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Oz

Dis dokulart sert ve kirillgan oldugundan, bu malzemelerin ultramikrotomi veya diger metotlarla kesitlenmesi ve
icyapilarmin mikro ve nano analizi problem yaratmaktadir. Bu tiir malzemelerin mikroyapilarinin bolgesel ve istenilen
geometride incelenmesi i¢in FIB-SEM c¢ift demet platformlarin kullanilmasi en uygun ¢6ziimdiir. Cift demet
platformlari, eszamanl olarak yiiksek bilyiitmelere ve yiiksek ¢oziiniirliklere varabilen goriintiileme ve elementel
analiz imkani saglamaktadir. Bu ¢alismada, FIB-SEM ile dentin ve mine tabakalar1 gibi farkli 6zelliklerdeki dis
dokularinin igyapilarindaki mikro-/nano-yapisal farkliliklarin tespiti saglanmugtir. Farkli morfoloji ve kimyasal
bilesene sahip dis dokularinin igyapilarinin iyon-kesitlemesi ile incelenmesi ile bu ¢alisma Tirkiye’deki dis hekimligi
alaninda FIB-SEM platformlarinin aktif kullanilmasi i¢in 6nemlidir.

Anahtar Kelimeler: Odaklanmis iyon demeti (FIB), Iyon Kesitlemesi, Dis Dokusu, Dentin, Mine

Micro/nano analysis of tooth microstructures by Focused lon Beam (FIB)
cross-sectioning

ABSTRACT

Since dental structures are hard and fragile, cross-sectioning of these materials using ultramicrotomy and other
techniques and following micro and nano analysis cause problems. The use of FIB-SEM dual beam platforms is the
most convenient solution for investigating the microstructures, site-specifically and in certain geometries. Dual beam
platforms allow for imaging at high magnifications and resolutions and simultaneous elemental analysis. In this study,
the micro/nano-structural and chemical differences were revealed in dentin and enamel samples. The investigation of
dental tissues having different morphologies and chemical components by ion-cross-sectioning is important for the use
of FIB-SEM platforms in dentistry in Turkey.
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1. GiRIiS (INTRODUCTION)

Iyon kolonlari, kullanim kolayligi bakimindan diger
cihazlara entegre edilebilir. Bunlardan en kullanisli olan1
taramali elektron mikroskobu (SEM) ile birlikte
kullanimini saglayan, elektron ve iyon kolonunun, EDS
detektoriiniin, mikromanipiilator ve gaz enjeksiyon
sitemleriyle bir arada bulundugu ¢ift- platformudur.
Odaklanmis Iyon Demeti-Taramali Elektron Mikroskobu
(FIB-SEM) platformlarinda, seri kesitleme ve
goriintiileme teknigi kullanilarak, malzeme iizerinde
asindirma sonucu temizlenen her bir kesitten alinan fazla
sayidaki iki boyutlu SEM goériintilleri veya EDS
spektrumlari/haritalart birlestirilerek, belirli bir hacimde
ic boyutlu morfolojik veya kimyasal bilgi elde
edilmektedir. Belirtilen uygulamalar sayesinde birkag
yiiz mikrondan, birka¢ mikrona kadar belirlenen
hacimdeki elementel, kimyasal ve/veya morfolojik
dagilim kolaylikla belirlenebilmektedir. FIB
tekniklerinin kullanilmasi1 6zellikle igerisinde tiibiiler
kanallar, gbzenekler, mikro catlaklar vs. bulunabilen
farkli dis dokularinin mikroyapisal analizinde Gnem
tagimaktadir. Bu tiir sert malzemelerin mikro/nano
boyutlardaki  analizi ve  yapilandirilmast  i¢in
kullanilabilecek tek yontem FIB-SEM platformlarinin
miimkiin kildig odaklanmig iyonlar ile
asimndirma/kesitleme ~ ve  elektron/iyon  destekli
uygulamalardir [1], [2], [3], [4].

Disler, mine, dentin ve sement olmak iizere ii¢ sert dis
dokusu ve bir yumusak dis dokusundan (pulpa)
olugsmaktadir. Agiz boslugunda goriinen dis kronu, mine
tabakasi ile ortiiliidiir. Dig minesi insan bedeninin en sert
dokusudur ve esas unsurlar olan kalsiyum, fosfor,
karbonat, magnezyum, sodyum, su ve organik bilesenler
ile yaklastk % 96 oraninda organik olmayan
bilesenlerden olusmaktadir. Dentin insan bedeninin
ikinci derecede en sert dokusudur ve yaklasik % 70
oraninda organik olmayan unsurlardan, % 20 oraninda
organik malzemelerden ve sudan olusmaktadir. Dentin
dokusu tiibiiler kanallar icermektedir. Kanallar iginde
odontoblast uzantilarinin bulunmasi dentinin canlt bir
doku oldugunu gostermektedir. Mine dokusu prizma
seklindeki hidroksiapatit igerikli kristal yapilardan
meydana gelir, bu nedenle ¢ok sert bir inorganik
malzemedir. Dentin tiibiillerinin i¢indeki kollajen
fibriller sinir ag1 olusturarak, hassasiyet saglamaktadir

(5], [6].

