nm’nin Sa degeri digerlerine gore daha diisiik
oldugu saptanmistir (Tablo 4.1). Farkli yontemler kullanilarak Cu ile kaplanan
titanyum ylizeylerin karakterizasyonu pek ¢ok calisma ile de ortaya konmustur.

Rokosz ve arkadaslar1 [140] plazma elektrolitik oksidasyon yontemi ile elde ettikleri



Cu kapl titanyum ylizeylerde, SEM analizi sonucunda belirgin degisimler oldugunu
ve elektrolit ¢ozeltisindeki Cu konsantrasyonuna bagli olarak yiizeyde c¢atlaklar
olustugunu goézlemlemislerdir. Durdu [113] termal buharlagtirma yontem ile Cp-Ti
yiizeyinde Cu-bazli bir antibakteriyel kaplama olusturmus ve SEM analizinden
yiizeyde olusan 5Snm kalinligindaki Cu tabakasinin tiim yilizeyi kaplamadigini ve

yiizeyde ¢ok fazla bir degisim olmadigini rapor etmistir.

A
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Sekil 4.3. Cu ile kaplanan ylizeylerin SEM analizleri a. Cp-Ti-Cu-1nm, b. Cp-Ti-Cu-3nm, c.Cp-Ti-
Cu-5nm

TB yontemi kullanilarak ylizeyinde Zn biriktitilen Cp-Ti yiizeylerin SEM analizleri
Sekil 4.4°de verilmistir. Zn kaph ylizeylerde diger kapl yiizeylere kiyasla morfolojik
yapida onemli degisim saptanmistir. Yiizeyde anodik oksidasyon sonrasinda olusan
nanotiibiiler yapinin Zn kaplamasi1 sonrasinda tamamen kayboldugu, kaplama
kalinlig1 arttikca bu degisimin daha da belirginlestigi saptanmistir. Ag ve Cu kaplh
yiizeylerden farkli olarak Cp-Ti-Zn-1nm, Cp-Ti-Zn-3nm ve Cp-Ti-Zn-5nm



yiizeylerin kenarlar1 keskin kiitlelere sahip bir morfoloji sergiledigi de gézlenmistir.
Yapilan kaplama sonucunda Zn metali tiip morfolojilerini kapattig1 gériilmiistiir. Sa
degerleri incelendiginde tiim yiizeylerin benzer piiriizliiliik oranlarma sahip oldugu
(144,21nm-185,72nm) saptanmigtir. ~ Ayrica  Cp-Ti-Zn-5nm  yiizeylerin
puriizliliginiin digerlerine kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Zn kaplama
sonrasinda Cp-Ti ylizeyinde belirgin degisimlerin oldugunu rapor eden ¢alisma
bulgularimiz1 destekler niteliktedir. Liang ve arkadaglar1 [141] iyon implantasyonu
ile Zn-kapl titanyum yiizeylerin homojen ve dagitilmis graniiler bir yapiya sahip
oldugunu, islem gérmemis yiizeyin ise kiiciik catlaklar iceren piirlizsiiz bir goriintiiye
sahip oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte biriktirme siiresinin artmasi ile
birlikte dagilmis graniiler kiitleler arasindaki bosluklar arttifini, graniil yapilarin

kenarlarinin ¢ok daha keskin hale geldigini rapor etmislerdir.
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Sekil 4.4. Zn ile kaplanan yiizeylerin SEM analizleri a.Cp-Ti-Zn-1nm, b. Cp-Ti-Zn-3nm, ¢.Cp-Ti-Zn-

5nm



Cp-Ti ve tiim kaplamalarin yiizey profillerinin aritmetik ortalama yiiksekliginin bir
Olclisii olan Sa degerleri Tablo 4.1.’de verilmistir. Cu ve Ag kapl ylizeylerde
kaplama kalinligimin Inm’den 3 nm’ye arttirilmasi ile Sa degerlerinin ve ylizey
plriizliigliniin arttig1 belirlenmistir. Her iki kaplama tiirlinde kalinligin 3 nm’den 5
nm’ye arttirilmasi ile Sa degerlerinde ve yiizey piiriizliiliigiinde yeniden azalma
egilimi gézlenmistir. Zn kapli yiizeylerde ise artan kaplama kalinligina baglh olarak
Sa degerlerinde bir dalgalanma gozlenmis, ¢ok fazla bir degisim olmadig
belirlenmistir. Sem analizleri de bu sonucu dogrulamaktadir ve Zn kapli yiizeylerin
purtizliligii SEM goriintiilerinde de benzer bir profil ¢izmektedir. Bununla birlikte
Zn kapli yiizeyler arasinda en yiiksek piiriizliilik Cp-Ti-Zn-5nm ile elde edilmistir.

