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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir
kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma
iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar
digindaki tim fikri miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin
gelecekteki calismalarda (makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal caligmam oldugunu, baskalarinin haklarmi ihlal etmedigimi ve tezimin tek
yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki: bulunan ve sahiplerinden
yazilt izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin yazili izin alinarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekdgretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Ac¢ilmasina Iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida
belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde
erisime agilir.

0 Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karari ile tezimin erigime agilmast mezuniyet tarihimden
itibaren 2 yil ertelenmigtir.

0 Enstitli / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karar1 ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. 2

0 Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. 3

11/07/2025

Uzm. Biyo. Nur Kiibra TASDEMIR
1“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmas, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina Iliskin Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmasi veya patent alma siirecinin devam etmesi durumunda, tez
damigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki yil siire ile
tezin erigime agilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullamildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi yontemlerle
korunmamusg ve internetten paylasiimas: durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani olusturabilecek bilgi
ve bulgulari igeren tezler hakkinda tez danigmaninin énerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya
fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karart ile alti ayr asmamak iizere tezin erigime agilmasi engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlari veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb. konulara iliskin
lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigt kurum tarafindan verilir. Kurum ve kuruluglarla yapilan is birligi
protokolii ¢ergevesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iliskin gizlilik karar ise, ilgili kurum ve kurulusun onerisi ile enstitii
veya fakiiltenin uygun gorisii iizerine iiniversite yénetim kurulu tarafindan veriliv. Gizlilik karari verilen tezler
Yiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar: gercevesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararimin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu tarafindan
karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu calismadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde
ettigimi, gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuclar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun
olarak sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi,
yararlandigim kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin
kaynak gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Dog¢. Dr. Z. Ekim Taskiran
damgmanhiginda tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri

Enstitiisii Tez Yazim Yonergesine gore yazildigini beyan ederim.

Uzm. Biyo. Nur Kiibra Tagdemir
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TESEKKUR

Hacettepe Universitesi Dahili ve Cerrahi Arastirmalar Anabilim Dal1 Temel
Cerrahi Arastirmalar Doktora Programi kapsaminda yiirlitmiis oldugum tez ¢alismam
stirecinde, boliim baskanimiz Sayin Prof. Dr. Derya Karakog’a destekleri i¢in tesekkiir
ederim. Tez siiresi boyunca bilgi, tecriibesi ve yonlendirmeleriyle bana rehberlik eden
danismanim Dog¢. Dr. Ekim Taskiran’a en ic¢ten tesekkiirlerimi sunarim. Destek ve

katkilar i¢in Dog. Dr. Beren Karaosmanoglu’na ayrica tesekkiir ederim.

Multidisipliner olarak yiiriittiigiim bu tez ¢aligsmasi boyunca kiymetli destegi,
bilgi birikimi ve ilgisi i¢in Dog¢. Dr. Cem Bayram’a tesekkiir ederim. Tez ¢alismam
siiresince 1§ birligi, destek ve katkilartyla yanimda olan degerli arkadaslarim Biisra
Aydin ve Muhammed Samil Ozigin’a tesekkiir ederim. Ayrica, egitim siirecim boyunca
katkilariyla stireci kolaylastiran bolim sekreterimiz Menekse Tarla’ya tesekkiir

ederim.

Tesekkiirlerimin en biiyiigiinii, sevgili esim Doruk’a ve kiymetli aileme; canim
annem Sevil’e, canim babam Ertugrul’a ve biricik ablam Merve’ye ayirtyorum.
Kalbimin disinda, 6miir boyunca burada ismen ve minnetle kalacaksiniz. Bu
mesakkatli siireci en az benim kadar yasayan, maddi ve manevi olarak her zaman
yanimda olan, varliklariyla yalnizca egitim hayatima degil, tim yasamima anlam katan

canlarim; iyi ki varsimniz.
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OZET

Tasdemir N.K., Nanotopografinin Stromal Hiicre Davramsi Uzerine
Etkisinin Molekiiler Diizeyde Arastirllmasi, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Temel Cerrahi Arastirmalar Programi Doktora Tezi, Ankara,
2025. Bu tez ¢alismasinda, titanyum ylizeylerin elektro-kimyasal anodizasyon yoluyla
nanotopografik olarak modifiye edilmesinin, mezenkimal kok hiicrelerin (MKH)
davranisi tizerindeki etkileri incelenmistir. Farkli anodizasyon parametreleriyle elde
edilen nanotiip ylizeyler, hiicrelerin tutunma, yayilim, canlilik ve molekiiler diizeydeki
rejeneratif yanitlar1 acisindan degerlendirilmistir.  Yilizey karakterizasyonlari,
morfoloji, yilizey enerjisi ve potansiyeli gibi fizikokimyasal 6zelliklerde anlaml
farkliliklar olusturmus; bu degisimler, hiicrelerin yiizeye adaptasyon siireglerini,
oksidatif stres diizeylerini ve apoptoza yatkinliklarini dogrudan etkilemistir. Molekiiler
analizler, hiicrelerin bu yiizeylere verdigi yanitin yalnizca morfolojik degil, ayni
zamanda genetik diizeyde de belirgin oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle hiicre
iskeleti, ekstraseliiler matriks sentezi, anjiyogenez ve migrasyonla iligkili genlerdeki
yukart yonlii diizenlenme, bazi nanotopografik varyasyonlarin rejeneratif siireci
destekleyici etkiler tagidigin1 gostermistir. Buna karsilik, ribozomal proteinlere ait
genlerdeki baskilanma, hiicrelerin yeni mikro ortama adaptasyon siirecinde enerji
yonetimini  Onceliklendirdigini diisiindiirmektedir. Elde edilen bulgular, ylizey
nanotopografisinin biyomateryal-hiicre etkilesimlerinde yalnizca fiziksel bir destek
saglamaktan Ote, hiicresel kaderi yonlendirebilen aktif bir biyolojik parametre
oldugunu gostermektedir. Ozellikle bazi yiizey modifikasyonlarinin rejeneratif
yanitlar1 destekleyen yolaklar etkinlestirme kapasitesi, bu yiizeyleri ileriye doniik
biyomedikal uygulamalar agisindan giiclii adaylar haline getirmektedir. Bu tez, ylizey
miihendisligi ile hiicresel yanitlar arasinda kurulan bu kopriiyli derinlestirerek,
gelecekteki doku miihendisligi uygulamalarinda daha etkili biyomalzeme tasarimlari

icin 6zgiin katkilar sunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicreler (MKH), nanotopografya, titanyum
dioksit, elektrokimyasal anodizasyon, doku miihendisligi,

rejeneratif tedavi.
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ABSTRACT

Tasdemir, N.K. Molecular-Level Investigation of the Effects of
Nanotopography on Stromal Cell Behavior, Hacettepe University Graduate
School of Health Sciences, PhD Thesis in Basic Surgical Research , Ankara, 2025.
In this study, the effects of nanotopographical modifications on titanium surfaces—
achieved via electrochemical anodization—on mesenchymal stem cell (MSC)
behavior were investigated. Nanotube surfaces generated under various anodization
parameters were evaluated in terms of cellular adhesion, spreading, viability, and
regenerative responses at the molecular level. Surface characterization revealed
significant variations in physicochemical properties such as morphology, surface
energy, and surface potential. These differences directly influenced cellular adaptation,
oxidative stress responses, and susceptibility to apoptosis. Molecular analyses
demonstrated that the cellular responses to these surfaces were not limited to
morphological changes but also involved substantial genetic modulation. In particular,
upregulation of genes associated with cytoskeletal organization, extracellular matrix
production, angiogenesis, and migration indicated that certain nanotopographic
variants promote regenerative processes. Conversely, the downregulation of genes
related to ribosomal proteins suggested that cells prioritize energy management during
adaptation to the modified microenvironment. The findings reveal that surface
nanotopography functions not merely as a passive physical substrate but as an active
biological parameter capable of directing cell fate. Notably, some surface designs were
shown to activate gene pathways that enhance regenerative responses, positioning
them as strong candidates for future biomedical applications. This dissertation deepens
the understanding of the interface between surface engineering and cellular behavior
and offers novel insights for the design of more effective biomaterials in tissue

engineering.

Keywords: Mesenchymal stem cells, nanotopography, titanium dioxide,

electrochemical anodization, tissue engineering, regenerative therapy.
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Sayfa

Farkl1 yiizey topografilerinin hiicre morfolojisi lizerindeki etkileri.

Mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiir kosullarinda karsilastigi biyolojik

sinirliliklarin, modifikasyon stratejileriyle agilmasi.

Elektrokimyasal anodik oksidasyon siirecinin asamalari: F~ ve O
iyonlarmin birikimiyle oksit tabakasi olusumu, anodik ¢6ziinmeyle

cukurlagsma, gézenek olusumu, nanotiip yapilariin olugumu.

Elektrokimyasal anodizasyon i¢in kullanilan diizenegin genel goriiniimii.
Gii¢ kaynag aracilifiyla voltaj ve siire kontrolii saglanarak, titanyum anot
ve platin katot arasinda olusturulan elektriksel alan yardimiyla nanotiip

yapilarin iiretildigi sistem.
Birinci elektrokimyasal anodik oksidasyon islemi basamaklari.
Ikinci elektrokimyasal anodik oksidasyon iglemi ile yiizeylerin tiiretilmes

12 kuyucuklu plaklar i¢inde bulunan titanyum yiizeyler iizerinde droplet

seklinde hiicre kiiltiirii.

