[ZMIR |
K ATIP CELEBI
UNIVERSITES]

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

/

Atmosferik Soguk Plazma Ile

Titanyum Dental Implant
Malzemelerinde Elde Edilen Ylzey
Ozelliklerinin Stabilitesinin

Degerlendirilmesi

Biyomedikal Teknolojiler Ana Bilim Dal1

Yiuksek Lisans Tezi

Gencay Yasav

ORCID 0000-0002-3955-5017
Tez Danigsmani: Dog. Dr. Utku Kiirsat Ercan

Eylil 2021



Izmir Kétip Celebi Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii 6grencisi Gencay Yasav
tarafindan hazirlanan Atmosferik Soguk Plazma Ile Titanyum Dental implant
Malzemelerinde  Elde  Edilen  Yuzey  Ozelliklerinin  Stabilitesinin
Degerlendirilmesi baslikli bu calisma tarafimizca okunmus olup, yapilan savunma
smavi sonucunda kapsam ve nitelik agisindan basarili bulunarak jiirimiz tarafindan

YUKSEK LISANS TEZI olarak kabul edilmistir.

ONAYLAYANLAR:

Tez Danismani: Dog. Dr. Utku Kiirsat Ercan  .................
Izmir Katip Celebi Universitesi

Es Danmisman: Dog. Dr. Ozan Karaman ...
[zmir Katip Celebi Universitesi

Juri Uyeleri:

Dr. Ogr. Uyesi Nermin Topaloglu Avsar .................
[zmir Katip Celebi Universitesi

Dog. Dr. Siikrii Enhos ............ ...
[zmir Katip Celebi Universitesi

Prof. Dr. Aydin Akan  ................
[zmir Ekonomi Universitesi

Savunma Tarihi: 02.09.2021



Yazarlik Beyani

Ben, Gencay Yasav, bashigi Atmosferik Soguk Plazma ile Titanyum Dental
implant Malzemelerinde Elde Edilen Yiizey Ozelliklerinin Stabilitesinin
Degerlendirilmesi olan bu tezimin ve tezin iginde sunulan bilgilerin sahsima ait

oldugunu beyan ederim. Ayrica:

¢ Bu calismanin biitiinii veya esas1 bu iiniversitede Yiiksek Lisans derecesi elde

etmek lizere ¢alistigim siire i¢inde gergeklestirilmistir.

e Daha once bu tezin herhangi bir kism1 bagka bir derece veya yeterlik almak
tizere bu liniversiteye veya baska bir kuruma sunulduysa bu agik bigimde ifade

edilmisgtir.

e Bagkalarinin yayimlanmis ¢alismalarina bagvurdugum durumlarda bu

caligmalara agik bicimde atifta bulundum.

e Bagkalarinin ¢alismalarindan alintiladigimda kaynagi her zaman belirttim.

Tezin bu alintilar disinda kalan kismi tlimiiyle benim kendi ¢caligmamdir.
e Kayda deger yardim aldigim biitlin kaynaklara tesekkiir ettim.

e Tezde bagkalariyla birlikte gerceklestirilen ¢alismalar varsa onlarin katkisini

ve kendi yaptiklarimi tam olarak agikladim.

Imza:

Tarih: 02.09.2021




Atmosferik Soguk Plazma ile Titanyum Dental Implant
Malzemelerinde Elde Edilen Yiizey Ozelliklerinin

Stabilitesinin Degerlendirilmesi

Oz

Dis implantlarinin say1s1 giderek artmakta ve peri-implantitis dis hekimliginde yaygin
bir sorun haline gelmektedir. Basarili implant tedavisi, hizli, giivenli ve ngoriilebilir
osseointegrasyona dayanir. Kemik-implant etkilesimini gelistirmek igin ¢esitli ylizey
modifikasyonlart yapilmistir. ASP(Atmosferik Soguk Plazma) maddenin dérdiincii
hali olup iyonize bir gazdir. ASP atmosferik basingta, oda sicakliginda yiiksek
manyetik alan uygulanmasi sonucu elde edilebilir. ASP’ nin tipta birgok uygulamasi
mevcuttur ve bunlardan biriside dental implantlardir. ASP muamelesinin implantlarda
gerek yiizey piirtizliiligiinti gerekse ylizey hidrofilitesini arttirarak hiicre yapismasini
ve proliferasyonunu arttirdigit  yani  osseointegrasyon siiresini  kisalttig1
gozlemlenmistir. Ayni zamanda dis hekimliginde implant ve implantasyon bolgesinde
de sterilazyonu saglamaktadir. Bu ¢alismada ASP muamelesi sonrast titanyum implant
malzemelerindeki ylizey 6zelliklerinin farkli saklama kosullarina da bagli kalarak ne
kadar siire ile muhafaza edildigi degerlendirilmistir. Bu baglamda ASP muamelesi
sonrast salin, oda kosullar1 ve inert ortamda; 1 ay, 3 ay, 6 ay, 1 yil ve 2 yil siire ile
muhafaza edilen titanyum disklerde c¢esitli yiizey karakterizasyon ve hiicresel
calismalar yapilmistir. Elde edilen sonuglara gére ASP muamelesinin yiizey
piirtizliiliigiiniinde herhangi bir degisiklik yapmazken hidrofiliteyi arttirarak serum
fiztolojik(salin) icerisinde 2 yil boyunca saklanan titanyum disklerdeki hiicre

canliliginin hala devam ettigi gozlemlenmistir.

Anahtar Sozcukler: Atmosferik soguk plazma; Tibbi plazma; Dental implant;

Osseointegrasyon; Biyomedikal miithendisligi.



Evaluation of the Stability of Surface Properties
Obtained in Titanium Dental Implant Materials by Cold

Atmospheric Plasma

Abstract

The number of dental implants is increasing and peri-implantitis is becoming a
common problem in dentistry. Successful implant treatment relies on fast, safe and
predictable osseointegration. Various surface modifications such as etching,
hydroxyapatite coating, sandblasting, sol-gel, plasma spray have been made to
improve the bone-implant interaction. CAP (Cold Atmospheric Plasma) is the fourth
state of matter and is an ionized gas. CAP can be obtained at atmospheric pressure, at
room temperature, by applying a high magnetic field. ASP has many applications in
medicine and one of them is dental implants. It has been observed that ASP treatment
increases cell adhesion and proliferation by increasing the surface roughness and
surface hydrophilicity of the implants, that is, it has been shorted the osseointegration
time. It also provides sterilization in the implant and implantation area in dentistry. In
this study, it was evaluated how long the surface properties of titanium implant
materials are preserved after ASP treatment, depending on different storage conditions.
In this context, various surface characterization and cellular studies were carried out
on titanium discs kept for certain periods of time under certain storage conditions after
ASP treatment. According to the results obtained, it was observed that while the ASP
treatment did not make any changes in the surface roughness, it increased the
hydrophilicity and kept the cell viability in the titanium discs stored for 2 years in

serum physiological (saline).

Keywords: Cold atmospheric plasma; Plasma medicine; Dental implant;

Osseointegration; Biomedical Engineering.
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1 Giris

1.1 Atmosferik Soguk Plazma

Plazma, iyonlar, elektronlar, ndtr pargaciklar, ultraviyole 1sinimi, serbest radikaller ve
kimyasal olarak reaktif notr parcaciklardan olusan elektriksel olarak ndtr, tamamen ya
da kismen iyonize bir gazdir [1]. Ilk kez Amerikali kimyager lrving Langmuir
tarafindan. 1920' lerde tanimlanmistir. Bilinen evrenin %99’ u plazma haldedir.
Plazma dogada giines koronasi, giines riizgari, nebula, Diinya’nin iyonosferi ve Aurora

Borealis gibi birgcok bigimde bulunur [Sekil 1.1].
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Sekil 1.1: Cesitli sicaklik ve yogunluk araliklarinda plazmanin varligi [2]



Sekil 1.2°de goriildiigii gibi plazma tretildigi sicaklik ve kosullara goére soguk plazma
olarak da adlandirilan termal olmayan ve termal plazma olarak siniflandirilabilir [3]-
[5]. Termal olmayan plazmada gazin tamamen iyonlasmasi nedeniyle gaz sicakligi
elektron sicakligia esittir(Te=Tg). Bu tiir plazma ¢ok yiiksek sicakliklara ulasir ve
ornegin termoniikleer fiizyon reaksiyonlarinda yer alir. Tersine termal olmayan
plazma, termodinamik dengeden uzak, zayif bir iyonize gazdir. Elektron sicakligi 1-
10 eV iken, elektronlar harici olarak uygulanan bir elektrik alanindan kazandiklar
kinetik enerjinin tamamini daha biiyiik parcaciklara aktaramazlar ve bu nedenle gazin

sicakligt diisiik kalir(Te>>Ty).

Termal Olmayan Plazmalar
Ternal Plazmalar

"Soguk" Termal Olmayan Plazma Geleneksel "Sicak" Plazmalar
TAT, = 300...400 K T<< T, £10%.10°K TixTy =T,
T << T 10°K {10 eV) T T, s410°K T,<5 10°..10°K

Sekil 1.2: Plazma siniflandirmasi [6]

Atmosferik soguk plazma (ASP), oda sicakliginda veya yakin sicaklikta kaldigi,
termal olmayan bir plazmadir [7]. Notr gaz sicakliklarindaki farkliliklar ile ilgili
olarak, termal plazmalar, kaynak, kesme veya puskiirtme gibi 1sil islemin gerekli
oldugu uygulamalar i¢in yaygin olarak uygulanir [7],[8]. Sekil 1.3’deki gibi korona
desarji, DBD (Dielektrik Bariyer Desarj), atmosferik basingli plazma jeti, elektron
1sinlari, plazma ignesi, mikrodalga desarjlari, alternatif akim (AC) altinda ¢alisan veya
darbeli dahil olmak fiizere plazma iiretmek i¢in ¢esitli elektrik giic kaynaklari
gelistirilmistir [7],[9]-[11].

