POLITEKNIK DERGISI

JOURNAL of POLYTECHNIC

Journal of Polytechnic
POLITEKNIK
DERGiSi

ISSN: 1302-0900 (PRINT), ISSN: 2147-9429 (ONLINE)
@) oazi niversiresi URL: http://dergipark.org.tr/politeknik

CITATION
INDEX

NpExE®

NiTi alasiminin mikro ark oksidasyon sonrasi
in-vitro ozelliklerinin arastirilmasi

Investigation of in-vitro properties of NiTi alloy
after micro arc oxidation

Yazar(lar) (Author(s)): Siileyman SUKUROGLU', Yasar TOTIK?, Ebru Emine SUKUROGLU?, Ridvan
KUSUKOSMAN*

ORCID': 0000-0003-4291-6378
ORCID?: 0000-0001-8638-5471
ORCID?: 0000-0003-2620-1989
ORCID*: 0000-0001-7432-7725

Bu makaleye su sekilde atifta bulunabilirsiniz(To cite to this article): Sukuroglu S., Totik Y., Sukuroglu
E. E. ve Kucukosman R., “NiTi alasiminin mikro ark oksidasyon sonrasi in-vitro ozelliklerinin arastirilmasi”,
Politeknik Dergisi, 24(2): 373-382, (2021).

Erisim linki (To link to this article): http://dergipark.org.tr/politeknik/archive

DOI: 10.2339/politeknik.682062


http://dergipark.org.tr/politeknik
https://orcid.org/0000-0003-2620-1989
https://orcid.org/0000-0001-7432-7725
http://dergipark.org.tr/politeknik/archive

NiTi Alasiminin Mikro Ark Oksidasyon Sonrasi In-Vitro
Ozelliklerinin Arastirilmasi

Investigation of In-Vitro Properties of Niti Alloy After Micro Arc
Oxidation

Onemli noktalar (Highlights)
% Mikro ark oksidasyon yontemi ile kaplama/ Coating by micro arc oxidation method
s Sekil hafizali NiTi alasimi/ Shape memory NiTi alloy
*»  Biyoaktivite ozelligi/ Bioactivity properties

Grafik Ozet (Graphical Abstract)

Bu ¢alismada, NiTi alasimi tizerine MAQO yontemiyle biiyiitiilen kaplamalarin yapisal ve biyoaktivite ozellikleri ile
birlikte kaplanmis ve kaplanmamis NiTi alasimlarimin Ni*? salimmlart arastirilmistir./ In this study, the structural
and bioactivity properties of the coatings that coated by MAO method on NiTi alloy and the Ni *2 release of coated
and uncoated NiTi alloys were investigated.

Ehoe (ki

Sekil. Siire¢ diyagrami IFigure. Process diagram

Amag (Aim)

NiTi alasumindan imal edilen biyomalzemelerin biyouyumlulugunu ve biyoaktivitesini arttrmak amaglanmigtir.
Ayrica NiTi alagimlarinn yiizeyleri iizerinde biiyiitiilen TiO2 kaplamas: ile Ni*? salimminin zehirli ve kanserojen
etkisinin engellenmesi hedeflenmektedir./ It is aimed to increase the biocompatibility and bioactivity of biomaterials
made of NiTi alloy. In addition, it is aimed to prevent the toxic and carcinogenic effects of Ni *2 release with the TiO>
coating grown on the surfaces of NiTi alloys.

Tasarim ve Yéontem (Design & Methodology)

NiTi alasimi iizerine MAO yontemi uygulanarak biiviitiilen kaplamalarin yapisal ézellikleri arastirilmistir. In-vitro
biyoaktivite testleri, Ni*? salimmlar: ve inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerdeki sitotoksisite belirlenmistir.] The
structural properties of the coatings grown by using the MAO method on NiTi alloy were investigated. In-vitro
bioactivity tests, Ni * 2 release and at the end of the incubation period, cytotoxicity in cells was determined.
Ozgiinliik (Originality)

NiTi alagimi iizerine TiO, kaplamasi ile Nit? salimuminin zehirli ve kanserojen etkisinin engellenmesi / Prevention of
toxic and carcinogenic effects of Ni *?2 release with TiO, coating on NiTi alloy

Bulgular (Findings)

MAO yontemiyle kaplanan NiTi malzemelerin toksik etkisi hem biyouyumluluk hem de biyoaktiflik ozelligi artirilarak
minimize edilmistir./ The toxic effect of NiTi materials that coated with the MAO method is minimized by increasing
both biocompatibility and bioactivity.

Sonug (Conclusion)

Kaplama iglemiyle, NiTi alasimlarimin biyoaktif ézelliklerinin arttigi tespit edilmistir. Hiicre canlhiliginda ise
kaplanmug orneklerde istatistik olarak herhangi bir sitotoksisiteye rastlanmamigstir./ It has been determined that the
bioactive properties of NiTi alloys are increased by the coating process. In cell viability, no cytotoxicity was found
statistically in the coated samples.

Etik Standartlarin Beyani (Declaration of Ethical Standards)
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izin gerektirmedigini beyan ederler. / The author(s) of this article declare that the materials and methods used in this
study do not require ethical committee permission and/or legal-special permission.
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oz
Malzeme biliminin diger alanlarda oldugu gibi tip bilimine entegre olmasiyla biyomalzemelerin de ¢esitliligi, gelisimi ve kullanim
alanlar1 artmaktadir. Bu ¢esitlilik i¢erisinde yer bulan biyomalzemelerden biride NiTi alagimlaridir. Bu ¢alisma; sekil hafizali NiTi
alasiminin yiizey ve mekanik ozelliklerinin iyilestirilmesi amaci ile Mikro Ark Oksidasyon (MAO) yontemi kullanilarak TiO2
kaplamasinin biiyiitiilmesi tizerine odaklanmigtir. Biiyiitiilen kaplamalarin yapisal 6zellikleri SEM ve XRD cihazlar1 kullanilarak
analiz edilmistir. Biyoaktivite 6zellikleri yapay viicut sivist (SBF) igerisinde bekletme testi analizi ile tespit edilmistir. SBF
igerisinde bekletme testleri sonrasinda kaplanmus ve kaplanmamus sekil hafizali NiTi altliklarin, bulunduklar: ortama Ni*? salinimi
kontrolii ise ICP-MS cihazi ile tespit edilmistir. Biiyiitiilen oksit tabakasiyla NiTi alagimlarinin kullanimini sinirlayan 6zellikleri

