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Dental implant uygulamarinda osseointegrasyon hizinin arttirilmasi1 ve enfeksiyon
riskinin azaltilmasi i¢in giimils nanoparcacik katkili (AgNP) hidroksiapatit (HAP)
nanoparcaciklar sentezlenmis; sentezlenen kaplama malzemesi miktarinin {i¢ farkl
bakteri tlrl (S. aureus, E. coli, S. mutans) Uzerindeki antibakteriyel aktivitesi agar
kuyucuk diflizyon ve agar disk difiizyon yontemi ile incelenmistir. Uretim protokolii
hazirlanirken degistirilen parametreler, DLS ve UV-Vis karakterizasyonlari
kullanilarak 60 nm boyutlarinda, 0,088 PDI degerinde AgNP sentezi
gerceklestirilmistir. Sentezlenen AgNP+HAP pargaciklar Sprey Kaplama ydntemi
kullanilarak grade 4 saflikta temin edilen titanyum dental implantlara uygulanmistir.
Implant malzemesi iizerindeki mikro yap1 incelemeleri taramali elektron mikroskobu
(SEM) kullanilarak gergeklestirilmistir. Tekrarli giimiis nanopargacik Gretimi ile
optimum degerlerde AgNP sentezi gergeklestirilmis, sentezlenen AgNP’nin HAP’a
katkilanmas1 sonucu antibakteriyel aktivite gosterilmistir. Sentezlenen kaplama
malzemesinin sprey kaplama yontemi kullanilarak dental implant uygulamalarinda

kullanilmak tizere titanyum implantlara uygulanabilirligi tartigilmustir.

Anahtar Kelimeler: Giimiis nanoparcacik, Hidroksiapatit, Titanyum implant,
Antibakteriyel aktivite, Sprey kaplama
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ABSTRACT

Master of Science
PRODUCTION, APPLICATION AND CHARACTERIZATION OF SILVER
NANOPARTICLE DOPED HYDROXYAPATITE COATINGS (AgNP/HAP) FOR
TITANIUM DENTAL IMPLANTS
Arda UCOK

TOBB University of Economics and Technology
Institute of Natural and Applied Sciences
Micro and Nanotechnology Science Programme

Supervisor: Title. Name Surname
Date: December 2021

In order to increase the rate of osseointegration and reduce the risk of infection in
dental implant applications, silver nanoparticle added (AgNP) hydroxyapatite (HAP)
nanoparticles were synthesized; The antibacterial activity of the synthesized coating
material on three different bacterial species (S. aureus, E. coli, S. mutans) was
investigated by agar well diffusion and agar disc diffusion methods. With using the
parameters changed during the preparation of the production protocol, DLS and UV-
Vis characterizations, AgNP synthesis was carried out at 60 nm in size with a PDI
value of 0,088. The synthesized AgNP+HAP particles were applied to grade 4 (purity)
titanium dental implants with using the Spray Coating method. Microstructure
investigations on the implant material were performed with using scanning electron
microscopy (SEM). AgNP synthesis was carried out at optimum values with repeated
silver nanoparticle production processes, and antibacterial activity was demonstrated
as a result of the doping of the synthesized AgNP to HAP. The applicability of the
synthesized coating material to titanium implants for use in dental implant applications

using the spray coating method has been discussed.

Keywords: Silver Nanoparticles, Hydroxyapatite, Titanium implant, Antibacterial
activity, Spray coating
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1. GIRIS

Giiniimiizde kismen veya tamamen dis kayb1 goriilen hastalarda dental implantlarin
kullanim1 yayginlagmaya devam etmektedir. Dental implant ameliyatlarinin
sayisindaki yillik artigla birlikte, hastalarin ve hekimlerin beklentileri, hizli implant
iyilesmesi ve uzun vadeli stabilite dogrultusunda artmaktadir [1]. Implantlar, biyolojik
olmayan dokular ve biyolojik malzemeler olarak tanimlanirken gesitli biyolojik
islevlere yardimeci olmak veya estetik ihtiyaglar1 gidermek icin uygulanir. Implant
uygulamalarindan biri olan dis implantlar1 ise kemiklerin i¢ine ya da mukozaya
yerlestirilen, dislerin yerini almasi amaglanan yapilardir. Uygulanan implantin amaci,
implant ile canli ve saglikli kemik dokusu arasinda dogrudan yapisal ve fonksiyonel
bir bag yani osseointegrasyon saglamaktir [2]. Dogru implant uygulamasinda hasta
endikasyonu , dogru cerrahi yontem ve uygun implant materyalinin sec¢ilmesi, secilen
implant malzemesi iizerindeki ylizey modifikasyonlari implantasyon basarisini
etkileyen faktorler arasindadir. Bu basari, implant malzemeleri {izerinde
gergeklestirilen cesitli ylizey modifikasyon yontemleri ile optimize edilebilmektedir.
Bu tez caligmasinda, biyoaktif kaplama malzemesi sentezi esliginde, titanyum implant
ylzeylere biyoaktif yizey kaplamasi yapilmistir. Kaplama uygulamas: sonucunda
cesitli bakteriler tizerinde antibakteriyel aktivite incelenmistir. Sentezlenen biyoaktif
kaplama malzemesinin sprey kaplama yontemi kullanilarak dental implant
uygulamalarinda kullanilmak {izere titanyum implantlara uygulanabilirliginin

tartisilmas1 amaglanmustir.






2. LITERATUR OZETI

2.1 implant Malzemeleri

Implant malzemeleri icin temel gereksinim olarak hasta giivenligi gosterilebilir.
Dental ve maksilofasiyal implant uygulamalarinda hasta memnuniyetini ve
giivenligini arttirmak amaci ile birgok malzeme kullanilmaktadir. Bu malzemeler
sirastyla metaller ve metal alasimlari, polimer esasli malzemeler, seramikler ve karbon
bazli kompozit malzemeler seklinde siralanabilir [3]. Kullanilan bu malzemelerden
Uretilen implantlarn tamamu ticari kullanima uygun iiretilmekle birlikte bir¢ogu
arastirma fazindan uzaga gidememistir. Bu problemin temelinde malzemelerin
mekanik ve kimyasal ozelliklerinin pratik c¢alismalarda beklenilen sonuglar
kargilamamast ve uygulama asamasinda c¢esitli problemlere sebep olmalar
gosterilebilir.

Cizelge 2.1: Kullanilan implant malzemeleri [4].

Metaller

»  Ostenitik Paslanmaz Celik : 316L
*  Ticari Saflikta Titanyum ve Alagimlar (Ti-6Al-4V)

*  Co-Cr-Mo ve Kobalt Bazli Alagimlar

Polimerler

*  Termoplastik Polyether Ketone (PEEK)
*  Akrilik Kemik Cimentolan (PMMA)

*  Ultra ylksek molekil agirlikli polietilen (UHMWPE)

Seramikler

»  Zirkonya (ZrO2)
*  Kalsiyumfostat Seramikler (HAP)

*  Alumina A203




Implant malzemelerin seg¢iminde implantin uygulanacag1 cene yapisi, uygulanacak
olan cerrahi operasyon teknigi ve hastanin kemik uyumu gz oniine alinmalidir. Bu
parametreler dogrultusunda implant malzemesinin sahip olmasi gereken mekanik
ozellikler arasinda implant malzemesinin kemigin elastikiyet modiiliine yakin olmasi,
yiiksek basma ve ¢ekme dayanimina sahip olmasi gosterilebilir [5]. Bu ozellikler
dogrultusunda hasta sagliginin ve memnuniyetinin optimum diizeyde saglanmasi i¢in

uygun implant malzemesinin se¢imi esastir.

Cizelge 2.2: Kemik dokusunun ve baslica kullanilan implant malzemelerin mekanik
ozellikleri [4].

Elastik Akma Cekme Uzama
Malzemeler Modul Mukavemeti Mukavemeti Miktar1
(GPa) (MPa) (MPa) (%)
Kemik (Kortikal) 15-30 30-70 70-150 0-8
316 Paslanmaz 210 240 600 55
Celik
Ti6Al4V 120 830 900 18
Al203 350 - 1000-10000 0
Polietilen 0.4 - 30 15-100

Kimyasal olarak inert ve korozyon direnglerinin yliksek olmas1 uzun vadeli stabilitenin
saglanmasini kolaylastirir. Implant malzemeleri canli dokulara kars1 inert olmali,
kanserojen olmamali, i¢ viicut ortaminin etkisine dayanikli olmalidir[6]. Uygulanan
implant malzemelerinin viicut sivisiyla temas ettigi durumlarda meydana gelen
korozyon olusumlart, viicut igin zararli olmakla birlikte memeli canlilarin hiicreleri bu

korozyona ugramis atiklart metabolize edemez (Sekil 2.1).

Korozyon Olusumu

Sekil 2.1: Paslanmaz Celik (ASTM F138) korozyon testi a) Oncesi b) sonrasi [7].



2.1.1 Metal implant Malzemeleri

Implantasyon uygulamasi igin secilen malzemeler, dzelliklerine gore karisik bir denge
uzerine kuruludur. Metallerin biyomekanik ozellikleri, ylzey kalitesi ve kimyasal
dayanimlar1 implant malzemelerinden beklenen 6zelliklere uygundur. GlnlUmdizde
implant uygulamalart i¢in kullanilan metalik malzemeler arasinda Titanyum ve
Titanyum alasimlar1 ile birlikte Zirkonyumda yer almaktadir. Ylksek mukavemet,
disiik yogunluk, korozyona karsi yiiksek direng ve biyouyumluluk oOzellikleri
sayesinde metal malzemeler ¢esitli kemik rekonstriksiyonu igin kullanilirlar (Sekil
2.2) [4].
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Sekil 2.2: Metal Implant uygulamalar1 a) dental Implant b) omuz implant: [4].

Sekil 2.3: Metal implant uygulamalari
a) omurga fiksasyon ¢ubuklari b) kal¢a implanti [4].

Metalik implantlarin kullanim sartlarimin kusursuz kilinmasi i¢in biyolojik ve mekanik
biyouyumluluguna iyilestirme yapilmasi gerekmektedir. Yiizey modifikasyonlari
islemlerinin eksikliginde korozyon nedeniyle agiga ¢ikan metal iyonlarmin sistemik

toksisitesi ortaya ¢ikabilir.



Bu Ozelliklere ilaveten yiikleme kosullari altinda zayif asinma direncine sahip olmalari

dental uygulamalarda dikkat edilmesi gereken bir durum olarak belirtilmektedir [2].

Cizelge 2.3: Metalik biyomalzemelerin ozellikleri [8].

1\1,\[/2?;1:; Avantajlar Dezavantajlar
 Kisa vadede iyi korozyon ve » Uzun sireli uygulamalarda
« 316 L yorulma dayanimi korozyon riski
Paslanmaz < Kolay islenebilir * Yiiksek elastisite modiili
Celik  Uygun ticari fiyat » Biyouyumluluk problemleri
» Uzun vadede iyi korozyon
direnci * Maliyet
+ Titanyum + Biyouyumluluk * Yiiksek elastisite modiilii
* Yiksek kirilma dayanimi + Distik kayma dayanimi
* Yiiksek asinma dayanimi
* Uzun vadede iyi korozyon
direnci * Disiik kayma dayanimi
» Kobalt ve « lyi yorulma ve asinma * Yiiksek maliyet
Alagimlar dayanimi « Islenmesi zor
» Biyouyumluluk * Ni ve Cr alerjisi riski

2.1.1.1 Titanyum implantlar

Titanyum ve Ti64 alasimi 1950'lerden beri implant uygulamalari igin biyomateryal
olarak kullanilmasina ragmen, giivenlik ve kalite standartlar1 agisindan siirekli olarak
yiizey modifikasyonlarina ugrarlar. Titanyum ve Titanyum alasimlarinin 6zellikleri
Uzerindeki arastirmalar hala devam etmektedir. Diisiik Young modiilii, sekil hafizasi
ve siiper elastik davranisa sahip yeni titanyum alasimlarinin yaratilmasinin yani sira
aginma direncini ve osteointegrasyonu hizlandirici biyouyumluluk &zelliklerini

gelistirme ¢aligsmalar1 devam etmektedir [6].

