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OZET

YUKSEK LISANS TEZI
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ANTIBIYOFILM OZELLIKLERINIiN BELIRLENMESI
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Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dal1

Damigman: Dr. Ogr. Uyesi Mehmet Enes ARSLAN
Es Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Mustafa Siikrii KURT

Germanyum ve Tungsten yaygin olarak endiistride kullanilan elementlerdir. Bu kapsamda 316 L
paslanmaz celik ve borosilikatli cam numuneler magnetron sputter kullanilarak Germanyum ve Tungsten
ile kaplanmistir. Bu ¢aligma kapsaminda Magnetron sputter ile kaplanan ve kaplanmayan numunelerin
tribolojiik 6zelliklerinin belirlenmesi amaci ile Taramali Elektron Mikroskobu, X-Isin1 Difraktometre,
Tribometre ve Enerji Dagilimli Spektroskopi uygulamalari yapilarak belirlendi. Tribolojik 6zelliklerinin
belirlenmesi igin yapilan XRD analizlerine gére, WGe2 bilesiginin (110) yogun bir yapr gosterdigi ve
kristal fazda goézlendigini gostermistir. Biyouyumluluk 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla numunelerde,
in vitro olarak Primer Dermal Fibroblast (HDFa) kullanilarak analiz edilmistir. Germanyum-Tungsten
kaplanmis numunelerde ki HDFa hiicrelerinde kromozomal anomalilerin belirlenmesi amaciyla
genotoksisite testi olan Hoescht 33258 Floresan boyama yapildi. Hiicre canliliklarinin analiz edilebilmesi
amaci ile W-Ge kaplanmig, kaplanmamis numune ve plate ylizeyinde ki hiicrelere in vitro hiicre canliligt
testi olan MTT yapilarak analiz edildi. Magnetron Sputter ile W-Ge kaplanan numuneler de antibiyofilm
aktivitesi, kontrol gruplar ile kiyaslandiginda, dogada yaygin olarak bulunan S. aureus ve P. aeruginosa’
da biyofilm olusturma aktivitesinde onemli bir azalma oldugunu gosterdi. Yaygin olarak kullanilan
Germanyum ve Tungsten’in Tribolojik, biyouyumluluk ve antimikrobiyal aktiviteleri yiizey
kaplamalarinda arastirllmis ve elde edilen bulgular 1s18inda biyo-implant malzemesi olarak ilk kez

Onerilmistir.
2021, 53 sayfa
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ABSTRACT

MS. Thesis

DETERMINATION OF TRIBOLOGICAL, BIOCOMPATIBILITY AND
ANTIBIOFILM PROPERTIES OF TUNGSTEN-GERMANIUM COATING
MADE USING MAGNETRON SPUTTERING TECHNIQUE.
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Germanium and Tungsten are elements commonly used in industry. In this context, 316 L
stainless steel and borosilicate glass samples were coated with Germanium and Tungsten using
magnetron sputter. In this study, in order to determine the tribological properties of the samples
coated and uncoated with Magnetron sputter, Scanning Electron Microscope, X-Ray Diffractometer,
Tribometer and Energy Dispersive Spectroscopy applications were performed. According to the
XRD analyzes performed for the determination of its tribological properties, WGe, compound (110)
showed a dense structure and was observed in the crystal phase. Samples were analyzed in vitro
using Primary Dermal Fibroblast (HDFa) to determine their biocompatibility properties. Hoescht
33258 Fluorescent staining, which is a genotoxicity test, was performed to determine chromosomal
abnormalities in HDFa cells in Germanium-Tungsten coated samples. In order to analyze cell
viability, W-Ge coated, uncoated sample and cells on the plate surface were analyzed by performing
MTT, which is an in vitro cell viability test. Antibiofilm activity of samples coated with Magnetron
Sputter with W-Ge also showed a significant decrease in biofilm-forming activity of S. aureus and
P. aeruginosa, which are common in nature, when compared to control groups. Tribological,
biocompatibility and antimicrobial activities of widely used Germanium and Tungsten were
investigated in surface coatings and according to the results, it was suggested for the first time as a

bio-implant material.
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1. GIRIS

1.1. Biyomateryaller

Giliniimiiz ¢calismalarinda, biyomateryal bilimi biiyiik mesafelerin kat edildigi bir
bilim dali olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Biiylik mesafelerin kat edildigi biyomateryal
biliminde insan viicudunda bulunan biyolojik sistemler ile en yiiksek seviye uyumluluk
gosteren materyallerin gelistirilebilmesi i¢in bliylik bir caba gosterilmistir (Tiylek
2017a). Diger yandan biyomateryal biliminin giinimiizden ¢ok uzun yillar once
kullanildigin1 kanitlayan bircok bulgu ile karsilasilmaktadir. Bunlar arasinda en yaygin
olarak bilinenler; milattan dnce yasamis olan misir medeniyetinde kullanilan altin dis
ornek verilebilir. Ilerleyen siireclerde keten ve ipekten elde edilen ipliklerin, cerrahi
operasyonlarda acik yaralarin kapatilmasinda kullanildigi; 1 Eyliil 1939-2 Eyliil 1945
yillar1 arasinda gerceklesen II. Diinya savasi ile sentetik polimerler gelismis ve
biyomedikal alaninda kullanilacak olan cerrahi iplikler ortaya ¢ikmistir (Giiven 2014;
Tiylek 2017a). Biyomateryallerin kullanimlari ¢ok eski zamanlara dayanmasi ve
stirekli gelismesinden dolay:r biyomateryalin kalip olarak bir tanimi bulunmamaktadir
(Williams 2009).

Biyomateryal tam tanimi olmamak ile birlikte tanimi su sekilde aciklanabilir;
Insanoglu var oldugundan bu yana bircok saglik problemleri ile karsi karsiya
kalmaktadir. Bu saglik problemleri bazen mikroorganizmalar tarafindan kaynaklanip
bazen de fiziksel miidahaleler sonucunda olugmaktadir. Saglik problemlerinin &niine
gecilememesi sonucunda ise uzuv kayiplari, metabolizmada aksakliklar ve hatta 6liimle
bile sonuclanabiliyordu. Bundan dolayr biyomateryaller, insan viicudunda islevini
kaybetmis veya islevi yetersiz olan canli dokularin islevlerini kazandirmak, fiziksel
miidahale ile kaybedilen bir uzvun yerine kaybedilen uzvun iglevini yerine getirmek
amact ile kullanilan, dogal veya sentetik olarak kullanilan malzemeler olarak

tanimlanabilir (Ozalp ve Ozdemir 1996).
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1.2. Biyomateryallerin Simiflandirilmasi

Insan viicudunda islev veya uzuv kayiplarmm engellemesi amaci ile kullanilan

biyomateryallerin siniflandirilmasi 3’e ayrilir.

1. Doku ile etkilesimine gore
2. Biyolojik 6zelliklerine gore

3. Kimyasal 6zelliklerine gore

1.2.1 Doku ile etkilesimine gore biyomateryaller

1.2.1.1. inert materyaller

Inert materyal; viicut igerisinde korozyon kuvvetine kars1 dayanikli, canli doku
ile temas halinde biyolojik olarak reaksiyon gostermeyen fakat canli doku ile birebir
baglant1 olusturmamasi ile birlikte canli doku ile arasinda fibrz bir kapsiil meydana

getiren malzemeler olarak adlandirilabilir (Alkaya vd 2019).

1.2.1.2. Rezorbe (absorbe) olan materyaller

Rezorbe olabilen materyaller, canli doku ile birebir temasta bulunabilen,
korozyona ugrayarak zaman igerisinde yok olabilen, canli doku ile biyolojik olarak
reaksiyon gosteren ancak alerjik veya enfeksiyona sebep olmayan materyallerdir.
Rezorbe olabilen materyallerin en biiyiik 6zelligi, canli dokuya implante edilme islemi
ile baslayan ve zamanla doku enzimleri tarafindan parcalanabilen materyal sinifina

giriyor olmasidir (Erol vd 2014).

1.2.1.3. Biyoaktif materyaller

Biyoaktif materyaller, canli dokuya yerlestirilme isleminden bir siire sonra bir
takim biyokimyasal ve biyofiziksel tepkimeler gerceklestirir. Biyokimyasal ve

biyofiziksel tepkimeler sonucunda canli doku ile biyoaktif materyal arasinda giiclii
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mekanik bagintilar gerceklestirir. Biyoaktif materyaller rezorbe olabilen ve inert
materyaller gibi biyolojik tepkiye sebep olmaz ancak biyoaktif materyaller canli doku
ile arasinda mekanik bagintilar kurduktan sonra hiicre yenilenmesi ve aktif destek

olarak da kullanilabilmektedir (Cao and Hench 1996; Hench 1998).

1.2.2. Biyolojik ézelliklerine gore biyomateryaller

Biyolojik biyomateryallerin son zamanlarda gozde olmalarinin sebepleri
biyouyumlu olmalari, pargalanabilir ve degisik bigimlerde tekrardan modellenebilir
olmasi denilebilir. Biyolojik olarak kullanilan biyomateryaller koken sekillerine goére 3

gruba ayrilmaktadir.

a. Proteinlerden koken alan
b. Polisakkaritlerden koken alan

c. Glikozaminoglikandan koken alan (Quispe-Tintaya 2018).

1.2.2.1. Proteinlerden koken alan biyomalzemeler

a. Kolajen

Kolajen ¢ogu dokuda bulunan yapisal bir proteindir. Kolajen, bulunan hiicre ve
dokulara yapisal destek saglamaktadir. Ayrica kolajenler fibroblastlardan salgilanir ve
hiicreler de, morfoloji, adezyon, gé¢ ve farklilasma gibi hiicreler i¢in 6nemli olaylarda

rol alir (Branski et al. 2008).

Kolajenin biyomateryal acisindan bu kadar 6nemli olmasinin bagka nedenleri de
vardir. Kolajen, kolayca izole edilebilir ve saflastirma sonrasinda biiyiik 6lgekli olarak
toplanabilir. Bunun yaninda immiin bir reaksiyona sebep olmamasi, toksik olarak
etkilerinin bulunmamasi1 ve biyouyumlu olmasi da kolajenin 6nemini arttirmaktadir.
Kolajenin saglik alaninda kullanimlar da 6nemlidir. Kolajenler sayesinde vaskiiler
greftler, kalp kapakgiklar1 ve sinir rejenerasyonu gibi onemli gorevlere sahip olan

biyomateryal olarak da kullanilmaktadir (Niknejad et al. 2008; Owonubi et al. 2017).



1. GIRIS

b. Jelatin

Jelatin, kolojenin hidrolizinden elde edilmektedir. Ticari olarak, kolay elde
edilebilir olmas1 ana proteine oranla daha avantajli gostermektedir. Jelatinin de kolajen
ile benzer avantajlar1 vardir (Holy et al. 2000). Biyouyumlu olmasi, ¢apraz
baglanabilmesi, kimyasal olarak modifiye edilebilmesi, jelatinin avantajlaridir. Diger
yandan, jelatinler kardiyovaskiiler, kemik, iskelet kasi gibi uygulamalarda
kullanilmaktadir (Amer et al. 2018).

c. ipek

Ipek insanlik tarafindan yiizyillardir kullamlmaktadir. Ipegin, iplik bocegi,
akrep, Oriimecek gibi bircok hayvanin salgi bezi epiteliyle ayrilan lifli bir protein dizini
tarafindan olusturulan biyopolimer oldugu yapilan aragtirmalar ile gosterilmistir (Chen

et al. 2010).

Saglik alaninda yapilan c¢alismalar biyopolimerlerin ortopedi ve kikirdak
miithendisliginde yiiksek bir potansiyele sahip oldugunu gosterdi. Bundan dolay1 ipek,
ortopedi alanlarinda ve kikirdak miihendisligi gibi alanlarda ipek tiirev yap: iskelesi ve

kikirdak onarimi i¢in aday olarak gosterilmektedir (Shen et al. 2014; Hu et al. 2018).

d. Fibrin

Fibrin, kanin pihtilasmasinda gorev alan ve globiiler olmayan proteindir. Kanin
pihtilagsmasinda gorev almasindan dolayi fibrin, biyomateryal olarak hemostatik tikag ve
yara iyilesmesi gibi ¢alismalarda kullanilmaktadir (Zund et al. 1999). Hibrid fibrin ve
PLGA’ dan olusturulan iskeletlerin, kondrosit proliferasyonu a¢isindan kikirdak doku
restorasyonunda destekleyici rol alabilecegini ve sonucunda kikirdak doku miihendisligi

icin potansitel bir araci olabildigi gosterilmistir (Ye et al. 2000).
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1.2.2.2. Polisakkaritlerden koken alan

a. Seliiloz

Seliiloz diinya tizerinde en ¢ok bulunan dogal polimer olmasina ragmen,
saflagtirllma asamasinda karsilasilan zorluklardan dolayr biyomateryal olarak
kullanimim1 zayif hale getirmektedir. Selillozun farmasotik ve fizyolojik olarak
kullanimlarinin olmamasinin temel sebeplerinden biri de budur. Yapilan aragtirmalar,
seliilozun saflastirilma asamasinda karsilasilan zorluklarin elimine edilmesi ve

seliilozun biyomateryal olarak kullanima sunulmasina odaklanmstir (Eo et al. 2016).