Sekil 1.3: Plazma tirleri: bariyer desarj(1), korona(2), mikroplazma dizileri(3),
plazma jet(4), kayan ark(5), ark jet(6), mesale(7), ark(8) [6]



Genel olarak ASP cihazlar1 elektrot konfigiirasyon oOzelliklerine ve tedavi igin
kullanim sekillerine gore direkt, indirekt ve hibrit plazma kaynaklari olarak
siniflandirilabilir. Direkt plazma kaynaklarinda hedef alan ve doku karsi elektrot
olarak kullanilir ve elektrik devresini entegre eder. Direkt plazma muamelesinde
muamaele edilen malzeme dogrudan plazma desarjina maruz kalir. Indirekt plazma
kaynaklarinda plazmay1 olusturmak i¢in iki elektrottan yararlanilir ve bir gaz akisi
yoluyla hedefe plazma Gruinlerinin bu gaz akisi ile ulastirilmasi saglanir. Hibrit plazma
kaynaklar1 ise olusturulan akim hedef alan1 gegmedigi i¢in dolayli, plazma iiretim

teknigi ile dogrudan plazma kaynaklarin 6zelligini birlestirir [12],[13].

ASP uygulamalar elektrik miihendisliginden gida sektdriine malzeme biliminde
biyotibba kadar birgok alanda kullanilmaktadir [Sekil 1.4]. Glnluk hayatta bilgisayar
cipleri, plazma televizyon, floresan ve yiiksek yogunluklu desarj lambalari, plazma ile
muamele edilmis tekstil ve polimer kaynaklama, su ve hava temizleme gibi birgok
tirtinde karsimiza ¢ikar [14],[15]. Bu tezde de plazmanin biyomedikal alaninda dental

uygulamalari ile ilgili ¢aligilmastir.



Plazma Teknaolojisi

I . I Elektronik
Gida Bilimi Biyotip Malzeme Bilimi Miihendislii
— Enzim — Yara lyilesmesi
inaktivasyonu yiies
—Dekontaminasyon| — Kanser Tedavisi
Yenilebilir . C
— Ambalajlama — Dis Hekimligi
| ] Ozellik | ] Gen
Modifikasyonu Transfeksiyonu

Sekil 1.4: Bilim, teknoloji ve endiistrinin ¢esitli alanlarindaki termal olmayan plazma
uygulamalari [16]

1.1.1 Dielektrik Bariyer Desarj (DBD) Plazma Sistemi

DBD, cam, kuartz, seramik, epoksi resin gibi yalitkan bir dielektrik malzeme ile
ayrilmig iki elektrot arasindaki AC desarjidir ve besleme gazi olarak c¢ogunlukla
atmosferik hava [17],[18] kullanilir. Bu desarjlar 0,05-500 kHz frekans araliginda ve
1-100kVms voltaj araliginda c¢alistiriir. DBD, en az biri dielektrik malzeme ile
kaplanmais iki metal elektrot arasinda iiretilir ve DBD konfigiirasyonlar1 diizlemsel ve
silindirik olmak iizere ikiye ayrilir [Sekil 1.5]. Ayrica elektrotlarin her ikiside
dielektrik malzemeyle yalitilmissa ylizey dielektrik bariyer desarj olarak adlandirilir
ve elektrot ylzeylerinde sadece mikro-desarj tiretir. Eger elektrotlarin sadece biri
dielektirk malzeme ile yalitilmigsa hacimsel dielektrik bariyer desarji olarak
adlandirtlir ve plazma elektrotlar arasinda iretilir. Burada kullanilan dielektrik

malzemeler hem filamentlerde spark olusumunu engeller hem de mikro desarjlari tiim
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elektrot alanina dagitir. Ayrica dielektrik malzemenin cinsi farkli tiirlerin yogunlugu
ve enerji seviyesi gibi desarj Olgulerini etkiler [19]. DBD, yiizey isleme [20],
polimerlerin plazma destekli kimyasal buhar birikimi [21], bakteri inaktivasyonu [22],
CO ve NOyten ¢ikan egzoz dumanlarmi temizleyerek Kkirlilik kontroliinde,
biyomedikal cihazlarin sterilizasyonunda [23] ve atik su aritma gibi endiistride genis

bir uygulamaya sahiptir.

&

Diizlemsel DBD konfigiirasyonlar

[ [
T

Silindirik DBD konfigiirasyonlar

@ AC yitksek voltaj oo desari

SRR dielektrik bariyer

Sekil 1.5: Dielektrik Bariyer Desarj(DBD) plazma konfigiirasyonlari [24]

DBD plazmay1 canli dokuya uygulayabilmek i¢in yiizen (floating) elektrot-dieletrik
bariyer desarj(FE-DBD) plazma gelistirilmistir. Yiizey dielektrik bariyer desarj
plazmadaki toprak elektrodunun yerini canli doku alir ve doku ile elektrot arasinda
plazma olusur [Sekil 1.6]. Yani doku/hiicreler karsi elektrot olarak ¢alisir. FE-DBD
plazma canli dokularin yiizeyine yerlestirilmede esnek oldugu ve termal hasar
yaratmadig1 i¢in canli doku ve biyolojik sistemlere dogrudan muameleye izin verir.
Uretilen mikro desarjlar, canli doku veya cilt yiizeyinde ortaya ¢ikar ve tibbi tedavide
boylelikle tibbi tedavide kullanilir. Ozellikle belirli kan proteinleri tizerindeki segici

etkilerin tetiklemesi ile kan pihtilasmasini indiikledigi gosterilmistir [25].
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Sekil 1.6: Canli doku ile dogrudan temas halinde olan Yiizen Elektrot Dielektrik
Bariyer Desarj (FE-DBD) plazmasinin fotografi [26]

1.1.2 Plazma Kimyas1

Plazma tiretimi esnasinda ozon(O3), atomik oksijen (O), siiperoksit (O2), tekli oksijen
(*0y), yar1 kararli oksijen("O2), hidroksil radikali(OH) ve hidrojen peroksit (H20,)
gibi kisa omiirlii reaktif oksijen tirleri, nitrik oksit (NO), nitrit (NO2"), nitrat (NO3")
ve peroksinitrit (ONOQ") gibi reaktif nitrojen turlerine ek olarak UV gibi enerjik
fotonlar, yiiklii ve yiiksiiz parcaciklar gibi birgok aktif tur tretilir. Hepsi sinerjik olarak
katkida bulunan kimyasal olarak reaktif bu plazma bilesikleri, temel plazma kimyasini
oldukga karmasik hale getirir. Ancak bu tiirlerin olusumu ise su sekilde agiklanabilir;
elektrotlar arasinda bulunan gaza elektrik alan veya elektrik enerjisi uygulandiginda
elektronlar daha yiiksek enerjili elde edilsin diye biriktirilir. Bu elektronlarin ortam
gaz atomlart ve molekiilleri ile ¢arpismasit ve sonugta ortam gazinin elektron
kaybetmesi nedeniyle pozitif ylkli atomik ve molekiiler iyon olusumu meydana gelir.
Plazma Uretimi esnasinda agiga ¢ikan bu tiirler ASP’nin biyolojik aktivitesinin temel
pargasidir. Plazma desarjinda meydana gelen bazi degisimler asagidaki gibi

agiklanabilir:



0+02+M — 03 +M— O3+ M
0O+0+M—-02+M
N+O,—>NO+O
N+NO—->N2+O
N2"+ 02 - N0+ O
N2+ 02, — N2 + 20
0" + H20 — H20." — 20H
NO; + O3 — NO3 + O2

Ozellikle ROT, birgok biyolojik makromolekiil ile reaksiyona girerek oksidatif yapisal
modifikasyona ve biyolojik islevlerinin kaybina neden olabilir [27]. Hicresel diizeyde,
ROT biiyiime, apoptoz ve diger sinyal sureglerini diizenler [28]. Ayrica, ROT, 6limcul
strese karsi bakteriyel yanitta en 6nemli ajanlar olarak ortaya ¢ikmaktadir. Halen

stiperoksit, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalinin etkileri incelenmektedir.

RNT, canli sistemler 1i¢in hem zararli hem de faydali olabilir. Diisiik
konsantrasyonlarda, RNT sinyallesmede diizenleyici bir araci olarak 6nemli bir rol
oynayabilir. Ancak, yliksek konsantrasyonlarda, RNT canli organizmalar igin zararh
olabilir ve 6nemli hicresel molekiilleri inaktive edebilir [29]. Nitrik oksit, fizyolojik
stireclerin dnemli bir diizenleyicisidir ve stiperoksit ile reaksiyonun son Grlint olarak
nitrit peroksit tretir [30],[31].

1.1.3 Tibbi Plazma

Plazma tibbi, plazma fizigi ve klinik tibb1 birlestiren yenilik¢i bir arastirma alanidir.
Esas olarak terapdtik ortamlarda atmosferik soguk plazma (ASP) uygulamasina
odaklanmistir. Plazmanin gesitli kanser hiicrelerinde reaktif oksijen turlerinin (ROT)
ve reaktif nitrojen tdrlerinin (RNT) olusturulmasi yoluyla oksidatif ve nitratif stresleri
arttirmak i¢in kullanilabilen ve sonucunda segici olarak kanser hiicrelerini 6ldiiren

cesitli reaktif tiirler tiretir [32],[33]. Saglikli hiicrelerde ise ASP uygulamasinin hiicre



proliferasyonunu indiikledigi gosterilmistir [34]. Dermatolojide de plazma tibb1 yiizey
modifikasyonu ve sterilizasyonu i¢in ve ayrica enfekte ve iltihapli cilt hastaliklarinin
tedavisi i¢in kullanilmistir [35],[36].Ayrica yapilan c¢alismalarda , plazmanin tipta
dental ekipman gibi potansiyel klinik uygulamalarin1 ve implant tedavisine ek olarak
kan pihtilagmasin1 ve yara iyilesmesini terapdtik olarak gelistirti§ini gostermistir

[37],[38].