Akim sitometrisi ile kapilama stratejileri detaylari. a) Kontrol (diiz

titanyum), b) 80V-20V, ¢) 80V-40V, d) 80V-60V. V: volt.

Farkli anodizasyon voltajlariyla olusturulan TiO: yiizeylerinin SEM
goruntdleri. Soldan saga: Kontrol (diiz titanyum), 20V-20V, 60V-40V ve
80V-20V yiizeyleri (6l¢ek cubugu: 2 pum). V: volt, um: mikrometre.

. MKH’lerde gen ifadesine bagli yolak degisimlerinin Reaktom analizi.

Upregulated: artan, downregulated: azalan genler.

Mezenkimal kok hiicrelerin farkli yilizeylerdeki gen ifade profillerine gore
gerceklestirilen PCA analizi. V: volt, TCP: tissue culture plate, kontrol:

diiz titanyum.
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A) 80V-20V, B) 80V-40V ve C) 80V-60V yiizeylerinin SEM goriintiileri,
goriintii isleme analizleri ve gézenek ¢ap1 dagilimlari. Olgek ¢ubugu: 200

nm, nm: nanometre. 36

A) 80V-20V, B) 80V-40V ve C) 80V-60V yiizeylerine ait AFM

topografik goriintiiler ve ¢izgi profili analizleri. um: mikrometre. 38

Kontrol, 80V-20V, 80V-40V ve 80V-60V yiizeylerine ait KPFM ile elde
edilen ylizey potansiyeli dagilimlar1 ve ilgili AFM topografik goriintiileri

(goriintii alani: 1 um?). um: mikrometre, mV: mili volt, nm: nanometre. 40

A) Kontrol (diiz titanyum) ve modifiye ylizeylerin EDS ile belirlenen
atomik Ti, O ve F yiizdeleri; B) ayn1 orneklere ait XRD spektrumlari
(Kontrol: siyah, 80V-20V: mavi, 80V-40V: yesil, 80V-60V: kirmiz1). V:
volt, Ti: titanyum, O: oksijen, F: flor. 41

A) Kontrol (diiz titanyum), B) 80V-20V, C) 80V-40V, D) 80V-60V
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1. GIRIS

Biyoteknoloji ve tipta kaydedilen ilerlemeler, yalnizca hastaliklarin tedavisine
degil, ayn1 zamanda bireylerin yasam kalitesini artirmaya yonelik uygulamalarin
gelismesine de katki saglamaktadir. Bu gelismelerin arkasinda, hiicrelerin ¢evresel
uyaranlara kars1 gelistirdigi biyolojik tepkilerin anlasilmasi ve bu tepkilerin kontrollii
bigimde yonlendirilebilmesi yer almaktadir. Ozellikle nanoteknolojinin sundugu
olanaklar, hiicre davraniglarint kontrollii bigimde modiile etme potansiyeli ile
rejeneratif tip ve doku miihendisligi gibi alanlarda dikkat ¢ekici uygulamalara zemin
hazirlamaktadir [1].

Bu noktada, nanoyapili yiizey tasarimlarinda Onemli bir yer tutan
nanotopografi, ytzeylerin nanometre dlzeyindeki mimarisinin hucrelerle olan
etkilesimi {izerindeki belirleyici etkilerini ortaya koymak acisindan énemli bir aragtir
[2]. Hiicrelerin yalnizca kimyasal sinyallerle degil, iginde bulunduklari fiziksel
mikrogevreyle de etkilesime gegmesi; yapisma, yayilma, ¢ogalma ve farklilagsma gibi
biyolojik siireclerin kontroliinde temel bir rol Gstlenmektedir [3]. Bu nedenle ylzey
topografyasinin  kontrollii sekilde modifiye edilmesi, hiicresel fonksiyonlarin

yonlendirilmesi agisindan stratejik bir yaklagim sunmaktadir.

Titanyum dioksit (TiO:), yiiksek biyouyumlulugu, kimyasal stabilitesi ve
mekanik dayanikliligi nedeniyle dental implantoloji, ortopedi ve doku miihendisligi
gibi bircok biyomedikal uygulamada yaygin olarak tercih edilmektedir [4]. Bununla
birlikte, ozellikle nanometrik Olgekte modifiye edilmis TiO: yiizeylerin hiicre
biyolojisi iizerindeki etkilerini agiklayan ¢aligmalar sinirhdir. Ozellikle bu yiizeylerin
stromal hiicrelerle olan molekiiler diizeydeki etkilesimlerine dair literatiirde net ve

biitiinciil bilgiler heniiz yeterince ortaya konmamustir.

Bu tez calismasi, nanotopografik olarak modifiye edilmis TiO: yiizeylerin
stromal hiicre davramis1 tizerindeki etkilerini molekiler duzeyde incelemeyi
amaglamaktadir. Stromal hiicreler, bag dokusunun yapisal biitiinliiglinii saglayan ve
doku onarim siireclerinde aktif rol iistlenen heterojen bir hiicre grubudur [5]. Ozellikle

mezenkimal kok hucreler (MKH) ve fibroblastlar gibi stromal hiicre tiplerinin,



biyomalzeme yiizeyleriyle olan etkilesimleri; doku biitinligi, immdn sistem
modiilasyonu ve rejeneratif kapasite agisindan belirleyici unsurlardir. Bu nedenle, bu
hicrelerin yiizey morfolojisine verdigi yanitlarin detayli olarak degerlendirilmesi,

biyomalzeme tasarimina yonelik 6nemli ¢giktilar sunabilir.

Bu kapsamda, farkli nanotopografik o6zelliklere sahip TiO: yiizey dizileri
tizerinde stromal hiicrelerin adezyon, canlilik, migrasyon ve senesens gibi temel
biyolojik parametreleri incelenmis; biyolojik olarak avantaj saglayan ylizey
kosullarinda transkriptomik analizler gergeklestirilmistir. Bulgular, klasik hiicre
kiiltiirii analizleriyle birlikte degerlendirilmis ve gen ifadesi dlizeyinde ortaya ¢ikan
degisimlerin fonksiyonel c¢iktilar1 dogrulanarak hiicre-malzeme etkilesimlerinin
molekiiler diizeydeki karsiliklart analiz edilmistir. Yapilan analizler asagida sematize

edilmistir.

Bu ¢alisma, nanoyapili yiizeylerin stromal hiicre yanitlari tizerindeki etkilerini
inceleyerek, biyomalzeme miihendisligi ve hiicresel biyoloji arasindaki iligskiyi daha
net bigimde ortaya koymay1 hedeflemektedir. Elde edilen bulgular; stromal hiicrelerin
biyolojik yanitlarin1 optimize edebilecek yilizey mimarilerinin belirlenmesi agisindan
yol gdsterici olmanin yani sira, molekiiler diizeyde hiicre i¢i sinyal yollar1 ve genetik
regiilasyon mekanizmalarina dair literatiirdeki 6nemli bir boslugu doldurmayi

amaclamaktadir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Stromal Hucreler

Stromal hiicreler, doku miihendisligi, rejeneratif tip ve hiicresel tedavi gibi
modern biyomedikal uygulamalarin gelisiminde giderek daha 6nemli bir konuma
gelmektedir [6]. Bu hiicreler, bag dokusunun yapisal biitiinliiglinii ve fizyolojik
islevlerini koruyan temel hiicre popiilasyonlaridir. Literatiirde bu hiicreler; stromal
hicre, mezenkimal kdk hiicre (MKH), fibroblast veya fibroblast-benzeri hiicreler gibi
cesitli terimlerle tanimlanir. Stromal hiicre yelpazesi olduk¢a genistir; bu hiicreler
arasinda fibroblastlar, miyofibroblastlar, diiz kas hiicreleri, perisitler ve mezenkimal

kok hiicreler gibi alt gruplar sayilabilir [7].

MKH’lerin en dikkat cekici 6zelliklerinden biri, osteojenik, kondrojenik ve
adipojenik soy hatlarina yonlenebilme kapasitesidir MKH’ler, cevreleriyle
etkilesimini sadece hiicresel temas yoluyla degil, ayn1 zamanda biiylime faktorleri ve
sitokinleri iceren parakrin mekanizmalarla da strdirmektedir [8]. Bu hiicreler ayni
zamanda mikrogevresel sinyallere duyarlidir ve bu dogrultuda ekstraseliiler matriks
(ECM) iiretimini diizenleyerek hiicre adezyonu, yayilimi ve farklilagmasi gibi olaylari

etkilerler [9, 10].

Son donem calismalarda, hiicre-topografya etkilesiminde substrat sertligi,
ylizey geometrisi ve aktin iskelet organizasyonunun belirleyici faktorler oldugu
vurgulanmigtir [11]. Caligmalar, sert yiizeylerde stromal hiicrelerin daha belirgin ve
organize aktin filamentleri olusturdugunu, yumusak ytizeylerde ise bu yapisal diizenin
zay1lf oldugunu gostermektedir. Bu gdzlemler, hicrelerin fizyomekanik cevrelerine

morfolojik ve fonksiyonel yanit verdiklerini ortaya koymaktadir.

Stromal hiicrelerin biyolojik iglevlerinin yalnizca biyokimyasal uyaranlara
degil, aynm1 zamanda i¢inde bulunduklari mikrogevrenin fiziksel ve topografik
ozelliklerine de bagli oldugu unutulmamalidir. Yiizey mimarisinin stromal hiicrelerin
kaderi iizerindeki etkisini anlayabilmek, doku miihendisligi stratejilerinin optimize

edilmesi agisindan kritik dneme sahiptir.