TiO, TiO2, TiO3 formlarinda bulunan saf titanyumun en stabil formu TiO2’dir. Cesitli
saflik gradeleri halinde bulunan ve bu gradelerin igerigi dolayisiyla saf titanyumlar
farkli mekanik ve kimyasal 6zellik sergilerler. Implant uygulamalarinda kemik ile

titanyum yiizeyleri arasinda uygun stres dagilimi meydana gelmesi ve titanyumun



doku iginde inert kalmasi1 osteointegrasyon siirecini hizlandiran en 6énemli faktérler

arasindadir [9] .
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Sekil 2.4: Yapay kal¢a eklemi ve diz implanti [10].

Uzun siireli stabilitenin beklendigi implant uygulamalarinda asinma direnci, implantin
mekanik isleyisinde hayati bir role sahiptir. Titanyum dahil olmak tizere biitiin metalik
implant malzemeleri siirtinmeye maruz kaldiklar1 zaman ciddi asinma egilimi
gostermektedir. Implantlar asinma sonucunda cevresindeki dokunun iltihaplanmasina
ve dolayistyla implantin gevsemesine sebep olabilmektedir. Meydana gelen bu durum
sonucunda implantin degistirilmesi gerekmektedir [11]. Titanyum ve Titanyum
alagimlari, yiiksek agirlik orani, erime sicakligi ve korozyon direnci sayesinde
biyomedikal uygulamalarda baslica  kullanilan  malzemeler  arasindadir.
Biyouyumluluklari ve iyi osseointegrasyon 6zellikleri sayesinde doku tzerine yapilan
sabit veya dinamik yiikleme uygulamalarinda, ¢esitli sicakliklar altinda kullanilabilir
olduklar1 gosterilmektedir [12] .

Yiizey korozyonunu 6nleyen dogal oksit tabakas1 implant uygulamalarinda meydana
gelen temas yiikleri sonucunda olusan yiizey hasarlari, kullanilan titanyum
malzemesini ¢evre dokularla etkilesime sokabilir. Bu ve benzeri sorunlarin ortadan
kaldiritlip uzun vadeli stabilitenin saglanmasi amaci ile yiizey modifikasyon
tekniklerinin gelistirilmesi ve bu tekniklerin hasta memnuniyetini arttirict yonde

uygulanmas1 implantin dmriinii uzatarak kritik bir 6nem tasimaktadir.



2.1.2 Seramik Implant Malzemeleri

Diger bir implant ¢esidi olan seramik implant malzemeleri gunumizde vicutla
biyokimyasal uyumluluk agisindan kas-iskelet sisteminin rekonstriiksiyonu igin
kullanilirlar.  Rekonstriiksiyon haricinde implant ylizeyinin kaplanmasiyla
termodinamik olarak stabil ve hidrofilik ylzey eldesini saglarlar. Olusan yiizey
sayesinde kemik ve implanti c¢evreleyen dokularla giigli bir baglanti
yapabilmektedirler. Kirilgan olmalari, yiiksek elastik modiiliine ve diisiikk ¢ekme

dayanimina sahip olmalari kullanim alanlarini kisitlamaktadir [13].

Cizelge 2.4: Aliimina ve Zirkonya modifikasyonlar1 [14].

Mekanik Ozellikler A-ll.lml.na 1.le Zirkonya 1l$ se.rtlestlrllmls
sertlestirilmis Zirkonya Aliimina

Sertlik (Gpa) 153+0.9 21.3+£1.5

Young Modiilii 24549 363+5

(Gpa)

Kirilma 633127 441424

Mukavemeti (Mpa)

Canli doku ile birlesme 6zelligine sahip olan bioyaktif seramikler, kemik yeniden

sekillendirme, ve hizli osseointegrasyoa imkan saglar [15].

Biyoaktif seramikler icin yapilan arastirmalarin stirmesi ile birlikte seramik
implantlarin, implant gevresindeki miilkemmel ve iltihapsiz yumusak doku uyumu
klinik deneylerde olumlu sonuglar vermistir. Su anda, seramik implantlarin kullanim
omriinii ve giivenilirligini artirabilen, catlak yayilmasina kars1 oldukca direncli yeni
nesil aliiminyum ve zirkonyum nanokompozitler iizerinde arastirmalar devam

etmektedir [14].

Seramik implant malzemeleri metaller ve polimerler ile karsilagtirildiginda bariz
avantajlarina ragmen, biyoinert seramiklerin kemik protezlerinde kullanimini
smirlayan faktorler vardir. Son zamanlarda implantlar iizerindeki c¢atlaklarm hizli
blylmesi nedeniyle zirkonyum protezlerin implantasyonunda basarisizliklar

bildirilmistir. Bu veriler dogrultusunda implant malzemelerinin gévde parcalarinda



kullanilmak yerine kaplama malzemesi olarak tercih edilmeye baglanmustir (Sekil 2.5)
[16].

Dislerin ana organik bileseni olan Hidroksiapatit (HAP) kaplama malzemesi olarak
kullanilmaya baslanmigtir. Biyoaktivitesi ve iyi biyouyumlulugu kemik onariminda ve
dental reconstruction uygulamalarinda siklikla kullanilmaktadir. Organik ve inorganik

yapisi sayesinde yiiksek sertlige ve yiiksek asinma direncine sahiptir [17].

A A 3 & 5

Mag:20 kV:i22 WD:23 Mag:50 kV:22 WD:23 ?JO Hm Mag:125 kV:22 WD:23 100 pm

Sekil 2.5: Hidroksiapatit kaplamalar a) 20x b) 50x c¢) 125x [18].

Hidroksiapatit, bir arayiizey tabakasi olusturarak kendisini ¢evreleyen sert dokularla
kimyasal bag olusturma kabiliyetine sahiptir. Dogal hidroksiapatitin kemikle benzer

fiziksel ve kimyasal 6zellikleri onu biyouyumlu kilar [16].

Cizelge 2.5: Hidroksiapatit mekanik 6zellik kiyaslamasi [16].

Basma Cekme Elastik Kirillma
Seramikler Dayanim Dayanim Modulu Toklugu
(MPa) (Mpa) (Gpa) (MPay m)
Hidroksiapatit >400 40 100 1.0
Bioglass 500 42 35 05-1.0
Apatit -
] 1080 215 118 2.0
Wollastonit
Kortikal
) 130-180 50-151 12-18 6-8
Kemik




Cizelge 2.6: Hidroksiapatit ve dental biyolojik malzemelerin konsantrasyonlar1 [16].

Parametreler Hidroksiapatit Dis Minesi Kemik
Kalsiyum

39.6 36 24.5
(Ca, agirlikga%)
Fosfat (P, agirlikca%) 1835 17 115
Ca/P orani (molar) 1.67 1.62 1.65

Hidroksiapatitin biyolojik olarak parcalanabilirligi, biyouyumlulugu ve biyoaktivitesi
nedeniyle biyomedikal uygulamalar i¢in énemli bir malzeme oldugu gdsterilmistir
[16].

2.1.3 Polimerik Implant Malzemeleri

Polimerler, canli bir sistemin bir boliimiinii degistirmek veya canli dokuyla yakin
temas halinde islev gormek i¢in kullanilan sentetik veya dogal yapilardir. Biyouyumlu
polimer implantlar vicuttaki herhangi bir dokunun veya organin islevini yerine

getirmek amaci ile kullanir [10].

Bir polimerin viicut veya viicut stvilarina maruz kalmaya uygunlugu viicudun alerjik
reaksiyonlar veya diger olumsuz yan etkiler gibi herhangi bir komplikasyon
olmaksizin islev gérmesine imkan hazirlar [19]. Biyopolimerler, canli organizmalar,
bitkiler ve kiiltiirlenmis mikrobiyal sistemler gibi temel biyo-mantik sistemlerden
kimyasal sentez ile elde edilirler. Iyi tanimlanmis karmasik yapiya, yenilenebilirlige
ve pargalanabilirlige sahip olduklarindan, sentetik polimerlere kiyasla 6nemli

avantajlar saglarlar.

Biyopolimerler, ¢ogunlukla hidroksiapatit ve seramik kompozitler olmak iizere diger
malzemelerle kombinasyon halinde dis implantlarinin yiizey 6zelliklerini degistirmek
icin organik kaplamalar olarak kullanilirlar [20]. Bu, polimer malzemelerinin yapisi
geregi biyolojik olarak parcalanabilirligi ve biyo-uyumlulugu artirmaya yardime olur.
Polimer biyokompozit malzemeler, istege gore uyarlanabilir iiretim siiregleri ve konak
dokularinkilerle karsilastirilabilir ~ 6zellikleri nedeniyle arastirilmaya devam

etmektedir. Kompozit malzeme tasarimi ve {retim siireglerindeki yenilikler,
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tyilestirilmis  performansa sahip implantlarin  gerceklestirilmesi  olasiligini

artirmaktadir [19]. Bununla birlikte, basarili bir uygulama igin cerrahlarin, polimer

kompozit biyomalzemelerin uzun vadeli dayaniklilig1 ve giivenilirligi konusunda ikna
olmasi gerekir. Monolitik malzemeler uzun siiredir kullanilmaktadir ve siirekli
kullanimlarini destekleyen 6nemli deneysel ve klinik veriler bulunmaktadir. Polimer
kompozit biyomalzemelere iligkin bu tiir veriler nispeten kii¢liktiir. Bu, insan viicudu
kosullarinda kompozit biyomalzemelerin uzun vadeli dayanikliligini arttirmak i¢in

daha fazla arastirma gereklidir [21].

2.2 Limitasyonlar ve Risk Faktorleri

Cesitli dis bolgelerini restore etmek amaci ile dental implantlarin kullanimi giivenli ve
basarili bir tedavi yontemi olarak kabul edilmekle birlikte uzun ve kisa vadede olusan
komplikasyonlarin ~ varligi ¢esitli calismalar sonucu gosterilmektedir. Bu
komplikasyonlar kisaca; sisme veya morarma, uzun siireli kanama, agri1, néro-duyusal
bozukluk, mandibular kirik, enfeksiyon veya dental implantin osseointegrasyona
ugramamasi seklinde siralanabilir. Uzun vadede meydana gelen komplikasyonlar,
hastanin kisisel hijyeni ile baglantili olarak gelismekle birlikte implant mukoziti, peri-

implantitis ve implant kirigi olarak ta gozlenebilir.
Operasyon sonras1t meydana gelen komplikasyonlar sirasiyla ;

e Ameliyat sonrasi kanama

e Ameliyat sonrasi sislik

e Ameliyat sonrasi gelisen enfeksiyon

e Osseointegrasyon surecinin kot optimizasyonu

e Sinir-duyu bozuklugu seklinde siralanabilir [22].

