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Anahtar Kelimeler Ozet: Dis eksikliklerinin tedavisinde dental implant uygulamalar giiniimiizde siklikla
Atmosferik soguk plazma,  tercih  edilmektedir. Ancak dental implantlarin kemik ile entegrasyonu
Dental implant, (osseointegrasyon) icin beklenmesi gereken siirenin uzun olmasi bu tedavi yénteminin

Hiicre adezyonu,

en onemli dezavantaji olarak karsimiza ¢cikmaktadir. Literatiirde, osseointegrasyon icin
Yiizey hidrofilitesi ) 3 ¢ grasyon 1¢

beklenen siirenin kisaltilmas1 amaciyla yapilmis ¢ok sayida c¢alisma karsimiza
cikmaktadir. Osseointegrasyon siiresinin kisaltilmas1 amaciyla yiizey hidrofilitesini
arttirarak hiicre tutunma oranini yiikselten Atmosferik Soguk Plazma (ASP)
uygulamasi titanyum implantlar i¢in uygulanmakta ve olumlu sonuglar alindig: iddia
edilmektedir. Bu calismada yiizey temas agisini diistirmek ve osteoblast hiicrelerin
ylzeye tutulumunu artirmak i¢in titanyum disklerin yiizeyine ASP uygulandi. Farkh
zaman araliklarinda uygulanan ASP 6ncesinde ve sonrasinda temas agis1 dlgimleri
yapildi. ASP uygulamasinin osteoblast hiicre hareketi {izerine etkileri
immiinohistokimyasal ve SEM analizi ile degerlendirildi. Uygulama sonrasinda temas
acis1 degerlerinde anlaml bir sekilde diisiis meydana geldi. Atmosferik soguk plazma
uygulamasi osteblast hiicreler tlzerinde oksidatif stres meydana getirmeden disk
ylizeyinde ¢oglamasuni ve tutulumunu artird.

The Evaluation of the Osteogenic Cell Activities on Titanium Surface Modified with the
Atmospheric Cold Plasma

Keyword Abstract: Dental implants became very popular in daily dentistry practice especially in
Atmospheric cold recent decade. However, a long period of osseointegration is the most undesired
plasma, disadvantage of this method. Several studies have been published related to shorten
Dental implant, the osseointegration time. Atmospheric Cold Plasma (ACP) treatment is applied to
Cell adhesion, titanium implants for shortening the osseointegration time by increasing the surface

Surface hydrophilicty hydrophilicty and cell adhesion rate. In this study, ACP was applied to the surface of
the titanium disc to increase hydrophilicty and osteoblast cell adhesion. Contact angle
measurements were performed before and after ACP application. The effects of ACP
applicaion on osteoblast cells action were evaluated by immunohistochemistry and
SEM analysis. The contact angle measurments were decreased after the ACP
application significantly. ACP treatment increased the adhesion and proliferation on
titanium disc surface without causing oxidative stress on osteoblastic cells.

1. Giris hemen sonra iyilesme siireci baslar [2] . Implantin

kemige entegrasyonu ile sonug¢lanan bu iyilesme
Gliniimiiz dis hekimliginde dental implantlar, kismi dénemi Branemark tarafindan osseointegrasyon
ya da tam dissiz hastalarin tedavilerinde sabit ve stireci olarak tammlanmstir. Ik defa Branemark
hareketli protetik tedavilere destek veya alternatif tarafindan 1969 yilinda “canli kemik dokusu ile
olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [1]. Dental implant yiizeyi arasinda fibroz bag dokusu
implantlarin ¢ene kemigine yerlestirilmesinden olmaksizin olusan ve 1sik mikroskobu diizeyinde
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goriilen direkt baglanti” seklinde tamimlanan
osseointegrasyonun gerceklesmesi icin alt ¢enede 3
ay, ust cenede ise yaklasik 6 ay beklenmektedir [3].
Bu biyolojik siireci beklemek hastalar1 psikolojik
acidan olumsuz etkilemektedir.

implant tedavisinin belki de en can sikic1 yani,
beklenmesi gereken uzun iyilesme siirecidir. Bu
olumsuzluktan yola ¢ikarak, iyilesme siirecinin
basarisini  etkilemeden, osseointegrasyon igin
beklenmesi gereken siireyi kisaltmak amaciyla
yapilmis bircok arastirmaya literatiirde rastlamak
mimkindir. Osseointegrasyon suresini kisaltmak
icin yapilan c¢alismalarin 6nemli bir bdliimiiniin
implantin ylizey o6zelliklerinin degistirilmesi ve
gelistirilmesi lizerine yogunlastig1 gorilmektedir [4].

