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Giimiis iyon katkil kalsiyum fosfat esash
antimikrobiyal 6zellikli biyoseramik yapay kemik dokusu

Silver ion doped calcium phosphate based bioceramic antimicrobial
synthetic bone tissue

Nusret Kose

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Ortopedi ve Travmatoloji Ana Bilim Dali, Eskisehir

Bu bulus insanlarda ve hayvanlarda osteomiyelit ve implant
iliskili kemik enfeksiyonlarinin tedavisi amaciyla kullanilabile-
cek yapay kemik doku malzemesi iiretimi ile ilgilidir. En 6nemli
ozelligi kemik enfeksiyonlarinda ortaya ¢ikan bosluklarin, en-
feksiyon ile birlikte ayni anda tedavi edilebilmesini saglayabi-
lecek olmasidir. Genel olarak bulus konusu uriin, nanotekno-
lojik yaklagimlar uygulanarak elde edilen giimus iyon katkili
kalsiyum fosfat temel yapisina sahip anti-mikrobiyal 6zellik
kazandinlmis biyouyumlu yapay kemik doku malzemesidir.
Gumiis katkili antimikrobiyal biyoseramiklerin tretiminde
yas kimyasal yontem kullanilmistir. Elde edilen seramik toz-
lar bifazik (HAP+TCP) ve trifazik (HAP+TCP+Biyocam) olup
yapiya giimiis iyonu katilarak antimikrobiyal 6zellik kazandi-
nlmistir. Sentezlenen nano toz ile gézenekli yapi olusturacak
malzeme kanstinldiktan sonra istenen boyutlarinda yapay ke-
mik doku malzemesi elde edilir.

Anahtar sozciikler: osteomiyelit; yapay kemik doku; giimiis iyon;
biyoseramik
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The present invention relates to the production of artificial
bone tissue material that can be used to treat osteomyelitis
and implant-associated bone infections in humans and ani-
mals. The most important feature is that the gaps that oc-
cur in bone infections can be treated simultaneously with the
infection. In general, the product is a biocompatible artificial
bone tissue material with an anti-microbial property with a ba-
sic structure of calcium-phosphate doped with silver ion, ob-
tained by applying nanotechnological approaches. Wet chemi-
cal method has been used in the production of silver-added
antimicrobial bioceramics. The ceramic powders obtained are
biphasic (HAP + TCP) and triphasic (HAP + TCP + Bioglass)
and the silver ion has been added to the structure to gain anti-
microbial properties. After mixing the synthesized nano pow-
der and the material that will form a porous structure, artificial
bone tissue material in desired dimensions is obtained.

Key words: osteomyelitis; artificial bone tissue; silver ion;
bioceramic
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Bulusun ilgili Oldugu Teknik Alan!"!

“Bu bulus insanlarda ve hayvanlarda osteomiyelit ve imp-
lant iliskili kemik enfeksiyonlarinin sagaltimi sirasinda, ke-
mik enfeksiyonlarinda ortaya ¢ikan bosluklarin enfeksiyon ile
birlikte tedavi edilebilmesini saglayabilecek, nanoteknolojik
yaklasimlarla iiretilmis, biyouyumlu, antimikrobiyal ozellik
kazandinlmis giimiis iyon katkili kalsiyum fosfat temelli ya-
pay kemik doku malzemesinin gelistirilmesi ile ilgilidir.”

Teknigin Bilinen Durumul’]

“Kemik enfeksiyonlar1 kas-iskelet sistemi cerrahisinde en
dnemli sorunlardan birisidir ve bu sorun tiim diinyada yaygin
olarak goriilebilmektedir. Sikhikla biyolojik dokularda bulunan
proteinler mikroorganizmalarn implant yiizeyine ya da kemik

o iletisim adresi: Prof. Dr. Nusret K&se, Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Ortopedi ve Travmatoloji Ana Bilim Dali, Eskisehir
Tel: 0555-311 2091 e-posta: drnkose@gmail.com ORCID iD: 0000-0002-1517-9635

