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Ti-6Al-4V alasiml ylizeyler Gizerindeki kalsiyum fosfat
kaplamalarin laktik asit - sodyum laktat tamponlu
sentetik viicut sivisi kullanarak in vivo incelenmesi
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Amag: Bu calismanin amaci, yumusak dokunun kemige tespitinde kullanilan biyomimetik olarak kal-
siyum fosfat (CaP) kapli Ti-6Al-4V ankorlarinin dayanikliliklarini ve biyomekanik 6zelliklerini bir
hayvan modeli tizerinde degerlendirmekti.

Calisma plani: Calismaya alinan 14 adet erigkin Yeni Zelanda beyaz tavsani esit olarak iki gruba ayrildi.
Test grubunda CaP kapli Ti-6Al-4V ankorlar test edilirken, Ti-6Al-4V implantlar kontrol grubu olarak
degerlendirildi. Kalsiyum fosfat kaplamalarmi, Ca™ ve POs" iyonlari, sodyum laktat ve laktik asit (HL)
ihtiva eden Lac-SBF igerisinde biyomimetik gelisim yoluyla sentezlemek icin yeni bir yaklasim uygulan-
di. Titanyum ankorlar, biyomekanik ¢ekme testlerinin 6ncesinde, sag kaval kemigine yerlestirildi. Ankor-
larin (kemik-implant yiizeyi) ¢ikarilmasindan sonra histolojik aragtirmalar gerceklestirildi.

Bulgular: Kalsiyum fosfat kapli Ti-6Al-4V ankorlarin cekme mukavemeti (p=0.003) ve uzanim deger-
leri (p=0.004) Ti-6A1-4V ankorlara gére anlaml derecede daha yiiksekti. Cekme testlerinde kontrol
grubunun skorlarinin test grubuna gore daha yiiksek oldugu goriildi (sirasiyla, 14 ve 9).

Cikarimlar: Yeni CaP kaplama, ortopedik cerrahide kemigin viicut icinde biiyiimesini gelistirecek bir
katalizor olarak kullanilabilir. Calismamizin, Ti-6Al-4V yiizeylerdeki biyomimetik kaplamalar ile ilgi-
li gelecekte yapilacak aragtirmalar i¢in bir model olusturacagina inaniyoruz.

Anahtar sozciikler: Ankor; biyomimetik metot; kalsiyum fosfat; iz vivo; laktik asit.

Yumusak dokunun kemige tespiti sirasinda ortaya ¢i-
kan temel sorunlar1 ¢ozme konusundaki 6zelliklerinden
dolay, dikisli ankorlar ortopedik cerrahlarin hatirt sayilir
derecede ilgisini cekmektedirler." Bu tiir implantlarin
glin gectikge artan bir sekilde yayginlagan kullanimina
ragmen, biyomekanik 6zellikleri hakkinda ¢ok az bilgi
bulunmaktadir. Biyomekanik degerlendirme, maksi-

mumdan disiik bir yiik altinda, malzemeler tizerinde be-
lirli bir dongti sayisinda gercgeklestirilen yorulma testleri-
ni kapsar.” Ortopedik uygulamalarda metalik malzeme-
lerin biyolojik uyumlulugu dikkate alinmasi gereken
onemli bir faktordiir.” Titanyum ve alagimlari, paslan-
maz celik, ve CoCrMo alagimlar1 gibi metalik biyomal-
zemeler, yiik tasimay1 gerektiren cesitli biyomedikal uy-
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gulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir."* Ayni za-
manda Ca5(P0O4)3(OH) olarak bilinen hidroksiapatit
(HA), tstiin biyolojik uyumlulugu dolayisiyla kemik ile
protez arasinda yiik iletimi i¢in potansiyel bir biyosera-
mik malzeme adayidir.” Hidroksiapatit, ayn1 zamanda,
kimyasal acidan kemik minerallerine benzerligi dolayi-
styla kemik ikamesi olarak da iyi bir adaydir.” Hidroksi-
apatit, proteinleri ve virisleri yiizeyinde toparlamasi ve
kristal 6rgiisti i¢inde iyonik tiirleri takas etmesi dahil ol-
mak iizere bir takim ilging 6zelliklere sahiptir.” Hidrok-
siapatit, Ti-6Al-4V alaginu yiizeylerin, fizyolojik ortam-
larda metalik iyonlar1 serbest birakmalarini engeller ve
iyi bir mekanik stabilite saglar. Hidroksiapatit kaplamast,
viicut ile mekanik implantlar arasinda engelleyici bir du-
var olarak hareket eder ve kemik-implant ara yiizeyinde
mekanik kilitlemeler ve kimyasal baglar olugturarak, ke-
migin tzerinde kolaylikla biiyiiyebilecegi bir yiizeye de
olanak tanir.”

