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Biyomimetik Bir Yaklasim ile §-TCP/Kitosan i¢cin EPD Kaplama

Yasemin TABAK!"

Oz

Bu ¢aligmada, biyomalzeme uygulamalarinda kullanilmak iizere, elektroforetik kaplama yontemi (EPD) ile fonksiyonel
derecelendirilmis SizN4 esash seramik altlik tizerine kaplama denemeleri yapilmistir. Kaplama ¢dzeltisi trikalsiyum fosfat
(TCP), jelatin, kitosan, asetik asit ve su ile hazirlanmigtir. C6zeltinin hazirlanmas1 Suspansiyon-1 ve Suspansiyon-2’nin
hazirlanmas1 seklinde iki asamada gergeklestirilmistir. Ilk olarak kitosan ve asetik asit 5 saat boyunca karnstirilmstir.
Buna paralel olarak TCP ve su 4 saat boyunca karigtirtlmig, TCP ve su karigimina jelatin ilave edildikten sonra 1 saat
daha karistirtlmigtir. Hazirlanan bu iki karigim birlestirilerek Siispansiyon 1 olusturulmustur. Ardindan Siispansiyon 1
karigimi 2 saat boyunca karistirilmigtir. Siispansiyon 2’nin hazirlanmasi igin ise TCP, jelatin ve su karigimi 2 saat boyunca
karigtinlmigtir. Giig kaynagmm katot (-) kutbuna baglanmis olan SisN4 malzeme ve anot kutbuna (+) baglanmis olan
paslanmaz celik malzeme, birbirlerine paralel duracak sekilde kaplama ¢ozeltisi igerisine daldirilmistir. Sonrasinda gii¢
kaynagindan 30 V voltaj uygulanarak kaplama uygulamasi yapilmistir. Kaplama esnasinda ¢ozeltilerin karistirilmasina
devam edilmis olup; 3 farkli denemede hazirlanan kaplama uygulamalarinda elektrotlar arasi1 mesafe 0,5 cm, uygulama
stiresi sirastyla 1 dk, 2dk ve 3dk olarak denenmistir. Kaplanan numunelerin taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
yapilan mikroyapi analizlerinde uygulama esnasindaki parametrelerin kaplama kalinliklarina etkisi incelenmistir. X-1g1m1
difraksiyonu (XRD) ile kaplanmis ve kaplanmamis numuneler karsilagtirilmistir. Yapay viicut sivist (SBF) igerisinde 21
gin bekletilen kaplanmigs numunelerin SEM ve XRD analiz sonuglari irdelendiginde biyouyumlu kaplamalarin
gelistirildigi goriilmiistiir. Kaplamali numunelere yiizey piiriizIiigii, temas agis1 ve FTIR analizleri yapilarak kaplamanin
etkileri incelenmistir. Yapilan analizler sonucu en iyi kaplama EPD-4 koduna sahip numune oldugu goriilmustiir.

Anahtar Kelimeler: Elektroforetik kaplama, Silisyum nitriir, TCP, Kitosan.

EPD Coating for -TCP/ Chitosan Using a Biomimetic Approach

Abstract

In this study coating trials are carried out on a functionally graded SisN4 based ceramic substrate by electrophoretic
deposition (EPD) method, for biomaterial applications. Coating solution is prepared in two stages, as Suspension 1 and
Suspension 2, using tricalcium phosphate (TCP), gelatine, chitosan, acetic acid, and water. Initially chitosan and acetic
acid are mixed for 5 hours, and TCP and water are mixed for 4 hours. The latter is mixed for 1 more hour after addition
of gelatine. Suspension 1 is formed by combining these two mixtures which is then mixed for 2 hours. On the other hand,
Suspension 2 is prepared by mixing TCP, gelatine and water for 2 hours. The SisN4 material is connected the negative
terminal of the power supply as cathode and stainless steel material is connected to the positive terminal as anode. They
are submerged into the coating solution as positioned parallel to each other. Coating process is carried out by applying 30
V potential between the electrodes that are kept 0,5 cm apart. Solution is continuously stirred during the process and three
coating trials are carried out for 1, 2 and, 3 min. duration times. Coated samples are examined by scanning electron
microscope (SEM) to investigate the effect of coating parameters on the coating thicknesses. X-ray diffraction (XRD)
studies are performed to compare the coated and uncoated samples. Coated samples are kept in simulated body fluid
(SBF) for 21 days and their SEM and XRD data revealed the achievement of biocompatible coatings. The effects of the
coating were investigated by making surface roughness, contact angle and FTIR analyzes on the coated samples. As a
result of the analyses made, it was seen that the sample with the best coating EPD-4 code.