o Gelis tarihi: 9 Kasim 2020 Kabul tarihi: 26 Kasim 2020



78

ytizeyine tutunmasini kolaylastinir. Yiizeyde birikmeye baslayan
bakteriler biyofilm tabaka tarafindan cevrelenir. 24 saat ice-
risinde bir implant yiizeyinde ya da olii kemik yiizeyinde tam
bir biyofilm tabakasi olusabilir. Bu biyofilm tabakasi icindeki
mikroorganizmalar yavas yavas cogalirlar ve hiicresel ve hiimo-
ral bagisiklik sistemlerine karsi koyarlar. Bu halleri ile antibiyo-
tiklerin penetrasyonunu engelleyerek antibiyotiklere karsi ¢ok
daha direngli olurlar. Mikroorganizmalar tarafindan olustu-
rulan kemik enfeksiyonlari siklikla olusturduklar enflamatuar
reaksiyonlar nedeniyle kemik yikimina yol acarlar. Hastalikl
ya da hasar gormiis kemik dokularda kemik rejenerasyonunu
saglamak icin kemik greftlerine gereksinim olacaktir.

Kas-iskelet sistemi cerrahisinde kemik yapimini ve iyiles-
mesini uyarmak ve kemik bogluklarini doldurmak icin kemik
mineral kompozisyonuna benzerligi ve kemik dokusu gibi
gozenekli, biyodegredibl olma, biyoaktif ve osteokondiiktif
olma ozelligine sahip hidroksiapatit (HA) ve trikalsiyum fos-
fat (TCP) temelli yapay kemik greftleri biyomalzeme olarak
stklikla kullanilmaktadir. U.S. Patent No. 6,991,803, bu tip
kemik greftlerine drnek olarak gosterilebilir. Bu ve benzeri
gozeli yapidaki kalsiyum fosfat temelli yapay kemik greftle-
rin yapisina biyocam eklenerek malzemenin biyoaktivitesi
arttinilmis ve kollojen gibi polimer ekleyerek uygulamasinin
kolaylastirilmas gibi ozellikler eklenerek daha iyi hale getiril-
mistir (U.S. Patent No. 7,534,451).

Kemik enfeksiyonlarinda enfeksiyonu ortadan kaldirirken
ayni zamanda ortaya ¢ikan bogluklarin doldurulmasini sagla-
yacak kemik rejenerasyonuna katki saglayacak biyomalzeme
sistemlerinin gelistirilmesi 6nemli bir gereksinimdir”.

Bulusun Coéziimiinii Amagladigi Teknik Problemler!"]

“Giintimiizde farkli ozelliklere sahip antibiyotik emdirilmis
yapay kemik greftleri vardir (US 7923019 B2 ). Bunlar
farkl antibiyotiklerin uygulanabilmesi ve emilebilir olmalar:
nedeniyle yararli olmakla birlikte, sonugta antibiyotiklerle
birlikte kullamldigindan ve bu antibiyotiklerin saliniminin
matriksin degredasyonuna degil diffiizyon kontroliine bagl
olmasi, mikroplarin bu antibiyotiklere karsi direng gelistir-
mesi, ayrica bu biyogoziiniir malzemelerin de yiik tasiyama-
ma, uygulama sonrasi icsel kimyasal uyumsuzluk nedeniyle
sertlesememe ve bozunmalari sirasinda ortaya cikan yan
iiriinler nedeniyle olgularin bir kisminda inflamasyon ve buna
bagl fistiile yaralara neden olma olasihgi gibi olumsuzluk
goriilebilecegi bildirmistir. Bu nedenlerle etkinlikleri sinirl
olmaktadir.

Antibiyotik olmayan antimikrobiyaller bu asamada onemli
bir alternatif olustururlar. Titanyum iizerine uygulanmis gii-
miis iceren hidroksiapatit (HA) kaplamalarin osteoblast ve
epitel hiicrelerin aktivitelerini bozmadan bakteri adhezyonu
ve cogalmasini etkili bir bicimde inhibe edebildigi gosteril-
mistir1>31 Hayvan ¢alismalarinda giimiis kaplanmis protez
ve implant uygulamalarinin enfeksiyon goriilme olasiligini
azalttigi ortaya konmustur.[*>! Giimiis, bakteriyel tutunmay
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onlemesi, genis antibakteriyel spektrumu (hem gram nega-
tif, hem pozitif bakteriler) uzun siireli antibakteriyel etkisi
ve direng gelisimine daha az egilimli olmasi ile ve diisiik yan
etkisiyle bilinen bir maddedir.