Biyoseramik plazma piiskiirtme, iyonla zenginlestiril-
mis kaplama, sol-jel kaplama, elektro-kimyasal kaplama
ve biyomimetik kaplama iglemleriyle saglanan kemik
iletkenligi ile birlestirildiginde bu metal malzemelerin
miikemmel mekanik 6zelliklere sahip olmasi dolayisiyla,
ticari safliktaki Ti ve Ti-6Al-4V tizerine ¢ok cesitli kap-
lama yontemleri uygulanmustir. Biyomimetik kemik ika-
me malzemelerin tibbi amagclarla kullanilmak {izere ge-
listirilmesi, genisleyen bir aragtirma alanidir.”"”

Bu calismamiz, yamugak dokuyu kemige sabitlemek
amaciyla kalsiyum fosfat (CaP) ile biyomimetik olarak
kaplanmus ve tavsanlarin sag kaval kemigi icine yerlesti-
rilmis Ti-6Al-4V ankorlarinmn dayanikliliklarini ve biyo-
mekanik 6zelliklerini degerlendirmeyi amaclanustir. Ca-
lismamizda, ankor stabilitesini arttirmaya yonelik, malze-
menin kaplama 6zellikleri de incelenmektedir. Tmplant
kaplama alanindaki literatiire alisilmigin diginda yeni bil-
giler saglayacagini varsaydigimiz biyomimetik yontem ile
yeni bir sentetik viicut swvist (Lac-SBF) yine ¢alismamuz
icinde gelistirilmistir. Ortopedik cerrahide kemik biiyi-
mesini kolaylagtirmak ve iyilestirmek tizere CaP kullami-
labilir. Bu ¢alisma, doku-kemik yapisinin yeniden olustu-
rulmasim basitlestirecek 6zgiin bir yontemi ayrmtilariyla
aciklamaktadir. Geleneksel SBF, 37°C sicakhiga ihtiyag
olmadan tiretilir ve 37°C viicut sicakliginda hidroksiapa-
tite dontsiir. Lac-SBF siiratle ayrisugindan, 37°C sicak-
likta daha zor emilecek bir sekilde iiretilmektedir.""

Calismamizda, CaP’nin, yeni gelistirilmis Lac-SBF
aracihgyla Ti-6Al-4V yiizeyler tizerinde olusumu deger-
lendirilmistir."""” Buna ilave olarak, CaP ile Ti-6Al-4V
sistemleri arasinda karsilikli meydana gelen etkilegimle-
rin tiirleri de incelenmistir. Caligmanin birinci amaci,
CaP ile kaplannus Ti-6Al-4V ankorlarin ¢ekme testinde-
ki biyomekanik 6zelliklerini saptamak ve biyomekanik
testler ve histopatolojik incelemeler aracilifiyla implant-

larin stabilitesini belirlemekti. Lac-SBF, HA ankorlarm
kemiklere daha iyi tutturulduklari zaman daha iyi biyo-
mekanik 6zellikler gésterdigini kanitlamak icin gelistiril-

mistir.

Gere¢ ve yontem

Caligma protokolii, Dokuz Eyliil Universitesi Hay-
van Deneyleri ile ilgili Etik Komitesi tarafindan onay-
land1. Operasyon 6ncesi agirliklar: 2500 g olan 14 adet
eriskin Yeni Zelanda beyaz tavsani esit olarak iki gruba
ayrildi. Test grubunda CaP kapli Ti-6Al-4V ankorlar
kullanilirken, kontrol grubunda kaplamasiz Ti-6Al-4V
ankorlardan yararlanildi.