Son yapilan ¢alismalarda kimyagerler seliillozun tiirevlerini iiretmeyi basardilar.
Uretilen seliiloz tiirevleri doku miihendisligi ve tip alaninda yavas yavas ilgi kazanmaya
basladi. Uretilen seliiloz tiirevlerinden seliiloz asetat kardiyoloji alaninda kalp
iskelelerinde, seliiloz nitrat ise kikirdak doku miihendisligi alanlar1 i¢in kullanilmistir

(Wang et al. 2018).

b. Kitin

Seliilozdan sonra dogal olarak en bol bulunan polisakkarit kitindir. Genel olarak
eklem bacaklilarin ve boceklerin dis iskelet yapilarinda bulunurlar. Kitin genel olarak

biyomedikal, ilag ve gida endiistrilerinde oldukga ilgi ¢ekmistir (Wang et al. 2018).

Kitin son zamanlarda ortopedi, yara iyilesimi ve yanik tedavilerinde gozde
olmustur. G6zde olmasinin altinda yatan temel bilesenler, kitinin antimikrobiyal 6zellik
tasimasi, gozenekli olmast ve osteokondiiksiyon gibi ozellikler gosterilmektedir (Li et
al. 2005). Kitinin ortopedi alaninda ilgi duyulmasinin temel nedenleri arasinda
gosterilen osteokondiiksiyon, vaskiiler ve perivaskiiler yapilarin alici kemikten, grefte
dogru ilerlemesini ve greftin bu esnada bir baglag gorevi iistlenerek yeni kemik
olusumunu desteklemesi gibi onemli bir gorevi gergeklesmektedir (Aykin vd 2004).
Kitinin diger bir ilgi goren kullanim alani olarak ise yara iyilesmesidir. A¢ik yara
bolgesine kollajen matriksin birikmesini saglayarak, anjiyogenezi destekler ve yara

iyilesme hizinmi arttirdigi gosterilmistir (Lu et al. 2003).
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c. Agaroz

Kirmiz1 alg ve deniz yosunlarinda bulunan agaroz, polisakkaritin bir baska

tiiridiir. Agarozun tipta kullanimi hidrojel seklinde kikirdak yapilarinda kullanilmasidir

(Sierra et al. 2015).

Diger yandan, yapilan caligmalar agarozun, matrijel yiiklii iskele ile aksonlarin
yenilenmesinde, siganlarda olusan omurilik zedelenmesinden sonra fonksiyonel
aksonlarin yeniden baglanmasina yardimci olabilecegini gosterdi (Alvarez et al. 1999;
Awad et al. 2004).

1.2.2.3. Glikozaminoglikandan kéken alan

Glikozaminoglikanlar (GAG), tekrarlayan dallanmamis bir grup uzun
disakkaritten olusan polisakkaritleri temsil eder. Rejeneratif tip alanlarinda ve doku
miihendisliginde en c¢ok calisilan iki GAG Hyalunaik asit (HA) ve Kondroitin siilfat
(CS)’dir.

a. Hyaliironik asit

Hyaliinorik asit (HA), tekrarlayan N-asetil-d-glukozamin ve d-glukoronik
asitlerin tekrarlayan disakkarit birimlerinden olusur (Pietrucha 2005). HA, kimyasal
modifikasyonlar agisindan miikemmel bir adaydir. Kimyasal 6zelliklerinin miikemmel
olmasindan dolay1 tip ve doku rejenerasyonunda kullanilmak iizere biyouyumlu bir

biyomateryal haline gelmektedir (Murphy et al. 2003).

HA’nin eklem i¢i enjeksiyonlarinda osteokondral defekt problemlerinde anlaml
iyilesmelere neden oldugu gosterilmektedir. HA’nin sik¢a kullanildigi diger alan ise
tiptir. Osteoartrit semptomlarinda HA nin enjeksiyonu protez cerrahisini geciktirdigini
ayrica HA uygulamalar ile yiiz yaslanmalarinda dolgu olarak kullanilmasi da, HA nin
tip alaninda popiiler olmasini saglamistir (lannitti et al. 2011)" Siganlar iizerinde yapilan

bir calismada, omurilik hasarindan sonra, HA’dan olusturulan hidrojelin sekonder
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yaranin iyilesmesinde ve omurilik hasarinda noroprotektif etkiye sahip oldugu

gosterilmistir (Kushchayev et al. 2016).

b. Kondroitin siilfat

D-glukuronik asit ve N-asetil galatozaminin tekrarlamasi, 4- veya 6-
pozisyonunda siilfatlanmasiyla GAG’nin ikincisi ve en ¢ok kullanilan biyomateryal
kondroitin siilfat (CS)’dir. CS, biyomedikal uygulamalarda anti inflamatuar etki ve
kemik minerilazasyonu gibi etkiler sunmakta, kemik ve kikirdak regiilasyonlar1 ile de

iliskilendirilmektedir (Sierra et al. 2015).

Diger yandan yapilan bazi hayvan ¢aligmalarinda, Atroskopi uygulamasi sonrast
HA ile kombine edilen CS, apoptotik hiicrelerin sayisinda azalma ve onarim
hiicrelerinde artisa sebep oldugu; bu sayede at kikirdaginda saglikli bigime doniiste

yardimca oldugu gosterilmistir (Henson et al. 2012).

1.2.3. Kimyasal ozelliklerine gore

1.2.3.1. Polimerler

Kimyasal baglar ile ayn1 veya farkli atom gruplarinin bir araya gelmesi ile;
diizenli uzun zincirli veya dallanmis sekilde olusan bilesiklere polimer denir. Polimerler
kendilerini olusturan yapi taslarinin biyiikliiklerine gore farklilik gosterirler. Polimerik
nanopartikiillerden ilag¢ yiiklii olanlar1 incelendiginde bazi 6zellikler ortaya ¢ikmaktadir.
Polimerik nanopartikiiller de artmis gegirgenlik, retansiyon etki, azaltilmis ilag yan

etkileri, ilag toleransi gibi 6zellikler goze carpmaktadir (Yorug ve Ugraskan 2017).

a. Polimerik biyomateryaller

Genellikle mikrobiyolojik, canli doku veya petrokimya iirlinleri gibi cesitli
kaynaklarin kullanimi ile elde edilebilen polimerik biyomateryaller, birden fazla ve

degisik kimyasalin kullanilmasi ile de tiretilebilmektedir. Polimerik biyomateryal olarak
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lizerinde ¢alisma yapilan monomerlere, N-izopropilakrilamid(NIPA), Akrilamid(AA)
ve Akrilamit(AAm) 6rnek verilebilir.

Kendisini olusturan maddelerin 6zelliklerine gore gruplandirilan polimerlere;
DNA, polipeptit, seliiloz oldugunda dogal polimer, polistiren ve naylon oldugunda ise

sentetik polimer olarak gruplandirilirlar.

b. Dogal polimerler

Dogada bulunan biyolojik yapilardan elde edilen dogal polimerler benzersiz
islevsellere sahip olabilir. Dogal polimerler dogada; kollajen, jelatin, dekstran, DNA ve
RNA seklinde bulunabilirler.

c. Sentetik polimerler

Monomerler karbon ve hidrojenlerin bir araya gelmesiyle olusur. Karbon ve
hidrojenlerin bir araya gelmesi ile olusan en basit tir etilendir. Birden fazla etilen
molekiiliiniin bir araya gelerek kovalent baglar ile baglanmasi sonucu ise polietilen
olusur. Olusan polietilen gibi polimerler organik polimer olarak adlandirilir. Fakat,
polimerler sadece karbon ve hidrojen atomlarinin bir araya gelmesiyle olugsmamaktadir.
Ornek olarak silisyum ve fosfor atomlarmin bir araya gelmesi ile birlikte olusan
zincirler ise inorganik polimerlerdir. Atomlarin bir araya gelerek olusturduklar1 polimer

zincirler tek formda degil de dogrusal ya da dallanmis yapida da bulunabilirler.

Biyomateryallerin kullanim alanlarma veya tiirlerine gore bazi 0Ozellikler
sergilemesi beklenir. Viicut igerisinde kullanilacak olan polimerler icin ise Ozellikle
sicaklik, pH gibi etkenlerden etkilenmemeleri istenir. Bu etkenlerden etkilenmemeleri
amac1 ile polimerlerin yapim asamalarinda bazi kimyasal maddeler kullanilir. Viicut
icerisinde sicaklik, pH gibi etkenlere dayaniklilik saglanmasi amaci ile kimyasal
maddeler ile yapilan modifikasyonlarda kullanilan kimyasallar belli bir zaman sonra
viicut igerisinde sizmaya baslamaktadir. Bu da viicut igerisinde toksisiteye sebep

olmaktadir ve kullanilacak olan polimer acisindan dezavantaj olarak goriilmektedir.
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Dis, goz, ortopedi, kalp-damar gibi alanlarda sentetik polimerlerin farkli
kullanim alanlar1 bulunmaktadir. Kullanim alanlarma 6zgii 6zellik barindirmalarinin
yaninda farkli tasarim gereksinimleri de istenmektedir. Bu gereksinimlerin ana nedeni
yapilacak olan doku, organ veyahut cihazlarda istenilen Ozellikte ve uygunlukta
materyallerin {iretilebilinmesidir. Istenilen o6zellikte materyallerin {iretimi viicut
icerisinde istenmeyen toksik etkilere sebep olabilir. Bundan dolayir saglik alaninda
kullanilacak veya gelistirilecek olan sentetik ve dogal polimerlerin biyouyumlu 6zellikte

olmasi gerekmektedir (Tuncay ve Calis 1999).

1.2.3.2. Metaller

Insan viicudunda kullanilacak olan biyomateryal icin iki onemli 6zellik aranir.
Bunlardan birincisi biyofonksiyonellik iken, ikincisi biyouyumluluktur. Bundan dolay1
metallerin korozyana dayanikli, mukavemetlerinin yiiksek olmasi ortopedi alaninda
kullantmin1 yayginlagtirmistir. Su an ortopedi alaninda en sik kullanilan bazi metal

cesitleri 316L paslanmaz ¢elik, Co-Cr alasim ve Titanyumdur.

a. 316L paslanmaz celik

Gilinlimiizde pratik uygulama olarak bakildiginda paslanmaz ¢elikler
uygulanabilirligi oldukc¢a yiiksektir. Biyomedikal alanda, 316L paslanmaz ¢elik
haricinde bagka bir paslanmaz c¢elik uygulamasi yoktur. Ancak 316L paslanmaz ¢elik
icerdigi Ni yiiziinden alerjik reaksiyonlara sebebiyet verebilir. Alerjik reaksiyonlar
ortadan kaldirmak amaci ile, Ni icermeyen anti-alerjenik paslanmaz g¢eliklerin

arastirtlmasi1 devam etmektedir (Kuroda et al. 2004; Prakash et al. 2019).

Biyomedikal alanda paslanmaz celigin diger avantaji ise korozyona dayanikli
olmasidir. Ostenitik olarak iiretilen 316L paslanmaz celiklerde %10 oraninda Ni

bulunur ve oda sicakliginda korozyon direncini arttirir (Prasad et al. 2017).
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b. Co-Cr alasim

Cozeltilere karsi; Co-Cr alasimlarinda korozyonu %65 oraninda engelleyen
Co’dur. Co-Cr alasimlarinda Cr’nun miktarmin degistirilip arttirilmasi ile, ¢ozeltilere

kars1 korozyonu da arttirmistir.

Co-Cr alasimlan dis implantlarinda, kalga protezlerinde ve eklem protezlerinde
kullanilir. Co-Cr alasimlart ikiye ayrilir. Bunlardan birinci CoCrMo iken ikincisi
CoNiCrMo’ dur. CoCrMo; dis implantlarinda ve yapay eklemlerde kullanilir. CoCr’ma
Mo’nun eklenmesi ile CoCrMo’nun yapisal olarak tanelerinde kiiclilme ve mekanik
Ozellik olarak da iyilestigi goriilmiistiir. CoCrMo’ya gore CoNiCrMo alasimi, daha ¢ok
agir yiikler tasiyan, kalca ve diz eklem yapilarinda kullanilmaktadir.

c. Titanyum

Metalik biyomateryallerden Titanyum, sahip oldugu 6zelliklerden dolay1 bir¢cok
endistride genis capli olarak kullanilmaktadir. Tip, gemicilik, hava gibi genis
endistrilerde Titanyumun kullanilmasinin sebepleri arasinda biyouyumlu bir yap:
gostermesi, diisiik yogunlukta olmasi ve gelistirilmis mekanik 6zelliklerinin olmasi

gosterilir (Ratner 2001).

Titanyumlar, implantasyon gereksinimlerini hafif, giiclii ve biyouyumlu olmasi
ile dogala en yakin karsilayan ¢ok az sayidaki metalik biyomateryallerin arasinda
gelmektedir. Cok genis bir endiistri sahasina sahip olan titanyumun en sik kullanilan iki

sekli saf titantum ve Ti-6A1-4’dir.