2.1.1. Mezenkimal Kok Hiicreler : Biyolojik Ozellikleri ve Klinik

Potansiyeli

Mezenkimal kok hiicreler (MKH'ler), ¢esitli dokularin rejeneratif siireclerinde
gorev alan, multipotent karakterde, fibroblast benzeri morfolojiye sahip ve kiiltiir
ortaminda plastik yiizeylere yapisma 6zelligi gdsteren hiicrelerdir [12]. 11k olarak
Arnold Caplan tarafindan 1991 yilinda tanimlanan bu hiicreler, bag dokusunun temel
bilesenlerinden biri olarak kabul edilmekte ve hiicre temelli tedavilerde yogun sekilde
arastirilmaktadir. MKH’ler, CD73, CD90 ve CD105 gibi hiicre yiizey belirtecleri
bakimindan pozitifken, CD45, CD34, CD14 ve HLA-DR gibi hematopoetik
belirtegleri ise ifade etmezler [12]. MKH’ler viicudun farkli anatomik boélgelerinden
izole edilebilmekte ve bu Ozellik, onlarin klinik uygulamalardaki esnekligini
artirmaktadir. Kemik iligi, en klasik ve ilk tanimlanan kaynak olmakla birlikte; yag
dokusu, gobek kordonu (Wharton jeli), plasenta, dis pulpasi, amniyotik membran gibi
alternatif kaynaklar da mevcuttur [13]. Bu kaynaklar arasinda 6zellikle gobek kordonu
gibi neonatal dokular, daha az invaziv elde edilebilirligi ve yiiksek hiicre verimi

nedeniyle 6ne ¢ikmaktadir [13].

MKH'erin en ayirt edici Ozelliklerinden biri farklilasma potansiyelleridir.
Uygun mikrogevresel ve biyokimyasal sinyallerle osteoblastlara, kondrositlere,
adipositlere ve miyositlere yonlendirilebilmeleri, onlar1 doku miihendisligi ve
rejeneratif tipta stratejik bir ara¢ haline getirmistir [14]. Bu farklilasma kapasitesi,
hiicrelerin embriyonik kok hiicrelere benzer sekilde potansiyel tasimasina karsin, etik
sorunlar olusturmamalar1 bakimindan ©nemli bir avantaj saglamaktadir [14].
MKH’lerin sahip oldugu immiinmodiilator, farklilasma ve rejeneratif potansiyeller,
onlart klinik uygulamalar agisindan oldukga cazip hale getirse de terapotik
kullanimlar1 halen bazi temel sinirlamalarla kars1 karstyadir. Bu kisitliliklarin basinda,
hiicrelerin biyolojik heterojenligi gelmektedir. MKH’ler farkli doku kaynaklarindan
izole edilebildikleri i¢in, her kaynak hiicresel bilesim, gen ifade profili ve immiinolojik
ozellikler agisindan degiskenlik gosterebilmektedir [15]. Buna ek olarak, kulttr
ortamindaki besiyeri kompozisyonu, pasaj sayisi, oksijen seviyesi ve biiyiime faktorii
igerigi gibi parametreler de hiicresel davranis iizerinde belirleyici olmaktadir [16].

Tiim bu degiskenler, elde edilen hiicrelerin biyolojik 6zelliklerini dogrudan etkileyerek



tedaviye yanitin ongoriilebilirligini azaltmakta; klinik etkililik ve giivenlik agisindan

standardizasyonu zorlastirmaktadir [17].

Immiinolojik yanit agisindan da MKH'lerin her zaman immiin baskilayic1 rol
iistlenmedigi ve bagisiklik sisteminde karmasik etkilesimlere neden olabilecegi
gosterilmistir [18]. Allojenik MKH uygulamalarinda, 6zellikle uzun vadeli takiplerde
bagisiklik yanitlarinin sekillendigi ve bu durumun tedavi siirecine etki ettigi
gozlemlenmistir [18]. Ayrica, MKH’lerin tiim6r mikro ¢evresinde proliferasyonu
destekleyici etkileri olabilecegi, literatiirde giderek daha fazla vurgulanmaktadir [19].
Ozellikle uzun siireli kiiltiirlerde kromozomal instabilite ve epigenetik degisimlerin
ortaya ¢ikmasi, hiicrelerin tiimorijenik potansiyel tasima olasiligin1  giindeme
getirmistir [19]. Klinik arastirmalarda MKH'lerin etkinligi ile ilgili elde edilen
sonuclar da oldukca heterojendir. Bazi ¢aligmalarda belirgin klinik iyilesmeler
raporlanirken, benzer uygulamalarin bazi hastalarda anlamli etki yaratmadigi
bildirilmistir [20]. Bu tutarsizliklar, MKH’lerin uygulama 6ncesi karakterizasyonunun
yeterince yapilmamasindan, uygun hasta popiilasyonunun belirlenememesinden ve
etki mekanizmalarinin hala tam olarak anlasilmamis olmasindan kaynaklanmaktadir
[20]. Tiim bu smirlamalara ragmen MKH’lerin biyolojik &zellikleri onlar1 hala gucli
bir klinik ara¢ olarak giindemde tutmaktadir. MKH’ler yalnizca farkli hiicre tiplerine
doniisebilme yetenekleriyle degil, ayn1 zamanda giiclii parakrin etkileri sayesinde
rejeneratif etkiler yaratmaktadir [21]. Salgiladiklar biiyliime faktorleri, kemokinler,
sitokinler ve eksozomlar aracilifityla doku onarim siireglerini destekledikleri ve
hiicresel mikrogevreyi diizenleyerek anti-inflamatuar etkiler gdsterdikleri
bilinmektedir [21]. MKH’lerin immiinomodiilatér rolleri de oldukga dikkat ¢ekicidir.
T hiicrelerinin  ¢ogalmasmi  baskilayabilmekte, B  hiicresi  aktivitesini
diizenleyebilmekte ve dogal oldiiriicii hiicrelerin sitotoksik etkilerini modiile

edebilmektedirler [18].

Klinik uygulamalar agisindan MKH’lerin kullanim alanlar1 giderek
genislemektedir. Norodejeneratif hastaliklarda (6rnegin parkinson ve multipl skleroz),
kardiyovaskiiler hastaliklarda (6zellikle miyokard enfarktiisti sonrasi kalp dokusunun
rejenerasyonu), karaciger fibrozisi ve siroz gibi kronik karaciger hastaliklarinda,

osteoartrit gibi kas-iskelet sistemi hastaliklarinda ve hatta COVID-19 gibi akut



inflamatuar durumlarda MKH temelli tedaviler {iizerinde yogun c¢alismalar
yiritiilmektedir [22, 23]. Sonu¢ olarak, mezenkimal kok hiicreler, sahip olduklari
genis biyolojik potansiyellerle rejeneratif tip ve hiicre temelli terapilerde dnemli bir
yer tutmakta; ancak etkin, giivenli ve siirdiiriilebilir klinik kullanimlarinin
saglanabilmesi i¢in hiicre kaynagindan uygulama stratejilerine kadar birgok

parametrenin dikkatle optimize edilmesi gerekmektedir.

2.2. Nanotopografik Yiizeylerin Yapisal Ozellikleri ve Biyolojik Temasi

Fiziksel ve kimyasal durumlar1 sayesinde nanoyapili ylizeyler, son yillarda
malzeme bilimi ve biyomedikal miihendislik alanlarinda genis uygulama
potansiyeliyle dikkat ¢ekmektedir [24]. Mikro ve nano Olgekte diizenlenmis yiizey
mimarisi, hiicrelerin biyomalzemelere verdigi biyolojik yanitlar1 sekillendiren baslica
unsurlardan biridir. Ozellikle piiriizliiliik, porozite, sivrilik, ¢ikint1 geometrisi ve yiizey
diizenliligi gibi topografik unsurlar; hiicrelerin yiizeyi algilama bi¢imini, baglanma
yetkinligini ve hiicre iskeletinde gergeklesen yeniden yapilanmalari belirlemede kritik
rol oynamaktadir [25]. Bu parametrelerin hiicre davranislart tizerindeki etkileri,

asagidaki sekilde sematik olarak gosterilmistir (Sekil 2.1).
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Diiz Yiizey Poroz Yiizey Sivri Yiizey Yuvarlak Cikintilar

Zayf tutunma Yiizeye simirhi uzanti Strese bagli uzant1 artis1 Hiicre esnemesi

Sekil 2.1. Farkli ylizey topografilerinin hiicre morfolojisi iizerindeki etkileri.

Yiizeylerin diiz, keskin, sivri veya yuvarlak formlarda tasarlanmasi, hiicrelerin

morfolojik  6zelliklerini ve aktin iskeleti organizasyonunu farkli sekilde



etkileyebilmektedir. Sivri ve diizensiz kenarlar, hiicre zarinda lokal stres noktalari
olusturarak hiicresel gerilimi artirabilirken, daha diizenli ve yuvarlak yapilar, hiicreye
daha homojen bir temas ve adezyon yiizeyi saglayabilir [26]. Bu nedenle yuzey
topografyasinin, hiicre fonksiyonlari tlizerinde sadece fiziksel degil, ayn1 zamanda
biyokimyasal diizeyde de etkili oldugu kabul edilmektedir. Hiicrelerin bir

biyomalzeme ylizeyiyle ilk temas ani genellikle ti¢ temel asamada tanimlanabilir [10].

1. Hiicrelerin, dogal olarak nanoyapili bir mimariye sahip olan ekstraseliiler
matriks (ECM) ile benzer yapilar i¢eren ylizeylere tutunmast,

2. Ylizeylere saniyeler iginde adsorbe olan proteinlerin, hiicre tanima ve
baglanma siireclerini yonlendirmesi,

3. Bu proteinlerin baglandig1 reseptorler araciligiyla baslatilan biyokimyasal
sinyallerin, hiicre iskeletinde yeniden yapilanmaya yol agmas.