Tipmed Ltd. Sti. (Izmir) tarafindan iretilen Ti-
6Al-4V ankorlarin 6lgiileri 4x11.45 mm idi (Sekil 1).
Titanyum alaginu ankorlar biyomimetik bir yontemle
kaplanmusti. Kaplama isleminden sonra niteliklerini ki-
yaslayabilmek i¢in, kimyasal daglama maddesi olarak
NaOH ve H:0:+NaOH kullanildi. Yiizeylere, 24 saat
stire ile 60°C sicaklikta SM NaOH sulu ¢ozeltisi ile
kimyasal uygulama yapildi. SM NaOH sulu ¢6zeltisine
H:O2nin eklenmesinden sonra diger yiizeyler, bir
elektrik firini icinde, 60°C sicaklikta 24 saat kimyasal
isleme tabi tutuldu. Yiizeyler daha sonra ariulmis su ile
nazik bicimde yikandi ve bir elektrik firin1 i¢inde 40°C
sicaklikta 24 saat boyunca kurutuldu. Ariulmus su ile
durulandiktan sonra, seritler, nihai olarak, firinda
600°C sicaklikta 1s1l isleme tabi tutuldu.

Daha sonra, toplam hacmi 2500 mL olan 2.5x Lac-
SBF c¢ozeltisi hazirlandi. Insan kan plazmasindaki kon-
santrasyonlar1 dikkate alinarak, sadece Ca™ ve HPO+"
iyon konsantrasyonlar1 2.5 gibi bir faktorle ¢arpildi.
Cozeltiye CaCl: 2H:O ve MgClI2-6H:0 ilave edilme-
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Sekil 1. Ti-6Al-4V ankorunun fotografi. [Bu sekil, derginin
www.aott.org.tr adresindeki cevrimici versiyonunda renkli
gorulebilir.]
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Tablo 1. Bu calismadaki Tris-SBF ve Lac-SBF iyon konsantrasyonlarinin karsilastirmasi.

iyon Kokubo-SBF Lac-SBF x1 Lac-SBF x2.5 Kan plazmasi
(mM) (mM) (mM) (mM) megq/|

Na* 142.0 142.0 142.0 142.0 142.0
Ccr 147.8 103.0 103.0 103.0 103.0
HCOs 4.2 27.0 27.0 27.0 27.0
K* 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Mg* 1.5 1.5 1.5 1.5 3.0
Ca* 2.5 2.5 6.25 2.5 5.0
HPO4* 1.0 1.0 2.5 1.0 2.0
SO4* 0.5 0.5 0.5 0.5 1.0
Laktat - 22 265 (+) iyon: (155 meq/l)

o (=) iyon: (133 meg/! + 22
Laktik asit (1M) - 36 mL 40 mL meg/l organik anyonlar)
Tris 50 -

sinden sonra, Tablo 1’de gosterildigi gibi, ¢okelmeyi
engellemek ve arzulanan pH degerini elde etmek i¢in
cozeltiye toplam hacmi 40 mL olan 1M HL diizenli
olarak ilave edildi. Lac-SBF ¢ozeltilerinin iyon konsan-
trasyonlar1 Tris-tampon ¢ozeltinin konsantrasyonlari
ile kargilasturildi. 1x Lac-SBF ¢ozeltilerinin iyon kon-
santrasyonlart insan kani plazmasindaki konsantras-
yonlarla aynrydi."""