Metalik biyomateryallerdeki sikintilardan biride; viicut sivilar1 ile temas
durumunda, kloriir iyonlar1 ve protein varliklarindan dolayi, korozyona ugratmaktadir.
Titanyum’da da bu sikintilar yasanmaktadir. Titanyumlarda ise, kendi aralarinda temas
durumu oldugunda veya diger metalik biyomateryaller ile temas durumunda, asiri

derece de aginma egilimi gosterir (Steinemann 1998; Shah et al. 2016).

10
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d. Germanyum (Ge)

Germanyum oOzellik bakimindan metal ve yar1 metal arasinda Ozellik
sergilemektedir. Bu 0Ozellik de germanyum vyar iletken 6zellik gostermesine sebep
olmustur. Germanyum her ne kadar yar1 iletken olarak goriilse de cam kadar hassas ve
kirilgandir. Beslenme ve gida ¢esitli alanlarda uzun yillardir kullanilan germanyumun,
farkli sekillerde kullanimlart mevcuttur. Cesitli kullanim alanlarina ve uzun yillardir
kullanimda olan germanyum elementinin farkli avantajlari bulunmaktadir. Immiin
reaksiyona sebep olmamasi, anti mikrobiyal aktivite gostermesi, dogal oldiiriiciiliige
sahip olmasi ve bazi hiicre cesitlerinde biiyiime durdurma gibi oOzellikleri farkli
calismalar ile gosterilmistir. Yapilan diger bir ¢alismada ise germanyum elementinin
kandan hizli bir sekilde atilabilmesi, hiicrelerde birikmemesi gibi durumlar da
Germanyumu avantajli kilmaktadir. Bu 6zelliklerinden dolayr germanyumun tip ve bir

cok materyal alanlarinda kullanimin1 arttirmistir (Pat 2016).

e. Tungsten (W)

Tungsten, sert, agir, ¢elik gri ya da beyaz renkte bulunan gecis metallerinden
birisidir. Tungstenin Ustlin fiziksel ve mekanik 6zelliklerinden dolay1 bir¢ok alanda
kullaniminm1 avantajli kilmistir. Diger yandan tunsgtenin aginma direnci, yiiksek erime
noktasi, sertlik, korozyona dayaniklilik gibi 6zellikleri de bulunmaktadir. Tungsten,
elektrik akimimi oldukc¢a iyi iletmektedir. Tungstenin kullanim alanlarmi ¢ogunlukla

ticari alan olusturmaktadir (Kletzin 1996).

1.2.3.3. Seramikler

Yaygin olarak kullanilan bir diger biyomateryal tipi ise seramiklerdir.
Seramiklerin yaygin olarak kullanilmasinin nedenleri arasinda yiliksek yogunluk, yiiksek
saflik, korozyona karsi yiiksek diren¢ ve yiiksek dayanim en basta gelmektedir.
Seramiklerin bu 0Ozelliklerinden dolay1 saglik alanlarinda dis implantlar1 ve kalga
protezleri uygulamalarinda oldukga yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Seramiklerin bu

kadar avantaji olmasina ragmen yapisal olarak 3 tiire ayrilir.

11
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a. Oksit seramikler

Oksit seramikler genel olarak atil yapi olarak bulunan ve oksijen iyonlarinin
meydana getirdigi bir diizlem {izerinde metal iyonlarinin dagilimi sonucunda olusan

polikristalize seramiklerdir.

b. Kalsiyum-fosfat seramikler

Kalsiyum fosfat seramiklerinin dezavantaji degisen hizlarda bozunmaya
ugramasidir. Kalsiyum-fosfat seramikleri kalsiyum ve fosfat atomlarinin oksitleri

seklinde bulunurlar.

¢. Cam ve cam seramikler

3 turtin sonuncusu olan cam ve cam seramikler, SiO2 temelli seramik sinifina
girmektedir. Bu tiir seramikler, Lityum/Aliiminyum veyahut Magnezyum/Aliiminyum
icermektedir. Cam ve cam seramikler sert bag dokularinda meydana gelen hasarlarin
onarilmasinda kullanilmaktadir. Ancak cam ve cam seramikler her ne kadar sert bag
dokusunda meydana gelen hasarlarin onarilmasinda kullanilsa da ciddi dezavantajlara
da sahiptir. Cam ve cam seramiklerin yorulma, ¢atlama ve uzun vadede darbe ve

basinca kars1 dayanikliliklarinin tam olarak bilinmemesidir (Tiiylek 2017b).

1.2.3.4. Kompozitler

Genel olarak kompozitin anlami, iki veya daha fazla materyalin birlesimi olarak
olusan yapilar anlamima gelir. Giliniimiizde kullanilan materyallerden bazilarinin
avantajlar1 bazilarinin ise dezavantajlar1 kullanarak, tamamen avantajli 6zel yapilar

gelistirmek icin kompozitler olusturulmaktadir.

12
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a. Kompozit malzemelerin yapisi

Giliniimiiz de geleneksel olarak kullanilan 3 tip malzeme bulunmaktadir. Bunlar;
metaller, seramikler ve organik malzemelerdir. Geleneksel malzemeleri birbirlerinden
ayirt eden Ustiin ve zayif 6zellikleri bulunmaktadir. Teknolojinin ilerlemesi ile birlikte
geleneksel malzemelerin {istiin 6zelliklerini bir araya getirerek kompozit malzemeler

olusturulmaktadir.

Kompozit materyaller geleneksel olarak tarif edilen malzemelerin bazi
Ozelliklerinin 1iyilestirilmesi amaciyla yapilmaktadir. Bu 6zellikler; mukavemet,
korozyon dayanimi, termal dayanim, elektrik iletkenligi, akustik iletkenlik, agirlik,

estetik goriiniim ve fiyat olarak listelenmektedir.

Kompozit materyaller de matris yap1 ve takviye faz bulunmaktadir. Kompozit
materyaller de herhangi bir sekilde uygulanan kuvvet ara baglanti ile takviye faza
iletilir. Takviye faza iletilen kuvvet burada dagitilir. Bu sekilde matris yapidan ara
baglantilar ile takviye faza iletilen kuvvet kompozit materyalde tahribati 6nler (Kaya
2016). Takviye faz ise, kompozit materyalin iretimi asamasinda matris fazin tane
biiyiikliiklerini kontrol altinda tutar. Tane biiyiikliiklerinin ve uygulanan kuvveti
paylasarak, kirilgan ozellik gOsteren matris yapinin ¢oziilme ve kirilmaya maruz
kalmadan takviye fazina ara baglantilar aracilig1 ile iletmesini ve kompozitin elastikiyet

bir yap1 kazanmasini saglar.

b. Matris malzemeye gore kompozit malzemelerin simiflandirilmasi

Kompozit malzemelerde kullanilan matris malzemeler, metal matrisli, seramik
matrisli ve polimer matrisli kompozitler olmak iizere 3’e ayrilir (Gil and Mano 2014).
Metal matrisli kompozitlerin ana igerikleri metal veya metal alasimlar1 olan
kompozitlerdir. Bu tiir kompozitler metal yapinin icine takviye faza gomiiliir. Farkli
geometrik sekillerde gomiilebilir. Bu sekilde metal matrisli kompozitlerin, metallere
oranla daha istiin Ozellikler gostermesi, seramikler de bulunan elastik modiiliin yine

takviye faza gomiilerek metal matrisli kompozitlerin asinma, dayanma giiclinii ve

13
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gerilme kuvvetini arttrma gibi Ozelliklerin yliksek oranda oldugu kompozitler

yapilabilir.

Seramik matrisli kompozitlerin ana kaynagi seramiklerdir. Seramik
materyallerin 6zellik bakimindan bakildiginda yiiksek sicakliklara dayanikli, metal
malzemelere oranda daha hafif oldugu bilinmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay:1 genel
anlamda seramik materyaller yiiksek sicakliklara dayanikli materyaller de kullanilir.
Yiiksek sicakliklara dayanikli olmasi seramik materyaller i¢in bazi dezavantajlar
olusturmaktadir. Seramik materyaller kirilgan ve Sert bir yapi olusturduklart igin,
esneme paylar1 yoktur ve termal soklara kars1 dayanimlari ¢ok azdir. Bu dezavantajlarin
ortadan kaldirilabilmesi amaci ile seramik materyaller lifler ile desteklenir. Seramik
matrisli kompozitlerde, matrisin lifler ile desteklenmesi sonucu, seramik kompozitler
hem yiiksek sicakliklara dayanikli, hem de normal seramiklere oranla daha rijit ve esnek
bir yapi olusturarak normal seramiklere gore daha yiiksek oOzelliklere sahip olurlar

(Bealer et al. 2020).

Polimerik matrisli kompozitlerin genel anlamda kaynaklari petrokimyasal
tirevlerdir. Polimerik matris iceren kompozitlerin metal ve seramik matris iceren
kompozitlere oranla bazi iistiin 6zellikleri bulunmaktadir. Korozyona direng, islenme
basamaklarinin kolay olmasi, uzun siireli kullanima acgik olmasi, sekillendirmenin kolay
olmasi, polimerik matrisli kompozitleri diger matrisli kompozitlere nazaran daha uygun
kilmaktadir. Polimerik matrisli kompozitlerin bir bagka 6nemli 6zelligi de yiik

kapasitesi bakimindan yiiksek malzemeler olmalaridir.

c. Takviye edici matris malzemeye gore kompozit malzemelerin simiflandirilmasi

Elyaf takviyeli kompozitler, takviye edici kompozitler arasinda en yaygin olarak
kullanilan kompozitlerdir. Bu kompozit tiirevlerinde takviye matrisi olarak kullanilan en
yaygin malzeme cam olmasina ragmen ucuzlugundan dolay1 matris malzemesi olarak
polyster ilk sirada kullanilmaktadir (Peng et al. 2011). Elyaf takviyeli kompozitlerde
kullanilan takviye liflerin birden fazla formu bulunmaktadir. Formlarda degisiklik

meydana gelmesiyle farkli 6zellikler gostermektedir.
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Parcacik takviyeli kompozitlerde, takviye matrisin tanecikli yapisi parcacik
takviyeli kompozitlerde sertligi arttirmaya yonelik olmasina ragmen dayanim olarak

diistintildiigiinde herhangi bir etki géstermemektedir.

Genel anlamda pargacik takviyeli kompozitlere bakildiginda, her ne kadar
takviye edilerek sertligi arttirilmasi gibi ozellikler kazandirsa da pargacik takviyeli

kompozitler genel anlamda maliyet azaltmaya yonelik iiretilir.

Tabakali kompozitler, metal materyallere oranla hafif ve yiiksek mukavemet
gostermelerinden dolay1 en eski ve en yaygin olarak kullanilan kompozit materyalledir.
Tabakali kompozitlerin kullanilmasinda nem ve 1s1 gibi faktorlere karsi oldukca

dayanikli olmas1 biiyiik rol oynamaktadir.

Karma kompozitler, matris veya destekleyici matris i¢in olusturulan diger
kompozit materyallerin iki veya daha fazlasinin birlestirilmesi ile olusturulur. Karma
kompozitlerin yapilis amaglariin en basinda diger kompozit materyallerin sadece iistiin
ozelliklerini bir araya getirerek biitiin kompozit materyallerden daha iistiin kompozit

materyal elde etmektir (Qu 1993).

1.3. Biyomateryallerin Kullanim Alanlar

Biyomateryallerin kullanimlarimin ¢ok uzun yillar oncesine dayandigina dair
kanitlar bulunmaktadir. Bu kanitlarin incelenmesi sonucu biyomateryallerin insan
viicudunda islevsiz hale gelen veya minimum islev gerektirmesi gereken uzuvlarin
islevlerini yerine getirememesi sonucu olusan problemlerin ¢oziimleri i¢in kullanildig:

bildirilmektedir (Tiylek 2017a).

Biyomateryallerin genis kullanim alanlarinin bulunmasi, teknoloji ile paralel
olarak yiikselmesine sebep olmustur. Teknolojinin ilerlemesi ile en biiylik gelismeler,

bilisim teknolojileri, nanoteknoloji, tip ve doku miihendisligini meydana getirmistir.

Biyomateryallerin, tip alaninda kullanimlar1 olduk¢a genistir. GOz ici lensler,

kornea bandaji, implant teknolojileri, kemik dolgu maddeleri, yapay tendon ve baglar,
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kalp kapakciklari, yapay kalp gibi bircok kullanim alanm1  bulunmaktadir.
Biyomateryallerin tip alaninda bu kadar genis ve yogun bir sekilde kullanilmasini
destekleyen diger alan ise doku miihendisligidir. Doku miihendisliginde temel amag¢ kok
hiicre veya canli hiicreler aracilig1 ile organ olusturma, amaca uygun doku olusumu,
dokunun biyolojik islevinin kazandirilmas: gibi kritik Oneme sahip alanlarda
arastirmalar yaparak, insana en uygun biyomateryallerin tretilmesidir (Uslu ve Arbak

2010; Meireles et al. 2018).