Bu temas siireci, 6zellikle integrin gibi transmembran reseptdr proteinlerinin
aktivasyonu ile baslar. Integrinler, hiicre dis1 matriks (ECM) proteinlerinden
fibronektin, laminin, kolajen gibi yapilar tantyarak onlara baglanir ve bu baglanma
sonrasinda hiicre zarinin i¢ yilizeyinde fokal adezyon komplekslerinin olusumunu
tetikler [27]. Fokal adezyonlar; integrinlerin sitoplazmik kuyruklarinin, adaptor
proteinler (talin, vinkulin, paxillin, o-aktinin) araciligiyla aktin filamentlerine
baglanmasiyla sekillenir. Bu baglanti sadece hiicrenin substrata tutunmasini
saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda ECM'den gelen mekanik ipuglarini algilayan bir
mekanosensor gorevi goriir [28]. Bu yapilar araciligiyla dis ortamdan gelen fiziksel
sinyaller, fokal adezyon kinaz (FAK) ve Src kinaz gibi sinyal proteinlerinin
aktivasyonu yoluyla hiicre icine iletilir. Bu sinyaller, RhoA/ROCK, PI3K/AKT,
MAPK/ERK ve YAP/TAZ gibi hiicresel yolaklari etkileyerek hiicre iskeletinin yeniden
yapilanmasina, proliferasyon, migrasyon, farklilagma ve apoptoz gibi hiicresel
siireglerin diizenlenmesine aracilik eder [29]. Ozellikle RhoA/ROCK yolu, aktin-
myozin kontraktilitesini artirarak hiicre gerilimini diizenlerken, bu mekanik gerilim
nikleer mekano-sensorlerin  (6rnegin ' YAP/TAZ) ¢ekirdek igine taginmasini
kolaylastirir [30]. Bu sinyal yollarmin aktivasyonu ile birlikte, hiicre iskeletinde
yeniden yapilanma gerceklesir. Aktin filamentlerinin yonelimi ve gerilim dengesi,
hiicre morfolojisini, kutuplanmasin1 ve yiizeye tutunma bicimini belirler. Yiizey

topografisinin sundugu fiziksel ipuclari, 6zellikle mikro- ve nanodlgekteki piiriizler,



cikintilar veya sivrilikler, bu siire¢leri daha da hassas bigimde yoOnlendirir [31].
Boylece, mekanotransdiiksiyonun son asamasinda gorev alan YAP/TAZ
transkripsiyon faktorleri, hiicre iskeletinde olusan kuvvetlere bagli olarak
sitoplazmadan ¢ekirdege tasinir. Ozellikle sivri, diizensiz ya da gerilim yaratan
yuzeylerde YAP/TAZ 1n niikleer lokalizasyonu artmakta ve bu faktorler proliferasyon,

farklilasma ve adezyona yo6nelik genlerin ifade diizeylerini diizenlemektedir [30].

Literatlirde, nanotopografik yapilarin hiicre iskelet diizeni, adezyon
kompleksleri ve gen ifadelerini 6nemli dl¢iide etkiledigi gdsterilmistir [32]. Ozellikle
titanyum temelli nanotiip yiizeyler, mezenkimal kok hiicrelerin hem yapisal
organizasyonunu hem de osteojenik yonelimlerini artirmada etkili bulunmustur.
Yapilan bir ¢aligmada, farkli caplarda {iiretilen TiO: nanotiiplerin hiicre morfolojisi,
proliferasyonu ve osteojenik belirte¢ ekspresyonu tlizerindeki etkileri degerlendirilmis;
20-30 nm araligindaki nanotiiplerin hiicreler tarafindan daha etkin sekilde algilandigi

ve daha gii¢lii adezyon olusturdugu gosterilmistir [33].

Giliniimiizde ytiksek ¢Ozlniirliikli konfokal mikroskopi, atomik kuvvet
mikroskopisi (AFM) ve canli hiicre goriintiileme gibi gelismis tekniklerin yardimiyla,
hlcre-ylizey etkilesimleri daha ayrintili sekilde incelenebilmektedir. Bu teknikler,
hiicre zarindaki mikrofilament organizasyonunu, lamellipodia ve filopodia
olusumunu, ylizey topografyasinin yonelimlerine gore nasil sekillendigini yiiksek
uzaysal ¢oziiniirliikkte ortaya koymaktadir [34]. Sonug¢ olarak, hiicrelerin yiizeyle
kurdugu etkilesimlerde yalnizca biyokimyasal baglanmalar degil; topografyanin
geometrik formu, diizenliligi ve yonelimi de belirleyici faktorler arasindadir. Bu
nedenle, biyomalzeme tasarimlarinda yiizey topografyasinin yalnizca hiicresel
tutunma agisindan degil; ayn1 zamanda fenotipik yonelim, gen ifade profili ve uzun

vadeli hiicresel kader {izerinde etkili olabilecegi dikkate alinmalidir [34].
2.2.1. Yiizey Modifikasyonlarimin On Kosullandirma Etkisi

Nanotopografik  yiizeylerin  hiicre = davranmiglar1  {izerindeki  etkileri
degerlendirildiginde, bu tiir fiziksel uyaranlarin yalnizca anlik morfolojik
degisikliklere yol agmakla kalmayip, hiicrelerin uzun vadeli biyolojik yanitlarini1 da

sekillendirdigi goriilmektedir [35]. Bu baglamda, belirli yiizey tasarimlari, hiicreler



acisindan yalnizca temas ylizeyi degil; aymi zamanda fenotipik yoOnelimi
etkileyebilecek hazirlayic1 bir etki olusturarak, bir tiir 6n kosullandirma (pre-
conditioning) islevi gorebilir. Literatiirde pre-conditioning kavrami, MKH'lerin
fizyolojik stres kosullarina veya rejeneratif uygulamalara karsi daha direngli ve
islevsel hale gelmesini saglamak amaciyla, hiicrelerin 6nceden belirli ¢evresel
uyaranlara maruz birakilmasi seklinde tanimlanir [36]. Bu uyaranlar arasinda hipoksi,
1s1 soku, enflamatuvar sitokinler, trofik faktorler, farmakolojik ajanlar, fiziksel kogullar
ve genetik modifikasyon teknikleri yer almaktadir [36]. Bu siire¢ sonucunda
MKH?’lerin yalnizca hayatta kalma yeteneklerinde degil; proliferatif kapasite, parakrin
etki, immiin modiilasyon yetenegi ve doku iyilesmesine katki saglayan sekresyon
profilleri gibi bircok fonksiyonel 6zelliginde de belirgin artis gézlenmektedir Nitekim
yapilan ¢aligmalar, bu 6n kosullandirma uygulamalarinin MKH’lerin hedef dokuda
daha uzun siire hayatta kalmasini, daha etkili sekilde go¢ etmesini ve eksozomlar,
bliylime faktorleri ile anti-inflamatuar ajanlar gibi parakrin molekiilleri daha yiiksek
diizeyde salgilamasini sagladigini gostermistir. Bu sayede kosullandirilmis MKH’ler,
transplantasyon sonrasi karsilastiklart olumsuz mikrogevresel kosullara karsi daha
direngli hale gelmekte ve terapotik etkinlikleri artmaktadir [36]. Bu durumu kavramsal
olarak 6zetleyen bir model, asagidaki sekilde gosterilmektedir (Sekil 2.2). MKH’lerin
kiiltiir ortaminda karsilastiklar1 sinirlayici kosullar, ¢esitli fiziksel veya kimyasal
modifikasyonlarla agilabilir; boylece daha direngli ve fonksiyonel hiicre
popiilasyonlar1 elde edilerek doku miihendisligi uygulamalarinda daha basaril
sonuglar aliabilir Benzer bir sekilde, mikro/nano Olgekte tasarlanmis yiizeylerin
hiicreler {iizerindeki etkileri de yalnizca morfolojik yanitlarla sinirli kalmaz. Bu
yuzeylerin piiriizliilik derecesi, ¢ikinti formu, sivrilik ve geometrik diizenliligi gibi
topografik ozellikleri, hiicre iskeletinde olusan mekanik gerilim T{zerinden
mekanotransdiiksiyon yolaklarini tetikler. Bu yolaklar, ¢cekirdek organizasyonu, gen

ifade diizeyi ve sonug olarak hiicrelerin fenotipik yonelimi {lizerinde belirleyici rol

oynar [37, 38].
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Mezenkimal Kok Hiicre Modifiye Mezenkimal Kék Hiicre

Hiicre kaybi Modifikasyon | Gég kapasitesi

.l, Hiicre - mikrogevre etkilesimi T Anjiyojenik potansiyel
l Adezyon l T Sekresyon Profili
| Hedef dokuda kancink

Hiicresel Modifikasyon Stratejileri

Fiziksel/Kimyasal On Kosullandirma Genetik Modifikasyon

Mekanik Gerilim
Yiizey Topografyasi
Hipoksi
Is1 soku

Sekil 2.2. Mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiir kosullarinda karsilastigir biyolojik
sinirhiliklarin, modifikasyon stratejileriyle asilmasi.