Tavsanlar standart hale getirilmis yasam kogullar:
altinda tutuldu. Tavsanlara, ketamin (80 mg/kg) ve ksi-
lazin (5 mg/kg) kullanilarak narkoz verildi. Ameliyat
sonrast agr1 kesme iglemi buprenorfin (0.1 mg/kg) kul-
lanilarak gerceklestirildi. Mikroptan arindirilmis ko-
sullar alunda, sag kaval kemiginin bag kismi, orta ki-
simdan yanagarak iki yanal taraftan acildi ve daha son-
ra Ti ankorlar tiimiiyle iceri gémiiliinceye kadar tavsa-
nin metafizlerine anteroposterior olarak aym tork kuv-
veti ile vidalandi. Alt1 hafta sonra ankorlar her tavsanin
sag tibiasindan cikarildi ve hayvanlar sakrifiye edildi.

Ankorlarin yerlerinden (kemik-implant yiizeyi) ¢1-
karilmasindan sonra kemik numuneleri tizerinde histo-
patolojik incelemeler gergeklestirildi. Kemik-doku nu-
muneleri 48-72 saat siireyle %10 formaldehit ¢ozeltisi
icerisinde korundu. Bundan sonra, 48-72 saat siireyle
%10'luk formik asit igerisinde kire¢ten armdirildr ve
daha sonra bloklar seklinde parafin icine yatrilarak ha-
zirlandi. Bu bloklardan 5 pm kalinliga sahip kesitler ha-
zirlandi. Hazirlananlardan bir tanesi hematoksilin ve
eozin digeri Masson trikrom ile boyandi. Lifsel doku
olugumu, iltthaplanma ve yeni olusan baglayict doku
degerlendirmeleri su sekilde gerceklestirildi: (0) leke-
lenme yok; (1) hafif lekelenme; (2) orta derecede leke-
lenme; (3) siddetli lekelenme.""""

Hayvanlarin sakrifiye edilmesinin hemen akabinde,

kaval kemikleri digar1 ¢ikarild: ve Shimadzu Autograph
AG-I Serisi tiniversal test makinesi ve Shimadzu Non-

Contact Video Ekstansiyometre DVE-101/201 (Shi-
madzu Corp., Kyoto, Japonya) kullanilarak ¢ekme tes-
tine tabi tutuldu. Makine kontroli ve veri toplamada
Trapezium yazilimidan yararlanild: (Sekil 2). Kemik-

Sekil 2. Cekme testinin uygulanmasi. [Bu sekil, derginin
www.aott.org.tr adresindeki cevrimici versiyonun-
da renkli gorulebilir.]
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Sekil 3. Ankorlarin histolojik bulgulari. (a) Lif doku olusumunun Masson trikrom boyama (x100) ve (b) iltihaplanmanin
hematoksilen-eozin boyama (x100) ile degerlendirilmesi. [Bu sekil, derginin www.aott.org.tr adresindeki cevrimi-

¢i versiyonunda renkli gordlebilir.]

ler stabilizasyon icin test makinesine baglandi ve an-
korlar kemik yiizeyine dik olacak sekilde pull-out testi
uygulandi. Cekme testleri, oda sicakliginda bir piston
kafasinin 5 mm/dak olan sabit hizi ile gergeklestirildi.
Her bir ankorun iplik deligi, dikisli ankor ekseniyle ay-
n1 dogrultuda diiz olarak cekildi ve kopma esnasindaki
kuvvet kaydedildi. Deneklerin tamaminda, test kemigi
icindeki ankorlar stabil sekilde yerlestirilmisti ve statik
yiikleme bakimindan oldukga dayaniklrydilar."*"

Cekme testi sonuglarindaki farkliliklar ve test ve
kontrol gruplar1 arasindaki kuvvet verileri Mann-
Whitney U testi ve SPSS for Windows v11.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, ABD) kullanilarak degerlendirildi.

Bulgular

Implantlarin yerlestirilmesinden sonraki 6 haftalik
stire igerisinde, tavsanlarin hi¢ birinde herhangi bir
hastalik veya iltihap belirtisi gorilmedi. Masson trik-
rom boyasi test grubundaki bir ankor boglugu cevresin-
de lifli doku oldugunu gosterdi (Sekil 3a). Cekme test-
lerinde kontrol grubunun skorlarmin test grubuna go-
re daha yiiksek oldugu goriildii (sirastyla, 14 ve 9).""
Lifli doku varlig1 test ve kontrol gruplarinda ayniyd.
Sekil 3b’de kontrol grubundaki kirecten arindirilmis
kesitlerin hematoksilen ve eozin ile boyanmasi gosteril-
mektedir. Bu numunelerde herhangi bir iltthaplanma
veya bag-doku olusumu seklinde bir tepkiye rastlanma-
dr. Kalsiyum fosfat kapli Ti-6Al-4V ankorlarda iltihap-
lanma ve taze doku olusum belirtisi hi¢ (0) olarak de-
gerlendirildi.