Implant ve implant kaplama iireticilerinin implantmn basarili bir sekilde
uygulanabilirligini artirmak adina yapmis olduklari ¢aligmalarda, ameliyat sonrasi
gelisen enfeksiyonun en aza indirgenip kemik ile implant arasinda meydana gelen

osseointegrasyon surecinin en aza indirgenmesi esas alinmistir [23].

2.2.1 Ameliyat Sonrasi Enfeksiyon ve Osseoentegrasyon Sureci
Ameliyat sonras1 gelisen enfeksiyona bagli implant basarisizlig1 riski, agilan yaranin

epitelizasyona basladigi zaman araligina kadar en yiiksektir. Erken implant
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basarisizliklari, implantin osseointegrasyon eksikligi ve fibroz doku enkapsiilasyonu
ile karakterize edilir. Implant osseointegrasyonun basarisizligi, konak malzemenin
yetersiz iyilesme Ozellikleri ve yetersiz primer implant stabilitesi ile gosterilmektedir
[22].

Dogal Dig & Kemik lligkisi Implant & Kemik lligkisi

Sekil 2.6: Yetiskin az1 disi yandan kesiti [24].

Uygulanan implant ile kemik arasinda periodontal ligament baglantisinin
olmamasmdan dolay1 bu iki yapi arasinda kurulan yapisal ve fonksiyonel bag
osseointegrasyon olarak tanimlandirilmstir (Sekil 2.6). Implantin osseoentegre oldugu
durumda, implant ile dogrudan temas halinde olan kemik dokusu arasinda progresif
hareketlilik beklenmez. implantin primer stabilitesinin radyofrekans (RFA) yontemi
ile Olgiilmesi calismalart 1996 yilinda Meredith ve ark. tarafindan tanimlanmugtir.
Elektromanyetik olarak yapilan bu dl¢limler implant stability quotient (ISQ) olarak
ifade edilir ve degerin (1-100) arasinda olmasi beklenir. Osseointegrasyon olusumu
kirik iyilesmesine benzeyen mekanizmalar araciligtyla esas olarak canli dokuya aittir
ve agilan implant bosluguna yerlestirilen implant malzemesi bu olusumu destekleyerek

stirecin hizlanmasinda 6nemli bir rol oynar [24].

Basarili bir osseointegrasyon, kullanilan implant malzemesine bagli olarak
olusabilecek oksit tabakasi kontaminasyonu sonucu inhibe olarak enflamatuar
reaksiyon ve graniilasyon dokusunun sekillenmesiyle sonuc¢lanabilir. Ameliyat sonrasi

enfeksiyonlar, genellikle dis implant1 yerlestirildikten sonraki ilk hafta icinde ortaya
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cikan nadir komplikasyonlardir [23]. Yaymnlanmis calismalarda ameliyat sonrasi
enfeksyonlar %11,5 oraninda tespit edilmistir. Herhangi bir biyomateryal
enfeksiyonunda oldugu gibi, bu tiir komplikasyonlarin tedavisi olduk¢a karmasik
olabilir ve implante edilen malzemenin yerinden ¢ikarilmasina kadar enfeksiyon
devam edebilir. Dolayisiyla osseointegrasyonun nihai etkinligi, implantin yiizey
topografisine baglidir. Implant yiizeyinin &zellikleri, osseointegrasyonun ilk
asamasinda ve uzun vadede kemigin yeniden sekillenmesinde, osteoblastlarin

yapismasi ve farklilagmasi i¢in ¢ok dnemlidir [5].

2.2.2 Limitasyonlarin Asilmasi ve Yiizey modifikasyonu

Ameliyat sonrasi enfeksiyonun 6niine gegip osseoentegrasyon sdresinin optimize
edilmesi i¢in ¢esitli calismalar devam etmektedir. Bu ¢alismalara 6rnek olarak implant
yiizeyinin optimizasyonu, implantin ¢ene yapisina gore degisen ylikleme teknikleri,
siniis kaldirma (Sekil 2.7), kisa implant uygulamalar1 ve U¢ boyutlu baski ile tiretilen

implant malzemeleri verilebilir [25].

Sekil 2.7: Siniis kaldirma uygulamasi [26].

Y Uizey optimizasyonunda puruzlu yuzeylerin purtizsuz yizeylere kiyasla daha hizli ve
basarili osseointegrasyon olusturdugu bilinmektedir. implant malzemelerinin yiizey
plriizliliigii plazma sprey kaplama, kumlama, asitle asindirma, anotlama ve
biomalzeme kaplamalar sayesinde optimize edilebilmektedir. Yiizey piirtzliligi
topolojik olarak makro, mikro ve nano boyutlu olmak Ulzere 3 temel boyutta
incelenmektedir. Makro olgekli islemler 10 pm'den fazla yiizey piiriizliiliigii veren
disli vida ve makro gozenekli yiizey islemleri ile dogrudan implant geometrisinin
degistirilmesi esasina dayanir. Mikro ve nano 6l¢ekli islemler ise implant geometrisini
degistirmeden dogrudan implant yiizeyine uygulanan kemik ve implant malzemesi

arasindaki biomekanik dengenin olusturulmasi esasina dayanir [27].
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2.2.2.1 YUzey Modifikasyon Yontemleri

Dental implantlarda osseointegrasyon siirecinin hizlandirilmasi i¢in ¢esitli ylzey
modifikasyonlart gelistirilmistir. Bu modifikasyonlar Bagno ve Di Bello (2004)

tarafindan 3 ana sinifta belirtilmektedir ;

e Fiziksel (Mekanik) metodlar
e Kimyasal metodlar

e Biyokimyasal metodlar

Fiziksel gilice bagli olarak yiizeyin sekillendigi teknikler; isleme (machining),
tornalama (turning), titanyum plazma sprey (TPS) ve kumlama (blasting) olarak
kabul edilir (Sekil 2.8) [27]. Titanyum esasli alasimlarda fiziksel yizel
modifikasyonlari, yiizey piirlizliiliigiinii arttirmaya yonelik ele alinip sonucunda
osseointegrasyon hizinm artirilmasinda kullamilmaktadir (Sekil 2.9). implant yiizey
alaninin arttirilmas1 amaciyla siklikla kullanilan Fiziksel metodlar arasinda TPS,
Kimyasal metodlar arasinda ise Asitleme ve Kumlama uygulamalar1 literatirde
siklikla tartisilmaktadir. TPS teknigi, 40 um biyiklikteki titanyum partiktllerinin,
plazma alevi ile 1sitildiktan sonra yuksek hizla titanyum ylzeye puskurtilmesi ile
gerceklestirilir. TPS tekniginin alternatifi olarak kullanilan Asitleme uygulamasinda
hidroklorikasit (HCI), sulfurikasit (H.SOa4) ve nitrikasit (HNOs) gibi gugcli asitlerle
titanyum ylizeylerin daglanarak piiriizlendirilmesi saglanir. En sik kullanilan fiziksel

yiizey modifikasyonlarindan biri de Kumlama uygulamasidir [28].

Kumlama pargaciklart basingli hava ile ylizeye gonderilirken parcaciklarin
biiytikliiklerine gore titanyum yiizeyinde farkli boyutlarda piirtizliiliik elde edilir. Bu
iki teknigin birlikte kullanilmasi sonucu 1997’de Straumann tarafindan piyasaya
suriilen Sandblasted Large Grid Acid-Etched (SLA) teknigi ile iiretilen implant
yuzeylerinde, kumlama teknigi sayesinde elde edilen makro yapilar hemen ardindan

asit kullanilarak mikro yapiya doniistiiriiliir.
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Sekil 2.8: Implant yiizey modifikasyonlar1 ([29] dan uyarlanmigtir).

Malzeme biliminin gelismesi sonucunda yaygin olarak kullanima gecen Biyokimyasal
kaplama metodlar1; Hidroksiapatit (HAP), Kalsiyumfosfatin (CaPO4) ve Flor gibi
organik malzemelerin kullanilmasi ile literature girmistir. Hidroksiapatitin kaplama
malzemesi olarak kullanilmasinin yani sira HAP ile iiretilen Kalsiyumfosfatin
(CaPQ.), igeriginin kemik mineraline olan benzerligi ve implant yuzeyinde karbonat
hidroksiapatit olusturma kabiliyeti sayesinde implant uygulamalarinda siklikla
kullanilan biyoaktif kaplama malzemesi olarak kabul edilmektedir [30]. Inorganik
malzemelerin (hidroksiapatit, kalsiyum, fosfat) kaplama malzemesi olarak cesitli

nanomorfolojik yiizey modifikasyonu araci olarak kullanildiklar1 bilinmektedir.

Hayvan calismalarindan paylagilan veriler 1s1ginda, kaplama malzemesi olarak
kullanilan inorganik malzemelerin yara bolgesindeki iyilesmenin erken evrelerinde
implant ile canli doku arasindaki kemik olusumunu destekledigi ve bu sayede

osseointegrasyonun daha basarili ger¢eklestigi bilinmektedir [24].
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Yiizey Modifikasyonu Yontemleri
Sandblasting and acid etching. (SLA)
Aside Daldirma
Kumlama
Hidrotermal Sicak Pres
CvD
iyon implantasyonu
Lazer
Daldirma Kaplamasi

Sprey Plazma Kaplama

Kullanim Oran1 %

Sekil 2.9: Giincel implant yiizeyi optimizasyon uygulamalart [29].

Yapilan arastirmalarda, titanyum implant malzemelerin nanomorfolojik 6zelliklerinin
biyoaktif kaplamalar kullanilarak optimize edilmesi sonucunda osseointegrasyon
basaris1 ve ameliyat sonrast meydana gelen olasi enfeksiyonlarin en aza indirgenmesi

tartigtlmaktadir [12].

Implant Yiizel Modifikasyonlari

|

Antibakteriyel Aktivite

Osseointegrasyon
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\, .
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— 55288\
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Sekil 2.10: Implant Yiizey Modifikasyonlar1 ([31]’den uyarlanmustir).
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Yiizey piriizliligiinin artmasi bakteri kolonilerini ve dolayisla ameliyat sonrasi
meydana gelen bakteriyel enfeksiyonlar1 beraberinde getirmektedir. Implant
malzemesi iiretim siireglerinin daha piiriizlii yiizeyler olusturma esasi, bakteriyel
kolonizasyon dogrultusunda biyofilm olusumunun hizlanmasina yol agmaktadir. Bu
nedenle, implant malzelerinin antibakteriyel oOzellikler kazanmasi igin ek
modifikasyonlara ihtiyac vardir [27]. Mikro-ark oksidasyon prosesleri ve metalik
nanoparg¢aciklarin kullanimi1 ylizey piiriizlerinde rahat kolonilesen cesitli bakteri
olusumlarinin  Online gegmek amaci ile ortaya atilmistir. Cesitli metalik
nanopargaciklar arasinda, giimiis nanopargaciklar, son yillarda en popiiler arastirma
konularindan biri olmustur [32]. Giimiis nanoparg¢aciklar, blytk yiizey-hacim oranlari
nedeniyle diisiik konsantrasyonda bile basarili antimikrobiyal aktivite sergiler. Glimiis
nanoparcaciklarin antibakteriyel etkilerinin mekanizmast tam olarak acikliga
kavusturulmamis olsa da, nanoparcaciklarin diizenli olarak ortama saldiklar1 giimiis
iyonlarmin peptidoglikan hiicre duvar ile etkilesime girerek yapisal degisikliklere,
artan membran gecirgenli§ine ve son olarak hiicre Oliimiine neden oldugu

gorulmektedir (Sekil 2.11) [33].