Hem mine, hem de dentin asir1 sert yapilar1 nedeniyle,
icyapilarinin ve dokular arasi baglanti noktalarinin
incelenmesi zor olabilmektedir. SEM incelemeleri
sadece yiizey hakkinda bilgi verirken, dis 6rneklerinin
onceden kesilmis, parlatilmis veya daglanmis olmasi
ylizeyin ger¢ek morfolojisinin incelenmesinde yaniltic
olabilmektedir. Buna karsilik, bdlgesel iyon kesitlemesi

teknigiyle dokularin yiizey altinda bulunan gergek

morfolojisi ve kimyasal dagilimi kolayca aciga
cikmaktadir.
Dentin Taberkdl
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Pulpa Mine
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Sekil 1. Dis yapisinin farkl bilesenleri (Different components of tooth
structure)

2. YONTEM (EXPERIMENTAL)

Odaklanmis Iyon Demeti (FIB) sistemleri, taramali
elektron mikroskobuna (SEM) ¢ok benzer bir sistem olup
tek farki malzeme yiizeyinin elektron demeti yerine,
odaklanmis bir iyon demeti ile taranmasidir. Elektronlara
kiyasla daha agir olan iyonlar (genellikle galyum)
malzeme ylizeyinin taranma sirasinda asindirilarak
uzaklagtirilmasini saglamaktadir. Bunlara ek olarak, ¢ift
demet platformlar1 dahilinde yer alan gaz enjeksiyon
sistemleri (GIS) malzeme yiizeyinin elektron veya
iyonlar araciligiyla bolgesel olarak metal depolanmasini
ve daglanmasini; mikromanipiilator ise, on-kesitlerinin
veya kiiglik boyutlardaki pargalarin hazne igerisinde
transferini miimkiin kilmaktadir. FIB tekniklerinin,
geleneksel elektron litografisine bir listiinliigii ise, biitiin
bu islem siiregleri i¢in maske kullanimini ortadan
kaldirmasidir. Cift demet platformlarinda, galyum
iyonlar1 ile mikro/nano boyutta yapilandirma, depolama
ve gorintiileme islemleri yiriitiliirken; elektronlar
yiiksek ¢oziiniirlikte goriintileme ve analiz imkani
saglamaktadir. Bu platformlar, iyonlar yardimiyla
numunelerden yanal kesitler alinmasini miimkiin
kildigindan, malzemelerin hem ylizeyinde hem de i¢
kistmlarinda detayli analiz imkam sunmaktadir. Iyon
kaynag1 olarak FIB sistemlerinde ticari olarak galyum
iyonlari tercih edilmektedir.

Bu c¢aligmada, insan disi numuneleri incelenmis olup,
cguriiksiiz erigkin digler lizerinde mine, dentin ve mine-
dentin baglantisinin yiizeyi kesitlenerek, yilizey altindaki
igyapist yiiksek ¢Oziiniirlikte goriintilenmistir. Tim
islemler JEOL marka JIB 4601F MultiBeam model bir
FIB-SEM platformunda yiiriitilmiistir. Dis yapilan
elektriksel olarak yalitkan oldugundan, elektron
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mikroskobu igerisinde yiiklenme etkisini azaltmak
amactyla numunelerin yiizeyleri oncelikle sigratma
kaplama teknigi ile 10-20 nm kalinliginda ince altin film
ile kaplanmigtir. Daha sonra numuneler c¢ift demet
platformu icerisine alinarak kesitlenecek farkli bolgeler
secilmigtir. Kesitleme siirecinde 30 keV iyon voltaj1 ve
baslangicta nispeten yiiksek iyon akimlar esliginde (10-
60 nA) 20-30 mikron genisliginde g¢ukurlar agilarak,
numunelerde belirli bir hacim derinligine ulagilmistir.
Bunu takiben ilgili yan kesitlerde yiiksek kalitede
goriintii saglamak i¢in daha diisiik iyon akimlari (1-5 nA)
ile kesit ytlizeyleri ince paternler kullanilarak parlatilmig
ve bu bolgelerden eszamanli olarak ikincil elektron (SE)
ve geri sacilimli elektron (BSE) goriintiileri elde
edilmistir.

Sekil 2. FIB-SEM ¢ift demet

platformlarinda
nanoyapilandirma ve nanoisleme g¢alismalari (Nanostructuring and
nanoprocessing work which are carried out in a FIB-SEM dual beam
platform)

yiiriitiilen

3. SONUCLAR VE TARTISMA (CONCLUSIONS
AND DISCUSSION)

Dis dokulariin farkli tabakalarinda yiiriitiilen iyonlarla
kesitleme ve SEM goriintilleme siireg¢leri sonucunda,
mine, dentin ve mine-dentin bag dokusu tabakalarinin
mikroyapisi incelenmis olup, her bir bolgeye ait mikron
ve nano-boyutlardaki morfolojik farkliliklar tespit
edilmistir. Sekil 3’te kirllmis ve yiizeyine parlatma
yapilmamis insan diginin mine tabakasinin yiizey
goriintiisii verilmektedir. Tkincil elektron griintiilerinde
mine dokusunu olusturan prizma seklindeki kristaller
gosterilmektedir.