Kalsiyum fosfat kaplanmuis ve kaplanmamuig ankorlar
icin biyomekanik ¢ekme testi sonuglari Sekil 4’te gos-
terilmistir. Kalsiyum fosfat kapl Ti-6Al-4V ankorlarin
cekme mukavemeti (p=0.003) ve uzamm degerleri

(p=0.004) Ti-6Al-4V ankorlara gore anlamli derecede
daha yiiksekti.

Tartisma

Dikisli ankorlar yumugak dokularin kemige sabit-
lenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir."” Basarisiz
tespitlerin ankorlarin kemikten ¢ikarilmasi, dikis mal-
zemesinin kopmasi, dikislerin yumugak dokudan alin-
mast gibi nedenlerden kaynaklandig: literatiirde bildi-
rilmektedir."*" Iplik deliginin sekli dikis aginmasinda
onemli bir etkendir ve agir1 siirtiinme daha diisiik yiik
ve dongii sayisinda kopmalara neden olur."””"*? Kemik
icindeki ankorun konumu, implantin tiiri ve uygulana-
cak tedaviye gore degiskenlik gosterir. Kopma yiikd,
ankorun birbirinden farkli kemiklere ve ayni kemigin
farkli bolgelerine yerlestirilmesine bagli olarak degi-
sir.””*" Dikisli ankorlar, kemik-ankor birlesim yeri, an-
kor-dikis birlesim yeri, dikis-doku birlesim yeri ve ke-
mik kenari, digtim veya kelepge gibi dikisin diger agin-
diricr alanlarinda tehlikelere aciktirlar."***"

600 1
500 ~
400 -
300 A
200 A
100 A

Cekme kuvveti (Newton)

CaP kapl Ti-6Al-4V Kontrol

Sekil 4. In vivo testler sonrasi CaP kaplanmis ve kaplanmamis ankor
vidalarinin biyomekanik test sonuglari.
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Cekme testi, bu ¢alismada, Ti ankorlarin yumugak
doku ile ilgili maksimum tutma mukavemetini arastir-
mak icin gerceklestirilmisti. Kemik-ankor yapisindaki
en zayif noktay1 degerlendirmeye yonelik, tibia icerisi-
ne yerlestirilmis ankorlara yapilnus olan dikisin ¢ekme
mukavemeti 6l¢iildi. Ankorlar, kemik yiizeyinden ta-
mamen prll-out olduklar: zaman basarisiz sayildilar. Bi-
yomekanik sonuclar dikkate alindiginda, CaP kaplan-
mis Ti-6Al-4V ankorlar1 iyi bir kemik-iletkenligi ve
yiiksek bir pull-out mukavemeti sergilediler. Burada ta-
rif edilen yenilik¢i H:O:+NaOH igleminin sonuglari,
metal yizeyine uygulanmis apatit kaplamanin siki ve
yogun goriindiigiine isaret etmektedir. Insan metabo-
lizmasinda bulunan laktik asidi 6rnek alarak, tris/HCI
tampon ¢ozelti yerine Lac-SBF kullandik. Calismamiz-
da kullanilan iyon konsantrasyonu, insan plazmas i¢in-
deki inorganik iyonlarla ayniydi ve bildigimiz kadary-
la, bu rapor, Lac-SBF ¢ozeltisi ihtiva eden béyle bir
sodyum laktat ve laktik asit hakkinda olugturulan ilk ra-
pordur. CI icerigi 103 mM’den fazla olmasma rag-
men,"""**" insan plazmasmin icinde oldugu gibi, 103
mM’lik CI iyon igerigi hazirladik."""”