1.1.3.1 Plazmanin Antimikrobiyal Etkinligi

ASP tipta dezenfeksiyon [39], kronik yaralarin tedavisi [40], dis hekimliginde
kanallarin sterilizasyonunda [41] ve endiistride gida dezenfeksiyonu olmak {izere pek
cok alanda kullanilmaktadir. Tiim bu alanlardaki sterilizasyonu ASP uygulamasi
sonucu agiga cikan pozitif ve negatif iyonlar, ndtr atomlar, reaktif molekiiller, yar1
kararli radikaller ve fotonlar yapmaktadir. Bu bilesenler mikroorganizmalari 61diirmek
icin ve biyofilm matrisini bozmak igin sinerjik olarak galisabilirler [42]. ROT ve RNT
mikroorganizmalarda, lipid peroksidasyonu, hiicre duvari erozyonu, hiicre zari
bozulmasi, DNA ve RNA'da hasar1 ve apoptoza neden olabilir [43],[44]. Selil 1.7°de
de ¢esitli patojen hiicrelerinin membranlarinin ASP uygulamasi sonucundaki degisimi

gorulmektedir.



Sekil 1.7: Atmosferik soguk plazma muamelesi olmadan ve 5 dakika muameleden
sonra 1 saat temas siiresinin ardindan bakteriyel hiicrelerin taramali elektron
mikroskobu gorintuleri: P. aerugenosa (a, b), V. paraheamyticus (c, d), E. coli (e, ),
L. monocytogenes (g, h) ve S. aureus (i, j). Biyiitme: x 25.000. Calisma gazi
bilesimi: 90:10 argon/ oksijen orani. Beyaz oklar, bakteri hiicreleri tizerindeki 6nemli
hasarlar1 gosterir [45]

Gergekten de gosterildigi gibi plazma tarafindan iiretilen yiiklii par¢aciklar ve RNT,
bakteri hiicrelerinin duvarlarinin, kaplamalarinin ve zarlarinin biitiinliigiinii biiyiik
Olctde bozabilir [46]-[48]. Son yillarda ASP sterilizasyonun olasi reaksiyonlarini
anlamak i¢in pek ¢ok adim atilmasina ragmen siirecin biiylik kismi belirsizligini

korumaktadir ¢linkii bu siire¢ ¢ok ¢esitli mekanizmalari igerir.
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Sekil 1.8: ASP’nin antimikrobiyal etkinliginin mekanizmalari [49]

1.1.3.2 Pihtilagsma

Plazma tibbinda arastirllan bir diger konu kan pihtilagmast ve hemostaz
uygulamalaridir [50]. ASP muamelesi ile a¢iga ¢ikan reaktif oksijen tiirleri(ROT) kan
pihtilasmasinda O6nemli bir basamak olan eritrosit-trombosit etkilesimlerinin
aktivasyonlarini tetikler [51] ve trombosit fonksiyonu ve agregasyonu bu turlerden
etkilenir [52],[53]. Son yillarda yapilan birgok ¢alisma ile ASP’nin termal doku hasari
olmadan kan pihtilasmasini uyarmada etkisi oldugu gozlemlenmistir ancak temeldeki
biyokimyasal mekanizmalar [54] anlasilamamistir. Yapilan bir c¢alismada DBD
uygulamasinin sitrathi tam kan numunelerini direkt uygulanmasi araciligiyla 15
saniyede pihtilastirabilecegini gosterilmistir, bu plazma muamelesi olmayan kan
numunesi i¢in 15 dakikadan ¢ok daha kisa siirer [51],[55] . Bir diger ¢alismada ise
hava plazma spreyinin tasidigi bol oksijen sayesinde sodyum sitratla antikoagule
edilmis tam kan numunelerini 20 saniye daha kisa bir siirede pihtilastirabilecegi
gosterilmistir, plazma muamelesi yapilmayan kan numunesi i¢in 30 dakikadan daha

az surer [56]-[60]. Yine bir baska ¢alismada ise argon ve helyum plazmanin ardisik
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olarak uygulandigi plazma ignesi ile muamele edilen hayvan yarasinda Once
pihtilagsma sonrasinda ise yara kapanmasinin uyarildigi gézlemlenmistir [61]. Tlm bu
caligmalarda da gozlemlendigi gibi ASP uygulanmasinin kanamay1 durdurup, pihti

olusumunu indiiklerken [55],[51] ayn1 zamanda da sterilize etme kabiliyetine sahiptir.

Tiim bu in vitro ve in vivo deneylerin haricinde klinikte de uygulamasi olan argon gaz
desarjlarinin bir uygulamasi olan argon plazma koagtilasyon(APK), genel cerrahi [62]
basta olmak tizere, laparoskopi [63], torakoskopi [64], jinekoloji [65] cerrahi basta
olmak iizere pek ¢ok alanda yillardir kullanilan bir elektrokoagiilasyon yontemidir.
APK'nun kan damarlarinin ve insan dokusunun pihtilasmasinda etkili oldugu
kanitlanmistir. APK dokuda temassiz ve ylzeysel termal etkilere [66] sahip oldugu

icin elektrocerrahide ¢ogunlukla tercih sebebidir

1.1.3.3  Yara lyilesmesi

Yara, herhangi bir travma sonucu dokunun anatomik ve fonksiyonel biitiinliigliniin
bozulmasidir ve doku hasar derinligine gore erozyon, lilser ve fissiir olarak tanimlanir.
Yara iyilesmesi ise biitiinliigii bozulan dokunun diizenli ve sirali, hiicresel,
biyokimyasal ve fizyolojik olaylar sonucunda yeni doku olusturmasina denir. Yara
tyilesmesi sirasiyla birbirini takip eden hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve
remodeling olmak lizere 4 fazdan olusur. Hemostaz; yaralanmadan hemen sonra
bolgedeki kanamayr durdurmak igin olusan ilk fizyolojik yanittir. Trombosit
agregasyonu, degraniilasyon, vaskiiler daralma ve son olarak fibrin olusumuyla
sonuglanir [67]. Hemostazda pihtilagsma igin énemli olan TDGF, TGF-B, FGF gibi
biiyiime faktérleri salgilanir [68]. Inflamasyon; mikroorganizmalardan kaynaklanir ve
ilk olarak yaraya notrofillerin infiltrasyonu gergeklesir ardindan makrofajlar ve
I6kositler gelir[69]. Lokosit gogleri TGF-B, TNF-a, IL-1 ve faktor-1V gibi biylime
faktorleri tarafindan uyarihir[70]. Notrofil ve lokositler bakterilerileri yok ederken
makrofajlar biiylime faktorlerinin salgilanmasini saglarlar. Proliferasyon inflamasyon
ile ortiismektedir ve yeni kan damarlariin olustugu anjiyojenez, hiicre dig1 matris
birikimi icin kolajen sentezi ve yeniden epitelizasyondan olusur [71]. Remodeling ise
yara iyilegsmesinin son asamasi olarak bilinir ve kolajen ve vaskiiler yapinin yeniden
yapilanmasini icerir [72]. Tiim yara iyilesmeleri bu fazlari igerir ancak akut ve kronik

yara olmasi bagli olarak onarim siiresi ve iyilesme siirekliligi degisebilir.
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ASP' nin antimikrobiyal aktivitesinden dolay1 klinikte yaralarda ve dokularda
mikrobiyal yiikk azalmasiyla gosterilmistir [73],[74]. Kronik diyabetik farelerin
yaralarinda yapilan c¢alismada helyum atmosferik basing-DBD plazma jet
muamelesinin anjiyojenez aktivitesini destekledigi, yara dokusu olusumunu
siirlandirdigi, kolajen olusumunu hizlandirdigi ve sonugta kronik yara iyilesmesini
hizlandirdig1 sonucuna ulagilmistir [75]. Sprague-Dawley (SD) farelerinin sirtlarina
2x2 cm'lik yaralar olusturularak yapilan deneyde ise kisa siireli ve diisiik doz termal
olmayan plazma jet yara tedavisinin, hayati organ toksisitesi olmadan farelerde yara
iyilesmesini hizlandirdigi gosterilmistir [76]. ASP 'nin siganlarda tam kalinliktaki akut
deri yara modelinin iyilesmesi {izerindeki etkisi incelenmistir ve iyilesmenin erken
evresinde (1-3.giin) gruplar arasinda yara kapanmasinda bir fark bulunmamasina
ragmen, kontrol gruplariyla karsilastirildiginda Sekil 1.9 hem 1 dakika hem de 2

dakika boyunca plazma muamelesinin 7. giinde yara kapanmasini anlamli sekilde
iyilestirdigi ve 14.giinde yaralar tamamen kapatildigi gozlemlenmistir [77]. Bu
calismalarin sonuglari, ASP muamelesi sonrasi1 yara iyilesmesinin sadece mikrobiyal
yiik azalmasina degil, ayn1 zamanda doku rejenerasyonunun dogrudan uyarilmasina

da bagli oldugunu gostermektedir [78].
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Sekil 1.9: (a) Kontrol ve plazma ile muamele edilen yaralarda 3, 7, 10 ve 14.
giinlerdeki tam kalinliktaki deri yaralarinin ve sonraki yara kii¢iilmesinin temsili
fotograflari. Olgek cubugu: 1 cm. (b) Kontrol ve plazma ile muamele edilen
yaralardaki yara alaninin 6l¢iimii. Ortalama + TEM, *p <0.005, **p <0.001 [77]

1.1.3.4 Plazmanin Antikanser Etkinligi

ASP’ nin antilanser Ozelligi basta karaciger kanseri hiicreleri, akciger kanseri
hicreleri, glioma hcreleri, cilt kanseri hiicreleri, rahim agz1 kanseri hiicreleri, kemik
kanseri hicreleri, myeloma hucreleri, melanom hiiceleri, mesane kanseri hucreleri
olmak {izere birgok kanser hiicresiyle yapilan in vivo ve in vitro deneylerle
kanitlanmistir [50],[79]-[88]. ASP tarafindan iiretilen reaktif tiirlerinin DNA hasarini
tetikleyerek [89] tumor hicresi apoptozunun [33],[90] ana nedeni olabilecegi 6ne
siirilmiis olsa da ASP ile tiimor hiicreleri arasindaki etkilesim mekanizmasi hala

belirsizdir.

