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OZET

Alzboun, M. (2020). Bor ile Modifiye Titanyum Implant Yiizeylerinde Biyofilm Olusumu ve
Osteoblast Aktivitesinin in vitro Analizi. Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisti, Oral
Implantoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Bu calismanin amaci; bor ile modifiye titanyum (Ti) yiizey isleme yontemlerinin geleneksel

kumlama ve asitleme yontemleri lizerine olan etkisini karsilagtirmaktir.

Toplam 216 adet olan tornalanmis titanyum (Ti) diskler dort esit gruba ayrilmistir. Bunlardan
birincisi aluminyum oksit (Al2Os) ile kumlanmis ve hidroklorik / stlfiirik asit ile asitlenmis
standart implant ylzeyi (kontrol, SLA); ikincisi aliminyum oksit (Al>Os) ve borik asit (H;BO3)
ile kumlanmis ardindan tetrafluoroborik asit ile asitlenmis yiizey (test 1, SBF); iiglinciisii
aluminyum oksit (Al,O3) ve borik asit (H3BOs) ile kumlanmis ardindan tetrafluoroborik asit ile
asitlenmis, daha sonra borik asit soliisyonu eklenmis yiizey (test 2, SBF-B); ddérdunclsu ise
aliminyum oksit (Al.O3) ile kumlanmis ve tetrafluoroborik asit ile asitlenmis yiizeydir (test 3,
SAF).

Yizey o6zelliklerinin 6lcimd icin konfokal lazer tarama mikroskopisi, stylus profilometrisi,
tarama elektron mikroskopisi ve X-ismi1 fotoelektron spektroskopisi  kullanilmigtir.
Porphyromonas gingivalis ve Streptococcus mutans'in adezyon davranigi ve canliligy; insan fetal
osteoblastik hiicrelerinin canliliklar1 ve osteokalsin tiretimi hiicre kiiltiirleri ve lizat analizleri ile

Olciilmiistiir. Sonuglar parametrik olmayan testlerle analiz edilmistir (p <0.05).

Bulgular: Aritmetik ortalama ytiksekligi (Sa) 1.6 (SD: 0.6) um olan tiim &rneklerin yiizey alan
piirtizliiliiklerinin degerlerleri birbirlerine benzer bulunmustur. SBF-B ylizeyi; SLA, SBF ve
SAF yiizeyleri ile karsilagtirildiginda en yiiksek CCK-8 (% 187.5, IQR: 37.5; p = 0.0231) ve
osteokalsin tiretimini (228.9 ng / ml IQR: 14.1; p <0.0001) saglarken, P.gingivalis ve S.mutans
bakterilerinin her ikisi i¢in de en diisiik adezyon oranlarmi ((sirastyla (45x102 (IQR: 22.5x102)
and (290x103 (IQR: 45.5x103)) (p=0.0002) gostermistir.

Sonugclar: In-vitro incelemenin sinirlar1 dahilinde, aliiminyum oksit ve borik asit ile kumlanmus,
tetrafloroborik asitle asitlenmis, ardindan borik asit soliisyonu eklenmis Ti yiizeyinin (SBF-B);
anlamli derecede osteoblast yapismasimi arttirdigt ve bakteriyel adezyonu azalttigi sonucuna
varilabilir. SBF-B yiizeyi; SLA, SBF ve SAF yiizeylerine kiyasla daha iyi sonuclar ortaya
koymustur.

Anahtar Kelimeler: Titanyum Yiizey Islemi, Borik Asit, Tetrafluoroborik Asit, Osteoblast,
Bakteri Adezyonu

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.
Proje No: 31831
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ABSTRACT

Alzboun, M. (2020). In Vitro Comparison of Titanium Surface Conditioning via Boron-
compounds and Sand-blasting Acid-etching. Istanbul University, Institute of Health
Science, Oral Implantology Dep. Doktora Thesis. Istanbul.

Objectives: The aim of this study was to compare the effect of a boron-based titanium
(Ti) surface treatment method against the conventional sand-blasted & acid-etched Ti
implant surfaces.

Material and Methods: A total of 216 machined titanium (Ti) discs were divided into
four equal groups and the following surface treatments were applied; Aluminum oxide
(Al203) sand-blasting and hydrochloric/ sulfuric acid (HCI/H2SOa4) etching (SLA).
Aluminum oxide (Al203) with boric acid (H3BOs) particle sand-blasting and
tetrafluoroboric acid (HBF4) etching (SBF). Wetting of the SBF surface by boric acid-
solution (SBF-B). Aluminium oxide (Al203) sand-blasting and tetrafluoroboric acid
(HBF4) etching (SAF). Confocal laser scanning microscopy, stylus profilometry,
scanning electron microscopy and X-ray photoelectron spectroscopy was used for the
quantification of the surface characteristics. Adhesion and viability of Porphyromonas
gingivalis and Streptococcus mutans and cell adhesion, osteocalcin production and
viability of human fetal osteoblastic cells was quantified by cell cultures and lysate
analyses. Results were analyzed by non-parametric tests (p<0.05).

Results: Surface area roughness parameters were similar in all specimens with an
arithmetical mean height (Sa) of 1.6 (SD: 0.6) um. SBF-B surface yielded the highest
cell viability/proliferation (187.5%, IQR: 37.5; p=0.0231), osteocalcin production
(228.9 ng/ml 1QR: 14.1; p<0.0001), and also the lowest adhesion rate for both bacteria
(45x102 CFU/ml (IQR: 22.5x102)) and (290x103 CFU/ml (IQR: 45.5x103)) for
P.gingivalis and S.mutans, respectively; p=0.0002). SLA, SBF and SAF surfaces
revealed inferior outcomes as compared to the SBF-B surface.

Conclusion: Within the limits of the in-vitro investigation it can be concluded that, boric
acid-wetting of the aluminum-oxide and boric-acid blasted and tetrafluoroboric acid
etched Ti surfaces (SBF-B) increase osteoblast adhesion and reduce the bacterial
adherence.

Key words: Boron, Boric acid, Tetrafluoroboric acid, Titanium, Osteoblast, Bacteria,

Surface characteristics.
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1. GIRIS VE AMAC

Titanyum dental implantlarla ilgili ilk bulgunun 1969’da yayinlanmasindan bu
yana tlim implant karakteristikleri ¢esitli sekillerde manipiile edilmistir [1]. Saf
titanyum minimal inflamasyon géstermesine ragmen [2], daha hizli iyilesme ve daha az
komplikasyon elde etmek i¢in yiizey modifikasyonu kavrami ortaya ¢ikmis ve kapsamli

calismalar yapilmistir.

Dental implant tedavisinin Ongoriilebilirligini arttirmak i¢in osseointegrasyon
mekanizmasimin biyolojik ve fizyolojik prensiplerine hakim olmak gerekir. Ug asamaya
ayrilmis intraossedz dental implant ¢evresindeki yara iyilesmesi bolgede kan pihtisi
olusumuyla baslar ve dokuda biyokimyasal aktivite gelisir. Bunu hiicresel aktivasyon ve

hiicresel yanit izler [3].

Malzeme yiizeyinin, hiicre yanitinin karmasik siirecini [4] ve osseointegrasyon surecini
etkilemede rolii oldugu bulunmustur [5]. Bu yuzeyler hidrofobisite [6],
plrazlalik [7][8], yumusaklik ve kimyasal igerik [6] vb. ile modifiye edilebilir.

Ayrica bir ¢ok ylizey modifikasyonunun da bakteriyel diren¢ iizerinde avantajh

sonuglart oldugu kanitlanmistir [9][10][11].

Giliniimiizde daha az invaziv ve travmatik yontemler , iyilesmeyi hizlandiric1 faktorler
ile destekleme ve peri-implant hastaliklarini1 6nleme gibi protokoller [12][13] iceren

implantasyon uygulamalari tercih edilmektedir.

Bircok fiziksel, kimyasal, mekanik ve biyolojik modifikasyonlar ile uyumlulugu
ve antibakteriyel karakteri arttirabilecek, osseointegrasyonu hizlandirabilecek ideal
implant yiizeyleri tanitilmasina ragmen tiim bu 6zelliklere sahip ideal implant ylizeyi

icin arastirmalar hala devam etmektedir [14][15].

Malzeme kimyas: ve topografyasi osteoblast farklilagmasini hizlandirmasina
ragmen bu konuda birtakim aksilikler yasanmustir [6]. implantin tiim fiziksel, kimyasal,

mekanik ve biyolojik karakterleri arasindaki dengeyi kotiilestirme pahasina [16]; bazi



modifikasyonlar, 6zel mekanizmalar ya da materyallerin [17] daha iyi iyilestirme
ozellikleri kullanarak giclendirebilir [18].
Sonu¢ olarak oOngorilemeyen sonuclara yol agmamak admna implant

modifikasyonu dikkatle karakterize edilmelidir.

Kemik-implant arayiiziiniin gelisimi, kemik matriksi ve osteoblastlarin
biyomalzeme ile dogrudan etkilesimine baglidir. Osteoblast adezyonu, kemik-
biyomateryal etkilesimi i¢in esastir. 1993 yilinda osteoblast-biyomateryal etkilesimiyle
ilgili yapilan bir in vitro ¢alismada, herhangi bir yiizey modifikasyonu yapilmaksizin
cesitli materyallerin hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi {izerindeki etkisi
incelenmistir [19]. Anselma ve arkadaslari, yiizey Ozelliklerinin osteoblast adezyonu
tizerindeki etkisini de bildirmistir [20]. Protivinsky ve arkadagslari, farkli yiizey
modifikasyon yontemleri ile osteoblastin etkisini bildirmistir [21]. Bazi
modifikasyonlarda, kemik matriksi ile iliskili genlerin giiclendirilmesinden ziyade, bu
modifikasyonlarin spesifik etkisinin degerlendirilmesinde Onemli bir nokta olan

proliferasyon artisi sonucu osteokalsin salinimi artar [22].

Implant ¢evresi saghkli ve enfekte mikrobiyal profiller arasindaki fark hastalikli
implantlarin ve c¢evrelerindeki doku anomalilerinin modeli ve kanit1 olarak
degerlendirilir [23]. Mikrobiyal flora dengesini korumak ve implant gevresindeki

patojenik tiirleri azaltmak saglikli sert ve yumusak dokular1 korur [24].

Dental implantlarla ilgili rehabilitasyonda peri-implant mukoziti meydana
gelebilir [25], bunu peri-implantitis takip eder [26] ve bu enfeksiyon gesitli yontemlerle
tedavi edilmeyip Onlenmezse[27][28][29] kemik yikimi baslayabilir [30] bu da
implantin ve {ist yapisinin uzun vadede basarisin1 azaltir. 2015 yilinda yapilan Avrupa
Osseointegrasyon Birligi (EAO) konferansinda antibiyotiklerin basit vakalar iizerinde
yararl bir etkisi bulunmadig1 iddia edilmesine ragmen, kompleks vakalarda profilaktik
antibiyotiklerin yararh etkisi hala kabul gériilmektedir [31]. Bu noktada, bir tarafta risk
alinda ve oral hastalifa sahip hastalarin dental implant tedavisi, diger bir tarafta
enfekte dis c¢ekimi sonrasi yapilan immediat implant tedavisi [32] gibi
rehabilitasyonlarda, antibiyotik protokollerinin uygulanmasmin iyilestirme iizerindeki

etkisi arastirilmaktadir.



Peri-implant enfeksiyonlarina karsi dnleyici stratejiler hem hasta hem de klinisyen
icin tercih edilir, bu nedenle antibakteriyel implant karakterizasyonu elde etmek icin

titanyum dental implant modifikasyonu iizerine ¢ok sayida ¢alisma tasarlanmistir.

Dental implant yiizeyinde olusabilecek enfeksiyonu ve peri-implantitisi 6nlemek
amaciyla kullanilan antibakteriyel ajanlar arasinda antibiyotikler [33] ve klorheksidin
icerikli antimikrobiyal kaplamalar yer alir [34]. Bununla birlikte bu tiir yaklagimlar
genellikle kisa siireli antimikrobiyal etkinlik olustururken [35], klorheksidin
kullaniminin  insan hiicreleri iizerinde sitotoksik bir etkiye sahip oldugu
bildirilmistir [36]. Magnezyum iyon implantasyonu yapilmis implantlara ¢inko ilavesi
yapilmasinin  biyouyumluluktan 6diin vermeden antibakteriyel koruma sagladig:
bulunmustur [37]. Benzer sekilde, kompozit bir nano kaplama, dogal bir antibakteriyel
aktiviteye sahip oldugu bilinen giimiis nanopartikiillerin (Ag NP'ler) gdmiilmesi yoluyla
sentezlenmis ve implantlarin yiizeylerini hem antibakteriyel hem de biyouyumlu hale
getirmek i¢in polietereterketon polimer matrisine biyoaktif cam ile yerlestirilmistir [38].
Ayrica plazma nitriirleme ve coklu ark iyonu kaplama ile elde edilen modifiye
kaplamalar bakteriyel yapigsmay1 énemli 6lgiide azaltmistir [9]. Jimbo ve arkadaslarinin
yaptiklar1 ¢aligmada floriir iyonunun kimyasal modifikasyonunun TiO2’nin hidrofilik

ozelligini arttirdig1 ve ilk hiicre yanitinin gelistigi 6ne siirilmiistiir [39].

Bor elementi acgisindan, biyolojik aktiviteler lizerindeki etkilerini degerlendirmek
icin ¢ok sayida ¢alismada spesifik olarak borik asit (BA) arastirilmistir [40][41][42].
Borik asit (BA) uygulamasi in vitro [42], in vivo [43] ve klinik calismalarda
arastirllmustir [44].

Diyet kemik sagligt i¢in olduk¢a 6nemli bir role sahip oldugundan; kalsiyum,
magnezyum, fosfor, potasyum, protein, D vitamini, demir, manganez, florir, c¢inko,
Bor(B), bakir, vitamin (K), (A), (C) ve B vitamini kompleksleri gibi spesifik besinlerin
yetersiz alimi kemik remodelingini bozar ve kemik kayb1 olasiligin1 artirir [42][45].

Bor eksikliginin kemik iyilesmesi ve periodontal kemik yeniden sekillenmesi

iizerindeki etkisini arastirmak icin sican ve fare modelleri iizerinde c¢alismalar



yapilmistir. Bu c¢aligmalar sonucunda B eksikliginin osteogenez azalmasi kaynakli,

kemik iyilesmesinde tizerinde degisikligine neden oldugu bulunmustur [45].

Bor osteojenik farklilasma tizerindeki mekanizmasi heniiz ortaya ¢ikmamis olsa
da, insan kemik iligi stromal hiicrelerinde (BMSC'ler) osteojenik farklilagmaya bagl
marker gen sentezini uyararak osteojenik slrec Uzerinde fark edilir bir etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir [46]. Ayrica bagka bir ¢alismada B'nin, mineralize doku ile
baglantili oldugu diistiniilen kollajen-I, osteopontin (OPN), kemik sialoprotein ve
osteokalsin gibi hiicre dis1 matris proteinlerinin mRNA ekspresyonunu diizenledigi
bulunmustur [42].

Cok sayida ¢alisma, B'nin ¢esitli hiicrelerde osteojenik siire¢ iizerindeki yapici
roliinii desteklemektedir. Ancak diger ¢alismalar B'nin 6rnegin plazma alkalin fosfataz
aktivitesini etkilemedigi icin kemik kalsifikasyonu {izerinde belirgin bir etkisi
olmadigimi bildirmistir [47]. Diger taraftan, B'nin kemikteki kalsiyum ve fosfor
konsantrasyonlari iizerinde onemli bir etkisi de bulunmamistir [48]. Tasli ve ark.,
calismasinda NaB ile tedavi edilen kiiltiiriin, NaB tedavisi olmayan hiicre kiiltiirtinden
onemli 6l¢iide daha yiiksek ALP aktivitesi gosterdigini gostermistir [49].

Diger taraftan, dis implantlarinin ylizey modifikasyon prosediiriinde floroborik
asit kimyasal bir ¢ozelti olarak kullanilmistir [50][51][52]. Ancak bu ¢alismalar,
floroborik asidin implant Gzerindeki yuzey karakterizasyonu ile ilgili kesin etkilerini

derinlemesine arastirmamustir.

Yapilan bu calismada tetrafloroborik asit, borik asit partikiilleri ve ¢ozeltisi
kullanilarak; SBF, SBF-B ve SAF olmak {lizere ii¢ farkl test diski hazirlanarak iiretilen
modifiye ylzeylerin ylzey karakterizasyonu, hFOB hiicre biyolojisi ve bakteriye
yapisma tizerindeki etkileri aragtirilmis; test diskleri birbirleriyle ve kontrol grubu olan
SLA yiizeyli diskler ile karsilastirilmistir. Bu ¢alismanin hipotezi, yiizey modifikasyonu
yapilmis Ti6Al4V disklerinin bakteriyel adezyonu azaltacagi ve osteoblastlarin

biyolojik aktivitelerini tesvik eden biyouyumlu bir yiizey saglayacagidir.



2. GENEL BIiLGILER

Titanyum materyalinin tanitilmasindan giinlimiize kadar, bu materyalin dental ve
ortopedik kullanimi arastirilacak Onemli konulardan biri haline gelmistir. Birgok
bilimsel alan, viicut dokulari ile titanyum arasindaki etkilesimi anlama ve hem mekanik
hem de biyolojik seviyede daha iyi bir implant materyali ve yiizeyi ortaya koyma
cabasina dahil olmustur.

Dental implant disiplini; temel bilimler, cerrahi, biyomalzeme ve protez
arastirmalarini bir biitiin olarak kapsamaktadir [53].

Osseointegrasyon tanimi ilk olarak Branemark tarafindan tamitilmis [54], ve
birkag y1l sonra, “is1k mikroskobu ¢6ziintirliigii seviyesinde, yiiklii bir implant yiizeyi ile
kemik arasindaki dogrudan temas” olarak yayinlanmistir [54].

Gunlmuzde, bu terim implant dis hekimliginde yaygin olarak kullanilmaktadir ve
sadece mikroskobik kemik implanti arayiiziinii degil, ayn1 zamanda rijit fiksasyonun
klinik durumunu da gosterir. Rijit fiksasyon, 1 ila 500 g'lik bir kuvvet uygulandiginda

implantin klinik olarak gozlemlenemeyen hareketini ifade eder [55].

Bu bilgilerin 1s181inda, “Osseointegrasyon, kemigin titanyum implantlarin
cevresinde (kemik implant arayiiziinde), onlar1 dokulardan korumak igin olustugu bir
yabanci cisim reaksiyonudur” denilerek yeni bir osseointegrasyon tanimi yapilmistir
[56].

Albrektsson, titanyum oral implantlar i¢in yabanci cisim reaksiyonlarini
tanimlamigtir ve titanyum implantlarin etrafindaki marjinal kemik kaybinin, bir hastalig:
temsil etmek yerine yabanci cisme karsi immiinolojik bir reaksiyonla agiklanabilecegini
bildirmistir [57].

Biyomateryal bir yilzeyin yonelimi, hiicre dis1 matris (ECM) proteinlerini,
konaker1 hiicreleri (fibroblastlar, osteoblastlar, endotel hiicreleri) ve bakterileri iceren bir
"ylizey yaris1" olarak kavramsallastirilabilir. Implant yiizeyi doku tarafindan
cevrelendiginde, bakteriyel kolonizasyon i¢in daha az elverigli duruma getirilerek bir

¢esit savunma mekanizmasi olusturulur [58].



Yapilan bir ¢ok ¢alismadan sonra, bir implant prosediiriiniin basarili sonucunun,
Implant malzemesinin biyouyumluluguna, implant vyiizeyinin mikroskobik ve
mikroskobik yapisina, saglikli (enfekte olmamis) ve morfolojik (kemik kalitesi) olarak
saglam implant yatag statiisiine, cerrahi teknige, bozulmamis iyilesme evresine , protez

tasarimina ve uzun donem yiikleme prosediiriine bagli oldugu kabul edilmistir [59].

Genel olarak, dental implantlarin uzun siireli sagkalim oranlar1 mitkemmeldir.
Bununla birlikte, implant kayiplar1 az sayida hastada halen goriilmektedir. Yetersiz
osseointegrasyona bagli primer implant kayiplari, hastalarin %1-2'sinde ilk birka¢ ay
icinde gorulir. Genellikle peri-implantitisin neden oldugu sekonder implant kayiplari
ise, hastalarin yaklasik% 5'inde basarili bir osseointegrasyondan birkag yil sonra gelisir

ve yaygin olarak goriiliir [60].

Yiizey modifikasyonlarina pozitif kemik dokusu cevabi veren mekanizmalar ve
farkl klinik durumlarda implant stabilitesinin sonuglar1 tam olarak anlagilmamustir.

Bu nedenle, kemik iyilesmesini ve implant basarisini arttirmak i¢in c¢esitli
kavramlara dayanan farkli yontemlerin oldugu diisiiniilmiistiir. Bugiin, kabaca sekil,
boyut, dokme ve yiizey malzemesi, yiv tasarimi, implant-abutment baglantisi, yiizey
topografyasi, yiizey kimyasi, 1slanabilirlik ve yilizey modifikasyonu gibi degisen
binlerce faktorle farkli implant sistemi bulunmaktadir [61]. Ornegin, yiizey
modifikasyonlari {izerine biyomedikal arastirmanin birincil amaci, erken donem kemik
entegrasyonunu kolaylastirmak ve onemli miktarda marjinal kemik kaybi olmaksizin
uzun sireli kemik-implant temas: saglamaktir. Ustelik, Antibakteriyel modifiye
ylizeyler giiniimiizde, implantlari, enfekte bolgelere osseointegrasyon direnci veya
komplikasyonu olmaksizin yerlestirmek [62], ve mikrobiyal enfeksiyon nedeniyle

periimplantitis ve kemik kaybr siireclerini engellemek i¢in tercih edilmektedir.

2.1. Biyomateryaller

T1ibbi alanda yapay organlar, doku biiyiimesi destekleyiciler veya ila¢ salinimi

saglayan cihazlar gibi biyomateryal olarak kullanilan her malzeme, insan viicudunda



herhangi bir seviyede alerjenik veya inflamatuvar bir tepkiye neden olmamak veya bunu
stimiile etmemek icin spesifik 6zelliklere sahip olmalidir. Implant i¢in kullanilan bir
biyolojik madde akla geldiginde dikkate alinmasi gereken ozellikler biyouyumluluk,
biyo-islevsellik, kimyasal ve mekanik stabilitedir. Bu ozelliklerin yani sira implant
bolgesinde irritasyon (tahris), reddetme ve / veya bunun gibi problemleri 6nlemek igin

materyal sterilize edilmelidir [63].

Biyomalzemenin biyouyumlulugu, yabanci bir maddeyi viicuda biitiiniin bir
pargasit olarak kabul eden ve c¢alisma sahasinda herhangi bir zararli etki belirtileri
gOstermeyen organizma ile ilgilidir. Biyouyumluluk ifadesi, toksisite, doku uyumu, kan
uyumu (hemouyumluluk) ve biyo-islevsellik o6zellikleri gibi malzemelerin farkli

oOzelliklerini kapsar [63].

Williams Biyomateryalleri So6zIligii, biyouyumlulugu ‘bir malzemenin belirli bir
durumda uygun bir konak¢i yanitt ile performans gosterme kabiliyeti® olarak
tanimlamistir. Bu tanimdan once, baskin olan goriis, basarili malzemelerin viicutta
blyuk 6lglde etkisiz (inert) bir bicimde rol oynadigi seklindedir [64].

Biyofonksiyonellik, malzemenin tasarlandigi fonksiyonlari, istenen siirede ve
etkin bir sekilde yerine getirmesi igin esastir. Uzun omiirlii biyofonksiyonel materyaller
icin materyal islevselligini kismen kaybetme riski nedeniyle, doku ile temas ettiginde
bozulmamali1 ve etkinlestirildigi tiim siire¢ boyunca kimyasal ve mekanik kararliligini
da korumalidir. Metaller i¢in bozulma, tolere edilebilir bir derecede degilse, viicuda

zararl etkilere neden olan korozyonla iliskilidir [65].

Viicut yanitlarina deginildiginde, biyomalzemeler biyotolere, biyoinert, biyoaktif
ve biyobozunur olarak tanimlamalara ayrilabilir. Biyotolere, viicut tarafindan tolere
edilebilen fibroz doku yuvasinin olusumu ile konak dokudan ayrilan, malzemelerdir. Bu
katman, kimyasal bilesiklerin, iyonlarin, korozyon {iiriinlerinin ve implante malzemeden
kaynaklanan diger tiriinlerin salinmasi ile indiiklenir. Cogu metaller ve sentetik polimer

malzemeler biyolotolere malzemeler arasinda sayilmaktadir [63].

Biyoinert, viicut tarafindan da tolere edilen, fakat materyal ile doku arasinda

kimyasal reaksiyonun olmadigi materyallerdir. Malzemede bilesenlerin salinimi ya hig



olmaz ya da ¢ok az miktarda olur ve fibroz doku yuvasinin olusumu minimum goriliir.
Biyoinert malzemelerin yaygin 6rnekleri aliimina, zirkonya, titanyum ve alasimlar ve
karbondur [63].

Biyoaktif bir materyal, dokular ve materyal arasinda bag olusturan, materyal
arayiiziinde spesifik bir biyolojik cevap ortaya ¢ikaran bir malzemedir [63].

Biyobozunur ise, viicutla temas ettiginde belli bir siire boyunca bozulan, ¢6ziinen
veya emilen materyalleri temsil eder. Implante edilmis malzemenin geri ¢ekilmesi igin
ekstra bir ameliyat gerektirmediginden, uygulamalar1 ¢ok ilgi ¢ekmektedir. Bu smif

icinde en 6nemlisi biyopolimerlerdir [63].

Bir implant uygulamasi i¢cin malzeme se¢imindeki amag, genellikle bir¢ok farkli
istenen Ozelligi karsilamasidir. Bununla birlikte, implantasyon bolgesindeki dokunun
yabanci bir materyalin olusturdugu biyokimyasal hasara nasil tepki verdigi de her
zaman Onemli olmaktadir. Dr. Jonathan Black, “biyolojik performans” teriminin,
konake¢1 ve materyal arasindaki cesitli etkilesimleri temsil etmek i¢in biyouyumluluktan

daha uygun oldugunu belirtmistir [66].

2.1.1. implant Materyalleri

Biyomalzeme terimi, doku ve doku fonksiyonlarini ikame etmek veya yenilemek
amaciyla canli bir sistem i¢ine implante edilmek veya yerlestirilmek iizere tasarlanmig
materyalleri ifade eder.