6nemli derece giderildigi gézlenmistir. MAO yo6ntemiyle TiO2 kaplanmis NiTi althiklarin biyoaktif 6zelliklerinin arttif1 ve 72.
saatin sonunda hiicre canliliginda NiTi altligina kiyasla istatistik olarak herhangi bir sitotoksisiteye sahip olmadig tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: NiTi, MAO, in-vitro test, MTT test, in-vitro sitotoksisite, Ni*? salinimu.

Investigation of In-Vitro Properties of NiTi Alloy After
Micro Arc Oxidation

ABSTRACT

As material science is integrated into medical science as in other fields, the variety, development and usage areas of biomaterials
increase. One of the biomaterials in this variety is NiTi alloys. This study was focused on the coating of TiO2 layer by using the
method of Micro Ark Oxidation with the aim of the improvement of surface and mechanical properties of Shapedmemory and bio
material NiTi alloy. Structural properties of the coatings were analysed by of SEM and XRD. In vitro ability was investigated by
soaking the coated NiTi samples in simulated body fluid (SBF) at temperature 37 °C for various time periods. After soaking, Ni*?
release was applied to the media where coated and uncoated shape-memory NiTi samples are available, and its control was made
by means of ICP-MS device. The results also show that Toxic and carcinogenic effects of Ni*? release is significantly reduced by
the TiO2 coating. Thus, it is observed that the properties that limit the use of NiTi alloys has been substantially fixed by MAO
coating. It was found that the bioactive properties of the TiO2 coated NiTi substrate increased by MAO method and at the end of
the 72 hour, there was no statistically any cytotoxicity in cell viability compared to the NiTi substrate.

Keywords: NiTi, MAO, in-vitro test, MTT test, in-vitro cytotoxicity, Ni*? release.

1. GIRIiS (INTRODUCTION) sahip olan metalik biyomalzemeler, sert doku

Biyomedikal uygulamalarda kullanilan biyomalzemeler;
kendisini ¢evreleyen dokular ile normal etkilesime giren
dokuda iltihaplanma, piht1 olusumu, kireclenme, doku
uyusmazligi gibi olumsuz tepkiler olugturmayan, siirekli
veya belirli araliklarla kan ya da doku sivis1 gibi viicut
akiskanlariyla temas halinde olan, dogal veya sentetik
malzemelerdir [1-3]. Biyomalzemeler organ ve dokularin
azalan aktivitelerini arttirmak i¢in canli bir yapinimn bir
pargasini olusturabildikleri gibi dogal bir fonksiyonu
gelistirmek ya da degistirmek i¢in  kullanilan
biyomedikal bir aracin herhangi pargasii da
olusturabilmektedirler [4]. Yiiksek mekanik dayanima

*Sorumlu Yazar (Corresponding Author)
e-posta : ssukuroglu@gumushane.edu.tr

implantlarinda (yapay kalga eklemleri, kemik plakalari,
dis implantlar1 vb.) ve tibbi cihazlarin imalati siirecinde
sikca tercih edilmektedir [5,6]. Dokulara gore cok sert
olan bu malzemeler diisiik biyouyumluluga ve yiiksek
yogunluga sahip olmalari, korozyona ugramalari, toksik
etkiye neden olabilecek metal iyonu salimimi gibi
dezavantajlara sahiptir. Metalik biyomalzemelerden olan
NiTi alagimlart; sahip olduklar sekil hafiza etkisinin yant
sira ¢ok iyi derecede biyouyumluluk gostermeleri,
asmmaya kars1 yiiksek direng ve yiikler altinda yiiksek
dayanim gostermelerinden, korozyona karsi direnglerinin
yiiksek olmasindan, mekanik 6zelliklerinin ve elastik ya
da siiperelastik ozelliklerinin iyi olmasindan dolay1
medikal uygulamalarda bircok uygulamay1 elemine
etmekte ve bugiin dis hekimliginin ortodonti ve
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endodonti uygulamalarinin yani sira dahili tip biliminin
gastroenteroloji, ortopedi, radyoloji ve kardivovaskiiler
cerrahi uygulamalarinda da sikga tercih edilmektedir.

Ancak NiTi alagimina artan bu ilginin yaninda servis
sartlarinda ortaya birtakim yilizey ve mekanik
problemlerin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Diger taraftan
ozellikle saglik uygulamalarinda biyomalzeme ve kemik
dokusu arasinda saglikli bir mekanik baglanmanin
gerceklesmesi, biyokimyasal olarak daha aktif bir ylizey
elde edilmesi, biyomalzemenin émriiniin ve kalitesinin
artirilmasi ve en dnemlisi kanserojen etkisi bulunan Ni+2
salinimmi  azaltilmast  i¢in  yiizey  Ozelliklerinin
iyilestirilmesi ihtiyacin1 da beraberinde getirmistir.
Meydana gelebilecek bu sorunlart minimize edip,
biyouyumlu ve biyoaktif yiizey elde etmek igin
calismalar, metalik biyomalzemelerin yiizeylerinin
kaplanmasi iizerine yogunlasmistir.

Ayrica NiTi alagimlarinin yiizeyleri iizerinde biiyiitiilen
TiO; kaplamas ile Ni*2 saliniminin zehirli ve kanserojen
etkisinin engellenmesi hedeflenmektedir.

2. MATERYAL VE METOD (MATERIAL and
METHOD)

Altlik malzemesi olarak 25x25x3 mm boyutlarinda
Cizelge 1°de kimyasal bilesenleri verilen NiTi malzemesi
secilmistir. Altlik yiizeyleri sirasiyla 220, 600, 800 ve
1200 tane boyutlu SiC zimpara ile Ra<,180um
piiriizlillik degerine kadar parlatildiktan sonra saf su ve
alkol ile temizlenip kurutulmustur.