ASP, hem in vitro hem de in vivo olarak ¢esitli kanser hiicre tiplerini etkili bir sekilde

ortadan kaldirdig1 gosterilmistir. Murin pankreas kanseri hicreli timér modeli

13



kullanilarak ASP’ nin peritoneal metastatik lezyonlar tizerindeki etkisinin incelendigi
calismada hem in vitro hem in vivo testler yapilmistir. Hem plazma hem de plazma ile
muamele edilmis ¢ozeltiye maruz kalma, hiicre canlilifimi ve 6606PDA kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini 6nemli Ol¢iide azaltirken, fare fibroblastlari daha az
etkilenmistir. ASP ile muamele edilmis ortamin tekrarlanan intraperitoneal tedavisi,
manyetik rezonans goriintiileme ile belirlendigi iizere in vivo tiimdr biiylimesini ve

timor kutlesinin azaltt [91].

1.1.3.5 Plazmanin Dental Uygulamalari

ASP' nin dental implantlarda biyouyumluluk, yiizey iyilestirme ve temizleme etkinligi
lizerindeki etkilerini arastirmay1r amaglayan bir¢ok calisma yapilmigtir. Plazma
uygulamasinin ve peptit konjuge edilmis Ti disklerin etkinliginin incelebdigi
calismada kontrol, ASP ile muamele edilmis, RGD(arginin-glisin-aspartik asit) peptit
kapli ve ASP ile muamele edilmis+ RGD peptit kapl Ti diskler olmak iizere 4 farkli
grup kullamilmistir. Yapilan c¢aligmada RGD+ASP’ nin, hiicre yapismasini ve
¢ogalmasini 6nemli dl¢iide artirdig1 gézlemlenmistir [92]. Zirkonya disklerle yapilan
bir ¢alismada ise He-ASP jetinin, yiizey topografyasint degistirmeden hidrofilisiteyi
arttirdig1 ve yiizey kimyasi degisikligi ile bakteri iiremesini ortadan kaldirdigi
gozlemlenmistir [93]. Plazma kaynagi olarak kINPen Med ve implant malzemesi
olarak ise Ti kullanildig1 16 domuz iizerinde yapilan in vivo ¢aligma sonucunda ASP,
yuzey morfolojisinde kayda deger bir degisiklige yol agmamustir. Yerlestirmeden 6nce
ASP uygulamasi daha yiiksek KIT(kemik implant temasi) ve ITBD (Disler aras1 kemik
yogunlugu) (Interthread bone density) ile sonug¢lanmustir, ancak daha hizli veya daha
gliclii kemik yapigmasi ve mineralizasyon saglamamustir [94]. Bir diger in vivo
calisma da ise kINPen plazma kaynagi olarak kullanildigi, yetiskin erkek beagle
kopekleri tizerinde yapilan ¢alismada ASP’ nin, ¢evre dokularla daha yiiksek diizeyde
temas saglayarak, piiriizlii Ti ylizeyleri ¢cevresinde daha hizli ve daha yiiksek miktarda
kemik olusmasimi sagladigi kamitlanmistir [95]. In vitro ve in vivo modellerin
gosterdigi antimikrobiyal ve yiizey modifikasyonunda plazma potansiyeli, peri-

implantitis tedavisinde ASP’ y1 umut verici bir segenek olarak géstermektedir.
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1.2 Dental Implantlar

Ik dental implantlarin kullanilmas1 Eski Misir’a kadar dayanmaktadir. O dénemde
deniz kabugu ve tas sonrasinda ise soy metallerin kullanilmasiyla [96] baslasa da bu
alandaki en onemli gelisme Per-Ingvar Branemark’in yaptigi deneyler sonucunda
titanyumun paslanmaz ¢elige oranla kemige daha iyi tutundugunu gézlemlemesi [97]
ve dental implantlar gelistirilmesi ve pazarlanmasi i¢in bir sirket kurmasi olmustur

[98], [99].

Dental implantlar, disin dogal kokiiniin yerini almas1 ve dis protezinin takilmasina
imkan tanimmasi igin kemige yerlestirilir [Sekil 1.10]. Dental implantin
biyomalzemesinin alerjenik reaksiyona ve dokuda toksisiteye sebep olmamasi gerekir
ayrica biyomalzemenin doku ile uyumluluguda implantasyonda dikkat edilmesi
gereken en 6énemli konudur. Dental implant malzemesi olarak polimerler, seramikler,
metaller ve bunlarin c¢esitli kombinasyonlar1 olarak kompozitler kullanilmistir.
Polimerik malzemelerin kemik entegrasyonunun olmamasi, yiiksek yiikleme
kuvvetleri altinda c¢alisma sirasinda mekanik kirilmalara yatkin hale getiren diisiik
mukavemet 6zellikleri ve ters immiinolojik tepkilere sebebiyet vermesinden dolayzi,
kullanimlar1 kaplama malzemeleri ve dis protezlerine bagl sok emici pargalar olarak
kisitlamigtir [100], [101]. Hidroksiapatit, trikalsiyum fosfat, biyoglass, aliminyum
oksit gibi seramikler diisiik mukavemetlerine karsilik miikemmel biyouyumlu
biyomalzeme olmalar1 sebebiyle tiim implant {iretimi veya kaplama olarak
kullanilmaktadirlar [102],[103]. Metalik biyomalzemeler ise diisiik korozyon direnci,
yuksek yogunluk gibi dezavantajlarina ragmen giiglii, sert ve kolay sekillendirilebilir
ozellikleri ile dental implant olarak kullanilmislardir [104],[105]. Metal dental implant
olarak ge¢misten giiniimiize altin, paslanmaz ¢elik, kobalt-krom alagimlari, titanyum
ve alagimlar1 gibi bircok metal ve alasimlari kullanildi [105]. Bu metalik
biyomalzemeler arasinda ozellikleri geregi en cok tercih edilen ise titanyum ve

titanyum alagimlaridir [101].
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Sekil 1.10: Dogal dis(sol) ve implant(sag) karsilastiriimasi [99]

Titanyum iyi bir mekanik stabilite, diisiik yogunluga(4.5g/cm®), yilksek mukavemete,
diisiik elastisite moduliine [106] ve iyi bir biyouyumluluga [107] sahiptir ve ayrica
alerjenik degildir [108]. Biyouyumlulugunun iyi olmasinin sebebi ise implante edilen
doku ile arasinda aninda TiO2 benzeri bir tabaka olusturmasi ve sonucta da i1yi bir
korozyon direncinin olugmasidir [109]. Korozyon direnci implantin doku ile kimyasal
etkilesime girerek sitoksik etki engelledigi icin implantasyon islemi igin ¢ok
onemlidir. Titanyumun bu 6zellikleri ¢esitli elementlerle alagimlar1 hazirlanarak daha
da kullanighi hale getirilmistir(Ti-6Al-4V, Ni-Ti vs.). Gunlimizde ise dental
implantlasyonda en ¢ok kullanilan Grade-5(Ti-6-Al-4V) diger titanyum alagimlarina
oran daha iyi mekanik 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadir [Sekil 1.11].

Ozellik Grade1 Grade2 Grade3 Grade4 Ti6Al4V Ti13Nb132Zr
Gerilme direnci (MPa) 240 345 450 550 860 1030
Akma dayanimi (0.2% ofset) (MPa) 170 275 380 485 795 900
Uzanim (MPa) 24 20 18 15 10 15
Alanin azaltilmasi (MPa) 30 30 30 25 25 45

Sekil 1.11: Titanyum ve alagimlarinin mekanik 6zellikleri [104]
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1.2.1 Osseointegrasyon

Osseointegrasyon terimi ilk kez Per-Ingvar Branemark tarafindan kemik hiicrelerinin
dental implantin ylizeyine entegre edildigi ve sonug olarak ¢ene kemigi tarafindan
mekanik olarak sabitlendigi kemik-implant entegrasyonunu ifade etmek icin
kullanildi. Bu dental implant ile kemik arasindaki mekanik kilitlenme, oral
yiiklenmeye kars1 implantin dayanimina yardimci olur [110]. Iyilesme siireci, implant
kemige yerlestirildikten hemen sonra baglar ve implant {izeri osteoblast hiicreleri ile
tamamen kapli goriinene kadar devam eder [Sekil 1.12]. Bu siiregte osteoblastlar
implant ylzeyine tutunur ve fibroz doku olmaksizin dogrudan kemik-implant araytzu

olusur. Bu araylize osseointegrasyon denir.

Primarily mechanical stability New vessel formation
—+—— New vessel
In 24 hours On the 4th day
Temporary loosening Secondary stabullw
2 = i) Neutrophil
T ® Macrophage
| "
., —‘ e Erythrocyte
; —— /g 0 rythrocy
b 4‘ -ﬁ,’ W Monocyte
T a2 . Mesenchymal
‘e -
14 o stem cell
: \: Osteoblast
# Tcel
On the 4th week After 6-8 weeks
Osteocyte

Sekil 1.12: Dis implantlarinin osseointegrasyonu igin zaman ¢izelgesi [106]

Osseointegrasyonun iyilestirilmesi bir anlamda implantlarin uzun vadade basarisinin
arttirtlmast  anlamina gelmektedir. Osseointegrasyonun kalitesini  ve hizim
biyomalzeme bilesimi, implant genisligi, uzunlugu ve geometrisi, biyomekanik
faktorler, ylizey Oellikleri, hastanin tibbi durumu, kemik kalitesi gibi bircok fiziksel,
kimyasal ve biyolojik 6zellige baglidir [98],[103],[100].
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1.3 Calismanin Amaci

Titanyum gibi biyomalzemelerin dis hekimligi ve ortopedik implantlarda kullanimi
oldukga yaygindir. Osseointegrasyon ise canli doku ile implant malzemesi arasindaki
biitiinliigiin bir dl¢iisiidiir. Implant tedavisinde osseointgerasyon siiresinin uzamasi
implant basarisint olumsuz etkilemektedir. Bu bakimdan osseointegrasyon siiresinin
kisaltilmasi 6nem arz etmektedir. Osseointegrasyon siiresini kisaltmak, implant yizey
Ozelliklerini degistirmek ve daha iyi piirtizliiliik elde etmek i¢in implant malzemelerine
cesitli uygulamalar yapilmaktadir. Kumlama ve asitle asindirma, anodlama veya
hidroksiapatit kaplama gibi mekanik ve kimyasal islemler, Ti implantlarinin
ylizeylerini modifiye etmek icin kullanilir, osteogenezi ve dolayisiyla erken
osseointegrasyonu tesvik eder. Bu mekanik ve kimyasal yontemlere ek olarak, ASP ve

UV tedavisi de erken osseointegrasyon elde etmek igin kullanilmstir.