Biyomateryaller biyolojik ortama birakildiklarinda
yuzeye ilk ulasan molekiiliin su olmasindan dolayi
ylzey 1slanabilirliginin hiicre yapismasi ile protein
adsorbsiyonu arasinda pozitif iliski oldugu
gosterilmistir. Yapilan bir¢ok calismada hidrofilik
ylzeyin yara iyilesmesinin erken déneminde avantaj
sagladig1 ve osseointegrasyon siirecine olumlu katki
yaptig1 gosterilmistir [5-6].

Son yillarda biyomateryallerin ylizey 1slanabilirligini
arttirmak icin atmosferik soguk plazma (ASP)
uygulamasi, lizerine sik¢a calisilan bir konu halini
almistir. Maddenin 4. hali olarak tanimlanan plazma;
kuvvetli elektrik veya manyetik alanin etkisiyle enerji
kazanan serbest elektronlarin ortamdaki diger
elektronlara ve atomlara ¢arparak enerjilerini
transfer edip, birbirleriyle reaksiyona girmeleri
sonucunda yeni radikal iyonlarin olusmasidir [7].
Biyomalzemeler iizerine uygulanan ASP, farkh
substratlara baglanarak ya da ince bir film tabakasi
olusturmak icin  reaksiyona girerek yiizey
ozelliklerinde  modifikasyonlar yapar. Optimal
sartlarda yapilan bir plazma uygulamasi1 ytlzey
kirliligini temizleyerek yiizeyi steril hale getirir,
ylzey enerjisini artirarak 1slanabilirligi artirir ve
organik molekiillerin adezyon kabiliyetini gelistirir.
Dis hekimligi alaninda yapilan ¢alismalarda, ASP
uygulamasinin implant osseointegrasyon siirecini
kisalttig1 ve implant yilizeylerinde hiicre ¢ogalmasini
artirdig1 gozlenmistir [8].

Bu ¢alismada; ASP’nin titanyum yiizeylere ekilen kok
hiicreden farklilastirilmis osteoblastlarin yiizeye
tutunmas1 ve ¢ogalmasi iizerine olan etkileri
incelenmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Titanyum diskler

Bu calismada 8 mm capinda 2Zmm kalinhginda 40
adet SLA (Sand-blasted Large-grit Acid-etched)

yiizeyli titanyum diskler (NucleOSS, izmir, Tiirkiye)
kullanildu.
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2.2. Hiicre kiltiiri

Bu arastirmada kullanilan kok hiicreler icin Celal
Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulundan
onay alinmistir. Calismamizda dnceden koyunun yag
dokusundan alinarak izole edilmis ve -80 °C’de
dondurularak saklanmis li¢lincii pasajdaki (P3) kok
hiicreler kullanildi. Hiicreler «-MEM (F0915,
Biochrom, Berlin, Germany) Kkiiltiir ortami iceren 25
cm?2’ lik hiicre kiiltir kabinda 37 °C’ de ve %5 CO:2
kosulunda inkiibe edilerek ¢ogaltildi. Osteojenik
farklilastirma amaciyla, hiicrelerin besiyerine 10 mM
Na-f3-gliserofosfat (G9422, Sigma, St. Louis, USA) ve
50 pg/ml Askorbik asit (A4544, Sigma, St. Louis, USA)
ve 10-8 M Deksametazon (D4902, Sigma, St. Louis,
USA) eklendi ve 3 hafta siireyle farklilasmalar
saglandu.