Literatiirde giimiisiin antimikrobiyal etkinligi ve toksisitesi
ile ilgili geliskili yayinlarin goriilmesinin olasi nedeni, giimii-
stin dozu ve verilis bicimi (metalik giimiis, iyonik giimiis, na-
nopartikiil yapida giimiis) ile iliskilidir. Ortopedi literatiiriin-
de giimiis kullammi daha cok implantlarin elemental giimiis
ile kaplanmasi biciminde hastaya uygulanmasi seklinde ol-
mustur.[1 (US 20130202670 A1) Giimiis iyonunun (Ag+)
antibakteriyel 6zelligi metal halinden (Ag) cok daha etkilidir.
Bakteriyel DNA’ya baglanarak fosfat ve siiksinat uptake’ i
gibi bircok énemli transport yolunu engeller ve hiicresel ok-
sidasyonu bozar. Hiicre zari ve igerigini bozar. Bakteriler
yaninda mantar ve viriisler iizerine de etkilidir. Guo ve ar-
kadaslari 2016 yilinda farelerde yaptiklar ¢alismalarinda
intravendz olarak enjekte ettikleri giimiis iyonunun degil,
nanogiimiis partikiillerin vaskiiler endotel hiicrelerinde ROS
(serbest/reaktif oksijen radikalleri) seviyesinin artisiyla uzun
donemli organ toksisitesine yol agtigin gostermislerdir.!’)

Hidroksiapatit, TCP ve biyocam gibi biyoaktif bir mater-
yal ile birlikte giimiis iyonu kullanilirsa hem osteointegrasyo-
nu yiiksek, hemde antimikrobiyal etkinligi olan bir malzeme
elde etmis oluruz.”

Bulusun Kisa A¢iklamasil'!

“Bu bulusun amaci, insanlarda ve hayvanlarda osteomiye-
lit ve implant iliskili kemik enfeksiyonlarimin tedavisi amaciyla
kullanilabilecek, kemik enfeksiyonlarinda ortaya ¢ikan bosluk-
larin enfeksiyon ile birlikte tedavi edilebilmesini saglayabilecek,
nanoteknolojik yaklasimlarla iretilmis, biyouyumlu, antimik-
robiyal ézellik kazandinlmis giimiis iyon katkili kalsiyum fosfat
temelli yapay kemik doku malzemesinin gelistirilmesidir.

Bulus konusu antimikrobiyal ozellige sahip giimiis iyon
katkili kalsiyum fosfat temelli yapay kemik dokusu elde et-
mek icin oncelikle giimiis iyon katkili seramik toz sentezlenir.
Sonraki asamada sentezlenen nano toz ile organik baglayici
ve gozenekli yapi olusturacak malzeme kanistirilir ve malzeme
istenen boyutlarinda olacak sekilde bicimlendirilir.

Bu bulusun amacina ulasmak icin gerceklestirilen giimiis
iyon katkili kalsiyum fosfat esasl antimikrobiyal ozellikli bi-
yoseramik yapay kemik dokusu iretimi icin bir yontem ekli
sekillerde gosterilmis olup, bu sekillerden;

Sekil 1 — HAP, TCP ve biyocam fazlarina ait XRD orgii de-
senleri goriilmektedir

Sekil 2 — Uretilen yapay kemik dokusunun genel goriiniisiidiir

Sekil 3 — Uretilen yapay kemik dokusunun kirik yiizey SEM
goriintiileri verilmistir.

Tablo 2 — Farkli sinterleme sicakliklarindaki XRF sonuglari
verilmistir.”
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Bulusun Detayh Agiklamasil']

“Bulus konusu antimikrobiyal ozellige sahip giimiis iyon
katkili kalsiyum fosfat temelli yapay kemik dokusu elde et-
mek i¢in oncelikle giimiis iyon katkili seramik toz sentezlenir.
Sonraki asamada sentezlenen nano toz ile organik baglayici
ve gozenekli yapi olusturacak malzeme kanstirilir ve malzeme
istenen boyutlarinda olacak sekilde bicimlendirilir.