Pre-conditioning kavraminit destekleyen dikkat c¢ekici orneklerden biri,
fibroblastlarin kimyasal faktorlerle yeniden programlanarak mezenkimal kok hticre
benzeri hiicrelere (iIMKH) doniistiiriilmesidir. Lai ve arkadaglari, insan dermal
fibroblastlarin1 SP600125, SB202190 ve Go6983 gibi inhibitorleri i¢eren bir kimyasal
kokteyle 6 giin siireyle maruz birakarak, CD90+ ve CDI105+ fenotipine sahip
iMKH’ler elde etmislerdir [39]. Bu hiicreler, osteojenik, adipojenik ve kondrojenik
yonelim gdsterebilmis; ayrica in vivo immiinmodiilasyon kapasiteleri ile fonksiyonel
farkliliklar sergilemistir. Bu bulgular, ¢evresel uyaranlarin hiicre kaderi {izerinde
yalmizca gecici degil, kalict ve programlayict etkiler olusturabilecegini ortaya
koymaktadir. Benzer sekilde, biyomalzeme miihendisliginde kullanilan titanyum gibi
yilizey modifikasyonuna uygun materyallerin de hiicrelerin yalnizca ylizeye tutunma
bicimini degil; transkripsiyonel ve epigenetik seviyede yeniden yapilanmalarini
tetikleyebilecegi diisiiniilmektedir. Yiizeye temasla birlikte aktin iskeletinde olusan
gerilim, YAP/TAZ gibi ¢ekirdege tasinan transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu
yoluyla, hiicreyi yeni bir fenotipik programlama siirecine sokabilir. Bu fiziksel

sinyallerin, gen diizeyinde ifade degisikliklerine yol acabilmesi, ylizey topografyasinin
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yalnizca biyomekanik degil, aym1 zamanda biyoaktif bir rehber olarak

degerlendirilmesini gerektirmektedir.
2.3. Elektrokimyasal Anodik Oksidasyon

Hiicrelerin biyomalzeme yiizeyine karsi gosterdigi yanitlar, biiyiik Olcilide
ylizey Ozellikleri tarafindan belirlenir. Bu nedenle, yilizey modifikasyonu
biyouyumlulugun artirilmasi1 ve fonksiyonel implant tasarimi igin temel bir strateji
olarak goriilmektedir [40]. Gliniimiizde titanyum ve alasimlart {izerinde
gerceklestirilen ylizey modifikasyonlari; mekanik, fiziksel ve kimyasal yontemler
olmak lizere ii¢ ana kategori altinda siniflandirilmaktadir. Her bir yontem grubu, yiizey
morfolojisi, kimyasal bilesim, enerji durumu ve topografya gibi parametreleri farkl
bigimlerde etkileyerek hiicre davraniglarini yonlendirme potansiyeline sahiptir [41].
Yiizeylerin modifikasyonunda yaygin olarak kullanilan baslica yontemler Tablo

2.1.”de 6zetlenmistir.

Tablo 2.1. Yiizey modifikasyonlari gesitleri.

Mekanik Modifikasyonlar Fiziksel Modifikasyonlar Kimyasal Modifikasyonlar

isleme iyon implantasyonu ve parlatma Anodik oksidasyon

Kimyasal aritma (asit, hidrojen,

Kumlama Termal puskilrtme

peroksit, alkali)
Taslama Fiziksel buhar biriktirme Sol —jel iglemi
Parlatma Akkor desarjli plazma islemi Kimyasal buhar biriktirme

Bu yontemler arasinda yer alan elektrokimyasal anodik oksidasyon, titanyum
yiizeylerin nano 6lcekte diizenli yapilarla modifiye edilmesini saglayan etkili bir ylizey
isleme yontemidir. Bu islemde titanyum anot, genellikle platin veya grafit ise katot
olarak gorev yapar. iki elektrot arasinda uygulanan sabit voltaj sayesinde, titanyum

yuzeyinde oksitlenme meydana gelir. Titanyum yuzeyinde uygulanan sabit voltaj, anot
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bolgesinde oksitlenmeyi baglatir. Floriir iyonlar1 iceren elektrolit ortami ise bu oksit
tabakasinin secici ¢oziinmesini saglayarak boru benzeri TiO: nanotlip yapilarin
olusmasina imkan tanir [42]. islem sirasinda, voltaj ve siire gibi parametreler dogrudan
bu tiiplerin morfolojisini sekillendirir. Genellikle 30V un altindaki voltajlar, kiigiik
capli ve yapisal olarak diizensiz nanotiiplerin olusumuna neden olurken, 30V-60V
araliginda elde edilen yapilar daha homojen, silindirik ve hiicre biyolojisi agisindan
daha elverigli olarak degerlendirilmektedir [43]. Anodizasyon siiresi ise olusan
nanotuplerin boyunu belirler. Genellikle 1 ile 3 saat arasi siireler tercih edilir; slirenin
uzatilmasi tiiplerin uzamasini saglar, ancak asir1 siireler tiiplerin duvar kalinliginda

zayiflamalara ve yapisal biitiinliikte bozulmalara yol agabilir [44].

Elektrolit kompozisyonu da kritik bir degiskendir; 6zellikle etilen glikol-su
karisimina floriir tuzlari (6r. NH4F) eklendiginde hem kontrollii ¢dziinme saglanir hem
de tiip diizenliligi artar [45]. Islem genellikle oda sicakliginda yiiriitiiliir, ¢iinkii yiiksek
sicakliklar ¢6ziinme hizini artirarak morfolojik kontrolii zorlastirabilir [46]. Bu
parametrelerin  birlikte optimize edilmesi, diisiik maliyetli, tekrarlanabilir ve
biyouyumlu nano yiizeylerin liretimine olanak saglar. Bu sirecte meydana gelen
baslica yapisal degisimlerin sematik gosterimi Sekil 2.3’te sunulmustur. Bu sayede
elde edilen nanotiip yiizeyler, hiicrelerin ylizeye tutunma, yayilma ve farklilasma gibi

biyolojik davranislarini yonlendirebilecek sekilde miihendislik {iriinii hale getirilebilir.
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Elektrokimyasal Anodik Oksidasyon Siireci

F- ve O* birikimi — Anodik goziinme ? Gozenek olusumu > Nanotiip dizilerinin olusumu

Oksit olusumu Cukurlasma

Sekil 2.3. Elektrokimyasal anodik oksidasyon siirecinin agamalari: F~ ve O.~
iyonlarinin birikimiyle oksit tabakasi olusumu, anodik ¢oziinmeyle
cukurlagsma, gézenek olusumu, nanotiip yapilarinin olusumu.

2.4. Titanyum Dioksit Nanotiip Yiizeylerin Ozellikleri

Titanyum ve alagimlari, biyouyumlulugu, korozyon direnci ve {istiin mekanik
oOzellikleriyle implantoloji ve doku miihendisliginde sikga tercih edilmektedir [47].
Titanyumun biyolojik ortamda kararli olusu, onun inert yiizey 0&zelliginden
kaynaklanir. Ancak hiicre davraniglarii yonlendirecek aktif yilizey 0Ozellikleri

kazandirmak i¢in ylizey modifikasyonlar gereklidir.

TiO2 nanotiip yapilar, mikrogevreyi hiicresel diizeyde taklit eden topografik
platformlar sunarak hiicre davraniglarinin yonlendirilmesinde 6nemli roller iistlenir.
Bu yiizeyler, hiicre adezyonunu artirmak, hiicre yayilimi ve proliferasyonunu
desteklemek ve osteojenik farklilagsmay1 tesvik etmek gibi ¢esitli avantajlar sunar [48,
49]. Aymi zamanda ilag salimim sistemleri i¢in de tasiyici platformlar olarak

degerlendirilebilmektedir [50].

TiO2 nanotiiplerin hiicrelerle ilk temasi, biliylik ol¢iide yiizeyin elektriksel
yukune baglidir [51]. Bu yiik, ortamin pH degeri ile dogrudan iliskilidir ve “izoelektrik
nokta (IEP)” olarak adlandirilan pH araligi, yiizeyin yiik degistirdigi sinir1 belirtir.
TiO2'nin izoelektrik noktasi genellikle pH 5 ile 6 arasindadir. Bu degerlerin altinda,
yiizey pozitif yiiklidiir; pH 6'nin lizerinde ise negatif yiike sahiptir [52]. Hiicre zarinin
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negatif yiiklii yapis1 dikkate alindiginda, bu yiizey yik degisimi protein
adsorpsiyonunu ve dolayisiyla hiicre-sinyal etkilesimini yonlendirmektedir. Ozellikle
vitronektin ve fibronektin gibi ECM proteinlerinin adsorpsiyon davranisi, yiizeyin yiik
durumuna baglh olarak degisir [53]. Dolayisiyla, yiizey yiikii yalnizca adezyonun

miktarini degil, kalitesini de belirler.

Ayrica, 1slanabilirlik ve yiizey serbest enerjisi, hiicrelerin yiizeye ilk temasini
ve tutunmasini dogrudan etkileyen kritik parametrelerdir. Bir yiizeyin 1slanabilirligi,
tizerine damlatilan stvinin ne kadar yayilabildigiyle ilgilidir ve genellikle temas agis1
Olctimiiyle degerlendirilir. Kiiglik temas agisi iyi 1slanabilirlik (hidrofilik yiizey),
biiyiik temas agis1 diisiik 1slanabilirlik (hidrofobik yiizey) anlamina gelir. Bu 6zellik,
hiicrelerin ylizeye tutunmasinda 6nemli bir rol oynar. Hidrofilik yiizeyler, hiicresel
proteinlerin diizglin ve fonksiyonel sekilde adsorbe olmasini saglar [52]. Yuksek
yilizey enerjisi ve hidrofilik karakter, proteinlerin diizgiin ve fonksiyonel sekilde
adsorbe olmasini saglar [54]. TiO: nanotiip yiizeyler, diiz yiizeylere kiyasla daha
yiiksek yiizey enerjisi gostererek hiicre yayilimini destekler [55]. Islanabilirlik, ayni
zamanda ylizeyin serbest enerjisiyle yakindan iligkilidir. Yiizey serbest enerjisi ne
kadar yiiksekse, biyomolekiillerin yiizeye baglanma olasiligi o kadar artar. TiO:
nanotiipler, diiz ylizeylere gore daha yliksek ylizey serbest enerjisi ve 1slanabilirlige
sahiptir. Bu da hiicrelerin yiizeyle temasin1 kolaylastirir, tutunma sonras1 yayilimi

hizlandirir.