Keywords: Electrophoretic deposition, Silicon nitride, TCP, Chitosan.
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1. Giris

Biyomimetik, dogal biyolojik sistemlerin yapisini ve islevini taklit edebilen pratik malzeme ve
sistemler tasarlamak i¢in dogadan ilham alinan bilim alanidir (Sarikaya ve ark, 2003). Dogadaki
modelleri inceleyerek var olan bu essiz tasarimlardan esinlenerek insanligin problemlerine ¢oziimler
bulmaya ¢alisan bir bilim dali (biyomimetik) olarak ortaya ¢ikmaktadir. Grekcede (Yunanca) bios
(hayat) ve mimemis (taklit) olarak nitelenmektedir. Biyomimetik bir diinyada, giinesi ve basit
bilesikleri kullanan hayvanlar ve bitkilerin yaptig1 gibi, toprakta tamamen c¢oziinebilir lifleri,
seramikleri, plastikleri ve kimyasal maddeleri kullanarak tiretim yapariz. Doga her durumda,
modeller saglayacaktir; yapraklardan kopyalanan giines pilleri, 6riimcek ag1 tarzinda oriilmiis ¢elik
lifler, sedeften yararlanilarak olusturulmus kirilmaz seramikler, cayirda yetisen uzun otlardan
esinlenilen uzun 6miirlii tahillar, hiicreler gibi sinyal veren bilgisayarlar tiretilmistir. Biyomimikler
dogal diinyada neyin isledigini ve daha da 6nemlisi neyin varligin1 devam ettirdigini kesfetmemizi
saglamamiza yaramaktadir (Benyus, 2022).

Sentetikten dogal polimerlere kadar bir¢ok biyolojik olarak parcalanabilen plastik kaynagi
vardir. Sentetik polimerler yenilenemeyen petrol kaynaklarindan elde edilirken, polisakkaritler ve
proteinler gibi dogal polimerler yillik olarak yenilenebilir kaynaklardan biiyiik miktarlarda elde
edilebilir (Zullo ve ark, 2009). Biyopolimerlerin yenilenebilir, ayrisabilir olmalari, dogada bol
miktarda bulunmalar1 ve diisiik maliyetle elde edilmeleri en biiyiik avantajlarindandir. Sentetik
plastiklerin c¢evresel etkisini en aza indirebilecek biyopolimerlerin kullanimina artan bir ilgi var
(Barbin ve ark, 2015). Son yillarda ¢evre kirliligi ve kiiresel 1sinmadan dolayi, petrokimyasal
polimerlerden farkli olarak gevreye minimum zarar1 bulunan c¢evre dostu biyopolimerler lzerinde
calisilmakta ve bu konu gelistirilmektedir. Biyobozunur polimerlerin (biyopolimer) biiylik miktar1
organizmalarin bliylime dongiileri sirasinda kimyasal veya biyolojik olarak sentezlenmektedir.

Polisakkaritler arasinda, sellilozdan (yerylziinde en ¢ok bulunan biyopolimer) sonra, kitosan,
genis kapsamli ¢evresel uygulamalar igin tercih edilen ikinci biyopolimerdir (Abbasi ve ark, 2023).
Kitosan da biyobozunur bir biyopolimer olup toksik olmamasi, biyouyumlu olmasi ve dogal olarak
elde edilebilmesi sebebi ile endiistriyel ve akademik alanlardaki birgok ¢alisma alaninda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Cankaya, 2016).

Kitosan, dogada en ¢ok bulunan ikinci polisakkarit olan kitinin deasetilasyonu sonucu elde
edilmektedir. Kitin dogada, bocekler ve 6riimcekler gibi omurgasizlarin dis iskeletinde, fungi ve bazi
alglerin ise hiicre duvarlarinda bulunmaktadir. Kitin, tekrarlayan N-asetil-D-glukozamin alt
birimlerin bagi ile baglanmasindan olusmus bir homopolimerdir. Kitosan ise, N-glukozamin ve
Nasetil glukozamin birimlerinin glikozidik baglar1 ile bir araya gelmesinden olusan lineer bir

polisakkarittir. Kitosan biyobozunurluk ve biyouyumluluk 6zelliklerine sahiptir. Bununla birlikte
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antibakteriyel, antifungal ve yara iyilestirici gibi 6zelliklere de sahiptir. Kitosanin bozunma tirtinleri
toksik, antijenik ve kanserojenik degildir. Kitosan kemigin hiicre dis1 matrisinin yapisinda yer alan
glikozamino glikanlara benzemektedir. Bu sebeple in-vitro ortamlardaki kemik doku miihendisligi
uygulamalarinda etkin bir sekilde kullanilmaktadir (Tungay, 2013; Sunal 2015; Giiven 2006) Sekil

1’de Kitin ve kitosanin kimyasal yapis1 verilmistir.