Bu calismanin amaci ise atmosferik soguk plazma uygulamasinin, farkli saklama

kosullarinda titanyum implant yiizeyinde uzun vadeli etkilerini belirlemektir.
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2 Gerec ve Yontem

2.1 Titanyum Disklerin Hazirlanmasi

Titanyum numunesi olarak 10 mm ¢apinda ve 3 mm yiiksekliginde Medikal Grade-5
Ti(Ti6Al4V) kullanildi. Ti diskler 6 saat % 70 etil alkol i¢inde tutuldu, sonra bir kez
steril deiyonize su ile yikandi ve 24 saat UV altinda birakildi sonug olarak Ti diskler
steril olarak kullanima hazir hale getirildi. Bu ¢calismada kullanilan Ti diskler Metrosan
End. ve Elk. Mek. Cihazlar ve Tibbi Malz. San. Tic. Ltd. Sti. tarafindan bedelsiz olarak
karsilandi.

2.2 Plazma Uygulamasi

DBD elektrotu, 10 mm kalinliginda bir bakir plakanin 1 mm kalinliginda bir cam slide
ile kaplanmasiyla olusturulmustur. Bakir plaka bir polietilen hazneye yerlestirildi ve
yiiksek voltajli bir elektrik kablosu ile gii¢ kaynagina baglandi. DBD plazma, 20 kHz'
de, 30 kV' da ve 1 mm desarj araligiyla ¢alistirilan 6zel yapim bir mikrosaniye darbeli
glic kaynagi tarafindan Uretildi. Steril Ti disklere Sekil 2.1’ de gosterilen Dielektrik
Bariyer Desarj (DBD) plazma ile optimize edilen sire boyunca muamele edildi.
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DBD Elektrot

Sekil 2.1: Dielektrik Bariyer Desarj(DBD) Elektrot

2.2.1 Optimum Plazma Uygulama Siiresinin Belirlenmesi

Caligmada kullanilacak plazma uygulama siiresini belirlemek i¢in steril Ti disklere 0,
30, 40, 50, 60 ve 90 saniye boyunca plazma uygulamasi ve hemen sonrasinda temas
acis1 Ol¢limii yapildi. Temas agis1 l¢limii 1slanabilirligin Temas agisini 6lgmek i¢in
disklere sabit damlatma teknigi uygulanarak optik bir tensiometre (KSV Attension
Theta Lite Optical Tensiometer, Biolin Scientific, Stockholm, Sweden )kullanildi. Her
bir disk i¢in dlgtimler ti¢ tekrar halinde yapildi. Plazma ile muamele edilmis disklerin
yuzeyleri tzerine 4 pl distile su damlas1 damlatildi. Distile su damlatilan titanyum
yiizeyin fotografi, cihaz tizerinde bulunun CCD kamera kullanilarak ¢ekildi. Su
damlacig1 sistem tarafindan analiz edildi, damlaciklarin sol ve sag taraflarindan 120
adet Ol¢iim alindi. Temas agisi, sol ve sag taraftaki tiim 6l¢iimlerin ortalamasi olarak
verildi. ASP uygulanma siireleri boyunca titanyum disklerin temas ag¢is1 zamana bagh
olarak olclldi. Yapilacak olglim sonucu minimum temas agist veren siire, diger

deneylerde referans siire olarak kullanildu.
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2.3 Yizey Karakterizasyonu

2.3.1 Hizlandirilmis Yaslandirma

Hizlandirilmis yaslandirma testi, nesnelerin normal yaglanma siirecini hizlandirmak
igin 1s1, nem, oksijen vb. kullanan testtir [111]. ASP uygulamasi yapilan Ti disklerin
kazandiklar1 ozelliklerin raf Omriiniin  degerlendirilmesi i¢in hizlandirilmig

yaslandirma Denklem(2.1) olarak verilmistir.

RT

[(Taa-Tr)/10] (2.1)
Q1o

Hizlandwrilmuis yaslandirma zamant =

RT, ger¢ek zamanli istenen, Taa hizlandirilmis yaslanma sicakligi, Trt ortam sicakligi
ve Qo yaslanma faktoriidiir. Bu formiil araciligiyla 60°C’ de hizlandirilmig
yaslandirma teknigi kullanild1 [Sekil 2.2]. Sterilize edilen Ti diskler 60 saniye ASP
uygulamasindan sonra serum fizyolojik, oda kosullar1 ve inert ortam olmak tizere 3
farkli ortamda saklandi. Her bir saklama kosulu icin 1 ay, 3 ay, 6 ay, 12 ay ve 24 ay
olmak {lizere 5 zaman noktasi kullanildi. Ayrica her saklama kosulu i¢cin ASP

uygulamasi yapilmayan kontrol gruplar1 da hazirlandi.
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Sekil 2.2: 60°” de Ti dislerin hizlandirilmis yaslandirma grafigi

Hizlandirmis yaslandirma sonrasinda optimum plazma uygulama sdresinin
belirlenmesi i¢in yapilan temas agis1 6lgiimleri ayni prosediirlerde yapildi. Her bir disk

icin dlgiimler ti¢ tekrar halinde yapildi.

2.3.2 Yizey Piiriizliiligii Olgtimi

Yiizey piirtizliiligii i¢in 0.glin plazma uygulanan; 60 saniye ASP uygulamasindan oda
kosullarinda 1 ay bekletilen, salin igerisinde 1 ay bekletilen, inert ortamda 1 ay
bekletilen, salin icerinde 24 ay bekletilen; ASP uygulamasi1 yapilmayan kontrol olmak
tizere 6 grup kullanildi. Yiizey morfolojileri, profilometre (Mitutoyo SJ-210)
kullanilarak incelendi. Profilometre ile mikron cinsinden ylzey pirizliligi
olcgllebilmektedir. Bu cihazlarda elmas stilus kullanilir ve yiizey piiriizliiliigii nimerik
olarak belirlenir. Kalem, numunenin yilizeyinde ilerler ve ciktilar gdsterge olarak
cihazda okunur. Cihazda kalic1 bir miknatis alanina yerlestirilmis indiiksiyon bobini
bulunmaktadir. Prob, test edilecek numune {izerinde gezerek yiizey diizensizlikleri
nedeniyle asagi- yukart dogru hareket etmektedir ve bu hareketler, indiiksiyon

bobininin miknatis alaninda hareket etmesine ve bir voltaj olusumuna neden
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olmaktadir [112]. Hareket sonucunda olusan elektrik sinyalleri kaydedilmekte ve ¢ikti
olarak kullanilmaktadir [113]. Algilayici ug (stylus) malzeme Uzerine temas ettirilir ve
belirlenen Olgiim mesafesi boyunca hareket ettirilerek tarama yapilir. Yiizeydeki
girinti ve ¢ikintilar ug vasitasiyla tespit edilir. Ucun dik yondeki hareketleri bir
dondiistiiriicti araciligiyla elektrik isaretine gevrilir. Daha sonra bu isaretler yiikseltici
ile biiytitiiliir ve bir kalem vasitasiyla ¢izilerek yiizey piiriizliliigii grafigi hazirlanmig

olur.

Ti disklerin yiizey piiriizlilligi, her diskte 500 um' nin Gzerinde bir tarama uzunlugu
ve 100 pm/ sn' lik bir tarama hizi ile 5 um' lik bir elmas ucu takip eden rastgele segilen
bes alana kaydedildi. Disklerin piirtizliiligi, aritmetik ortalama piiriizliilik (Ra, pm)

olarak sunuldu.

2.3.3 Protein Adsorpsiyonu

Protein adsorpsiyonu testi toplam proteinin kolorimetrik tespiti ve miktar tayini icin
bisinkoninik asit (BCA) bazli bir formiilasyondur. Bu yontem, bir alkali ortamda
protein tarafindan Cu*?nin Cu*e indirgenmesi (bilret reaksiyonu) ile bakir
katyonunun (Cu*?) son derece hassas ve segici kolorimetrik tespiti ile bisinkoninik asit
iceren benzersiz bir reaktif kullanilarak birlestirir. Bu testin mor renkli reaksiyon
irtinti, iki BCA molekiiliiniin bir bakir iyonu ile selatlanmasiyla olusturulur. Bu suda
¢oziiniir kompleks, genis bir calisma araliginda (20-2000 pg/mL) artan protein

konsantrasyonlari ile neredeyse dogrusal olan 562 nm'de gii¢li bir absorbans sergiler.

Proteinin makromolekiiler yapisinin, peptit baglarinin sayisinin ve belirli dort amino
asidin (sistein, sistin, triptofan ve tirozin) varliginin BCA ile renk olusumundan
sorumludur [114]. Buna gore, protein konsantrasyonlari genellikle, sigir serum
albiimini (BSA) gibi yaygin bir proteinin standartlarina referansla belirlenir ve rapor
edilir. Proteinden bilinen konsantrasyonda bir dizi seyreltme hazirlanir ve standart
egriye dayalt olarak her bir bilinmeyenin konsantrasyonu belirlenmeden &nce

bilinmeyenlerle birlikte test edilir.

Protein standardini hazirlamak i¢in stok sollisyonu olan 2000 pg/mL albiimin
standard1 konsantrasyonu 750 pg/mL,500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 75 pg/mL
ve 0 ug/mL BSA ve olacak sekilde PBS ile seyreltildi. Her konsantrasyon icin 3 tekrar
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halinde yapildi ve bir konsantrasyon- adsorpsiyon grafigi elde edildi [Sekil 2.4].