Bozulan hicre duvari ve membran delinmesi

4 v
» uretiminin
aksamasi
Ribozom

Bozunmas: DNA repllkasyonunda\z
‘ u sekmeye ugrama

Sekil 2.11: Giimiis Nanopargacik Antibakteriyel Aktivite [34]ten uyarlanmistir.

Giumiis nanopargaciklarin antibakteriyel etkisi ortamdaki ¢6zinme durumuna,
pargacik boyutuna ve sekline dogrudan baglantihidir. Kiresel forma sahip kicik
giimiis nanoparcaciklar, daha genis yiizey alanlar1 nedeniyle giimiis salinimina daha
yatkindir [35]. Bu durum ayni zamanda agrege olmus nanopargaciklarin homojen bir

dagilima sahip nanoparcaciklardan daha diisiik antibakteriyel etkiye sahip olmalarini
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aciklar. Ortamdaki organik veya inorganik bilesenlerin varligi, giimiis nanopartikiiller
ile birleserek antibakteriyel etkiyi olumlu yada olumsuz yonde etkileyebilir [20].
Yapilan aragtirmalar giimiis nano pargaciklarin giimiis iyonlarini asidik ¢ozeltide notr
cozeltiye oranla daha hizli saldigin1 gostermistir. Agiz i¢i salg1 ortamimin pH’1 notre
yakin olmakla birlikte asidik olarak degerlendirilebilir. Ortalama 6.6 olan bu deger
glimiis nanoparcaciklarin giimiis iyonlarinin salinimi konusunda destekleyecegi bir
egilim gosterir [2]. Mekanik ve biyolojik faktorlerin implant tedavisinin uzun vadeli
basarisinda buyik rol oynadiklari goriilmektedir. Mekanik olarak dayanikli ve
biyouyumlu olmalarina ragmen titanyum implantlar, implant yiizeyi boyunca biyofilm
olusumu nedeniyle yine de basarisiz bir implant uygulamasina donisebilir [11].
Bakterilerin implant cevresinde birikmesi sonucunda meydana gelen periimplantitis,
implantin yanls uygulanmasi sonucunda implant ¢evresindeki dokularda olusur ve bu
dokularda kemik erimesine yol acar [32]. Bu nedenle, peri-implant hastaliklar1 ortadan
kaldirmak amagli bakteri kolonilerinin yapigsmasini ve ¢ogalmasini 6nlemek amaci ile
titanyum implant malzemelerin ylizeyine antibakteriyel film stratejilerinin
gelistirilmesi gerekmektedir. AgNP kaplamalarin bu amagla uygulanmasi1 meydana

gelebilecek bakteriyel enfeksiyonlarin 6niine gegmekte anahtar rol oynamaktadir [35].

2.3 Giimiis Nanoparcaciklarin Antibakteriyel Uygulamalar:

Literatiirde osseointegrasyonu hizlandirip enfeksiyon riskini azalatmak amaci ile
AgNP kaplamalarin hidrostiapatit ile medikal uygulamalarda kullanilabilirligi ¢esitli
bakteriler lizerinde kanitlanmistir. Yuan [36] ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada
Ag katkilh HA tozlar1 elde etmek icin kimyasal ¢okeltme ydntemini kullanip
sonrasinda ilk kez dondiirme kaplama teknigi ile metal yuzeyler tzerinde PLA ile Ag-

HAP katkili kompozit kaplamalar tiretmislerdir.

Sekil 2.12 AgHAP tozu SEM goruntuleri a) 1LAgHAP b) 3AgHAP [36].
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Sekil 2.13: E.coli tzerinde inhibisyon bolgesi a) HA/PLA b) AgHA/PLA [36].

Benzer bir ¢alisma ise M. Riaz ve arkadaslarinimn [37] presipitasyon yontemi kullanarak
uretilen monofazik giimiis katkili hidroksiapatit pargaciklarin antibakteriyel etkilerini
incelemek icin yapilmistir. Giimiis katkili hidroksiapatit numunelerinde minér faz
olmaksizin tek bir altigen hidroksiapatit fazinin tanimlandigin1 gostermistir, bu da
Ag+nin kristal yapiy1r bozmadan kafes i¢cinde konumlandirildig1 gosterilmistir. Ag+
konsantrasyonunun artmasiyla antibakteriyel aktivitenin Onemli Olgiide arttig

gosterilmistir.

Sekil 2.14: Staphylococcus aureus {izerinde gesitli glimiis konsantrasyonlarinin
antibakteriyel etkileri [37].

Farkli bir {iretim tekniginin kullanildigi ¢alismada Charlena ve arkadaslari [38]

monohidrat glikoz kullanarak kimysal indirgeme yontemi ile elde ettikleri giimiis
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nanopargaciklari, Ca(OH)2 ve (NH4) 2HPO. ¢0zeltisi arasindaki reaksiyona sokarak
giimiis katkili  hidrosiapatit tozu elde etmislerdir. Elde ettikleri giimiis
nanopargaciklarin 35-50 nm araliginda oldugunu bildirirken HAP ile katkilanmis
formda iretilen giimiis nanoparcaciklarda antibakteriyel aktivite gdzlenmemistir.
Sebep diisik giimiis konsantrasyonu olarak  gdsterilitken HAP-AgNPS
nanopargaciklarinin graniiller oldugu ve HAP'a kiyasla daha kiglk boyuta sahip

oldugu ve boyut araliginin 1-6 um arasinda oldugu belirtilmistir.

Sekil 2.15: Staphylococcus aureus Uzerindeki antibakteriyel aktivite
a) HAP b) HAP-AgNP [38].

2.4 Giimiis Nanoparcaciklarin Oral Toksisitesi

Giimiis nanoparcaciklar antimikrobiyal etkilerinden dolay1 lokal antimikrobiyal tedavi
amagli implant yuzeylerde, tibbi ve gida endiistrisi ekipmanlarinda, i¢ ve dis yiizey
kaplamalarinda boya olarak ve tekstil sektorinde kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
potansiyel olarak toksik oldugu icin sistemik kullanimi Avrupa Birligi’nde
yasaklanmistir.  AgNP'lerin  antimikrobiyal etkilerinin  mekanizmasi, glimiis
iyonlarinin (Ag+) salimimina bagh giiclii oksidatif aktivitedir, bu ayn1 zamanda cesitli
organlardaki toksisitenin de temelini olusturmaktadir [39]. Oral yollarla maruz kalinan
giimiis nanopargaciklarin, insanlarda %18 oraninda, memelilerde ise %0.4-18 arasinda
emildigi aciklanmigtir. Hayvanlardaki bulgulara dayanarak, glimiisiin incelenen tim
organlara dagildig1 ve en yiiksek seviyelerin bagirsak ve midede gozlemlendigi
bildirilmigtir. Atilim safra ve idrar yoluyla gerceklesir. Pargacik halinde bulunan
glimiisiin neden oldugu etkilerin parcacik yiizeyinden salinan giimiis iyonlar
aracihigryla gerceklestigini gosteren 6nemli kanitlar mevcuttur [40]. Glnumizde
kolloidal giimiis, AB'de bir biyosit olarak smniflandirilmaktadir.implantin primer

stabilitesinin radyofrekans (RFA) yontemi ile olgiilmesi ¢alismalar1 1996 yilinda
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Meredith ve ark. tarafindan tanimlanmistir. Elektromanyetik olarak yapilan bu
Olglimler implant stability quotient (ISQ) olarak ifade edilir ve degerin (1-100)
arasinda olmas1 beklenir. Bu kilavuz deger giimiise yliksek dozda maruz kalma
dogrultusunda deride olusan Argyria hastaligi baz alinarak hazirlanmistir [40].

Piyasadaki kolloidal giimiis nanoparcacik igerin liriinlerin cogunun 10-30 mg/1 giimiis
icerdigi iddia edilmektedir: bu nedenle, kolloidal giimiis nanopargacik igeren urtinlerin
kullaniminda verilen kilavuz degerler kolayca asilabilir [40], [41]. Kim ve
arkadaglarinin  fareler Uzerinde gergeklestirdikleri 90 ginlik oral toksisite
calismasinda, giimiis nanopargaciklarin oral kullanimmin LOAEL (g6zlemlenebilir en
diistik yan etki) seviyesi 125 mg/kg, NOAEL (g6zlemlenemeyen yan etki) seviyesinin
ise 30 mg/kg olarak kullanilabilirligi kilavuz araligi olusturulacak sekilde
belirlenmistir [38]. Bu ¢aligmada kullanilan giimiis parcaciklarin boyutlarina bagl

olarak degisen kiimiilatif konstantrasyonlar1 Sekil 2.16’da verilmistir.

8

g

8

Kuimiilatif Konsantrasyon %
8

T T T T T T
25 50 -] 100 125 150

Pargcacik Boyutu (nm)

Sekil 2.16 AgNP DLS sonuglari [38]

Ag-NP'nin ¢evresel ve insan toksisitesine olasi etkisi, antimikrobiyal direncin olusumu
ve mekanizmas1 hakkinda daha fazla bilgiye ihtiya¢ vardir. Hakemler tarafindan
gozden gegirilmis literatiirden elde edilen mevcut vcriler, AgNP'ye sirekli maruz
kalinmasinin olasi saglik etkileri hakkinda endiseler uyandirmaktadir. AgNP, tiiketici
iriinlerinde kullanildiginda, tirlinlerin islevsel olmakla birlikte giivenli kullanim

araliginda olmasi igin kisith giimiis salinimina ihtiyag vardir [41].
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Cizelge 2.7: Organlardaki giimiis birikimi

Giimiis (ng/g )
Doz Testis Karaciger Bobrekler
0 mg/Kg 0.04 +0.02 0.02 +£0.01 0.04 £0.02
Erkek/Kadin 0.01+0.01 0.03+0.01
30 mg/Kg 6.56 + 0.33 420+ 1.57 1.49 +0.37
Erkek/Kadin 8.56 + 3.22 7.98 +£0.91
125 mg/Kg 1.84 +1.62 10.19 £ 2.09 8.82+2.13
Erkek/Kadin 29.13+9.74 37.09+17.44
500 mg/Kg 23.75+9.13 68.65 + 33.59 99.19 + 32.82
Erkek/Kadin 98.75 + 31.65 226.88 £ 55.64
Doz Beyin Akciger Kan
0 mg/Kg 0.02 +0.01 0.10 +0.08 0.001 +0.000
Erkek/Kadin 0.01+0.01 0.05+0.02 0.002 +0.002
30 mg/Kg 0.47 +0.18 1.94 +0.64 0.111 +0.016
Erkek/Kadin 0.38 £ 0.05 4,97 +£0.90 0.087 £ 0.017
125 mg/Kg 0.69 +0.06 10.97 +£3.81 0.191 +0.037
Erkek/Kadin 0.77 +£0.11 17.64 +£9.06 0.122 +0.010
500 mg/Kg 3.54+1.44 56.04 +51.14 0.419 +0.083
Erkek/Kadin 3.70+1.17 4583 +11.43 0.303 +0.099

Gunlimizde olast uzun vadeli etkiler hakkinda yeterli veri bulunmadigindan, AgNP
icin belirli risk degerlendirmesi yapmak miimkiin degildir. Bu nedenle, uzun siireli
maruziyetten sonra insan saghigina etkileri hakkinda daha fazla ¢alismaya ihtiyag
vardir. Gilimiis iyonlarmin salinimi ¢ogu bakteriyel toksisiteden sorumlu olabilirken,
AgNP'nin bakterilerle etkilesimlerinin molekiiler mekanizmalari iyi anlagilmamaistir.
Iyonik giimiise kars1 bakteri direnci kanitlanmis olmasina ragmen, ozellikle akis

sistemleri ve diger diren¢ mekanizmalarinin da daha derinlemesine arastirilmasi

gerekir [42].
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Kullanilan Malzemeler
3.1.1 Titanyum implant

Gunumuz dental implant teknolojisinde dis hekimleri tarafindan hasta memnuniyeti
g6z Online alinarak titanyum bazli implantlar tercih edilmektedir. Bu tercihten yola
cikarak cesitli saflik derecelerinde bulanan titanyum implant malzemelerinden Grade
4 saflikta, 4.8mm c¢apinda ve farkli boyutlarda firetilebilen DETECH implantlar
DETECH IMPLANT TECHNOLOGY tarafindan temin edildi. implant malzemesinin
teknik ozellikleri Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de belirtildigi gibidir.