CH;0H - NHCOCH;

KITOSAN  —¢

Sekil 1.Kitinin ve Kitosanin kimyasal yapisi. (Kurtulus 2020)

Trikalsiyum fosfat (TCP) ise, Cas(PO4)2 kimyasal formuline sahip olup; fizyolojik ortamda
¢ozlinebilen ve implantasyon sirasinda kemik ile degistirilebilen biyolojik olarak bozunabilir bir
biyoseramiktir. TCP’nin en yaygin olanlart a ve B poliformlaridir. TCP“nin Ca/P atomik orani
1,50“dir (Giir 2018). B-trikalsiyum fosfat (3-TCP), en ¢ok kullanilan ve gii¢lii sentetik kemik agis1
ikamesidir. Bu sadece osteokondiiktif degil, ayn1 zamanda osteoindiiktiftir (Bohner 2020). B-
trikalsiyum fosfat (B-TCP, B-Cas(POa4)2), kemik rejenerasyonu igin en ¢ekici biyomalzemelerden
biridir ve B-TCP makrogozenekli yapi iskeleleri, hem hiicre ¢cogalmasi hem de mekanik destek igin
cok umut vericidir (Somer, 2023). Jelatin ise, kolajen proteinlerinin hidrolitik ayrilmasi ile iiretilen
bir polipeptittir. Peptit baglari ile bir araya gelmis 19 amino asitten olusmaktadir. Trikalsiyum fosfat
(TCP) seramikleri gozenekli ve emilebilen malzemelerden biridir. TCP in vivo olarak ¢ozulebilen
ve bifazik seramiklerde oldugu gibi biyorezorpsiyonu kolaylastirabilen, biyolojik olarak emilebilir
bir Ca-P’dir (Rey ve ark, 2017).

Dogal bir polimer olan jelatin, derinin, kemiklerin ve bag dokusunun ana bileseni olan bir
protein olan dogal kolajenin kontrollii asit veya alkalin hidrolizi ile elde edilir (Jatariu ve ark, 2011).
Jelatin, dogasi bozulmus kolajen olarak kabul edilir. Jelatin, denatiire olmasi nedeniyle nispeten

diisiik antijeniteye sahiptir ve kollajenden ¢ok daha ucuzdur (Lien ve ark,2008). Son zamanlarda,
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kombine jelatin ve kitosan malzemeleri, ilag tasiyicilari ve ilag salimi gibi biyomedikal
uygulamalarda ve doku miihendisligi yap1 iskelelerinde biiyiik ilgi gérmiistiir (Wang ve ark, 2015).
Bu c¢alismada kitosan, B-TCP ve sigir jelatini elektroforetik biriktirme teknigi yontemi ile
silisyum nitriir esasl altitk malzeme {izerine kaplanmasi Uzerine ¢alisilmistir. Elektroforetik biriktirme
teknigi ilk olarak 1808 yilinda Rus bilim adam1 Ruess tarafindan sudaki kil pargaciklariin elektrik
alan etkisiyle meydana gelen hareketini gozlemlemesiyle kesfedilmistir. EPD tekniginin ilk pratik
kullanim1 ise ABD’ de 1933 yilinda bir platin katot iizerine toria pargaciklarinin biriktirilmesiyle
gerceklestirilmistir. 1980 li yillarda ise EPD seramik alaninda kullanilmaya baslamistir (Bahg¢epinar,
2020). Elektroforetik biriktirme (EPD) esasen iki asamali bir siirectir. Ik adimda, bir siv1 iginde asili
duran pargaciklar, siispansiyona bir elektrik alan1 uygulayarak (elektroforez) bir elektrota dogru
hareket etmeye zorlanir. Ikinci adimda, pargaciklar elektrotlardan birinde toplanir ve iizerinde tutarl
bir tortu olusturur. Islemin yalmzca bir toz kompakt: verdigine dikkat edilmelidir ve bu nedenle
elektroforetik ¢okeltmeyi bir yogunlastirma adimi takip etmelidir. Bu kaplama igin tamamen yogun
bir malzeme elde etmek icin sinterleme veya kiirleme gibi asama gerekebilmektedir (Van der Biest,
1999). Literatiirde EPD kaplama iizerine birgok ¢aligma olmasina ragmen SisN4 altik iizerine EPD
kaplanmasina yOnelik az sayida yayin mevcuttur. SisNs altik izerine TCP-Kitosan EPD kaplanmasina
yonelik ise ¢alisma bulunmamaktadir (Boccaccini ve ark., 2010, Esmaeili ve ark., 2023, Uchiskoshi
ve ark., 2000, Lessing ve ark., 2000, Varlik 2021,Simchi ve ark., 2009, Heise ve ark., 2019,
Yamashita ve ark., 2002, Pishbin ve ark.,2014). Dolayis1 ile biyoaktivitesi olan SisN4 altik {izerine -
TCP/kitosanin EPD yontemi ile kaplanmasi yenilik¢i bir ¢aligmadir. EPD kaplamanin kolay
uygulanabilirligi ve SisN4 altik iizerine kaplamanin tutunabilirligi hiicre biiyiimesi igin elverisli ortam

yaratacagindan ¢alismanin literatiire katki saglayacagi diistiniilmektedir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Materyal