Tablo 4.1. Test edilen tiim yiizeylerin Sa degerleri

NUMUNE Sa (nm)

Cp-Ti 10,67 nm

Cp-Ti-50 V 53,17 nm

Cp-Ti-Cu-1nm 211,54 nm
Cp-Ti-Cu-3nm 252,22 nm
Cp-Ti-Cu-5nm 136,45 nm
Cp-Ti-Ag-1nm 170,7 nm

Cp-Ti-Ag-3nm 210,51 nm
Cp-Ti-Ag-5nm 55,158 nm
Cp-Ti-Zn-1nm 160,09 nm
Cp-Ti-Zn-3nm 144,21 nm
Cp-Ti-Zn-5nm 185,72 nm

Bulgularimizi  destekler nitelikte g¢esitli yilizey modifikasyon yontemlerinin
biyomalzemelerin ylizey piirlizliligiinde deg8isime neden oldugunu belirten
caligmalar mevcuttur. Thor ve arkadaslar1 [139] hidroksiapatit kaplama, kumlama ve
hidroflorik asitle isleme gibi ¢esitli modifikasyon yontemlerinin, titanyum
yiizeylerinin Sa degerlerinde degisime neden oldugunu ve yiizey piiriizliligiinde
artis oldugunu rapor etmislerdir. Yiizey piriizliliiginde ve topografideki
degisiklikler biyomalzeme yiizeyinin 1in vivoda hiicrelerle etkilesimini

indiikleyebilecegi [143] ya da azaltabilecegi [144] pek ¢ok calisma ile ortaya



konmustur. Bu sonuglar yiizey piiriizlilligi yaninda pek ¢ok parametrenin de
biyomalzemelerin hiicreler ile etkilesimi {izerinde etkisi oldugunu gdstermektedir.
Bununla birlikte yiizey pirizliligi biyomalzeme yiizeyinin anti-bakteriyel

ozelliginde de degisimlere neden olabilmektedir.

4.2. EDX Analizleri

TB ylizeyinde 1nm, 3nm ve 5Snm’lik ¢inko kaplamalarin EDX dagilim sonuglar
strastyla Sekil 4.5., Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.de verilmektedir. Tespit edilen Ti, O ve
Zn elementleri yiizey boyunca homojen bir sekilde dagilmaktadir. Yiizeydeki
titanyum altlik malzemeden ve oksit tabakadan gelmektedir. Oksijen yiizeydeki oksit
yapidan, Zn olusumu ise termal buharlastirma yontemi ile ¢inko yapidan

olusmaktadir.
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Sekil 4.5. Cp-Ti- Zn- 1nm Yiizeyinde elektron ve atomik dagilim goriintiisii
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Sekil 4.6. Cp-Ti- Zn- 3nm Yiizeyinde elektron ve atomik dagilim gériintiisii



Electron Image 1
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Sekil 4.7. Cp-Ti- Zn- 5nm Yiizeyinde elektron ve atomik dagilim gériintiisii

4.3. FTIR Analizleri

AO yontemiyle cp-Ti yiizeylerinde iiretilen nanotiip yapilarin fonksiyonel gruplari ve
faz yapilar1 450-4000 cm™ araliginda ATR FTIR (Jasco FTIR 6600) cihaziyla tespit
edilmektedir. Sekil 4.8.°de cp-Ti ve cp-Ti-50V yiizeylere ait FTIR egrileri
gosterilmektedir. TiO2 nanotiip yapisinin FT-IR spektrumu g¢esitli karakteristik
tepeler gostermistir. Bu spektrumda, 3454.5 cm™ deki genis pik araligi absorbsiyon
bandi, gerilmeyle ve 1631.8 cm™’deki OH'n biikiilme titresimini havadaki nemden
gelmektedir. 690.52 cm™'deki yogun tepe noktasi, TiO2*nin karakteristik tepe noktasi
olan Ti-O gerilim bandin1 gostermektedir [145-147].

Yukarida belirtilen karakteristik pikler nanotiip yapilarmin TiO2 varligini
gostermektedir. Cp-Ti yiizeyinde karakteristik pikler goriilmezken, cp-Ti- 50v
yiizeyde bu pikler net bir sekilde goriilmektedir. FTIR analizinde genis pikler amorf
yapiy1 isaret ederken, keskin pikler kristal yapiy1 gostermektedir.
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Sekil 4.8. Cp-Ti ve 50V potansiyelde iiretilen nanotiip yiizeylerin FTIR spektralari