NiTi altliklar tizerine TiO2 tabakasi Plasma Technology
Ltd. tarafindan tretilen PEO-15 sistemi ile alternatif
akim modunda (AC) biyiitilmiistir. Kaplama islemi
oncesi MAO islemi iizerinde etkin olan parametreler
literatiir paralelinde [12,16, 18-22] sabit olarak segilmis

Cizelge 1. Altligin kimyasal bilesemi (% agirlik) (Chemical composition of the substrate (by weight%))[20,21]

NiTi Ti Ni Fe H N+O Nb Cr Cu Co Cc
iTi

Denge 54.5 0.05 0.005 0.05 0.025 0.01 0.01 0.05 0.05
Kaplama ile biyomalzemelerin viicut iginde kalma ve Cizelge 2°de verilmistir. TiO» tabakasinin

stiresinin uzatilmasi, viicut dokulari ile bag yapabilme ve
uyumlugunu artirilmasi, toksik etkisinin azaltilmast,
korozyona, oksidasyona, erozyona ve bakteriyel
kolonizasyona karst dayanikli olmasi saglanmaktadir [5-
8].

Kemik-implant baglantisin1 daha uyumlu hale getirmek
ve ylizeyde gozenekli ve piiriizlii bir yapi elde etmek igin
uygulamasi kolay, altlik malzemeyle ¢ok giiclii adezif
bag saglayan, ¢evre dostu, yatirim maliyeti diisik ve
homojen kaplama imkani gibi avantajlart nedeniyle
mikro ark oksidasyon (MAOQO) yontemi NiTi
alasimlarinin kaplanmasinda son yillarda en ¢ok tercih
edilen yontemlerden biridir [9-12].

biiyiitiilmesi islemi pH degeri 11 olan, 2 litre olarak
hazirlanan sodium aluminate (NaAlOz) 0.15M, sodium
hypophosphite (NaPOzH;) 0.01M, NaOH 2 gr, Na,SO4
2 grkimyasallarndan olusan elektrolit igerisinde
gerceklestirilmigtir. MAO isleminde altlik (NiTi) anot,
paslanmaz g¢elik banyo duvarlari da katot olarak
secilmistir. Elektolitin homojen dagilimimi saglamak
amaciyla elektrolit bir karistirici ile karistirilmastir.

Banyo duvarlarindan gecirilen sogutma suyu vasitastyla
elektrolit sicakligi 30°C’de sabit tutulmustur. Kaplama
islemi sonras1t numuneler saf su ve alkol ile temizlenmis
ve kurutularak 250°C’de 2 saat bekletilerek hem yapinin
homojenligi saglanmis hemde kaplama sonrasi yiizeyde

Cizelge 2. MAO yo6ntem parametreleri (MAO process parameters)[20,21]

MAO Yontem Parametre ve Seviyeleri

Uygulanan Voltaj Frekans Duty Cycle Kaplama Siiresi
) (Hz) (%) (dk)
400 | 100 5 | 60

Genellikle bazik karakterli elektrolitlerin kullanildig:
islemde, giic kaynagmin pozitif kutbuna (anot) altlik,
negatif kutbuna ise (katot) paslanmaz celik malzeme
baglanmaktadir. Anot ve katot arasina uygulanan voltaj
sonucu ve elektrolitteki OH iyonlari, altlhik malzeme
tizerinde oksit olusturmak i¢in ¢ok hizli olarak zit yonde
hareket etmektedirler. Malzemede, kritik voltaj (bozulma
voltaji) degerine ulagildiktan sonra yiizey tabakasinin
dielektrik 6zelliginin bir sonucu olarak, mikro arklar
tiretilerek gbzenkli ve piiriizlii yap1 elde edilir [11-15].
MAO yontemi ile elde edilen oksit tabakalarin
biyouyumlulugu arttirdigi gézlemlenmistir [14-18].

Bu ¢alismanin amaci ise; sekil hafizali NiTi alasimindan
imal edilen biyomalzemelerin, temas ettigi kan hiicresi
veya viicut sivist  gibi  agresif ylizeylerdeki
biyouyumlulugunu ve biyoaktivitesini arttirmaktir.

bulunan gozeneklerin i¢ kisimlarinin da tamamen
kurutulmasi saglanmustir.

Althigin, MAO islemleri sonrasi elde edilen kaplamalarin
yapisal analizleri (XRD o6l¢timleri) Cu-Ka kaynagindan
A=1.5404 A° dalga boyunda, 20-80° tarama araliginda, 2
derece/dk tarama hizinda ve 0,1 derece tarama adiminda
Rigaku-2200D/Max marka X-Ray Difraktometresi ile
test edilmisti. MAO yo6ntemi kullanilarak kaplanan
numunelerin  yiizey  topografyasi  ve  in-vitro
deneylerinden sonra yiizeydeki degisimleri
gorintillemek i¢in INSPECT S50 marka taramali
elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope-
SEM) kullanilmistir. Kaplama kalinliklar1 ise JEOL JIB-
4601F marka MultiBeam FIB-SEM sistemiyle tespit
edilmistir. Kaplama o6ncesi ve kaplama sonrasi yiizey
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piriizlillikleri Mahr marka yiizey piiriizliliik 6l¢iim
cihaziyla tespit edilmistir.

Kokubo ve ¢alisma arkadagslar1 [23] tarafindan Onerilen
ve bilim diinyasi tarafindan kabul goren gergek viicut
stvisina en yakin yapay viicut sivisi (SBF) in-vitro
testlerinde kullanmak amaciyla hazirlanmigtir. PH degeri
7,40 olan 1 litrelik yapay viicut stvisi hazirlamak i¢in
gerekli olan reaktif maddeler ve miktarlar1 Cizelge 3’de
verilmistir.