1.4. Biyomateryallerin Kullanimi Sonucu Olusan Enfeksiyonlar

Implante iliskili enfeksiyonlarda geri déniilebilir ve geri déniilemez olarak 2 ye
ayrilir. Peri-implant mukozitis olarak adlandirilan durumlar da olusan enfeksiyonlar geri
dontilebilirdir. Peri-implant mukozitisde enfeksiyon implante sistemin etrafindaki
yumusak dokuda gdzlenir. Peri-implantisis ise geri donilisiimii olmayan enfeksiyon
durumudur. Peri-implantisis durumlar da implante sistemin etrafindaki kemiklerde

kayiplar meydana gelir ve geri doniisiimii olmaz (Tiirkoglu 2017).

Insan viicuduna osteointegrasyon edilmis implante sistemler de yaygin olarak
enfeksiyona sebep olan iki tip bakteri vardir. S.aeureus ve P.aeuruginosa. S.aeureus,
dogada cok yaygin bir sekilde bulunur. Son zamanlar da yapilan calismalar ile
antibiyotik direngliliginin artmasi, metisilin direngli S.aureusun tedaviyi gili¢lestirmesi

durumlarindan dolay: S.aeureusun olusturdugu enfeksiyonlar 6liim ile sonuglanabilir.

P.aeuginosa ise implante sistemlerde viriilant faktorler ile birlikte doku hasarina
sebep olmasi, antibiyotik direngliligine sahip olmasi, enfeksiyonel durumlarda
mortalitesinin yiiksek olmasi ve kan dolasimina ¢ok rahat karigmasi P.aeuginosa’nin
implante sistemler de ciddi sorunlara sebep olmaktadir (Giiltag vd 2017; Oliveira et al.
2018).

1.5. Biyouyumluluk

Biyouyumluluk, bir materyalin viicudun herhangi bir yerine yerlestirildikten

sonra toksik Ozellik sergilememesidir. Materyaller, viicuda yerlestirildikten sonra
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yerlestirildikleri viicut tarafindan bir tepki alir. Bu tepki viicut icerisinde siirekli devam
eden sirkiilasyonun sonucudur. Bu sirkiilasyon esnasinda, yerlestirilen materyalin toksik

bir etki yaratmamas1 gerekmektedir.

Materyaller, uygulanan dokunun tipine, uygulanma sekline, amacina, fiziksel ve
kimyasal ozellikleri, viicut igerisinde gerceklesen sirkiilasyona ve yasa gore
degerlendirmelere tutulur. Materyallerin, biyouyumluluk acisindan
degerlendirmesindeki bu kriterler herhangi bir toksisite belirtisi gostermemesi

materyalin biyouyumlu oldugu anlamina gelir ve biyomateryal adin1 almasini saglar.

Biyomateryallerin viicut igerisin de kullanildiklar1 yere ve amacina gore
degerlendirilmesi daha uygundur. Iskelet sistemi igin hazirlanan bir materyalin tasidig
ozellik ve biyouyumluluk ile, damar cerrahisi veyahut kalp cerrahisi i¢in hazirlanan bir
materyalin tasidig1 biyouyumluluk ve ozellikler birbirinden oldukga farklilik gosterir.
Bu farkliliklarin 6zenle secilmesi biiyiikk 6nem arz etmektedir. Ciinkii iskelet sistemi i¢in
diisiiniilen bir materyalin, korozyona dayanikliligi, mukavemet agisindan saglam olmasi
istenir. Bu 6zellikleri tagimamasi, materyalin viicut igerisine yerlestirilmesi sonucunda,
viicut sirkiilasyonundan dolay1r belli bir siire sonra korozyona ugrayarak, dolasim
sistemine karigmasi ve toksik etki yaratmasina neden olur. Bu toksik etki, korozyona
ugrama agisina gore Olim ile veya materyalin yerlestirildigi bolgede ciddi

deformasyonlar birakmasi ile sonuglanabilir.

1.6. Biyouyumluluk Testleri

Materyaller viicutta toksik etki yaratip yaratmayacagini belirlemek amaci ile
belirli testlere tabi tutulurlar. Bu testler fiziksel-kimyasal testler ve biyolojik testler
olmak iizere 2 ana gruba ayrilir. Biyolojik testler’ de kendi icerisinde In vitro, In vivo ve

klinik denemeler olmak tizere 3’ e ayrilir.
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1.6.1. In vitro testler

In vitro sitotoKsisite testlerini igeren asamadir. Burada ki amag, in vivo ya gecis
Oncesi materyalin biyouyumluluk agisindan o6n degerlendirilmelerinin yapilmasi

hedeflenmektedir.

1.6.1.1. 3-4[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolyum (MTT)

MTT (3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolyum) deneyi, in vitro
sitotoksisite testi olarak ge¢mektedir. /n vitro sitotoksisite testlerinde mitokondriyal
aktivite canlilik gostergesi olarak yorumlanmaktadir. MTT, canli hiicrelerdeki
mitokondriyal aktiviteyi formazan kristaline cevirir. Mitokondriyal aktivite oranina
dogru orantida formazan kristalleri olustuktan sonra, ¢oziicii olarak dimetil siilfat
(DMSO) konularak formazan kristalleri ¢ozilinilir. Coziinme sonucunda formazan kristal
oranina dogru orantida mor renk verir. MTT ile hiicre canliligi 540 nm ve 720 nm de

spektrofotometre de 6l¢iim alinarak tespit edilir (Langdon 2003).

1.6.1.2. Laktat dehidrogenaz (LDH)

LDH (Laktat dehidrogenaz), hiicrelerde bulunan sitoplazmik bir enzimdir. Hiicre
6limiinde veya hiicreler toksik bir etki ile kars1 karsiya kaldiklarinda hiicre membran
biitiinliigli bozularak ortama LDH salgilarlar. LDH genellikle MTT yapilmadan once
besiyeri hacminin %10’unun alinarak baska bir plate aktarilmasi ve LDH soliisyonu
dokiilerek verdigi sar1 rengin spektrofotometrik Ol¢iimiine dayanan bir sitotoksisite

testidir (Larsen 2005).

1.6.1.3. Korozyon

In vitro parcalanma ve dayaniklilik testidir. Canli organizmadaki sirkiilasyon

taklit edilerek materyalin sirkiilasyon igerisindeki dayanimina ve par¢alanma siiresine

bakilir (Dikici vd 2017).
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1.6.1.4. Hoescht 33258 floresan boyama

Hoescht 33258 floresan bir boyama yontemidir. Bu yontem ile hiicre
cekirdekleri boyanarak hiicre biitiinliikleri incelenerek mutasyona ugrayip ugramadigi

floresan mikroskop araciligi ile saptanir (Arslan ve Kadi 2020).

1.6.2. In vivo testler

In vitro testlerin tamamlanmas ile ikincil testler olarak adlandirilan in vivo
testlere gecilir. [n vivo deney hayvanlar iizerinde gerceklestirilir. /n vivo deneylerin
kapsimi, deri irritasyonu, deri alti implantasyon, kemik i¢i implantasyon ve alerji gibi
testleri igermektedir. /n vitro deneylere gore daha zor ve daha genis data toplanmasi
gereken in vivo deney hayvanlarindaki etik kurallar ve maddi olarak deney
hayvanlarinin pahali olmasindan dolay1 dezavantaj olusturmaktadir (Hensten-Pettersen
2007).

1.6.3. Klinik denemeler

In vivo ve in vitro testlerin yapilmasmin ardindan kullanim testlerine gegilir.
Klinik denemeler insanlarda ve deney hayvanlarinda kullanilir. Insanlar da kullanilacak
ise bu durum klinik deneme olarak geger. Klinik denemelerin hedefi uzun vadede insan
viicudu lizerinde gelistirecegi olumlu ve olumsuz sonuglarin degerlendirilip analiz
edilmesidir. Implant igin kullanilacak olan materyalin en son hali goniilliiliik esasina
bagli olarak insanlarda uygulanir. Klinik denemelerin dezavantaji ise; uzun siireli
olmasi, maddi olarak biiyiikk kiilfet barindirmas:t ve karmasik oldugu i¢in sonuglarin

analiz islemleri esnasinda zorlanilmasidir (Wataha 2001).

1.7. Magnetron Sputter

Magnetron sputter, son zamanlarda ince film kaplama, yiizey analizlerinde ve
yiizey temizleme gibi durumlarda kullanilmaktadir. Magnetron sputter, genel anlamda

kaplanmas1 istenilen hedef malzemenin iyonize bir gaz tarafindan yiizeylerinden
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koparilan atomlarin kaplanilmasi istenilen malzemenin ylizeyine piskiirtiilmesi ile

gerceklesmektedir.

Magnetron sputterda, kopartilan atomlar manyetik alan sayesinde sikloidal
yaylar seklinde hedef yilizeye ulastirilarak, hedef yiizeyin basamak basamak
kaplanmasini saglar. Magnetron sputter, ¢ok uzun yillar boyunca kullanilan, yiiksek
erime sicakligma sahip hedef malzemelerin kaplanmasina bile olanak saglamistir.
Magnetron sputter yonteminde, D.C ve R.F olmak flizere iki sactirma sistemini

barindirmaktadir (Kelly and Arnell 2000; Yamagishi et al. 2003).

1.7.1. Dogru akim (D.C) diyot sa¢tirma

Magnetron sputterda, bir ¢ift diizlemsel elektrottan olusan D.C diyot sagtirma
yonteminde, kaplanacak olan malzeme anoda yerlestirilirken, hedef malzeme katota
yerlestirilir. Kaplanacak olan malzemenin 6zelliklerine gore anot, magnetron sputterin
ozelliklerinden olan yiiksek sicakliklarda bile kaplama 6zelligine gore 1sitilabilir. Diger
yandan, yiliksek sicaklik gibi dengesizlik yaratabilecek durumlar1 engellemek adina,
katodun arka kisimi, kaplanacak malzemenin zarar gérmemesi adina su sogutmali
olarak dizayn edilir. Diyot sagtirma yonteminde plazma olusumu, ortama Argon gazinin
verilmesi D.C elektrotlar arasinda gerilim uygulanmasi sonucu olusur. Argon gazinin
verilmesi ve plazmanin olusmasi ile, Argon iyonlari, katoda carpar ve hedef
malzemeden atomlar koparir. Kopan atomlar, anotun alt tabaka yiizeyine piiskiirtiilerek,

ince bir film kaplama yapilir.

1.7.2. Radyo frekansi (R.F) diyot sa¢tirma

D.C diyot sactirma yonteminde hedef malzeme metal oldugunda plazma
olusumu gergeklesmektedir. D.C diyot sactirma yonteminde hedef malzeme metal degil
de yalitkan bir malzeme oldugunda, D.C diyot sagtirmada anot ve katot arasinda, pozitif
iyonlar hedef malzemenin atomlarinin kopartilmasma engel olur ve plazma
gerceklesmez. Bu durumdan kaginilmasi adina yalitkan malzemelerde R.F (Radyo
frekans) diyot sacgtirma kullanilmasi, plazmanin olusmasmma veya devem etmesine

olanak saglar (Sonmezoglu vd 2012).
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Yapilan bu ¢aligmada, Dogru Akim magnetron sputter yontemi kullanilarak Ag
filmleri cam alttaglar iizerine farkli siirelerde kaplandi. Bunun yaninda, Ag filmleri cam
alttaslar lizerine kaplanirken iletkenliginin ve ylizey tutulumunun iyilestirilmesi igin 2
nm boyutunda Pt-ara katmani cam yiizeyine piiskiirtillerek Ag/Pt/cam numuneleri
iretildi. Dogru akim magnetron sputter kullanilarak iiretilen kaplamalarin, kiibik
yapida, ylizey piriizlilik degerinin <1 nm oldugu ve yiizey direncinin ise 5
ohm/kare’den daha da diisiik oldugu belirlendi. Diger hazirlanan kaplama numunelere
oranla Ag/Pt cam numunesinin yiizey direnci 3.02 ohm/kare ve 0.596 nm RMS yiizey
purtizliilik degeri ile elektriksel ve morfolojik 6zellik acisindan daha stiin oldugu
goriildli. Yapilan calisma ile, Ag filmlerinde Pt ara katman olusturulmasi sonucunda
iletkenligin artmasinin yaninda yansiticilik 6zelliginin de arttig1  goézlenmistir

(Ozgiinoglu and Uygur 2019).