4.4. AFM Analizleri

Anodik oksidasyon yapilan Cp-Ti ylizeylerinin AFM ile elde edilen ylizey
goriinttileri Sekil 4.9.°de verilmistir. 50V geriliminde, 60 dk siire ile uygulanan
anodik oksidasyon sonrasinda Cp-Ti yiizeyinde piiriizlii ve homojen bir yilizey
gozlemlenmistir. Cp-Ti’nin oksijene maruz kalmasi sonrasinda yiizeyde diiz bir oksit
tabakas1 olugmaktadir. HF ve NH4F gibi flor (F) iceren elektrolitler kullanildig:
anodik oksidasyon islemiyle diiz titanyum dioksit tabakasinin yerini titanyum dioksit
nanotiipleri almaktadir. Flor iceren ¢ozeltilerde oksitlenme isleminde, F iyonlar1 O
ile yarisarak yiizeyde TiFs> kompleksinin olusumuna ve yiizeyde ¢dziilmeye neden

olmaktadir. Uygulanan voltaj ile olusan gerilim sayesinde diisiik iyonik captaki F



iyonu, TiO> tabakasi igine girerek i¢e dogru biiyiliyen tiibliler yapinin olusumunu
saglamaktadir. Girintili-gikintili bir 6zellige sahip olan nanotiibiiler yap1 ytiksek
yiizey alan1 saglamaktadir [133].

Z-Axis - Scan forward Line fit
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-#

Amplitude - Scan wv Line fit

|
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Line fit 364nm
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Sekil 4.9. Anotlanmig Cp-Ti yiizeylerinin AFM analizi a. nanotiip yapisi, b. nanotiip yapisinin

ylizeysel goriintiisii, c. nanotiip yapisinin topografik goriintiisii

Calismanin devaminda anodize Cp-Ti yiizeyleri TB yontemi kullanilarak farkli metal
yapilar ile kaplanmistir. Uygulama siiresine bagli olarak farkli kalinliklarda Ag ile
kaplanan Cp-Ti yiizeylerinin AFM goriintiileri Sekil 4.10°de verilmistir. Ag
kaplamalarin Sa degerleri incelendiginde, Cp-Ti-Ag-5nm yiizeyinin diger Ag kaph
yiizeylere kiyasla daha piirlizsiiz oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.10. TB yontemi ile Ag kaplanan yiizeylerin AFM analizi a.Cp-Ti-Ag-1nm, b.Cp-Ti-Ag-3nm,
¢.Cp-Ti-Ag-5nm

Anodize Cp-Ti yiizeyleri TB yontemi kullanilarak Zn ile kaplanmis ve AFM
analizleri Sekli 4.11.’de verilmistir. Sa degerleri incelendiginde Cp-Ti-Zn-3nm

yiizeylerinin diger Zn kapl yiizeylere kiyasla daha piiriizsiiz oldugu tespit edilmistir.

TB yontemi kullanilarak Cu ile kaplanmis yiizeylerin AFM analizleri Sekli 4.12.°de
verilmigtir. Sa degerleri incelendiginde Cu kapli ylizeyler arasinda en yiiksek

piiriizliiliige sahip yiizeyin Cp-Ti-Cu-3nm yiizeyleri oldugu belirlenmistir.

Literatiirde pek ¢ok c¢alismada farkli yontemler kullanilarak modifiye edilmis Cp-Ti
yiizeylerinin AFM analizleri ile karakterizasyonu rapor edilmektedir. Marques ve
arkadaglar1 [148] plazma elektrolitik oksidasyon yoOntemi ile yiizeyinde giimiis,
kalsiyum ve fosfor biriktirilmis Cp-Ti ylizeylerinin topografyasini AFM ile analiz
etmigler ve sonug olarak tiim kapli yiizeylerin piiriizlii bir yapiya sahip oldugunu,

ozellikle Ag kapl ylizeylerin antibakteriyel aktivite sergiledigini rapor etmislerdir.



Wojcieszak ve arkadaslar1 [149] magnetron piiskiirtme yontemi ile hazirladiklar1 Ti-
Ag bazl yiizeylerin AFM analizi sonucunda catlaksiz, ¢ok homojen ve yaklasik 15
nm yiiksekliginde, RMS degerinin ise 2,7 nm'ye esit oldugunu bulmuslardir.

LreR1 UV

Anpitude raroe

Sekil 4.11. TB yontemi ile Zn kaplanan yiizeylerin AFM analizi a.Cp-Ti-Zn-1nm, b.Cp-Ti-Zn-3nm,
¢.Cp-Ti-Zn-5nm

Baska bir calismada Fang ve arkadaslar1 [150] plazma daldirma iyon implantasyon
yontemi ile Zn kapli Ti yiizeyi elde etmislerdir ve AFM probu ile Olciilen ylizey
piiriizliliigiinlin artan uygulama siiresi ile kademeli olarak arttig1, Zn implantasyon
ile yilizeyde ¢ok daha yogun nano o&lgekli Ozellikler olusturuldugunu rapor
etmiglerdir. Literatiirde Cp-Ti yiizeylerinin farkli metal iyonlar1 ile kaplanmasi

sonrasinda yiizey piiriizliiliigiinde artis oldugunu belirten ¢caligmalarin yaninda