3. SONUCLAR VE DEGERLENDIRME
(RESULTS AND DISCUSSION)
3.1. Yapisal Karakterizasyon (Structural
Characterization)
NiTi althk ve MAO islemi ile TiO; biiyiitiilen NiTi
altliklarin yiizey piriizlilik degerleri Cizelge 4’de

verilmistir.

Cizelge 4’de goriildiigii gibi MAO ydntemi sonrasi
yiizeyde biiyiitilen TiO, tabakasi ylizey piiriizliiliik
degerini artirmistir.  Sekil 1°deki SEM goriintiilerinden

Cizelge 3. 1 litre SBF hazirlanmak i¢in gerekli kimyasal malzemeler ve miktarlari (Chemical materials and quantities required

to prepare 1 liter SBF)[20-21]

Siralama Kimyasal Malzeme Miktar (g)
1 NaCl 7,996
2 NaHCO; 0,350
3 KCI 0,224
4 K,HPO,. 3H,0 0,228
5 MgCl. 6H,0 0,305
6 1 kmol/m3 HCI 40 cm?®
7 CaCl, 0,278
8 Na,SO, 0,071
9 (C,H,0H);CNH,(TRIS) 6,057
10 1 kmol/m® HCI .

NiTi altligin ve MAO yontemi ile kaplanan numunelerin
biyoaktivite testi; Orneklerin SBF sivis igerisinde
bekletilmesiyle gerceklestirilmistir. Ayr1 ayri beherlerde
altili gruplar halinde 100 ml’lik SBF sivisinda 37°C’de
etiiv firminda 7, 14 ve 21 giin siirede bekletilmistir. Iki
giin araliklarla sivilarin pH degerleri kontrol edilmistir.
Bekletme igsleminden sonra 0,001 g hassasiyetli hassas
terazi ile  tartithp, agirliklarindaki  degisimler
kaydedilmistir. SBF sivist igerisinde 7 - 14 ve 21 giin ve
viiciit sicakligi olan 37°C’de bekletilen Orneklerin
bulunduklari ortama Ni*2 salinim1 yapip yapmadiklarimin
tesbiti Agilent 7700 serisi Endiiktif eslesmis plazma kiitle
spektrometre sistemi (ICP-MS) ile gergeklestirilmistir.

Ekstraksiyon sartlari, biyomateryalin canlida etkilesimde
bulundugu sartlar da géz 6niine alinarak 37°C’de 24 saat,
37°C’de 72 saat ve 121°C’de 1 saat olabilir. ISO 10993-
12’ye uygun olarak hazirlanan ekstraktlar, 1/2, 1/4, 1/8
vb. gibi oranlarda seyreltilerek hiicre kiiltiiriine eklenir ve
belirli bir inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerdeki
sitotoksisite, canli hiicrelerin sayimi yontemiyle direkt
olarak ya da in direk canlilik testleri yapilarak
belirlenmistir (ISO 10993-5:2009). MTT; canlihiicre
sayllarin1 belirlemeye yarayan, hizli ve kolay sonug
almabilen bir test yontemidir. Bu calismada; ¢ozelti
96’lik kuyucuklara alimp reaksiyonu-Quant, BioTek
Instruments, Winooski, Vermont, USA marka ve
modelindeki ELISA cihazinda okunup kantite edilmistir.

de acikca belli oldugu gibi MAO ydnteminin dogasindan
kaynaklanan micro discharge (mikro bosalmalar)
altliklar {izerine biiyiitilen kaplamalarin yiizeylerinde
piiriizlilliklere sebebiyet vermistir. Bu pirizliilikler;
islem esnasinda altlik iizerinde meydana gelen mikro
ergimelerden kaynakli degisik boyutlardaki ¢ok sayida
tepecikler ve bu tepeciklerin u¢ kisimlarindaki mikro
gozeneklerden kaynaklanmaktadir [12, 16,18]. Yiizeyde
bulunan goézenceklerin; kanallar igerisindeki bdlgesel
ergimelerin yiizeyin her noktasinda farkli olmasindan
dolayr uniform ve uniform olmayan bir dagilim
sergiledigi  gozlenmistir. Bu durum literatiirdeki
calismalarla benzerlik gostermektedir [19,24-25].

Yiizey piurizliligi o6zellikle kemik-implant bagmin
olusumunda etkili oldugu bilinmektedir. Bu bagin
olusumu, yilizey piriizliliigin yan1 sira, implantin
kimyasal bilesimine, yiizey modifikasyonuna ve ara
yiizeyde olusan reaksiyonlara da baglidir [26].

Implant ile doku arasinda bag olusumunun
saglanabilmesi i¢in yiizeyde biiyiitiilen oksit tabakasinin
kararli ve uniform olmasi gerekmektedir [27-31]. OKksit
kaplamalarin biyolojik tepkisi ise kimyasal bilesimlerine
(kalitatif ve kantitatif analizler, sitokiyometri, safsizliklar
ve alagim elementleri), kalinliga, piiriizlilige ve yapinin
kristalligine baglidir [32]. Literatiirdeki kaynaklar
dogrultusunda MAO yontemi sonucunda elde edilen
piiriizliilik degerlerinin bag dokularinin olusumu igin
yeterli olacagi sdylenebilmektedir.
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Cizelge 4. Yiizey pirizlilik degerleri (Surface roughness
values) [20,21]

NumREE Yiizey Piiriizliiliik Degerleri
(um)
NiTi Altlik ~0.180
Kaplanmis NiTi (TiO,) ~1.350

Sekil 1. NiTi alagimi {iizerine MAO islemi biiyiitiilen
kaplamalarin a) yiizey morfolojisi ve b) kesit
gorintiisii ((a) surface morphology and b) cross-
sectional view of coatings whose MAO process is
grown on NiTi alloy) [20,21]