Bu tozun hazirlanmasinda yas kimyasal yontem kullani-
hir. Su bazl ¢ozelti icerisinde pH kontrol edilerek kimyasal
¢oktiirme yontemi kullanilr. Kullanilan malzemeler giimiis
nitrat, kalsiyum hidroksit, ortofosforik asitten olusmaktadir.
Kalsiyum hidroksit ( CaOH2 ) ilk olarak saf su ile yakla-
stk 1 saat kanistirict ile kangtirihr. Daha sonra giimiis nitrat
saf su icerisinde ¢coziilerek damla damla bu kansima eklenir.
Sisteme antibakteriyel ozelligi kazandiran AgNO3 (giimiis
nitrat) ilavesi ile beraber ortama yayilan Ag (giimiis) iyon-
landir. Sonrasinda ortofosforik asit yavas yavas elde edilen
karisima ilave edilerek pH degerleri olgiiliir. Farkli pH de-
gerlerinde Hidroksiapatit (HAP) ve trikalsiyum fosfat (TCP)
gibi istenilen fazlarin olusmasi saglanir. Malzeme Igerisinde
toplam agirligi 0,001 den %10 kadar farkl oranda Ag+
iyonu iceren hidroksiapatit ve trikalsiyum fosfat karisimi
bulunabilmektedir. Soz konusu bifazik biyoseramik yapida,
hidroksiapatit ve trikalsiyum fosfat 20/80, 30/70, 40/60
ve 50/50 oranlarinda bulunur.

Biyolojik ortamda fizyolojik gereksinimleri karsilamak
amaciyla yapiya biyocam kompozisyonu eklenerek yapay ke-
mik doku malzemenin reaksiyon kinetigi ve mekanik mukave-
met degerleri optimize edilecek kompozisyonlar olusturulur.
Bu trifazik olusumda Ag+ iyon katili 4555 cami kullanilmak-
ta olup. Toplam trifazik yapi icersindeki orani %1 ile %25
arasinda degisir.

Hazirlanan c¢okelti filtreden gegirilir, daha sonra etiivde
kurutulur ve istenilen boyuta getirmek icin égiitiiliir. Uretilen
tozlarin boyut 6lgiimii, morfolojisi ve kristal yapisi tane bo-
yut olgiim cihazi, taramal elektron mikroskobu (SEM) ve
X-isinlan difraktometresi (XRD) kullanilarak faz analizleri
gergeklestiriliv. Sekil 1°de HAP, TCP ve biyocam fazlarina
ait XRD orgii desenleri verilmistir.

Sonraki asamada sentezlenen nano toz ile organik baglayici
ve gozenekli yapi olusturacak malzeme kanstirilir ve malzeme
1-5 mm boyutlarinda olacak sekilde bicimlendirilir. istenilen
faz oranlan ile birlikte tozun yaklasik %1°i kadar organik
baglayici olarak polivinil alkol (PVA) ilave edilir. Bununla
birlikte yapiya farkli boyutlarda poly strene bilyeler ilave edi-
lerek yapinin bosluklu olmasi saglanir. Hamur kivamina geti-
rilen malzeme yuvarlanarak kiiresel seklinde ya da eseksenli
seklinde yapay kemik doku malzemesi iiretilir. Uretilen bon-
cuklann faz olusumlari ve yapinin stabil olmasi igin yaklasik
1200-1300°C sicakliklari arasinda (1-3saat) sinterlenir.
Isil islem siirecinde yapimn igine konulan poly strene bilyeler
uzaklasarak geride bosluklar birakir ve poroz bir yapi olusur

(Sekil 2). Sinterlenen boncuklarin kirik yiizey mikro yapila-
i ve olusan bosluklarin boyutlari SEM (Taramali Elektron
Mikroskopu) ile incelenmistir (Sekil 3).

Yapay kemik dokusunda elde edilen gozenekli yapi birbiriy-
le baglantili olup porozite %50-70 oraninda olup mikro ve
makro gozeler 10-600 mikron boyut araligindadir. Uretilen
yapay kemik dokunun gozenek yapisi, gozenek dagilimi, goze-
neklerin  baglantili olup-olmadig, iiretim sicaklik ve siirenin
bu ozelliklere etkileri porositemetre, taramali elektron mik-
roskobu ve stereo mikroskop kullanilarak kontrol edilir. X-ray
difraksiyon (XRD) yontemi ile farkl sinterleme sicakliklarin-
daki kompozisyon ve kristal yapi ortaya konur. Tablo 1’de
farkli sinterleme sicakliklarindaki XRF sonuglari verilmistir.”
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Sekil 1. HAP, TCP ve biyocam fazlarina ait XRD 6rgii desenleri.