puriizliilikte herhangi bir degisim olmadigini raporlayan ¢alismalarda mevcuttur.
Durdu [113], mikroark oksidasyon ve termal buharlagtirma yontemleri kullanarak
sentezledikleri Cu kapli Cp-Ti yiizeylerinin karakterizasyonu sonrasinda islem
gormemis ve Cu kapli yiizeylerinin piiriizliliik degerlerini sirasiyla 1.10 ve 1.16 nm
olarak elde etmis ve ylizey piiriizliiliiglinde 6nemli Ol¢iide bir degisim olmadigini

rapor etmislerdir.
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Sekil 4.12. TB yontemi ile Cu kaplanan yiizeylerin AFM analizi a.Cp-Ti-Cu-1nm, b.Cp-Ti-Cu-3nm,
¢.Cp-Ti-Cu-5nm



4.5. Temas Aqis1 Olgiimleri

Cp-Ti ve yiizeyi AO yontemi ile modifiye edilen Cp-Ti kaplamalarin temas agilari
Sekil 4.13. ‘de verilmistir. Temas agis1 dlgiimleri sonrasinda Cp-Ti yiizeylerinin su
ile temas agisinin 79.2°, anodik oksidasyonla iiretilen cp-Ti-50V orneklerinde ise
140.2° oldugu belirlenmistir. Bu artis anodik oksidasyon sonrasinda yiizeyde
gerceklesen degisimlerle iligkilendirilebilir. Temas agisinda gdzlenen azalma
hidrofilikligin azalmasina isaret etmektedir. Bu durum anodizasyon sonrasinda
yiizeyde olusan nanotiibiiler ve piiriizlii yapinin 1slanabilirligi diisiirmesi ile
aciklanabilir. TiO yiizeylerdeki Ti-OH gruplar1 yilizeyi polar haline getirmekte,
anodizasyon ile olusan nanotiibiiler yapt polariteyi azaltmaktadir ve yiizeyin
hidrofilitesi diismektedir. Benzer sekilde Liang ve arkadaslari [151] anodize olmus
cp-Ti ylizeylerinin SEM analizi ile mikro girintili, ¢ikintili yapiya sahip oldugunu ve
yiizey 1slanabilirliginin 6nemli derecede degistigini rapor etmislerdir. Ayrica 60
V’luk bir anodizasyon sonrasinda stliperhidrofobik yiizeylerin olustugunu
gozlemlemislerdir. Shokuhfar ve arkadaslari, osteoblastlar ile amorf kristal olan
titanyum dioksitin arasindaki etkilesimi analiz ederek yiiksek yiizey
islatilabilirliklerinin, hiicre yayilimi iizerinde daha biiyiik etkiye sahip olan

kristaliniteden kaynaklandig: bildirmislerdir [152].

Sekil 4.13. Cp-Ti ve Cp-Ti 50V temas agis1 goriintiileri



TB yontemi kullanilarak 1nm, 3nm ve 5Snm Ag kapli cp-Ti yiizeylerin temas acilari
Sekil Sekil 4.14. ve Sekil 4.15.’te verilmistir. Ag kapl yiizeylerin temas agilarinin
anodize olmamis cp-Ti ylizeylerden yiiksek ancak anodize Cp-Ti-50V yiizeylerden
daha diigiik oldugu belirlenmistir. En diisiik temas agis1 Cp-Ti-Ag-3nm ve Cp-Ti-
Ag-5nm yiizeyleri ile elde edilmistir. Cp-Ti-Ag-1nm, Cp-Ti-Ag-3nm ve Cp-Ti-Ag-
Snm yiizeyler i¢in su ile temas agisi sirasiyla 113.88°, 110.55° ve 110.56° olarak
bulunmustur. Anodize yiizeye kiyasla Ag kaplh yiizeylerde temas agilarinda gozlenen
azalma, nanotiibiiler yapilarda Ag birikmesi sonucunda yiizeyin girintili ¢ikintili
yapisinin nanotabaka yapiya donlismeye baglamasi ile iligkilendirilebilir. Benzer
sekilde Shivaram ve arkadagslar1 [153] nanotiibiiler yapiya sahip TiO2 yiizeylerin su
ile yaptig1 temas agisini 18.1£1.8° Ag kapli TiO: yiizeylerde ise 14.7+2.3° oldugunu
belirlemiglerdir. Ayrica diisilk temas agisinin yiikksek yilizey enerjisi ile
sonuclandigini ve bu durumun daha iyi islanabilirlige ve yiiksek hiicre-malzeme

etkilesimine neden oldugunu da rapor etmislerdir.