4.8 mm
Implant

Cap Boy

4.8 mm 6 mm

4.8 mm 8 mm
48mm | 10 mm
4.8 mm 12 mm

48mm | 14mm
|STANDART

Sekil 3.1: Kullanilan implant malzemesi boyutlari.

./—\‘ Konik Hex
Baglanti
Yuvarlak

Apeks Yapis

Sekil 3.2: Kullanilan implant malzemesinin yizey 6zellikleri.

Makro
Yiv Dizayni
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3.1.2 Giimiis Katkili Hidroskiapatit Nanoparc¢acik Uretim Malzemeleri

3.1.2.1 Giimiis Nitrat

Bu ¢alismada AgNP’ler kimyasal indirgenme metoduyla tiretilmis olup, metal bazl
onciiler olarak TOBB ETU tarafindan Sigma Aldrich’ten satin alinan Giimiis Nitrat
(AgNO3) kullanilmistir. Kullanilan (AgNO3z) tozunun teknik ozellikleri Cizelge

3.1’de belirtildigi gibidir

Cizelge 3.1: Gumiis nitrat kimyasal dzellikleri.

AgNO3
Kaynama Sicakhg 444 °C (1013 hPa)
Yogunluk 4.350 g/cm3
Erime Noktasi 212°C
Ph 5.4-6.4 (100 g/ H,0, 20 °C)
Bulk Yogunluk 2350 ke/m’
Coziiniirliik 2160 g/1

3.1.2.2 indirgeyici Ajanlar

Literatirde Giimiis nanopargaciklarin dretimi i¢in genellikle Trisodyum sitrat,
Sodyum Borhidriir, Organik solventler, Glukoz gibi farkli indirgeyici ajanlar
kullanilmaktadir. Sitrat iyonunun hem indirgeyici ajan hem de stabilizator olarak
gorev yaptigi goriilmektedir. Bu ¢alismada kimyasal indirgenme metoduyla AgNP
tretmek amaciyla Trisodyum Sitrat (TSC) ve Sodyum Borhidrir (NaBH.)
kullanilmistir.  Kullanilan indirgeyici ajanlar TOBB ETU biinyesinde bulunan
stoklardan temin edilmistir. TSC ve NaBHa’iin teknik 6zellikleri sirasiyla Cizelge 3.2

ve Cizelge 3.3’te gosterilmistir.

Cizelge 3.2: Trisodyum sitrat kimyasal 6zellikleri.

CsHsNasO7
Molekul Agirligi 258.06 gr/mol
Erime Noktasi 300 °C
Ph Araligi 35-4
Yogunlugu 1.70 gr / cm3
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Cizelge 3.3: Sodyum borhidriir kimyasal 6zellikleri.

NaBH4
Molekiiler agirhig: 37,84 g/mol
Teorik hidrojen icerigi (agirhkga) %10,60
Ergime noktasi (2-6 atm. H2 basincinda) 500 °C
Bozunma sicakhgi (vakum altinda) 400 °C
Kristal yapisi Yiizey merkezli kiibik (a=6,15A)
Olusum entalpisi(AfH®) 25°C -188,6 kJ mol*
Olusum Gibbs enenisii(AfG°) 25°C -123,9 kJ mol*
Entropi (S°) 101,3 J mol*K-!
Is1 kapasitesi (C) 25°C 86.8 J mol'K-th

3.1.2.3 Polivinilpirolidon (PVP)

Sentezlenen metalik nanopargaciklarda meydana gelen agregasyonu o6nlemek
amaciyla stabilizatorler kullanilmaktadir. Bu tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan

stabilizator Polivinil Pirolidon (PVP) olarak belirlenmistir.

3.1.2.4 Nano Hidroksiapatit (nano-HAP)

Kaplama malzemelerinden biri olan nano-Hidroksiapatit, TOBB ETU biinyesinde
BUYUKSERIN Arastirma Grubu tarafindan giincel olarak devam eden ¢alismalar

sonucunda tiretilmis olup bu ¢alismada kullanilmak Uzere onlardan temin edilmistir.

Sekil 3.3: Nano-HAP SEM goruntdleri.
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3.2 Giimiis Nanoparcacik Sentezi

Bu ¢alismada iki farkli kimyasal indirgeme reasiyonu kullanilarak monodisperse
giimiis nanoparcacik sentezlenmistir. Iki farkli indirgeyici ajan ve 10 farkli parametre,
cesitli formasyonlarda kullanilarak 100 nm altinda giimiis nanopargacik iiretimi i¢in
gerekli optimizasyonlar yapilmistir. Indirgeyici ajan olarak NaBHa kullanilarak
uretilen giimiis nanopargacik sentezinin yontem basamaklar1 Sekil 3.4 ve Sekil 3.5°tc

kisaca 6zetlenmistir.

I. Sodyum Bor Hidriir (NaBH4) ile Giimiis Nanopar¢acik Uretimi

Buna gore, ilk olarak, 34 mg AgNO3 100 ml saf su igerisinde tamamen ¢oziinene kadar
manyetik karistiricida (400 rpm) karistirilmistir. Ardindan farkli bir beherde, 27,24 mg
NaBH4 60 ml saf su icerisinde tamamen ¢6zlinene kadar buz banyosunda bekletilerek
manyetik karigtiricida (400 rpm) karistirtlmistir. 60 ml hazirlanan NaBH. ¢ozeltisi iki
adet erlen kabina 30’ar ml paylastirilmistir. %5°lik PVP ¢6zeltisi 1,5 g PVP tozunun
30 ml saf su icerisinde ¢6zlinene kadar manyetik karistiricida (400 rpm) karistirilarak
hazirlanmistir. Buz banyosunda manyetik karistirict lizerinde 45 dk sogumaya
birakilan 30ml NaBH4 ¢ozeltisi lizerine 1ml %5°lik PVP ¢ozeltisi bir damla/saniye
seklinde ilave edilmistir. PVP eklenen NaBH. cozeltisi 15 dk daha sogumaya
birakilmigtir. Siringa pompasit kullanilarak 0,45 mil/min damlatma hizinda, 10 ml
AgNOs ¢ozeltisi damla damla NaBHa+ PVP ¢6zeltisine eklenmistir. Siringada bulunan
son damlanin damlatilmasinin ardindan manyetik karistiricidan alinan ¢ozelti 1.5
ml’lik eppendorf tiiplere paylastirilmistir. Isik ve hava temast kesilen giimiis
nanoparcacik ¢ozeltisi 15.000 rpm santrifiij hizinda, 60 dk, dort defa yikanmstir. Ug
yikama saf su ile yapilirken son yikama etil alkol kullanilarak yapilmistir. Yikamasi
gerceklestirilen 6rneklere sirasiyla UV-VIS spektrofotometrede ve DLS’te (Dinamik
Isik Sagilimi) bakilarak Uretilen giimiis nanopargaciklarin boyutlarina ve homojen
boyut dagilimlarina bakilmistir. Yapilan karakterizasyon islemlerinin ardindan elde

edilen nanopargaciklar vakumlu firinda 3-4 giin bekletilmistir.
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Sekil 3.4: Giimiis hanopargacik sentez semasi (NaBHa).
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Sekil 3.5: Gilimiis nanopargacik yikama ve kurutma semasi (NaBH.).
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Sekil 3.7: Gliimiis nanopargacik yikama diizenegi (NaBHs).

ii. Trisodyum Sitrat (NasCeHsOy) ile Giimiis Nanopargacik Uretimi

Diger bir diger liretim metodunda, indirgeyici ajan olarak TSC kullanilarak iretilen
giimiis nanopargacik sentezinin yontem basamaklar1 Sekil 3.9’da kisaca 6zetlenmistir.
TSC kullanilarak yapilan iiretimde geleneksel Turkevich ve Lee&Meisel metodu
kullanilmistir [43]. AgNOs ¢ozeltisi (1 mM, 20 mL) 90 C° sicakliga ulasana kadar
manyetik karisitiricida (400 rpm) sitilarak - karistirilmustir. 90C°  sicakliga
ulasildiginda %1 3mL’lik TSC ¢ozeltisi, saniyede 1 damla olacak sekilde AgNOs
gOzeltisine ilave edilmistir. Belirli dakikalarda 6rnek toplanarak alinan o6rnekler
arasinda boyut analizi yapilmistir. Standart Turkevich metodunu modifiye etmek
amaciyla stabilizator olarak polivinil pirolidon (PVP) kullanilmistir. Benzer bir metod
olarak 20 mL AgNOsc¢ozeltisine kiitlece %3’liik, 2 mL PVP eklenip sicaklik 90 C°’ye
ulastiginda TSC ¢ozeltiye eklenerek ayni siireler g6z 6niine alarak (6, 8, 10, 12, 15dk)
ornekler toplanmistir. Uretim bittikten sonra her ¢ozeltiden ependorf tiiplere 6rnek
alinmis ve ikiser tur yikama yapilmistir. Yikamasi gerceklestirilen 6rnekler UV-VIS

ve DLS 6l¢limlerinin ardindan vakum firinda kurumaya birakilmigtir.
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Sekil 3.9: Glimiis nanopargacik sentez semasi (TSC).

3.3 Hidroksiapatitin Giimiis Nanoparcacik ile Katkilanmasi

Toz halde elde edilen AgNP’nin HAP kristallerine katkilanmasi Andrade ve
arkadaglarinin 2015 yilinda kullandig1 tiretim yontemi ile gergeklestirilmistir [44]. Bu
calismada da 1 g HAP tozu na karsilik 100 mg AgNP tozu kullanilmustir. Giimiis
nanoparcacik tozlar1 ve HAP tozlar1 25ml saf su kullanilarak oda sicakliginda
manyetik karistirict (400 rpm) Gzerinde ¢6ziinmeye birakilmistir. HAP tozu suda uzun
siirelerde ¢ozlindiigii i¢in 30dk olarak verilen ¢oziinme siiresi homojen ¢ozelti elde

edilmesi amaci ile 1 saat olarak uygulanmigtir. Saf suda ¢6ziinen AgNP ¢ozeltisi sabit
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karistirma hizi altinda (400 rpm) HAP cozeltisi icerisine ilave edilmistir. 90 dk

karismaya birakilan ¢ozelti kurutulmak {izere vakum firma konarak 27.5 C° sabit

sicaklikta 3 giin bekletilmistir.