Deneysel c¢alismalar kapsaminda baslica kullanilan hammaddeler kitosan (Alfa
Aesar™ Chitosan, 85% deacetylated) , B-TCP (>B phase phase basis %98 Sigma-Aldrich), hiicre
kaltarune uygun 6zellikteki sigir jelatini (Sigma-Aldrich/TypeB BioReagent) ve asetik asetiktir.

2.2. Metot

Bu calismada, elektroforetik kaplama yontemi (EPD) ile biyomalzeme uygulamalarinda

kullanilmak {izere fonksiyonel derecelendirilmis SisNs4 esasli seramik altlik iizerine kaplama
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uygulamasi denenmistir. Kaplama c¢ozeltisi TCP, jelatin, kitosan, asetik asit ve su ile hazirlanmustir.
Cozeltinin hazirlanmasi siispansiyon-1 ve sispansiyon-2’nin hazirlanmasi seklinde iki asamada
gerceklestirilmistir. Ilk olarak kitosan ve asetik asit 5 saat boyunca karistirilmistir. Buna paralel olarak
TCP ve su 4 saat boyunca karistirilmis, TCP ve su karisimina jelatin ilave edildikten sonra 1 saat daha
karistirtlmistir. Hazirlanan bu iki karigim birlestirilerek Siispansiyon 1 olusturulmustur. Ardindan
Stispansiyon 1 karigimi 2 saat boyunca karistirilmistir. Siispansiyon 2’nin hazirlanmasi i¢in ise TCP,
jelatin ve su karigimi 2 saat boyunca karistirilmistir. Giig kaynagmin katot (-) kutbuna baglanmis olan
SisN4 malzeme ve anot kutbuna (+) baglanmis olan ¢elik malzeme, birbirlerine paralel duracak
sekilde kaplama c¢ozeltisi igerisine daldirilmistir. Sonrasinda giic kaynagindan 30 V voltaj
uygulanarak kaplama uygulamasi yapilmistir. Kaplama esnasinda ¢ozeltilerin karistirilmasina devam
edilmis olup; 3 farkli denemede hazirlanan kaplama uygulamalarinda diyotlar arasi mesafe 0,5 cm,
uygulama suresi sirasiyla 1 dk, 2dk ve 3dk olarak denenmistir. Kaplanan numunelerin taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile yapilan mikroyapi analizlerinde uygulama esnasindaki parametrelerin
kaplama kalinliklarina etkisi incelenmistir. Sekil 2’de TCP-Kitosan EPD kaplamanin gosterimi

verilmistir.

Gii¢ Kaynag

(+(+ + + ++(+

Sekil 2. TCP-Kitosan EPD kaplama gosterimi.

Stispansiyon 1°de 100 ml ’lik bir beher igerisinde regetedeki miktarda kitosan ve asetik asit,
manyetik karistirici ile oda sicakliginda 300 rpm hizda 5 saat karigtirilmis olup; 250 ml ’lik bir beher
igerisinde regetedeki miktarda TCP ve Su, manyetik karistirici ile oda sicakliginda 300 rpm hizda 1
saat karistirilmistir. Sonrasinda bu karisima regetedeki miktarda jelatin ilave edilmis ve 4 saat daha
aym sekilde karistirlmistir. iki ayri beherde hazirlanan karisimlar 500 ml ‘lik tek bir beherde
birlestirilmis, bu sekilde olusturulan Siispansiyon 1, manyetik karistirici ile oda sicakliginda 300 rpm

hizda 2 saat karigtirilmistir. Tablo 1’de Siispansiyon 1’e ait regete verilmistir.
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Tablo 1. Suspansiyon 1.

Malzeme Miktar
Jelatin 0,032 gr
Kitosan 1,563 gr

TCP 2,344 gr
Asetik Asit 17,25 ml
Su 250 ml

Daha sonra siispansiyon 2 hazirlanmis olup 250 ml ‘lik bir beher icerisinde recetedeki miktarda
Tcp, Jelatin ve Su, 6nce manyetik karistirici ile oda sicakliginda 300 rpm hizda 2 saat karistirilmastir.
Stispansiyon 2’ye ait recete Tablo 2’de verilmistir. Daha 6nce hazirlanmis olan Siispansiyon 1 ve
Stispansiyon 2, 500 mI’lik tek bir beher icerisinde birlestirildi. Bu ¢dzelti tiim numuneler i¢in 19 saat

stireyle oda sicakliginda 300 rpm hizda manyetik bir karistirici ile karistirilmistir.