Sekil 4.14. Ag kapl yiizeylerin su ile temas agis1 a.Cp-Ti-Ag-1nm, b.Cp-Ti-Ag-3nm, c.Cp-Ti-Ag-

5nm
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Sekil 4.15. Ag kapli ylizeylerin su ile temas agis1 dereceleri a.Cp-Ti-Ag-1nm, b.Cp-Ti-Ag-3nm, c.Cp-
Ti-Ag-5nm

TB yontemi ile Inm, 3nm ve Snm Cu kapli Cp-Ti yiizeylerin temas agilar1 Sekil 4.16.
ve Sekil 4.17.’de verilmistir. Ag kapli ylizeylerde oldugu gibi Cu kapli yiizeylerde de
anodize olmamis yilizeylerden yiiksek, Cp-Ti-50V yiizeylerde elde edilen temas
acilarindan daha diisiik degerler elde edilmistir. Cu kapl yiizeyler arasinda en diisiik
temas agist Cp-Ti-Cu-Inm yiizey ile elde edilmistir. Cp-Ti-Cu-3nm ve Cp-Ti-Cu-
Snm ylizeylerin temas agilarinin birbirine yakin diizeyde oldugu (sirasiyla 139.71° ve
137.03°) belirlenmistir. Temas agilarinda goézlenen bu degisim TB ile Cu kaplanan
yiizeylerin morfolojisinde ve topografyasindaki degisim ile agiklanabilir. Cu ile
kaplanan titanyum yiizeylerin temas acilarindaki degisimi rapor eden benzer
caligmalar bulunmaktadir. Durdu [113], TB yontemi ile yiizeyinde Cu biriktirilen
titanyum ylizeylerin temas acilarmin azaldigin1 ve mikroark oksidasyonu ile yiizeyi
modifiye edilen titanyum ylizeylere kiyasla daha hidrofilik karakterde oldugunu

rapor etmistir.



Sekil 4.16. Cu kapli yiizeylerin su ile temas agis1 a.Cp-Ti-Cu-1nm, b.Cp-Ti-Cu-3nm, ¢.Cp-Ti-Cu-
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Sekil 4.17. Cu kapl yiizeylerin su ile temas agis1 dereceleri a.Cp-Ti-Cu-1nm, b.Cp-Ti-Cu-3nm, ¢.Cp-
Ti-Cu-5nm



Cp-Ti-Zn-1nm, Cp-Ti-Zn-3nm ve Cp-Ti-Zn-5nm yiizeylerin temas agilart Sekil 4.18.
ve Sekil 4.19.°da verilmistir. Cp-Ti-Zn-1nm ve Cp-Ti-Zn-3nm yiizeyler, Cp-Ti-50V
yiizeye kiyasla yiiksek bir temas agis1 verirken, Cp-Ti-Zn-5nm daha diisiik bir temas
acis1 saglamistir. Temas acilarindaki bu degisimler yiizey morfolojisinin degisimi ile
alakalidir. Bununla birlikte Ag, Cu ve Zn kapi yiizeylerdeki temas agilarinda anodize
yilizeylere daha yakin bir deger elde edilirken, islem gérmemis Cp-Ti ylizeylere
kiyasla Onemli derecede artis gozlenmistir. Zn kaph titanyum ylizeylerin
islanabilirlik  6zelliklerindeki degisim literatliirdeki benzer c¢aligmalarla da
desteklenmistir. Shen ve arkadaslar1 [154], spin-kaplama yoOntemi ile Zn kaph
titanyum ylizeylerin karakterizasyonu sonrasinda islem gérmemis ylizeylere kiyasla

kaplama islemi sonrasinda temas ag¢isinin arttigini rapor etmislerdir.

a l b l

Sekil 4.18. Zn kapli ylizeylerin su ile temas agist a.Cp-Ti-Zn-1nm, b.Cp-Ti-Zn-3nm, ¢.Cp-Ti-Zn-5nm
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Sekil 4.19. Zn kapli yiizeylerin su ile temas agis1 dereceleri a.Cp-Ti-Zn-1nm, b.Cp-Ti-Zn-3nm, c.Cp-
Ti-Zn-5nm

Ag, Cu ve Zn kaph yiizeyler birbirleri ile kiyaslandiginda en yiiksek temas agilar1 Zn
kapli yiizeyler ile elde edilmistir. Kisaca Zn kapli yiizeylerin 1slanabilirligi diger
yiizeylere kiyasla daha diigiiktiir. Yiizeylerin su ile yaptig1 temas agilar siralamasi Zn

Cu> Ag seklindedir.