Klasik olarak, biyomalzemeler polimerler, metaller, seramikler ve dogal
malzemeler olarak dért tiire ayrilir. iki farkli tipte biyomalzeme bir araya geldiginde,
kompozit biyomalzemeler olarak bilinen besinci tip elde edilir. Biyomalzemeler, diger
uygulamalarin yan1 sira ortopedik, dental, kardiyovaskiiler, oftalmolojik ve
rekonstriiktif cerrahide yaygin olarak kullanilmaktadir. inert metallerin ve alasimlarin
kesfedilmesi; bu mazlemelerin fiziko-Kimyasal 06zellikleri ve biyolojik cevre ile
uyumluluklar1 nedeniyle , onlar1 ortopedi ve dis hekimligi gibi biyomedikal alanlarda
popiiler hale getirmistir [67].

Dental implantlar i¢in kullanilan materyallerin biyo-uyumlu, hipoalerjenik,

kimyasal olarak inert, asinmaya dayanikli ve stabil olmast istenir [68]. Korozyon direnci



yiksek ve termodinamik olarak kararli rodyum (Rd), paladyum (Pd), iridyum (Ir) ve
platin (Pt) gibi “soy” metaller vardir. Bununla birlikte, titanyum (T1), vanadyum (V),
zirkonyum (Zr), niyobyum (Nb) ve tantal (Ta) gibi pasiflestirici metaller, termodinamik
olarak kararsizdir ve korozyona karsi direngleri, yiizeylerinde koruyucu bir oksit
tabakasinin olusmasiyla saglanir [67]. Bu metaller arasinda, titanyum (Ti),
biyouyumluluk, stabilite ve korozyon direnci dahil olmak Uzere fiziksel 6zellikleri
nedeniyle referans standart malzeme olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, estetik
restorasyonlara olan yiksek talep, itriya-stabilize zirkonya (ZrO2) seramik implant

abutmentlerinin da bu malzemeler arasina eklenmesini desteklemistir [69].

2.1.1.1. Titanyum

Oral implantolojinin son zamanlarda bilimsel bir bakis acisiyla yiikselmesine
ragmen, bu disiplinin kokenlerinin eski zamanlara dayandigi unutulmamalidir.
Implantin ideal malzemesini ve tasarimini bulmak igin, Branemark 1952'de tavsanlarla
ilgili arasgtirmalar yapmis ve femur kemiginde kan akisini incelemek i¢in kazayla
titanyum pargalarmi  kemige yerlestirdikten sonra onlarin kemige siki bir sekilde

tutundugunu gozlemlemistir [70].

Titanyumun kemige uygunlugunun kesfedilmesi, aragtirmacilar1 titanyum
iizerinde daha ilgili kilarak, onlar1 implant tasarimi ve ylizey ozellikleri {izerinde
yogunlagmaya yOneltmistir. 1960'lar titanyum implantlarin dogum zamanidir ve bu
implantlar giiniimiizde eksik dislerin yerini almak igin giivenilir bir tedavi haline

gelmistir [71].

Titanyum, dental implant iiretiminde ortak malzeme haline geldiginden, ideal ve
basarili bir implant elde edebilmek i¢in bu malzeme iizerine bir¢ok ¢alisma ve arastirma
yapilmistir.

Implantin uzun donem basarisimi etkileyen tek faktdr biyouyumluluk degildir,
clinkii tiretildigi malzemenin veya alagimin mekanik 6zellikleri de uyumlulugun kendisi

kadar dnemlidir.
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Titanyum Siniflamasi

Titanyum, 1790'da Ingiliz kimyager ve mineralog William Gregor tarafindan
mineral Menakanit analiziyle kesfedilmistir [72].

Titanyum oksijenle ile reaksiyona girer ve bu temas titanyum y(zeyinde bir oksit
tabakasi olusumuyla sonuglanir [73]. Amerikan Test ve Malzemeler Dernegi (ASTM)
implant biyomateryalleri altinda siniflandirilmis alt1 ayr titanyum tiiriinii kabul etmistir.
Bunlardan ilk 4’1 ticari olarak saf titanyum (CpTi) olarak alt gruplandirilmis, diger 2 si
ise ASTM'ye gore titanyum (T1) alagimlar1 adi altinda alt gruplandirilan sinif 5'den siif
31'e kadar yaklasik 27 alagim igerisinden se¢ilmistir.

Diger bir deyisle, ticari olarak saf titanyum (CpTi) oksijen, demir ve karbon
iceriginin miktarmin tanimladig1 saflik derecesine gore 4 smifa ayrilmistir [74]. Grade
1, yliksek kirlenmeye sahip olan Grade 4'e karsit olarak diger metaller tarafindan
kirlenme orani en diisiik olan sinif olarak kabul edilir [68]. Ticari olarak saf titanyum
alagimsiz titanyum olarak da adlandirilir ve genellikle bazi karbon, oksijen, azot ve
demir iz elementleri icerir. Bu iz elementler saf titanyumun mekanik 0Ozelliklerini
belirgin bir sekilde iyilestirir ve Grade I'den Grade I'V'e dogru daha yiiksek miktarlarda
bulunur [71]. Ornegin Branemark implantlar1 (Nobel Biocare, Ziirih, Isvicre) smif 4ten
iiretilen ITI implantlarmm aksine smif 1 den iiretilmistir (Straumann, Basel, Isvicre)
[75]. Sinif 5 titanyum alasimi %6 aliiminyum ve% 4 vanadyum igerdiginden Ti-6AL-
4V olarak da bilinir, bu da materyale mekanik bir mukavemet ve kirilma direnci saglar.
Bu alasim, CP Ti'ye kiyasla iistiin fiziksel ve mekanik 6zellik gdsterdiginden dolay1 dis
hekimliginde kullanilmadan 6nce birgok tibbi cihazda uygulanmistir [68].

Titanyum i¢in alasim elementleri oda sicakliginda mikroyapilarima gore a-
stabilizatorler (Al, O, N, C), S-stabilizatorler (Mo, Nb, Ta, Fe, V) ve nétrler ( Zr) olarak
iic kategoriye ayrilabilir. @ grubunun temel 6zelligi yiliksek korozyon direncidir, ancak
ortam sicakliginda @ + f alagimlarina kiyasla mukavemeti sinirlidir. S grubu, yiksek
mukavemet Ozelligi gosterir. Diislik elastik modiill ve iistiin korozyon direnci

kombinasyonu ile karakterize edilir [68].
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2.1.1.2. Zirkonyum

Zirkonyum tibbi kullanim bakimindan genis ¢apta uygulama alani bulmustur ve
estetik implantlara duyulan ilgiden dolay1r implant dis hekimliginde yerini almistir.
Zirkonyum su ve oksijen ile oldukca reaktiftir ve bu kristalin dioksit formuna zirkonya
(ZrO2) denir. Zirkonya sicakliga bagli monoklinik, dortgen ve kiibik olarak 3
kristalografik yapida bulunur. Birka¢ in vitro ¢aligma zirkonyanin biyouyumlu bir
malzeme oldugunu ortaya koymus, osteoblast yapismasimi ve ¢ogalmasini iyilestirdigi
goriilmiistiir [76], ¢esitli hayvan caligmalarinda ise osseointegrasyonu izlenmistir
[77]1[78].

Ayrica, Straumann Institute AG (Basel, Isvigre) tarafindan gelistirilen ve %13-17
zitkonyum (TiZr) igeren yeni bir titanyum zirkonyum alasimi (ticari olarak Roxolid),
uzama ve yorulma dayanimi bakimindan saf Ti'ye kiyasla gelistirilmis mekanik
ozellikler gostermistir. Dahasi, bu materyalin Gottlow ve ark. tarafindan ve minyatiir
domuz c¢eneleri i¢ine yerlestirildikten sonra implantasyon alanindaki stabiliteyi ve
kemik cevabini arttirdigi gosterilmistir [79]. Ayrica, Kohal ve ark. Zirkonyum
implantlarin uzun donem okluzal yiiklere kars1 direng gosterebilecegini ileri siirmiistiir
[77]. Ancak, konuyla ilgili orta ve uzun vadedeki ¢alismalar halen yetersizdir [68].

Zirkonyum klinik bir materyal olarak yaygimn sekilde kullanilmamasina ragmen,
kimyasal olarak titanyum ile benzerdir ve travmatolojik, ortopedik ve dental implant
uygulamalar1 i¢in zirkonyum ve zirkonyum alasimlarinin kullanildig: bildirilmistir.
Titanyum ile ortak bir¢ok ozellige sahiptir. Hem titanyum hem de zirkonyum gegis
metalleri olmasina ragmen, oksidasyon hizi, suyla etkilesim, kristal yapi, tasima
ozellikleri ve bunlarin oksitleri gibi fizikokimyasal 6zellikleri kantitatif olarak farklilik
gosterir; bu farkliliklarin biyolojik tepki lizerinde bir etkisi olabilecegi diislintilmektedir
[67].

2.1.1.3. Tantal

Tantal, periyodik tablodaki V grubuna ait 1siya dayanikli bir tiir metaldir. Dogal

pasiflestirici oksit tabakas1 Ta20s nedeniyle iyi bir korozyon direnci gsterir. Implantlar
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icin dokme malzeme veya ylizey kaplamalar1 olarak kullanilmig ve inertlik, esneklik,
mekanik stabilite ve biyouyumluluk gibi miukemmel fiziksel ve biyolojik 6zellikler
gostermistir. Mezenkimal kok hiicreler ve osteoblastik hiicreler kullanilarak yapilan in
vitro karsilastirmali c¢alismalar, hiicre morfolojisi, ¢ogalmasi acisindan Ta ile Ti

arasinda anlamli bir fark olmadigini bildirmistir [68].

2.1.1.4. Paslanmaz Celik

Diisiik maliyeti ve kolay iiretimi nedeniyle, paslanmaz ¢elik de implant malzemesi
olarak kullanilmistir. Bununla birlikte, bu materyal uzun donem bir uygulama sirasinda
viicuda giiclii bir sekilde metal iyonlar1 salinmasima neden olmustur [80]. Bu nedenle,
sadece gecici implantlar i¢in uygulanmigtir [81].

In vitro testlerde, osteoblastik hiicrelerde DNA hasar1 ile cogalma ve farklilasma
agisindan toksisite gostermistir [82]. Pasivasyon davranisini arttirmak i¢in krom ile (%
12-13) krom dioksit ve molibden (% 2-3) tabakasi olarak stabilize edilmistir [83][84].
Gecmiste korozyon direncini daha da artirmak i¢in Nikel (Ni) de uygulanmigtir Ancak
Nikel iyonlarinin salinimi ile implantin biyolojik uyumlulugu azalmis ve dolayisiyla
materyal nikelsiz alasimlarla degistirilmistir. Viicut sivilar1 varliginda korozyonu ve
iyon salmimini azaltmak ve malzemenin biyoaktivitesini arttirmak icin g¢esitli yiizey

modifikasyonlari, 6zellikle de film kaplamalar1 yapilmistir [85][68].

2.1.1.5. Polimerik implantlar

Polimetilmetakrilat ve politetraflouetilen formundaki polimerik implantlar ilk kez

1930'larda kullanilmistir. Bu malzemelerin su anki kullanimi1 implantlarin bilesenleriyle

siirhdir [15].
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2.1.1.6. Poli Eter-Eter-Keton (PEEK)

PEEK, ylksek biyouyumluluga sahip polimerlerden biridir. Bir biyomateryal
olarak, protez iist yapilarin yani sira dental, ortopedik ve kardiyovaskiiler cihazlar da
dahil olmak tizere ¢esitli biyomedikal uygulamalar i¢in kullanimi artan bir sekilde kabul
gOrmektedir. PEEK, mikemmel mekanik 6zelliklerinden o6turti, potansiyel bir dental

implant materyali olarak da tartisilmaktadir [86].

2.1.1.7. Gelecek Vaat Eden Alasimlar

Niyobyum (Nb), Molibden (Mo) ve Tantal (Ta) ve Hafniyum (Hf) gibi yeni
alagimlardan yararlanilmistir (Bruschi, Steinmiiller-Nethl et al. 2015). Ti-Nb, Ti-Al-
Nb, Ti-Nb-Zr ve Ti-Nb-Hf gibi farkli alasimlarda biyouyumlulugu ve hemolitik aktivite
yoklugunu kanitlamak igin ¢esitli in vitro ¢aligmalar yapilmistir [87][88][89][90]. Lee
ve ark. in vivo olarak Ti-15Mo-1Bi alasiminin tavsan femuruna yerlestirildiginde ¢evre
kemigi, Ti-6Al-4V'ye kiyasla % 249'a ve Ti-7.5Mo ile kiyasla ise % 100'e kadar
artrrabildigini gostermistir [91].

Lavos-Valereto ve ark. kopeklerde, osseointegrasyonun daha fazla kaplama veya
yiizey islemi uygulanmadiginda bile elde edilebilecegini dogrulamak amaciyla Ti-6Al-
7Nb alasimini arastirmistir [92].

Vanadyum ile ilgili toksisite kaygilari nedeniyle Ti-6Al-7Nb ve Ti-5Al-2.5Fe gibi
vanadyum icermeyen a + [ tiirii alasimlari, implant malzemesi olarak gelistirilmistir.
Ayrica, dusiik elastikiyet modiilii olan Nb, Ta, Zr ve Pd gibi toksik olmayan
elementlerden olusan, vanadyum ve aliminyum igermeyen titanyum alasimlari
gelistirilmeye devam etmektedir.

Bunlar esasen B tiirli alasimlardir ve muhtemelen, kemige daha yakin olan diisiik
elastikiyet modiilii nedeniyle mekanik acidan bakildiginda, o + B alasimlarina kiyasla
daha yiiksek mukavemet ve dayaniklilik saglayabildikleri i¢in, daha elverisli olduklar1
diistiniilmektedir [71].

Biyomedikal kullanim i¢in ¢ok ¢esitli titanyum alasimlari iizerinde devam eden
aragtirmalara ragmen, ticari olarak saf titanyum (siuf 1-4) hala implant dis

hekimliginde en yaygin kullanilan malzeme olmaya devam etmektedir [68].
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2.2. Titanyum Implant Malzeme Yuzeyleri

Implant yiizey modifikasyonlarinin gelistirilmesinin temel amaci, daha hizli ve
daha giiclii kemik olusumuyla osseointegrasyonun tesvik edilmesidir. Bu durum, zayif
kemik kalitesi ve yetersiz kemik miktar1 olgularindaki iyilesme siirecinde, klinik
performansi artirarak daha iyi bir stabilite saglayacaktir. Ayrica, bu tiir bir gelisme
kemik iyilesmesini hizlandirarak hemen veya erken yiikleme protokollerine de izin
verebilmektedir [93].

Yiizey miihendisligi teknolojilerindeki gelismeler, mikro ve nano olgeklerde
morfoloji, kimya, kristal yapi, fiziksel ve mekanik 6zellikler dahil olmak Uzere birgok

karmasik ytizey 6zellikleri bulunmasina sebebiyet vermistir.

2.2.1. Yiizey Degisikliklerinin Kategorileri:

Implantlarin  yiizey modifikasyonu icin kullanilan yontemler genel olarak
mekanik; kimyasal; ve fiziksel olmak tizere 3 tipte siniflandirilabilir. Bu tekniklerin
temel amaci; kemik entegrasyonunu artirmak ic¢in kemik olusumunun uyarilmasi, yiizey
Kirleticilerin uzaklastirilmasi, asinma ve korozyon direncinin iyilestirilmesi gibi temelde

implantin biyomekanik 6zelliklerini iyilestirmektir [94].

2.2.1.1. Yuzey topografisini degistirme yontemleri

2.2.1.1.1. Tornalama (Mekanik islem)

Implantoloji alanindaki arastirmalarda, “islenmis yiizey” terimi genellikle
tornalanmis, frezelenmis veya bazen cilalanmis bir yiizeyin agiklamasi olarak kullanilir
[95]. Orijinal Branemark (Nobel Biocare) implanti, fazla yilizey islemi gérmeden
tornalanmis bir Titanyum yapida olup, minimal olarak piiriizlii bir yilizeye sahiptir. Uzun

donem iyi klinik sonuglarla en ¢ok kullanilan implant olmustur.
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Taramali elektron mikroskobu analizi; islenmis implantlarin, iiretimlerinde
kullanilan cihazlarin 6zelliklerine baglh olarak ylizeylerinde oluklar, sirtlar ve isaretlere
sahip oldugunu gostermistir. Bu yiizey kusurlar1 kemigin daha iyi kenetlenmesine sebep

olarak mekanik direng¢ saglamaktadir [94].

2.2.1.1.2. Kumlama (Mekanik islem)

Kumlama malzemesi kimyasal olarak stabil ve biyouyumlu olmalidir ayrica
titanyum implantlarin osseointegrasyonunu engellememelidir. Bu islemlerde aliimina,
titanyum oksit ve kalsiyum fosfat pargaciklar1 gibi c¢esitli seramik pargaciklar
kullanilmaktadir [96].

Seramik pargaciklar, yiiksek hizda bir agizlik yardimiyla yilizeye piiskiirtiiliir;
uygulanan partikiil boyutuna baglh olarak da farklh piiriizliilik dereceleri elde edilir.
Titanyum dioksit tanecikleri ile kumlanmis titanyum implantlarin basarilari, hem in
vitro [97][98] hem in vivo [99] hem de klinik prospektif ¢alismalarla iyi bir sekilde
kanitlanmistir [100][101][68].

Aliimina (Al203) siklikla bir kumlama malzemesi olarak kullanilir ve kumlama
ortammin graniilometrisi ile degisen yiizey piriizliliigli tretir. Aliimina asitte
¢oziinmediginden titanyum yiizeyinden ¢ikarilmasi zordur [96].

Wennerberg ve ark. tavsanlarla ilgili yaptiklar1 in-vivo caligmada; TiO2
partikdlleri ile kumlanmis olan implantlar, Al2O3 ile partikiilleri ile kumlanmis olan
implantlarla karsilagtirildiginda benzer kemik-implant temasi degerleri gostermis
olmasina ragmen; piiriizsiiz titanyum ile karsilastirildiklarinda her ikisinin de (TiO2
veya Al203) biyomekanik fiksasyonunun arttigi bulmustur [102].

Dental implant yiizeylerini plrizlendirmek icin, biyo-uyumlu, osteokonduktif ve
rezorbe olabilen karakteristiklere sahip baska kumlama malzemeleri de iiretilmistir.
Kalsiyum fosfatlarin hidroksiapatit, beta-trikalsiyum fosfat ve ¢esitli karisimlart yararli
kumlama malzemeleri olarak diisiiniilmiistiir. Bu malzemeler emilebilir ve temiz,
dokulu, saf bir titanyum yiizeye olusturur. .Deneysel calismalar, islenmis yiizeylere
kiyasla bu yiizeylerde kemik-implant temasinin daha yiiksek oldugunu gostermistir
[103][104]. Ancak, osseointegrasyon tamamlandiginda diger kumlanmis yiizeylerle

gOzlemlenene benzer bir kemik-implant temasi elde edildigi belirtilmistir [105].
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Yizey purizliligii, kullanilan partikiillerin biiyiikligi ile artar [106] 25 um ile
kumlanan ylizeylerin, 75 um ve 250 um kumlanmis yiizeylere gore daha piirtizsiizken,
islenmis ylizeylerden daha piiriizli oldugu gozlenmistir.

Ayrica, 25 um ve 75 um partikiillerle kumlanan implantlar, tavsan tibia veya
femurlarinda 12 haftalik iyilesme sonrasinda islenmis implant yiizeyine kiyasla daha
yuksek geri ¢evirme torku gostermistir. Aksine, 25 pm kumlanmis yiizey icin islenmis
ylizeye kiyasla anlamli derecede daha yiiksek kemik implanti temas1 gozlenirken, 12
hafta [102] ve 1 yillik iyilesme sonrasi kemik alani islenmis yiizey i¢in énemli olglide
daha yiiksek bulunmustur (Wennerberg, Ektessabi et al. 1997, Ballo, Omar et al. 2011).

250 pum partikiillere kiyasla 25 pm partikiillerle kumlanan implantlar i¢in anlamli
derecede yuksek kemik implant temasi ve belirgin kemik alani bulunmasina ragmen

benzer geri ¢evrilme momenti gozlenmistir [93][107].

2.2.1.1.3. Asitle asindirma (Kimyasal islem):

Implant yiizeyinin asitle asindirma ile degistirilmesi, kemik biiyiimesinin
saglanmasi i¢in mikro ¢ukurlar elde etme esasina dayanir. Asitle agindirilmis implant
ylizeyleri, orijinal ylizey piiriizliiliigli, asit tipi ve konsantrasyonu, sicaklik ve zaman
gibi ¢esitli parametrelerden etkilenebilir. Asindirma isleminin, farkli derinlikte diizensiz
cukurlar vasitasi ile 0.5-3 um mikro civarinda bir piiriizliliik olusturarak titanyum
yiizeyini degistirdigi diisiiniilmektedir. Implant yiizeyi bozunmasinm, tek tek titanyum

tanelerinin yonelimine bagl olabilecegi 6ne siiriilmiistiir [108].

Asitle agindirma, deforme olmus yiizeyden birkag atom tabakasini uzaklagtirir.
Ayrica, kumlama isleminden geriye kalan artik parcaciklar tarafindan yiizey kirlenme
olasiligim1 azaltarak yiizey temizliginde etkin rol oynar. Bu islemler, Onceden
kumlanmis piiriizlii yiizeyde st iiste binen mikro kaviteler olusturur [109].

Osteointegrasyonu gelistirmek icin sadece asitle yapilan asindirmanin yarari
Klokkevold ve ark. tarafindan gosterilmistir. Yaptiklar1 ¢alismada asitle asindirma
islemi sirasinda meydana gelen derin pitlerin kemikle dolarak, implant ve kemigin

kenetlenmesine katki sagladigimi belirtmislerdir [110].
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Jimbo ve ark. implant ylizeylerine florid igerikli asit uyguladiklarinda yiizeyin
hidrofilik 6zellik kazandigini géstermislerdir [39]. Biyomekanik ve histomorfometrik
verilere dayanarak, kisa iyilesme doneminde, florid ile degisen implant yiizeylerinin,
standart implant yiizeylerine oranla daha siki bir kemik destegi sagladigi ortaya
cikmistir. Kalsifiye dokularda florid HA formasyonu ve florapatit ispatlanmistir. Florid
modifikasyonunun etkisi olarak artan apatit Kristalleri, osteoprogenitor hicrelerin
stimilasyonu, artan alkalen fosfataz aktivitesi, kemik matriksinin iginde yeni meydana

gelen kolajen dokusunun birlesmesi rapor edilmistir [15].

Bunlara ek olarak bir de ¢ift asamal1 asitleme islemi vardir. Oncelikle implantlar
HCI+H2SO4 , HNOs+HF, veya HNOs igerikli soliisyonlara sonrasinda ise titanyum oksit
tabakasini stabil hale getirmek i¢in HNOg igerikli soliisyona batirilir [109].

Titanyum implantlarin 100°C’de konsantre HCI ve H2SO4 igerikli karigimda (¢ift
asamal1 asitleme) birkac dakika boyunca 1sitilmasiyla mikro diizeyde piiriizlii bir ylizey
elde edilir.

Cift asamali asitleme yoOntemiyle, implant ylizeyinde makroyapidan ziyade
mikroyap1 olusur [111]. Bu yiizeylerde osteokondiiktif 6zelligin arttigi, boylece fibrin
ve osteojenik hiicrelerin implant yiizeyine tutunarak dogrudan kemik olusumu meydana

getirdigi bulunmustur [112][94].

Titanyum, florid iyonlarina karsi ¢ok reaktiftir ve cozilebilir TiFs yapisina
doniisebilir. Uygulanan kimyal islemler neticesinde {iiretilen yiizey mikropiiriizlii bir
topografiye sahip olur. Boylelikle Titanyumun hem ylizey piiriizliigii olusturulur hem de
dental implantlarin osteointegrasyonu acisindan onemli bir florid katkist saglanmig
olunur [113][114].

Kontrol grubuna kiyasla; implant yiizeyinin kimyasallarla muamele edilmesiyle
osteoblastik farklilagsmanin arttigi gosterilmistir [115].

Yapilan kimyasal islemin, implant yiizeyini biyoaktif hale getirerek kemik-
implant destegini daha da gelistirme potansiyeline sahip olabilecegi diisiintilmustiir
[96].
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2.2.1.1.4. Kumlanmis ve asitlenmis yiizeyler (Mekanik ve Kimyasal islem)

Farkl1 protokoller ve bilesikler kullanarak yapilan kumlama ve asitle agindirma
kombinasyonlar1, iyi hiicre kolonizasyonu ve farklilasmasi sunan Yyuzey profilleri
olusturmak igin kullamlan en yaygm yaklasimlardan biridir [116]. Implant yiizeyini
degistirmek icin titanyum oksit ve aliimina partikiilleri kullanarak kum ve dokiim kumu
(grit) puskiirtmesi kullanilir. Kumlama islemi i¢in 25 um TiO2 partikiilleri kullanilir.
Korundum adi verilen bu partikiiller; demir, titanyum, vanadyum ve krom igeren
aliminyum oksitin bir kristal formu olarak ge¢cmektedir. Buyuk tanecikli kumlama
partikilleri 0.25-0.5mm iken orta tanecikli partikiller ise 250-500 pm boyutundadir.
Asitle asindirma, bir HCL / H2S04 karisimi kullanilarak veya% 2 HF /% 10 HNOs
icinde yapilabilir. Bu islemler sonucunda yiizeyde ¢ukur ve krater seklinde piirtizler
olusur. Yiizey piiriizlilligline ek olarak, kumlama ve asitle asindirmanin yiizey
kalintilarin1 uzaklastirarak, metalin yiizey reaktivitesini artirabildigi distiniilmiistiir

[112].

Kumlama ve asitleme kemik olusumunun hizini ve miktarini artirabilir. Yapilan
calismalarda alkalin fosfataz aktivitesinin yiikseldigi, kemik olusumunda rol oynayan
osteokalsin tliretimi ile, latent doniistiiriicli biiylime faktorii beta ve prostaglandin E2'nin
de arttig1 bulunmustur [94].

Kumlanmis ve asitlenmis implantlara verilen kemik yaniti, farkli implant
ylizeylerinde karsilastirilmistir. Domuz modelinde yapilan bir ¢alismada 10 haftalik
tyilesme periyodunda , ¢ift asitle modifiye edilmis yiizeylerde, tek asitleme uygulanmis
implant yiizeylerine kiyasla daha yiiksek geri ¢evirme torku bulunmustur [117].

Bir tavsan modelinde, kumlanmis ve floriirle modifiye edilmis implantlarda,
sadece kumlanmis implantlara kiyasla, 1 ve 3 aylik iyilesme sonrasi belirgin sekilde
daha yiiksek geri ¢evirme torku ve daha yiiksek kemik implanti temast gézlenmistir
[113].