Metal implantlarin CaP ile kaplanmasi, metal yiizey-
lerinin biyolojik etkinlik 6zelliklerini arttiran etkin bir
yontemdir ve lif dokunun biytimesini tahrik etmeden,
kemik dokusuyla bag-olusturma etkinligini iyilestirir."
Burada, kemik biiytimesini arturmak ve implantn tagi-
yic1 kemige tespit edilmesini iyilestirmek i¢in Ti ankor-
larin biyomimetik yontemle CaP kaplanmasi ayrintila-
riyla aciklanmugtir. Benzetilmis viicut sivist i¢inde bek-
letmeden 6nce metal hazirlarken kullanilmasinin yanin-
da, bekletme ortamu icinde de laktik asidi kullanan bu
yontem ¢igir agicidir. Sunulan model, ankorun kemige
iligtirilmesi, dikiglerin ankorlara ilistirilmesi ile ilgili his-
topatolojik 6zellikleri degerlendirmek ve karsilagtirmak
icin kullanilabilecegi gibi, implantlarin iz vivoe yerlesti-
rilmesi sonrast dikisin bagarisiz olup olmayacagini de-
gerlendirmede de yardimer olabilir. Kirecten arindiril-
mug, CaP kapli Ti-6Al-4V ankor numunelerinin histo-
patolojik incelemesinde biyolojik 6zelliklerin herhangi
bir iltihaph reaksiyon goriilmeksizin korundugu goril-
dii. Buna kargin, kontrol grubunda 3 olguda iltihap ge-
lismisti. Durum béyle iken, iltihaplanmanin ilk birkag¢
glin ve 6 hafta sonra karsilagtirilmasinin gerekli oldugu
anlagilmaktadir. Burada elde edilen histopatolojik bul-
gulara gore, CaP kaplanmis ve kaplanmamis Ti-6Al1-4V
ankorlar1 birbirine benzer lif doku olusumu géstermek-
teydi. Barros ve ark. gore, 3., 6. veya 12. haftalarda, di-
kisli ankor grubu ile transosse6z dikis grubu arasinda
anlamli bir fark bulunmamaktayd:.””

Mevceut ¢alismanin hayvan modeli tasarimu bir kisit-
lamadir. Ek olarak, dikisli ankor yapisindan kaynaklanan
fizyolojik yiikler, implantasyon zamani uzadiginda, daha

diisiik yiikte kopmaya neden olmugtur.” Bundan dolay,
tavsanlardaki ankorlar 6 hafta sonra cikarilabilmistir.
Ankorlarin pull-out mukavemeti ve histopatolojik tepki-
leri in vivo bir tavsan deneyi modelinde degerlendirildi.
Elde edilen bulgular dikkate alindiginda, CaP kaph Ti-
6AI-4V ankorlarm yumusak doku tespit igleminde stabi-
liteyi arturdigint soyleyebiliriz. Tavsan kullanilan bu
modellemede CaP kapl Ti-6A1-4V ankor kullandigi-
mizda ayni lif dokusunu gozlemledik ve herhangi bir il-
tihap veya bag-doku reaksiyonuna rastlamadik.

Sonug olarak, biyomimetik olarak CaP ile kaplan-
mus Ti-6Al1-4V ankorlarin yumusak dokunun kemige
tespitinde yararli oldugunu, tespit stabilitesini arttirdi-
g1 ve kiriklarin onarimini iyilestirdigini syleyebiliriz.
Ayrica, disiincemize gore, calismamizda tarif ettigimiz
yeni CaP kaplama ortopedik cerrahide kemik biiytime-
sini iyilestirme konusunda bir katalizor olarak da kulla-
nilabilir. Gelenekselden ayrilan dogasina bakildiginda,
elde ettigimiz bulgularin Ti-6Al-4V yiizeyler tizerine
biyomimetik kaplamalar hakkinda daha sonra yapilacak
aragtrmalar icin bir bilgilendirme kaynagi olacagim
distintiyoruz.
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