Antibakteriyel uygulamalar ve kat1 hal elektronik aygit iiretimi i¢in Germanyum
elementi olduk¢a 6nemli bir yer kaplamaktadir. Germanyum elementi incelendiginde
ozellikle optoelektronik gibi elektronik cihazlarda olduk¢a yaygin olarak kullanildig:
sonucuna varilmaktadir. Organik alt tas malzemelerden olan PET(Polietilentereftalat)
oldukca yiiksek gecirgenlige sahip bir malzemedir. Elektronik cihazlarda PET’lerin
kullanilmasinin bir sebebi de malzemenin 6zelliklerinden olan egilebilir ve biikiilebilir
olmasidir. Yapilan bu ¢alismada Germanyum elementi PET iizerine kaplanarak yiizey
ozellikleri ve antibakteriyel 6zellikleri incelenmistir. PET {izerine kaplanan Germanyum
elementinin antibakteriyel 6zelliklerinin incelenmesi amaci ile Staphylococcus aureus
ve Escherichia coli kullanilarak test edilmistir. PET {izerine kaplanan Germanyum
tabakasinin kalinligt 200 nm, tanecik boyutu ise 40 nm civarinda bulunmustur.
Kaplanan Germanyum yapilarmin kristal yonelimleri (022), (133) ve (224) olarak
belirlenmistir. PET iizerine kaplanan Germanyum elementinin XRD ve EDX analizleri
sonucunda, PET ile herhangi bir sekilde reaksiyona girmedigi goriilmiistiir. Bunun
yaninda PET {izerine Germanyum kaplanarak iiretilen iiriinlin yiizey piiriizliliigii, tane
yiiksekligi, gecirgenlik ve sofgurma analizleri yaninda atomik kuvvet ve taramali
elektron mikroskobu goriintiileri ile ylizey analizleri yapilarak bu ¢alisma kapsaminda

belirlenmistir (Pat 2016).

21



2. KAYNAK OZETLERI

Tavsan modelinde magnetron piiskiirtme ile kaplanan kalsiyum fosfatlarin,
tavsanlarin tizerinde verdigi kemik tepkisi degerlendirilmistir. Tavsan modelindeki
kemik tepkisinin incelenmesi i¢in sirasi ile 4 adet kaplama incelenmistir; HAPS, HA-
PS/ht, Ca-Pa ve Ca-Pc. Tavsanlarin lateral ve medial femoral kondilleri i¢in tasarlanmis
olan 72 adet silindirik implant 18 adet Yeni Zelanda tiirii tavsana implante edilmistir.
Tavsan modelinde kullanilmak {izere incelenen 4 tip kaplama, tavsanlara implante
edildikten sonra sirast ile 3, 6 ve 9. Haftalarda histolojik olarak kemik implant ara
yiizleri incelenmistir. Histomorfometrik olgtimler yapilarak tavsanlara implante edilen
kaplamalarin kemik temaslari, kemik arayiizii ile implant ¢evresini kaplayan kemik
miktarlart belirlenmistir. Yapilan incelemelerde, implante edilen biitiin kaplamalarin
stabil kemik iyilestirme siirecinde oldugu belirlenmistir. Incelenen 4 cesit kaplama
incelendiginde 6. ve 9. haftalardaki sonuglar arasinda onemli bir fark goriilmedigi
belirlendi. Ca-Pc kapli implantlarda kemik miktar Sl¢iimleri i¢in implanteden dairesel
bir bolge belirlenmistir. 6. hafta da olan implante kaplamalar daha sonra incelenen farkli
3 gesit kaplama ile karsilagtirildiginda 6nemli 6lglide kemik miktarinda fazlalik tespit
edilmistir. 6. haftada belirlenen fark 9. haftada incelendiginde neredeyse 6l¢iilemeyecek
diizeye gelmistir. Yapilan bu incelemeler sonucunda, Yeni Zelanda Albino
Tavsanlarinda ki trabiiler femur kemigine yerlestirilen plazma piiskiirtmeli Ca-P
kaplamalar ile magnetron piliskiirtme kullanilarak kaplanan Ca-P kemik iyilegsme

slirecinin ayni1 siirede gergeklestigi sonucuna varilmistir (Hulshoff et al. 1996).
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3.1. Materyal

Insan HDFa (Primer dermal fibroblast) hiicre hatta, Germanyum-Tungsten
kaplamalarin implant teknolojileri i¢in biyouyumlulugu incelenmeye calisiimistir.
Amaglanan bu calisma Erzurum Teknik Universitesi YUTAM (Yiiksek Teknoloji
Arastirma Merkezi) Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Hiicre Kiiltiir

Laboratuvarinda ve Temel Bilimler Fizik Boliimii Steril Oda’da gerceklestirilmistir.

3.1.1. Cahismada kullamilan cihazlar

e Magnetron Sputter (NVTS-400-2TH2SP-Nanovak)
e Tribometre (Bruker UMT)

e 37 C %S5 CO2 Inkiibatér

e Class Il Laminer Kabin

e Spektrofotometre

e XRD/EDS (XRD EXPLORER)

e SEM (SEM-Quanta FEG 250)

e Santrifii

e Invert Mikroskop

e Su banyosu

e Ultrasonikator

3.1.2. Calismada kullamilan materyal

e Bor Silikathh Lamel
o KIMTECH Pecete
e 12 ve 6 kuyucuklu plak
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3.1.3. Calismada kullanilan hiicre ve mikroorganizmalar

e HDFa (Insan Primer Fibroblast) Hiicre Hatt
e S. Aureus (ATCC 25923)
e P. Aeruginosa (ATCC 27853)

3.1.4. Calismada kullanmilan kimyasal maddeler

e DMEM

e FBS

e Penicilin Streptomisin

e PBS

e Hoescht 33258 Floresan Boya
e Methanol (%70)

e dH20

e Germanyum Target

e Tungsten Target

3.2. Metot

3.2.1. Biyomalzemelerin iiretilmesi

3.2.1.1. Kaplama yapilacak lamellerin hazirlanmasi

Germanyum-Tungsten kaplanacak olan materyal sicakliga dayanikli bor silikat
iceren lameller kullanilarak yapilmistir. Bor silikatli lamellerin kaplama 6ncesi temizligi

ve saklanmasi isleminde agagida belirtilen prosediir uygulanmistir.

3.2.1.2. Bor silikath lamellerin temizlenmesi

Lameller temiz bir cam beher igerisine alinmustir. Igerisinde lamellerin yiizeyini

kaplayacak sekilde distile su konularak 5 dakika siire ile manuel olarak ¢alkalanmuistir.
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Calkalama isleminin bitiminde distile su dokiilerek lamellerin yilizeyini kaplayacak
sekilde %70’ lik etil alkol dokiilmiistiir. Cam kabin kapagi kapatilarak agzi parafilm ile
sarilmistir. Parafilmleme isleminden sonra cam kap ultrasonikator cihazina yerlestirildi

ve 5 dakika boyunca sonik dalgalara maruz birakilmistir.

Ultrasonikasyon igleminin bitiminde lameller cimbiz ile alinarak tortu tutmayan

KIMTECH pegetelerine sarilarak muhafaza edilmistir.

3.2.3. Germanyum-tungsten oraninin belirlenmesi

Bor silikatli lamellerin  hedeflenen elementler ile %50-%50 oraninda
kaplanabilmesi amaci ile ilk olarak hedef elementlerin yogunluklar1 ve z-faktorleri
Kristal Kalinlik Olger kitapgigindan belirlendi belirlenmistir. Siras1 ile elementlerin

yogunluklari ve z-faktorleri;

1) Germanyum (GE): 5,35/0,516

2) Tungsten (W): 19,3/0,163 olarak belirlendi.

Belirlenme isleminden sonra cihaz acgilarak hazir hale getirilmistir. Cihazin RF
ve DC gii¢ kaynaklarina RF-Germanyum ve DC-Tungsten olacak sekilde Anot ve Katot
temas etmeyecek sekilde (1 mm mesafede) yerlestirilmistir. Kisa devre olusumunun
tespit edilebilmesi amaci ile akim Olger ile test yapilmistir. Kisa devre olusumunun
olmadigi teyit edildikten sonra 12 adet lamel cihaz altligina yerlestirilerek doner havza
lizerine sabitlenmistir. Sabitlenme isleminden sonra cihaz kapagi kapatilmistir.
Ardindan cihazin programi sayesinde cihaz uygun sicaklik ve atmosfer basincina (410
mT) getirilmistir. Temel islemlerin bitiminden sonra RF ve DC gii¢ kaynaklarinin
plazma olusturma ve %50-%50 oraninda kaplama yapacagi oranlar belirlenmesi i¢in

strasi ile asagida ki gibi denemeler yapilmistir.
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Cizelge 3.1. W i¢in DC gii¢ kaynagindan mT oraninin belirlenmesi

w AY/S V/A(Mili) mT
1.Deneme 1,1 300/200 25
2. Deneme 1,1 300/200 20
3.Deneme 1,1 300/200 15
4.Deneme 1,0 300/200 10
5.Deneme** 1,0 300/200 5

Cizelge 3.2. Ge i¢in RF gii¢ kaynagindan mT oraninin belirlenmesi

Ge A%S W(Walt) mT
1.Deneme 0,4 30 25
2.Deneme 0,4 30 20
3.Deneme 0,6 30 15
4.Deneme 0,7 30 10
5.Deneme 0,8 30 5
6.Deneme** 1,0 38 5
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Yapilan denemeler sonucunda tablo 3.1. ve 3.2’ de ** belirlenen oranlarda A%S
oranlarinin esit oldugu mT degerleri belirlenerek cihaz sonlandirilmistir. Kaplama
isleminin gerceklestigi bor silikath lamelde %50-%50 oranin belirlenmesi i¢in SEM’ de

gorlintiilenmek tizere saklanmustir.

3.2.4. Germanyum-tungsten ile bor silikath lamellerin kaplanmasi

Hazirlanan 6rneklerin  kaplamalart Erzurum Teknik Universitesi Yiiksek
Teknoloji Arastirma Merkezi’'nde bulunan Magnetron Sputter (NVTS-400-2TH2SP-
Nanovak) cihazi ile gergeklestirilmistir. isleme baslamadan once cihaz agilarak, argon
ve su vanalar aktif hale getirilmistir. Vanalarin aktif olmasi ile birlikte cihaz programi
acilarak RF ve DC gii¢ kaynaklarinda kisa devre olusumunun olusup olusmayacagi
akim olger ile degerlendirilmistir. Degerlendirme sonunda RF ve DC gii¢ kaynaklariin
iist havzalan acilarak RF giic kaynagina Germanyum ve DC gii¢ kaynagina Tungsten
elementleri yerlestirilmistir. Yerlestirme islemi esnasinda targetlar ile iist havza kapagi
arasinda Imm mesafe olmasina dikkat edilmistir. Yerlestirme isleminin bitimin de
kaplanacak olan bor silikatli lamellerin arka ylizeyleri isaretlenerek, doner levha iizerine
sabitlenmistir. Ti target diger RF gii¢ kaynagina baglanmistir. W-Ge kaplanmadan 6nce
tutunma ylizeyi olusturmak i¢in 200 nm Ti ara katman atilmistir. Cihaz vakum altina
alimmustir. Daha 6nceden belirlenmis olan (Germanyum (GE) igin; 1,0 AY%S 38 W
(5mT) ve Tungsten (W) igin; 1,0 A%S-> 300 V/200A (5mT) Germanyum-Tungsten
oranlar1 ve kaplama kalinligi 1 pm cihaz programina girisi yapilarak cihazin uygun
basinca ve sicakligina ulasmasi saglanmistir. Uygun basing ve sicaklik ile birlikte
kaplama islemi baslatilmistir. Kaplama islemi esnasinda RF ve DC gii¢ kaynaklarin
plazma olusumu cihazin gozlem kiiresi sayesinde gozlemlenmistir.1 saat 35 dakika
kaplama siiresi ile birlikte islem sonlandirilmistir. Vakum kirildiktan sonra cihaz
haznesinden alinan 6rnekler KIMTECH tortu birakmayan pecetelere 6zenle sarilmistir.
Kirilmalarint 6nlemek amaci ile 6rnekler ayri ayri 50 ml.” lik falconlara alinarak

saklanmustir.
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3.2.2. Biyomalzemelerin fiziksel karakterizasyonu

3.2.2.1. Tungsten-germanyum kaplamalarda Sem

Magnetron Sputter ile kaplanan lamellerin; elementlerin %50-%50 oraninda
kaplandigimin ve kalinliginin belirlenmesi amaci ile Taramali Elektron Mikroskop
(SEM)(SEM-Quanta FEG 250) kullanilmistir. Asagida verilen biiylitme oranlarinda

lamellerden goriintiiler alinarak igslem sonlandirilmistir.

Yapilan Biiyiitme Oranlari

1) 2,000 — 50 pm

2) 4,000- 40 pm

3) 8,000- 20 um

4) 10,000- 10 pm

5) 20,000- 5 pm

6) 30,000- 5 um (kalinlik)

7) 40,000- 4 um

3.2.2.2. Tungsten-germanyum kaph lamellerin XRS/EDS

Kaplama islemi yapilan lamellerde ki element oranlarinin tayini i¢in X-Ismni
Kirmim Yéntemi (XRD) uygulanmistir. Erzurum Teknik Universitesi Ileri Teknoloji
Arastirma Merkezi biinyesinde bulunan XRD EXPLORER kullanilarak yapilmistir.

Olgiimler asagida verilen biiyiitme oranlarinda yapilmustir.
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Incelenen Biiyiitme Oranlari

1)1 um

2) 5 um

3) 10 pm

Sonuglar EDAX TEAM’ in programi ile ¢izilerek islem tamamlanmistir.