2.5. Gen Ifade Analizleri ve Transkriptomik Yaklasimlarin Onemi

Gen ifade analizleri, hiicrelerin belirli kosullara verdigi molekiiler yanitlar
anlamak i¢in kullanilan temel yontemlerdir [56]. Bu analizler, hucrelerin cevresel
faktorlere, biyokimyasal uyaranlara veya fiziksel etkilere nasil tepki verdigini
belirlemek amaciyla RNA diizeyindeki degisiklikleri inceler. Mikroarray teknolojisi
ve RNA dizileme (RNA-Seq) gibi yontemler, gen ifade profillerinin kapsamli bir
sekilde analiz edilmesine olanak tanir [57]. RNA-Seq, 6zellikle diisiik bollukta olan
transkriptlerin tespiti, alternatif splicing olaylarinin analizi ve yeni transkriptlerin kesfi

gibi avantajlar sunarak transkriptomik ¢alismalarin hassasiyetini artirir [57].
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Transkriptomik, bir hiicrenin tiim RNA icerigini analiz ederek, farkli kosullara
verdigi molekiiler tepkileri anlamaya odaklanir. Bu yaklasim, hiicrelerin doku
rejenerasyonu, inflamasyon ve bagisiklik diizenlemesi gibi biyolojik siireclerde
gosterdigi genetik yanitlar1 detaylandirabilir [58]. Ayrica, ilag etkileri, toksik yanitlar
ve hiicre tipine 0zgii molekiiler imzalarin belirlenmesi agisindan da Onemlidir.
Ornegin, insan endometriyal stromal hiicrelerinin embriyo invazyonu sirasinda
gosterdigi dinamik transkriptomik degisiklikler, embriyo implantasyonu sirecinin

molekiiler mekanizmalarini1 aydinlatmada 6nemli bilgiler sunmustur [58].

Transkriptomik yaklasimlar, hiicrelerin karmasik biyolojik olaylara verdigi
yanitlari tiim yonleriyle inceleme imkani sunar [59]. Geleneksel gen ifade analizleri
yalnizca belirlenen birka¢ gen iizerinde yogunlasirken, transkriptomik caligmalar
hiicrenin tamamina ait genetik aktiviteyi ortaya koyar [57, 59]. Bu sayede, hiicrelerin
beklenmedik tepkileri, alternatif molekiiler yolak kullanimlari ve yeni biyobelirteg
adaylar1 gibi daha 6nce fark edilmeyen 6nemli bulgular giin yiiziine ¢ikarilabilir [57].
Ayrica, transkriptomik analizlerin en giicli yonlerinden biri, yalnizca mevcut
hipotezleri test etmekle sinirli kalmayip, genis veri setleri iizerinden yeni hipotezler
liretmeye olanak tammasidir. Ozellikle yiizey topografyasina verilen hiicresel
yanitlarin arastirilmasinda, bu yontem; hiicrelerin hangi sinyal yollarini aktive ettigini,
metabolik ve yapisal adaptasyonlarini, doku miihendisligi uygulamalar1 acisindan
hangi gen setlerinin kritik oldugunu kapsamli sekilde anlamay1 miimkiin kilar [60].
Boylece transkriptomik calismalar, malzeme tasarimindan rejeneratif tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine kadar uzanan genis bir alanda bilim insanlarina yol

gosterici olur [60].

Stromal hiicrelerin  transkriptomik  profili, onlarm immidn  sistem
regiilasyonundaki rolleri, yara iyilesmesi siirecleri ve farklt mikrogevrelere verdigi
tepkileri anlamada 6nemli bilgiler sunar. Ozellikle yiizey topografyasinin bu genetik
yanitlar1 nasil yonlendirdigi, hiicre davranislari ile malzeme bilimini bulusturan kritik
bir kavsaktir. Nanotopografik ylizeylerin, stromal hiicrelerin immiinomodiilator
kapasitelerini artirdigr ve metabolik yollarini yeniden programladigi gosterilmistir
[61]. Bu nedenle, transkriptomik analizler; nanotopografik yiizey tasarimi ve hiicre-

temelli tedavi yaklasimlarinda vazgegilmez araglardir [61]. Bu nedenle,
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transkriptomik analizler; nanotopografik yiizey tasarimi, doku miihendisligi
uygulamalari ve hiicre-temelli tedavi yaklasimlarinda vazgecilmez araclar olup, hiicre

fonksiyonlariin yonlendirilmesi i¢in molekiiler 6l¢ekli rehberler sunmaktadir [62].
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3. GEREC VE YONTEM

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, ticari olarak satin alinan mezenkimal kok
hicreler ve dermal fibroblast hucreleri kullanildi. Bu teze ait deneyler, Hacettepe
Universitesi Translasyonel Tip Laboratuvarlari ve Fen Bilimleri Enstitiisi
Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali Laboratuvarlart kullanilarak, Dahili ve

Cerrahi Aragtirmalar Anabilim Dali Doktora Programi kapsaminda gerceklestirildi.

3.1. Geregler
3.1.1. Titanyum Dioksit Nanotiibiiler Yiizeylerin Hazirlanmasi

Amonyum Florir (>%98,0) (Sigma Aldrich)
Etilen Glikol (>%99,0) (Isolab)

Deiyonize Su

Platin Orgii Elektrot (20x20mm)

Titanyum Folyo (Strem Chemicals)

Etanol (>%99,9) (Isolab)

Aseton (>%99,8) (Carlo Ebra Reagents)
uv

3.1.2. Mezenkimal Kok Hiicre ve Dermal Fibroblast Kiiltiiria

Insan Kemik Iligi Mezenkimal K&k Hiicreleri (Ki-MKH) (ATCC, PCS-500-
012™, 63208778)

Insan Dermal Fibroblast Hiicreleri (HDF) (Gibco™, C0135C, 325163)
Tripan Mavisi (VWR Life Science)

Dulbecco's Modified Eagle Medium-Low Glucose (DMEM-LG) (Biosera)
Fetal Bovine Serum (FBS) (Biowest)

Penicillin Streptomycin (Pen/Strep) (100X, Biowest)

L-glutamine (100X, Biowest)

Fosfat Tamponlu Tuzlu Su (PBS) (Biowest)

Tripsin %25 (Biosera)
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3.1.3. RNA izolasyonu, Transkriptomik Analiz, Biyoinformatik Analiz

Total RNA Piirifikasyon Kiti (Norgen #17200)

Single-cell RNA Piirifikasyon kiti (Norgen #51800)

Etanol (Sigma)

NanoDrop Spektrofotometre (Thermo Fisher Scientific)

SENSE Kiitiiphane Kiti (Lexogen)

Klonal amplifikasyon i¢in Ion PI Hi-Q T2 200 kit (Thermo Fisher Scientific,
A26434)

Ion PI Hi-Q Sekanslama 200 Kit Quantitect Reverse Transkripsiyon Kiti
(Qiagen #205313)

Ion Proton Instrument (Thermo Fisher Scientific)

3.1.4. Taramah Elektron Mikroskobu Analizi i¢cin Hiicre Fiksasyonu

Gluteraldehit (Sigma)
Etanol (Sigma)
Fosfat Tamponlu Tuzlu Su (PBS) (Biowest)

3.1.5. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-
PCR)

LightCycler 480 SYBR Green I Master (Roche #04707516001)
LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, White (Roche #04729692001)
Roche LightCycler® 480 Instrument I1

Primerler

3.1.6. Akim Sitometrisi Analizi

FITC Annexin V Apoptoz Tespit Kiti (BioLegend #640914)
Hiicre Boyama Tamponu (BioLegend #420201)
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3.2. YOntemler

3.2.1. Elektrokimyasal Anodik Oksidasyon ile Farkhi Nanotopografik
Ozellikte TiO: Yiizeylerin Uretilmesi

Farkli nanotopografik yuzeyler elde etmek amaciyla c¢esitli voltaj
parametreleri kullanilarak TiO: yiizeyleri tretildi. %99,7 saflikta ve 125 pm
kalinliginda titanyum folyolar, 3x1 cm? boyutlarinda kesildi. Numuneler sirasiyla
deterjanli su, deiyonize su (DIW) ve etanol (EtOH) ile sonikasyon banyosunda
temizlendi ve oda sicakliginda kurutuldu. Anodik oksidasyon islemleri icin NH4F
iceren bir etilen glikol elektroliti hazirland1 (333 mg NH4F + 2 mL DIW + 98 mL etilen
glikol). Elektrot sisteminde titanyum anot, platin tel ise katot olarak kullanild1 (Sekil
3.1). Farkli ylizey mimarileri elde edebilmek amaciyla farkli voltaj protokolleri
uygulandi; kontrol (diiz titanyum), 20V-20V, 60V-40V, 80V-20V. 11k asamada 2 saat
boyunca oda sicakliginda anodizasyon yapilarak nanotiiplerin dis ¢aplari olusturuldu.
Ikinci asamada ise, oda sicakliginda 30 dakika boyunca anodizasyon uygulandi. Her
islem sonrasinda yiizeyler DIW ve EtOH ile yikanarak kurutuldu. Elde edilen bu
ylizeyler, ilerleyen agamalarda hiicre kiiltlirii uygulamalart igin kullanildi. Yuzeyler
kiiltiir islemi Oncesinde, petri kaplarina alinarak once distile su sonrasinda %70’lik
ethanol ile muamele edildi. Her bir yiizeyi 20 dakika olacak sekilde UV ile sterilize
edildi.
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Sekil 3.1. Elektrokimyasal anodizasyon icin kullanilan diizenegin genel gdriinlimii.
Gii¢ kaynag araciligiyla voltaj ve siire kontrolii saglanarak, titanyum anot
ve platin katot arasinda olusturulan elektriksel alan yardimiyla nanotiip
yapilarin tretildigi sistem.