MAO yontemi kullanilarak biiyiitiilen kaplamalar iig
farkli bolgeden olugmaktadir. Bu bélgeler; ince gegis
bolgesi, fonksiyonel ana bdlge ve kayip porozlu bolge
olarak adlandirilmaktadir. Sekil 1’de gosterilen kesit
goriintiisiinde de belirtildigi gibi 1. bolge altlik {izerinde
biiyiiyen yogun “ince gecis bolgesi”, bu tabakay1 izleyen
2. bolge yogun “fonksiyonel ana bolge” ve en dista
olusan 3. bolge ise yogun olmayan gézenek iceren “kayip
porozlubdlge” olarak siralanmaktadir. Kaplama ve altlik
arasindaki bolge gecis tabakasi olup kuvvetli bir sekilde
altliga baglanir. Ana bolgenin en distaki kayip bolge ile
karsilagtirildiginda daha kusursuz bir yapiya ve daha az
sayida gozeneklere sahip oldugu gozlenmistir. En dig
yogun olmayan tabaka olduk¢a poroz ve kirilgan bir
yaptya sahiptir. Bu 06zelliginden dolay1 yiizeyde ince
yiizey ¢atlaklar1 olusabilmektedir. Ancak bu olusabilecek
ince yiizey catlaklar1 fonksiyonel ana tabakaya niifiis
etmemektedir [16,18,33,34]. Bu bolgenin deney
sonuclarii etkilememesi adina kaplama islemi sonrasi
bu kayip bolge, elmas pasta ile ince parlatilarak
kaldirilmigtir. Kaplama kalinlig1 yaklasik olarak 1,5 pm
olarak tespit edilmistir.

MAO yontemi ile NiTi altlik {izerine biiyiitiilen TiO2
kaplamalarin XRD grafikleri Sekil 2°de verilmistir. NiTi
sekil hafizali metali; Ti, Mg ve Al gibi hafif metallerle
kargilastirildiginda yiizeyinde biiyiitiilecek olan oksit
tabakasimin olugumu, yiliksek Ni igeriginden dolayi
biiyiitme igleminin ¢ok zor oldugu tesbit edilmistir.

Bu yiizden NiTi gekil hafizali metalinin MAO islemi ile
oksit tabakasi biiyiitiilmesinde kullanilan elektrolit ¢ok
onemlidir. Elektrolitin iceriginde kullanilan
kimyasallarin oranlari, uygulanan kaplama parametresi
biiyiitme islemi i¢in ¢ok biiyiik 6nem teskil etmektedir.
Titanyum ve alasimlari igin yiizeyde oksit biriktirmek
birgok elektrolitle miimkiindiir ancak NiTi i¢in durum
daha farklidir. Kullanilacak olan elektrolitler NiTi
alasimini i¢in ¢ok smrhdir. Oncelikle; NiTi althiklar

elektrolit icerisinde pasivizasyon nedeniyle
oksitlenmelidir. Yiizeyde olusan bu oksit filmi oldukca
ince, yalitkan, nikel oksit ve titanyum oksit ihtiva eden
Ozellik sergilemektedir [35,36]. Bu bariyer tabaka
ylizeyin heryerinde homojen o6zellik sergilememekte
ancak yeterince yogun bir tabaka olarak gozlenmistir.
Kaplama islemi devam ettikge yiizeyde bulunan nikel
oksit kararli bir ozellik sergilememekte ve kaplama
sirasinda elektrolitte ¢oziinmektedir. Neticede ise NiTi
althk yiizeyinde sadece TiO, kalmaktadir. islem sonunda
katot olarak kullanilan paslanmaz ¢elik banyo igerisinde
ise Ni partikiilleri gozlemlenebilmektedir. Nikel oksitin
elektrolit icerisinde ¢oziilmesiyle, homojen ve oldukca
yogun TiO; nin ylizeyde biiylidiigii tesbit edilmistir. Bu
durum NiTi alagimlarimin yiizeyinde TiO, bir tabaka
biiytitiilmek istendiginde neden olduk¢a uzun bir islem
stiresi gerektigini agiklamaktadir [35,36].

MAO islemi ile biiyiitilen TiO2’nin farkli kristal
yapilarda biiylidiigli literatiirde detayli bir sekilde
verilmektedir. Anataz, rutil ve brookite kristal yapisinda
biiytiyen TiO2’nin termodinamik olarak en kararli yapisi
rutil fazidir. MAO ile biyiitilen kaplamalar diistik
sicakliklarda yar1 kararli faz olan anataz ve yiksek
sicakliklarda kararli rutil fazindan olusmaktadir [21, 37-
41]. Sekil 2’de NiTi iizerine biiyiitiilen kaplamanin XRD
grafikleri incelendiginde; TiO,’yi karakterize eden rutil
ve anataz fazlarina rastlanmistir. Kararli rutil fazinin
olusumunda yiiksek voltaj degerinin etkisi MAO islemi
sirasinda bosalma kanallar1 igerisindeki sicakligin ve
basincin (2.104K ve 102 MPa) ¢ok yiiksek degerlere
ulagmasi ile aciklanabilir [24]. Yiiksek basing ve sicaklik
rutil fazmin olusumuna yardimeci olmaktadir. Diger
taraftan uzun kaplama siiresinin rutil fazi {izerindeki
etkisi ise kaplama Oncesi yapilan 6n deneylerden elde
edilen bilgidir. Yiizeyde biyiitiilen diisik termal
iletkenlige sahip TiOy; termal bariyer gibi davranarak
kaplamanin 1smmmasma neden olur ve rutil fazinin
olusumu kolaylasir [42].