3.2.2.3. Germanyum-tungsten kaph lamellerde cizilme testi

Cizilme testi icin Erzurum Teknik Universitesi Yiiksek Teknoloji Arastirma
Merkezi’nde bulunan Tribometre (Bruker UMT) kullanilarak yapilmigtir. Daha 6nceden
belirlenen parametreler 151g¢1nda geriye dogru 250N/dk yiik hizi, 50 N maksimum yiik ve

10 mm ¢izik uzunlugu ile ¢izilme testi tamamlanmistir.

3.2.2.4. Tungsten-germanyum kaph lamellerin korozyon testi

Germanyum-Tungsten kaplanmis olan lameller 12°1ik well plate cimbiz yardimi
ile konulmustur. Kaplanmis olan 6rneklerin iizerine 1 ml %10’luk DMEM besiyeri
konulmustur. 1 hafta 37 C° %5 CO; inkiibatérde inkiibasyona birakilmistir. 1 hafta
sonunda besiyerleri mikropipet ile g¢ekilerek atilmistir. Kaplanmig olan &rneklerde
korozyon olusumunun gerceklesip gerceklesmediginin belirlenmesi i¢in SEM

gorintiileri ¢ekilmistir.
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3.2.3. Hiicre kiiltiirii-sitotoksisite testler

3.2.3.1. HDFa hiicre hatt1 i¢in besiyeri hazirlanmasi

HDFa hiicre hatt1 i¢cin %10’ luk DMEM besiyeri kullanildi. DMEM besiyerini
hazirlamak i¢in; DMEM besiyeri +4 Co buzdolabindan ¢ikartilarak su banyosuna
konulmustur. FBS ve Penicilin Streptomisin -20C buzdolabindan ¢ikartilarak su
banyosuna kondu ve su banyosu 37C’ ye ayarlanmistir. Besiyeri, FBS ve Penicilin
Streptomisin su banyosunda isinirken Class II laminer Kkabin agilarak hazir hale
getirilmistir. Hazir hale getirilen laminer kabin igerisine 50 ml’lik falkon ve 25 ml-5 ml
serolojik pipet alkollenerek alinmistir. Su banyosundaki i1sinma islemi bittikten sonra
besiyeri %10 olacak sekilde hesaplandi ve 45 ml DMEM besiyerinden, 5 ml FBS’den
ve Iml Penicilin Streptomisinden konularak %10’luk DMEM besiyeri hazir hale

getirilmistir.

3.2.3.2. insan fibroblast (HDFa) hiicre hattimin biiyiitiilmesi

Class II laminer kabin igerisine steril T-25 flask alinmistir. Onceden hazir edilen
taze besiyeri bos steril flaskin igerisine 10 ml olacak sekilde konularak flask hazir hale
getirilmistir. Flaskin hazir hale getirilmesinin ardindan -80C” den donmug HDFa hiicre
hatt1 ¢ikartildi ve su banyosunda ¢ozdiiriilme islemi gerceklestirilmistir. C6zme islemi
1-2 dakika igerisinde gerceklestikten sonra alkollenerek laminer kabin igerisine
alimmistir. Kabin igerisinde alindiktan sonra hizli bir sekilde cryovial tiip acildi ve

flaskin icerisine hiicre ekimi ger¢eklestirilmistir.

3.2.3.3. insan fibroblast (HDFa) hiicre hattinin kaplamalara ekilmesi

HDFa hiicre hattinin biiyliyebildigi besiyeri olan DMEM (%10 FBS) +4
buzdolabindan ¢ikartilarak su banyosunda 37C’ ye 1sitilmistir. Isitma islemi esnasinda
Germanyum-Tungsten ile kaplanmis olan lameller ilk 5 dk. siire ile %70’lik alkol de,
ardindan Otoklav yapilmis olan distile su ile 5 dk. siire ile yikanmigtir. Isitnan DMEM
besiyeri Class Il Laminer Kabin igerisine alinmistir. %70’ lik alkol ve distile su ile

yikanmig olan kaplanmis lameller Class II laminer kabin igerisine alinmistir. 12-
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kuyucuklu plaka alkollenerek laminer kabin igerisine alinmistir. 12-kuyucuklu plakanin
kuyucuklarma uygun sekilde kesilen kaplanmis lameller cimbiz yardimi ile plate’in
igerisine konulmustur. Pozitif kontrol olarak kaplanmamis lamel cimbiz yardimi ile
kuyucuga yerlestirilmistir. Negatif kontrol olarak ise sadece besiyeri konulmustur.
Kaplanmis orneklerin ve negatif-pozitif kontrollerin iizerine %10’luk DMEM
besiyerinden 1ml konularak kuyucuklu plaka hiicre ekimi i¢in hazir hale getirilmistir.
Bu islemler gerceklestikten sonra T-25 flaskta biiyiitilen HDFa hiicre hatti
inkiibatérden ¢ikartilarak Class II laminer Kabin igerisine alinmistir. Flaskin icerisinde
ki besiyeri dokiilmiistiir. Hiicreler yaklasik 3-4 ml PBS ile yikanmistir. igerisine 3 ml
Tripsin-EDTA konularak 3 dakika siire ile inkiibatore kaldirilmigtir. 3 dakika sonunda
tripsin’i inaktive edebilmek icin tripsinin 2 kat1 besiyeri flaskin igerisine konulmustur.
15°1ik falkona hiicreler toplanarak, 5 dk. 2500xg’ de santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir.
Santrifiij isleminin bitiminde 15°lik falkonda ki siipernatant dokiilerek pelet taze
besiyeri ile siispanse edilmistir. 12°lik well plate’ de bulunan orneklere ve negatif-
pozitif kontrollere 1 ml hiicre ekilerek 3 giin siire ile 37 C %5CO2 inkiibatore
kaldirilmastir.

Kaplanmis Lamel Kaplanmig Lamel

Kaplanmig Lamel

+ + +

A 10.000 Hiicre 10.000 Hiicre 10.000 Hiicre

+ + +

1 mL Besiyeri 1 mL Besiyeri 1 mL Besiyeri

10.000 Hiicre
+
1 mL Besiyeri

Kaplanmis Lamel Kaplanmis Lamel Kaplanmig Lamel

+ + +

B 10.000 Hiicre 10.000 Hiicre 10.000 Hiicre
+ + +

1 mL Besiyeri 1mL Besiyeri 1 mL Besiyeri

10.000 Hiicre
+
1 mL Besiyeri

Kaplanmig Lamel Kaplanmig Lamel Kaplanmig Lamel
10.000 Hiicre
+
1 mL Besiyeri

+ + +

c 10.000 Hiicre 10.000 Hiicre 10.000 Hiicre
+ + +

1 mL Besiyeri 1 mL Besiyeri 1 mL Besiyeri

Sekil 3.1. Hiicre ekimi i¢in hazirlanan 12-kuyucuklu plaka
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3.2.3.4. Germanyum-tungsten kaplamalarda hoescht boyama

Germanyum- Tungsten ile kaplanmis olan bor silikatli lamellerin HDFa hiicre
hatt1 iizerindeki kromozom anomalileri tespit edebilmek icin hoescht 33258 boyama
yapilmistir. Hiicreler hoescht boyama i¢in hazir hale getirilmeden 6nce hoescht igin

gerekli olan soliisyonlar ve boya hazir hale getirilmistir.

*%004° ik paraformaldehit ya da glutaraldehit hazirlama (50 ml igin)

48 ml PBS igerisine 2 ml glutaraldehit veya paraformaldeiht konularak 50 ml’lik

fiksasyon soliisyonu hazirlanmistir.

**Hoescht 33258 boya hazirlama (10 ml igin)

5000/2500=2 dilue oranina gore hazirlandi. 10 ml hoescht boya hazirlamak i¢in
8 ml PBS igerisine 2 ml hoescht 33258 floresan boya konularak hazirlanmistir.

12°lik well plate 37C %5 CO2 inkiibatorden ¢ikartilarak Class Il laminer kabin
igerisine almmustir. Kuyucuklarda bulunan besiyerleri mikropipet ile ¢ekilerek
atilmistir. Her kuyucuk 1 ml PBS ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra her
kuyucuga 2 ml %4’liik glutaraldehit soliisyonu konulmustur. Kuyucuklu plaka 30
dakika siire ile +4C buzdolabina kaldirilmistir. 30 dakika bekleme siiresinin bitiminde
glutaraldehit mikropipet ile ¢ekilerek atilmigtir. Ardindan kuyucuklar 1 ml PBS ile
tekrardan yikanmistir. Yikama isleminin bitmesi ile birlikte her kuyucuga orneklerin
iistli kaplanacak sekilde hoescht 33258 floresan boya konuldu ve karanlikta 5 dakika
stire ile oda sicakliginda inkiibasyona birakilmigtir. Bu esnada hiicre kiiltiirii
laboratuvarr hoescht 33258 floresan boyama igin karanlik hale getirilmistir. Invert
mikroskop uygun mercege getirilerek ayarlanmistir. 5 dakika sonunda hiicreler invert

mikroskopta incelenmistir.
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3.2.3.5. Tungsten-germanyum kaph lamellerde hiicre canlihg:

Hiicre canliliginin 6lgiilmesi amaci ile in vitro sitotoksisite testlerinden biri olan
MTT’ ye bagvurulmustur. Kaplanmis ve kaplanmamis olan lamellerin {izerine 0.5 ml
taze DMEM besiyerinden ve %10 MTT soliisyonu dokiilerek 37 C° %5 CO- de 3 saat
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon bitiminde besiyerleri dikkatli bir sekilde
mikropipet ile ¢ekilmistir. Olusan formazan kristallerini ¢o6zmek i¢in dimetil siilfoksit

kullanild1 ve spektrofotometre de 6l¢iim alinarak analiz edilmistir.

3.2.4. Antimikrobiyal testler

3.2.4.1. Bakteriyel kiiltiir hazirlama

S. aeureus ve P. aeruginosa, gece boyunca 37 C®de Mueller Hilton Broth
(MHB,0Oxoid) ortaminda kiiltiirlenmistir. Bakteriyel silispansiyon, antimikrobiyal ve
biyofilm 0Ozelliklerinin degerlendirilmesi i¢in MHB’de 0,5 McFarland standardina

ayarlanmistir.

3.2.4.2. Halo inhibisyon bélgesi testleri

Antimikrobiyal aktivitesi, halo inhibisyon bolge testleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tim numuneler, gece boyunca %70 etanol kullanilarak steril edildi
ve ardindan steril su ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra halo inhibisyon testi S.
aureus ve P. aeruginosa kullanilarak yapilmistir. Gecelik kiiltiirler 0,5 McFarland’a
ayarlandi ve  MHB plakalarina ekilmistir. Ardindan inhibisyon boélgeleri kontrol

edilmistir.

3.2.4.3. Antibiyofilm aktivitesinin sem ile degerlendirilmesi

Antibiyofilm aktiviteleri i¢in Tungsten-Germanyum ile kaplanmig olan
borosilikat camlar 10 dakika siire ile %70 EtOH’da inkiibe edilmistir. inkiibasyon

sonunda 24 saat UV’ye maruz birakilarak sterilize edilmistir. 24 saat sonunda Tungsten-
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Germanyum ile kaplanmis borosilikat camlar 6-kuyucuklu bir plakaya yerlestirildi ve
ardindan 0,5 McFarland bakteri hiicreleri ekilmistir. 37 C° 48 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda numunelerden biyofilm toplamak icin %0,25 Tripsin
soliisyonu ile yikanmistir. Cozelti, 600 nm OD o6l¢timii ile degerlendirildi. W-Ge kaplh
borosilikatli camlar 30 dakika siire ile %70’lik EtoH ve hemen ardindan 48 saat UV’ye
maruz birakilarak sterlize edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra 6- Kuyulu Plaka’da
MHB oran1 yapilarak numuneler ve bakteriler ekilerek inkiibasyona birakilmistir.
Kontrol olarak borosilikatli camlar kullanilmistir. inkiibe edilen numuneler iki kez PBS
ile muamele edilerek yikanmistir. Sabitlemek i¢in oda sicakliginda 30 dakika siire ile
%2,5 glutaraldehit ile muamele edilmistir. Sabitlemenin bitiminde siras1 ile
%20,50,80,90,99.9 etanol ile 10 dakika boyunca dehidre edilmistir. Dehidrasyon

isleminden sonra numuneler SEM ile gézlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu ¢alismada Magnetron Sputter kullanilarak kaplanan bor silikatli lamellerin
tribolojik, biyouyumluluk ve anti-mikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmuistir.
Bu kapsamda tribolojik ozelliklerinin belirlenmesi i¢in, SEM, XRD/EDS, Cizilme
Testleri; Biyouyumluluk o6zelliklerinin belirlenmesi i¢in, Korozyon, Hoescht 33258
Floresan Boyama, MTT ve Anti-mikrobiyal aktivitelerinin belirlenebilmesi amaci ile de
Halo Inhibisyon Testleri yapilmistir. Sonuglar Tribolojik, Biyouyumluluk ve Anti-
Mikrobiyal seklinde siralanarak asagida gosterilmistir.