Islenmis yiizeye kiyasla 6nemli 6lciide daha yiiksek geri ¢evirme torku elde
edilirken, titanyum plazma ile muamele goren implantlara kiyasla benzer degerler elde
edilmis, kemik yogunlugu agisindan ise 3 farkli implant tipinin etrafinda higbir fark

gbzlenmemistir [118].
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2.2.1.1.5. Anodizasyon (Kimyasal islem)

Anodizasyon titanyum oksit tabakasinin kristal formunu ortaya cikarir ve
mikroyapida degisiklikler iretir [119]. Anodizasyon islemi olduk¢a karmasiktir ve
mevcut yogunluk, asitlerin konsantrasyonu, bilesim ve elektrolit sicaklig1 gibi cesitli
parametrelere baglidir [96].

Mikro veya nano gozenekli yizeyler, titanyumun gicli asitlerde (H2SO4, H3POg,
HNOs, HF) potansiyostatik veya galvanostatik anotlanmasiyla da dretilebilir.
Anodizasyonun amaci, oksit tabakasini titanyum iizerinde kalinlagtirmaktir. Bir
elektrolit ¢ozeltisinde giiclii asitler kullanildiginda, oksit tabakasi mevcut konveksiyon
(yayilim) hatlar1 boyunca eritilir ve diger bolgelerde kalinlastirilir. Oksit tabakanin
mevcut konveksiyon hatlar1 boyunca ¢ozlilmesi, titanyum yiizeyinde mikro veya nano

gozenekler olusturur [96].

Yiizey oksitler 5Snm den yaklagik 10,000nm'ye biiyiir. Ti Unit Sa degerinin 1,1 um
ve Sgr sinin ise 37% oldugu rapor edilmistir. Bagka bir ¢alisma [116] anodik oksidasyon
ile mikro ve nano yapilarin varligini gosteren 0.06-12 um goézenek boyut dagilimina
sahip, 2 um kalmhiginda piiriizli Ti Unit yilizey oksit kaplamasinin rapor edildigini
bildirmistir, Hall ve Lausmaa'ya gore, yiizey tabakasinda fosfat formunda% 5 fosfor
vardir.

Implant yiizeyinde; termodinamik olarak daha kararli rutillerden kaynaklanan
birka¢c nokta olsa da amorf matristeki anataz TiO2 olarak sunulan, amorf TiO2 ve
kristalin grenleri vardir

Anodik oksidasyon, dogal bir titanyum oksit tabakasmin ve gozenekli bir
topografyanin olusmasina neden olur ve kemik olusumu orta derecede piriizli

oksitlenmis yiizeyde meydana gelir [120].

2.2.1.1.6. Titanyum Plazma sprey (fiziksel islem)

Titanyum plazma sprey (TPS), titanyum partikiillerinin yiiksek sicaklikta bir
plazma alevinin i¢ine enjekte edilmesinden olusur. Bu pargaciklar, yogunlasip

kaynastiklar1 implantlarin yiizeyine piiskiirtiiliir ve yaklagik 30 pm kalinhiginda yaklasik
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7 pm'lik ortalama bir piiriizlillige neden olurlar [121]. TPS islemi dis implantlarinin
ylizey alanmi baslangig¢ yiizey alanmin yaklasik alti katina kadar arttirabilir [122]. Bu
implant geometrisine, baslangi¢c partikiil biiyiikliigii, plazma sicakligi ve agizlik ile
hedef arasindaki mesafe gibi islem degiskenlerine baglidir [123]. Plazma sprey
kaplamalarla ilgili en biiyiikk endigelerden biri, kaplamanin kemik dokusuna iyi bir
sekilde baglanmasina ragmen, titanyum implantin yiizeyinden olas1 zayiflamasi
neticesinde implant-kaplama arayiiziinde olusan basarisizliktir. Bununla birlikte, yiizey
alaninda alt1 katlik bir artis kemik biiyiimesi ve yerlesimi i¢in uygun olabilirken,
implant yiizeyinin oral sivilar ve bakterilere maruz kalmasi riskini de beraberinde getirir
[124]. Ek olarak yiiksek yiizey piiriizliliigli, gézenekli bolgeler arasindaki etkilesim
nedeniyle peri-implantitisin kontroliinde bir risk olusturabilir ve patojenlerin derin
kemik alanlarina gecisini kolaylastirarak implant tedavisinin basarisini tehlikeye sokar
[125]. SLA ve TPS implant yiizeylerini karsilastiran bir klinik ¢alismada, bu iki yiizey

arasinda klinik fark gdzlemlenmemistir [126].

Plazma torguna enjekte edilecek tek malzeme titanyum degildir, hidroksiapatit de
bu teknikte dnemli bir yere sahiptir. HA plazma sprey, hidroksiapatit (HA) seramik
partikiillerinin yiiksek sicaklikta bir plazma tor¢una enjekte edildigi ve yogunlasip
kaynasarak ince bir tabaka halinde titanyum yiizeyine yansitildig1 bir tekniktir. Plazma
sprey kaplamalar, birka¢ mikrometreden birkag milimetreye kadar degisen bir kalinlikta
biriktirilebilir. Bu yontem kullanilirken, kaplamanin mekanik olarak tutulmasmni
saglamak i¢in, metalik implantin ylizeyi, 6rnegin kumlama yoluyla, piiriizlendirilmelidir
[96].

Bununla birlikte, plazma sprey yontemi, kaplamanin piiriizliliigi ve substrat /
kaplama ara yliziinde olusan rezidiiel stres gibi dezavantajlarin yani sira, baslangig
kalsiyum fosfat tozunun bilesiminde ve kristalliginde sert degisiklikler meydana
gelmesi gibi dezavantajlara da sahiptir [127][128].

Plazma sprey HA kaplamalarinda, trikalsiyum fosfatlar (B- ve a-TCP), tetra-
kalsiyum fosfat, kalsiyum oksit ve amorf kalsiyum fosfat (ACP) gibi birka¢ kalsiyum
fosfat faz1 gdzlenmistir [129][130].

Plazma sprey HA kaplamalar1 genellikle, olduk¢a ¢6ziiniir bir amorf kalsiyum

fosfat fazina gomiilmiis biiylik kristalli HA pargaciklarindan olusur. Ayrica, plazma
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sprey teknigi, karmasik bir sekle sahip mini dental implantlarin kaplanmasi i¢in ¢ok

etkili degildir [96].

2.2.1.1.7. Lazerle Asindirma ve Mikro-Ark Oksidasyonu:

Plazma Elektrolitik Oksidasyon (PEO), Spark Eloksal ve Mikroplazma
Oksidasyon olarak da bilinen Mikro Ark Oksidasyonu (MAO), aliminyum, magnezyum
ve titanyum gibi metallerin yiizeylerinin oksit kaplamalara doniistliriildiigt bir isleme
teknigidir. Bu kaplamalar, kullanilan gii¢ kaynagina, substrata ve elektrolite bagh
olarak, on ila yiizlerce mikron arasinda degisebilir [131].

Mikro ark. oksidasyonuyla modifiye edilen implantlar tornalanmis implantlarla
kiyaslandiginda, artan hiicre temasina bagli olarak daha yiiksek diizeyde kemik cevabi
ve geri gevirme torku gosterir [132]. Lazer yOntemi, iyi osseointegrasyon igin yeterli
pliriizliiliige sahip bir implant yiizeyi iiretmek i¢in kullanilabilecek bir islemdir. Lazerle
islem gormiis Ti implantlari, ylizey kirliligini azaltmistir [133] ve deneysel ¢alismalar,
tornalanmis yiizeyler ile karsilastirildiginda, tavsan tibyasma yerlestirilmis lazerle

kazinmig implantlar i¢in artmis bir torkun degeri gostermislerdir [134].

Baska bir agidan bakildiginda, lazer isleminin yizeyde % 1.44 karbon ile karbon
ve oksijen ile kirlenmeye neden olabilecegi diisiinlilmiistiir. Deppe ve arkadaslari,
karbonun havadaki karbon dioksitten saglandigini ve lazerin; asitle agindirma, kumlama
veya plazma pilskiirtme teknigine kiyasla en az kirletici yiizey islemi olarak
degerlendirilebilecegini belirlemislerdir [135]. Ayrica baska bir in vitro calismada,
kalsiyum ve fosfor iceren MAO Ti implantlarinin, yapay viicut sivilarinda, kemik
benzeri apatit olusumunu indiikleme kabiliyetine sahip oldugu da bulunmustur [136].
Oksitlenmis implantlarin osseointegrasyon mekanizmasinin mekanik kilitleme ve
biyokimyasal baglanma oldugu gosterilmistir [137]. Lazerle asindirma, MAO'dan 6nce
bir implant ylizeyini 6n isleme tabi tutmak icin kullanilabilecek umut verici yeni bir

yontem olarak diisiintilebilir [15].
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2.2.1.2. Dental implantlarin Biyolojik olarak aktif ilaclarla Birlesimi

2.2.1.2.1. Antibiyotik kaplama:

Cerrahi alan enfeksiyonlarin1 6nlemenin olas1 bir yolu olarak antibakteriyel
aktivite saglayan ajanlarin implant yilizeyine uygulanmasiyla olusturulan antibakteriyel
kaplamalar incelenmistir.

HA tabakasi ile birlikte Gentamisin, dental implant cerrahisinde sistemik
antibiyotiklerle birlikte lokal bir profilaktik ajan olarak implant yiizeyine kaplanabilir
[33].

Tetrasiklin-HCI tedavisi, Kkirli implant ylzeylerinin dekontaminasyonu ve
detoksifikasyonunda pratik ve etkili bir kimyasal yontem olarak kabul edilmistir.
Tetrasiklin-HCI, kontamine olmus implant  yiizeyinde bulunabilecek
mikroorganizmalar1 Oldiirebilen bir antimikrobiyal ajan olarak islev goriir. Ayrica,
smear tabakasini ve endotoksinleri implant ylizeyinden etkili bir sekilde uzaklastirir. Ek
olarak, kollajenaz aktivitesini inhibe eder, hiicre ¢ogalmasinin yani1 sira kemik
iyilesmesini arttirir [138].

Tetrasiklin ayrica iyilesme siirecinin ilk asamasi sirasinda implant yiizeyinde kan
piht1 yapismasini ve tutulmasini ¢ogaltir ve bdylece osseointegrasyona yardimci olur

[139].

2.2.1.2.2. Simvastatin

Statinler, karaciger tarafindan kolesterol biyosentezini azaltmak i¢in 3-hidroksi-3-
metilglutaril koenzim rediiktazi inhibe eden yaygin ilaclardir. Bu ilaglar serum
kolesterolii konsantrasyonlarini azaltir ve kalp krizi riskini diistirtirler [140].

Simvastatin, kemik olusumunu destekleyen kemik morfogenetik protein (BMP) 2
mRNA'nin ekspresyonunu indiikleyebilir [141].

In vitro bir calismada Yang ve ark.; simvastatin yiiklii piiriizli implant
ylzeylerinin, preosteoblastlarin hizlandirilmis osteojenik farklilagsmasini tesvik ederek

osseointegrasyonu artirma potansiyeli gosterdigini belirtmislerdir [142].
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2.2.1.2.3. Bifosfonatlar

Implantlarin yiizeyi ayrica kemik yeniden sekillendirme islemini kontrol eden
molekiiller ile yiiklenebilir. Bifosfonatlar gibi kemik antiresorptif ilaglarin, 6rnegin
rezorbe edilmis alveoler sirtlar gibi kemik destegi olmayan klinik vakalarda tedaviye
dahil edilmesi cok 6nemli olabilmektedir. Son zamanlarda, titanyum implantlara
eklenen bir bifosfonatin, peri-implant bdolgede kemik yogunlugu lokal olarak artirdigi
gosterilmistir [96].

Pamidronat veya Zoledronat igine batirilmis plazma sprey HA kapli dental
implantlarin kullanildig1 diger deneysel c¢alismalar, bu implantlarin kemik temas

bolgesinde belirgin bir artis gosterdigini belirtmistir [143][144][145].

2.2.1.3. Yiizey Modifikasyonlarinda Biyokimyasal Yontemler

Yiizey modifikasyonlarinin  biyokimyasal yontemleri fizikokimyasal ve
morfolojik metodlara yardime1 olur. Amaglari, spesifik hiicre ve doku tepkilerini
indiiklemek amaciyla biyomalzemelerdeki proteinleri, enzimleri veya peptitleri
immobilize etmek veya bagka bir deyisle doku-implant arayiiziinii ¢esitli modiilator

molekiiller ile dogrudan kontrol etmektir.

Birinci yaklasim, fibronektin, vitronektin, Tip I kollajen, osteogenin ve kemik
sialoprotein gibi hiicre adezyon molekiillerini kullanir. ikinci yaklasim, mitojeniteden
(interlokin buyume faktorl-1, FGF-2, trombosit tirevli blyime faktéri-BB) kemik
hiicrelerinin artan aktivitesine kadar degisen, osteoindiiksiyon icin kollajen sentezini

artiran, osteotropik etkileri olan biyomolekiilleri kullanir [15].

2.2.2. Kaplama olarak Kullamlan Diger Malzemeler

Biyouyumlulugu artirmak, hiicre yanitlarini arttirmak, iyilesmeyi arttirmak veya

implant sagkalim oranini arttirmak i¢in implant1 kaplayabildigimiz birgok uyumlu
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malzeme vardir. Bunlarin bir kismi yiizeylerin fiziksel, kimyasal, mekanik ve

topografik 6zelliklerini degistirerek yani yilizey modifikasyonu ile saglanir.

2.2.2.1. implantlarda Inorganik Kaplama Malzemeleri:

2.2.2.1.1. Seramikler

Biyoseramikler, biyoaktif (biyocamlar / cam seramikler), biyobozunur (kalsiyum
fosfat) veya biyoinert (aliimina, zirkonya ve karbon) olarak simiflandirilabilir [15].

Kimyasal bakis agisindan, biyoseramikler aliimina, zirkonya, karbon, kalsiyum
fosfatlar, silika iceren bilesikler ve diger bazi kimyasallardan hazirlanabilir. Bunlar
arasinda, fosfatlar, yiiksek biyouyumluluk ve kemik integrasyonu gosterdikleri ve ayni
zamanda kemiklerin inorganik kisimlarina benzer bir bilesim sunduklar1 icin

biyomateryal Uretmek icin ideal olarak kullanilabilirler [146].

2.2.2.1.2. Kalsiyum fosfat kaplamalar:

Cogunlukla hidroksiapatit ile olusan kalsiyum fosfat (CaP) kaplamalari, biyo-
uyumlu, osteokonduiiktif ve emilebilir maddelerdir [147]. Ticari olarak temin edilebilen
ilk HA kapl implantlar, 1980'lerde gorilmiistiir. [148]. HA, implant yizeyindeki
serbest kalsiyum ve fosfat bilesiklerinin varligindan dolay1 kemik ile gii¢lu bir kimyasal
bag olusturur. HA seramik, tiim osteotropik olaylarin (epistaksis, apatit protein afinitesi
ve yapisal osteotropizmin) birlestirildigi tek malzemedir. Belirtilmelidir ki, HA'nin yeni
uygulama yontemleri; plazmanin, minimum 50 um kalinliginda bir kaplama ile
spreylendiginde daha once kullanilanlardan daha ince HA katmanlar1 ile sonuglandigini
gostermistir. 1 um veya nanometre kalinligindaki giincel HA uygulamalari, implantin

yilizeyden ayrilma (gevseme) riskini azaltmigtir [15][116].

2.2.2.1.3. Biyomimetik kalsiyum fosfat kaplamalar:

Biyomimetik kaplamalar; tibbi cihazlar {izerine, onlarin biyouyumluluklarini

artirma amactyla kalsiyum fosfat biriktirilmesi i¢in mikroyapilarin ve organizmal doku
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fonksiyonlarinin kullanimini esas alir [149]. Bu biyomimetik yontem, kalsiyum fosfat
apatit kristallerinin, fizyolojik sicaklik ve pH kosullar1 altinda simiile edilmis viicut
stvilar1 vasitastyla dental implant yiizeyine ¢okelmesini igerir [96].

Son zamanlarda biyomimetik kalsiyum fosfat kaplamasina dayanan bir kemik

benzeri materyal de gelistirilmistir [150][151].

2.2.2.2. implantlarda Kullanilan Organik Kaplama Malzemeleri

Son yirmi yilda, kemik dokusunun hiicre dis1 matrisinden (ECM) tiiretilen organik
bilesikler, giderek artan oranda organik kemik implant kaplamalarinin tasarimi igin
ilham kaynagi olarak kabul edilmektedir [152][153]. Kemik implantin1 organik
molekiiller kullanarak; pasif bir tibbi cihazdan, istenen doku yanitin1 talep edebilecek ve
yonlendirecek bir implanta yiikseltmek i¢in farkli yaklasimlar kullanilabilir [154][155].
Halen arastirilan organik yiizey modifikasyonlari, doku-implant arayiiziinde hiicre yaniti
gerceklesmesi  hedefiyle; digerlerinin  yan1 sira yapisal proteinlerin, sinyal
molekullerinin, enzimlerin veya peptitlerin  biyomateryal yuzeyler {izerinde
hareketsizlestirilmesi ~ esasim1  igerir  [156][157].  Belirtildigi  gibi  ylizey
Modifikasyonlarinda Biyokimyasal Y 6ntemlerde; fibronektin, vitronektin, tip | kollajen,
osteopontin ve kemik sialoprotein gibi ECM biyomolekiilleri, kemik implantlari

tizerinde basaril1 bir sekilde hareketsizlestirilmistir.

Bu proteinler yiizeyler iizerinde, immobilizasyon esasina dayanarak cesitli
biyolojik etkiler gostermislerdir, fakat proteinlerin adsorpsiyon vasitasiyla ¢okme
egilimi implant yiizeyinde sorunlu bir artik birakir ve hareketsizlestirilmis proteinlerin
etkinligini azaltir [152]. Ancak, tim proteinlerden tiiretilen kisa peptit sekanslar1 bu
sorunun Ustesinden gelebilir [158]. Alternatif olarak, buyume faktorleri (GF'ler) gibi
osteotropik biyomolekiiller implant yiizeyleri iizerinde hareketsizlestirilebilir. Kemik
morfogenetik protein (BMP), doniistiiriicii bliylime faktorii-beta (TGF-y), fibroblast
blytme faktori (FGF), trombosit tirevli buyume faktori (PDGF) ve insulin benzeri
blytme faktori (IGF) dahil olmak Uzere birgok (GF) buyume faktoriniin yizeylerine
sabitlendikten sonra implantlarin etrafinda kemik dokusu olusumunu uyardigi

gosterilmistir. Bununla birlikte, kemik implantlar1 ¢cevresinde en cok BMP-2, BMP-7 ve



26

TGF-F1 gibi TGF-p iist familyasi tiyelerinin kemik olusumu arttirilmasinda timit verici
sonuglar gosterdigi lizerine vurgu yapilmistir [159][160]. Hiicresel davranisi dogrudan
hedeflemenin yani sira, kolajen gibi organik biyomolekiiller, yiizey kaplamalarinin
mekanik 6zelliklerini de gelistirebilirken, osteopontin, osteonektin, kemik sialoprotein,
osteokalsin veya alkalin fosfataz gibi biyomolekuller, implant yizeylerine kalsiyum

fosfat birikimi ile mineralizasyon baslaticilar1 olarak incelenmistir [152].

2.2.2.3. Implantlarda Kompozit ve Kombine Kaplama Malzemeleri

Kemik kompozit bir doku oldugu i¢in, inorganik ve organik bilesenlerden olusan
kompozit kaplamalarin biriktirilmesi, biyoaktivite ve etkinligi artirmak amaciyla
implant kaplamalarinin tasariminda atilmig bir sonraki adim olarak goriilmektedir [152].
Ornegin, kolajen ve CaP minerallerinden olusan kompozit kaplamalar, hiicresel
yapismay1, onu takip eden proliferasyonu ve farklilagma fazlarini etkilemek amaciyla;
mineral fazin (osteokondiiksiyon agisindan) ve kolajen matrisin (RGD sekanslarinin
bollugu agisindan) faydalarini birlestirebilir [161].

Kollajenin biyolojik etkilerine ek olarak, CaP-kollajen kompozit kaplamalarda,
CaP kristallerinin implant ylizeylerine daha iyi tutuldugu gosterilmistir (Bosco, Van
Den Beucken et al. 2012). Ayrica biiytime faktorleri implant yiizeyleri tizerine kalsiyum
fosfat veya kollajen kaplamalarla birlikte ¢okelmistir [159].

Enfeksiyonlar hala ortopedik implantlarin kisa ve uzun siireli stabilitesini
tehlikeye atabilecek biiyiik bir tehdit olmaya devam ettigi i¢in [162], antibiyotikler de
CaP kaplamalarina titanyum implantlara yiiklenmigtir [163]. Kaplanmis antibiyotik-
HA-kompozit, in-vivo deneylerde CaP kaplamalara kiyasla daha diisiik bir enfeksiyon
oran1 sergilemistir [33]. Antibiyotik direnci riskini azaltmak igin; klorheksidin,
kloroksilenol ve poli (heksametilebiguanid) gibi antimikrobiyal aktiviteye sahip
antibiyotik olmayan organik bilesikler de kaplamalar i¢in potansiyel alternatifler olarak
arastirilmistir [34][164][18][165]. Bu gibi organik molekiiller genis antimikrobiyal etki
spektrumlar1 ve daha diisiik ilag direnci riski i¢in kullanilmaktadir [152].
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Kompozit kaplamalar, glimiis iyonlar1 gibi antimikrobiyal elemanlarin organik
veya inorganik kaplamalara dahil edilmesiyle de hazirlanabilir, c¢ilinkii glimiis

elementine kars1 bakteri direnci oldukga diisiik olarak gézlenmektedir [166].

2.2.3. Oksit Tabakasi

Dental implant ytzeylerindeki titanyum oksit filmlerin; fizikokimyasal ve igyukul
(dielektrik) ozellikleri, kristal yapis1 ve ylizey morfolojisi gibi kavramlarinin
,implantlarin biyouyumluluk ve osseointegrasyonunda onemli bir rol oynadig: ileri
stirlilmiistiir [167][168].

Metal ile ¢evre arasinda dogrudan temasi Onleyen oksit tabakasi, koruyucu bir
tabaka gorevi goriir ve boylece iyon salmimini en aza indirir [169]. Altin, platin veya
paladyum gibi soy metaller, kararli bir oksit tabakasi olusturma yeteneginden yoksundur
ve bu nedenle endossedz implantlar igin tercih edilmezler. Dental st yapi
uygulamalarinda kullanilirlar [170].

Titanyum dioksit dogada, esas olarak ii¢ kristal yap1 seklinde bulunur: rutil, anataz
ve brokit. Titanyum implantlarda pasif oksit tabakasi, anataz ve rutil birlikte olarak veya
sadece anatazdan ibaret olacak sekilde meydana gelir [67]. Ozellikle, TiO2'nin
biyomateryalizasyon i¢in en uygun yapisi anatazdir [171].

Ti-implant yuzeyi Uzerine TiO2 anataz kaplamalarinin uygulanmasi, arayiizde
materyal ve biyolojik ¢evre arasindaki etkilesimi arttirmanin en iyi yollarindan biridir.
Del Curto ve ark., Bir anataz tabakasinin, amorf titanya tabakasina gore, bakteri
metabolizmasini, hiicre metabolik aktivitesi tizerinde olumsuz etkileri olmadan, dnemli
6lgiide azalttigini bildirmistir [172].

Oksidasyon  siireci  biyouyumlulugunun  temel nedenidir.  Implantin
yerlestirilmesinden sonra, toplanan graniilositler, H202 gibi oksijenli bilesik tiirevlerini
asir1 reterek implant bolgesinde ciddi bir oksidatif stres olusumunu tetikler. H202'nin
reaktif oksijen tiirlerine yikimi ve daha sonra yiizeye dahil edilmesi, implant {izerindeki

titanyum dioksit (TiO2) tabakasinin kalinlagsmasina neden olur [74][68].
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2.2.4. Purazluluk

Tanim ve Kategori

Kati yiizeyler, olusum yontemlerinden bagimsiz olarak Ongoriilmiis geometrik
formlarindan cesitli diizensizlikler veya sapmalar igerir. Bu durum; yiizey sekil
sapmalarindan, atomlar aras1 uzakliklarin diizensizliklerine kadar cesitlilikler icerebilir
[173].

Ylzey dokusu makro, nano ve mikro purizltluk ile birikme ya da eksiltme
nedeniyle olusan yarik catlak gibi faktorleri ve  yoOnlerini verir [173]. Ylzey
puriizliligi; biri ylizeye dik, digeri yiizeyin diizlemine paralel olmak kosuluyla iki
temel dizlemde meydana gelebilir [174]. Implantlarin yiizey konfigiirasyonu,
osseointegrasyon hizini etkileyen parametrelerden biri olarak kabul edilir [175].
Ornegin, osteoblastlar piiriizsiiz yiizeylere kiyasla, piiriizlii yiizeylerde kiiltiirlendiginde

kiibik (farklilastirict bir asamaya bagli olarak) bir sekil sergilerler [176].

Piiriizlii ylizeyler daha once ayrintili olarak agiklandigi gibi, ilave kaplama
teknolojileri veya ¢ikarma yoOntemleri ile hazirlanirlar. Malzeme ylizeyinin
diizensizliklerinin Olgegine gore cesitli ylizey piriizlilikleri veya dereceleri ayirt
edilebilir. Yiizey makropiiriizliliigii, insan goziiyle ayirt edilebilen diizensizlikler ile
yani en az 100 pm den baslayan milimetre veya daha fazla boyutlarda olusacak sekilde
karakterize edilir. Mikro Olgekli yilizey pirizliligi 1 ila 100 um arasindaki
dizensizlikler, mikron alti1 yiizey pirizliligi 100 nm ila 1 pm arasi diizensizlikler ve
nano-piiriizlilik ise 100 nm'den diisiik diizensizlikler olarak tanimlanabilir [177]. Her
bir yiizey piriizliliigii tipinin, implantin davranis1 ve yapiskan (adherent) hiicreler

Uzerinde bir etkisi vardir [178].

Albrektsson ve Wennerberg’e gore; Sa degeri ile Olgiilen yiizey piiriizliliigiine
bagli olarak implantlar, piirlizsiiz (Sa <0.5 pm); minimal piiriizlii (Sa 0.5-1.0 pm
arasinda), orta derecede puruzli (Sa 1.0-2.0 um arasinda); pirtzli (Sa >2.0 pm) olacak
sekilde dort farkli kategoriye ayrilabilir [179].

Caligmalarin biiyiikk ¢cogunlugunda, asitlenmis ve kumlanmis implantlar, ideal
olarak kabul edilen ve goreceli olarak iyi sonuclar gosteren 1.0-2.0 pum arasi orta

derecede yiizey piiriizliiliigii gosteren implantlardir [109].
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Makro Olgekli piirtizliiliik; implantin dogal dokuya sabitlenmesini arttirir ve
genellikle hiicreler tarafindan hissedilmez, Ornegin onlarin baglanmalarin1 ve
yayilmalarini kisitlamaz [180]. Mikro dlgekli piiriizlilik ise daha tartigmalidir, ¢linkii
hiicreler yapisma alanlarinda  bulunan malzeme yiizey topografisi ile
sinirlandirilabilirler [181]. Ote yandan bazi yazarlar mikro piiriizlii yiizeylerde biiyiiyen
osteoblastlarin, piiriizsiiz yiizeylerde biiyiiyen hiicrelere kiyasla; gen ekspresyonlar1 ve
daha yiiksek mineralizasyon seviyeleri gostererek, farklilagsmaya karsi uyarildigini
bildirmistir [180][182].