3.2.2. Titanyum Dioksit Yiizeyler Uzerinde Mezenkimal Kok Hiicre

Kultaru

-80°C’de saklanan, 500.000 hiicre olarak dondurulmus olan ticari kaynakli
insan kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri, 37°C su banyosunda ¢6zuldiikten sonra 4
ml besiyeri igeren 15 ml hacimdeki deney tiipiine alindi ve 500 g’de 5 dakika santrifiij
edildi. Santrifiijden sonra siipernatant atild1 ve hiicre peleti besiyeri i¢inde ¢oziilerek
T75 hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Hicreler %80 yogunluga ulasana kadar %5 CO2
37°C inkiibatorde kiiltiire edildi ve haftada iki kere besiyeri degisikligi yapildi.
Istenilen yogunluga ulasan hiicreler pasaj 3 hiicreler, kiiltiir kaplarindan tripsin ile
kaldirild1 ve 12 kuyucuklu plaklar igine yerlestirilen kontrol (diiz titanyum), 20V-20V,
60V-20V ve 80V-20V titanyum dioksit yiizeyler tizerine, 2x10* hicre/cm?
yogunlukta ve 60 pL’lik damlaciklar halinde ekilerek, 37 °C ve %5 CO: kosullarinda
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1 saat siireyle inkiibe edildi. 1 saatlik inkiibasyonun ardindan iizerlerine besiyerleri

eklendi ve 48 saat boyunca 37 °C ve %5 CO: ortaminda inkiibe edildi.

3.2.3. Transkriptomik ve Biyoinformatik Analizler

12 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda 48 saatlik kiiltiirin ardindan, Toplam RNA,
iireticinin talimatlarma gére Norgen Tek Hiicreli RNA Saflastirma Kiti kullanilarak
izole edildi. RNA miktar Olgiimleri ve kalite kontrol degerleri icin
nanospektrofotometre kullanildi. polyA kuyrugu sec¢imi, kiitliphane olusturma,
kltuphane ¢gogaltma ve kiitiiphane hazirliklar1 yapildi. Bu degerlendirmede istatistiksel

anlamlilik sinir1 olarak p < 0.05 esigi temel alinmustir.

Biyoinformatik analizinde TPM (Kilobaz Milyon Basina Transkript) yontemi
kullanildi. Farkli sekilde ifade edilen genler (DEG'ler) p degeri < 0,05 ve log2 kat
degisimi 1'den biiyiik olacak sekilde tanimlandi. DEG analizinden tiiretilen gen setinin
biyolojik baglamini ¢ozmek i¢in bir zenginlestirme analizi gerceklestirdi [63].
Calisma, temeldeki biyolojik siireglere ve veri setimizle iligkili yollara (reaktom

yolaklar1) gore zenginlestirilmis yollarin kapsamli bir goriiniimiini sagladi.

RNA izolasyonu

Toplam RNA, iireticinin talimatlarina gore Norgen Biotek Corporation
tarafindan gelistirilen Single Cell RNA Purification Kit kullanilarak izole edildi. 12
kuyucuklu plaklar icine yerlestirilen titanyum ylizeyler iizerinde kiiltire edilen
MKH’ler, 48 saatlik kiiltiiriin ardindan PBS ile yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra
hiicreler iizerine 100 uL hiicre pargalayici soliisyon eklendi ve 5 dakika boyunca
bekletildi. Elde edilen lizat mikro santrifiij tiipiine aktarildi ve hiicre igerigini baglayici
ozellikte ¢oOzelti olusmast i¢in 120 ulL %70’lik etanol eklendi. 10 saniye
vortekslendikten sonra kolona aktarildi ve 3500 g’de santrifiij edildi. Altta kalan kisim
atildi, 400 uL yikama soliisyonu ile 14.000 g’de santrifiij edildi. Bu yikama islemi 3
kez tekrarlandi ve altta kalan kisim atildi. Kurutmak i¢in 14.000 g’de 2 dakika santrifiij
edildi. Yeni tiipe alinan kolon tizerine 17 ulL ¢dzme soliisyonu eklendi ve 200 g’de 1

dakika ve 14.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. RNA miktar1 ve kalitesi
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spektrofotometre ile 6l¢iildii. Elde edilen RNA 6rnekleri ileri galismalar i¢in -80 °C'de

saklandi.
Transkriptomik Analiz — PolyA Secimi

Ik olarak, her &rnek igin 10 ul olacak sekilde Purification Beads, manyetik
rack’e yerlestirildi ve Bead Wash Buffer kullanilarak iki defa yikama islemi
gerceklestirildi. Ardindan beadler, RNA Hybridization Buffer igerisinde silispanse
edildi. Devaminda, RNase-free su ile 500 ng RNA’nin hacmi 10 pl’ye tamamlandi. Bu
karigim, 60°C’de 1 dakika inkiibe edilip ardindan 25°C’ye alinarak denatiire edildi.
Elde edilen 10 ul RNA 6rnegi, 10 pl bead siispansiyonuna ilave edildi ve 25°C’de 1250
rpm’de 20 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda, tiiplerdeki beadler iki kez, her seferinde
5 dakika olmak {izere 25°C’de 1250 rpm’de inkiibe edilerek yikandi.

Her yikama adiminin sonunda siipernatant uzaklagtirildu.
Kiitiiphane Olusturma

Her bir tiipe 15 pl Reverse Transcription ve Ligation Mix ilave edilerek beadler
stispanse edidi. Sonrasinda, her 6rnege 2 pl Starter/Stopper Mix eklendi ve 25°C’de
1250 rpm hizinda 5 dakika inkiibe edildi. Ardindan her tiipe 3 pl Enzyme Mix 1
eklendi ve yine 25°C’de 1250 rpm’de 5 dakika inkiibe islemi uygulandi.
Inkiibasyon tamamlandiktan sonra sicaklik 37°C’ye yiikseltilerek 1250 rpm’de 1 saat
bekletildi. Devaminda, beadler 100 pl Bead Wash Buffer ile iki kez yikandi.
Her ornekteki beadler, 17 pl Second Strand Synthesis Mix ile siispanse edildi.
Bu karisim, PCR plakasina aktarildi ve her 6rnege 1 pl Enzyme Mix 2 ilave edildi.
Thermocyler cihazinda tek dongi ¢alistirildi: 98°C’de 90 saniye, 65°C’de 60 saniye
ve 72°C’de 5 dakika. Daha sonra, 14 pul bead ile 2 pl Purification Solution karistirildi
ve 5 dakika inkiibe edildi. Karisim 5 dakika magnet {izerinde bekletildikten sonra
stipernatant uzaklastirildi. Ardindan, her 6rnege 50 pl Elution Buffer eklenip
karistirildi ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. 70 ul Purification Solution ilave
edilip kanistirlldt  ve oda sicakliginda 5  dakika  inkiibe  edildi.
Karigim tekrar magnet iizerine almip 5 dakika bekletildi ve siipernatant atildi.
Beadler, %80 etanol ile iki kez (her biri 120 pl olacak sekilde) yaklasik 30 saniye

yikand1. Sonrasinda 10 dakika kurutma islemi uygulandi. Kurutma sonrasi, her 6rnege
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20 ul Elution Buffer eklenip iyice karistirildi ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe
edildi. Son adimda, tiipler magnete yerlestirilerek 5 dakika bekletildi ve siipernatant
yeni bir PCR plakasina transfer edildi.