2- MAO kaplanan NiTi altlik
3-7 gin sonra MAO kaplanan NiTi Altlik

N: NiTi althk

A: Anataz

R: Rutil

HA: Hydroksiapatit

Sekil 2. NiTi {izerine biiyiitillen kaplamanin XRD grafikleri
(XRD graphics of the coating on NiTi

Yine Sekil 2 de bekletme deneyleri sonrasi elde edilen
XRD grafikleride gosterilmektedir. Bekletme deneyleri
sonrasinda yiizeyde biriken malzemelerin Hydroksiapatit
(HA) oldugu XRD grafiklerinden tespit edilmistir. MAO
yontemiyle TiO; kaplanmis NiTi malzemelerin biyoaktif
Ozelliklerinin artmasina yiizeyde biriken HA’in neden
oldugu diistiniilmektedir.
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Cizelge 5. SBF igerisinde bekletilen numunelerin agirliklarindaki degisim ¢izelgesi (Changes in the weight of the samples
kept in SBF ) [20,21]

Agirhik (g)
Numune Ad1
Baslangi¢ 1 giinliik bekletme Degisim miktari
NiTi Althk 10.872 10.872 0
Kaplanmis NiTi (TiO,) 11.345 11.345 0
Agirhik (g)
Numune Ad1
Baslangic 7 giinliik bekletme Degisim miktari
NiTi Altlik 10,874 10,892 0,018
Kaplanmis NiTi (TiO,) 11,052 11,105 0,053
Agirhik (g)
Numune Ad1
Baslangi¢ 14 giinliik bekletme Degisim miktari
NiTi Althk 10,886 10,906 0,020
Kaplanmis NiTi (TiO,) 11,190 11,286 0,096
Agirhik (g)
Numune Ad1
Baslangi¢ 21 giinliik bekletme Degisim miktar1
NiTi Altlik 10.945 10.973 0,028
Kaplanmis NiTi (TiO,) 11.356 11.464 0.108

3.2. Biyoaktivite Testleri (Bioactivity Tests)

NiTi althk {iizerine MAO ydntemi biyiitiilen TiO2
tabakalar1 yapay viicut sivist (SBF)igerisinde viicut
sicaklig1 olan 37°C’de etiiv firin1 igerisinde 7 - 14 ve 21
giinliik bekletme deneylerine tabi tutulmustur. Zamana
bagli olarak numunelerin agirliklarindaki degisim
dikkate alinarak numunelerin biyoaktiflik 6zellikleri
degerlendirilmistir. Elde edilen agirlik degisimleri
Cizelge 5’de, SEM goriintiileri ise Sekil 3’de verilmistir.
Cizelge 5’den goriildigi gibi NiTi althigin ve MAO
yontemi ile yiizeyde TiO; biiylitilen numunelerin SBF
icerisinde 1 gilinlik bekletme siiresinde agirliklarinda
herhangi bir degisim gbzlenmemistir. Buna karsin
bekletme siireleri arttikga agirliklarinda ki degisim de
artmaktadir. Bu durum uzun siireli in-vitro testlerinde
numunelerin  SBF sivist igerisinde biyoaktif hale
gelmesiyle aciklanabilir [43,44].

NiTi 14 giin

,Mgk’ap[dmnﬂjl g'l;n

NiTi21 giin

Sekil 3. SBF iginde bekletilen numunelerin SEM goriintiileri
(SEM images of samples kept in SBF )[20,21]
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Sekil 3°de SBF igerisinde bekletilen numunelere ait SEM
goriintiilleri  verilmistir. XRD grafiklerinden yiizeyde
biriken olusumlarin HA oldugu tespit edilmistir. Sekil 3
deki goriintiilerde de acik bir sekilde gosterildigi gibi
bekletme stiresi arttik¢a ylizeyde biriken HA miktar1 da
artmaktadir.

tutulduktan sonra SBF sivilari igerisinde Ni tespiti i¢in
ICP-MS test cihazi kullanilmustir.

Cizelge 6’da bekletme sivilari igerisinde tespit edilen Ni
miktarlar1 ppm cinsinden verilmistir. Nikelin toksik
seviyesi ise 1 ppm’dir [48,49].

Cizelge 6. SBF sivilari igerisindeki Ni konsantrasyonu (Ni concentration in SBF fluids) [20,21]

Ni Konsantrasyonu [ppm]
7 giin 14 giin 21 giin

NiTi Althk 0,943597 1,143597 1,209845

TiO: Kaplamah NiTi 0,578629 0,437818 0,396592
Ozellikle MAO yéntemi ile yiizeyde TiO, biiyiitiilen i
numunelerin - SBF  igerisinde bekletildikten sonra 'g' 15 T
ylizeylerinde HA miktarinda artis oldugu dikkat 7 ) L -
cekmektedir. Cizelge 5’de de gosterildigi gibi en fazla g7 | -

o . . . . . ] = NiTi Althik
agirlik artig1 21 giin siireyle bekletilen numune {izerinde @ \% 05 ——
gergeklesmistir.  Yiizeylerin 10.000 kat biyiitiilmiis v . TiO; Kaplanan NiTi
goriintiilleri SEM  goriintiilerinin  sag st kosesinde z ¢ —
gosterilmigti.  MAO  yonteminin ~ dogasindan 78N 1agan ) giin
kaynaklanan porozlu yapi numune yiizey alanini artirmis

bu durumun da HA tutunma miktarindaki artisa sebep
oldugu disiiniilmektedir [12,18,22]. MAO yo6nteminin
dogasindan kaynaklanan bu poroz yapmin kaplanmisg

orneklerin  biyoaktiflik 6zelligini artirdigi  sonucu
¢ikartilmigtir.
3.3. Ni*2  Salimmnin Tespiti (Detection of Ni*2

Release)

Gelisen teknolojiyle beraber gelen ihtiyaclara bagh
olarak cesitlilik kazanan metalik implant malzemelerinin
sahip olmasi gereken en 6nemli 6zelliklerden birisi de
i¢inde bulunduklar1 ve temas edecekleri biyolojik ¢evre
ile uyumlu olmalaridir. Implant  malzemelerin
biyouyumluluk degerlendirmeleri; sistemik ve lokal
toksisite, allerji, mutajenite ve karsinojenite incelemeleri
ile yapilmaktadir [45,46]. Metal alagimlari ile dogrudan
temasta olan ¢evre dokularina salinan metal iyonlarinin
olumsuz etkileri olabilecegi bildirilmektedir [45,47]

NiTi althgr ilizerine MAO ydntemi biiyiitilen TiO2
tabakalar1 yapay viicut sivist (SBF) igerisinde viicut
sicakligi olan 37°C’de etiiv firim igerisinde 7 - 14 ve 21
giinlik bekletme deneylerine tabi tutulmustur.
Literatiirdeki ¢aligmalar paralelinde zamana bagli olarak
NiTi numunelerinin i¢inde bulunduklar1 ortamlara Ni*?
salinmmi gerceklestirdigi bilinmektedir [48]. Ni*2 salinimi
toksik etkiler gosterdigi ve insan sagligini tehtit ettigi i¢in
onlenmesi gereken bir durumdur. MAO yontemi ile NiTi
altliklarmm yiizeyleri TiO; kaplanarak bu salinimin
minimize edilmesi amag¢lanmustir.