Sonrasinda ¢alisma reaktifi hazirlandi. Toplam ¢alisma reaktif hacmi:
(# standart + # bilinmeyen) x (# tekrar) X (numune basina ¢alisma reaktif hacmi)

formiilii ile hesaplanarak 3000 mL olarak bulundu. Sonrasinda 50:1, Reaktif A:B
oraninda toplam hacmi 3000 mL olan g¢alisma reaktifi hazirlandi. Ti disklerin
bulundugu her kuyucugun igine 200 mL ¢alisma reaktifi eklendi ve plakay1 30 saniye
boyunca bir plaka calkalayici tizerinde iyice karistirildi ve 37 © C'de 3 saat boyunca
inkiibe edildi. Plaka oda sicakligina sogutuldu ve her ti diskin bulundugu kuyucuktan
200 pL 96 kuyucuklu plakaya pipetlenerek bir Synergy TM HTX ¢ok modlu
mikroplaka okuyucusunda (BioTek, Winooski, VT, ABD) 562 nm'de absorbans
degerleri Olciildii. Her disk icin elde edilen absorbans degeri standart denkeleminde

yerine yazilarak konsantrasyon degeri hesaplandi.
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Sekil 2.3: Protein adsorpsiyonunun belirlenmesinde kullanilan standart
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2.3.4 X-Ismi Kirinimi

XRD o6lgumi plazma muamelesinin Ti diskin ylizeyini mi yoksa diskin batunini mu
etkiledigini incelemek i¢in yapildi. ASP uygulamasi sonrasinda Ti disklerde meydana
gelen faz degisikliklerini kontrol grubuyla karsilastirmak i¢in X-151m1 kirmnimi(
Panalytical Emparian XRD) ile karakterize edildi. XRD oél¢tmleri icin 5°-80° 26
araliginda 0.01 tarama adim biiytikliigii, 1sn/ adim edinim siiresi kullanilmistir. XRD
Olgtimlerinin yapildigr gruplar su sekildedir; 0.gin plazma uygulanan, ASP
uygulamasindan sonra oda kosullarinda 1 ay bekletilen, salin i¢erisinde 1 ay bekletilen,

inert ortamda 1 ay bekletilen, salin icerinde 24 ay bekletilen ve kontrol.

2.3.5 X-Ismi Fotoelektron Spektroskopisi

XPS analizi plazma muamelesinin Ti disklerin kimyasal bilesiminde herhangi bir
degisiklige neden olup olmadigini incelemek igin yapildi. Kontrol, plazma
uygulanmig(0.giin), oda kosullari(1 ay), inert ortam(1 ay),salin(1 ay) ve salin(2 yil)
gruplariin kimyasal bilesimi 60x60 mm 6rnekleme alani, 50eV enerji ve 300 pm Spot
boyutu parametrelerine sahip bir monokromatik Al-Ka hatt1 (1486.68 eV) 180°

yarimkiiresel analizor 128 kanalli dedektor X-1is1m1 fotoelektron spektroskopisi

kullanilarak ( XPS) (Thermo Scientific K-Alpha) ile degerlendirildi.

2.3.6 Taramal1 Elektron Mikroskopisi

0.giin plazma uygulanan, ASP uygulamasindan sonra oda kosullarinda 1 ay bekletilen,
salin icerisinde 1 ay bekletilen, inert ortamda 1 ay bekletilen, salin icerinde 24 ay
bekletilen ve kontrol gruplarinin yiizey topografyasi ve kompozisyonu bir Taramali
Elektron Mikroskopu(TEM)(Carl Zeiss 300VP, Germany) kullanilarak incelendi.
Incelemeler 3 kV ve 2500X biiyiitmede gerceklestirildi.
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2.4 In vitro Testler

2.4.1 Hiicre Canliliginin Degerlendirilmesi

Insan kemik iligi kaynakli mezenkimal k&k hiicre hatt1 (hMSCs) (HMSC-AD-500,
CLS cell lines Service, Lot #102, Eppelheim, Germany) kullanildi. -80°C’ de donmus
hlcreler iceren kriyotlip 37°C' de bir su banyosuna yerlestirildi. Hiicreler, sise i¢inde
sadece kicuk bir buz pargasi kalana kadar 37°C’ lik su banyosunda hafifce
donddrilerek hemen ¢ézduruldu. 1 mL 6nceden sitilmis biiyiime ortami, ¢oziilmiis
hiicreleri igeren kriyotiip i¢ine damla damla aktarildi. Daha sonra hiicreler, 3 mL' lik
bir biliylime ortami i¢eren bir santrifiij tiipline aktarildi. Hiicre siispansiyonu, 850 rpm’
de 5 dakika boyunca santrifujlendi. Santrifiijlemeden sonra, siipernatan, hiicre pelletini
bozmadan aseptik olarak bosaltildi. Hiicre ekimi i¢in, ¢0ziilmiis hiicreler, % 20 FBS
(fetal sigir serumu), %1 penisilin-streptomisin( 100 mg/ ml), %1 gentamicin ve %1 L-
glutamin iceren Dulbecco Modifiye Eagle’s Medium Nutrient Mixture F-12 Ham
icindeki standart 25 cm? polistiren hiicre kuiltlirii plakalarina ekilmistir. Hiicreler, %5
COz iceren 37°C' lik bir inktbatorde (Thermo Scientific™, Forma™ Steri-Cycle™
CO: Incubator) inkiibe edildi ve ¢ogaltildi. Kiiltiire alinan hiicrelerin ortami iki giinde
bir degistirildi. Kiiltiirlenmis hiicrelerin yogunlugu %90'a ulagtiginda hiicreler, %0.25
Tripsin (Gibco™) ¢ozeltisi kullanilarak 75 cm? polistiren hiicre kiiltiirii plakalarina

aktarildi. Caligmalar siiresince 7. pasajdaki hiicreler kullanildu.

Ti diskler tizerindeki hiicre canliligint degerlendirmek i¢in MTT (3-(4,5-dimetil-2-
tiyazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolyum bromur) kiti (iNtRON Biotechnology, 21180)
kullanildi. Hicre canlilik test grubu olarak 0. giin plazma uygulanan; 60 saniye ASP
uygulamasindan oda kosullarinda 1 ay bekletilen, inert ortamda 1 ay bekletilen, salin
icerinde 24 ay bekletilen ve ASP uygulamasi yapilmayan kontrol olmak iizere 5 grup
kullamldi. Hiicreler, 24 kuyucuklu plakalara yerlestirilen, 0.78 mm? lik yiizey alanina
sahip oncesinde 60 saniye boyunca DBD plazma uygulanmis ve belirtilen kosullarda
saklanmis Ti-6Al-4V disklere 10° hiicre/ ml yogunlukta ekildi. 37 °C, %5 CO;’ de 1,
4 ve 7 gunlik inkibasyondan sonra, her diske %10 MTT (5 mg/mL konsantrasyonda)
stok soliisyonu eklenmistir. Iki saat karanlikta 37°C' de %5 CO, inkiibatorde inkiibe
edildi ve sonra supernatantlar aspire edildi. Her diskteki formazan kristalleri, DMSO

(dimetil sulfoksit) (Merck-Millipore) i¢inde ¢6ziildii ve sonrasinda 96 kuyucuklu
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plakaya pipetlendi. Absorbans degerleri, Synergy TM HTX Cok Modlu Mikroplaka
Okuyucusu (BioTek, Winooski, VT, ABD) iizerinde 540 nm'de okundu. Olgiilen
absorbans degerleri ile karsilik gelen hiicre sayisi isaretlenerek kalibrasyon egrisi

cizildi [Sekil 2.4].
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Sekil 2.4: Absorbans- hiicre sayisi kalibrasyon egrisi

2.4.2 Hucre Morfolojisinin Incelenmesi

Inkiibasyonun 7.giiniinde formaldehit fiksasyonu gerceklestirildi. Hiicreler 20 dakika
oda sicakliginda PBS i¢inde % 4 formaldehit ile inkiibe edildi. Fikse edilen hiicreler 2
kez PBS ile yikandi. Gegirgenligi artirmak i¢in sabit hiicrelere PBS i¢inde % 0.1 Triton
X-100 eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda bekletildi. Hiicreler 2 kez PBS ile yikandi.
Bloklama soliisyonu(1% BSA- 1x PBS iginde) oda sicakliginda 30 dakika uygulanildi.
Daha sonra fikslenmis hiicreler bulunan disklerin tizerine 70 ul TRITC-konjugant
Phalloidin ¢alisma soliisyonundan eklendi ve hiicreler oda sicakliginda 60 dakika
inklbe edildi. Hucreler 3 kez PBS ile yikandi. Bu yikama adimindan sonra, hiicreler
70 pul DAPI ile oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi ve ardindan hiicreler 1x PBS
ile Gg kez (her biri 10 dakika) yikanmasi yoluyla ¢ekirdek boyama gerceklestirildi.
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Floresan goruntiler, bir floresan mikroskobu (Axio Vert.Al, Zeiss,Germany) ile 10X

magnifikasyonda gorsellestirildi.