2.3. Deney protokolii

Ticari olarak temin edilen steril diskler 4 gilinlik
(n=2) ve 7 giinliikk (n=2) iki iyilesme siireci grubuna
ayrilarak hiicre kiltir ortaminda agildi ve 24
kuyucuklu hiicre kiltiir kaplarina steril penset
yardimiyla yerlestirildi. Belirlenen gruplarda ASP
uygulamasi kiiltiir ortamina koyulmadan 6nce
yapildi. Farklilasmis hiicrelere ASP uygulamasi
yapildiktan sonra diskler kiiltiir ortamindan alindi ve
fikse edilerek histokimyasal ve immunohistokimyasal
islemler i¢in kullanildi. Diger 2 grup ASP yapilmayan
kontrol grubu olarak kullanildi iki zamanh deney
diizenegine gore 4. ve 7. giinlerde kontrol ve deney
grubundaki 6érnekler SEM analizi i¢in gluteraldehit ile
fikse edilerek tampona alindi.

2.4. Temas acis1 analizi

Temas agis1 6lgmek icin disklere damlatma teknigi
uygulanarak optik bir tensiometre (KSV Attension
Theta Lite Optical Tensiometer, Terralab, Ankara)
kullanildi. Distile su damlatilan titanyum yiizeyin
fotografi cihaz tizerinde bulunun CCD kamera
kullanilarak ¢ekildi. Alinan gériintiiler iizerinden su
damlasinin sagindan ve solundan yiizeyle yaptig
acinin 6l¢imi yapilarak ortalamasi alinarak temas
acis1 hesaplandi (Sekil 1) .

Sekil 1. Temas agis1 6l¢limi



M. Ulu vd. / Atmosferik Soguk Plazma ile Modifiye Edilen Titanyum Yiizeylerde Osteojenik Hiicre Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

2.5. ASP uygulamasi

Disk ytlizeyine ASP uygulamasi icin atmosferik soguk
plazma jenaratori kullanildi. Plazma jenaratori ile
uygulanan voltajin frekansi1 1500 Hz, giris giicii 6W ve
RF voltaj1 31,4 kW olarak ayarlandi. Plazma uygulama
aparati ile diskler aras1 mesafe 5mm uygulama siiresi
ise 60 sn olarak ayarlandi. Uygulama verileri icin
calisma oOncesi yapilan pilot uygulamada ASP
uygulamasi sonrasi disklerde temas acisi analizi
yapildi. Yapilan analizde sifira en yakin degerlerin
elde edildigi veriler baz alind1.

2.6. SEM orneklerinin hazirlanmasi

Uzerinde hiicre bulunan diskler hiicre Kkiiltiir
kaplarindan steril penset yardimiyla temiz kaplara
alindi ve 0.1 M Kakodilat tamponu (C-0250, Sigma, St.
Louis, USA) (pH 7.4) igerisinde hazirlanan %?2.5lik
gluteraldehit (R1010, Agar Scientific, Essex, England)
ile 30 dk fiksasyon islemi gercgeklestirildi. Tampon ile
yikamadan sonra dereceli alkol serisinden (%30,
%50, %70, %90 ve %96) 15 dk gecirilerek
heksametilmelaminde 5 dk yikandi ve havada 30 dk
kurutma yapildi. Ornekler altin iyonlan ile ince
tabaka halinde kaplanarak taramali elektron
mikroskobunda (Carl Zeiss, Supra 40 VP, Germany)
incelendi.

2.7. immiinohistokimyasal inceleme

Hiicreler, %4’lik paraformaldehid soliisyonu (pH
7,4) ile fikse edildikten sonra indirekt Avidin-
Peroksidaz immunohistokimyasal yontemle boyandi.
Oksidatif stres belirte¢lerinden anti-eNOS (sc-654,
Santa Cruz Biotechnology) ve anti-iNOS (GTX15322,
Gene Tex), yara iyilesme siirecinin degerlendirilmesi
icin anti-TGFbeta-1 (sc-146, Santa Cruz
Biotechnology) ve osteoblastik farklilasma icin anti-
Osteokalsin (ab13420, Abcam) primer antikorlar ile
18 saat inkiibe edildi. Yikama isleminden sonra

“biotinlayted anti-mouse/anti-rabbit” konjuge
edilmis streptavidin-horsedish peroksidaz
soliisyonlar1 ile boyandl. Immunreaktiviteleri

goriiniir halde saptamak amaciyla diaminobenzidin
kullanildi. Hiicreler kapatma medyumu ile kapatildi
ve 151k mikroskobu (BX43, Olympus, Japan) altinda
incelenerek  degerlendirildi.  Apoptotik  hiicre
O0liminin belirlenmesinde Terminal Transferase
dUTP Nick End Labeling (TUNEL, S7101, Millipore,
USA) boyama yontemi kullanild.