Bu baglamda NiTi althigin ve bu altlik iizerine MAO
yontemi ile TiO; biiylitiilen numuneler yapay viicut sivisi
(SBF) igerisinde viicut sicaklig1 olan 37°C’de etiiv firim
icerisinde 7 - 14 ve 21 giinliik bekletme deneylerine tabi

Sekil 4. Ni konsantrasyonunun zamana gore degisimi (Change
of Ni concentration over time) [20,21]

Sekil 4'de de gosterildigi gibi Ni konsantrasyonu TiO2
biiyiitiilen numunelerin bulundugu SBF ortamlarinda
toksik seviyenin altindadir. Ancak iizerinde herhangi bir
kaplama olmayan NiTi altliklarin bulundugu SBF
ortaminda Ni miktar1 zamana paralel olarak artmaktadir.
Bu durum zaman igerisinde toksik etki smirinin
artacagini gostermektedir. Oysa MAO yontemi ile TiO-
biiyiitillen numunelerde bu deger zamana bagli olarak
azalmakta ve toksik degerin oldukga altinda oldugu tespit
edilmistir.

3.4. Hiicre sitotoksisite Analizi (MTT analizi)

((Cytotoxicity Analysis (MTT Analysis))

MTT ajaninin uygulanmasindan 1 giin dnce 12’lik plak
icerisinde her kuyucuga 1051929 fibroblasthiicre hatlar
gelecek sekilde 1000 pl kiiltiir medyumu ile hiicrelerin
ekimi yapilmistir. Mikroplak 24 saat 37°C ve %5 COz
ayarli inkiibatorde bekletilerek hiicrelerin ylizeye
yapigmalart saglanmistir. Bu yolla tripsin enziminin
hiicre membran proteinleri ve biiyiime faktor reseptorleri
tizerinde olusturdugu zararlar ortadan kaldirtlmigtir. Bu
protein ve faktorlerin yeniden sentezlenebilmesi icin 24
saatlik bir stireye ihtiyag duyulmaktadir [50]. 24 saatlik
inkiibasyonlardan sonra iki farkli materyalgruplara
boliinerek kuyucuklara eklenerek birinci siitun NiTi
altlik, ikinci siitun ise TiO; kaplamali NiTi olarak
ayarlanmistir.

Tiim madde uygulamalarindan sonra hiicre hatlar1 24 saat
stireli inkiibasyonda tutulmus olup, MTT ydntemi
uygulanmigtir. Bu yontem analizine baglanmadan once
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12°lik plaklarda bulunan medyum uzaklastirilarak 1000
pl taze medyum eklenmistir.

NiTi altlik ve TiO, kaplamali NiTi materyalin sitotoksik
etkisi MTT yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.
Hiicreler 72. saatlerde ayni biiyiikliklerde 5 kuyucuk
olacak sekilde 12’lik mikroplatelerde MTT (2,3,-bis[2-
metoksi-4-nitro-5-siilfofenil]-2H-tetrozolium-5-
kaboksanilit tuzu) soliisyonu kullanilarak spektrofoto-
metrik ELISA yontemi ile degerlendirilmistir. Reaktifler
50/1 (isaretleme ajani/aktivasyon ajani) oraninda olacak
sekilde karistirilarak hazirlanmistir. MTT suda ¢oziinen
bir tetrazolium tuzu olmakla beraber canli hiicrede
mitokondrilerindeki dehidrogenazenzimi ile
parcalandiginda ¢oziilebilir formazana doniismektedir.
Formazandan kaynaklanan turuncu rengin yogunlugu
metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisi ile orantilidir.
Cozelti 96’lik kuyucuklara alinip reaksiyon ELISA
cihazinda okunup kantite edilmistir. ELISA cihazinda
490 nm dalga boyunda ve 630 nm referans araliginda her
bir kuyucugun absorbans degeri okunmustur. Hiicre
canlilif1 yiizdesi her bir kuyucukta 6l¢iilen optik dansite
degerinin kontrol optik dansite degerine bdliinmesi ve
yiiz ile ¢arpilmasi ile hesaplanmstir.

Gruplara  Mann-Whitneytest  istatistiksel  analizi
uygulanip “p” degeri 0.05’in altinda olanlar anlamh
olarak kabul edilmistir. Olusturulan tiim deney
kosullarihiicre hattinda kendi iginde tiger kez galigilip,
sonuglar ortalama £SD olarak verilmistir.

Sekil 5’de NiTi althk ve TiO2 kaplamali NiTi
materyallerinin  72. saatin sonunda 1929 hiicre
canliligina etkisinin MTT rediiksiyonu yontemi ile
degerlendirilmesi  gosterilmigti. MTT  rediiksiyon
sonuglar1 kontrol (NiTi altlik) hiicre canliliklarinin yiizde
orani olarak verilmistir. Sekil 5°de gosterildigi gibi, L929
hiicrelerine 72 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilerek
agregasyonu saglanan NiTi altlik ve TiO2 kaplamali
NiTi materyalinin ilave edilmesinin 72. saatin sonunda
hiicre canliliginda NiTi altliga kiyasla istatistik olarak
herhangi bir sitotoksisite tespit edilememistir.