2.5 Istatistiksel Analiz

Calismanin baslangicindan itibaren yliriitiilen ¢alismalarda tiim deney gruplarindan en
az U¢ numune test edilmis (n=3) ve tiim deneyler en az ii¢ tekrarli olarak
gergeklestirilmistir. Elde edilen tiim sonuglarin ortalama degerleri, standart sapmalari,
standart hata ve t test degerleri hesaplanarak istatistiksel analiz yapildi. Veriler igin

standart hata degerleri, her veri i¢in hata cubuklari olarak sunulur.
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3 Sonuclar

3.1 Optimum Plazma Uygulama Siresinin Belirlenmesi

Deneyler siiresince kullanilacak optimum plazma uygulama siiresini belirlemek igin 0
sn, 30 sn, 40 sn, 50 sn, 60 sn ve 90 sn plazma muamelesi sonrasinda 6lgllen temas
acist degerleri sirastyla 75.65°, 29.26°, 30.98°, 32.35°, 18.94° ve 20.28° idi (P<0.05).
Olgiim sonrasi en kiiciik temas acgisini veren siire 60 saniye olarak belirlendi [Sekil
3.1].
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Sekil 3.1: Temas agis1- plazma uygulama suresi grafigi. Belirtilen gruplar arasindaki
karsilagtirma i¢in *P<0.05.
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3.2 Temas Agisinin Degerlendirilmesi

Belirlenen optimum uygulama siiresi (60 saniye) ile muamele edilen Ti diskler farkli
siirelerde ve farkli ortamlarda saklanarak temas Olgiimleri yapildi. Temas acisi
Olgiimleri birbirleriyle ve plazma muamelesi yapilmayan kontrol grubuyla
karsilastirildl [Sekil 3.2]. Oda kosullar1 ve inert ortamda saklanan Ti disklerin tiim
zamanlar i¢in temas agilar1 yaklasik 80°’dir ve bu hem salin igerisinde saklanan Ti
disklerin tiim saklama stireleri icin hem de kontrol degeri olan 18.94’ten biiyliktiir.
Plazma muamelesinden sonra salin icerisinde 1 ay, 3 ay, 6 ay, 1 yil ve 2 yil bekletilen
Ti disklerin ise temas acilar1 sirasiyla 20.88°, 13.74°, 7.08, 13.75° ve 12.68°’ dir. 3 ay,
6 ay, 1 yil ve 2 yildaki temas acilar1 kontrol degerinden daha kiigliktiir ve salin
icerisinde 6 ay bekletilen Ti diskler 7.08° ile tiim gruplarin ve kontrol grubunun en

kiiciik temas agisidir.
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Saklama Siiresi

Sekil 3.2: Temas agisinin saklama kosullari ve siirelerine bagli degisimi. Belirtilen
gruplar arasindaki karsilastirma i¢in *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.005.

3.3 Ylzey Piirtizliiliigiiniin Degerlendirilmesi

Yiizey piriizliliginiin incelenmesinde kontrol, 0.glin plazma uygulamasi, oda

kosullari(1 ay), inert ortam(1 ay), salin(1 ay) ve salin(2 yil) olmak iizere 6 deney grubu
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kullanildi ve bunlarin yiizey piirtizliliigii sirasiyla 0.342 pm, 0.421 pm, 0.343 um,
0.335 pm, 0.360 pum ve 0.322 um olarak ol¢uldi (P>0.05) [Sekil 3.3]. Elde edilen
sonuglara bakildiginda atmosferik soguk plazma uygulamasinin ve saklama

kosullarinin Ti disklerin yiizey piiriizliiliigiinde herhangi bir degisime neden olmadigi

gbzlemlenmistir.
0.700
0.600
= 0.500
g
Eé; 0.421
15 0.400 0.950
E 0.342 0.343 0.335 :
] - 0.322
=
5 0300
a
&
'g 0.200
g .
0.100
0.000
Kontrol 0.giin plazma oda kosullan{1lay) inert ortam (1 ay) Salin{1 ay) Salin(2yl)

uygulamasi

Saklama Kogullari

Sekil 3.3: Ti disklerin saklama kosullaria bagl yiizey piirtizliilligi degisimi.
Belirtilen gruplar igin P>0.05.

3.4 Protein Adsorpsiyonu

Ti diskler tizerinde ger¢eklesen protein adsorpsiyonunu miktarini degerlendirmek igin
kontrol, oda kosullari(1 ay), inert ortam(1 ay), salin(1 ay) ve salin(2 yil) olmak iizere
5 deney grubu kullanildi ve bunlarin protein konsantrasyonu ortalamalar1 sirasiyla
121.343 pg/mL, 108.206 pg/mL, 125.853 pg/mL, 145.441 pg/mL ve 145.069 pg/mL
olarak olculdii (P>0.05) [Sekil 3.4]. Inert ortam(1 ay), salin(1 ay) ve salin(2 yil)
gruplarin yiizeyinde absorplanan protein miktarlar1 kontrolle karsilastirildiginda daha

fazladir.
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Sekil 3.4: Ti disklerin saklama kosullarina bagli protein konsantrasyonu degisimi.
Belirtilen gruplar arasindaki karsilastirma i¢in P>0.05.

3.5 X-Isimi Kirmimi

XRD diyagramlar1 kontrol, 0.giin plazma uygulamasi, oda kosullari(l ay), inert
ortam(1 ay), salin(1 ay) ve salin(2 yil) gruplar1 kullanilanilarak karsilastirildi. XRD
grafikleri arasinda herhangi bir kayma gozlemlenmedi, tiim gruplarin diyagramlari

birbirleriyle ortiismiis bir sonug elde edildi [Sekil 3.5].
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Sekil 3.5: Kontrol ve belirlenen diger gruplarin X-1gin1 kirinim diyagramlari

3.6 X-Ismi1 Fotoelektron Spektroskopisi

Karbon(C) yiizdesi kontrol, 0. giin plazma uygulamasi, oda kosullari(1 ay), inert
ortam(1 ay) ve salin(2 y1l) gruplarinda sirastyla %56.5, %31, %42, %38.5 ve %47.75
cikmistir [Sekil 3.6]. Buna gore kontrolle karsilastirildiginda 0. giin plazma
uygulamasi, oda kosullari(1 ay), inert ortam(1 ay) ve salin(2 yil) gruplarinin C
yiizdeleri diismiistiir hatta 0. giin plazma uygulamasinin yiizde degeri neredeyse yariya
inmistir. Oksijen(O) yiizdesi ise kontrol, 0. giin plazma uygulamasi, oda kosullari(1
ay), inert ortam(1 ay) ve salin(2 y1l) gruplarinda sirasiyla %20.5, %44, %38, %39.25
ve %36.5 ¢ikmistir. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda 0. giin plazma uygulamasi,
oda kosullari(1 ay), inert ortam(1 ay), salin(2 y1l) gruplarinin O yiizdesi 6nemli 6l¢iide

artmistir 6zellikle 0. giin plazma uygulamasi grubunda iki katina ¢ikmigtir.
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Sekil 3.6: Kontrol ve belirlenen diger gruplarin C, O ve Ti atomik ytzdeleri

ASP muamelesi C-C baglarinin yogunlugunu azaltirken,C-O-C ve O-C=0 baglarinin
yogunlugu arttirmistir. Yine kontrol grubu ile kiyaslandiginda inert ortam (1 ay) grubu
hari¢ Ti-C baglarinin yogunlugu azalmigtir buna karsilik ise kontrol grubuyla
kiyaslandiginda oda kosullar1 (1 ay) grubu disindaki gruplarin Ti-O baglarinin
yogunlugu artmistir [Tablo 1].

Tablo 3.1: Kontrol ve belirlenen gruplarin baglanma enerjileri

C-C C-O0-C | O-C=0| Ti-C Ti-O
Kontrol 44 6 4 0.76 4.12
0. giin plazma uygulamasi 20 5 6 0.61 6.84
Oda kosullar: (1ay) 25 12 5 0.42 3.88
Inert ortam (1 ay) 20 12 7 1.85 9
Salin (2 yil) 36 11 3 0.66 9.66

3.7 Taramali Elektron Mikroskopisi (TEM)

TEM fotograflarina gore kontrol Sekil 3.6(a) ile karsilastirildiginda plazma ile
muamele edilen tiim gruplarda karbon kontaminasyonu miktar1 azaltilmistir bunun

haricinde ti yiizeylerde belirli bir degisim gbzlemlenmedi [Sekil 3.7].
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Sekil 3.7: Ti ylzeylerin TEM fotograflari: kontrol(a); 0.giin plazma uygulamasi(b);
oda kosullari(1 ay)(c); inert ortam(1 ay)(d); salin(1 ay)(e); salin(2 yil)(9).
Olcek=10um

3.8 Hiicre Canliliginin Belirlenmesi

Hucre canliliginin belirlenmesinde kontrol, 0. giin plazma uygulamasi, oda kosullari(1
ay), inert ortam(1 ay) ve salin(2 yil) olmak iizere 6 grup kullanild1 ve herbir grubun 1
giin, 4 giin ve 7 giin inkiibasyon siiresi i¢in hiicre canlilig1 test edildi. 1.gun, 4.gln ve

7 giin inkiibasyondaki kontrol gruplarimin hiicre yogunlugu %100 olarak hesaplandi.
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Buna gore 1.giin inkiibasyonda hiicre canlilig1 gruplar 0. giin plazma uygulamasi, oda
kosullari(1 ay), inert ortam(1 ay) ve salin(2 y1l) olmak Uzere sirasiyla %93.1, %88.5,
%54.2 ve %144.7 idi. En yiiksek hiicre canliligimin goriildiigii grup salin(2 yil) iken en
diisiik hiicre canlilig1 ise inert(1 ay) grubunda goézlemlenmistir. 4 giin inkiibasyon
sonrasi ise hiicre canliligr sirastyla %133.9, %82.5, %130.1 ve %85.4 idi (P=0.05).
Burada ise 0. giin plazma uygulamasi ve inert ortam(1 ay) gruplari kontrol grubunun
ylzde degerini gecerek en yiiksek hiicre canliligii gosteren gruplar olmustur. 7 giin
inkiibasyon sonrasinda ise canlilik sirastyla %118.9, %111.4, %110.7 ve %2105.7 idi.
7 gunlik inklbasyon sonrasinda ise artik plazma ile muamele edilen biitiin gruplarin

hiicre canlilik yiizdesi kontrolden biiytikti [Sekil 3.8].
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120000 1 B Kantrol

100000 - W 0.Gin Plazma Uygulamas:

Oda Kogullan(1ay)

Hiicre Sayisi

80000 - )
M inert Ortam(1 ay)

60000 - Salin(2 yil)
40000

20000

1.gln 4.gln 7.gin

Sekil 3.8: Kontrol ve plazma ile muamele edilen gruplarin hiicre sayisinin
inkiibasyon siiresine bagli degisimi. Belirtilen gruplar arasindaki karsilastirma igin
P=0.05.