Sekil 3. Malzeme yiizeyinden almmis mine tabakasi ve prizmalara ait
SEM ikincil elektron goriintiileri. (SEM-SE images of enamel layer and
prisms taken from material surface)

Mekanik olarak kesilmis ve yiizeyi parlatilmis mine
tabasindan alinan FIB kesiti ise Sekil 4’te verilmekte
olup, mine tabakasinin ne kadar yogun bir igyapiya sahip
oldugu goriilmektedir. Kesitte, i¢c ice siki paketlenmis
prizma seklindeki kristallerin sinir  ¢izgileri de
goriilmektedir.
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Sekil 4. FIB ile kesitlenmis mine dokusunun igyapisi. Ayni kesitten
farkli biiyiitmelerde SE goriintiileri alinmistir (The innner structure of
enamel layer that is cross-sectioned by FIB. SE images were taken from
the same region, but different magnifications)

Diger bir ¢alisma ise insan diginin dentin tabakasinda
gerceklestirilmis olup, dokunun yiizey goriintiisii ve
igyapist incelenmistir. Sekil 5’te kirilmis dentin
yiizeyinin ikincil elektron goriintisii verilmektedir.
Yiizeyde tiibiiler dentin kanallar1 goriillmekte olup
kanallarim  belirli bir yonelime sahip oldugu
anlagilmaktadir.

Sekil 5. Malzeme yilizeyinden alinmis dentin tabakasi ve tiibiillere ait
SEM ikincil elektron goriintiileri (SEM-SE images of dentin layer and
tubules taken from material surface)

Dentin tabakasindan alinan FIB kesitinde (Sekil 6) ise
tiibiillerin boyutu ve dagilimi agik¢a gézlemlenmektedir.
Bu ¢alismaya gore tiibiillerin ¢aplarinin 1 um civarinda
ve tlbiiller arast mesafenin 3-5 pm araliginda oldugu
tespit edilmistir.
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Sekil 6. Dentin dokusunun igyapisinda bulunan dentin tiibiillerinin SE
(sol) ve BSE (sag) goriintiisii. (The distrubution of dentinal tubules
within the dentin layer: SE image (left) and BSE image (right)

Diger bir FIB c¢alismasi ise, dentin-mine birlesim
bolgesinde yiiriitiilmiis olup ilgili bolgeden FIB kesiti
almmustir. Bu birlesim bolgesi Sekil 7°de verilmektedir.
Goriintiilerde, 6zellikle de geri sagilimli elektron (BSE)
goriintiisinde mine ve dentin arasindaki morfolojik
farkliliklar ortaya ¢ikmaktadir. Malzeme kontrasti
saglayan BSE goriintiileri genellikle farkli fazlar
arasindaki elementel farkliliklari da g6z Oniine
koymaktadir. Buna gore dentin dokusunun, daha
gozenekli bir yapiya sahip oldugu ve yogunluk agisindan
mineye gore daha diisiik bir kimyasal kompozisyona
sahip oldugu tespit edilmistir. Mine-dentin arasindaki bu
gecis bolgesinde dentin tiibiillerine yogun olarak
rastlanmamustir.

Sekil 7. FIB ile kesitlenmis mine (sol)-dentin (sag) tabakalari arasi bag
dokusu. Ust sekilde mine-dentin birlesim bolgesinin BSE goriintiisii

verilmektedir. Alt gekiller birlesim bdolgesinin daha yiiksek
biyiitmedeki SE (sol) ve BSE (sag) goriintiileridir. (The intersection
between enamel (left) and dentin (right) layers which was cross-
sectioned by FIB. In the upper figure, the BSE image of enamel-dentin
transition zone is given. The below figures correspond to SE (left) BSE
(right) images of the junction area with higher magnification.)

4. SONUCLAR (CONCLUSION)

Bu ¢alismada, FIB-SEM platformlarinin sagladigi iyon
prosesleri ve elektron goriintiilemesi sayesinde dentin ve
mine tabakalar1 gibi farkli 6zelliklerdeki dis dokularinin
i¢cyapilarindaki mikro-/nano-yapisal farkliliklarin yiiksek
hassasiyette tespiti saglanmigtir. Yapilan c¢aligmalarda,
insan diginin farkli tabakalarinin hem yiizeyden, hem de
FIB ile alinan yan kesitlerden goriintiilenmesi ile
morfolojik ve kimyasal farkliliklar gosterilmistir. Cift-
demet platformlart sayesinde yiizeyin altindaki bolgeler
incelenmis olup, dentin tabakasiin tiibiillerden, mine
tabakasinin ise prizmalardan olustugu gozlemlenmistir.
Ayrica mine-dentin birlesim bdlgesinden alinan kesitte,
iki tabaka arasindaki morfolojik ve kimyasal farkliliklar
net olarak gosterilmistir. Boylece FIB-SEM ¢ift demet
sistemlerinin dis dokularinda gok pratik ve bilgi saglayict
sonuglar saglayabilecegi gosterilmistir.
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