Benzer sekilde, son ¢alismalar piiriizlii Ti ve Ti-6Al-4V'de alkalin fosfatata 6zgu
aktivitenin arttigin1 gostermistir. Piiriizli Ti veya Ti alasimi iizerinde osteokalsin
tiretimi gibi diger osteoblast fenotip belirteclerinin de arttigir bulunmustur [183][184].
Piiriizlli yilizeylerde olgunlasan hiicreler, daha fazla kolajen tiretimi, prostaglandin E2 ve
dontistiiriicii biiylime faktorii B sergilemistir [184]. Hiicre dis1 matris sentezi ve
devaminda olusan in vitro mineralizasyon piiriizli dokulu ve gozenekli kaplamali
titanyum tizerinde 6nemli 6lgiide artis gostermistir [185].

Diger calismalar, ylizey piirlizliiliigiiniin fibroblastlar tarafindan biiylime faktorii
salimmini indiikledigini [186], osteoblast benzeri hicrelerin sistemik hormonlara
cevabmi arttirdigin1 [183], osteoblast ve kondrosit farklilagsmasini tesvik ettigini
gostermistir [187].

Ote yandan topografideki nano &lgekli degisiklikler, hiicre adezyonundaki
farkliliklardan, hiicre oryantasyonu, hiicre motilitesi, yiizey antijeni goriintiileme, hiicre
iskeleti yogunlagmasi, tirozin kinazlarin aktivasyonu, transkripsiyonal aktiviteyi ve gen
ekspresyonunu diizenleyen hiicre i¢i sinyal yollarmin modiilasyonuna kadar c¢esitli
hiicre davraniglarini ortaya ¢ikarir [188][189]. Giincel olarak CP Ti implantlari iizerinde
nanoyapilar olusturmak igin; tekli katmanlarin (SAMs) 6zkurulmasi, nanopartikiillerin
biriktirilmesi, nano/mikro boyutta sekil olusturma (litografi), cesitli fiziksel ve kimyasal
yaklasimlarin sergilenmesi gibi ¢esitli yontemler arastirilmaktadir [68][190].

Ek olarak, birkag calisma osteoblast yapismasinin artmasi i¢in nanoyapinin ylizey
kimyasindan daha énemli bir rol oynadigmi gostermistir. Ornegin, malzeme yiizeyinde
nano boyutlu diizensizlikler olusturulan bir c¢alismada [191] politetrafloroetilen,
polivinil-difloriir ve polipropilenin (PTFE / PVDF / PP) bir terpolimeri agirlik¢a% 2 ila
8 karbon nanotiip ile karistirilmis ancak yiizey hidrofobisini (su damlasi temas agist

yaklagik 100°C) onemli dlglide degistirememistir. Buna ragmen, nanotiip ile modifiye
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edilmis ylizeylerde, insan osteoblast benzeri hiicrelerin sayist ve yayilmasi onemli

Ol¢iide artmustir [180].

2.2.5. Yuzey Analizi Testleri:

Dental implantlar halen kayip dislerin restorasyonu ve ilgili bolgelerde yeni kemik
olusturulmasma yardimeci olmak amaciyla kullanilmaktadirlar. Farkli ebat, sekil ve
ylizey oOzelliklerine sahip cesitli biyomalzemelerden imal edilebilirler. Farkli yiizey
ozellikleri, hiicresel aktiviteyi ve dogrudan kemik osseointegrasyonunu artirabilecek
sekilde tasarlanmigstir [192].

Basarili bir implantasyon gerceklesmesinin 6nemli bir kosulu da dental implant
kalitesidir ve bu kaliteyi tanimlayan bircok 6nemli 6zellik vardir. Bir implant, malzeme
ve sekil gibi makroskopik yapi saglamanin yani sira, yiizeyin kimyasal, fiziksel,
mekanik ve topografik 6zellikleri gibi mikroskobik yapiya da sahip olmalidir. Bu ¢esitli
karakterizasyonlar, implant yiizeyine yakin olan hiicrelerin yapisma aktivitesini
etkilemektedir. Bu nedenle hiicre proliferasyonu, osteoblast transformasyonu, kemik
dokusu olusumu ve osseointegrasyon hizi gibi asamalar farkli ylizey topografilerinden
etkilenir [190][192].

Literatiirde, kumlanmis ve asitlenmis yiizeylerin topografileri, farkli Sl¢iim
ekipmani ve degerlendirme teknikleri nedeniyle biiylik olgiide degiskenlik
gostermektedir, ancak esas olarak kumlanma ve asitlenme prosediirlerinde de farklilik
gorulebilmektedir.

Kumlamada, kullanilan parcacik tiirlerinin sertligi, boyutlar1 ve uygulandigi darbe
hiz1, sonuglardan dogrudan sorumludur. Genellikle titanyum (TiO2) veya alimina
(Al203) pargaciklari ile gergeklestirilen kumlama iglemi, elde edilen mikro bosluklarin
boyutunun iyi kontrol edilmesini saglar. Ancak kalan bazi parcaciklar gomiilebilir ve

implant yuzeyinin kirlenmesine neden olabilirler [109].

Bu nedenle, mikroskopi ve spektroskopi birbirinin tamamlayicisidir ve tek basina
kullanilmalar1 bir materyalin karakterizasyonunu aciklamada yetersiz kalabilmektedir

Yiizey analizinde kullanilan en yaygin araglardan bazilar1 ise soyledir:
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2.2.5.1. XPS:

Tiim ¢agdas ylizey karakterizasyon yontemlerinden kimyasal analiz i¢in en yaygin
kullanilan1  elektron spektroskopisidir (ESCA). ESCA'ya X-isin1 fotoelektron
spektroskopisi (XPS) de denir ve iki kisaltma birbirinin yerine de kullanilabilir
[193][194].

AES ve XPS' e genellikle "yiizey analizi" teknikleri denir, ancak bu terim yaniltici
olabilir. Bu teknikler intrensek ylzey duyarliliklar1 nedeniyle kullanigl kabul edilseler
de, daha derin katmanlarin bilesimini belirlemek i¢in de kullanilabilirler [195].

X-1sinlart 151k 1smlart gibi hareket eden elektromanyetik enerji dalgalaridir. X-
isinlart angstrom araliginda dalga boylarina sahiptir. Ayrica, X-i1sinlar1 oldukga
enerjiktir ve sadece katilara niifuz etmek ile kalmaz, ayn1 zamanda onlarim i¢ yapilarini

arastirmak i¢in de kullanilirlar.

Yiiksek enerjili fotonlar veya elektronlar araciligiyla atom uyariminin bir sonucu
olarak, atomdan bir elektron ¢ikarilir ve i¢ yoriingede bir elektron boslugu olusur. Bu
elektron bosluklar1 dis yoriingedeki elektronlar tarafindan doldurulur. Bu fenomenin bir
sonucu olarak, X-i1ginlar1 iiretilir. Uyarilmig atom tarafindan serbest birakilan enerji her
bir element icin spesifiktir ve yogunluk elementin miktarina bagli olarak degiskenlik
gOsterebilmektedir [196].

XPS, AES'min yami sira, yiizeyi modifiye edilmis malzemeleri ve aginmaya

dayanikli kaplamalari incelemek i¢in ideal tekniklerden biri olarak kabul edilir [195].

2.2.5.2. SEM:

Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) genellikle bir malzemeye hizli bir bakis
gerektiginde kullanilan ilk analitik aragtir. Bu noktada 1sik mikroskobu artik yeterli
uzamsal ¢oziinlirlik veya odak derinligi saglayamamaktadir. SEM, arastirmaciya
malzeme yuzeyinin oldukg¢a biiyiitiilmiis bir goriintiisiinii temin eder (Miyoshi 2004).
SEM, diger elektron mikroskobu tiirlerinde oldugu gibi, mikroskobun iistiindeki

kaynakta tiretilen odaklanmis bir elektron demeti kullanir [196].
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Standart SEM, yiizey goriintiileme i¢in en kullanigh elektron optik sistemidir ve
XPS, SIMS, vb. ile analiz edilecek veya analiz edilmis tiim yiizeyleri karakterize etmek
icin rutin olarak uygulanmalidir. SEM muayenesi sirasinda kontaminasyonun
olusmamasi i¢in, oncelikle ylizey analizleri yapilmali sonra mikroskop goriintiisii elde
edilmelidir [197].

SEM, genellikle ylksek ¢ozinirlik ve ¢ boyutlu gorintiler elde etmek veya
herhangi bir kat1 malzeme hakkinda bilesimsel, topografik ve morfolojik bilgiler almak
gibi genis uygulama kapasitesine sahiptir. Bu nedenle metaller, polimerler, seramikler

ve ylizey kaplamalar1 gibi ¢ok ¢esitli uygulamalar igin tercih sebebidir [196].

2.2.5.3. KLSM (Konfokal lazer tarama mikroskopisi):

Piyasada her biri benzersiz Ozelliklere ve avantajlara sahip olan cesitli tipte
konfokal mikroskoplar mevcuttur. Floresans Orneklerini incelemek i¢in en yaygin
olarak kullanilan tipler lazer taramali konfokal mikroskoplardir. Bu mikroskoplar,
adindan da anlasilacagi gibi, lazerleri 151k kaynagi olarak kullanir ve lazer 1sinini

numune boyutunca tarayarak goriintii toplama prensibine gore ¢alisir [198].

KLSM'nin mikroskoplar i¢indeki biiyiik avantaji, geleneksel bir epifloresans
mikroskopta sadece gozle goriilebilen, floresanla etiketlenmis doku Orneklerinin
ayrintilari dijital bir goriintiide yakalama yetenegidir. Enstriiman, konfokal lazer
tarama mikroskobunun giiciinii, basarili ¢izimleriyle birlestirmis ve otoritelerce kabul
gormiistiir [199].

Konfokal mikroskopi biyolojik, farmasoétik, tibbi ve malzeme bilimi arastirma
alanlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir ve genellikle mikroyapilarin daha net

goriinmesini saglayan lazer kaynakli floresan (LIF) goriintiileme ile iligkilidir [200].

2.2.5.4. Mekanik Profilometri:

Mekanik profiller son 50 yildir kullanilmig ve gelistirilmistir. Stylus profilometre
teknikleri (mekanik izleme sistemlerine veya optik problara dayali olarak) yiizey

dokularmin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadirlar [201].
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Calisma prensibi oldukea basittir: bir mil bir yiizey iizerinde ¢alisir ve mil hareket
ettikce yiikseklik yer degistirmeleri kapasitif bir doniistiiriicii araciligiyla kaydedilir ve
yuzeyin bir profilini verir. Tipik bir prob (Stylus) ucu aleti, olculen yizeye fiziksel
olarak temas eden bir mil ucu ve bunun dikey hareketini bir elektrik sinyaline
doniistiirmek i¢in bir doniistiiriictiden olusur.

Milin ylzeyle temas eden kismi genellikle 6zenle iiretilmis bir profile sahip bir
elmas uctur. Bitis sekilleri nedeniyle, baz1 yiizeylerdeki bazi prob uglar1 derin bolgelere
nifuz etmez ve yiizey dokusunun carpik veya filtrelenmis bir Olgilislinii vermek
durumunda kalabilir [202].

Uretim dongiisii sirasinda  6lgiim  yapmak iiriinlerin kontrol ve optimize
edilmelerini saglar; isleme sistemleri ve siiregleri lizerinde alinan kararlar1 destekler.
Boylelikle iirtiniin gelistirilmesine yardimei olur. Dongiiniin sonunda yiizey dokusunun
Ol¢iilmesi ise, miihendislerin bilesenin performans kapasitesi hakkinda bir goriis

olusturmalarina olanak saglar.

2.3. Peri-implant patolojisi

Bakterilerin konak¢1 inflamatuvar siirecinin baslatilmasinda temel bir rol oynadigi
distiniildiigt icin [203], agiz boslugunda periodontitis veya dental implant ile iligkili
peri-implantitis gibi bakteriyel komplikasyonlarin dis veya implant kaybina neden
olabildigi belirtilmistir [204][205].

Peri implantitis, yirmi yildan uzun bir siire 6nce peri-implant dokularinin bulasici
patolojik durumlari i¢in kullanilacak bir terim olarak tanitilmistir [206]. 1993'teki 1.
Avrupa Periodontoloji Calistayi'nda, bu terimin, 6zellikle peri-implant cep olusumuna
ve destekleyici kemik kaybina yol agan, osseointegre oral implantlarin etrafinda olusan

tahrip edici inflamatuar siiregler i¢in kullanilmasi gerektigi kabul edilmistir [207].

Titanyum implantlarin biyomedikal endustrisinde populer hale gelmesiyle,
enfeksiyon yaygmliginda bir artis gézlenmistir. Bu tlir enfeksiyonlar1 6nlemek icin,
malzemelerin antibakteriyel yetenegini gelistirme yaklasimi gelistirilmistir. Bir biyofilm

toplulugundaki bakterilerin sistemik antibiyotiklerle ortadan kaldirilmast zor
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oldugundan, bakteriyel yapismanin ilk ve en savunmasiz agsamalariin engellenmesi ile
biyomateryaller yilizeyinde olgun biyofilm olusumunu 6nlenmesi diisiiniilmiis bunun

icin ¢esitli antibakteriyel stratejiler gelistirilmistir [208].

Biyofilmler, {rettikleri hiicre dis1 polimerik maddeler matrisine gomiilmiis,
bliyiime hizi ve gen transkripsiyonu bakimindan degismis bir fenotip sergileyen; bir
substrata, araytize veya birbirlerine geri dondiiriilemez sekilde baglanmis hiicrelerle
karakterize mikrobiyal olarak tiiremis sesil (hareketsiz) bir topluluk olarak tanimlanir
[209].

Sorunsuz primer iyilesmeyi takiben gozlenen implant basarisizlarinin nedeni
yaygin okliizal stres veya enfeksiyonlar olarak gosterilmektedir [210].

Farkli  periodontal  hastaliklar icin  tanimlananlara  benzer  sekilde,
mikroorganizmalarin spesifik “kiimelenmis gruplar1” ile implantlarin klinik basarisizligi
arasinda bir iliski oldugunu gosteren klinik ¢aligmalar bulunmustur [211].

Mombelli ve ark. saglikli ve sagliksiz implant bolgeleri arasinda mikroflora
kompozisyonu acisindan oOnemli farkliliklar oldugunu gostermistir. Yazarlar peri-
implantitin bolgeye 6zgii bir enfeksiyon oldugunu belirtmis, bu durumun implant kayb1
ile giiclii bir sekilde iligkisi oldugunu ileri siirmiislerdir [212][213][214].

Quirynen ve arkadaslarina gore, bakteriyel yapisma ve tutunma fiziksel olarak
dort asamada gerceklesir: bakterinin yiizeye taginmasi, baslangi¢c bakteriyel yapisma,
spesifik etkilesimlerle baglanma ve son olarak yiizeylerin kolonizasyonu [215].

Ote yandan An ve Fredman, bakteriyel yapismay:r bir malzeme yiizeyinde;
baslangi¢, anlik ve geri dontistimlii bir fiziksel faz (birinci asama) ve ardindan zamana
bagli ve geri doniisiimsiiz bir molekiiler ve hiicresel faz (ikinci asama) igeren iki fazl
bir siire¢ olarak tanimlamistir [216].

Calismalarda; cesitli biyomalzemelerde bakteriyel yapisma ve kolonizasyon
incelenmis ve genel olarak, organizmanin tipi, konsantrasyonu, biiylime fazi ve
malzemelerin ylizey oOzellikleri gibi faktdrlerin kolonizasyon seviyelerini degisen
derecelerde etkiledigi bulunmustur [214][213][212].

Bir biyomalzeme yiizeyinin kaderi, hiicre dis1 matris (ECM) proteinleri, konakg¢1
hiicreleri (fibroblastlar, osteoblastlar, endotel hiicreleri) ve bakterileri iceren bir “yiizey

yaris1” olarak kavramsallagtirilabilir. Yarig doku tarafindan kazanilirsa, yiizey isgal
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edilir ve doku entegrasyonu ile savunulur, boylece bakteri kolonizasyonu ic¢in uygun
kosullar azaltilmis olur [217].

Ancak Once bakteriyel yapisma meydana gelirse, konakg1 hiicrelerin, ylizeydeki
birincil kolonilerle yer degistirebilirme olasiliginin  diismesi sebebiyle, nihai
enfeksiyona yatkin kosullar olusabilir [218]. Viicut tarafindan Ti yapili implantlar
tizerinde genel olarak iyi bir doku yanit1 olusmasina ragmen, bazen bakteriler ilk “yiizey
yaris1” sirasinda implant iizerinde kolonize olabilirler [217].

In vitro ve in vivo testlerde implant materyalleri iizerinde mikrobiyal
kolonizasyon ve antibakteriyel aktivite bildirilmistir [219][220][221][222]. Titanyumun
kendisinde antibakteriyel aktivite yoktur [223], ve titanyum implantlarda olas1 plak
olusumu riski mevcuttur [224]. Buna karsin, oral bakterilerin kolonizasyonunu 6nlemek
icin titanyum implantlarda uygulanan yiizey modifikasyonlar1 hakkinda ¢ok fazla deney

yapimustir.

Titanyum implantin biyouyumlulugu; fizyolojik kosullar altinda olusan bir yiizey
protein tabakasma atfedilebilir. Aslinda bu protein tabakas: yilizeyi bakteriyel
kolonizasyon ve biyofilm olusumu i¢in uygun hale getirmektedir [225][226][227].

Bakteriyel kontaminasyonu hafifletmek i¢in kapsamli dezenfeksiyon ve siki
aseptik cerrahi protokoller gibi cesitli onlemler Onerilmis olsa da, bakteri istilasinin
genellikle ameliyattan sonra meydana geldigine dair kanitlar hala gecerliligini
surdirmektedir [228]. Bakteriyel kontaminasyon daha sonra hematojen kaynaklardan da
ortaya ¢ikabilmektedir [229]. Harici sabitleme pinleri gibi perkutantz ve transmukozal
implantlar; cilt, mukoza ve implant yuzeyi Uzerindeki bakterilerin dnce peri-implant
yumusak dokuyu sonra derin peri-implant kemik dokuyu istila edebilirmesi riski
nedeniyle bakteriyel kontaminasyona kars1 daha savunmasizdir [230]. Ayrica, perkiitan
/ transmukozal implantlarla yumusak doku baglanmasi hala ¢ok tatmin edici degildir ve
bakteri istilasi i¢in baska bir endise kaynagidir [227].

Biyofilmdeki bakteriler antimikrobiyal ajanlarla tedaviye, planktonik muadillerine
gore daha direngli oldugu igin [231][232], rutin antibiyotik tedavileri genellikle
implantla iliskili enfeksiyonu azaltamaz [227].

Ag1z boslugunda hepsi ayni agizda mevcut olmamak kaydi ile 700'den fazla
bakteriyel takson bulunmustur [233]. Metilen mavisi (MB) kullanan aPDT'nin
(Antimikrobiyal Fotodinamik Terapi) bakterisidal etkisi, A.actinomycetemcomitans,
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F.nucleatum, P.gingivalis, P.intermedia, and S.sanguinis gibi planktonik bakteri
kiltiirlerinde incelenmistir. Ata-Ali ve ark. tarafindan yapilan inceleme caligmasinda,
A.aktinomisetemcomitans ve P.gingivalis'in peri-implant yikiminda baskin patojenler
oldugu sonucuna varilmistir [234]. Subgingival ve peri-implant enfeksiyonlariyla en stk
iliskili oldugu i¢in P.gingivalisin ATCC 33277 kullanildig1 ¢aligmalar da mevcuttur
[235].

Implantlarm  ¢evresindeki  enfeksiyonlarm  patogenezinde,  bakterilerin
biyomalzeme yiizeylerine ilk yapigsmasmin kritik bir olay olduguna inanilmaktadir
[236], bu nedenle uygulanmasi gereken en 6nemli strateji, implant yiizeyine ilk bakteri

yapismasinit onlemektir.

Anti-bakteriyel testler:

Bu konuda, farkli biyomalzemelerin ve ilaglarin arastirilmasinda kullanilan birgok

antibakteriyel test mevcuttur ve bunlar asagidaki gibi siniflandirilabilir;

2.3.1. Diftuizyon Yontemleri

2.3.1.1. Agar disk difizyon yontemi

Agar disk diflizyon yontemi minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC) belirlemek
icin uygun degildir, ¢linkii agar ortamina yayilmis antimikrobiyal maddenin miktarini
Olcmek imkansizdir. Bununla birlikte, inhibisyon bdlgelerini belirlenmis algoritmalarla
karsilastirarak bazi mikroorganizmalar ve antibiyotikler i¢in yaklasik bir MIC
hesaplanabilir [237].

Bununla birlikte, disk difiizyon testi diger yoOntemlere gore basitlik, diislik
maliyet, cok sayida mikroorganizmayi ve antimikrobiyal ajani test etme yetenegi ve

saglanan sonuglar1 yorumlama kolayligi agisindan birgok avantaj sunar [238].
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2.3.1.2. Antimikrobiyal gradyan yontemi (Etest)

Antimikrobiyal gradyan yontemi, MIC degerini belirlemek icin seyreltme
yontemleri ilkesini difiizyon yontemleriyle birlestirir.

Bu yontem antibiyotiklerin, antifungallerin ve antimikobakterilerin MIC tayini
icin kullanilir [239].

2.3.1.3. Diger difiizyon yontemleri

Mikrobiyoloji aragtirma laboratuvarlarinda ekstraktlari, fraksiyonlar1 veya saf
maddeleri antimikrobiyal giicleri acisindan taramak veya mikroorganizmalar arasindaki

antagonizmi arastirmak i¢in baska difiizyon yontemleri kullanilir.

2.3.1.3.1. Agar kuyu diflizyon yontemi

Agar kuyu difiizyon yontemi, bitkilerin veya mikrobiyal ekstraktlarin
antimikrobiyal aktivitesini degerlendirmek icin yaygmn olarak kullanilmaktadir

[240][241].

2.3.1.3.2. Agar tikag¢ (plug) difiizyon yontemi

Agar plug diflizyon yontemi genellikle mikroorganizmalar arasindaki antagonizmi
vurgulamak i¢in kullanilir [242][243], ve yontem disk difizyon yonteminde kullanilana
benzerdir [238].

2.3.1.3.3. Capraz ¢izgi yontemi

Antagonizma i¢in mikroorganizmalar1 hizla taramak i¢in c¢apraz ¢izgi yontemi

kullanilir [244].



38

2.3.1.3.4. Zehirli gida yontemi

Zehirli gida yontemi ¢ogunlukla kiiflere kars1 antifungal etkiyi degerlendirmek
icin kullanilir [245].

2.3.2. Ince tabaka kromatografisi (TLC) —biyoatografi

Bu teknik TLC'yi hem biyolojik hem de kimyasal tespit yontemleri ile birlestirir.

Bu yaklasimla anti-mikrobiyal bilesiklerin arastirilmasi i¢in ti¢ biyo-otografik
teknik; yani agar diflizyonu, dogrudan biyo-otografi ve agar-kaplama deneyleri izah
edilmistir [238].

2.3.3. Seyreltme yontemleri

Seyreltme yontemleri, MIC degerlerinin belirlenmesi i¢in en uygun yontemlerdir,
¢linkii bu metodlar test edilen antimikrobiyal ajanin agarda (agar seyreltme) veya sivi
besiyerindeki (makrodilisyon veya mikro seyreltme) konsantrasyonunu tahmin etme
imkani sunarlar.

Bakteri ve mantarlara kars1 in vitro antimikrobiyal aktiviteyi kantitatif olarak
6lecmek i¢in s1v1 besiyeri veya agar seyreltme yontemi kullanilabilir.

Kaydedilen MIC degeri, test edilen mikroorganizmanm goriiniir biiylimesini
engelleyen tahlil edilmis antimikrobiyal ajanin en diisiikk konsantrasyonu olarak

tanimlanir ve genellikle mg/ml veya mg/L cinsinden ifade edilir [238].

2.3.4. Zamana bagh 6ldirme yontemi (zamanla 6ldiirme egrisi)

Zamana bagli dldiirme testi, bakterisidal veya fungisidal etkiyi belirlemek i¢in en
uygun yontem olarak sunulmustur. Anti-mikrobiyal ajan ile mikrobiyal sus arasindaki
dinamik etkilesim hakkinda bilgi elde etmek i¢in gii¢lii bir aractir. Zaman 6ldiirme testi,

zamana bagli veya konsantrasyona bagli bir antimikrobiyal etki ortaya ¢ikarir [246].
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2.3.5. ATP biyoliminesans deneyi

ATP biyoliiminesans deneyi, bakteri veya mantarlar tarafindan iiretilen adenozin
trifosfat (ATP) 6lgme kapasitesine dayanmaktadir. ATP, tlim canli hiicrelerin kimyasal
enerji formu oldugundan, bir hiicrede az ¢ok sabit bir miktarda bulunur. Bu nedenle

niceligi, bir 6rnekteki mikrobiyal popiilasyonu tahmin etmek i¢in kullanilir [238].

2.4. Canh kemigin hiicreleri:

Kemik; hiicreler ve kalsiyum hidroksiapatit birikimi ile mineralize olup kemige
sertligi ve kuvveti veren hiicre dist bir matristen olusur. Kemigin {i¢ farkli hiicre tipine
sahip oldugundan s6z edilir; bunlar, osteoblastlar (kemik olusturan hiicreler),
osteoklastlar (kemik yikict hiicreler) [247], ve lakiinalar igine sikisan osteoblastlar
olarak adlandirilan osteositlerdir [248].

Osteoblastlar, transkripsiyon faktorlerine bagli olarak, kondrositleri, miyoblastlari,
adipositleri ve tendon hiicrelerini de olusturan mezenkimal Oncii hiicrelerden tiiretilir
[248].

Osteoblast hiicre fenotipinin progresif olusumunun in vitro incelemelerinden elde
edilen sonuclara dayanarak; bu hiicrelerin, farklilasma ve kemik matrisi salgilayabilme
yetenegi kazanmadan Once [248][249], tanimlanmis gegici bir ekspresyon dizisi ile
osteoblast belirteglerinden farklilastigi kabul edilmektedir [250].

Spesifik olarak; proliferasyon, matris sentezi, matris olgunlasmasi1 ve
mineralizasyonu olmak {iizere dort faz tanimlanmis, her faz protein ve gen
ekspresyonundaki karakteristik degisiklikler ile betimlenmistir [251].