AO uygulanmis yiizeyler ile kiyaslandiginda Zn kapl yiizeyler hari¢ diger ylizeylerin
temas acilarinda azalma gozlenmistir. Morfolojik olarak benzer yapida olmalarina
ragmen Ag ve Cu kapli yiizeylerin temas agilarindaki azalma yiizey polaritesindeki
degisim ile iligkilidir. Bu sonug, morfolojik olarak benzer ozellik sergileyen
yiizeylerin hidrofilik/hidrofobik karakterlerinin farkli olmasinin yiizey kimyasina
bagli oldugunu gostermektedir. Bu bulgumuzu destekleyen bir ¢aligmada, Cu kaph
yiizeylerin islem gormemis titanyum ylizeylere kiyasla morfoloji olarak benzer
olmalarina ragmen daha fazla hidrofilik karakterde oldugu rapor edilmistir [113].
Bagka bir ¢calismada ise Li ve arkadaslart TiO2-nanopartikiil bazli ylizeylerin Ag ile
kaplanmasi1 sonrasinda temas acilarinda azalma ve yiizey hidrofilitesinde artig
oldugunu rapor etmislerdir [155]. Yiizeylerin diisiik temas1 agilar1 iyi 1slanabilirlige

ve yiiksek yiizey enerjisine isaret etmektedir. Yiiksek ylizey enerjisine sahip



hidrofilik yilizeylerde hiicre adezyonu, hiicre proliferasyonu ve biyouyumluluk

artmakta ve implantasyonda 6nemli avantajlar elde edilmektedir [156].

4.6. Antibakteriyel Analizler

Tiim kaplama ylizeylerin antibakteriyel aktiviteleri koloni sayma yontemi ile
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli  kullanilarak  arastirilmastir.
Micrococcaceae familyasinda bulunan Staphylococcus tiirleri insanlarda burun, el,
agiz ve derilerde her zaman rastlanmaktadir. Ozellikle deride olusan yara ve
sivilcelerde bulunmaktadir. Staphylococcus aureus, Staphylococcus cinsi iginde yer
alan gram pozitif bir bakteridir. Ureme sicaklig1 insanlarda optimum 35-37°C’de
iken gidalarda 6.7-45.6°C olan bakteridir [157]. S. aureus intoksikasyon tipi
zehirlenmelere neden olan enterotoksin hastaliklara neden olmaktadir. En yaygin
goriilen hastalik tipi gastroenterittir. Zehirlenme durumlari toksinin gida ile birlikte
tiketilmesi sonucunda gergeklesmektedir [158]. Enterobacteriaceae familyasinda
bulunan Escherichia coli ise gram negatif bir bakteridir [159]. E.coli insan gibi ¢ogu
sicakkanli hayvanin bagirsaginda bulunmaktadir. Menenjit septisemi, ishale yol agan
enfeksiyonlar, idrar yollar1 enfeksiyonlar1 gibi cesitli hastaliklarda rol oynamaktadir

[157].

Re-kiiltiirasyon sonrasinda E. coli’nin koloni canliligindaki degisim Sekil 4.20. ve
4.21.de gorilmektedir. Anodik islem uygulanmis Cp-Ti-50V’un anozide olmamis
Cp-Ti yiizeyine kiyasla daha yiiksek antibakteriyel aktivite sergiledigi belirlenmistir.
Cp-Ti-Cu-5nm yiizeylerde E.coli canliligi Cp-Ti yiizeylere kiyasla %32 oranda
azalmigtir. Cp-Ti-50V yiizeyler ile kiyaslandiginda ise bu oran %45.6 olarak
saptanmigtir. Bu durumda Cp-Ti-5nm yiizeyin anodize yiizeye gore daha fazla
antibakteriyel 0Ozellikte oldugu bulunmustur. Kaplama kalinliginin artmasi ile
antibakteriyel aktivitenin de 6nemli derecede arttigi gozlemlenmistir (Sekil 4.17.).
Re-kiiltiirasyon sonrasinda S. aureus 'un koloni canliligindaki degisimler Sekil 4.21.
ve 4.22.’de verilmistir. E. coli gibi S.aureus’da da anodizasyon islemi yiizeylerin
antibakteiyel o6zelligini arttirmistir.  S.aureus’un koloni canliligi Cp-Ti-Cu-5nm

yiizeylerde Cp-Ti ylizeylere gore %24.5 azalma gosterirken bu oran Cp-Ti-50V



yiizeylerde %31.9 olarak saptanmistir. Cu kapli ylizeylerin sergiledigi antibakteriyel

aktivite, Cu metalinin mikroorganizmalar tizerindeki toksik etkisi ile agiklanabilir.

Cu kapl yiizeylerde bakteri kaplanmis ylizeylere temas ettiginde; cogalma ve hareket
kisitlanir ve hiicre 6liimii meydana gelir [160]. Literatirde Cu kapli yiizeylerin
antibakteryel aktivite sergiledigi pek cok calisma ile rapor edilmistir. Durdu (2019),
mikroark oksidasyonu ile Cu biriktirilen yiizeylerin antibakteriyel aktivite tizerinde
onemli etkiye sahip oldugunu ve kaplama kalinliginin arttirilmasi ile antibakteriyel

aktivitenin de arttiginmi bildirmistir [113].