Tablo 2. Suspansiyon 2.

Malzeme Miktar
Jelatin 2,59r
TCP 2,59r
Su 250 ml

Kaplama malzemesi olarak kullanilan silisyum nitiiriir esash seramik parga UBE marka biyo
grade nitelikte a-SisN4tozu kullanilarak elde edilmistir. XRD analiz sonucunda o fazinin yogunlukta
oldugu gorulmekte olup; XRF analizinde ise agirlikga %39,938 N elementi, agirlik¢a %60,062 Si
elementi varligindan bahsedilmektedir. Optimum kosullarda fonksiyonel derecelendirilmis olarak
iiretilen silisyum nitriir esash althgin biyoaktif kaplamasmin yapilabilmesi i¢in sinterleme islemi
yapilan numunenin kaplama Oncesinde ylizey piriizliliiginiin arttirilarak adezyon kuvvetinin
uzerindeki olumlu etkisi icin Merck marka Ortofosforik Asit (H3PO4) (%85) kullanilmistir.
Numuneler ortofosforik asit igerisine atilmis ve 180°C kaynama noktasia kadar 1sitilmistir. 1 saat
kaynatilan ortofosforik asitle daglama yapilan yiizeyler uygun sicaklikta destile su ile iyice
durulanmig, daha sonra firinda 24 saat 200°C’de 1°C/dk hizda kurutulmustur. Ardindan asit
uzaklastirilmistir.

Daglama iglemi; ters akig sogutma yontemiyle kurulan diizenekte gergeklestirilmistir. Ters Akis
Sogutmali Cihaz, sivi konsantrasyonunun sabit tutulmasini saglayan 1sitilmis bir sivi1 sisteminden gaz
buharlagmasinin suyla sogutulmasini saglayan bir diizenektir. Is1 6l¢erli manyetik karistiric tablasi,
kristalizasyon kabi, cam balon, kondenser, ayaklikli tutucu, plastik hortum ve oyuncak balon
kullanilarak sistem kurulmustur. Isitilan sivi cam balona konur ve kondenser ile birlestirilmis ve
tutucuyla sabitlenmistir. Kristalizasyon kabina silikon yagi, gliserin, sivi parafin gibi bir sivi
dokiilerek belli bir seviyeye kadar doldurulmustur. Cam balonun agzi bir tipa ile kapatilmistir. Sekil

3’de ters akis sogutmali daglama diizenegi ve kurutma islemi gosterilmektedir.
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Sekil 3. Kaplama 6ncesi numunelerin daglanma ve kuruma agamasi.

Kurutulan ve asit uzaklastirilan numuneleri EPD yontemiyle kaplanmak B-TCP, kitosan ve
jelatin kaplamasi i¢in regetedeki Stispansiyon 1 ve 2 ayr1 beherlerde hazirlanarak birlestirilmistir ve
EPD karigimi hazirlanmistir. Jelasyon olusumu igin 19 saat manyetik karistirilmistir. Regete insan
kemigini taklit edecek sekilde agirlikga % 65 inorganik, % 35 organik bilesimler olacak sekilde
gelistirilmistir. B-TCP, HAP’a (Hidroksiapatit) gore 10 kat daha biyobozunabilir ozelliktedir.
Kitosan ise dogal polimer olup B-TCP ile biyouyumlulugu arttirmaktadir. Jelatin ise bir protein olup
film olusturma 6zelligine sahiptir (Fang ve ark., 2019; Puvaneswary ve ark., 2016; Gomez-Estaca ve
ark., 2011; Maji ve ark., 2018)

Tablo 3. 1.5X Hizlandirilmis SBF (Yapay Viicut Sivist) Regetesi (Jalota ve ark., 2008)

Sira Malzeme Miktar
1 NaCl 90,8184 gr
2 NaHCOs3 3,4023 gr
3 KCI 0,5591 gr
4 Na2HPO4 0,2129 gr
5 MgCl2.6H20 0,4574 gr
6 1 M HCI 15 ml
7 CaCl2.2H20 0,5513 gr
8 Na2SO4 0,1065 gr
9 TRIS 9,0855 gr
10 1 M HCI 50 ml
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3. Bulgular ve Tartisma

EPD ile SisN4esasli altlik iizerine yapilan B-TCP/kitosan 4 farkli kaplama denemesi yapilmustir.
Sekil 4’te (a) EPD-1, (b) EPD-2 ve (c) EPD-3 kaplamalarina ait SEM goériintiileri, Sekil 5’te EPD-4

nolu kaplamaya ait SEM goriintiileri verilmistir.