MSC'nin osteoprojenitor soylara bagliligi; kemik morfogenetik proteinlerinin
(BMP'ler) ve Wnt sinyal ileti yolaklarinin iiyeleri de dahil olmak {izere, zamaninda
programlanmis agamalari takiben spesifik genlerin ekspresyonunu gerektirir [252].

Runt-iligkili transkripsiyon faktdrleri (RUNX2), Distal icermeyen homeobox 5
(DIX5) ve osterix (Osx) gibi faktorler osteoblast farklilasmasi i¢in ¢ok Onemlidir
[253][254]. Ek olarak, Runx2 osteoblast farklilasmasinin ana genidir. Runx2-null

farelerin osteoblastlardan yoksun oldugu gosterilmistir.
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Runx2,nin CollA1, ALP, BSP, BGLAP ve OCN gibi osteoblastla iliskili genleri

artirma yoniinde regiile ettigi gosterilmistir [255].

Osteoblast farklilasmasi sirasinda Runx2 ve CollAl eksprese eden osteoblast
progenitor rezervleri olustuktan sonra, bir proliferasyon fazi gergeklesir. Bu asamada,
osteoblast progenitorleri alkalin fosfataz (ALP) aktivitesi gosterir ve preosteoblast
olarak kabul edilir [253]. Onciil osteoblastlarm olgun osteoblastlara gecisi; Osx,
osteokalsin (OCN), kemik sialoprotein (BSP) I / 11 ve kollajen tip | gibi kemik matriks
proteinlerinin salgilanmasindaki artis ile karakterize edilir. Osteoblastlar morfolojik
degisikliklere ugrayarak, biiyiik ve kiibik hiicrelere doniisiir [254][256][257][258].

Hiicrelerin ¢ogalma potansiyeli; osteoblast fenotipiyle iligkili genlerin
ekspresyonu ve protein sentezi ile dogrudan ilisikili olsa da dondr yasindan da etkilenir.
Tip | kollajen ve osteonektin sentezi, fetal donem ile 20 yas arasi hiicrelerde en yiiksek
seviyede iken, 20 yasin iizerindeki donorlerin kemiklerinden elde edilen hiicrelerde

kollajen seviyeleri yaklasik olarak % 65 olarak gozlenmistir [259][260].

Insan primer osteoblast hiicrelerini (HOb'ler) kullanmanin temel avantaji, tiirler
arasi farkliliklarin olmamasi ve farklilastirilmis fenotiplerini in vitro olarak korumasidir.
Steven A.Harris, yaptig1 calismada, hFOB 1.19 klonal hiicre ¢izgisinin, insan osteoblast
farklilasmasinin belirli agamalarini incelemek i¢in, homojen bir sekilde hizla ¢ogalan bir

model sistemi sagladigimi bulmustur [261].
Ote yandan, primer insan hiicreleri, heterojen bir hiicre poptlasyonunu temsil eder

ve bu nedenle, izole edildikleri iskelet lokasyonuna iliskin fenotipik farkliliklar

gOsterirler [262][263].

2.4.1. Hicre Adezyonu:

Biyomalzemelerin ylzey 6zelliklerinin hicre-biyomateryal ara yuzlerinin

olugmasinda kritik bir rol oynadig1 anlasilmaktadir. Hiicre yapismasi ve hiicre yayilmasi
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implantoloji i¢in 6nemli parametrelerdir. Diisiik biyomateryal verimliligi, genellikle
implantin ¢evre doku ile zay1f entegrasyonundan kaynaklanir [264][265].

Titanyum yiizeyinin kimyasal bilesim, elektrik yiikii ve piiriizliiliik gibi 6zellikleri
osteogenez sirasinda ilk hiicre adezyonunu etkiler. Bu nedenden dolayi, birgok ¢alisma
basarilt osseointegrasyon ig¢in titanyum yiizeyinde yapilacak degisiklikleri aragtirma

tizerine kurulmustur [266].

Hiicre adezyonu dogrudan hiicre biiylimesi, hiicre gogii ve hiicre farklilasmasinda
rol oynayan temel bir siirectir. Adezyon; embriyogenez, doku biitiinliigiiniin
siirdiirilmesi, yara iyilesmesi, immiin yanit, kanser metastazi ve biyomateryal doku
entegrasyonu gibi bir ¢ok surecgte etkilidir. Hiicre adezyonunda hiicre disi matriks
proteinleri (fibronektin, kollajen, laminin, vitronektin), hiicre iskeleti proteinleri (aktin,
talin, vinculin) ve membran reseptorleri (integrinler) gibi ¢ok sayida protein rol oynar
[267].

Ayrica hiicrelerin ylizey ile etkilesimlerinin adsorbe edilen proteinlerin dogasina

bagli oldugu belirtilmistir [268].

2.4.2. Osteokalsin

Diisiik molekiil agirhigina sahip (5700 Da) olan Osteokalsin, kemikte bol miktarda
bulunan (yaklasik% 15) kollajen olmayan bir proteindir. Ug ila dért artik y-
karboksigliitamik asit icerir; bu nedenle, sentezi K vitaminine bagimlidir. Kemigin
yeniden yapilanmasi siirecinde osteoblastlar tarafindan tretilir. Osteokalsin sentezi, D
vitamini metaboliti, 1,25-dihidroksi-D3 (1,25 (OH), D3) tarafindan uyarilir.

Bu indiiksiyon, osteokalsin genindeki 1,25 (OH), D3 yanit elemani sayesinde
transkripsiyonel olarak niikleer D vitamini reseptorii (VDR) tarafindan yOnlendirilir.

Retinoik asit olarak bilinen A vitamini de osteokalsin sentezinin genomik
diizenlenmesinde rol oynar [269][270][271].

Baglangigta,  osteokalsinin ~ kemik  mineralizasyonunda islev  gordiigii
diistiniilmiistiir. Bununla birlikte, 1978'de P. V. Hauschka, K vitamini i¢cermeyen bir

diyetle yetistirilen ve K vitamini antagonisti dikoumarol ile tedavi edilen tavuklarin
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kemik osteokalsinlerinin% 50'sinden fazlasim1 kaybettigini ancak kemik defekti

gostermedigini belirtmistir [272].

Daha sonra, Price ve arkadaslar1.8.9, yaptiklar1 calismada siganlara giinliik az
miktarda K vitamini ile birlikte, cok miktarda K vitamini antagonisti (varfarin) vererek
bir yontem gelistirmiglerdir. Bu islem, asir1 kanamayir 6nlemis ama ayni zamanda
kontrol grubunun 2% sinde osteokalsini ¢ok diisiik seviyelere indirmistir. 2 aylikken,
hayvanlarin kemik gelisimi normal seviyelerde seyretmistir. 8 ayda ise, varfarin ile
tedavi edilen si¢anlarin kemik biiyiime plakalarinda tam boyuna kemik biiylimesi
eksikligi ve artmig kemik kiitlesi gibi anormal flizyonlar gézlenmistir. Yazarlar asiri
kemik minerallesmesini 6nlemede osteokalsinin bir rolii olabilecegini iddia etmislerdir
[273][274]. Osteokalsin kemik hiicre disi matrisinin (ECM) en bol bulunan, kollajen
olmayan proteinidir (NCP) ve yalnizca osteoblastlar tarafindan sentezlenir [275].

Mustafa ve ark. tarafindan yapilan bir arastirmada; osteokalsin aktivitesinin,
farkli derecelerde piiriizlii yiizeylere sahip implant gruplarinda, islenmis yiizeye sahip
gruba kiyasla 6nemli 6lciide yiiksek oldugu gosterilmistir. Dahasi, osteokalsin sentezi,
islenmis yiizeylere kiyasla tiim kumlanmis yiizeylerde de belirgin sekilde artmistir, bu
da ylizey piriizliligiinin DNA sentezi ve osteoblast benzeri hiicre farklilagsmasini
uyardigini gostermektedir [276].

Kemik matriks proteinlerinin islevi halen inceleme altinda iken, bazi ¢aligmalar
OCN'in temelde in vitro olarak daha fazla minerallesmeyi inhibe ederek [277], ve in
vivo olarak ise osteoklast farklilagsmasini aktive ve tesvik ederek [278], osteoblastlarin
ge¢ donem terminal farklilasmasinda rol aldigini ileri stirmektedir.

Hayes ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada, mikrotopografinin
plriizsiiz bir yilizeye kiyasla; hizlandirilmis bir oranda, mezenkimal kok hiicre
farklilasmas1 ile osteoblast olusumunu indiiklemek i¢in yeterli olabilecegi
gorilmektedir [279]. Bu c¢alismada cilalanmis numuneler i¢in g6zlenen OCN
ekspresyonundaki azalma, ayni zamanda in vivo olarak ayni materyalleri arastiran
calismalardan elde edilen ve c¢esitli zaman noktalarinda diisiik kemik temas yiizdesi
gosteren mekanik ve histolojik verilerle de iliskilidir [279]. Terminal farklilasmada
puriizliiliik ile iligiki artis baska makalelerde de bildirilmistir [279][280][281].

Bu nedenle, mikroyiizeylerle kiyaslandiinda, cilalanmis numuneler {izerinde

OCN mRNA'sinda goriilen anlamhi  diisiis, , terminal farklilasma Oncesi, cilal1
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numunelerde kiiltiirlenen hiicreler igin , daha uzun bir siire beklenilmesi gerektigini

gostermistir [279].

2.5. Bor elementi hakkinda genel bilgiler

Bor, hem metalik hem de metalik olmayan karakterizasyonlara sahip olmasina
ragmen, periyodik tablodaki grup 3A elementlerinde bulunan metal olmayan (yari
metal) bir elementtir (Nielsen 2000). Insan viicudunda izlenebilir olan metallerden

biridir [282][283], ve canli organizmalarin temel bir elementi olarak kabul edilir [42].

Diyet kemik saglig1 i¢cin oldukca 6nemli bir role sahip oldugundan; kalsiyum,
magnezyum, fosfor, potasyum, protein, D vitamini, demir, manganez, florir, c¢inko,
Bor(B), bakir, vitamin (K), (A), (C) ve B vitamini kompleksleri gibi spesifik besinlerin
yetersiz alim1 kemik remodelingini bozar ve kemik kayb1 olasiligini artirir [42][45].

Bor eksikliginin kemik iyilesmesi ve periodontal kemik yeniden sekillenmesi
tizerindeki etkisini arastirmak i¢in sigan ve fare modelleri iizerinde c¢aligmalar
yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda B eksikliginin osteogenez azalmasi kaynakli,

kemik iyilegsmesinde tizerinde degisikligine neden oldugu bulunmustur [45].

Bor osteojenik farklilasma iizerindeki mekanizmasi heniiz ortaya ¢ikmamis olsa
da, insan kemik iligi stromal hiicrelerinde (BMSC'ler) osteojenik farklilasmaya bagl
marker gen sentezini uyararak osteojenik stre¢ Uzerinde fark edilir bir etkiye sahip
oldugu tespit edilmistir [46]. Ayrica baska bir ¢alismada B'nin, mineralize doku ile
baglantili oldugu diisiiniilen kollajen-I, osteopontin (OPN), kemik sialoprotein ve
osteokalsin gibi hiicre dist matris proteinlerinin mRNA ekspresyonunu diizenledigi
bulunmustur [42].

Cok sayida calisma, B'nin c¢esitli hiicrelerde osteojenik siire¢ {izerindeki yapici
roliinii desteklemektedir. Ancak diger ¢aligsmalar B'nin 6rnegin plazma alkalin fosfataz
aktivitesini etkilemedigi i¢in kemik kalsifikasyonu iizerinde belirgin bir etkisi
olmadigin1 bildirmistir [47]. Diger taraftan, B'nin kemikteki kalsiyum ve fosfor
konsantrasyonlart {izerinde 6nemli bir etkisi de bulunmamistir [48]. Tasli ve ark.,

calismasinda NaB ile tedavi edilen kiiltiiriin, NaB tedavisi olmayan hiicre kiiltiirlinden
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onemli Ol¢iide daha yiiksek ALP aktivitesi gosterdigini gostermistir [49]. Bor, ¢ogu
enerji substrat metabolizmasi i¢in gerekli olan en az 26 farkli enzimin aktivitesini
etkiler. Ote yandan, M. Benderdour tarafindan yapilan bir ¢alismada, Bor'un fibroblast
proliferasyonunu uyarmak tizerinde higbir etkisi olmadigini fark edilmistir [284].

Diger taraftan Hasan T ve ark., tarafindan yapilan c¢aligmada, borik asit ve
boraksin Ti Oz2'nin neden oldugu hasara kars1t DNA direncinde artisa yol actig1 sonucuna
vartlmistir [285]. Saglam ve ark. tarafindan yapilan bir baska ¢alismada ise , borik
asidin alveoler kemik kayb1 iizerinde baz1 inhibe edici etkileri olabilecegi bulunmustur

[43].

Biyolojide, boratlar memelilerde diisiik toksisiteye sahiptir (sofra tuzuna benzer),
ancak eklembacaklilar i¢in daha toksiktir ve bocek oldiiriicii olarak kullanilir. Borik asit
ise, hafif antimikrobiyaldir ve bor igeren dogal organik birgok antibiyotik bilinmektedir
[286]. Sayin ve arkadaslari, bor igeren bilesigin bakteriyel biyofilm iizerindeki etkisini
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde bulmasalar da arastiran ¢alismada, bu bilesigin
cesitli antibakteriyel ve antibiyofilm etkisi oldugu goézlenmistir [287].

Diger taraftan, dis implantlarinin ylizey modifikasyon prosediiriinde floroborik
asit kimyasal bir ¢ozelti olarak kullanilmistir [50][51][52]. Ancak bu calismalar,
floroborik asidin implant tzerindeki yuzey karakterizasyonu ile ilgili kesin etkilerini

derinlemesine arastirmamustir.

2.6. In Vitro Cahsmalar

Klinik ¢aligmalardan 6nce ylizey modifikasyonlar1 dahil yeni biyomalzemelerin in
vitro ve in vivo degerlendirmeye tabi tutulmalidir. Bu tip degerlendirmeler tipik olarak
in vitro testlerin in vivo laboratuvar deneylerine ve daha sonra insanlarda klinik
calismalara doniistigii hiyerarsik bir yaklagimi takip eder [288].

Hiyerarsik test yaklagimi, yiizey degisikliklerinin basarili bir sekilde caligmakta
olan oOnceki yiizeylerle karsilastirildigi durumlarda kullanighidir. Basit olarak, yeni

ylizey veya biyomalzeme in vitro ve in vivo laboratuvar modellerinde test edildiginde
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basarili modellerle esdeger performansa sahip degilse, zaman alict karmasik klinik

arastirma protokollerinden kaginilmasi diisiiniilebilinir [289].

In vitro laboratuvar modelleri genellikle yeni yiizeylerin kontrol yiizeylerine kars1
(dental implant yiizeylerinde, islenmis veya ylizeyde modifiye edilmis c.p. Ti veya
Titanyum alasimlari) hiicre kiiltiirleri tizerindeki etkilerini degerlendirmeyi icerir. Hiicre
kiiltiirii ¢aligmalart in vivo ve faz caligsmalarina geciste ilk basamak olarak kabul
gormiistiir. Hiicre bazli sitotoksisite ¢aligmalari ile test edilen biyomalzemenin sitostatik
ve sitotoksik etkileri hakkinda temel bilgi edinilir [290]. Hicre kalturu, yeni
biyomalzeme tasarimlarinin giivenligi ile ilgili biyouyumlulugun ilk degerlendirmesi

olarak faydali olmustur [291].

Yeni biyomalzemeler gz oniine alindiginda, biyomateryal kaynakli hiicre sinyal
molekiillerinin anlasilmas1 stratejik bir 6neme sahiptir. Ornegin, monositlerin /
makrofajlarin yabanci cisim reaksiyonundaki rolii [292][293], osteoblastlar ile ilgili
spesifik bilgiler [294], asinma pargaciklarma verilen osteoklast yanitlari[295] ve ylizey
topografisinin spesifik in vitro analizlerinde taranabilir. Boylece, giinimizde in vitro
deneyler, malzeme giivenligi agisindan biyomedikal cihaz tasariminda giderek daha

popliler hale gelmistir.

Ote yandan, biyomalzemelerin giivenligi su anda in vitro olarak test edilmesine
ragmen, ABD'deki Ulusal Saglik Enstitiileri gibi diizenleyici ve bilimsel devlet
kurumlari, daha kompleks laboratuvar tabanli test yoOntemleri gelistirmeye ilgi

duyduklarini ifade etmislerdir.

Amag, konak¢1 dokuya benzer hiicresel igerik ve mimari sunan organ kiiltiirleri

gibi daha temsili ve dngoruci in vivo davranis modelleri gelistirmektir [289].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya 07.04.2018 tarihinde Istanbul Universitesi’nde (Fizik Boliimii Nano
ve Optoelektronik Arastirmalar Laboratuvarlari; Mikrobiyoloji ABD; Biyofizik ABD ve

Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisiiniin Laboratuvari) baglanmistir.

3.1. Deneysel Disklerin Uretimi

Bu in vitro calisma; deneysel implant ylizeylerinin {iretilmesi, implant yiizey
karakterizasyonu analizi, Osteoblast hiicre analizi ve bakteri adezyonu analizi

kisimlardan olugmaktadir.

Deney ve kontrol yuzeylerine sahip disklerin tretimi ve ylizey analizinde, mevcut
kullanilan implant yiizeyini temsil eden bir yiizey ve ii¢ farkli konfigiirasyonda borik
asit ve tetrafluoroborik asit ile muamele edilen toplam 3 farkl yiizey karsilagtirilmistir.
Bu calisma 3 test ve 1 kontrol grubu olmak {izere 4 ana grup seklinde dizayn edilmis ve

disk iiretimleri gerceklesmistir.

Bunlardan birincisi kumlanmig ve asitlenmis standart implant yiizeyi (kontrol,
SLA), ikinci ylizey aliiminyum oksit (A1203) ve borik asit (H3BO3) ile kumlanmis ve
Tetrafluoroborik asit ile asitlenmis yiizey (test 1, SBF), igiincii yiizey aliiminyum oksit
(A1203) ve borik asit (H3BO3) ile kumlanmis ve Tetrafluoroborik asit ile asitlenmis,
artt olarak borik asit soliisyonu eklenmis yiizey (test 2, SBF-B), dordincu ylzey ise
aliminyum oksit (Al1203) ile kumlanmis ve Tetrafluoroborik asit ile asitlenmis yiizeydir
(test 3, SAF) (Tablo 3-1).

Dort grubun hepsi asagida anlatildig: gibi daha ayritili olarak hazirlandi:

Kontrol grubu 0: SLA
Tiim diskler, 5 saniye boyunca 6 barlik bir basingta 120 um biiyiikliigiinde Al203

parcaciklari ile kumlanmis, daha sonra 120 saniye boyunca hidroflorik asit iceren ajanla
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islem gormistir. Hava ile kontaminasyonu azaltmak ic¢in diskler %0.9 luk NaCl

sollisyonu (serum izotonik) i¢inde muhafaza edilmistir.

Test grubu 1: SBF

Tum diskler ilk 6nce 5 saniye boyunca 6 barlik bir basingta 120 pm biiyiikliigiinde
Al203 pargaciklar ile kumlanmig, daha sonra 10 saniye boyunca 4 barlik bir basingta
Borik asit (H3sBOs3) partikiilleri ile kumlanmaya devam edilmistir. Son olarak da 60
saniye boyunca tetrafloroborik asit ile islem gormiistiir. Hava ile kontaminasyonu
azaltmak icin diskler %0.9 luk NaCl solusyonu (serum izotonik) icinde muhafaza

edilmistir.

Test grubu 2: SBF-B

Grup 1 ile aymdir. Tiim diskler ilk 6nce 5 saniye boyunca 6 barlik bir basingta
120 pm biiyiikliigiinde Al203 pargaciklar ile kumlanmis, daha sonra 10 saniye boyunca
4 barlik bir basingta Borik asit (HsBOs3) partikiilleri ile kumlanmaya devam edilmistir.
Son olarak da 60 saniye boyunca tetrafloroborik asit ile islem gormiistiir. Hava ile
kontaminasyonu azaltmak i¢in diskler NaCl soliisyonu iginde muhafaza edilmistir. Daha
sonra tiim diskler, biyolojik ve antibakteriyel incelemeler yapilmadan 6nce, 3000 pg/ml

konsantrasyonda borik asit (H3B03) igine daldirilmistir.

Test grubu 3: SAF
Tum diskler ilk 6nce 5 saniye boyunca 5 barlik bir basingta 120 pm biiyiikliigiinde

Al203 pargaciklari ile kumlanmis, daha sonra 60 saniye boyunca tetrafloroborik asit ile

muamele edilmistir (Sekil 3-1; Tablo 3-1).
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(@)

(b)

Sekil 3-1: (a) Kumlama isleminden sonra disk yiizeyleri asitle asindirma prosediirii
icin hazirhk gerceklestirildi. (b) A. (SLA), B. (SBF), C. (SBF-B), ve D.
(SAF) grupu gruplar: resmedilmistir.

Tablo 3-1: Calismada kullanilan viizey modifikasyon yOontemleri

Tedavi grubu SLA Yuzey SBF Yizey SBE-B Yuzey SAF Yulzey
A|203 ve A|203
Kumlama *Al,03 Al,O3
***H3803 ve H3803
Asitleme **HCI/H,SO, HBF, HBF, HBF,
Borik Asit
Ek igslemler - - -
Solusyonu

* (Al203): Altiminyum oksit, (HsBOs3): Molekiiler biyoloji uygulamast i¢in belirlenmis

borik asit partikulleri, (HBF4): Tetrafloroborik asit ve (Borik asit ¢dzeltisi): HsBOs ve

Salin
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Preparatlarda kullanilan malzemeler detayh olarak:

*

Al203 Pargaciklar: 120 pm ¢apinda

*  H3BOs Parcaciklar: 60-100 pm c¢apinda

*  Tetrafloroborik asit HsBFO4 : HBF4 lineer formilu ile H20 i¢inde agirlik¢a %48
ve 25°C'de (Sigma 207934-500G) yogunluk¢a 1.4 g / mL

*  Hidroflorik asit i¢eren ajan; Sadece kontrol grubu tiretimi i¢in kullanilmis

*  Borik asit ¢ozeltisi: 20-30 ° C derecede 3000mg.ml (Sigma, Amerika: B 6768
kodlu Grlin)

Tum diskler dikkatlice yikanmis, paketlenmis ve (y) Gama 1sin1 ile sterilize edilmistir.

3.2. Malzemeler ve yontemler

Dort farkli titanyum yiizey isleme kombinasyonunu (SLA, SBF, SBF-B ve SAF)

karakterize etmek igin bir dizi islem ve analiz uygulanmistir.

3.2.1. Titanyum alasim (Ti-6Al-4V) yizeylerin karakterizasyonu

3.2.1.1. Mekanik Profilometri

Cok sayida caligma; implant ylizey profilinin, bir yandan osteoblastik hiicre
aktivitelerini [296][297] diger yandan bakteriyel adezyonlar [298] [221] ve biyofilm
olusumunu [299] etkileyen 6nemli bir degisken olabilecegini gostermistir. Bu ¢aligmada
dort grubun tamami; yaklasik olarak ayni piriizliilik degerine sahip olacak sekilde

tasarlanmustir.
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Tiim piriizlilik degerlerinin esitlenmesi; her grup icin kullanilan kumlama
malzemelerinde, pargacik boyutlarinda ve asit ajanlarindaki farkliliklar nedeniyle ile

neredeyse miimkiin degildir.

Tiim gruplarin yiizey piriizliliigii, bir prob ucu mekanik profilometrisi (KLA-
Tencor, P-16 + / P) kullanilarak Sq (karekok ortalama piiriizliligii), Sz, Ssk, Sku, Sa
(ortalama piriizliliigi) degerleri ile Olciilmiistiir. Kaydedilen tim ol¢iimler, ylizey
Ozelliklerini tanimlamak ve degerlendirmek icin; her numunede rastgele secilen 3 farkl
100x100 pm alanin analiz edilmesiyle elde edilmistir. Yiizey piiriizliiligi, mekanik bir
prob ucu profilometrisi (KLA-Tencor, P-16 + / P-6) kullanilarak iki boyutlu olarak
Ol¢tilmiistiir (Sekil 3-2).

Sekil 3-2: Bu cahsmada kullanilan mekanik stylus profilometrisi (KLLA-Tencor, P-
16 +/ P-6, ABD)
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3.2.1.2. Konfokal Lazer Tarama Mikroskopisi (KLSM):

Uc¢ boyutlu gériintiiniin  yeniden yapilandirilmas1 konfokal lazer tarama
mikroskobu (Leica KLSM, Heidelberg, Germany) kullanilarak gerceklestirilmistir. Her
grup i¢in toplam ii¢ 6rnek kullanilmistir. Her 6rnekte ti¢ farkli alan rastgele secildi. 10x
optik yakinlagtirma ve 5x biiyiitmede 2x2 mm tarama boyutu kullanilarak yiizey
puriizluligi ile ilgili daha fazla ayrinti igin tarandi. Bu ¢ekim goérintileri en iyi kalite ve

¢Ozundrlik ile karakterize edilir (Sekil 3-3).

Sekil 3-3: Bu ¢alismada kullanilan konfokal lazer tarama mikroskopisi (KLSM)

3.2.1.3. X-Ism Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) Analizi:

Tiim numuneler i¢in element bilesimini kantitatif olarak analiz etmek ve kimyasal
durumlarin1 degerlendirmek i¢in X-151m1 Fotoelektron spektroskopisi kullanilmigtir. Bu
analiz ; fiziksel ve kimyasal islemlerin ardindan Ti6Al4V alagiminin kimyasal
etkilesiminin dogasini agiklayacaktir. Analiz edilecek her numune i¢in ii¢ farkli 6rnek

belirlenmistir.
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Cesitli  titanyum alasimlarinin  yiizey bilesimleri, X-151m1  fotoelektron
spektrumlarindan, K - Alphatm kullanilarak (K - Alphatm; Thermo Scientific ™,
(Waltham, ABD) belirlenmistir.

Her numunenin yizeyinde bulunan elementler, 0-1400 eV enerji araliginda 1 eV
araliklarla ve 150 eV gecis enerjisinde kaydedilen, spektrumlarindan ol¢iilmiistiir.
Secilmis fotoelektron tepe noktalar i¢in (O 1s, Ti 2p, C 1, N1, Mgl, Ca2p, CI2p ve
Si2p) , 0.1 eV araliklarda ve 20 eV'lik bir gecis enerjisinde, yiiksek ¢oziiniirliklii
spektrumlar kaydedilmistir.

3.3. Insan fetal osteoblast hiicrelerinin kiiltiirii:

Insan fetal osteoblast hiicre dizisi (hFOB 1.19), hiicre kiiltiirii amagclar1 icin
Amerikan Tip Kultir Koleksiyon Organizasyonu (ATCC® CRL-11372 ™, Virginia,
ABD) tarafindan saglanmistir. -80 ° C'de muhafaza edilen hicreler kiltir igin

hazirlanmstir.