4.1. Tribolojik Bulgular

Sekil 4.1. Ti ve W-Ge kaplama Orneklerinin 316 L paslanmaz ¢elik ve
borosilikat cam yiizeylerinin SEM goriintiileri gosterilmistir.  Sekil 4.1.b’de
goriilebilecegi gibi, kaplama sonrasinda 316L paslanmaz celik morfolojisi hala tipik
316L mikro yapiya sahip oldugu gortilmiustiir (Elias et al. 2008). Sekil 4.1.a, kaplanmis
bor silikatli camin morfolojisi gosterilmistir. Bilindigi gibi bor silikatli cam amorf bir
malzemedir, bu nedenle malzemenin atomik diizeni yogun bir sekilde paketlenmistir
(Berthier and Biroli 2011). 316L mikro yapinin aksine, bu kaplanan numunelerin
yiizeylerinde catlak ve gozenek gibi deformasyonlara neden olmadigindan, substrat

yiizeyinde herhangi bir tane sinir1 olmaksizin oldukga piiriizsiiz ve homojen bir yiizey

profiline yol agmaktadir.

v | 12000x | 80Pa | 3.5 9.8 mm | GSED ETU-YUTAR { st | 19.00kv | 2000x | BoPa 35 |79 GSED E

Sekil 4.1. W-Ge kapl taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiiler: a) borosilikat
cam 10um ve 2um (i¢ resim), b) 316 L paslanmaz ¢elik 50um ve 5um (i¢
resim).
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Sekil 4.2.’de gosterildigi iizere; borosilikatli ve 316 L paslanmaz ¢elik substrat
olmak iizere iki katmandan olusan kaplama orneklerinin, sirasi ile birinci ve ikinci
katmanda, 200 nm Ti ve 1000 nm W-Ge birlesimi oldugu gosterilmistir. Sekil 4.2.’a ve
Sekil 4.2.°b de gosterilen SEM goriintiilerinden, malzemelerin ¢okeltme ortalama
kalinliklarinin, c¢okeltme islemi esnasinda kristal kalinlik monitoérii kullanilarak
olgiildiigiinde yaklagik olarak 1200 nm (200nm Ti ve 1000 nm W-Ge) oldugu
gosterilmistir. Olusan birikim kalinligi, asinmaya direngli kaplama testleri igin makul
olgilide yeterli oldugu goriilmiistiir (Ching et al. 2014). Borosilikatli cam tizerinde W-Ge

kaplamalarinin incelenmesi sonucu, kaplama yapilan W-Ge yapilarinin piiriizsiiz,

gbzeneksiz ve yogun bir yapiya sahip oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.2. Kaplama malzemelerinin SEM kesiti a) borosilikat cam, b) 316 L paslanmaz
celik ve c) Alt yizeylerde W-Ge ve Ti kaplama katmanlarinin sematik
gosterimi.

Sekil 4.3.’de borosilikat ve 316 L paslanmaz celik substratlar iizerinde EDS
sonuglar1 gosterilmistir. Sekil 4.3.a’da borosilikat yilizeyindeki atomik icerikleri
gosterilmistir. Sekil 4.3.a’da gosterilen EDS grafik sonucunda, siras1 ile Ti, W ve Ge
katmanlarindan atomik igerik yiizdesi olarak %4.01, %27.32 W ve %68.67 Ge bilesim
katmanindan geldigi anlagilmistir. Diger yandan, Sekil 4.3.b’de 316 L paslanmaz ¢elik
substat tizerindeki kaplama c¢okeltisinin atomik igerigi gosterilmistir. Sekil 4.3.b’de
gosterilen EDS grafiginden, tampon ve substrat katmanindan sirasi ile %4.43 Ti, %4.0
Cr, %10.54 Fe gelirken, bilesim katmanindan sirasi ile %22.95 W ve %58.09 Ge
gelmistir. Bir kristal kalinlik monitdrii ile olgiilen kalinlik ile bilesimde elde edilen W-
Ge element agirliklart hemen hemen ayni bulunmustur (%50-50). Kaplama islemi
esnasinda, magnetron piiskiirtme cihazinin piiskiirtme giicii ve gaz akis hizlan gibi
parametrelerinden dolay: bilesimlerin element igerikleri etkilenmistir (Chan and Teo

2005). Magnetron piiskiirtme isleminde W ve Ge i¢in ayni element agirliklariin elde
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edilebilmesi i¢in DC piiskiirtmede W ve Ge i¢in 300 V ve RF i¢in 115 W kullanilarak 5
mTorr Argon (Ar) ortaminda biriktirilmistir.

[ LT

a Ge Element Weight % Afomic %
549K |
TiK 1.88 4.01
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Sekil 4.3. W-Ge kapli numunelerin EDS goriintiileri: a) Borosilikat substrat, b) 316 L
paslanmaz celik alt tabaka.

Karsilagtirma amagli olarak kaplanmamis 316 L paslanmaz ¢elik substratin XRD
spektrumu Sekil 4.4.b’de gosterilmistir. Kaplanmamis 316 L paslanmaz celik i¢in
bildirilen tepe degerlerinin Sekil 4.4.b’de de 51° 59° ve 89° 2 6 Fe gozlendigi
gosterilmistir (Hilders et al 2015). 200 nm Ti tampon katmani ve 1000 nm W-Ge
bilesim katmani ile kaplanmis 316 L paslanmaz gelik substratin XRD spektrumu Sekil
4.4.2’da gosterilmistir. Sekil 4.4.a’da gorildiigi iizere, kaplamanin kiigiik kalinlig1 ve
gozenekli yapilarin bulunmasi, alt tabakadan yiizey tabakasina dogru ostenit bir
diflizyona neden olmustur. 316 L substrat lizerinde ki pasit oksit tabakadan gelen
Cr3O’yu (JCPDS: 96-152-8030) 52° 2 0 tepe degeri gostermistir. Bahsedildigi tizere ve
Sekil 4.3.’te gosterildigi gibi, W ve Ge i¢in ¢okelme orani %50-%50 olacak sekilde
diizenlenmistir. Sekil 4.4.a’da 44.86(derece)’lik 2’ (110) tepe degeri ile gosterilen
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WGe2’ nin; W ve Ge’nin reaktif piiskiirtme esnasinda, WGe: kimyasal bilesiminin, 00-
071-1271 JCPDS degeri ile eslesmesine sebep olmustur. Ge’nin W’ye karsi atomik
yapisinin iki kattan fazla olmasi, Sekil 4.3.’te de gosterildigi gibi bulunmustur. W ile
kimyasal olarak birlestirilmemis olan Ge atomlari, biiylik olasilikla 316L substrat
tizerinde ki oksit tabakasi tarafindan oksitlenmesinden kaynaklanmaktadir. Oksitlenmis
olan Ge atomlari, Sekil 4a’da 2 0 tepe degeri 34° ile gosterilen kiigiik tepeye karsilik
gelmistir (JCPDS:96-900-6858). Kaplamanin kristal yapilara sahip oldugunu, XRD
analiz sonuglar ile gosterilmistir. Kristalin taneler yapisi Sekil 4.1.a ekli resimde agikca
gosterilmistir. WGe2’nin (110) oryantasyonu XRD sonuglarina gére W-Ge kaplamada

baskin pik oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.4. XRD Grafikleri. a) W-Ge kaplama ornegi, b) Kaplanmamis 316 L
paslanmaz celik.

Kaplama malzemelerinin yapisma 6zelliklerinin belirlenip degerlendirilebilmesi
i¢in ¢izik testi ¢ok iyi bilinen bir tekniktir (Steinmann et al. 1987). W-Ge kaplamasinin
atmosferik kosullar altinda ve oda sicakliginda ki kritik yapigsma yiikii (Lc) degerini

arastirmak icin W-Ge kaplamasia ¢izik testi yapilmistir. Kaplamanin kritik yiikler
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degerleri hesaplanirken, ortaya ¢ikan kaplama birikimlerinin ve altlik ara yiizeyindeki
yapigsma davraniglarinin arastirilabilmesi i¢in Tribometre (Bruker UMT) kullanilmistir.
W-Ge kaplamasinda yapilan ¢izilme testi, daha dnceden belirlenen ¢izilme testi deney
parametreleri altinda geriye dogru 250 N/dk yiik hizi, SON maksimum yiik ve 10 mm
¢izik uzunlugu ile ¢izilme testi tamamlanmistir. Cizilme testinden elde edilen normal
kuvvet (Fz), kritik yiike karsi siirtiinme katsayisi (COF) ve siirtiinme kuvveti (Ff)
degerleri Sekil 4.5.’de gosterilmistir. Cizilme testinin baslangicinda siirtlinme katsayi
degeri 0,24 civarindaydi ve 0,32 civarina hafif¢e yiikselmistir. Siirtlinme katsayisinin
oldukca kararli olmasinin sebebi numune yiizeyinin diizgiin bir morfolojiye sahip
olmasi ve ortalama siirtinme katsayisinin ise 0,3 civarinda oldugu arastirilmistir.
Beklenildigi gibi 0’dan 50 N’ye artan normal kuvvet ile Ff de 20 N civaria
yiikselmistir. Kritik yapigsma yiik degerini arastirmak i¢in normal kuvvetin kademeli
olarak arttig1 ve ¢izik ucu alt tabakaya ulagtiginda, bu kuvvetin arttig1 bilinmektedir.
Siirtlinme  katsayis1 ve Ff’de carpici degisikliklere yol acan bir sebep ise kaplama
numunesinin yapistirict arizalarina neden olmasidir. Bundan dolayr 316 L’den elde
edilen altlik iizerine beklenen kaplamanin kritik yiik degeri 32,8 N’dir. Ek olarak
cizilme testi esnasinda meydana gelen radyal catlagin olusturdugu yapistirict arizasi
Sekil 4.5.te ek resim olarak gosterilmistir. Yapilan arastirmalara gore, film
yiizeylerinde metallerin oksidasyonu numunelerin ultra vakum kosullarindan atmosferik
ortama ¢ikarilmalarindan kaynaklanmistir (Mukerji and Prakash 1998). XRD analizleri,
Ge20 ve Cr30 metalik oksitlerin goriilmesinin iki sebebi olabilecegini gostermektedir.
Ya altlik {izerinde ki oksit tabakasi ya da biriktirme odasindan ¢ikarilmasinin ardindan
oksitlenme nedeniyle kaplamada birikime ugramasidir. Agiklanan olaya bagl olarak
metaller de bu oksidasyonlarin meydana gelmesi, filmde ki kristalize WGe2 formunun
bir sonucu olarak, siirtiinme katsayis1 ve asinma ozelliklerinin diisiik hale gelmesine
neden olmaktadir. Arastirmalara gore, Archard modeline gore katsayr ve sertlik
degerleri ters bir sekilde gosterilmistir (Kawamoto et al. 2004). Olusan diisiik siirtiinme
katsay1 degerleri, materyalin kaplanmas1 i¢in kullanilan malzemelerin yiiksek sertlik
ozellikleri gostermesinden dolayr kaplamada da yiiksek sertligin olustugunu
gostermistir. Cizilme testinden sonra, kaplanmis materyalin ortalama siirtlinme katsay1
degeri ile kaplanmamis olan 316 L paslanmaz ¢elik degerleri ile karsilastirildiginda,
kaplanmis materyalin siirtlinme katsayis1 (~0,3), kaplanmamis olan 316 L paslanmaz
celik (~0,5 tizerinde)’ten yeterince diisiik bulunmustur (Nascimento et al. 2009). Genel

sonuglar, Kristal W-Ge kaplama numunesinin siirtiinme katsayr degerinin, kaplama

39



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

yapilarinda ki yiiksek yogunluk ve sertlik nedeniyle kaplanmamis 316 L paslanmaz
celik alt tabakadan daha diislik bir degere sahip oldugunu gostermistir.

Ff,N COF
24, 0.56
20 0.48
161 b 0.40

0.32
12] i
0.24
8 0.16
41 0.08
%0 -40 -30 -20 -10 0°
-32.8 Fz,N

Sekil 4.5. W-Ge kaplama numunesinin normal ytike kars1 kritik yiik degeri, siirtlinme
katsayilar1 ve ekteki resim de goriilen yapistirict arizasi.

Korozif davraniglarin incelenmesi amaci ile, W-Ge kaplamalar SBF (Simiile
Viicut Sivisi) yerine HDFa hiicre hattini kiiltiire edebilmek ic¢in kullanlan DMEM
besiyeri kullanilarak yapilmistir (Lee et al. 2011). DMEM ile 7 giin siire ile muamele
edilen W-Ge kaplamalari, 7 giin sonunda elektron mikroskobunda incelendiginde

morfolojide gozlemlenebilir bir degisiklik olmadig1 gorilmiistiir (Sekil 4.6.).

ETU-YUTAM 2 | s¢ | 2000kv 10000x 100Pa | 3.5 | 93 mm LD ETU-YUTA

Sekil 4.6. Taramal1 elektron mikroskobu (SEM, FEI inspect S50 SEM) W-Ge kaplamali
borosilikat yiizeyi goriintiisii. A) Statik korozyon testi 6ncesi W-Ge kaplama,
b)7 giin boyunca DMEM besiyerin de kalan W-Ge’nin Statik Korozyonu.