B |7

Sekil 3.10: AgNP katkili HAP uretimi a) AgNP Cozeltisi b) HAP Cozeltisi c) AgNP-
HAP Cozeltisi.

3.4 Titanyum Implantlarin Kaplanmasi

DETECH Implant Teknolojileri’nden temin edilen Grade 4 safliktaki titanyum
implantlar tzerinde Sprey Kaplama (Cold Spray Coating CS) teknigi kullanilmigtir.
Hazirlanan kaplama malzemeleri (%1 AgNP c¢ozeltisi) titanyum implantlar tizerine
uygulanmadan 6nce 12 mm ¢apinda daire seklinde kestirilen cam lameller {izerinde
farkli miktarlarda (100, 200, 400, 800 ul) uygulanmistir. Cesitli optimizasyon ve
bakteri ¢alismalarinin ardindan Grade 4 titanyum implantlar AgNP ve AgNP+HAP
olmak iizere 2 farkli kaplama malzemesi ile kaplanmistir. Sprey tabancasi olarak Dual
Act. Airbrush Badsector 136, 0.20 mm kullanilmistir. 45 psi hava basinci ile 10 cm
uzakliktan 45°’lik ag¢1 ayarlanarak titanyum yiizeylere uygulanmistir. Titanyum
malzeme 75 rpm hizinda sabit hizda cevrilerek homojen kaplama uygulamasi
gerceklestirilmistir. Kaplanan titanyum implantlar énceden 300 C°’ye 1sitilmis firinda

30 dk kiirlenmistir. Soguk sprey kaplama diizenegi Sekil 3.11°de sematize edilmistir.

45 psi
, €7 2ec
_é / © 100m
K7 [T

Sekil 3.11: Sprey kaplama diizenegi semasi.

30



Sekil 3.13: a) 75 rpm AC motor b) Titanyum implant kaplama diizenegi.
3.5 Karakterizasyon

3.5.1 UV-VIS Spektrofotometre ile Absorbans Ol¢iimii

Sentezlenen giimiis nanoparcacik érnekler TOBB Ekonomi ve Teknoloji Universitesi
biinyesinde bulunan Hitachi-U5100 UV-VIS spektrofotometre kullanilarak absorbans
analizine tabi tutulmustur. 300-750 nm dalga boyu araliginda tarama yapilmustir.
Referans solisyonu olarak saf su kullanilmistir. Ornekler 1 mL kuvartz kiivete alinip

UV-VIS Spektrofotometre kullanilarak absorbans dl¢iimii yapilmistir.

3.5.2 DLS (Dinamik Isik Sa¢ilimi) ile Boyut Analizi

Sentezlenen giimiis nanoparcaciklarin boyut analizi TOBB Ekonomi ve Teknoloji
Universitesi biinyesinde bulunan Malvern Zetasizer Nano ZS karakterizasyon cihazi
ile gercgeklestirilmigtir. Analiz, AgNP’nin kirilma indeksi (0.135) ve absorpsiyon
indeksi (3.99) ayarlanarak yapilmistir.
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3.5.3 Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM)

Kaplanan implant yiizeylerinin morfoloji analizleri, UNAM biinyesinde hizmet veren
FEI ve Nova NanoSEM 640 cihazlar1 kullanilarak gerceklestirilmigtir. UNAM
biinyesinde alinan gériintiilemenin Oncesinde, TOBB ETU biinyesinde bulunan

Phenom XL Taramali Elektron Mikroskobu kullanilarak 6n ¢alisma yapilmstir.

3.5.4 Gecirimli elektron mikroskobu (TEM)

Sentezlenen AgNP ve HAP cozeltilerinden Uretilen AQNP-HAP nanopargaciklarin
goruntiilenmesinde Istanbul Saglik Bilimleri Universitesi biinyesinde bulunan Hitachi

suv7000 Gegirimli Elektron Mikroskobu kullanilmugtir.

3.5.5 Optik Mikroskop

Sentezlenen kaplama malzemesinin kullanim miktar1 optimizasyonu TOBB Ekonomi
ve Teknoloji Universitesi biinyesinde bulunan Nikon Eclips LV150N optik
mikroskopu (20x, 50x yakinlastirma) kullanilarak yapilmustir.

3.5.6 Antimikrobiyal Aktivite Testleri

Sentezlenen giimiis nanoparcacitk ve hidroksiapatite katkilanmis — giimiis
nanoparg¢aciklarin ¢ozelti formundaki antimikrobiyal testleri Agar Kuyucuk Diflizyon
Yontemi (AGAR WELL) kullanilarak 2 farkli konsantrasyon (200 ve 400 pl) igin
yapilmistir. 12 mm ¢apinda kesilen dairesel cam cover glass Uzerindeki kaplama
malzemelerinin Agar Disk Difizyon Yontemi kullanilarak antibakteriyel testleri
gerceklestirilmistir. Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi Sekil 3.16’da sematize

edilmistir.

4mm 6 mm 8mm

Sekil 3.14: Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi a) Farki besiyeri kalinliklar1 b)
Kuyucuk capr biiytikliikleri
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Sentezlenen AgNP’nin Karakterizasyonu

Iki farkli indirgeyici ajan kullanilarak sentezlenen giimiis nanopargaciklar UV-Vis ve
DLS kullanilarak optimize edilmistir. 2 farkli indirgeyici ajan basta olmak tizere 10
farkli parametre degistirilerek pargaciklarda homojen boyut dagiliminin saglanmasi

esas almmustir. Kullanilan parametreler Cizelge 4.1°de listelenmistir.

Cizelge 4.1: Giimiis nanopargacik sentezi i¢in kullanilan parametreler.

Parametreler Test Edilen Degerler  Karar Kilinan Degerler
Damlatma Hizi (ml/min) 0,25/0,45/0,65/1.0 0,45
PVP Konsantrasyonu %3 /%5 /%10 %5
PVP Miktar: (mL) 0,5/1/2 1
Ph 9,5/10/11/12 9,5
AgNO3 NaBH4 Oram 1:2/1:6/1:10 1:6
Santrifiij Hiz1 (rpm) 3000 — 15000 aras1 15000
Coziicii Cinsi UPW / Etil Alkol UPW
Yikama Miktari 0/1/2/3/4 3
Indirgeyici ajan TSC / NaBH4 NaBH4
Eklenen AgNO3 Miktar 2mL — 10mL aras1 10mL

Giimiis nanopargacik sentezinde yapilan optimize caligmasi parametrelerinden biri
olan; indirgeyici ajan olarak TSC kullanilarak sentezlenen giimiis nanopargaciklardan
farkli zaman araliginda 6rnekler elde edilen UV-Vis karakterizasyon grafigi Sekil
4.1’de verilmigstir. UV-Vis grafigi kullanilarak iiretilen nanopargaciklar hakkinda bilgi
sahibi olmak miimkiindiir. Alinan pik absorbans degerine bagli olarak, {iretilen

nanoparc¢agin boyutlar1 hakkinda fikir sahibi olunabilmektedir.
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Uretilen nanopargaciklarm homojen boyut dagilimlari, elde edilen grafik pikinin
sivriligi ile orantil1 olarak tespit edilebilirken Ol¢iilen absorbans degerleri ise iiretilmis
olan nanoparcacik miktar1 hakkinda bir Glgek olarak kullanilabilir. Bu bilgiler
dogrultusunda 6. ve 8. dakikalarda TSC kullanilarak giimiis nanopargacik olusumu
gorlilmemistir. 12. ve 15. dakikalarda alinan 6rnekler 404 ve 410 nm’de pik verirken
absorbans degerleri 1,216 ve 1,512 olarak Slgiilmiistiir. Sicaklik ve tepkime siiresine
bagl olarak agrege olma egilimi gosteren giimiis nanoparGaciklarin pik degerlerinde
kaymalar meydana gelmektedir (404 nm’den 410 nm’ye kaymuistir). TSC ile Uretilen
glimiis nanoparcgaciklardan sivri pik alinamamis olmasi nanopargaciklarin homojen

boyutlarda iiretilemediginin bir gdstergesidir.

—— 6. Dakika
1.4 8. Dakika
—— 10. Dakika
1.2 —— 12. Dakika
_ —— 15. Dakika
2 107
2
508
2
2061
<
0.4 4
0.2 1
e
0.0{ =/

300 350 400 450 500 550 600 650
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.1: Farkli dakikalarda alinan UV-Vis grafigi (TSC).

Bir diger indirgeyici ajan olan NaBH4 kullanimina bagli olarak degisen parametrelerin
optimizasyon ¢aligsmalarindan Once, TSC ile yapilan giimiis iiretimi sonucunda elde
edilemeyen diisiikk PDI degerinin elde edilmesi amaci i¢in gerekli olan pargacik boyutu
optimizasyonu, farkli konsantrasyonlarda ilave edilen PVP kullanilarak yapilmistir.
Dort farkli konsantrasyonda PVP kullanilmis olup elde edilen sonuglart Sekil 4.4’te
gosterilmistir. Optimal sonuglar %3 ve %5 PVP kullanildiginda elde edilmistir. UV-
Vis grafiginde goriildiigii tizere PVP kullanimina bagli olarak degisen pik araligi, PVP
miktarindaki artisa bagli olarak gelisen polidispersite degisimi ile literatir uyumu
saglamaktadir. NaBH4 + PVP kullanilarak sentezlenen nanoparcaciklarin optimize
caligmas1 parametrelinden biri olan farkli oranlarda AgNO3 : NaBH4 (mM)
kullanimima bagli olarak iiretilen AgNP’lerden elde edilen UV-Vis karakterizasyon

grafigi Sekil 4.2°de verilmistir. Monodisperse dagilimin bir gostergesi olan sivri pik
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ciktisi, indikator konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir. Kullanilan indikator
konsantrasyonunun artmasina bagli olarak alinan pik ¢iktisinda sivrilme gozlenmistir.
TSC kullanilarak iiretilen glimiis nanoparcaciklara kiyasla istenilen boyut homojenligi
degerine yaklasilmistir. Ancak ulasilan esik degerin ardindan tekrar agrege olan glimiis
nanoparcaciklar, konsantrasyon artisina bagli olarak polidisperse boyut dagilimina
yonelme egilimindedir. Esik degeri 1:6 olarak belirlenen AgNOs:NaBH4

konsantrasyon orani, 396 nm dalga boyunda 1,303 absorbans degeri vermistir.

1.2 4

1.0 4

0.8

0.6

Absorbans (A)

0.4 1

0.2 1

0.0 A

300 350 400 450 500 550 600 650
Dalga boyu (nm)

Sekil 4.2: Farkli oranlarda kullanilan indirgeyici ajan UV-Vis grafigi.

Sentezlenen giimiis nanopargaciklarin  hidrodinamik boyut o6lgiimleri DLS
karakterizasyon yontemi ile gerceklestirilmistir. Uretilen AgNP ¢ozeltilerinin boyut
analizleri dogrultusunda diisiik PDI (Polidispersite indeksi) ve 50 £10 nm boyutlarinda
nanopar¢acik konsantrasyonu elde edilene kadar listenelen parametreler sirasiyla

denenmistir.