Deney siireci hiicre biiylimesi ile baslatilmistir. Dondurulmus hiicre (hFOB), s1vi
azot deposundan ¢ikarilmis ve tiip, laboratuvar teknisyeni tarafindan 5 dakika boyunca

elde tutularak isitilmistir.

Sonra kriyoprezervasyon tiipii agilmig, hiicreler 6nceden hazirlanmig medyuma
eklenmis, ve 15 ml'lik tip icine yerlestirilen hacimce toplam 7 mL c¢ozelti
olusturulmustur. Tip 3000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra mevcut
medyum atilmis ve tiip i¢ine tekrar 4 mL medyum ilave edilmistir. Hiicrelerin tiipiin
dibinde durgun kalmadigindan emin olmak ve tim tiipe yayillmalarini saglamak icin

coOzelti birkag kez hafifce karistirilmistir.
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Daha sonra ¢ozelti, 25 mL'lik bir flaska aktarilmis ve inkiibasyondan Once
hiicrelerin varligin1 ve durumunu kontrol etmek i¢in mikroskop altinda incelenmistir

(Sekil 3-4). Ortam bir hafta boyunca iki kez degistirilmistir.

Bir hafta sonra, iki flask’ i medyumu atilmistir. Daha sonra her birine 2 mL
%0.25 tripsin / EDTA (Gibco, Birlesik Krallik) ilave edilmis ve tiim hiicrelerin tiip
duvarlarindan ayrilmast i¢in hafifce calkalanmistir. Flasklar, 2 dakika boyunca
inkiibatore alinmis, sonra ¢ikarilmistir. Her flaskin medyumu, yiizeyinde akan hucreleri
ile birlikte 15 mL'lik bir tliplin icine yerlestirilmis; 15 mL kiiltiir ortami {istiine
eklendiken sonra, 3000 rpm'de 5 dakika santrifilj edilmistir.

Tiiplerin igindeki yiizeyel fazin(supernatant) tamami atilmis, tliplere yeniden 1
mL hazirlanmigs medyumu ilave edilmis ve ¢ozelti hicrelerin tim ortama yayilmasi i¢in
tekrar pipetle karistirilmistir. Son olarak, hazirlanmis medyum yeni flasklara (75
mL'lik) 4 adet olacak sekilde dagitilmistir, daha sonra sikica kapatilmadan dnce 40 mL

hazirlanmig medyumu ilave edilmis ve inkiibatore yerlestirilmistir.

Bu prosediir, tiim testleri yapmamizi saglayan hiicre sayisina ulasana kadar

tekrarlanir.
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Sekil 3-4: hiicre kiiltiirii: Hiicre gegcisi sirasinda insan fetal osteoblast hiicrelerini
goOsteren elektron mikroskop géruntisu.

3.3.1. Hiicre adezyonu ve yayilimi

Numuneler {izerinde, yapismis hFOB hiicrelerinin morfolojisini gorsellestirmek

icin SEM goriintiileme uygulanmistir.

1,4 ve 7 giinlik kiiltiirleme isleminden sonra, diskler yeni bir oyuk plakasina
cikarilmistir, daha sonra% 50 etil alkol ¢ozeltisi 5 dakika siireyle ; ardindan% 70,% 90
ve% 96 konsantrasyonda etil alkol ¢ozeltisi her biri 10 dakika siire olacak sekilde
uygulanmistir  [300][301]. Son olarak da 15 dakika boyunca iki kez % 100
konsantrasyon uygulanmistir. (FSEM, FEI, SIRION100, Eindhoven, Hollanda).
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3.3.2. Hiicre Canhgi/Proliferasyonu Deneyi

Prefabrik disk yiizeylerinin ve katki maddelerinin sitotoksisitesini belirlemek ve
bunlarin insan hiicreleri {izerindeki etkilerini degerlendirmek icin Hiicre Sayma Kiti-8
(CCK-8) (Abbkine Scientific, Wuhan, Cin) kullanilmistir [302]. hFOB hcrelerinin
tiipten ayrigsmasi i¢in , 2 mL tripsin (PAN Biotech, Aidenbach, Germany) uygulanmis
ve flasktaki tiim hiicrelerin iizerine gelmesi icin hafifce karigtirilmistir. Ardindan flask
2 dakika boyunca inkiibatore yerlestirilmistir. Daha sonraki adim; santrifiij i¢in falkon
tpu dokilmeden 6nce 5 ml taze medyumu ilave edilmistir ve hafifge karistirilmistir.
3000 rpm'de 5 dakika santrifiijlemeden sonra,tiim tripsinin siispansiyondan atilmasinin
saglanmasi i¢in bu adim bir kez daha gergeklestirilmistir. Tuplere 3 ml hazirlanmis
medyumu (complete growth medyumu) ilave edilmis ve siispansiyon, numuneler
tizerinde hiicre asilanmasindan 6nce hiicre sayimi i¢in hazirlanan ortam icinde hiicreleri
esit olarak dagitmak icin hafif¢e karistirllmistir. Daha sonra, 1 ml hazirlanmis medyumu
ilave edilmeden ve inkiibatore yerlestirilmeden Once her numuneye 5x10% hiicre
asitlanmistir. Hiicre canlig1 ve proliferasyonu degerlendirme i¢in 1 giin, 4 giin ve 7 giin
siire belirlenmistir. Her bir zaman noktasinda, CCK-8 seti kullanilarak degerlendirme
icin kuyu plakalar1 inkiibatorden ¢ikarilmistir. DMEM her oyuktan atilmig ve diskler iki
kez PBS ile yikanmuistir.

Diskler dikkatlice tekrar kuyucuklara ve 600 pl renksiz DMEM ve 60 ul CCK-8'e
yerlestirilmis ve Elisa Reading elde edilmeden 6nce 4 saat inkiibasyonda tutulmustur

(Sekil 3-5).
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Sekil 3-5: CCK-8 deneyi: CCK-8'in uygulanmasindan sonra, ELISA okuma
olciimiinden once, farkhh modifiye edilmis disk yiizeylerinden toplanan
hFOB ile 24 oluklu plakanin goriintiisii.

3.3.3. Osteokalsin aktivitesi

Bu tahlil, osteoblast farklilagsmasi sirasinda erken donem aktiviteye sahip oldugu
diisiiniilen ALP aktivite tahlilinin aksine; osteoblast hiicre olgunlugunu gdosteren geg
donem aktiviteye sahip oldugu diisiiniilen osteokalsinin, 2 farkli zaman noktasindaki
durumunu (7. giin ve 14. giin) igeren bir tahlili seklinde gergeklestirilmistir.

Caligmaya kontrol grubu ve {i¢ test grubunun tiimii dahil edilmis , her bir
numuneye 3 X 10* hiicre asilanmis ve 7 ila 14 giin boyunca ortak kiiltiir yapilmustir.
Beklentimize gore MTT tahlilinde daha diisiik sonuglar elde ettikten sonra, ikinci test

grubuna (SBF-B), her hiicre 6ncesi hiicre agilama maddesine 3mg/ml konsantre borik
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asit igeren ortam hazirlamak yerine 20 uL 3mg konsantre borik asit damlas1 eklenmesi
kararlastirilmistir. Testin yapilmasi, iireticiye gore adim adim gercgeklestirilmistir.

Oncelikle, 500 pL standart seyreltici standarda eklenmistir (toz haline getirilmis
form). Elde edilen cdzeltinin konsantrasyonu (doygun cozelti) 8000 pg / mL'dir. Her
birine 0.5mL Standart ¢ozlci (Dillent) eklenerek 7 Eppendorf hazirlanmigtir. Daha
sonra, en ylksek standart nokta olarak kabul edilen ilk Eppendorfa 0.5 mL doymus
cozelti ilave edilmistir. Cozelti, sispansiyonu pipetle hafifce karistirilmistir. Daha sonra
0.5 mL pipet icinde tutularak ikinci Eppendorf'a ilave edilmis, boylece ilk Eppendorf
0.5 mL siispansiyon ve 4000 pg / mL konsantrasyonunda elde edilmistir. dizi, 7.
Eppendorf karsilanana kadar tutulmustur. Siispansiyonun hafifce karistirilmasindan
sonra, daha onceki 0.5 mL suspansiyon aspire edilmis ve bu analizde boslugu Opg / mL
olarak gosterecek olan 8. Eppendorf'a (sonuncu) eklenmistir

Her Eppendorfun 100 pL'sini standart seriyi temsil eden kuyucuk plakalara
bosaltilmistir.

Arastirma osteokalsin kiiltiir siispansiyonu ve disklerdeki ekli hiicreler igin ayr1
ayr1 yapilmistir. Biri 1 hafta 6l¢limii digeri 2 hafta 6l¢limii olmak tizere 2 farkli zaman
noktasi testi uygulanmistir. Sonuglar ayni giinde tutulabilsin diye 2 haftalik olan ilgili
grupta 1 hafta once baglatildi, boylece herhangi bir zaman noktasindaki tiim gruplar
ayni kriterleri elde edebildi.

Hicre lizat1 tahlili yapilmasi i¢in, once bagli hiicre, Tripsin uygulanarak
disklerden ayristirilmig ve 2 dakika boyunca inkiibatére konmustur. Daha sonra her
cukur levhasma ImL tamamlanmamis DMEM ilave edilmistir ve siispansiyon i¢inde
hicreleri tip (falkon tlpi) i¢ine alinmadan once dagitmak i¢in 20 saniye boyunca
hafifce karistirllmistir. Siispansiyon 5 dakika 3000 rpm'de santrifiijlenmistir. Stipernatan
(Medyum) atilmis, sonra hiicreler ii¢ kez soguk PBS'de yikanmistir. Hiicreler daha sonra
PBS igerisinde yeniden siispanse edilmistir ve -20 ° C'de dondurulmadan 6nce vortekse
tabi tutulmustur. Bir sonraki adimda, siispansiyon hafif¢e eksik ¢6zdiiriilmiis ve bu
dondurma / ¢6zme dongiisii islemi ii¢ kez tekrar edilmistir.

Her numunenin slspansiyonu, hicre lizat slspansiyonundan ayri olarak
yerlestirilmistir ve test buna gore siirdiiriilmiistiir. Kuyu plakas1 2 saat siireyle inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinden 10 dakika 6nce Detection Reagent A, Assay seyreltici
A'nin 1: 100 oraninda karigtirllmasiyla hazirlanmistir. Kuyu plakalart alinmistir ve

siispansiyonlar kuyu plakast yikanmadan ¢ikarilmistir. 100 pL tespit Reaktifi A
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eklenmis, daha sonra Plaka kapatict ile kapatildiktan sonra 1 saat daha inkiibe

edilmistir.

Inkiibasyon siiresinden 10 dakika &nce, Tespit Reaktifi B, Tespit Reaktifi A
hazirhigr icin yapildig:r haliyle tekrar 1: 100 oraninda karistirilarak hazirlanmistir.
Ayrica, Yikama ¢ozeltisi, 580 mL damitilmis suyla seyreltilmis 20 mL Yikama
Cozeltisi konsantresi ile hazirlanmistir.

Kuyu plakasi inkiibatorden ¢ikarilmis ve silispansiyon pipetle (¢ekerek)
cikarilmistir. 350 ul Yikama ¢o6zeltisi, daha sonra her bir oyuga ilave edilmis ve yikama
¢Ozeltisinin dokiilmesinden ve plakanin emici kagida gecirilmesinden 6nce 2 dakika
bekletilmistir. Bu adim 3 kez tekrarlanmistir.

Yikama tamamlandiktan sonra, her bir oyuga 100 ulL Tespit Reaktifi B ilave
edilmistir ve daha sonra Plaka kapatici ile kaplandiktan sonra 30 dakika siireyle inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra, yikama prosediirii 4 kez daha 6nce
aciklandig1r gibi yikama prosediirii tekrar yapilmistir. Daha sonra 90 pL Substrat
Sollisyonu ilave edilmistir, ardindan iyi plaka 20 ° C'ye kadar 1518a maruz kalma faktorii
g6z Oniine aliarak inkiibe edilmistir, ¢iinkii ¢ukur levhasinin 1518a maruz kalmamasi
gerekmektedir. Kuyu plakasina herhangi bir 151k girmesini 6nlemek ic¢in kuyu plakasi
aliminyum folyo ile baglanmigtir. Daha sonra hemen 450 nm'de 6l¢iim yapmak igin

kuyu plakasi Elisa okuyucuya yerlestirilmistir (Sekil 3-6).

(@) (b)

NS, S

Sekil 3-6: OCN testi: (a). Hiicre ortamindan ve hiicre lizat isleminden osteokalsin
toplandiktan sonra OCN o6lciimii icin siireci. (b). OCN testi: ELISA
Okuyucu sonuglari icin hazirlanan OCN testinin son asamasi.
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3.4. Bakteriyel analiz

3.4.1. Bakteri kulturleri

Bu calismada iki farkli bakteri tiirii segilmistir, biri Porphyromonas gingivalis
(ATCC 33277) ve ikincisi ise Streptococcus mutansdir (ATCC 25175).

Bakteriyel kiltir gece boyunca S.mutan igin 1 gece ve P. gingivalis i¢in 3 gun
tutulduktan sonra, beyin kalp inflizyonunda (BHI) Agar (Merck KGaA 64271
Darmstadt, Almanya) alt kiiltiirlinde tutulmus; daha sonra bakteriler Brucella agarda
(Merck) ile 5 mg / mL hemin, 5 mg / mL menadion ve %5 koyun kan ile
kiltirlenmistir.  Daha sonra, tim kalturler %80 N2, %10 CO2 ve %10 H2 hava
ortaminin karsilanabilecegi ve %10 H2 hava ortaminin karsilanabilecegi kavanoz igine
yerlestirilen atmosfer jeneratorii (GasPack) ile birlikte kavanozlara (Oksoid) koyulmus
ve kavanozlar sikica kapatilmistir. Béylece inkiibasyon sirasindaki anaerobik durum

korunabilmistir.

Tek bir S.mutans bakteri kolonisi, bakteri siispansiyonu hazirlanmasi i¢in 10 mL
Beyin Kalp Infiizyon Suyu (BHI) icine asilanirken P.gingivalis stispansiyonu, tek bir
koloni 5 mg / mL hemin ve 5 mg / mL menadion ile desteklenmis 10 mL Brucella agar
((Pronadisa Lab. Conda, Madrid, Ispanya) igine asilanarak hazirlanmistir. Bakteriyel
siispansiyonlarin bulanikligi, son konsantrasyon (1.5x108 cfu / mL) olan McFarland 0.5

bulaniklik standardina uygun hale getirilmistir.

3.4.2. Tiikiriik hazirlama

Ortam1 insandaki agiz i¢i ortamina benzetmek i¢in bu deneyde normal insan
tikiirtigii kullanilmistir.
Uyartlmamis insan tiikiiriigii toplanms ve deney siiresine kadar -20 ° C'de

alikotlarda depolanmistir. Deney giiniinde, tiikiiriik sivis1 santrifiijlenmis (15 gC'de 15
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dakika boyunca 15 ° C'de), 0.22 um filtrasyonla sterilize edilmis ve 24 kuyu plakalara

bosaltilmistir. Pelet olusumu ve bakteriyel yapisma deneyleri i¢in kullanilmistir.
Saglikli goniilliiden yeme, igme ve dis firgalama islemlerinden en az 1.5 saat

sonra toplanan uyarimsiz tiikiiriikk 6rnekleri 15,000 x g devirde 4C’de 5 dakika santrifiij

edildikten sonra stipernatan 0.45 um filtrasyonla steril edilmis ve -20 C’de saklanmustir.

3.4.3. Deney tasarimi

Her grup icin 10 gama-isini sterilize edilmis 6rnek, altis1 CFU analizi, igi KLSM
analizi ve bir tanesi SEM goriintiileme igin belirlenmistir. Disklerin tiimii 24 kuyu
polistiren hiicre kiiltiir plakalarina yerlestirilmis, daha sonra 2 ml steril PBS ile
yikanmadan Once en az bir saat boyunca 37 ° C'de 500 ul tiikiiriik ile kaplanmistir. Daha
sonra, numuneler yeni bir 24 oyuklu polistiren hiicre kiiltiirii plakalarina yerlestirilmis
ve her bir diske 2 ml bakteri igeren ortam (106 CFU mL-1) eklenmistir. P.gingivalis ve
S. mutans i¢in inkiibasyon siiresi sirasiyla 2 saat ve 4 saat olarak belirlenmistir (Sekil 3-
7).

Sekil 3-7: Bakterilerin anaerop ortamda, Calkalama makinesi’nde(¢alkalayic)
inklbe edilmesi
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Bakteriyel adezyon yapisma deneyi:

Muamele edilen ylzeylerin antibakteriyel aktiviteleri ve borik asit ¢ozeltisi, bu
deneyde, hem P. gingivalis (ATCC 33277) hem de S.mutans’a (ATCC 25175) kars1
degerlendirilmistir. Deneylerin her biri ayr1 ayr1 yapilmigtir.

Kiiltiirleme isleminden sonra numuneler, baglanmayan veya cansiz bakterileri

uzaklastirmak i¢in PBS ile hafif¢ce durulanmustir.

3.4.3.1. Bakteriyel sayim (CFU)

Slpernatan, her bir diskin 1 mL salin ¢bzeltisi igeren bir tiipe daldirilmasi,
ardindan vorteks kullanilarak 20 saniye boyunca mekanik olarak hiicresel ayrilma
islemi ile miidahale edilmesi vasitasiyla yikanmistir (Sekil 3-8). Nihai bakteriyel

stispansiyon, seri olarak 10 kat seyreltilmistir.

Sekil 3-8: Tuplere konulan disklerin vortekslenmesi

Dilusyonun 0.1°lik kismm, S.mutans ic¢in Mitis-salivarius bacitrasin agar
plakalarina (M259, HiMedia Laboratories, Hindistan), P. gingivalis i¢in ise hemin ve
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menadione plakalari ile desteklenmis Brucella kan agarina (Pronadisa Lab. Conda,
Madrid, Ispanya) ekilmistir. Son olarak, inkiibasyondan sonra koloniler sayilmis ve

CFU / mL olarak hesaplanmustir (Sekil 3-9, 3-10).

(a) (b)

Sekil 3-9: (a) S. mutans dilisyonunun 0.1 alikuotu, Mitis-salivarius bacitrasin agar
plakalar iizerinde ekildi (M259, HiMedia Laboratories, Hindistan). (b)
Tiim petriler, koloniler sayilmadan ve CFU / mL olarak hesaplanmadan
once 4 guin boyunca inklbe edildi.
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Sekil 3-10: Brucella kanh agarda P. gingivalis kolonileri. (a-b) P. gingivalis
bakterilerinin tek bir kolonisinin 10 ml BHI et suyuna (hemin ve
menadion ile desteklenmis) asiland1 ve ardindan oluklu plakalar iceren
diske yerlestirildi; (b) Kuyucuklara yerlestirilen diskler iizerine besiyeri
eklenmesi; (c) P. gingivalis dilisyonunun 0.1 alikuotu Brucella kan agar
(hemin ve menadion ile desteklenmis) (Pronadisa Lab. Conda, Madrid,
Ispanya) plakalan iizerine ekildi; (d) Disk Kkiiltiirlerinin inkiibasyonu 5
giin boyunca yapildi.

3.4.3.2. Konfokal Lazer Tarama Mikroskopisi (KLSM) Analizi:

Her grup i¢in ornekler yeni sterilize edilmis 24 oyuklu plakalara aktarilmuis;
Live/Dead Bac LightTM Bakteriyel Canlilik ve Sayma Kiti (Invitrogen, Merelbeke,
Belgika) kullanilarak boyanmis ve 1sik korumasi altinda 15 dakika beklemeye
birakilmistir. Orneklerin her birinde rastgele ii¢ alan secilmis ve KLSM (Leica KLSM,
Heidelberg, Almanya) ile analiz edilmistir. 488 ve 532 nm'lik uyarma dalga boylar
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kullanilmis ve 6rnekler 10 x 10 biiyilitmeli optik lenslerden yararlanilarak gézlenmistir.
Elde edilen gorintiler Comstat programi kullanilarak analiz edilmis, canli ve cansiz

bakteri sayis1 buna gore hesaplanmistir.

3.4.3.3. SEM Goriuntileme

Orneklere Etanol [303] ile kurutma islemi uygulandiktan sonra diskler, her bir
ornek Uzerindeki bakterilerin morfolojisini gorsellestirmek ve arastirmak igin ; 15000,
30000, 50000X lik blyitmede tarama elektron mikroskobu (SEM; FEI Versa 3D Dual
Beam, ABD) ile taranmustir.

3.5. Istatistiksel Analiz:

Ortalama, standart sapma (SS), medyan, ceyrekler arasi aralik (IQR), aralik
(minimum - maksimum) ve% 95 giiven araligindan (CI) olusan tanimlayict istatistikler
hesaplandi. Gegerli bir 6rneklem biiyiikliigli hesaplamasina uyarlanabilir 6nceki bir
calismanin olmamasi nedeniyle normallik varsayilmamistir. Grup parametreleri
arasindaki anlamli farkliliklar1 belirlemek i¢in Kruskal-Wallis testi kullanildi. Dunn’un
post-hoc testi ¢iftler aras1 karsilastirmalar i¢in kullanildi. Ardisik gilinlerde 6l¢iilen hiicre
canlilig1 / proliferasyonu (CCK-8) degerlerinin degisimini analiz etmek igin Friedman
testi kullanildi. %95'in iizerinde herhangi bir olasilik seviyesi (p <0.05) istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Tiim istatistiksel analizler ticari bir yazilim paketinde

(GraphPad Prism (v6.0), La Jolla, California, ABD) gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Ylzey Karakterizasyonu

4.1.1. Profilometre Analizi

Profilometre analizi, tiim tiretim (SLA) ve islenmis ytizeyler (SAF, SFB ve SFB-
B) i¢in ylizey piriizliliigli degerini (Sa) esitlemek amaciyla; disk iiretimi sirasinda
numuneler Uzerinde gerceklestirilen ilk analizdir. Boylece c¢aligmadaki varyasyon
faktorleri azaltilmistir. SLA, SAF, SBF ve SBF-B'nin Sa degerleri sirasiyla 1.65, 1.70,
1.75 ve 1.65 tir (Tablo 4-1). Ayrica, (Tablo 4-1) 'de gosterilen (Sq, Ssk, Sku, Sp, Sv ve
Sz) parametrelerinin 6lgtimleri, Sa degerlerinin benzerligine ragmen, gruplar arasindaki

piirtizliiliik degisimlerini izah etmektedir.

Tablo 4-1: Stilus profilometrisi ile elde edilen yiizey piiriizliiliik degerleri (6l¢iim alani 100

x 100 pm2)

medyan (IQR)  Sa Sq Ssk Sku Sp Sz

1.6 (IQR1.93 (IQR0.425 (IQR 263 (IQR 547 (IQR
SLA 10 (IQR 1.97)

0.13) 0.26) 0.892) 1.48) 0.48)

163 (IQR 2.08 (IQR0.462 (IQR 355 (IQR 7.7 (IQR 135 (IQR
SBF \ SBF-B

0.41) 0.37) 1.564) 3.45) 3.73) 4.56)

1.69 (IQR 2.16 (IQR -0.168 (IQR 3.46 (IQR 5.76 (IQR 12.4 (IQR
SAF

0.24) 0.43) 1.48) 1.43) 2.65) 3.1)

* Sa Degerlendirilen profilin Aritmetik ortalama sapmasi; Sq Degerlendirilen profilin
Ortalama karekdk sapmasi, Ssk Carpiklik; Sku Basiklik, Sp Profilin enblyik tepe
yiiksekligi degeri; Sz Profilin enbiiyiik yiiksekligi degerleri Ortalamasi
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4.1.2. KLSM Analizi

KLSM analizi ylizey sertligi ile alakali spesifik degerlendirmeler yapilmasina
daha ¢ok olanak tanimistir. 2 mm x 2 mm'lik bir alan iizerinde numune basina ii¢ 6lglim
elde edilmistir. Kantitatif analiz; genislik, konumsal, hibrit ve fonksiyonel
parametrelerin (Tablo 4-2) Olciimlerini ortaya koymak i¢in Imagel64 yazilimi

kullanilarak gerceklestirilmistir. Kalitatif analizde ise, karsilastirilabilir Sa degerleri

olmasina ragmen numuneler arasinda gozle goriiliir bir farklilik gdsterilmistir (Tablo 4-

2); (Sekil 4-1).

Sekil 4-1: Orneklerin yiizey piiriizliiliigiinii ve yiizey topografisini gosteren Konfokal
tarama lazer mikroskobu ile elde edilen ¢ boyutlu gértntuler; (A) SLA, (B)
SBF, (C) SBF-B ve (D) SAF yuzeyleri.
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Tablo 4-2: Orneklerin yiizey piiriizliiliigiinii ve yiizey topografisini gosteren

Konfokal tarama lazer mikroskobu ile elde edilen sonuclar

Grup/Segerieri (Str) Sdr (%)
Medyan (IQR)  0.34 (IQR 0.2) 77.14 (IQR 12)
SLA
95% CI 0.31- 0.36 67.12 -81.12
Medyan (IQR)  0.21 (IQR 0.6) 68.46 (IQR 9.5)
SBF
95% ClI 0.18- 0.25 63.0-72.3
Medyan (IQR)  0.21 (IQR 0.5) 67.76 (IQR 9)
SBF-B
95% ClI 0.18-0.24 65.55 - 72.77
Medyan (IQR)  0.26 (IQR 0.4) 71.12 (IQR 14.6)
SAF
95% CI 0.21-0.28 62.02 - 82.0
P N.S N.S

* Str: Texture aspect ratio (uzaysal parametresi); Sdr: Developed interfacial area ratio

(karigim parametresi). Herhangi bir anlamli fark tespit edilemedi (N.S).

4.1.3. XPS Analizi
XPS anket spektrumlari, (Sekil 4-2) 'de gosterildigi gibi numuneler igin;
ylizeylerin oksijen (O) titanyum (Ti) ve karbon (C) gibi ana bilesenlerini iceren
kimyasal kompozisyonunu ortaya koyarak; tiim yiizeyi tespit etmistir. SBF, SBF-B ve
SAF gruplarinin ¢esitli mekanik ve kimyasal islemlerine maruz kalmasina ragmen,
aralarinda smirh farkliliklar ortaya ¢ikmustir.
SBF ve SBF-B gruplari aymi firetim siireglerine sahip oldugundan,
konsantrasyonlari sirasiyla %50.03 ve %61.99 olan SAF ve SLA ile karsilastirildiginda,
ylzey agisindan en diisiik karbon (C) elementine (% 45.99) sahip oldugu bulunmustur.

Bu durum, atmosfer kaynakli maruz kalinan daha az karbon dioksit (CO2) reaksiyonuna
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ve adsorpsiyonuna isaret etmektedir. SLA Ornekleri ise tiim gruplar arasinda en yiiksek

konsantrasyonu gostermistir.