1504
= 1004 ——
=, e
B
2
5 50
£
i
0 T T
NiTi Althl: Ti0,
Kaplamah
NiTi

Sekil 5. Materyallerin 72. saatlerin sonunda L1929 hiicre
canlihgna etkisinin MTT rediiksiyonu yontemi ile
degerlendirilmesi (Evaluation of the effects of
materials on L929 cell viability at the end of the 72th
hour with MTT reduction method) [20,21]

6. SONUC (CONCLUSION)

Bu c¢aligma; sekil hafizali NiTi alasiminin yiizey
Ozelliklerinin iyilestirilmesi amaci1 ile Mikro Ark
Oksidasyon (MAO) ydntemi kullanilarak TiO; tabakasi
biiyiitiilmesi tizerine odaklanmistir. Calismanin amaci ise
sekil hafizali NiTi alasimmdan imal edilen
biyomalzemelerin; temas ettigi kan hiicresi veya viicut
stvist gibi agresif yiizeylerde biyouyumlulugunu ve
biyoaktivitesini arttirmaktir. Ayrica NiTi alasgimlarinin
ylizeyleri iizerinde biiyiitiilen TiO, kaplamasi ile Ni*?
salmiminin zehirli ve kanserojen etkisinin engellenmesi
hedeflenmektedir. Elde edilen sonuglar asagida
verilmistir;

» NiTi altlik {izerine MAO yontemi ile biiyiitiilen
TiO, tabakasmin piiriizli bir yap:1 sergiledigi
gozlenmistir. Bu piiriizliiliikler; kaplama islemi
esnasinda altlik {izerinde meydana gelen mikro
ergimelerden kaynakli degisik boyutlardaki ¢ok
sayida tepecikler ve bu tepeciklerin ug
kisimlarindaki mikro gozeneklerden
kaynaklandig tespit edilmistir

» MAO yontemi kullanilarak biiyiitilen TiO;
kaplamasinin ti¢ farkli bélgeden olustugu tespit
edilmistir.

» NiTi sekil hafizali metali; Ti, Mg ve Al gibi
hafif metallerle karsilastirildiginda yiizeyinde
biiyiitiilecek olan oksit tabakasinin olusumu,
yiiksek Ni i¢eriginden dolayi biiyiitme isleminin
¢ok zor oldugu tesbit edilmistir. Bu yiizden NiTi
sekil hafizali metalinin MAO islemi ile oksit
tabakasi biiyiitiilmesinde kullanilan elektrolitin
¢ok dnemli oldugu tespit edilmistir.

» TiOy’yi Kkarakterize eden rutil ve anataz
fazlarina rastlanmistir.

» Bekletme deneyleri sonrasinda yiizeyde biriken
malzemelerin Hydroksiapatit (HA) oldugu
XRD grafiklerinden tespit edilmistir. MAO
yontemiyle TiO, kaplanmis NiTi malzemelerin
biyoaktif ozelliklerinin artmasina ylizeyde
biriken HA’in neden oldugu diistintilmektedir.

» SBF igerisinde bekletilen numunelere ait SEM
goriintiilerinin agik bir sekilde gosterildigi gibi
bekletme siiresi arttikca yiizeyde biriken HA
miktar1 da artmaktadir. Ozellikle MAO yéntemi
ile yiizeyde TiO; biiyiitilen numunelerin SBF
igerisinde bekletildikten sonra yiizeylerinde HA
miktarinda artis oldugu dikkat ¢gekmektedir.

» MAO yonteminin dogasindan kaynaklanan
porozlu yap1 numune yiizey alanini artirmis bu
durumun da HA tutunma miktarindaki artisa
sebep  oldugu  disiiniilmektedir. ~ MAO
yonteminin dogasindan kaynaklanan bu poroz
yapinin kaplanmis  Orneklerin  biyoaktiflik
6zelligini artirdig1 sonucu ¢ikartilmistir.

» Nikelin toksik seviyesi ise 1 ppm’dir .Ni
konsantrasyonu TiO; biiyiitilen numunelerin
bulundugu SBF ortamlarinda toksik seviyenin

379



Siileyman SUKUROGLU, Yagar TOTIK, Ebru Emine SUKUROGLU, Ridvan KUSUKOSMAN / POLITEKNIK DERGISI, Politeknik Dergisi,2021;24(2): 373-382

oldukca altindadir. Ancak {izerinde herhangi bir
kaplama olmayan NiTi altliklarin bulundugu
SBF ortaminda Ni miktar1 zamana paralel
olarak artmaktadir. Bu durum zaman igerisinde
toksik etki smirmin artacagini gostermektedir.
Oysa MAO vyontemi ile TiO. biiyiitiilen
numunelerde bu deger zamana bagli olarak
azalmakta ve toksik degerin oldukg¢a altinda
oldugu tespit edilmistir.

» MTT testi i¢in hazirlanan gruplara Mann-
Whitney test istatistiksel analizi uygulanip “p”
degeri 0.05’in altinda olanlar anlamli olarak
kabul edilmistir. Olusturulan tiim deney
kosullar: hiicre hattinda kendi iginde lger kez
calistlip, sonuglar ortalama +SD olarak
verilmistir.

» L1929 hiicrelerine 72 saat boyunca 37°C’de
inkiibe edilerek agregasyonu saglanan NiTi
altlik ve TiO, kaplamali NiTi materyalinin ilave
edilmesinin  72. saatin sonunda hiicre
canliliginda NiTi altliga kiyasla istatistik olarak
herhangi bir sitotoksisite tespit edilememistir.

Sonug olarak; sekil hafizali NiTi malzemelerin hem
biyouyumluluk hem de biyoaktiflik 6zelliginin
artirilabilmesi ayrica toksik etkisini minimize etmek i¢in
TiO2 tabakasinin  biiyiitiilmesi  basarist  in-vitro
analizlerinden elde edilen sonuglarla ispat edilmistir.
Mevcut ¢alismadan elde edilen bilgi birikimi ile
biyomalzemeler {izerine biyouyumlu TiO2 kaplamalarin
biiyiitiilebilecegi ve gercek viicut sartlarinda in-vivo
analizleri ile gelecek ¢aligmalarin dahada
giiclendirilebilecegi sonucuna vartlmstir.
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