Cp-Ti-50V yiizeyinin TB yontemi ile Ag kaplanmasi sonrasinda yiizeylerin énemli
derecede antibakteriyel 6zellik kazandig1 belirlenmistir. Ag kapl ylizeyler arasinda

E. coli’ye karsi en yiiksek antibakteriyel aktivite 5 nm Ag kapli yiizeyler ile elde
edilmistir. Cp-Ti-Ag-Snm yiizeyde E. coli canliligt Cp-Ti ve Cp-Ti-50V yiizeylerine
kiyasla sirasi ile 2.08 ve 2.6 kat azalmistir. Koloni canliliginda gbézlenen bu azalma
Ag kapl ylizeylerin antibakteriyel 6zelliginin giiclendigini gdstermektedir. Benzer
sonu¢ S. aureus canliliginda da gozlenmis ve Ag kaplama sonrasinda yiizeylere
adeze olan bakterilerin canlilifinda 6nemli bir azalma saptanmistir. S. aureus’a karsi
en belirgin antibakteriyel aktivite Cp-Ti-Ag-5nm yiizeyi ile elde edilmistir.
Yiizeylerin Ag ile kaplanmas1 sonrasinda bakteriyel koloni inhibisyonundaki azalma,
Ag'nin bakteri hiicrelerindeki toksik etkileri ile agiklanabilir. Ag iyonlarinin bakteri
hiicresi ile etkilesiminden sonra bakterideki protein molekiilleri denatiire olur ve
DNA sentezi bloke edilir [161,162]. Ayrica, pozitif yiiklii Ag iyonlar ile negatif
yiiklii bakteri hiicreleri arasindaki elektrostatik etkilesim de bakterisidal etkiden
sorumludur [163]. Bakteri hiicresindeki bu etkilerin bir sonucu olarak hiicre dongiisii
bozulur ve proliferasyon azalmakta, bu da koloni olusumunun azalmasina neden
olmaktadir. Literatiirde yapilmig benzer calismalarda da Ag kapl yiizeylerin
antibakteriyel aktivite sergiledigi bildirilmistir. Durdu ve arkadaglar1 (2018),
mikroark oksidasyon yontemi kullanarak yiizeyde biriktirilen Ag tabakasinin gram
negatif ve gram pozitif bakterilere kars1 giiclii bir antibakteriyel aktivite sergiledigini

rapor etmislerdir [139].

TB yontemi ile yilizeylerin Zn ile kaplanmasi sonrasinda E. coli ve S. aureus’a karsi

onemli antibakteriyel bir aktivite olustugu belirlenmistir. Farkli kalinlikta Zn kaph



yiizeyler arasinda E. coli’ye karsi en gii¢lii antibakteryel aktivite Cp-Ti-Zn-1nm
yiizeyi ile elde edilmistir ve E. coli canliliginda Cp-Ti yiizeylere gore %45, Cp-Ti-
50V ylizeylere gore ise %70 azalma saptanmistir. S. aureus’ a karsi test edine
yiizeyler arasinda en giiclii inhibe edici etki Cp-Ti-Zn-3nm ile elde edilmis, bu
kaplama Cp-Ti ve Cp-Ti-50V yiizeylerine kiyasla siras1 ile %28.1 ve %35.2 daha
etkili bir antibakteriyel etki gostermistir (Sekil 4.21).

Zn kapl yiizeylerin sergiledigi antibakteriyel aktivite, Zn metalinin toksisitesi ile
iliskilidir. Zn, reaktif oksijen tiirleri olusturarak ve bakteriyel biiylimeyi inhibe
ederek antibakteiyel oOzellik sergilemektedir [164-166]. Literatirde Zn kaph
yiizeylerin bakteriler lizerindeki antibakteriyel etkisini gosteren pek cok calisma
vardir. Hu ve arkadaslart (2012), Zn dahil edilmis TiO2 yiizeylerin hem gram negatif
hemde gram pozitif bakterileri inhibe etme konusunda iyi bir yetenek sergilediklerini
rapor etmislerdir [167]. Zn katkilt TiO2 materyalinin antibakteriyel etkisinin gram
pozitif bakteriler iizerinde gram negatif bakterilere gore daha onemli oldugu
sonucuna varabiliriz. Bu iki bakteri tiirtine kars1 aktivite farkliligi, hiicre yiizeylerinin

farkli yapilar1 ve kimyasal bilesimi ile agiklanabilir.