Tiim test gruplar1 (SAF, SBF ve SBF-B); sirasiyla (syrayla % 35.58; % 36.04; ve %
36.04) benzer oksijen (O) ylizey konsantrasyonu degerleri gdstermistir, SLA ise en
diisiik konsantrasyona (% 26.10) sahip olarak belirlenmistir. 187 eV civarindaki bir
seviyede diisiik biyiikliikteki tepeler, 187-189 eV'deki B ve B-oksitlerin baglanma
enerjisine karsilik gelir. Uglii soru isaretleri (???) ve Si2S plazmonlari olarak etiketlenen
tepeler, B elementiyle (st Gste bindirme olabilecek yerlerdir [304]. Uglii soru isaretleri
(???) ve Si2S plazmonlar1 olarak etiketlenen tepeler, B elementiyle Ust Uste bindirme
olabilir. Ek olarak, 72.6 eV enerji seviyesi gevresinde, tim spektrumlarda (Al)nin
baglanma enerjisine karsilik gelen benzer pikler gozlemlenmistir (Tablo 4-3; Sekil 4-2).

Flor tespit edilmedi.



Tablo 4-3: XPS yluzey kompozisyonu analizi, numunelerin kimyasal

kompozisyonunu gosterir

Chemical SLA

Composition (at%)

0 26.10
c 61.99
Ti 4.47
N 2.92
Cazp 2.03
Cl2p (27?) 0.49
Si2p -

S2p (?77?) 1.98
Mg1ls (???)

SAF

35.58

50.03

5.56

3.56

2.97

2.3

SBF

35.77

46.77

5.30

2.43

2.3

1.03

1.41

0.8

SBF-B

36.04

45.99

5.80

2.59

2.42

2.88

2.43

0.94

0.91

* Xps analizi i¢in istatistiksel analiz yapilmadi
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Sekil 4-2: Hazirlanan yiizeylerin X 1s1n1 fotoelektron spektroskopisi (XPS) arastirma
spektrumlari.

4.2. Biyolojik Yamt

4.2.1. Hiicre Adezyonu ve yayilimi

SEM taramasi, hiicrelerin cesitli mesafelerde (2000x ve 5000x) ve farkli zaman
araliklarinda (1,4 ve 7 giin) baglanma potansiyelini gdstermistir. Biitiin gruplarin tim
orneklerinde hiicre adezyonu gergeklesmistir. 1. giinde, hFOB hiicreleri tek bir tabaka
halinde tiim disk yiizeylerine yayilmistir. 4. giinde ve 7. giinde, hiicreler disk yiizeyinin
her tarafina yayilmis ve genis Olclide cogalma gostererek, hiicre kenarlariyla uyumlu bir
sekilde birlesmistir. Hiicre gruplar1 yogunlasarak, titanyum ylzey Uzerinde seyrek
goriinlimii olan ¢ok tabakali bir halde kendini gostermistir (Sekil 4-3). Osteoblast
hlcreleri yizey boyunca 10-30 um araliga ulasacak sekilde uzantilar olusmustur.
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hFOB cells

SLA SBF  SBF-B SAF

Sekil 4-3: 7. gunde disk yuzeyleri tzerinde hFOB hicrelerinin elektron
mikrograflarimin taranmasi1 Tiim gruplarin yiizeylerine yayilan hFOB
hiicreleri (oklar). HFOB hiicrelerinin yayilmasi, numunelerin neredeyse
tilm yiizeyini kaplamaktadir.

4.2.2. Hiicre canlihg / proliferasyonu (CCK-8)

Hiicre proliferasyonunu degerlendirmek amaciyla CCK-8 kit kullanilmis; sonra
veriler toplanarak 1,4 ve 7 giinliik araliklarla ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. 1. gun
analizinde gruplar arasinda hiicre canliligi (CCK-8) orani arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli bulundu (Kruskal-Wallis testi p = 0.0231). SLA, SBF, SBF-B ve SAF
degerleri sirasiyla (%93.75 (IQR 41.3), %78.75 (IQR 30), %187.5 (IQR 37.5) ve
%112.5 (IQR 33.8)) bir miktar farklilik gostermesine ragmen, en yiiksek performansi
gosteren SBF-B grubu (%187.5 (IQR: 37.5)) degeri olmus ve sadece SBF grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p = 0.039). Kontrol SLA ve SAF gruplar da,
sirastyla (93.75 (IQR: 41.3) ve 112.5 (IQR: 33.8) ile SBF'den daha fazla proliferasyon
aktivite seviyesi gostermistir. SBF grubu ise, en diisiik proliferasyon aktivitesine sahip

olmasiyla (78.75 (IQR: 30)); en diisiik siitunda yer almistir (Tablo 4-4; Sekil 4-4).

4. gunde, analizinde gruplar arasinda hiicre canliligi (CCK-8) orani arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (Kruskal-Wallis testi p =0.0069). SLA ve SBF
benzer sonuglar ortaya koymustur (sirastyla 102.7 (IQR: 14.90) ve 103.8 (IQR: 29.23)).

Tiim gruplar arasinda en yuksek proliferasyon aktivitesini gosteren SBF-B grubu (147.4
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(IQR: 6.3)), en az proliferasyon aktivitesine sahip SAF (78.59 (IQR: 14.91)) ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark (p = 0.0194) gostermistir (Tablo
4-4; Sekil 4-4).

7. gunde, analizinde gruplar arasinda hiicre canliigi (CCK-8) orani arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (Kruskal-Wallis testi p =0.0003). SBF-B sadece
SLA grubuna (97.88 IQR: 14.03) (p = 0.0229) kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir
fark gostermis ve (179.2 (IQR: 26.7)) degeri ile en yiiksek proliferasyon aktivitesine
sahip olmaya devam etmistir. SLA'ya gore daha fazla hiicre proliferasyon aktivitesi
gosteren SAF gruplar1 olmasina ragmen (sirasiyla 129.2 (IQR: 12.5) ve 108.1 (IQR:
15.2)), aralarinda anlamli1 farklilik bulunmamustir (Tablo 4-4; Sekil 4-4).

CCK-38
® SLA
250- p=0,039 p=00195  P=0.023 ® SBF
_ SBF-B
§ 200+ ® SAF
2 150+
=
S
S 1004
)
= 50
0 T i b
Giin 1 4 7

Sekil 4-4: 1., 4. ve 7. giinlerde gerceklestirilen hiicre canlihig1 analizinin dagilim
grafikleri. 1. ginde SBF * p = 0.039, 4. giinde SAF ** p = 0.0194 ve 7.
giinde SLA *** p = 0.0229 ile karsilastirildiginda, 1.,4. ve 7. giinde SBF-B
icin anlamh farkhliklar saptanmistir.
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Tablo 4-4: hFOB canlilig: ve proliferasyonu CCK-8 ile 1., 4. ve 7. guinde

degerlendirildi.

CCK-8

Gin1l

Giun 4

Gun 7

SLA
Ortalama (SS) 100 (21.32)
Medyan (IQR) 93.75 (41.3)
(82.5-123.8)
47.03-153

(min-max)

%95 ClI

Ortalama (SS) 100 (7.813)
Medyan (IQR) 102.7 (14.9)
(min-max) (91.2-106.1)
%95 ClI 80.59-119.4

Ortalama (SS) 100 (7.227)

Medyan (IQR) 97.88 (14.03)¢
(min-max) (94.07-108.1)
%95 CI 82.05-118

SBF
81.25 (15.16)
78.75 (30)
(67.5-97.5)A
43.6-118.9

99.81 (15.04)
103.8 (29.23)
83.17 (112.4)
62.45-137.2

126.9 (6.565)
129.2 (12.5)
(119.4-131.9)
110.5-143.2

SBF-B
180 (19.84)
187.5 (37.5)
(157.5-195)A
130.7-229.3

146.5 (3.262)
147.4 (6.29)8

SAF

103.8 (18.5)
112.5 (33.8)
(82.5-116.3)
57.8-149.7

79.35 (7.484)
78.59 (14.91)8

(142.8-149.1) (72.28-87.19)

138.4-154.6

187.3 (15.06)
179.2 (26.7)C
(178-204.7)
149.9-224.7

60.76-97.95

109.7 (7.765)
108.1 (15.2)
(103-118.2)
90.46-129

* SBF-B ve SBF arasinda 1. giinde istatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi (p
= 0.039). 4. ginde SBF-B ve SAF arasinda istatistiksel olarak anlaml1 farklilik
saptand1 (p = 0.0195). 7. giinde SBF-B ve SLA arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark saptanmistir (p = 0.048).

4.2.3. Osteokalsin Uretimi

Fenotipik isaretleyici (marker) okteokalsin (OC), hiicre lizatlar1 ve ortam

siispansiyonu (hiicre kiiltlirii siipernatlar1) temelinde ELISA testi kullanilarak iki farkli

zaman araliginda (7. ve 14. giin) ayr1 ayr1 analiz edilmistir (Sekil 4-5).

Hiicre lizat analizi ile degerlendirilen osteokalsin sentezi 6l¢limu, 7. glinde SBF-B

grubunun diger gruplara gore ayirt edici karakterizasyonunu da dogrulamistir. SBF-B

grubu tiim gruplar arasinda en yiiksek diizeyi gostermistir (228.09 ng/ml, (IQR: 14.1)).

Buna ragmen, sadece SLA grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark meydana gelmistir
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(98.35 ng/ml (IQR: 8.31); p = 0.0132). SAF ve SBF degerleri SLA’ya yakin degerler
gosterirken (sirasiyla 120.7 ng/ml (IQR: 15.7), 112.4 ng/ml (IQR: 5.8), 98.35 ng/ml
(IQR: 8.31), SLA ve birbirleriyle karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermemiglerdir.

14. gilinde, tim numunelerin sonuglart yakinsak (karsilastirilabilir) bulunmustur.
OC'nin SBF-B ekspresyonu, diisiis (89.08 ng/ml, (IQR: 14.36)) gosteren, 7. giin
Olciimiiyle karsilastirildiginda, SAF sonucunun (90.05 ng/ml (IQR: 8.07)) yani sira,
gruplar arasinda en diisiik seviyeyi gostermektedir.

SLA ve SBF sirastyla 100.9 ng (IQR: 9.67) ve 99.73 ng/ml (IQR: 11.32) ile en
yiiksek seviyeleri kaydetmistir. Yine de gruplar arasindaki fark, herhangi bir
biyoistatistiksel onem gdostermemistir (Tablo 4-5; Sekil 4-6).

Sekil 4-5: OCN testi: Hiicre ortamindan ve hiicre lizat isleminden osteokalsin
toplandiktan sonra OCN o6l¢iimii icin siireci.
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Hiicre Lizat

p=0.0132
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Sekil 4-6: Hiicre kiiltiirii ortaminda osteokalsin iiretiminin sa¢ilma grafikleri
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Tablo 4-5: Osteokalsin seviyeleri, iki farkli zaman arahginda hiicre tabakasi
lizatlarinda olciildii

(OC) Huacre

lizat SLA SBF SBF-B SAF
Ortalama 110.5
(SS) 100 (4.375) (3.343) 224.8 (7.886) 122 (7.94)
Medyan

) (IQR) 98.35 (8.31)* 112.4 (5.80) 228.9 (14.1)* 120.7 (15.7)

eun’ (min-max)  (96.69-105) (106.6-112.4) (215.7-229.8) (114.9-130.6)
%095 ClI 89.13-110.9 102.2-118.8 205.2-244.4  102.3-141.8
Ortalama 101.1
(SS) 100 (4.897) (5.779) 89.03 (7.18)  90.69 (4.073)
Medyan

) (IQR) 100.9 (9.67) 99.7 (11.3)" 89.08 (14.36)" 90.05 (8.069)

eun 14 (min-max)  (94.7-104.4) (96.2-107.5) (81.82-96.18) (86.98-95.05)
%095 Cl 87.84-112.2 86.78-115.,5 71.19-106.9  80.57-100.8

* SBF-B, 7. glinde diger gruplara kiyasla daha yiiksek OC seviyeleri sergilemis
olmasina ragmen, sadece SLA grup ile anlamli derece farklilik saptandi (p =
0.0132).

Ote yandan, kiiltiir ortamma Osteokalsin salinimi, hiicre lizat analizi ile
karsilastirildiginda kontrast sonuglar gostermistir. 7. Gilinde yapilan OC 6l¢iimleri ile, en
yuksek OC seviyesine SBF'nin (197.1 ng/ml (IQR: 20.0)) ve onu takiben SBF-B nin
(167.6 ng/ml (IQR: 19.1)) bulundugu dogrulanmistir. SAF'nin (114.1 ng/ml (IQR:
14.4)) SLA grubundan (100.5 ng/ml (IQR: 9.55)) daha iyi sonug¢ verdigi bulunmustur.
SBF-B, SLA ve SAF'den cok daha iyi sonuglar gosterse de, sadece SBF ve SLA
gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmustur (p = 0.0194). Aralarinda biyoistatistiksel
olarak baska bir anlamli fark bulunamamustr.

14 giin sonra elde edilen sonuglar, farkli ¢ikarak, SBF-B grubunun ortaminda
(146.2 ng/ml (IQR: 11.5)) tiim Orneklere kiyasla daha yiiksek osteokalsin seviyesi
bulundugunu gostermistir. Ayrica, SAF ve SLA, daha diisiik miktarlarda OC salinimi
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(swrastyla 107.7 ng/ml (IQR: 3.8) ve 96.15 ng/ml (IQR: 11.55)) ile benzer seviyeler
gostermistir. Bu grubunun altinda, en az OC sentezi birikimi ile SBF goriilmiistiir
(80.77 ng/ml (IQR: 3.85)). SBF-B ve SBF gruplari1 6rnekler arasinda sirasiyla en yiiksek
ve en disiik seviyelere sahip olduklarindan, tek anlamli fark bu gruplar arasinda

gozlenmistir (Tablo 4-6; Sekil 4-7).

Hiicre Kiltiir Ortami

B SLA
250~ B SBF
p=00185 B SBF-B
. 200 Y p=00121 | SAF
3 N ]
£ 1501
£ = *
100{ <= I =
—t
50 . .
Giin 7 Giin 14

Sekil 4-7: Hiicre kiiltiirii ortaminda osteokalsin iiretiminin sacilma grafikleri; 7.

gtiinde SBF-B ve SLA arasinda anlamh farkhihklar saptandi (p = 0.0132)
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Tablo 4-6:Osteokalsin seviyeleri, iki farkli zaman arahginda hiicre Kiiltiiri
ortaminda ol¢iildii

(OC) Kiltur

Medya SLA SBF SBF-B SAF
Ortalama
(SS) 100 (4.807) 171.8(10.26) 194.1(10.29) 116.2 (7.412)
Medyan 100.5

) (IQR) (9.55)* 167.6 (19.1) 197.1 (20)*  114.1 (14.4)

cun’ (min-max)  (94.95-104.5) (164.4-183.5) (182.7-202.7) (110.1-124.5)
%95 ClI 88.06-111.9 146.3-197.3 168.6-219.7 97.81-134.6
Ortalama
(SS) 100 (6.663) 82.05(2.223) 144.9 (5.876) 109 (2.223)
Medyan

in 14 (IQR) 96.15 (11.55) 80.77 (3.85)* 146.2 (11.5)* 107.7 (3.8)

(min-max)  (96.15-107.7) (80.77-84.62) (138.5-150) (107.7-111.5)
%95 ClI 83.45-116.5 76.53-87.58 130.3-159.5 103.5-114.5

* 7. gunde SBF-B ve SLA gruplar arasinda (p = 0.0195); 14. giinde SBF-B ve
SBF gruplar arasinda (p =0.0121) istatistiksel olarak anlamli bir fark saptandi

4.3. Bakteriyel cevap

4.3.1. SEM Goruntileme ile Adezyon Analiz
Degistirilmis ylizeyler iizerindeki yapiskan bakterileri morfolojisinin ylizeyler

tizerinde herhangi bir fark gostermedigi goriilmiistiir (Sekil 4-8).
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P.gingivalis S.mutans

g9-49S 449S Vs

dVS

Sekil 4-8: Yiizey numuneleri iizerindeki yapiskan bakteri kolonilerinin (oklar ile
isaretlenmis) SEM mikrograflar.. (20k-40k x 15000, 30000 ve 50000
bUylitmelerde)

4.3.2. Bakteriyel Adezyonu (CFU)

Bakteri sayis1 S. mutans ve P.gingivalis igin ayr1 ayr1 CFU bakteri sayim analizi
ile hesaplanmistir. P.gingivalis adherent bakteri sayisi, SBF-B grubunda (4500 (IQR:
2250)) en diisiik seviyede gozlemlenirken, SBF grubunda daha fazla sayida bakteri
sayis1 gozlemlenmistir(7500 (IQR: 2500)). Buna karsiik SLA ve SAF gruplar en
yiiksek bakteri sag kalim degerlerini (sirasiyla 12500 CFU/ml (IQR: 3500) ve 13500
CFU/ml (IQR: 3750)) gostermistir. SBF-B ve SBF gruplarinin SLA ve SAF ile farkli
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sonuglar1 olmasina ragmen, sadece SBF-B ve SLA gruplar1 (p = 0.0038) ile SBF-B ve
SAF gruplari (p = 0.0009) arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar g6sterilmistir.

S.mutans bakterisinin CFU bakteri sayim analizi sonucunda, hayatta kalan
S.mutans bakterileri SBF-B grubu iizerinde en diisiik seviyededir (290000 CFU/ml,
IQR 45500); ve ardindan SLA ve SAF gruplar1 gelmektedir (358000 CFU/ml, IQR
36500 ve 420000 CFU/ml, IQR 65750) ). SBF grubu, hem SLA hem de SBF-B'ye
kiyasla anlamli fark kaydeden tiim gruplar arasinda en yiiksek sag kalim bakteri sayim
degerlerini gostermistir (sirastyla p = 0.047 ve p = 0.0002). Diger bir yandan SAF grubu
ise SBF-B grubuna gore anlamli farklilik gostermistir (p = 0.0076) (Tablo 4-7; Sekil 4-
9).

S.mutans P.gingivalis
p=0,0002 p=0,0009

p=0,047 |

800000 1 p=0,0038
I
15000 1
600000 1 | %

a— -
c S
3 10000 1 o
8400000 { Lope % é a:_
S
| 5000 1
200000 - %
p=0,0076
0 0 .
Na & Pl ¥ N & ® ¥
@ @ & @ 2 2 %é 2

Sekil 4-9: Bakteriyel yapisma testinin sacilma grafikleri (CFU / ml)
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Tablo 4-7: Deneysel yiizeylerde sayilan canh bakteri sayisi.

Bakteri
Sayimi SLA SBF SBF-B SAF
(CFU)
Ortalama (SS) 355333 (18886) 525833 (109384) 291667 (23889) 427833 (37552)
358000 536500 290000 420000
Medyan (IQR)
(36500)* (207500)"B (45500)8< (65750)°¢
S.mutans (330000- (407000- (267000- (393000-
(min-max)
374000) 661000) 326000) 485000)
%095 ClI 335514-375153 411041-640625 266597-316736 388425-467242
Ortalama (SS) 12500 (1871) 7500 (1517) 4333 (1211) 13333 (2160)
Medyan (IQR) 12500 (3500)* 7500 (2500) 4500 (2250)*t 13500 (3750)F
P.gingivalis  (min-max) (10000-15000)  (5000-9000)  (3000-6000) (10000-16000)

%95 CI 10537-14463 5908-9092 3062-5604 11066-15600

# [statistiksel olarak anlamli farklar veren gruplar sembol ve harflerle
isaretlenmistir.

4.3.3. Lazer Taramah Konfokal Mikroskop Analizi (KLTM)

Farkli islenmis yiizeyler tizerindeki canli ve cansiz bakterilerin goriintiileri Lazer
Taramali Konfokal Mikroskop Analizi kullanilarak elde edilmis ve buna gore analiz
edilmistir. “’Live / Dead Bac LightTM Bakteriyel Canlilik ve Sayma Kiti’’ yardimiyla
numuneler tizerinde hem canli (yesil) hem de cansiz (kirmizi) yapisik bakteriler tespit
edilerek ylizeylerin bakteriyel adezyon ve antibakteriyel etkisi gosterilmistir. Canli ve
cansiz bakterilerin goriintiileri (Sekil 4-10), hem canli hem de cansiz bakterileri ayni
diizen icerisinde hesaplamak i¢in ImagelJ yazilimi ile analiz edilmistir.

Sonuglar S.mutans i¢in, en digiik sayida canli bakteriye sahip grubun SBF-B
oldugunu gostermistir (3.0, IQR 8.50). SLA ve SAF gruplar (sirastyla IQR 12.5 (7.0)
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ve IQR 19.5 (7.0)) yaklasik olarak benzer sonuglar gostermistir. SBF grubu en yiiksek
yapisik, canli S.mutans bakterisini (IQR 22.5 (25.0)) gosterirken, gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir (Tablo 4-8; Sekil 4-11).

Yapisik cansiz S.mutans icin, SBF-B gruplar1 en fazla sayida cansiz bakteriye
(6.0 (IQR: 17.5)) sahipken, SBF, SLA ve SAF gruplari, SBF-B gruplarina kiyasla daha
az sayida cansiz bakteri sergilemistir (sirastyla 4.0 (IQR: 12.0), 1.0 (IQR: 10.5) ve 2.0
(IQR: 3.50)) (Tablo 4-8).

Ote yandan, P.gingivalis analiz sonuglari, ne canli ne de cansiz bakteriler
acisindan tim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gdstermemistir.
Bununla ragmen, SBF-B grubu 6rnekleri; yiizeye baglh en az sayida canli ve en fazla
cansiz bakteriye sahip bulunmustur (sirasiyla 125.5 (IQR: 148) ve 375.0 (IQR: 251).
SAF, SBF ve SLA gruplari, hem canli (146.5 (IQR: 109.25), 155.0 (IQR: 350.8) ve
156.0 (IQR: 177.75) hem de cansiz bakteriler (242.0 (IQR: 175.5), 315.5 (IQR: 123.2)
ve 329.5 (IQR: 213)) igin yakin sonuglar gostermistir (Tablo 4-8; Sekil 21).
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Live Dead Live Dead

vis
vis

449S

49S

ga-49S
da-449S

dVS
dvs

S.mutans P.gingivalis

Sekil 4-10: Incelenen yiizeylere S.mutans ve P.gingivalis adezyonlariin Konfokal
Lazer Tarama Mikroskopisi (KLTM) mikrograflari. Canl ve cansiz
bakteriler sirasiyla yesil ve kirmizi renklerde goriilebilir (Live / Dead Bac
LightTM boyama; 10x10 buyttme)
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Tablo 4-8: Antibakteriyel aktivitenin, Live / Dead ® BacLight ™ bakteriyel

canhlik kiti sonuclari ve KLTM analizi ve ImageJ yazilimi ile degerlendirilmesi

Bakteri
SLA SBF SBF-B SAF
Sayimi
Ortalama (SS) 18 (33.85) 14.22 (10.78) 5.111 (5.11)  12.67 (16.52)
Medyan (IQR) 7 (12.5) 13 (18) 3(8.5) 7 (19.5)
Canh
min-max 0-107 1-33 1-15 0-48
smutans ) (0-107) (1-33) (1-15) (0-48)
%95 ClI (-8.019-44.02) (5.936-22.51) (1.183-9.039) (-0.03381-25.37)
Ortalama (SS) 7.667 (14.92) 6.667 (6.69) 11.33 (16.41) 2.222 (1.856)
Medyan (IQR) 1 (10.5) 4(12) 6 (17.5) 2 (3.5)
Cansiz
min-max 0-45 0-18 0-50 0-5
Smutans | (Mnmax)  (0-45) (0-18) (0-50) (0-5)
%95 ClI (-3.806-19.14) (1.525-11.81) (-1.28-23.95) (0.7956-3.649)
Ortalama (SS) 174.2 (94.46) 196.2 (171.3) 138.2(76.12) 139 (57.4)
Canli Medyan (IQR) 156 (177.75) 155 (350.8) 125.5 (148) 146.5 (109.25)
P.gingivalis  (min-max) (81-324) (22-399) (50-249) (67-219)
%95 ClI 75.04-273.3 16.44-375.9 58.28-218.1 78.76-199.2
Ortalama (SS) 370.2 (115.4) 306 (74.51) 391.3 (188.7) 242.7 (109.4)
Cansiz Medyan (IQR) 329.5 (213) 315.5(123.2) 375(251) 242 (175.5)
P.gingivalis  (min-max) (244-535) (187-395) (227-745) (117-423)
%95 ClI 249.1-491.2 227.8-384.2 193.3-589.4 127.9-357.4

*  Qruplar arasinda istatistiksel olarak herhangi bir fark bulunamamustir.
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5. TARTISMA

Bu ¢aligmada; titanyum ylizeyler aluminyum oksit partikilleri (Al203), borik asit
partikilleri (H3sBOs3), hidroklorik asit/sulfiirik asit (HCI/H2SOa) ve tetrafloroborik asit
solisyonu (HBFs) ile muamele edilmis, bu islemin hFOB hiicreleri ile iki ana oral
patojen bakterinin proliferasyonu ve adezyonu tizerindeki etkisi incelenmistir. Deneyde
kullanilan yiizeylerin Sa degerlerinin, piyasada bulunan ticari implantlara yakin
degerlerde (1.7 pum) olmasi objektif degerlendirme yapilmasina imkéan saglamistir.
Islemden gegirilen yiizeylerde az miktarda bor elementi tespit edilmistir. hFOB
hiicrelerinin yayilmasi1 dot grupta da hemen hemen tiim disk yiizeylerini kaplamistir.
Hiicre canliligi analizi, 1. giinde SBF, 4. ginde SAF ve 7. ginde SLA ile
karsilastirildiginda, SBF-B'nin hiicre proliferasyon hizinda belirgin bir artis oldugunu
gostermistir. Hiicre kiiltiiri ortamindaki OC iiretim analizi de SBF-B'de en yiiksek
seviyeyi rapor etmis ve 7. glinde SLA ve 14. giinde SBF ile karsilastirildiginda 6nemli
bir farklilik gostermistir. Hiicre lizat analizinde OC sadece 7. giinde SBF-B ve SAF
arasinda anlamli bir fark gostermistir. Bakteriyel adezyon agisindan bakildiginda,
CLSM analizinde gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmamisken; CFU analizinde
gruplarin geri kalani ile karsilastirildiginda SBF-B'de S.mutans'in az sayida yapisan
bakteri gostermesi ile anlam bir fark saptanmustir. Ayrica, P.gingivalis adezyonu SBF-
B'de en diisiik sayiy1 kaydetmis, ancak anlamli fark sadece SLA ve SAF gruplarina
kiyasla tespit edilmistir. Sonug¢ olarak en yiiksek osteoblast afinitesi ve bakteriyel
tutunmaya karst en fazla direng, borik asit piiskiirtiilmiis ve tetrafloroborik asit ile
muamele edilmis titanyum alasimi yiizeylere borik asit soliisyonu uygulanmasi sonucu

gdzlenmistir.