SElI  15kV WD14mm S — SEI  15kV WD14mm
TUBITAK TUBITAK

SEI  156kV WD13mm —{ 00 pm SEl  15kV WD13mm
TUBITAK TUBITAK

SEI  15kV WD14mm —00pm SEl  15kV WD14mm
TUBITAK TUBITAK

(c) EPD-3 30V 2 dk

Sekil 4. (a) EPD-1, (b) EPD-2 ve (c) EPD-3 kaplamalarina ait SEM goriintiileri
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SEl 15kV  WD14mm
TUBITAK

4

' 2
el

15kV WD14mm

Sekil 5. EPD-4 (30V 3 dk) kaplamasina ait SEM gériintiileri

355

Elde edilen kaplamalar kendi aralarinda kiyaslandiklarinda EPD-4 kodu ile verilen 30V ile 3dk
ile kaplanan B-TCP/kitosan esasli EPD kaplamanin literatiirdeki B-TCP-Kitosan olusumuna ait

goriintiiler ile benzesmekte oldugu goriilmiistiir. Dolayisiyla kaplamanin basarili sekilde elde edildigi

sOylenebilir (Mina ve ark., 2015; Mahjoup ve ark 2014). Sekil 6’da ise kaplama numunelerine ait

EDS sonuglar1 verilmistir. EDS sonuglar1 genel olarak benzerlik gostermis olsa da noktasal olarak

analiz alindi8 i¢in lokal bdlgelere gore miktarca ylizdelerde farkliliklar mevcuttur.

9 Spectrum 1
Element | Agilik%  Atomik%
CK 9.20 15.61
OK 34.89 44.45
NaK 0.44 0.39
SiK 52.22 37.90
CaK 325 1.65

Toplam 100.00

0
c
Cal| Na J\J\ £a
1

2 3 4 5 6 7 8 9 10

ull Scale 6582 cts Cursor, 0.000 kel

(a) EPD-2 20V 1dk
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Sekil 6. (a) EPD-1, (b) EPD-2 ve (c) EPD-3 (d) EPD-4 nolu kaplamalarma ait EDS sonuglari
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Elde edilen EPD-4 nolu kaplamanin biyolojik olarak aktivitesini test etmek i¢in insan kan
plazmasini taklit eden iyon oranlarma sahip su bazli ¢ozelti olan SBF (Yapay Viicut Sivist); 1.5X
seklinde Tablo 3’te verilen regeteye gore tiretilmistir. ile 21 giin boyunca hizlandirilmis yapay viicut
swvist icinde tutulmustur. Oncesinde ve sonrasinda XRD testi yapilmustir.

SBF sivilari, biyoaktif yiizeyler lizerinde apatit mineralini olugturma yetenegine sahiptirler. Bu
calismada, S. Jolata ve arkadaslari tarafindan gelistirilen “1.5X Tas-SBF” olarak adlandirilan
“hizlandirilmis” SBF hazirlanmistir (Jalota ve ark., 2008). Hizlandirilmis SBF sivismin
hazirlanmasinda Sodyum Klorit (NaCl), Sodyum Bikarbonat (NaHCO3), Potasyum Klorit (KCI),
Dipotasyum Hidrojen Fosfat (Na2HPO4), Magnezyum Kilorit Hekzahidrat (MgCl2.6H20), Kalsiyum
Klorir Dihidrat (CaCl2.2H20) (Ekstra Saf), Sodyum Sulfat (Na2SO4) (Susuz), TRIS (Hidroksimetil
Aminometan), Hidroklorik Asit (HCI) ve destile su kullanilmigtir. SBF ¢6zeltisi hazirlanirken ortam
sicakligr 36-37 °C civarinda tutulmus ve pH kontrolii de gergeklestirilmistir. 1 It SBF sivisi
hazirlamak icin 6ncelikle 700 ml saf su 36 °C’ye sitilir ardindan gerekli kimyasallar sirasiyla suya
eklenerek ortam sicakligi ve pH kontroliiyle ¢ozelti iizerine su eklenerek 1 1t’ye tamamlanir. Son

olarak hazilanan SBF sivisinin pH degeri 7.4’tlir ve insan viicudunun pH degerine yakindir.
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Sekil 7. SBF (Yapay Viicut Stvisi) i¢inde 21 Giin Bekletilmis Kaplamali (EPD-4)
ve Kaplamasiz Numuneye Ait XRD Analiz Grafigi

Kaplama sonrast numuneye XRD, 21 giin SBF’de bekleyen kaplamali ve kaplamasiz sahit
numuneye numuneye XRD yapilmis olup XRD grafigi Sekil 7°de verilmistir. SBF’de bekletilmis

kaplanmig ve kaplanmamis numunelerin XRD analizlerinin tiimiinde Tridimit, Kristobalit, Quartz,
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Hypothetical Silica, Nierite ve Wollastonite gozlenmis olup; kaplanmis ve SBF’de bekletilmis
numunelerde ise ekstra faz olarak B-TCP, Chitosan ve Silisyum Dinitrit Oksit (Si2N20) gozlenmistir.