Cihaz tarafindan olgiilen boyutlar PDI degerleri goz 6niinde bulundurularak analiz
edilmistir. Degisen parametreler sonucunda elde edilen veriler, 1:6 konsantrasyon
oraninda hazirlanan ¢ozeltiler (AgNO3:NaBH4) 1ml %5 PVP kullanimi ile birlikte
64,57 nm boyutlarinda ve 0,088 PDI degerine sahip AgNP c¢ozeltisi Gretiminin
gergeklestirildigini  gdstermektedir.  Veriler 1s1ginda  belirlenen  optimum
parametrelerin dogrulugu sentezin tekrari ile desteklenmistir. DLS sonuglari ile UV-
Vis sonuclari uyumluluk gostermektedir. AgNP iiretimi i¢in kullanilan 2 farkh

indirgeyici ajan arasindaki DLS sonuglar1 Sekil 4.3’te kiyaslanmuistir.
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Sekil 4.4: TSC kullanimina bagli gerceklestirilen boyut optimizasyonu

a) Ornek alma dakikas1 b) Damlatma hiz1 ¢) PVP konsantrasyonu.
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TSC ve NaBHa kullanimina bagli olarak degisen boyut ve PDI analizlerinden yola
cikarak soguk yontem (NaBHa4) kullanilarak iiretilen giimiis nanopargaciklardan daha
homojen bir boyut analizi elde edilmistir. DLS verilerine dayanarak, kullanilan PVP
miktarindaki artis pargacik boyutunda azalma ve instabilitenin artmasiyla
sonuglanmaktadir. Stabilizatér konsanstrasyonundaki artisa bagli olarak giimiis
iyonlart ile etkilesen anyon miktari artmakta ve ortamda bulunan negatif iyon
fazlaliligi nanoparcaciklarin agregasyonuna engel olarak pargaciklarin agrege
olmalarinin 6niine ge¢mektedir. PVP miktari ile yapilan tekrarli deneyler sonucunda

kullanilabilecek en uygun PVP miktarmin 1 mL kullanilmasina karar verilmistir.

4.2 AgNP Katkih HAP Karakterizasyonu

NaBH4 + PVP kullanilarak {iretilen giimiis nanoparcaciklar onceki caligmalarda
tiretilmis olan nano-HAP’a katkilandiktan sonra Hitachi suv7000 Gegirimli Elektron
Mikroskobu kullanilarak, AgNP+HAP nanopargaciklarin kaplama ve sekil analizi
yapilmistir. 60 nm boyutlarindaki giimiis nanoparcaciklar ile kaplanmis hidroksiapatit
kristalleri farkli kontrast ayarlar1 ile Sekil 4.5’de gosterilmistir. Hidroksiapatit
ylizeyini kaplayan giimiis nanoparcaciklar koyu renkle gosterilmistir. Sivri HAP

uclarin homojen bir sekilde kaplandigi goriintiilenmistir.

SBU SU7000 25.00kV 6.0mm M-x120k UVD

SBU SU7000 25.00kV 6.0mm M-x50.0k UVD

Sekil 4.5: AgNP katkili1 Hidroksiapatit parcaciklarin TEM goriintiileri.
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4.3 Soguk Sprey (CS) Kaplama Ydntemi Optimizasyonu

Glimiis nanoparcacik ile katkilanan HAP kristalleri, kaplama malzemesi olarak
titanyum implantlara CS kaplama yontemi kullanilarak uygulanmastir.
Kullanilacak kaplama malzemesinin miktarina bagli olarak yapilan optimizasyon
calismast 12 mm’lik daire seklinde kesilen cover glass malzemeler ilizerinde

gerceklestirilmistir. Kullanilan 12 mm’lik camlar Sekil 4.6°de gdsterilmistir.

Sekil 4.6: Cover glass 12 mm.

Kaplama malzemesinin doz ayar1, sentezlenen glimiis nanoparcaciklarin agirlikga %1

olacak sekilde etil alkol ¢ozeltisinde ¢oziinmesiyle ayarlanmistir.

Farkli miktarlarda (100, 200, 400, 500, 600, 800, 1000 ul) hazirlanan AgNP ¢ozeltiler
sirastyla sprey tabancasi kartusuna eklenerek 12mm c¢apindaki cover glass iizerine
sikilmistir. Cam yiizeylere uygulanan farkli miktarlardaki kaplama uygulamalarinin
optik mikroskop gorunttleri Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’te verilmistir. YUzeyin homojen ve
bosluk kalmayacak sekilde kaplanmasi planlanmistir. 100 ul ve 200 ul kullanilarak
gerceklestirilen kaplamalarda ylzeydeki bosluklar dikkat gekerken 500 pl ve Ustlinde
kullanilarak gergeklestirilen kaplamalarda ise topaklanmalara ve kapanmayan
bosluklara rastlanmistir. Cam yuizeye uygulanan kaplama malzesinin 500 ul ve (st
uygulamalarinda, yiizey kaplamasindaki homojen dagilima bir katki saglamadigi
gorilmiistiir. 12 mm’lik daire yiizeyi icin yapilan hesaplamalarda, 113.09 mm?‘lik
alanda kullanilan malzeme kaybini minimumda tutmak amaciyla optimum kaplama
malzemesi miktarinin %1’lik AgNP c¢ozeltisi i¢cin 400 ul kullanilmasina karar

verilmistir.
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Sekil 4.7: AgNP kaplanmig cover glass optik mikroskop goruntleri
a) 100 pl b) 200 ui ¢) 400 ul d) 500 pl.

Sekil 4.8: AgNP kaplanmis cover glass; optik mikroskop gorunttleri
a) 600 pl b) 800 pl ) 1000 pl.
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AgNP kullanilarak yapilan optimizasyon ¢aligmalarinin ardindan, agirlikca ayn1 AgNP
kullanilarak tekrarlanan AgQNP+HAP kaplama c¢alismalarindan elde edilen gorintuler
Sekil 4.9°da verildigi gibidir. Sirastyla 200 pl, 400 pl ve 800 ul AgNP+HAP ¢ozeltisi
kullanilarak kaplanan 12 mm’lik cover glass yiizeylerde hidroksiapatit ve glimiis
pargaciklar goriilmektedir. HAP olmadan yapilan kaplama sonucunda goriilen
bosluklar AgNP’nin HAP ile uygulandigi kaplama uygulamasi sonucunda
kapanmigtir. Kullanilan malzeme oranlari, homojen yiizey kaplamasi optimizasyonu
ile belirlenmis olup antibakteriyel testler ve titanyum implant ylizey kaplamasi

caligmalarinda kullanilmak {izere kesinlestirilmistir.

Sekil 4.9: AgNP+HAP cover glass kaplama a) 200 ul b) 400 ui ¢) 800 pl.

4.4 Kaplama Malzemesinin Antibakteriyel Aktivite Sonug¢lar1

AgNP+HAP kaplama malzemesinin, titanyum implant yiizeylere kaplanmasi
oncesinde antimikrobiyal etkinligi Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi

biinyesinde bulunan Tibbi Mikrobiyoloji Laboratuvari’nda incelenmistir.

Agar Kuyucuk Difuzyon ve Agar Disk Difuzyon yontemleri ile incelenen

antibakteriyel aktivite Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Streptococcus
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mutans  Uzerinde  gosterilmistir.  Peri-implantitis ~ kaynakli agiz  ici
enfeksiyonlarinda biiyiik rol oynayan bu 3 bakteri tiirii tizerinde yapilan Kuyucuk
Diflizyén yonteminde, ¢ozelti halinde hazirlanan AgNP ve AgNP+HAP kaplama
malzemeleri, 200 ul ve 400 ul olmak tizere 2 farkli dozda, bakteri igerine agilan
kuyulara enjekte edilmistir. 3 giin bekletilen 6rneklerin inhibisyon ¢ap Ol¢iimleri
200

konsantrasyonunda, Escehrichia coli bakterisi (zerinde antibakteriyel etki

Cizelge 4.2°de gosterildigi  gibidir. kullanilan AgNP ¢ozelti
gorinmezken diger tiirlerde inhibisyon g¢api olgiilebilmistir. 200 ul kullanilan
AgNP+HAP c¢0zelti konsantrasyonunda, Staphylococcus aureus haricinde
antibakteriyel etki gozlenmemistir. 400 pl kullanilan AgNP  ¢ozelti
konsantrasyonunda ise ti¢ farkl: tiirii lizerinde antibakteriyel etki gézlenmis olup
inhibisyon c¢aplar1 hesaplanmistir. 400 upl kullanilan AgNP+HAP ¢ozelti
konsantrasyonunda, kullanilan miktar Streptococcus mutans bakterisi tizerinde
yetersiz kalirken diger iki bakteri tiirii {izerinde antibakteriyel etkisini

kanitlamistir.

Cizelge 4.2: AgNP ve AgNP+HAP’in agar kuyucuk diflizyon yontemi ile

Staphylococcus aureus bakterisi iizerine antimikrobiyal etkisinin degerleri.

Maddelerin AgNP AgNP+HAP
konsantrasyonlari
400 pl Inhibisyon ¢ap1: 22 mm Inhibisyon ¢ap1: 23 mm
200 pl Inhibisyon ¢ap1: 13 mm Inhibisyon ¢ap1: 17 mm

Cizelge 4.3: AgNP ve AgNP+HAP’1n agar kuyucuk difiizyon yontemi ile Escehrichia
coli bakterisi izerine antimikrobiyal etkisinin degerleri.

Maddelerin AgNP AgNP+HAP
konsantrasyonlari
400 pl Inhibisyon ¢ap1: 25 mm Inhibisyon ¢ap1: 25 mm
200 pl Inhibisyon yok Inhibisyon yok

Cizelge 4.4: AgNP ve AgNP+HAP’in agar kuyucuk diflizyon yontemi ile

Streptococcus mutans bakterisi lizerine antimikrobiyal etkisinin degerleri.

Maddelerin AgNP AgNP+HAP
konsantrasyonlari
400 pl Inhibisyon ¢ap1: 30 mm Inhibisyon yok
200 pl Inhibisyon ¢ap1: 18 mm Inhibisyon yok
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Sekil 4.10: Agar kuyucuk difuizyon yontemi ile Streptococcus mutans bakterisi
tzerinde antimikrobiyal etki a) AQNP b) AgNP+HAP.

Sekil 4.11: Agar kuyucuk diflizyon yontemi ile Escehrichia coli bakterisi tizerinde
antimikrobiyal etki a) AQNP+HAP b) AgNP.

—arsaan ”

Sekil 4.12: Agar kuyucuk difuizyon yontemi ile Staphylococcus aureus bakterisi
uzerinde antimikrobiyal etki a) AQNP+HAP b) AgNP.

Antibakteriyel aktivite, bir diger metod olan Agar Disk Difiizyon yontemi ile, 12
mm capinda kesilen cam lamellerin ylzeyi soguk sprey metodu kullanilarak iki
farkli kaplama malzemesi (AgNP, AgNP+HAP) kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
Kuyucuk yodnteminde test edilen bakteri tirleri kullanilarak gergeklestirilen
diizenek, 12 mm’lik cam yuzeylerin, AQNP ve AgNP+HAP (agirlik¢a ayn1 AgNP)
olacak sekilde 400 ul miktarlarda ayri ayr1 kaplandiktan sonra bakteri kolonileri

Uzerine ters kapatilmasiyla gerceklestirilmistir. AQNP ve AgNP+HAP ile kaph
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disklerin bakteri kolonisindeki antibakteriyel etkileri sadece disk yuzeyinde
gerceklesmistir. Bolgesel bir Ag* salinimi goriilmemistir, inhibisyon alani bu
sebepten olusmamistur. Yiizey kaplamasi olarak kullanilan kaplama
malzemelerinin disiik salinim ve yiizey temash antibakteriyel etkileri ile

antibakteriyel kaplama malzemesi olarak kullanilabilirliklerini géstermistir.