In vitro ¢alisma:
Mevcut ¢aligsma, yeni biyomateryaller ve modifikasyonlarina dair pilot bir calisma
olup ileri aragtirmalar oncesinde test edilmesi gerekmektedir. Yeni biyomateryaller

ve/veya modifikasyonlarina dair in vitro deneylerin yapilmasi, canli hiicreler ile
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herhangi bir materyal ve/veya modifikasyonu arasinda gerceklesmesi muhtemel
reaksiyonlarin anlagilmasi agisindan onem tasimaktadir. Bu deneyler, daha ideal ve
etkili sonuglarin alinmasi agisindan, materyal ve modifikasyonlarin ve/veya kullanilan

yontemlerin gelistirilmesi i¢in de yol gosterici olabilmektedir.

Yeni biyomateryaller géz oniline alindiginda, biyomateryal kaynakli hiicre sinyal
molekiillerinin anlasilmas1 stratejik bir 6neme sahiptir. Ornegin, monositlerin /
makrofajlarin yabanci cisim reaksiyonundaki roli [292][293], osteoblastlar ile ilgili
spesifik bilgiler [294],, asinma pargaciklarina verilen osteoklast yanitlar1 (Makihira,
Mine et al. 2007) ve yiizey topografisinin spesifik in vitro analizlerinde taranabilir.
Boylece, glinlimiizde in vitro deneyler, malzeme giivenligi acisindan biyomedikal cihaz

tasariminda giderek daha popiiler hale gelmistir.

Ote yandan, biyomalzemelerin giivenligi su anda in vitro olarak test edilmesine
ragmen, ABD'deki Ulusal Saglik Enstitiileri gibi diizenleyici ve bilimsel devlet
kurumlari, daha kompleks laboratuvar tabanli test yoOntemleri gelistirmeye ilgi
duyduklarini ifade etmislerdir.

Amag, konak¢1 dokuya benzer hiicresel igerik ve mimari sunan organ kiiltiirleri

gibi daha temsili ve 6ngoriicii in vivo davranig modelleri gelistirmektir [289].

hFOB Hiicreler:

Mevcut calismada, borik asit ve modifikasyonlarmin canli insan hiicreleri
tizerindeki muhtemel etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla hFOB hiicreler
kullanilmistir. Benzer arastirmalarda bu amagla c¢esitli hiicreler kullanilmistir
[305][306]. insan primer osteoblast hiicrelerini (HOb'ler) kullanmanimn temel avantaji,
tirler aras1 farkliliklarin olmamasi1 ve farklilagtirilmis fenotiplerini in vitro olarak
korumasidir. Steven A.Harris, yaptig1 ¢alismada, hFOB 1.19 klonal hiicre ¢izgisinin,
insan osteoblast farklilasmasimnin belirli agamalarini incelemek i¢in, homojen bir sekilde

hizla ¢ogalan bir model sistemi sagladigini bulmustur [305][306].

CCK-8:
CCK-8, bu c¢alismada hiicre canliigt ve proliferasyon aktivitesinin

degerlendirilmesi amaciyla kullanilmistir. Bu tip arastirmalar i¢in MTT, XTT, WST-1,
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MTS gibi farkli yontemler mevcuttur [307]. CCK-8, sagladigi avantajlarin diger
yontemlerin avantajlarindan {Ustiin olmasi sebebiyle tercih edilmistir. CCK-8; oda
sicakliginda en az 6 ay, 0-5 °C’de ise 1 yil stabil kalabilmektedir. CCK-8 formazan ve
1-metoksi PMS’ nin kiiltiir ortamindaki hiicreler lizerinde sitotoksik etkisi olmadigindan,
bir dnceki deneyde kullanilan ayni hiicreler ek deneyler i¢in de kullanilabilmektedir. In
vitro deneylerde CCK-8 kullanmanin diger bir avantaji ise deney prosediiriiniin
tamamlanmasi i¢in ek adimlara ihtiyag olmamast ve bu sayede kisa zamanda

gerceklestirilebilmesidir [308].

Yiizey Piiriizliliigli Parametreleri:

Orta derecede ylizey piriizliliigiine sahip implantlar (yaklasgitk 1.7 pm),
tornalanmig veya yliksek derecede piiriizlii yilizeylere kiyasla ciddi avantajlar
saglamaktadir [309] ve oral implantoloji alaninda endiistri standardi olarak kabul
gormektedir. Bu sebeple bu ¢alismada, ticari implantlarin topoloji ve topografisini

temsil edecek sekilde 1,5-2 um ylizey piirtizliiliige sahip implantlar kullanilmistir.

Wennerberg, yiizey mikrotopografisinin kesin olarak saptanmasi i¢in yiiksekligin,
uzamsal ve hibrit betimleyici parametrelerin degerlendirilmesi gerekliligini
savunmustur [175]. Anselme ve arkadaglari, yilizey piiriizliliigiinin genlik ve yapisal
biitiinliik acisindan degerlendirilmesi gereken bir faktér oldugundan bahsetmistir [20].
Implant Yiizeyi Tanimlama Standartlar1 (ISIS) sistemi, yiizey mikrotopografisini &lgme
ve smiflandirma amaciyla Sa ve Sdr parametrelerini se¢mistir. Sa, yiizey
mikrotopografisinin ortalama yiikseklikteki deviasyon genligini temsil ederken; Sdr,
ylzey topografisinin piklerinin sayis1 ve yiiksekliginin integrasyonunu temsil
etmektedir [310]. Yiizey mikrotopografisinin ileri ve kesin tanimi igin, hibrit ve uzamsal
parametreler goz Oniine alindiginda KLSM analizleri ile benzerlik gdsteren, optik
profilometri analizleri yapilmistir. Ornekler arasinda Sa degerleri bir dereceye kadar
benzerlik gosterse de, bazi uzamsal ve hibrit parametrik degerlerde siddetli varyasyonlar
gozlenmistir. Uretimde ylzey modifikasyonu amaciyla farkli  materyallerin
kullanilmasi, her parametre Olceginde spesifik ve benzer degerlerin alimmasini

gliclestirmektedir.
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Bu deneyde yiizey preparasyonu islemleri esnasinda Ti-disklere tetrafloroborik
asit uygulandig1 anda kimyasal etkilesim gergeklesti. Piiriizliiliik seviyesi, osteoblastik
hiicrelerin farklilasma ve proliferasyon kapasitesini etkilediginden ve kimyasal yapinin
da kendi etkileri oldugu bilindiginden[184], her modifikasyon yontemi i¢in kimyasal

yapiy1 ve element seviyesini belirlemek iizere yiizey analizi islemleri uygulandi.

Kumlama ve daglama yoluyla borun kuvvetli uygulanmasina ragmen, yiizey
bilesimi (XPS spektrumlar1) Ti numunelerinde cok diisiik seviyelerde B elementi
gostermistir. Flor elementinin Ti ylizeyine afinitesi, borik asit ve tetrafloroborik asit ile
cok zayif bir kimyasal baga sahip gibi goriinmekteydi. Bu, yiizeylerin nihai yogun
yikamasindan kaynaklanabilir. Ayrica, tetrafloroborik asidin substrat ile reaksiyonu
asindirict goriinmektedir ve reaksiyon sirasinda hidrojen atomunun degisimi disk
substrat1 ile daha fazla bagi bloke etmis olabilir [311][312]. Bu bulgulara dayanarak,
mevcut metodolojinin, Ti ylzeyinde bor (B +) ve flor (F-) iyonlarinin yeterli tutulmas1
icin elverissiz oldugu sonucuna varilabilir. Bununla birlikte, bu metodolojinin baska
faydalar sagladig1 goriilmiistiir. Karbon ve Osteoblast yoklugu ve ilgili kemik biriktirme
mekanizmasinin hidrokarbon kontaminasyonunun azaltilmasi ve bunun sonucunda
oksijenin artmasiyla artti@i gosterilmistir [313]. Bu bulgulara istinaden kullanilan
metodolojinin Ti ylizeylerde boron tutulumu saglamakta yetersiz oldugu sonucuna

varilabilir.

Kumlama ve daglama yoluyla borun kuvvetli uygulanmasina ragmen, yiizey
bilesimi (XPS spektrumlar1) Ti numunelerinde c¢ok diisiik seviyelerde B elementi
gostermistir. Flor elementinin Ti yUzeyine afinitesi, borik asit ve tetrafloroborik asit ile
cok zayif bir kimyasal baga sahip gibi goriinmekteydi. Bu, yiizeylerin nihai yogun
yikamasindan kaynaklanabilir. Ayrica, tetrafloroborik asidin substrat ile reaksiyonu
asindiric1 goriinmektedir ve reaksiyon sirasinda hidrojen atomunun degisimi disk
substrat1 ile daha fazla bagi bloke etmis olabilir [311][312]. Bu bulgulara dayanarak,
mevcut metodolojinin, Ti ylzeyinde bor (B +) ve flor (F-) iyonlarinin yeterli tutulmasi
icin elverigsiz oldugu sonucuna varilabilir. Bununla birlikte, bu metodolojinin bagka

faydalar sagladig1 goriilmiistiir. Karbonun azalmasina ve Osteoblast ile iliskili kemik



90

birikiminin artigina, hidrokarbon kontaminasyonunun azalmasi ve oksijen artiginin
neden oldugu gosterilmistir [313]. Bu bulgulara istinaden kullanilan metodolojinin Ti

ylizeylerde boron tutulumu saglamakta yetersiz oldugu sonucuna varilabilir.

Yuzeylerde karbon ve oksijen:

Hidrokarbon ve takip eden oksijen kontaminasyonunun azaltilmasiyla osteoblast
ve ilgili kemik depozisyon mekanizmalarinin arttigi gosterilmistir [313]. Calismamizin
bulgularina gore; tetrafloroborik asit-uygulanmis yiizeylerin karbon dioksit (CO2)
etkilesimi ve adsorpsiyon oranlarinin SLA yiizeylere kiyasla daha az oldugu tespit
edilmistir. Ozellikle SBF-B en diisiik karbon ve en yiiksek oksijen yiizdelerini
sergilemistir. Bu durum da borik asidin Ti yilizey kimyasi iizerindeki olumlu etkilerine

bir isaret olarak kabul edilebilir.

Bu bulgulara istinaden kullanilan metodolojinin Ti yiizeylerde boron tutulumu

saglamakta yetersiz oldugu sonucuna varilabilir.

Borik asit (BA) konsantrasyonu:
“Tim maddeler zehirdir; zehir olmayan hi¢gbir madde yoktur. Dogru doz devay1

zehirden ayirt edebilir.” Paracelsus.

Yeni bir materyal dozu , canli bir viicuda uygulanmadan once belirlenmesi
gereken esas faktordiir, zira etkin maddedeki artis ya da azalig viicut lizerindeki etkiyi
degistirebildigi gibi, insan viicudunun maddeye goOsterdigi tepki de etkileri
degistirebilir [314]. Dahasi, bu gibi konulardaki en zor mesele, hiicre canliligindaki
dalgalanma ve borik asidin antibakteriyel etkisi arasindaki avantajli dengenin en dogru
degerini bulmaktir. Buna ilaveten, materyalin etkilerini degerlendirmek i¢in uygulanan
farkli testler degisken sonuglar tretmistir [42], bu da bizi karar verme sirecinde,
goreceli bir karara, yani bir karmasiklik durumuna siiriikler. BA i¢in gelisimsel bir
defekt tespit eden NOAEL degerinin (gézlenmeyen-yan etki diizeyi) glinde 55 mg
borik asit’kg oldugu degerlendirilmis, siganlar iizerinde yapilan bir ¢alismaya gore bu

deger giinde 9.6 mg B/kg’a esdeger bulunmustur [315].
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Tetraforoborik asit

Tetrafloroborik asit glcli bir asittir [316].Tetrafloroborik asit, dental implant
uretimi strecinde gok-basamakli implant yiizey modifikasyonu islemleri sirasinda
uygulanmaktadir [52][50][51]. Botticelli ve ark. tarafindan yapilan tiim ¢alismalar ayni
modifiye edilmis ylizeyleri kullansa da, tetrafloroborik asit bilesigi, yiizeylere
uygulanan bir ¢ok sirali kimyasal reaksiyonlardan sadece birini temsil etmektedir. Bu
durum, imalatlarda ¢oklu varyasyon faktorleri gosterilmesine neden olmustur. Yuzey
karakterizasyon arastirmasi yapilmadan bir dizi kimyasal reaksiyon uygulamak,

tetrafloroborik asit etki ¢alismasini daha az giivenilir hale getirmektedir.

OCN and hFOB:

Bu ¢aligmada kullanilan hFOB, in -vitro ortamda implant yiizeylerinde osteoblasta
benzer davraniglar gosteren, insan fetal ostablast hiicre hattidir. Bu hFOB hiicre hatti,
Sa0s2 veya MC3T3 gibi diger hiicre hatlariyla karsilastirildiginda, insan hiicresine
benzer 6zellik sergileyen en yiiksek hiicre standardina sahip olarak kabul edilir [306].

Osteokalsin seviyesi; mineralizasyonun erken donem , osteoblast farklilagmasinin
ise ge¢ donem belirteci olarak kabul edilir. Deney dénemi boyunca, SBF-B yiizeyinde,

en yiiksek hiicre canlilig1 ve osteokalsin tiretimi gézlenmistir [317].

SBF-B yiizeyinin osteokalsin ekspresyonu, hiicre lizat1 {izerinde gesitli inceleme
donemlerinde 7. giinde anlamli derecede yiiksek regiilasyon gdstermistir. Toplanan
hiicre kiiltiir ortam1 6l¢iimlerinde ise 7. ve 14. giinlerde yiiksek regiilasyon gostermistir.
Hakki ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada borik asit igceren orneklerde pre-osteblastik
hiicreler kullanmislar (MC3T3-El) ve ostekalsin mRNA ekspresyon testinde anlamli
derecede yiiksek regiilasyon bulduklarini bildirdirmislerdir [42].

Diger taraftan, Ying ve ark., borik asitin ¢oklu konsantrasyonunu ve bunlarin
kemik iligi stromal hiicreleri (BMSC' ler) iizerindeki etkilerini arastirmis ve 1, 10 ve
100 ng / ml konsantrasyonlarda stromal hiicrelerin proliferasyonularint arttiran bir
etkilerinin olmadigmi bildirmislerdir (P> 0.05). Buna karsilik, 1000 ng / ml

konsantrasyonun, hiicrelerin proliferasyon aktivitelerini (P <0.05) 4,7 ve 14. giinde
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inhibe ettigi goriilmiistiir. 10 ve 100 ng / ml B tedavisinin ise daha yliksek osteokalsin
mRNA salinimini tetikledigi gozlenmistir (P <0.05) [46].

Borlanmig bilesiklerin, in-vitro ve in-vivo ortamlarda anti-osteoporotik ve anti-
enflamatuar 6zellikler, sergiledigi bildirilmistir [318].

Liu ve arkadaslari, borik asit ve ¢inko borat-magnezyum borat gibi diger bor Liu
ve arkadaslari, borik asit ve ¢inko borat-magnezyum borat gibi diger bor bilesiklerinin
osteogenez lizerinde, osteoblastik farklilagmay1 arttiran ve ALP aktivitesini yiikselten ve
kemikle ilgili genleri ve kalsiyum biriktirilmis minerallerin regiilasyonunu arttiran
etkinliklerinin oldugunu belirtmislerdir [319]. Bu dorultuda Xia ve ark. Polikaprolakton
kompozit lizerine agirhiginin %30°u oraninda bor uyguladiklar1 bir ¢alismada benzer
sekilde osteokalsinin artmig regiilasyon gosterdigini rapor etmislerdir [320]. Bu
sonuglar, borik asit soliisyonu ilavesinin, osteogenezin baslamasini ve osteoblast

canliligin1 6nemli dl¢ilide artirabilecegini gostermektedir.

Yiizeyler {izerinde bakteri yogunlugu ve etkinligini gdsteren analizler
incelendiginde ise; bakteriyel adezyon ve CLSM analizleri de hiicresel analizlerin
pozitif sonuc¢larin1 dogrularken, SBF-B yiizeyi diger yiizeylere oranla daha diisiik bir
bakteriyel adezyon gostermistir. Fakiiltatif olarak anaerobik, gram-pozitif bir kok olan
S.mutans, oral biyofilm olusumunda ve olgunlagsmasindaki hayati rolii nedeniyle, agiz
boslugundaki onemli hastalik aktivatorlerinden biridir. Non-motil, Gram-negatif,
anaerobik bir bakteri olan P.gingivalis ise, periodontitis ve peri-implant kemik
yikimiin baglamasindan sorumlu olan [321][322][323], disbiyotik siirece katkida
bulunan ve hastaligin prognozunda anahtar gérevi goren bir patojendir [324]. Borik asit
¢ozeltisinin SBF yiizeyine (SBF-B) uygulanmasi, her iki bakterinin de istatistiksel
olarak anlamli derecede en diisiik canlilik oraniyla sonu¢lanmistir. Benzer sonug, borun
kateterler veya protez eklemler gibi kalici tibbi malzemelerin kiiclik bosluklarina
borosilikat ince cam formunda uygulanmasiyla da bildirilmistir. Borun, biyofilmi %
90"m1 azalttig1 rapor edilmistir [325]. Sopchenski ve ark.,calismalarinda bor katkili Ti02
kaplamasinin, Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa iizerinde bakterisidal
aktivitesini gozlemlemistir [326]. Baska bir calismada Wang ve ark., S.mutans ve
P.gingivalis, bakteri canlilig1 kitleri (Live / Dead BacLight) ile karbon fiberle
gliclendirilmis polietereterketonu (CFRPEEK) arastirmak i¢in kullanmis CLSM

yardimiyla analiz edildikten sonra bu kitlerin materyalin antibakteriyel etkisini ortaya



93

koymak icin etkili oldugunu gostermistir [302]. Bor bilesiklerinin anti-bakteriyel
Ozelligini kanitlayan bu bulgulara dayanilarak, borik asitin 6zellikle Ti yiizey

uygulamalarina ek olarak kullanilmasi 6nerilebilir.

Mevcut bulgular Bor elementinin; kalsiyum, magnezyum ve D vitamini
fonksiyonlar tizerindeki rolii ile insan kemik sagligini destekledigini ve genel saglik
acisindan yarar sagladigini gostermistir [327]. Sayin ve ark. yaptiklar1 bir ¢aligmada,
istatistiksel anlamli sonuglara ulasamasalar da borik asit (BA) ve disodyum oktaborat
tetrahidratin (DOT) farkli bakteriler lizerinde antibakteriyel ve antibiyofilm etkileri
oldugunu bildirmislerdir [287]. Zan ve ark., borik asidin E.faecalis biyofilmlerine kars1
da bakterisidal etkisi oldugunu bildirmis ve kok kanal tedavisi irrigasyonlarinda borik
asidin yliksek konsantrasyonda kullanimini 6nermislerdir [328]. Sayin ve arkadaslari,
bor igeren bilesigin bakteriyel biyofilm {izerindeki etkisini istatistiksel olarak anlamli
bulamasalar da, bu bilesigin ¢esitli antibakteriyel ve antibiyofilm etkisi oldugunu

gozlemlemislerdir [287].

CFU sonuglarma gore, gruplar yaklasik ayni piiriizliilik degerine sahip olsalar da,
S.mutans kolonizasyonu acisindan SBF yiizeylerin; SLA ve SBF-B ylizeyler ile
karsilastirildiginda anlamli derecede daha yiiksek sonuglara sahip oldugu; P.gingivalis
kolonizasyonu agisindan incelendiginde ise SBF-B ylizeylerin; SAF ve SLA yiizeyler
ile karsilastirildiginda daha diisiik sonuclara sahip oldugu bulunmustur. Yiizey
purtizliliigiiniin ve 1slanabilirliginin bakterilerin adezyon 6zelliklerini etkileyebilecegi
ileri stiriilmiistiir [329]. Bakterilerin erken kolonizasyonu, ylizey topografisi ile iliskili
bulunmustur [330]. Buna karsin Lin ve arkadaslari, S.mutans veya P.gingivalis
biyofilmlerinin olusum miktarinda yiizey piiriizliiliigiin etkisinin olmadigini bildirmistir
[331]. Jeyachandran ve ark., titanyum, titanyum nitriir ve modifiye edilmis
hidroksiapatit kaplama lizerine yapilan in vitro ¢alismalarinda, pliriizlii yiizey gruplari
tizerinde daha az bakteriyel adezyon rapor etmislerdir. Bu durum, ¢esitli kaplama
kompozisyonlarinin; gruplar arasindaki bakteriyel adezyon varyasyonlarini agiklamada,

etkili oldugunu diisiindiirmektedir [332].
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Tim gruplarda yiizey piiriizliiliigiiniin Sa degerleri yaklasik olarak benzer
olsa da hibrit ve uzamsal parametreler gruplar arasinda degiskenlik
gostermistir.

XPS analizi ile, tim ylzeylerin oksijen (O), titanyum (Ti) ve karbon (C)
ana bilesenlerini igerdigi tespit edilmistir. SBF ve SBF-B yuzeyleri en
diisiik karbon (C) element konsantrasyonlarini, SLA yiizeyi ise en diisiik O
konsantrasyonunu ortaya ¢ikarmistir.

Osteoblast hiicre kiiltlirii analizine dayanarak, tiim gruplarmn tim
orneklerinde hiicre yapismasit gozlenmistir. Ayrica, CCK-8 analizi
ile SBF-B grubu 1., 4. ve 7. giinlerde tiim gruplar ile karsilastirildiginda en
yluksek hiicre canlilig1 / proliferasyonu degerini kaydetmistir.

Hiicre kiiltiirii ortamindaki Elisa testi, 7. ve 14. giinde SBF-B grubunda en
yiiksek osteokalsin degerlerini gdstermistir. Hiicre lizati tizerindeki Elisa
testi ise, sadece 7. gunde SBF-B grubunda en yiiksek osteokalsin
degerlerini gostermistir.

CFU analizi, gruplarin geri kalanina kiyasla P.gingivalis ve S.mutans
adezyonu agisindan SBF-B'de en az bakteri sayimini gostermistir.
Yiizeylerin canli ve cansiz bakteri sayimlarmin yapildigt KLTM analizi,

tiim gruplar arasinda herhangi anlamli bir fark gostermemistir.

Bu sonuglara dayanarak, Ti implant yiizeylerine borik asit ¢ozeltisi eklenmesinin,

etkin bir antibakteriyel yapisma gorevi gorebilecegi; SBF-B yiizeyi ile gosterildigi gibi

osteoblast adezyon ve aktivitesini artirabilecegi sonucuna varilabilir.

Ti

Dental implantlarin yiizey modifikasyonunda borik asit bilesikler

uygulamalarin in-situ ve klinik uygulamadaki potansiyelini etkinligini agikliga

kavusturmak i¢in daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Yulzeylerin canli ve cansiz P.gingivalis bakteri sayimlarinin KLTM analizi

degerlerine ait ham veriler:

Canh P.gingivalis
Ornek 1
Ornek 2
Ornek 3
Ornek 4
Ornek 5

Ornek 6

Cansiz P.gingivalis
Ornek 1
Ornek 2
Ornek 3
Ornek 4
Ornek 5

Ornek 6

SLA
324
171
242
141
81
86

SLA
485
535
359
300
298
244

SBF
232
78
52
22
394
399

SBF
359
187
337
294
395
264

SBF-B
128
205

50

74

249
123

SBF-B
368
382
232
227
745
394

SAF
146
147
80
65
219
175

SAF
268
216
117
150
282
423
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Yiizeylerin canli ve cansiz S.mutans bakteri sayimlarinin KLTM analizi

degerlerine ait ham veriler:

Canh S.mutans SLA SBF SBF-B SAF
Ornek 1 7 20 3 9
Ornek 2 5 33 1 48
Ornek 3 8 13 10 33
Ornek 4 2 25 9 0
Ornek 5 3 8 1 1
Ornek 6 0 4 1 2
Ornek 7 11 19 15 6
Ornek 8 107 5 5 8
Ornek 9 19 1 1 7
Cansiz S.mutans SLA SBF SBF-B SAF
Ornek 1 16 0 10 4
Ornek 2 45 12 6 3
Ornek 3 0 0 12 0
Ornek 4 0 18 0 5
Ornek 5 1 4 0 2
Ornek 6 2 10 0 4
Ornek 7 0 13 1 1
Ornek 8 5 2 50 0
Ornek 9 0 1 23 1
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Deneysel yiizeylerde sayilan canli P.gingivalis bakteri degerlerine ait ham

veriler:

Bakteri Saymm
(CFU)

Ornek 1
Ornek 2
Ornek 3
Ornek 4
Ornek 5
Ornek 6

SLA

14000
13000
10000
12000
11000
15000

SBF

7000
9000
5000
9000
7000
8000

SBF-B

4000
3000
5000
5000
6000
3000

SAF

15000
14000
12000
16000
10000
13000

Deneysel yiizeylerde sayilan canli S.mutans bakteri degerlerine ait ham veriler:

Bakteri Sayim
(CFU)

Ornek 1
Ornek 2
Ornek 3
Ornek 4
Ornek 5
Ornek 6

SLA

348000
339000
373000
374000
368000
330000

SBF

411000
603000
600000
407000
661000
473000

SBF-B

326000
309000
268000
300000
267000
280000

SAF

396000
440000
393000
400000
453000
485000
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Osteokalsin seviyelerinin, iki farkli zaman araliginda hiicre lizat degerlerine ait

ham veriler:
Grup/Gin  Ornek Gin 7 Giin 14 Ornek Gin 7 Giin 14
Medya kiltir ortaminda Hucre lizat
1 96.69 100.86 1 104.52 96.15
SLA 2 98.35 104.41 2 100.53 96.15
3 104.96 94.73 3 94.95 107.69
1 112.4 107.48 1 167.55 84.62
SBF 2 112.4 96.18 2 164.36 80.77
3 106.61 99.73 3 183.51 80.77
1 229.75 96.18 1 202.66 146.15
SBF-B 2 215.7 89.08 2 197.07 138.46
3 228.93 81.82 3 182.71 150
1 130.58 95.05 1 124.27 107.69
SAF 2 114.88 90.05 2 110.11 107.69
3 120.66 86.98 3 114.1 111.54
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hFOB canliligi/proliferasyonunun CCK-8 ile 1., 4., ve 7. giindeki degerlerine ait

ham veriler:
SLA SBF SBF-B SAF
82.50 78.75 195 112.5
1. gun 93.75 97.50 187.5 116.25
123.75 67.50 157.5 82.50
SLA SBF SBF-B SAF
102.68 112.43 149.14 78.59
4. gln 91.20 83.17 147.42 72.28
106.12 103.82 142.83 87.19
SLA SBF SBF-B SAF
97.88 119.44 177.97 108.05
7.gun 94.07 131.94 179.24 102.97
108.05 129.17 204.66 118.22
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