Sekil 8’da SBF’de 21 giin bekletilmis EPD-4 kodlu kaplanmis (a) ve kaplanmamis (b)
numunelere ait SEM goriintiileri goriilmekte olup kaplanmis numunenin hiicre biiyiimeye daha

elverisli bir yap1 olusturdugunu sdylemek miimkiindiir.

- ~ :

- ’ # ‘\ _ > .
SEI 15kV WD14mm — 0 1
TUBITAK

(b)

Sekil 8. SBF (Yapay Viicut Sivisi) Iginde 21 Giin Bekletilmis (a) Kaplanmis/EPD-4
(b) Kaplanmamis Numuneye Ait Farkli Bliylitmelerde SEM Goriintiileri 500X

Ayrica, yapi iskelelerinin hidrofilikligi temas ag¢is1 yontemi ile dl¢tilmiistiir. Plrzl0 ylizeylerin
1slanabilirligi, hem kimyasal bilesim hem de kat1 ylizeyin geometrik yapisi ile kontrol edilebilecek
onemli bir 6zelliktir. Bir sivi damlasi piiriizli bir yiizeye temas ettiginde, damlacik ya yayilir ya da
birakildig: gibi kalir, her iki durumda da sivi ile yiizey arasinda bir ag1 olugsmaktadir. Temas agisi
Olgtimleri piirtizlii yiizeyin 1slanabilirligini karakterize etmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir
(Demir, 2019). Temas agis1 Olgtimleri Kruss DSA100 cihazi ile 6lglilmiistiir. En iyi 1slatma agisini
veren numune de EPD-4 kodlu numune olup ortalama deger 50,92+0,1 olup literatlr ile uyum
gostermektedir (Siddiqui M.A, 2014).

EPD-4 kodlu numuneye ait 6rnek dlglim goriintiisii Sekil 9°da verilmis olup hidrofilik karakter
gostermektedir (Yuan ve Lee, 2013). Yiizeydeki damla temas agisi cihazinin kamerasi ile
kaydedilmistir ve kaydedilen goriintii kullanilarak yap1 iskelelerinin temas agilar1 belirlenmistir. Her
bir iskele yuzeyi tizerinde 6 noktada analiz yapilmis ve sonugta ortaya ¢ikan temas agis1 goriintiileri
ortalama deger olarak sunulmustur. Kitosan-jelatin polimerik karigimlar i¢in ise ¢apraz baglama ve
jelatin miktar1 artis1 ile hidrofilik davranisin arttigi, temas agilariin kii¢iildiigii gériilmiistiir (Hasirci

ve ark; 2010).
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R R i i
Sekil 9. EPD-4 nolu numunenin temas agis1 6l¢timdi

Ylzey piiriizliigliniin 6l¢iilebilmesi amaci ile DEKTAM 6M Stylus Profiler cihazinda 6lgiim
yapilmistir. Her bir numune i¢in 6’sar 6l¢tim yapilmis olup en iyi yiizey piiriizliiliigii degeri EPD-4
kodlu numunede elde edilmistir. EPD-4 kodlu numune i¢in ortalama Ra degeri 5,8+0,1 olarak
Olciilmiistiir. Yiizey piiriizliligt degerleri birbirleri ile uyumlu olup yiizey piiriizliiliigliniin 1slatma
acis1 iizerine etkisi onemsiz seviyededir. Elde edilen yiizey piiriizliiliik degeri doku uyumu ig¢in
elveriglidir. Yiizey alanini arttirmasi nedeni ile doku tutunmasina yardimci olmaktadir (Qingfeng Z.,
ve ark., 2008).

FTIR analizi Shimatzu marka cihazda 750-4000 cm* bant araliginda gergeklestirilmistir. Sekil
10’da EPD-4’e ait FTIR grafigi verilmis olup; daha literatirde o6nce B-TCP/kitosan (j-
Ca3(P0O4)2+CsH11NO4) iizerine yapilmis olan analiz sonuglari ile benzerlik gostermektedir (Caicedo
J.C. ve ark., 2020). Elde edilen FTIR sonuglar1 kaplamanin hiicre tutunmasina olanak saglayacak
nitelikte oldugunu desteklemektedir (Zan Q. ve ark. 2007).