Goriintiilemenin ardindan ayrica EDS analizinde, W-Ge molekiillerinin atomik
oranlarinda 6nemli bir degisiklik olmadigini1 ortaya koydu. Ancak yapilan tiim EDS

analizlerin de karbon pikleri tespit edildi ve bu piklerin olusmasinin sebebi korozyon
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testlerini gergeklestirmek i¢in kullanilan DMEM besiyerlerinin yitkanmamis olmasindan

kaynaklaniyor (Sekil 4.7.).

Ge
1.44K] Element Weight % Atomic %
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1.28K]
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112K WL 41.94 10.93
0.96K GeK 40,62 2682
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ik A
0.00 0.90 180 270 3.60 450 540 6.30 7.20 810

Sekil 4.7. 7 giinlik DMEM besiyerinde Statik korozyon sonrast W/Ge (%at.) atomik
oranlarin1 gosteren W-Ge kapli borosilikat cam ylizeyin enerji dagitict X-
1s1n1 spektroskopi (EDS, EDX) sonuglari.

4.2. Biyouyumluluk Analizleri

Yapilan ¢alismalar, Germanyum islevsellestirilmis grafenin, biyomedikal
cihazlara entegre edilebilecegini belirten antimikrobiyel ve hemo uyumluluklarinin
oldugunu iddia etmistir. Grafen ile Germanyum birlestirilmesi durumunda,
birlestirilmemis grafen’e kiyasla daha fazla biyouyumluluk ve anti-mikrobiyal 6zellik
olacaktir (Geng et al. 2016). Alveolar makrofaj, NR8383 gibi hiicre hatlar1 iizerinde
pozitif yiiklii Ge NP’lerin sitotoksik etkiye sebep oldugunu ancak, karboksilik asit, Ge
NP’ler ile kombine edilmis PEG kaplamalarinda ise toksisite goriilmemistir. Bu
degerlendirmeler sonucunda kullanilacak olan materyalin yiizey kimyasi toksisite ve
biyouyumlulukta ana rol istlenmektedir (Bhattacharjee et al. 2013). Yapilan diger
calismalara gore, kiiltiire edilen insan Pulmoner Arteriyel Endotelyal, Insan Dermal
Fibroblast hiicrelerinde asinma testine sokulan Tungsten bobinlerinde, insan Pulmoner
Arteriyel Endotelyal ve Insan Dermal Fibroblast hiicre hatlari iizerinde sitotoksik bir
etki yaratmadigini ve aginma oraninin yavas oldugunu gostermistir. Ayrica hiicre hatlari
tizerinde ki sitopatolojik etkilerin ancak yliksek konsantrasyon iceren partikiiller de
(>50mg/ml) meydana geldigi ortaya c¢ikmustir (Peuster, et al. 2003). Magnetron
puskiirtme kullanilarak elde edilen ve kaplanan elmas benzeri karbon Tungsten, yiiksek

kimyasal direng, diistik piiriizliiliik ve yiiksek biyouyumluluk agisindan diisiik olan DLC
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filmlerinin aksine kimyasal direng, piiriizliiliik ve biyouyumluluk agisindan daha yiiksek
oldugunu iddia etmistir (Mansano et al. 2008). Yapilan c¢aligmalari destekleyen
caligmalarimiz, Tungsten-Germanyum diger metallerin 6zelliklere gore kaplanan W-
Ge’de hiicresel yayilmalarin, baglanmalarin ve biyouyumluluk o&zelliklerinin diger

metallere oranla daha yiiksek oldugunu gostermistir.

Hiicre morfolojilerinin degerlendirilmesi amaci ile floresan bir boya olan
Hoescht 33258 ile g¢ekirdek boyamasi gerceklestirilip ve floresan mikroskop altinda
incelenmistir. Incelenen kaplamalarda, Insan Primer Fibroblast Hiicreleri (HDFa)
kaplamalar {izerinde iyi yayillmis ve uygun goriinmektedir. 24 saat sonunda
kaplamalarda Hoescht 33258 floresan goriintiileme sonucu, negatif kontrole (polistiren
hiicre kiiltiirii plakas1 alt yiizeyi) kiyasla, kaplamalarda ki hiicre sayisi benzer
bulunmustur. Hoescht goriintiileme sonucu hiicre ¢ekirdekleri incelendi ve goriiniir bir
sekilde mutasyon ile karsilasiimadi. Diger yandan kaplanmis borosilikat yilizeyinde
bulunan hiicreler ile pozitif olarak kaplanmamis borosilikat yiizeyinde ki hiicreler
kiyaslandiginda, kaplanmamis borosilikatli cam yiizeyinde insan Primer Fibroblast
Hiicrelerinin kaplanmis borosilikatli cam yiizeyine gore yayilmadigi ve baglanmadigi
goriilmistiir. Bunun ile birlikte kaplanmamis borosilikathh cam ylizeyinde yapilan
Hoescht 33258 goriintiileme ile hiicrelerin tutunmadigi ve yiiksek oranda da bozulmus

¢ekirdek govdelerinin oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. 24 Saat sonra farkli yiizeylerde insan fibroblast (HDFa) hiicre kiiltiiriiniin
immiinofloresan mikroskopi goriintiileri. A) W-Ge kapli borosilikat yiizey
(10X biiyiitme), b) W-Ge kapli borosilikat yiizey (20X biiyiitme), ¢c) W-Ge
kapl borosilikat ylizey (40X biiyiitme), d) Hiicre Kiiltiirli plakas1 alt yiizeyi
(10X biiyiitme), e) Hiicre kiiltlirti plakas1 (20X biiyiitme), f) Hiicre kiiltiiri
plakast alt yiizeyi (40X biiyiitme), g) Kaplanmamis borosilikat ylizey (10X
bliylitme), h) Kaplanmamis borosilikat ylizey (20X biylitme), 1)
Kaplanmamis borosilikat yiizey (40X biiylitme).

Tungsten-Germanyum kapli borosilikatli camda ki ve kaplamasiz borosilikatlt
camda ki hiicre canliliklart kiyaslandigr zaman sirasi ile Tungsten-Germanyum kaplh
borosilikatli camda hiicre canlilifi %93 iken, kaplamasiz borosilikatli camda ki hiicre
canliligt %21°dir. Diger yandan Tungsten-Germanyum kapli borosilikatli camdaki
hiicre canlilig ile negatif kontrol (polistiren hiicre kiiltiirii plakas1 alt ylizeyi) arasinda

onemli derece de bir fark goriilmiistiir.

Hiicre canliligi analizi i¢in kullanilan MTT testi, kaplanmis olan borosilikatli
yiizeyler ile negatif kontrol arasinda 6nemli bir fark olmadig1 ortaya koymaktadir. Diger
yonden kaplanmamis olan borosilikatli cam yiizeyinde ki Insan Primer Fibroblast
hiicrelerinin sayis1 yiiksek oranda azaldigi ve canliligin %21°e diistiigii bulunmustur

(Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. Kaplamasiz borosilikat ylizeyinin ((+) Ctrl), W-Ge kapli borosilikat
yiizeyinin ve hiicre kiiltiirii plakas1 alt yiizeyinin ((-) MTT hiicre canlilik
analizi. Sembol (*), (-) Ctrl, (GraphPad Prism® version 7.0, Two Way
ANOVA, Tukey testi istatiksel degerlendirme igin kullanild:. Istatiksel
anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi) ile karsilastirildiginda hiicre
canliliginda 6nemli bir azalmay1 temsil eder.

4.3. Antimikrobiyal Bulgular:

Antimikrobiyal aktivitenin tespit edilebilmesi i¢in 2 tip bakteri kullanildi. S.
aureus ve P.aeruginosa. S. aureus dogada fazlaca bulunan Staphylococcaceae
familyasindan gram pozitif bakteridir. insanlarda bircok enfeksiyona neden olmasi ile
de arastirmalara sik¢a konu olmaktadir. S.aureus’unlarin implante sistemlerde ki
enfeksiyonel durumlarin ve metisiline kars1 gelistirdigi antibiyotik direngliligin
sonucunda canli doku implante sistemlerinde hayati risk tasimaktadir ve bu nedenlerden
dolay1 biyomateryallerin antimikrobiyal aktivite gostermesini zorunlu kilmistir (Rehm
ve Tice 2010). Ikincil olarak kullanilan bakteri ise Pseudomonadaceae familyasindan
Gram negatif olan Pseudomonas aeruginosa’dir. Hastane enfeksiyonlarin basinda
gelmesi, antibiyotik direngliligine sahip olmasi ve viriilant faktorler tarafindan canli
dokuyu enfekte edebilme 6zelliklerinden dolay1, implante sistemlerde meydana getirdigi
enfeksiyonlar hayati risk tagimaktadir (Giil vd 2004).
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W-Ge kaplamalarinda antimikrobiyal aktivitenin tespit edilebilmesi i¢in halo
inhibisyon testi kullanildi ve antimikrobiyal aktivite ig¢in iireme olmayan alan
degerlendirilmistir. Yapilan degerlendirme de taban hatti kontrol grubunda veya
ornekler de higbir inhibisyon bolgesi gdzlenmemistir (Sekil 4.10.a). Inhibisyon
bolgelerinin  gézlemlenmemesi S.aureus ve P.aeruginosa’ya karst W-Ge kaplama
orneklerinin antimikrobiyal aktivite gosteremedigini gostermistir. Elde edilen sonuglar
ile W-Ge kaplama malzemesinin petri kabina salinmadigini géstermektedir. Olusturulan
ortamin W-Ge kaplamalar1 i¢in uygun olmayabilir (Green et al. 2011). Germanyum-
Tungsten kapli olan borosilikatli camlardan tripsin muamelesi ile elde edilen
P.aeruginosa ve S.aureus ¢ozeltilerinin OD degerleri P.aeruginosa igin 0,025 ve
S.aureus i¢in 0,018 nm olarak belirlenmistir. Elde edilen OD degerlerine karsin, Sekil
10b’de gosterildigi gibi, taban ¢izgisinin OD degerleri P.aeruginosa ve S.aureus igin
siras1 ile 0,0534 ve 0,020 nm olarak belirlenmistir. W-Ge kapli ve kaplamasiz
numuneler, bakterileri yapismasini gézlemlemek icin SEM kullanilarak goriintiilenmesi
gerceklestirildi (Sekil 4.10.c). Elde edilen SEM goriintiileri, W-Ge kapli 6rneklerin
P.aeruginosa ve S.aureus’a karsi antibiyofilm 6zelligi kazandigin1 gostermistir. Anti-
mikrobiyal aktivite galismasinda, kontrol olarak kaplamasiz cam kullanilmistir (Golberg
et al. 2016). W-Ge kapli 6rneklerde bakterilerde aderans seviyesinin azaldigi agikca
goriilmektedir. Bundan dolayr SEM goériintiilerinden anti-biyofilm aktivitesi gosterdigi

anlasilmaktadir.

a. C. Basaline control Ge-W coated glass
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Sekil 4.10. Borosilikat camlar (temel kontrol) ve W-Ge kapli yiizey (biiyiitme:5000x)
tizerindeki S.aureus ve P.aeruginosa biyofilminin SEM morfolojileri.
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5. SONUC ve ONERILER

W-Ge kompozisyon filmleri, literatiirde ilk kez reaktif magnetron piiskiirtme
teknigi kullanilarak biriktirilmistir. WGe2 kimyasal bilesigi (110) kristal fazda yogun
bir yapi ile gézlenmistir. Ti tampon tabakasi tizerindeki W-Ge filminin ortalama
fraksiyon katsayisi, kaplanmamis 316 L substrattan oldukca diisiik olan ~0.3 olarak elde
edilmistir. Kaplanmis filmin yapisma mukavemeti degeri 32.8 N olarak elde edilmistir.
Statik korozyon analizi, 7 giinlik DMEM ile muamele edilme isleminden sonra yilizey
morfolojisinde ve W-Ge kaplamalarin atomik oraninda 6nemli bir degisiklik olmadigini
gostermistir. Ayrica biyouyumluluk analizi, HDFa hiicre kiiltiirlerinin numune
yiizeylerine olumlu sekilde baglandigini ve hiicrelerin uygun homojenlikle yayildigini
gostermistir. Hiicre canliligr testi, W-Ge kapl yiizeyler ile hiicre kiiltiirii plakasi
arasinda onemli bir fark olmadigini ortaya koymaktadir. Son olarak, iki farkli patojenik
bakteri susu (S.aureus ve P. Aeruginosa) kullanilarak kaplamalarin antibiyofilm

aktivitesi gosterilmistir.

Literatiirde ilk kez magnetron sputter kullanilarak kaplanan W-Ge kompozit
filmlerin, yapilan tribolojik, biyouyumluluk ve anti mikrobiyal aktivite testlerinin analiz
sonuclarinin, W-Ge kaplamanin biyo-implant malzemesi olarak kullanilabilecegini
gostermistir. Yapilan bu galisma in vitro olarak calisilmis ve sonuglarin biyo-implant
olarak kullanilan malzemeler ile ortak Ozellikler sergiledigi gosterilip, ilerleyen
asamalarda in vivo testlerin yapilarak biyoimplant malzemesi olarak kullanilabilecegini

ortaya koymustur.
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