S . muten>

Sekil 4.13: Disk diflizyon yontemi ile kaplama malzemesi (AgNP, AgNP+HAP) testi
a) Streptococcus mutans b) Escehrichia coli ¢) Staphylococcus aureus.

4.5 Titanyum Implantlarin Sprey Kaplama ile Kaplanmasi

Gergeklestirilen yiizey kaplama optimizasyonlar1 ve kullanilan kaplama
malzemelerinin  antibakteriyel aktivite testleri sonucunda ulasilan veriler
dogrultusunda, titanyum implant malzemesi iizerine soguk sprey kaplama metodu
kullanilarak AgNP+HAP ylizey kaplamasi yapilmistir. Kaplama malzemesi miktart,
yapilan yiizey kaplama optimizasyonlari sonucu kullanilacak titanyum implantin
ylizey alant hesap edilerek ayarlanmistir. Titanyum implantin 75 rpm hizda
dondurilmesi, 45°’1ik a¢1 ve 10 cm’lik sprey mesafesi ile gergeklestirilen AQNP+HAP

kaplama uygulamasinin ylizey analizi SEM kullanilarak gerceklestirilmistir.
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TOBB ETU biinyesinde bulunan Phenom XL kullanilarak yapilan 6n calismada elde
edilen goriintiiler Sekil 4.14°te verilmistir. Farkli noktalardan alinan EDX analizinde
implant ylzeyinde hidroksiapatitin ana bilesenlerine ve giimiis elementine
rastlanmistir (Sekil 4.15). 75 rpm hizda dondiiriillme sonucunda elde edilen 360°’lik
homojen kaplama uygulamasmin detay goriintiileri, UNAM bunyesindeki FEI ve
Nova NanoSEM 640 cihazi kullanilarak elde edilmistir.

Sekil 4.14: Titanyum implant kaplama yizeyi 1000x a) backscatter (BSD)
b) ikincil elektron (SED).

Atomic percentage Weight percentage
o [N 50.86 % E T s 25 % El
i 22 % o [N s2.07%
Ag [2.62% Ag [9.46%
ca J2.49% ca [3.34%
P |1.80% P l1e7%

Sekil 4.15: Noktasal elementel analiz (EDX)
a) BSD b) EDX c) Yuzdesel atom orani d) Yiizdesel agirlik.
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Sekil 4.16: Noktasal element dagilimi. (Edax) (UNAM)

a 1 2 3 4 b1 1 7
1,872,575 counts in 50 seconds

Sekil 4.17: Noktasal element dagilimi1. (Edax) (TOBB ETU)

Atomic percentage
o [ssos%  Ag
Ag I 23.81 % O

Weight percentage

B 19.94 %
i 747 Ti P is93%
ca |1.97% ca |1.79% _ = .
P li70% P |1.19% 293 872 counts in 30 secands

Sekil 4.18: Serbest AgNP dagilimi (TOBB ETU).
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Kaplama malzemesin ¢oziinme siiresindeki yetersizlige bagli olarak AgNP+HAP
pargaciklarda bolgesel topaklanma goriinmektedir. Noktasal alinan element analizi
dogrultusunda HAP yiizeyine katkilanan glimiis nanopargaciklarin bir kisminin serbest
halde bulunduklar1 gézlemlenmistir (Sekil 4.19). Bu veri, giimiis nanopargacik katkili
HAP dretim metodunda verilen kiitlece agirlik hesaplamalarindaki giimiis
nanopargacik kaybmi destekler niteliktedir. Girintili ¢ikintili ylizey morfolojisine
sahip implant yuzeyinin, sprey dizeneginin verdigi limitasyonlar sonucu bazi
bolgelerindeki kaplama yogunlugu yetersiz kalmustir (Sekil 4.20). Kaplama
malzemesi miktarmin, implant yiizeyi kaplama uygulamasi i¢in dogru hesaplandigi ve

uygulamanin optimize edilmesi dogrultusunda daha 1yi sonug verecegi goriilmiistiir.

Sekil 4.19 Titanyum implant kaplama yiizeyi 5000x b) 20000x ¢) 80000x.

Sekil 4.20 Topaklanma gdzlenen titanyum implant kaplama ylzeyi (SEM).
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5. SONUC ve ONERILER

Kismen veya tamamen dis kaybi goriilen hastalarda dis implantlarmin kullanimu,
ameliyatlarin sayisindaki yillik artigla birlikte, hastalarin ve hekimlerin beklentileri,
hizli implant iyilesmesi ve ameliyat sonrasi enfeksiyon riskinin en az olmasi
dogrultusunda belirlenmektedir. Hizli osseointegrasyon, implant malzemesinin
biyouyumlu olmasi ve cerrahi islem sonrasit %11,5 oraninda gelisen bakteriyel
enfeksiyon riskinin en aza indirgenmesiyle mimkiindiir. Implantasyon igin segilen
malzemeler, kimyasal ve fiziksel 6zellikleri dogrultusunda segilerek karisik bir denge
icermektedir. Titanyum implantlar, mekanik ve kimyasal Ozelliklerinin kemik ile
uyumu sayesinde basta dis hekimligi olmak {izere bir ¢ok farkli implant
uygulamalarinda &ne ¢ikmaktadir. Ote yandan hizli osseointegrasyon siirecine olan
diisiik katkis1 ve dogrudan bakteri temasinin oldugu durumlarda implant siirecinde
yetersiz kalmasi sebebiyle c¢esitli yiizey modifikasyonlarina ihtiya¢ duyar. Bu
baglamda yapilan tez calismasinda, giinliik hayatta aktif olarak kullanilan titanyum
implant malzemesine AgNP ve HAP kullanilarak biyoaktif kaplama uygulamasi
yapilmistir (Sekil 5.1).

Temin edilen implantlar Grade 4 saflikta, 4.8mm ¢apinda ve farkli boyutlarda iiretilme
imkanina sahipken kemik ile benzer fiziksel 0zellikleri sayesinde de bu tez
arastirmasmin  temelini  olusturmaktadir. Uretim  siirecinde uygulanan SLA
protokoline ek olarak dretici firma tarafindan gelistirilen kimyasal yontemler
dogrutusunda tamamen alkali bir yiizey elde edilmistir. Y izeyin homojen ve hidrofilik
yapist osseointegrasyon siirecine katki saglamaktadir. Dental implantin yiizey
modifikasyon siireci biyoaktif kimsayasal kaplama caligmalariyla devam etmistir.
TSC ve NaBHs kullanimina bagli olarak degisen boyut ve PDI analizlerinden yola
cikarak, homojen boyut dagilimina sahip 60 nm boyutlarinda 0,088 PDI degerine sahip
glimilis nanopargaciklar sentezlenmistir. Sentezlenen AgNP Onceden {iretilmis olan

Hidroksiapatit tozuna katkilanip implant kaplama malzemesinin iiretilme asamasi
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tamamlanmigtir. Sentezlenen kaplama malzemesi soguk sprey metodu kullanilarak 12
mm ¢apinda kesilen cover glass iizerine uygulanmistir. Sicakligi bagli olarak
gelisebilen giimiis nanopargacik agregasyonunun Oniine gecilmesinde soguk sprey
yontemi biiyilk rol oynamistir. Cover glass kaplama uygulamasi kaplama

malzemesinin kullanim miktarini belirlemek i¢in gerceklestirilmistir.

Farkli miktarlarda (100, 200, 400, 600, 800,1000 ul) tekrarlanan bu uygulamada birim
alanda uygulanmas1 gereken kaplama malzemesi miktar1 belirlenmistir. Yiizeyde
homojen bir kaplama ve topaklanma oraninin en az oldugu miktar (400 pl) belirlenmis
olup tez caligmasinin antibakteriyel aktivite testlerinde referans deger olarak
kullanilmigtir. Referans deger baz alinarak yapilan kaplama malzemesi miktar
hesaplar1 dogrultusunda AgNP ve AgNP+HAP kaplama malzemeleri 3 farkli bakteri
(Staphylococcus Aureus, Escherichia coli ve Streptococcus mutans) tzerinde 2 farkl
antibakteriyel teste (Agar Kuyucuk Difizyon ve Agar Disk Diflizyon) tabi
tutulmustur. Onceden planlanan Anaerob bakteriler tizerindeki antibakteriyel testler,
Hemin+K2 vitamininin temin edilememesi, dolayisiylada bakteri kiiltliriiniin
olusturulamamas:  sonucunda  gergeklestirilememistir. ~ Sentezlenen kaplama
malzemeleri, test edilen bakteriler tizerinde antibakteriyel etki gostermislerdir.
Streptococcus mutans bakterisi i¢in yeniden doz ayari yapilmasi gerekmektedir.
Giivenilirligin devami i¢in farkli ¢esit bakteriler iizerinde antibakteriyel aktivite

testlerine ihtiyac vardir.

Diinyaca kabul edilen toksisite sinirlarina uygun dozda giimiis nanopargacik
kullanilarak gtvenli AQNP+HAP kaplama malzemesinin uretiminin énemli adimlari
atilmistir. Antibakteriyel testlerden alinan olumlu sonuglarin ardindan son olarak,
sentezlenen implant kaplama malzemesinin implant yiizeye uygulanabilirligi test
edilmistir. Yetmis bes (75) rpm hizda dondiiriilen motor {izerine sabitlenen implant
malzemesi, soguk sprey metodu kullanilarak optimizasyonlar sonucunda elde edilen
uygun AgNP+HAP kaplama miktar1 ile kaplanmistir. Kaplama uygulamasinin yiizey
analiz sonuglar1 iki farkli SEM goriintiileme cihaz1 ile detaylica incelenmis olup
gelecek calismalar igin Ornekler toplanmistir. Implant yiizeyinde giimiis

nanopargcaciklar esliginde hidroksiapatite ait kalsiyum/fosfor gortilmustiir.

Kurulan diizenek dolayisiyla, kaplanmasi zor bir yiizeye sahip dental implantlarda
bolgesel bosluklar gdzlemlenmistir. Gelecek calismalarda sprey diizenegi

gelistirilerek yeni bir sprey modifikasyon calismasi yiiriitiilebilir. Topaklanmanin
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minimumda oldugu antibakteriyel kaplama malzemesi uygulamasinin, soguk sprey

yontemi ile dental implant yuzeylerde uygulanabilirligi kanitlanmistir.

AGNP
Sentezi

HAP
Eldesi

0KV . Omm M. w50 On

AgNP Katkili HAP

Cover
Glass
Kaplama

Antibakteriyel
Test ™

Kaplama Malzemesinin Yizey
Karakterizasyonu

Sekil 5.1: Tez ¢alismasi i¢in izlenen adimlar.
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	3.5.3 Taramalı Elektron Mikroskopisi (SEM)
	3.5.4 Geçirimli elektron mikroskobu (TEM)
	3.5.5 Optik Mikroskop
	3.5.6 Antimikrobiyal Aktivite Testleri


	4.  BULGULAR VE TARTIŞMA
	4.1 Sentezlenen AgNP’nin Karakterizasyonu
	4.2 AgNP Katkılı HAP Karakterizasyonu
	4.3 Soğuk Sprey (CS) Kaplama Yöntemi Optimizasyonu
	4.4 Kaplama Malzemesinin Antibakteriyel Aktivite Sonuçları
	4.5 Titanyum İmplantların Sprey Kaplama ile Kaplanması

	5.  SONUÇ ve ÖNERİLER
	6.  KAYNAKLAR