2.8. Istatistik

Immunohistokimyasal boyama sonuglar1 H-skor ile
incelenerek  degerlendirildi. = Boyanma  orani
semikantitatif olarak derecelendirildi ve 0
hiicrelerin %1’den azinda boyanma; 1+ = hiicrelerin
%1- 10’'unda boyanma; 2+ = hiicrelerin %11-50’sinde
boyanma; 3+ = hiicrelerin %51-80’inde boyanma; 4+
= hiicrelerin %80’inden fazlasinda boyanma ile
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boyanma siddeti ise 0 = boyanma yok; 1 = soluk; 2 =
orta dereceli; 3 yogun olarak kor yontemle
belirlendi. Daha sonra “(1+boyanma siddeti/3) x
boyanma orani1” formiilii ile toplam skor hesaplandi.
Elde edilen veriler One Way-ANOVA istatistik testiyle
karsilastirildi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamh
kabul edilmistir [9].

3. Bulgular

3.1. Plazma uygulamasi sonrasi temas acisi
analizi sonuglar

ASP uygulamasinin yiizey temas agisi lizerine etkisi
degerlendirildiginde; ASP uygulama zamanindaki
artisin temas agisinda azalmaya neden oldugu
gozlendi. ASP uygulamasinda 60 sn. ye kadar temas
acisinda anlaml azalma goézlenirken 60. sn. den sonra
temas acisinda anlaml degisim goriilmedi (Sekil 2).

90 84,65

80

Temas Agisi

45

Uygulama Siiresi (Sn)
Sekil 2. Zamana gore temas agisi 6l¢lim degerleri

3.2. Osteojenik farklilasmanin tanimlanmasi

Osteojenik farklilasma icgin 3-gliserofosfat, askorbik
asit ve deksametazon iceren besiyerinde 3 hafta siire
ile inkibe edilen hiicrelerde ALP/VK boyama
sonrasinda ALP enzim aktivitesinin oldugu alanlar
kirmizi, mineralize nodiillii alanlarin kahverengi veya
siyah boyandig1 goriildii. Ayrica alizarin kirmizisi
boyamasinda ise osteojenik farklilasam gdsteren
hiicrelerin kirmizi olarak boyandig izlendi (Sekil 3).

Sekil 3. Yag doku kaynakh mezenklmal kok hucrelerln
osteojenik farklilasma sonrasi histokimyasal olarak alizarin
kirmizis1 ve ALP/VK belirtegleri ile tanimlanmasi, kontrol
boyama (a), alizarin kirmizisi (b), Von kossa (C). x400
biiylitme.
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immiinohistokimyasal olarak osteojenik farklilagsma
osteonektin ve osteokalsin ile boyanma sonucunda
pozitif boyanan hiicre sayisinin olduk¢a artmis
oldugu ve hiicrelerin farklilastiklar: goriildii (Sekil 4).

Sekil 4. Osfojenik
immiinohistokimyasal

farklilasma
olarak  Osteonektin
Osteokalsin (b) agisindan pozitif boyanma saptandi. Oklar:
Pozitif boyanan hiicreler, x400 biiytitme.

sonrasl
(@), ve

3.3. Hiicre Kkiiltiirii ve soguk plazma etkilesiminin
immiinohitokimyasal olarak degerlendirilmesi

Cekilen faz kontrast mikroskop fotograflarinda
osteoblast  hiicrelerinin  bipolar ve epiteloid
morfolojide olduklar1 goriildi. 4 ve 7 glnlik
degerlendirmelerde soguk plazma uygulamasinin
belirgin bir toksik etkiye neden olmadigl gozlendi.
Ortamin oksidatif stresini gostermek icin eNOS
boyamasi yapilarak incelendi. Hiicrelerde bazal bir
boyamanin oldugu ancak gruplar arasinda belirgin
bir fark olmadigi izlendi.