Sekil 4.20. E. coli’nin yiizeyler iizerindeki canliligi. A. Cp-Ti, B. cp-Ti-50V, C. cp-Ti-Cu-5nm, D. Cp-
Ti-Zn-1 nm, E. Cp-Ti-Ag-5nm
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Sekil 4.21. E. coli ve S. aureus’un yiizeyler tizerindeki aktif koloni sayilari




Sekil 4.22. S aureus’un yiizeyler tizerindeki canlihigi. A. Cp-Ti B. Cp-Ti-50V C. Cp-Ti-Ag-5nm D.
Cp-Ti-Zn-3nm E. Cp-Ti-Cu-5nm



Sonug olarak; Ag, Cu ve Zn bazli yilizeyler gram negatif bakterilerdeki antibakteriyel
aktivitesi daha yiiksektir. Bu durum bakterilerin hiicre yapisindaki farkliliklardan
kaynaklanmaktadir. Gram negatif bakterilerin hiicre duvari, peptidoglikan tabakasini
kaplayan bir dis zara sahip olmasi nedeniyle gram pozitif bakterilerden farklidir.
Bakteriye zarar verebilecek dis maddenin varlig1 diisliniildiigiinde bakterinin hayatta
kalmasina da yardimci olur [168]. Selahattin ve arkadaslar1 gram pozitif bakterilerin
daha yiiksek duyarliliginin, hiicre duvar1 yapisi, hiicre fizyolojisi, metabolizmasi
veya temas derecesindeki farkliliklarla yakindan iliskili olabilecegi one siiriilmiistiir
[169].

Yapilan deneylerin sonucunda E.coli ve S.aureus icin antibakteriyel aktivite
siralamast Ag>7Zn>Cu seklindendir. Bu durumda bakteriler i¢in en toksik metal
Ag’dir. Ag belirli bir dozda insan viicudu i¢in zararsiz bir etkiye sahiptir. Ancak
bakteriler icin etkisi Oliimciildiir. Ruparelia ve arkadaslar1 (2008), gram pozitif
Staphylococcus aureus'un hem bakir nanopartikiillere hem de glimiis
nanopartikiillere gram negatif Escherichia coli'ye gore daha direngli oldugunu
bildirmistir [126]. Wang ve arkadaslart (2014), Zn katkili TiO2 materyalinin
antibakteriyel etkisinin gram pozitif bakteriler {izerinde gram negatif bakterilere gére

daha 6nemli etkilerinin oldugunu bildirmislerdir [170].



BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Biyomalzemeler, insan viicudunda islevini yitirmis doku ve organlarin gorevini
istlenmek ya da desteklemek i¢in kullanilmaktadir. Titanyum ve alasimlarinin
kimyasal olarak inert olmasi, dayanikli ve yiiksek biyouyumluluga sahip olmasi
biyomalzeme olarak kullanimini yayginlastirmaktadir. Milkemmel korozyon direnci,
yiiksek mukavemet ve diisiikk yogunlugu sahip olmasi nedeniyle kimya, miihendislik
ve havacilik endiistrilerinde yaygin bir sekilde kullanilan titanyum insanin giinliik
yasaminda kullanilan ¢ok ¢esitli {iriin formlarinda {tretilmektedir. Medikal
uygulamalarda sik¢a kullanilan titanyumun yiizey Ozellikleri ¢esitli modifikasyon
yontemleri ile de iyilestirilebilmektedir.

Bu calismada Cp-Ti ylizeyi anodizasyon teknigiyle modifiye edilmis ve ylizeyde
nanotiibiiler yap1 olusturulmustur. TB yontemi ile yiizeyde biriktirilen Ag, Cu ve Zn
tabakalar1 ile antibakteriyel bir yiizey elde edilmistir. Uygulanan modifikasyon
yontemleri ile yiizey topografyasinda degisimler gozlenmis ve bu degisimler AFM
ve SEM analizleri ile aydinlatilmistir. Biyomalzeme ylizeyinin 1slanabilirligi
biyolojik ortam ile uyumlulugu saglayarak implant-hiicre etkilesimini
diizenlemektedir. Yiizey 1slanabilirligindeki degisimleri belirlemek i¢in tiim
yiizeylerin su ile temas agis1 dl¢timleri alinmis ve modifikasyon yontemlerinin yiizey
1slanabilirligini de onemli derecede etkiledigi tespit edilmistir. Ag, Cu ve Zn
kaplanan yiizeyler, Cp-Ti Yiizeylere kiyasla E. coli ve S. aureus bakterilerinin
canliliginda azalmaya neden olarak 6nemli antibakteriyel etkinlik sergilemislerdir.
Tim bu sonuclar degerlendirildiginde, modifikasyon ydntemlerinin biyomalzeme
yiizeyinde istenilen oOzelliklerin olusturulmasinda 6nemli bir role sahip oldugu,
biyomalzeme ylizeyinin Ag, Cu ve Zn gibi metallerle ile kaplanmasi sonucu yiiksek
antibakteriyel 6zelligin olusturulabilecegi belirlenmistir. Bu sonug, nanoteknoloji ve
imalat yontemlerindeki gelismelere bagli olarak biyomalzemelere uygulanan yiizey
modifikasyon yontemlerinin yliksek biyouyumluluga sahip ve yiliksek performansl
antibakteriyel yiizeye sahip biyomalzemelerin gelistirilmesine imkan sagladigini

gostermektedir.
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