Intensity (a.u.)

Sekil 2. Uretilen yapay kemik dokusunun genel goriiniisii.



Sekil 3. Uretilen yapay kemik dokusunun kirik yiizey SEM go-
rintileri.

Tablo 2. Farkli sinterleme sicakliklarindaki XRF
sonuglari']

Name initial 900

1000 1100 1200 1300

TCP  4,32ugr 4,31pugr - 4,30 ugr 3,97 ygr 3,96 ugr

HAP 4,97 ygr 4,68 ugr 4,6 ugr 4,38 ugr 4,1 ugr

istemler!']

“1. Bulus; enfekte kemik dokusu ve implant iliskili enfeksi-
yonlarda enfeksiyonu ortadan kaldirirken ayni zamanda
ortaya ¢itkan bosluklarnin doldurulmasini kemik rejene-
rasyonuna katki saglayarak gerceklestirecek giimiis iyon
katkili, gozeli yapida kalsiyum fosfat temelli antimikro-
biyal kompozit malzemeden ibaret olan yapay kemik do-
kusu olup ozelligi;

Asagidaki su adimlari;
a) Yas kimyasal yontem ile seramik tozun elde edilmesi

b) Karisima kalsiyum hidroksit (CaOH,), giimiis nitrat
(AgNO,) ve OFA (orto fosforik asit) ilave edilerek
pH élgiimlerinin izlenmesi

¢) Farkh pH olgiimlerinde hidroksiapatit (HAP)
Trikalsiyum fosfat (TCP) gibi istenilen fazlarin olus-
masinin saglanmasi

d) Trifazik yapi olusturmak istendiginde yapiya biyocam
(45S5) eklenmesi

e) Kanisimn siiziiliip kurutulmasi, ogiitiilmesi ve 1sil is-
lem (900-1300°C) uygulanmasi
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d) Elde edilen seramik toz ile birlikte organik baglaci
olarak PVA (polivinil alkol) ve goze yapici olarak
farkli boyutlarda polystyrene boncuklar kullanilmasi

e) Malzemenin 1100—1300°C arasinda farkl sinter-
leme siirelerinde (1—3 saat) sinterlenmesi

icermesi ile karakterize ediliyor olmasidir.

2. Istem 1’e uygun olan ve atif yapilan bifazik kalsiyum
fosfat kompozit malzeme, hidroksiapatit ve trikalsiyum
fosfat karisimi olup 20/80, 30/70, 40/60 ve 50/50
oranlarinda oldugu yapay kemik dokusudur.

3. Istem 1’e uygun olan ve atif yapilan trifazik yapi iceren
kompozit sistemde Ag+ iyon katili 4555 cami kullanil-
makta olup toplam trifazik yapi icersindeki orant %1 ile
%25 arasinda degismektedir.

4. Istem 1°e uygun olan ve atif yapilan bifazik ve trifazik
yapilarin igerisinde gozenek olusturmak icin organik
baglaci Polivinil alkol %1 oraninda ve mikron boyutun-
da kiiresel polistren malzemelerden kiitlece %1 ve %20
araliginda kullanilmaktadir.

5. Istem 1’ uygun olan ve atif yapilan yapay kemik do-
kusunda elde edilen gozeli yapi birbiriyle baglantili olup
porozite %50-70 oranindadir ve olusan gozeler 10-600
mikron boyutlarindadir.

6. Istem 1°e uygun olan ve atif yapilan yapay kemik doku-
sunda 0,001°den %10 agirhgina kadar Ag+ iyonu bulu-
nabilmektedir.”