Diger bir oksidatif stres belirteci olan iNOS
boyamasinda da eNOS ile Kkarsilastirildiginda
boyamanin daha az oldugu ancak gruplar arasinda
anlaml fark bulunmadigi saptandu.

Oksidatif strese bagli apoptotik bir 6liim durumu i¢in
yapilan TUNNEL boyamasinda da gruplar arasinda
anlaml bir farkin bulunmadig1 saptandi.

Hiicre davranisinin ve yara iyilesmesinin belirteci
olan TGF-beta 1 boyama ile de kontrol edildi. Benzer
sekilde bazal diizeyde boyamanin varlhigi oldugu
ancak gruplar arasinda bir fark olmadig goriildii.

3.4. Hiicre davranislarinin SEM ile analiz edilmesi

Kiltiir ortamina yerlestirilen ve MKH osteoblastik
farklilasmasindan sonra soguk plazma uygulamasi
yapilan ancak Kkiiltiir ortaminda titanyumun 1sik
gecirmemesine bagli olarak faz kontrast mikroskopta
incelenemeyen hiicre davranisi SEM ile analiz edildi.
Hiicrelerin titanyum disk {izerinde ¢ogalan ve
yuvarlak, yayillmis ve tutunmus, sacak yapip
bosluklarla iliski kurmaya c¢alisan, filopodiyadan
lamellapodiyaya kadar degisik diizeylerde
sitoplazmik uzantilar olusturan cesitli morfolojik
davranislar gosterdigi goriildii. Ancak toksik etkiye
benzer morfolojik bozukluk ve apoptoz gibi ilimh
toksik  etki  bulgusuna  rastlanmadi.  ASP
uygulamasinin hiicrenin daha adeziv ve uzantili
olmasini arttirdig1 gozlendi (Sekil 5 ve 6).
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Sekil 5. Konrol grubu (a) ve ASP uygulanan grubun (b) 4.
Giin SEM gorintiist.

Sekil 6. Konrol grubu (a) ve ASP uygulanan grubun (b) 7.
Giin SEM gorintiist.

Yapilan degerlendirmede hiicre davranisi, yayilmasi
ve adezyonu acisinda ASP grubu ile kontrol grubu

arasinda fark  bulunurken 4. ve 7. giin
degerlendirmeleri arasinda anlamli bir fark
gorilmedi.

4. Tartigsma ve Sonug¢

Titanyumun canli dokulara yapismasini saglayan
ozelligine biyoaktivite denir. Dental implant
yuzeylerinin biyoaktif 6zelligi arttirilarak daha kisa
stirede, daha fazla kemik implant kontagi saglanmasi
hedeflenmektedir. Implantlarin yiizey 6zelliklerini
degistirip biyoaktif yiizeyler elde etmke icin yilizeye
iyon implantasyonu, flor ile yiizey modifikasyonu,
ylzeylerin hidroksiapatit ile kaplanmasi ve ASP ile
yuzey modifikasyonu gibi pek ¢ok farkli yontem
kullanilmistir. Bu wuygulamalar vasitasiyla ylizey
1slanabilirligini artirmak ve bu sayede biyoaktiv
yluzeyler elde etmek hedeflenmistir. Hidrofilik
ylzeylerde hiicre adezyonunda artis oldugu yapilan
bircok calismada gosterilmistir [10]. Hauser ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada ASP wuygulamasinin, yiizey
enerjisini degistirerek hidrofilik ve biyoaktif ytizeyler
olusturdugunu ve bunun sonucu olarak organik
molekiill adezyonunu artirdigini gézlemlemislerdir
[11]. Duske ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, yilizey
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topografileri farkli titanyum disk gruplarina argon
plazmasi uygulayarak ylizeyin 1slanabilirligini ve
osteoblast  hiicrelerinin  yiizey  yayilimindaki
farkliligini degerlendirmislerdir. Bu degerlendirme
esnasinda kullandiklar1 gazin igerigini ve uygulama
stiresini degistirerek en uygun uygulama siiresi ve
gaz icerigini tespit etmeye calismislardir. ASP
uygulamasi 6ncesinde temas agilar1 68 ile 117 derece
araliginda olgilen disklerin, ASP uygulamasi
sonrasinda temas agilarinin neredeyse 0 dereceye
yaklastigini  gormiislerdir [12]. Bu calismada,
literatiirdeki  bilgilerle benzer bi¢cimde, ASP
uygulamasinin yiizey enerjisini artirdigini ve buna
bagh olarak yiizey 1slanabilirliinde artis oldugu
gosterilmistir. Tiim disklerin temas a¢ilarinin plazma
uygulanmasi sonrasinda uygulama yapilmayan
diskler ile karsilastirildiginda énemli 6l¢iide azaldig:
gorilmiistiir.