3.9 Hicre Morfolojisinin Belirlenmesi

Hicrelerin, floresan gorintulemeden 6nce DAPI ile cekirdekleri ve phalloidin
kullanilarak aktin hiicre iskeleti boyandi. Elde edilen gorintuler, hMSC hicrelerinin
ASP ile muamele edilen gruplara basarili bir sekilde baglandigini ve yayildigin
gostermektedir [Sekil 3.9].
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Sekil 3.9: Deney gruplariin mikroskobik gorintuleri: (a) Kontrol, (b) 0. Gln plazma
uygulamasi, (¢) oda kosullar1 (1 ay), (d) inert ortam (1 ay), salin (2 yil).
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4 Tartisma ve Sonug

Atmosferik soguk plazmanin titanyum yilizey modifikasyonuna uygulanmasi, son
zamanlarda malzeme modifikasyonu alaninda bir arastirma odagi haline geldi. In vitro
caligmalarda, ASP’ nin, titanyumun yiizey Ozelliklerini degistirerek bakteri
kolonizasyonunu ve osteoblastlarin biyolojik davraniglarini etkileyebilecegini
bulunmustur. In vivo ¢aligmalar, soguk atmosferik plazmanin titanyum implantlarin
osseointegrasyon sirecini  destekleyebilecegini ortaya koymaktadir. Bu tez
calismasmin amaci, ASP muamelesinden sonra inert ortam, oda kosullar1 ve salin
icerisinde saklandiginda Ti yiizeyinin biyoaktivitesinin, 60 saniye ASP isleminden

hemen sonra ve kontrol yiizeyiyle karsilastirilabilir olup olmadigint degerlendirmektir.

Fiziksel yuzey ozellikleri ve yizey enerjisi, 1slanabilirlik ve sivilarin yiizeyle temas
acisi ile Olgiilebilir. Temas agis1 degerleri, yiizeyin hidrofilik mi yoksa hidrofobik mi
oldugunu gosterir. Sekil 3.2” de gosterildigi gibi 60 saniye plazma ile muamele edilen
yiizeyin en hidrofilik yiizey oldugunu gostermektedir. implant yiizeyi 1slanabilirligi
(hidrofobik veya hidrofilik), ilk osseointegrasyon siirecinde hiicre davranisini etkiler.
Osseointegrasyon mekanizmasi, implant kanla temas ettiginde baslar. Titanyum
implantin yilizeyindeki proteinlerin davranisi, 6zellikle adsorpsiyon ve adezyon olmak
tizere ylizey ozelliklerine baglidir [115]. Hidrofobik yiizeylerde antikorlarin isaretleri
hiicre adsorpsiyonunu azaltirken, hidrofilik ylizeylerde trombin igaretleri baskindir ve
adsorpsiyon uyarilir [116]. Plazmanin titanyum ylizeyler {izerindeki etkisine iliskin
daha onceki calismalar, bu tedavinin, plazmaya maruz kaldiktan sonra yuzey
plirtizliiliigiinii ve 1slanabilirligini degistirerek hiicre yapigmasin iyilestirebildigini
gostermistir [117],[118]. Genel olarak, atmosferden gelen organik kirlilikler zamanla
Ti yiizeylerine yapisarak yiizey hidrofobisitesinde bir artisa neden olur [119],[120].
ASP muamelesi, yuzey oksit tabakasinin bilesimindeki degisiklikler nedeniyle ti disk
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yuzeylerinin hidrofilikligini arttirir. Bu fizikokimyasal degisiklikler esas olarak ASP
tarafindan indiiklenen TiO; yiizeyindeki hidrokarbonlarin dogrudan fotolizi ve ASP
tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi ile iliskilidir [121],[122]. ASP genellikle
ylzeydeki inorganik safsizliklar1 gidererek ve ortamdaki oksijeni ve suyu siiperoksitler
ve hidroksiller dahil olmak iizere ¢esitli radikallere doniistiirerek polariteyi arttirir ve
ylizey potansiyelini elektronegatiften elektropozitife doniistiirebilir. Bu ¢aligmadaki
temas ac¢is1 degerlendirmesine gore 1slak saklama kosullarinin ti disklerde
hidrokarbonlarin azaltmasi1 ve hidrofilitenin artmasi hakkinda o6nemli bilgiler
vermektedir [Sekil 3.2]. Benzer sekilde, ASP, hidrokarbonun titanyum ylizeyinden
uzaklastirllmasinin etkileri nedeniyle hidrofiliklikte bir artisa ve temas agisinda bir

azalmaya neden olur [123]-[126].

Plazma muamelesi, yuzeylerde kimyasal ve fiziksel degisikliklere neden olabilir [127].
Islanabilirligin artmasi, artan purizlilik ile yakindan iliskilidir [128]. Bununla
birlikte, plazma ile ilgili artan islanabilirlik, mutlaka piriizlilik ile dogrudan
korelasyon gostermez. Bu g¢alismada ASP muamelesi yiizey piiriizliiliik
parametrelerini 6nemli Olglide degistirmedi [Sekil 3.3]; bununla birlikte, ti disk
ylizeyinin hidrofilikligini ve 1slanabilirligini arttirmistir. Ayni  sekilde, ASP
muamelesinden sonra yiizey piiriizliiliigii tizerinde kayda deger bir etki olmaksizin
1slanabilirligin arttigint bildirmistir [129]. Ek olarak, bu fizikokimyasal degisiklikler
TiO2 min fotokatalitik fenomeni ile iligkilidir ve hidrokarbon seviyesi, protein

adsorpsiyon ve hiicre tutunma oranlari ile giiglii bir sekilde iliskilidir [130].

Ozellikle, BSA gibi kan proteinlerinin titanyum yiizeylere ilk absorpsiyonunun da
uzun vadeli implant performansinda 6nemli bir parametre oldugu iyi bilinmektedir.
Biyomalzeme yiizeylerinde protein adsorpsiyonunun Onemi, absorbe edilen farkli
proteinlerin toplam miktarlari ve hiicre tutunmasi ile de gosterilir. Protein
adsorpsiyonu kapasiteleri salin(1 ay) ve salin(2 yil) gruplarinda daha yuksekti ¢unkd
hava altindaki hidrokarbonla kirlenmis ti yilizey hidrofobik hale geldi. Sonug olarak,
ASP muamelesinden sonra protein yapisma kapasiteleri kuru ortamda saklanan
numunelere kiyasla 1slak ortamda saklanan numunelerde daha yiiksekti. Bununla
birlikte, ti ylizeylerinden elde edilen hem karbon giderim hem de protein adsorpsiyonu
miktari salin igerisinde saklanan numunelerde daha yiiksekti. ASP muamelesi sonrasi

salinde saklanan numunelerde g6zlenen artan biyolojik aktivite, sadece TiO:
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tabakasinin kimyasal bilesim degisikligi ile degil ayn1 zamanda 1slak depolamanin
neden oldugu nanoyapilarin biyolojik aktivitede artisa neden oldugu diisiiniilmektedir

[131].

Ylzey karakterizasyonu sonuglari, ASP isleminin yiizey yapisini ve morfolojisini
onemli Olgiide degistirmedigini gostermistir. Bu arada, XPS sonuglarina bakilacak
olursa ASP muamelesinin kontrolle karsilagtirildiginda O ylizdesini arttirip C
yiizdesini azalttig1 gozlemlenmistir [Sekil 3.5]. Bu da ASP muamelesi ile oksijen
acisindan zengin fonksiyonel gruplarin olusumunu gosterir. ASP islemi atomik
bilesimleri degistirir, Ti-O baglarinin yogunlugu oda kosullari(1 ay) disinda kontrol
grubuna kiyasla artmistir, 6zellikle C-C baglarinin yogunlugu, muamele edilmemis ti
disklere kiyasla azalmigtir.Bu da ASP muamelesinin karbon igerigini azaltma
yetenegine sahip oldugunun kanitidir. Ayrica ASP’ nin karbon kontaminasyonunu
azalttig1 Sekil 3.6’da ki TEM goriintiileri ile de kanitlanmistir. Kontrol, 0. giin plazma
uygulamasi, inert ortam(l ay), oda kosullari(l ay), salin(l ay) ve salin(2 yil)
gruplarinin XRD grafikleri ise birbirleriyle ortiismiis [Sekil 3.4] yani ASP muamelesi
ti disklerin faz diyagramlarinda da kaydadeger bir degisiklik yapmamistir. Bu
calismada ASP, hidrofobik Ti yiizeyini daha az karbon kontaminasyonu ile hidrofilik
bir ylizeye doniistiirdii.

Titanyum numunelerinin biyolojik etkinligini incelemek i¢in hMSCs hiicreleri
kullanildi. ASP muamelesi sonrast meydana gelen kimyasal degisim, titanyum disk
lizerindeki hMSCs yapismasini arttirdi. Ozellikle, yumusak doku hiicrelerinin
titanyum tizerine baglanmasi, ilk entegrasyon olaylarindan birini igerir ve kemik veya
titanyum yiizeyine bakteri istilasina karsi koruma ile sonuglanan sonraki hiicresel
proliferasyon igin esastir [132]. Ayrica, biyomalzemelerin biyouyumlulugu, bu tiir
materyallerin kabulii i¢in esastir ve biyouyumlulugun temsilcisi olarak bir sitotoksisite
testi kabul edilir [133],[134]. Hiicre canlilik testi ile her bir titanyum numunesine
baglanan hMSCs hiicrelerinin hiicre 6liimii olmaksizin yiliksek canlilik sergiledigini
bulduk. Buna gore canlilik testinin sonuglari, ASP muamelesinin titanyum dzerinde
hemen hemen hi¢ sitotoksisiteye neden olmadigimi gosterdi. Hucre morfolojisi
sonuclarinda ise ASP muamelesinin hMSCs tutunmasini olumlu yonde etkiledigi

gosterilmistir ve sonuglar hiicre canlilik testiyle paralellik géstermistir.
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Son olarak, ti implantlarin uzun siireli sagkalimini veya erken yiikleme olasiligini
saglamak i¢in bu in vitro sonuglarin gercek klinik durumlara uygulanabilir olup

olmadigini dogrulamak igin in vivo deneyler gereklidir.
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