YAZARIN KONUYLA iLGIiLi CALISMALARI

Kontaminasyon, organizmanin viicut dokularinda
bakteri, viriis, mantar ve parazit gibi mikroorganizma-
larin varhigi iken enfeksiyon, hastaliga neden olan,
patojen olarak bilinen bu ajanlarin viicut dokularini
istilasi ve bunlarin ¢ogalmasi ile konake¢r dokularin
bu bulasici ajanlar ve toksinlere karsi olusturdugu
reaksiyondur. Cerrahi alan enfeksiyonlan (CAE) tiim
cerrahi prosediirlerden sonra goriilebilen yaygin bir
komplikasyondur. Bu enfeksiyonlara genellikle cerra-
hi prosediir sirasinda yaraya giren eksojen ve endojen
mikroorganizmalar neden olur. Her tiirlii prosediir-
le iliskili potansiyel bir komplikasyondur. Cerrahi is-
lem geciren hastalarin ortalama % 11’inin etkilendigi
bilinmektedir. Amerika Birlesik Devletleri Hastalik
Kontrol ve Onleme Merkezleri (CDC), CAE’yi cerrahi
islemin 30 giini iginde veya protez materyali implan-
te edilirse 90 giin i¢inde cerrahi insizyonda veya ya-
kininda meydana gelen ameliyat prosediiriiyle iliskili
enfeksiyon olarak tanimlayan kriterler gelistirmistir.

Kronik kemik enfeksiyonlari, ortopedi ve travmato-
loji alanindaki cerrahide en 6nemli sorunlardandir ve
sadece gelismekte olan toplumlarn sorunu degildir.
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%1-50 arasinda enfekte olabilen acik kirk olgular,
implant iliskili enfeksiyonlara bagli osteomiyelit olgu-
lar ve diyabetik ayak ulserleri de dikkate alinirsa, bu
sorunun tim diinyada yaygin oldugu goriilecektir.
implantla iliskili enfeksiyonlar, kemik doku destriiksi-
yonu, implant yetmezligi, amputasyon ve hatta genel
sepsise yol acabileceginden hem hastalar hem de sag-
lik hizmeti saglayicilan icin ¢ok énemli bir sorundur.
Bu enfeksiyonlarda hekim, ¢coklu cerrahi miidahalenin
gerekliligi, hastada uzun sireli sikinti ve kisitlamalar
ve nadiren istenmeyen sonuglar ve daha yiiksek mor-
talite olasilig ile karsi karsiyadir. implantla iliskili en-
feksiyonlarin 6nlenmesi, bu komplikasyonun ortaya
ctkmasiyla iliskili ekonomik, sosyal ve psikolojik so-
runlar nedeniyle yasamsal 6nem tasimaktadir. Bircok
calismada metalik implantlarin yiizeylerinin hidroksia-
patit ile kaplanarak kemik ile osseointegrasyonu arttir-
dig1 gosterildiginden giiniimiizde metalik implantlarin
biyolojik 6zelliklerini gelistirmek icin sikhkla kalsiyum
fosfat seramikleri kullanilmaktadir. Bir sonraki man-
tiksal adim, bu yiizeylere antimikrobiyallerin eklenmesi
idi. Boylece implant yiizeyinde bakteri kolonizasyonu
onlenecek ve enfeksiyon i¢in nidus bolgesinde yiiksek
konsantrasyonda antibiyotik saglanacaktir.

Universitede biyomalzeme miihendisleri ile birlikte
yaptigimiz multidisipliner ¢alismalar ile metal imp-
lantlarin yiizeylerini kaplamak igin antimikrobiyal
ozellikli Ag + iyon katkili kalsiyum fosfat bazl toz
gelistirildi.[®°] Metalik implantlarin giimus iyon kat-
kil seramik nanopowder kaplamasinin, kaplanmamis
implantlara kiyasla bakteri kolonizasyonuna karsi
direncin artmasina neden oldugu gosterildi. Daha
sonra bu tozla yapilan kaplamalarin invitro ve hay-
van ¢alismalarinin basarili olmasi tzerine, gelistirilen
antimikrobiyal kaplama klinikte gondillii 36 hastada
denenmistirl’®"l. Denenen bu kaplamanin ilk sonug-
larinin basanli oldugu bildirilmistir. Ayni kaplama
malzemesi kendi basina yapay kemik grefti olarak
da kullanilabilmektedir. Gelistirilen antimikrobiyal
ozellikli yapay kemik grefti goniillii hastalar tizerinde
denenmektedir.
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