Dental implantlarin ytizey hidrofilitesinin artmasi
konak doku hiicreleri tarafindan adsorbsiyon ve
adezyon yoniinden olumlu sonuglara neden
olmaktadir. Yiizey enerjisinin artmasi belirli doku
veya hiicre tiplerinin adezyonunda etkili olup kemik
implant iliskisini giiclendirdigi literatiirde
gosterilmistir. Vargas ve ark. yaptiklar1 g¢alismada
argon gazinin plazma halini kullanarak dental
implantlar tlzerinde monomer kullanmadan yiik

bosalim teknigi uygulamislardir. Bu c¢alismanin
sonucglarina gére plazma uygulanan dental
implantlarin  yiizeyindeki  organik  Kkirliliklerin

temizlendigi, ylizey enerjisinin arttigi buna bagh
olarak 1slanabilirligin ve doku adezyon 6zelliginin
glclendigi gorilmistir [13]. Johnson ve ark.
yaptiklart ¢alismada inorganik yiizeylere ASP
uygulamislar ve bu durumun yiizey islanabilirligini
arttirarak hiicre adezyonu agisindan olumlu sonuglar
dogurdugunu gozlemlemislerdir [14]. Xu ve ark.
yaptiklar1 ¢alismada dental implantlarin ytlizeyinin
protein baglama kapasitesinin yiizey enerjisi ve
1slanabilirlik ile dogrudan iliskili oldugunu, ASP
uygulamasinin dental implant ylizeyinin enerjisi ve
1slanabilirligini  arttirarak  protein adsorpsiyon
mekanizmasini  hizlandirdigini  gézlemlemislerdir
[15]. Bu g¢alismada soguk plazma uygulanan grupta
hiicrelerde titanyum yiizeye daha fazla yayilim, goc,
¢ogalma, farklilasma, hiicre adezyonunda artis,
hiicrelerin birbirleriyle ve titanyum yiizeyle olan
etkilesimlerinde artis oldugu gdsterilmistir.

Yapilan immiinohistokimyasal degerlendirmede ASP
uygulamasinin  osteoblastik  hiicre  kdltiiriinde
herhangi bir toksik etkiye neden olmadig ve oksitadif
stres meydana getirmedigi gozlendi. Buna bagh
olarak yapilan diger calismalarda oldugu gibi soguk
plazma uygulamasimnin  hiicre canliligini  ve
¢ogalmasini olumsuz yonde etkilemedigi gosterildi
[16].

Bu ¢alismada soguk plazmanin yilizey temas agisina
etkisi ve buna bagh osteoblastik hiicre davranisinin
olumlu yoénde etkilendigini gozlendi. Titanyum
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yuzeylere soguk plazma uygulamasinin osteoblastik
hiicre ¢cogalmasi i¢in toksik etki yaratmadigi ve hiicre
aktivitesini inhibe etmedigi goriildii. Bu calismanin
sonucu olarak  ASP  uygulamasinin  yiizey
1slanabilirligini  artirarak  hiicre adezyonu ve
proliferasyonu tiizerinde olumlu katkilar1 oldugu
gozlendi.

Tesekkiir

Bu calisma 2015-TDU-DISF-0011 No’lu BAP projesi
ile desteklenmistir. Bu g¢alismada kullanilan SLA
ylizeyli titanyum diskler NucleOSS (izmir, Tiirkiye)
firmasi tarafindan temin edilmistir.
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