Sekil 10. EPD-4 kodlu kaplama numunesine ait FTIR grafigi
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4. Sonuclar ve Oneriler

Elde edilen kaplamalar kendi aralarinda kiyaslandiklarinda EPD-4 kodu ile verilen 30V ile 3dk
ile kaplanan B-TCP/kitosan esasli EPD kaplamanin literatiirdeki f-TCP-Kitosan olusumuna ait
goriintiiler ile benzesmekte oldugu goriilmiistiir.

SBF’de bekletilmis kaplanmis ve kaplanmamis numunelerin XRD analizlerinin tiimiinde
Tridimit, Kristobalit, Quartz, Hypothetical Silica, Nierite ve Wollastonite gézlenmis olup; kaplanmis
ve SBF’de bekletilmis numunelerde ise ekstra faz olarak B-TCP, Chitosan ve Silisyum Dinitrit Oksit
(Si2N20) gozlenmistir.

Yapr iskelelerinin hidrofilikligi temas acis1 yontemi ile dl¢tilmiistiir. Her bir iskele yiizeyi
tizerinde 6 noktada analiz yapilmis ve sonucta ortaya c¢ikan temas agis1 goriintiileri ortalama deger
olarak sunulmustur. En iyi 1slatma ag¢isin1 veren numune de EPD-4 kodlu numune olup ortalama deger
50,92+0,1 olup literatur ile uyum gostermekte olup hidrofilik karakter gostermektedir. Kitosan-
jelatin polimerik karisimlarda ¢apraz baglama ve jelatin miktari artisi ile hidrofilik davranigin arttig1,
temas acilarinin kiictildigli goriilmiistiir.

Yiizey pliriizliigiiniin 6l¢iilebilmesi amac1 her bir numune i¢in 6’sar 6l¢lim yapilmis olup en iyi
ylizey puriizliligi degeri EPD-4 kodlu numunede elde edilmistir. EPD-4 kodlu numune igin ortalama
Ra degeri 5,8+0,1 olarak ol¢iilmiistiir. Yiizey piirtizliiliigii degerleri birbirleri ile uyumlu olup yiizey
piirtizliiliigiiniin 1slatma ag1s1 lizerine etkisi dnemsiz seviyededir. Elde edilen yiizey piiriizliiliik degeri
doku uyumu i¢in elveriglidir. Yiizey alanini arttirmasi nedeni ile doku tutunmasma yardimeci
olmaktadir.

EPD-4’e ait FTIR grafigi verilmis olup; daha literatirde once pB-TCP/Kitosan (B-
Cas(PO4)2+CsH11NO4) iizerine yapilmig olan analiz sonuglart ile benzerlik gostermektedir. Elde
edilen FTIR sonuglar1 kaplamanin hiicre tutunmasina olanak saglayacak nitelikte oldugunu
desteklemektedir.

Literatiirde EPD kaplama iizerine bir¢cok calisma olmasina ragmen SisNas altik {izerine EPD
kaplanmasina yOnelik az sayida yayin mevcuttur. SisN4 altik izerine TCP-Kitosan EPD kaplanmasina
yonelik ise ¢alisma bulunmamaktadir. Dolayist ile biyoaktivitesi olan SisNs altik iizerine [-
TCP/kitosanin EPD yontemi ile kaplanmasi yenilik¢i bir ¢aligmadir. EPD kaplamanin kolay
uygulanabilirligi ve SisN4 altik tizerine kaplamanin tutunabilirligi hiicre biiytimesi i¢in elverisli ortam
yaratacagindan ¢aligmanin literatiire katki saglayacagi diistiniilmektedir.

Bu c¢alismanin gelecek asamalarinda ise MTT ve LDH testleri gibi biyolojik testlerin yapilarak
biyolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesi, Micro CT ve civali porozimetre analizlerinin yapilmasiyla

birlikte gozeneklilik bakimindan fonksiyonel derecelendirilmis gegisin analizinin yapilmasi
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ongorulmektedir. Ayrica antibakteriyel 6zelliklerin belirlenmesi amaci ile ISO 22916 standardina

gore testlerin yapilmasi planlanmaktadir.
Tesekkiir

TUBITAK MAM- Slovakya Bilimler Akademisi (SAS) ile uluslararas: ikili ig birligi projesi
olan “120N266” kodlu projeye tesekkiirlerimi sunarim.

Yazarlarin Katkisi
Bu ¢alismada diger yazarlarin katkis1 bulunmamaktadir.
Cikar Catismasi1 Beyani

Bu caligmada isbirligi yapilan kisi ve sirketler arasinda herhangi bir c¢ikar g¢atigmasi

bulunmamaktadir.
Arastirma ve Yayin Etigi Beyam
Yapilan ¢alismada arastirma ve yayin etigine uyulmustur.
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