Kiitiiphane Cogaltma

Her bir 6rnege, 7:1 oraninda hazirlanmis PCR Mix ve Enzyme Mix 2
karistmindan 8 pl eklendi. Daha sonra, segilen Barcode Primer her 6rnege 5 ul olacak
sekilde ilave edilerek karisim iyice karistirildi. i1k olarak, 98°C’de 30 saniye boyunca
baslangi¢ denatiirasyonu gergeklestirilmistir. Ardindan, asagidaki ii¢ asamadan olusan

dongii 11 ila 25 kez tekrarlanmustir:

e 98°C’de 10 saniye (denatiirasyon)
e 65°C’de 20 saniye (primerlerin baglanmasi)
e 72°C’de 30 saniye (uzama)

Dongiiler tamamlandiktan sonra, 72°C’de 1 dakika siireyle son uzama yapilmis

ve reaksiyon, 10°C’de siiresiz olarak bekletilmistir

Her bir 6rnege 30 pl Purification Beads eklenerek karisim iyice homojenize
edildi ve 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan tiipler magnet
lizerine yerlestirilerek yaklasik 5 dakika bekletildi ve silipernatant uzaklastirildi.
Sonrasinda, her 6rnege 30 pl Elution Buffer ilave edilip oda sicakliginda 2 dakika
inkiibe edildi. 30 pl Purification Solution eklenerek yine oda sicakliginda 2 dakika
bekletildi. Ardindan, tiipler magnete yerlestirilip 5 dakika bekletildikten sonra
stipernatant atildi. Beadler, %80 etanol ile iki kez (her biri 120 pl hacminde) yaklasik
30 saniye yikandi. Yikama sonrasi, beadler yaklasik 10 dakika kadar kurutuldu. Daha
sonra her bir érnege 20 pl Elution Buffer eklenerek karisim iyice ¢oziildii ve oda
sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi. Son adimda, tiipler magnet {izerine yerlestirilip 5
dakika bekletildikten sonra elde edilen siipernatant, yeni bir PCR plakasina transfer

edildi.
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Kiitiiphane Hazirh@

Kiitiiphane hazirligi i¢in her bir gene 6zgii olarak tasarlanmis primer havuzlari
(Ion AmpliSeq™ Human Gene Expression Panel) kullanilarak ultra-high multiplex
PCR islemi gergeklestirildi. Kiitiiphane olusturma siirecindeki amplifikasyon ve
barkodlama adimlari, Ion Chef cihazi araciligiyla otomatik sekilde yapildi. Her 6rnege
farkli barkod dizileri eklenerek, tiim 6rneklerin ayni yeni nesil dizileme ¢alismasinda
birlikte analiz edilmesi saglandi. Kiitiiphanelerin kantitatif miktar tayini, Qubit cihazi
ve PicoGreen kiti kullanilarak florometrik yontemle gerceklestirildi. Olgiimler
sirasinda, Qubit dsSDNA High Sensitivity Quantitation Kit igerisindeki standartlardan
yararlanilarak ¢ift zincirli DNA miktar1 belirlendi. Ion Chef cihazindan elde edilen
birlestirilmis kiitiiphaneler, emiilsiyon PCR ile yapilan klonal amplifikasyona uygun
olacak sekilde 10 pM konsantrasyona ayarlandi. Kiitiiphanelerin klonal
amplifikasyonu i¢in ITon PI Hi-Q OT2 200 kiti kullanildi. Yeni nesil dizileme
reaksiyonu, Ion PI Hi-Q Sequencing 200 Kit ile Ion Proton cihazinda gerceklestirildi.
Elde edilen verilerin analizi, Torrent Server {izerinde bulunan analiz plug-in kodlar1
yardimiyla yapildi. Dizileme sonrasinda elde edilen tiim okuma verileri, RPM (reads

per million) yontemiyle normalize edilerek karsilastirmali analizler i¢in kullanildi.

3.2.4. Temel Bilesenler Analizi — PCA Analizi

Farkli yiizeylerde kiiltiire edilen mezenkimal kok hiicre orneklerinden elde
edilen transkriptomik veriler kullanilarak temel bilesenler analizi (Principal
Component Analysis, PCA) gergeklestirilmistir. Analiz, TCP (tissue culture plate),
kontrol (diiz titanyum), 20V-20V, 60V-40V, 80V-20V yiizey modifikasyonlar
arasindaki gen ifadesi farkliliklarin1 degerlendirmek amaciyla yapilmistir. Ham
dizileme verileri kalite kontrol ve hizalama adimlarindan gegirildikten sonra, her 6rnek
i¢cin normallestirilmis gen ifadesi degerleri (TPM) elde edilmistir. PCA uygulamasi,
bu veriler temel almarak gergeklestirilmistir. Ik iki bilesen (PC1 ve PC2)
dogrultusunda ornekler iki boyutlu diizlemde konumlandirilmistir. Veri isleme ve
PCA analizi, R programlama dili kullanilarak gerceklestirilmis, analizde “prcomp”
fonksiyonu ve ggplot2 paketi gorsellestirme amaciyla kullanilmigtir. PCA grafiginde

her yiizey grubuna ait drnekler, farkli semboller ve renklerle gosterilmis; benzer gen
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ifade profiline sahip Orneklerin konumlari kiimelenme egilimleri dogrultusunda

degerlendirilmistir.

3.2.5. Elektrokimyasal Anodik Oksidasyon Yontemi ile Hiyerarsik

Titanyum Yiizeylerin Tiiretilmesi

Titanyum yiizeylerde farkli hiyerarsik nanotiip yapilaria sahip TiO: dizileri
elde etmek amaciyla, iki asamali bir elektrokimyasal anodik oksidasyon islemi
uygulanmistir. Bu ydntemde, nanotiiplerin i¢ ¢aplarinin  kontrollii sekilde
ayarlanabilmesi igin uygulanan anodizasyon voltaji degistirilmistir. On deneysel
uygulamalardan farkli olarak, hiyerarsik yapinin daha belirgin hale getirilmesi

amaciyla ilk asamada 2 saat siireyle 80V sabit potansiyel uygulanmistir (Sekil 3.2).

Titanyum Folyo Yikama ve Kurutma

Sonikasyon Banyosu

Titanyum Yiizey
Uzerinde Olusan
Nanotiip Dizileri

Elektrolit Hazirhi

Birinci Elektrokimyasal

N Sov e &
Anodik Oksidasyon Islemi Bant Soyma Islemi

Titanyum Elektrot Hazirhg

BEPRIIIE65:
2,:.;.;.;,;,;.; S Nanodesenli
— # 4 ad ras
s noioioi:i Sae R Titanyum Yiizey

Sekil 3.2. Birinci elektrokimyasal anodik oksidasyon islemi basamaklari.




26

Uygulanan bu potansiyel, nanotiiplerin dis c¢aplarinin belirlenmesini
saglamistir. Ardindan, farkli nanotopografik yilizeylerin olusturulmasi amaciyla ikinci
anodizasyon asamasi gerceklestirilmis ve bu adimda sirasiyla 20 V, 40 V ve 60 V
potansiyelleri uygulanarak 30 dakika siireyle anodik oksidasyon iglemi yapilmistir
(Sekil 3.3). Islem sonrasinda elde edilen yiizeyler, deiyonize su (DIW) ve/veya etanol

(EtOH) ile yikanarak temizlenmis ve oda kosullarinda havada kurutulmustur.

Nanodesenli Titanyum Yiizey

80V-20V

—  80V-40V

Yikama ve Kurutma ikinci Elektrokimyasal

Anodik Oksidasyon Islemi \

80V-60V

Sekil 3.3. Ikinci elektrokimyasal anodik oksidasyon islemi ile yiizeylerin tiiretilmesi.

3.2.6. Tiiretilmis Hiyerarsik TiO: Yuzeylerde Mezenkimal Kok Hiicre ve

insan Dermal Fibroblast Kiiltiirii

Kiiltlir ¢aligmalart i¢in ticari olarak temin edilen insan kemik iligi kaynakl
MKH'ler ve insan dermal fibroblastlart (DF'ler) kullanildi. Hiicreler, biyime
ortaminda (DMEM-LG, %10 fetal sigir serumu (FBS), %]1 penisilin-streptomisin ve
%1 L-glutamin ile desteklenmis) 37°C'de, %5 CO2 sartlarinda kiiltiire edildi. 12
kuyucuklu plaklara uygun boyutta kesilen titanyum yiizeyler lizerindeki pasaj 3
hiicreler, droplet sekilde ekilerek 37°C'de 1 saat inkiibe edildi (Sekil 3.4). Hicreler,

ana deneyler i¢in 12.500 hiicre/cm?, hiicre adezyonu ve yayilma testleri i¢in 7.500
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hiicre/cm? yogunlukta ekildi. 1 saatin sonunda yiizeyler {izerine 1 mL hiicre besiyeri

koyuldu ve ileri deneyler i¢in inkiibasyona birakildi.

Sekil 3.4. 12 kuyucuklu plaklar i¢inde bulunan titanyum yiizeyler iizerinde droplet
seklinde hiicre kiiltiirii.

3.2.7. Taramal  Elektron Mikroskobu Analizi icin Orneklerin

Hazirlanmasi

48 saat sonunda titanyum yiizeyler iizerindeki hiicreler iizerinden besiyerleri
cekildi ve 3 kez PBS ile yikandi. Hiicrelerin iizerine 1 mL %2’lik gluteraldehit
eklenerek 20 dakika oda sicakliginda aliiminyum folyoya sarilarak inkiibe edildi.
Inkiibasyon bitiminde soguk PBS ile yikandi. Hucreler, %50-75-90-100’Itk etanol
dizilerinden gegirildi. Her dizide 5 dakika bekletildi. %100’k etanol uygulamasindan
sonra, plakanin kapagi agik sekilde tamamen kurumasi beklendi. Parafilmlenip

+4°C'ye kaldirildu.
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3.2.8. ¢cDNA Sentezi

3.2.3’te aciklanan RNA izolasyon basamagindan sonra cDNA, High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Scientific) kullanilarak sentezlendi. Gen-
spesifik primerler (Tablo 3.2), hedef mRNA'larin goreceli kantifikasyonu igin
kullanild1 ve ACTB, temel gen olarak kullanildi. Buz iizerinde, 10 uL 2X RT master ve
10 uL RNA 6rnegi (550 ng) eklenerek pipetleme yapildi. Tiiplerin kapaklar1 kapatildi,
RNA igeriginin dibe ¢6zmesi ve hava kabarcigi kalmamasi i¢in santrifiij edildi. Tiipler,
PCR cihazina yiiklenmeye hazir olana kadar buz {izerinde bekletildi. cDNA sentezi

icin PCR dongii ayarlar1 agagidaki gibidir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. cDNA sentezi PCR dongiisii.

2. Adim 37°C 120 dakika

3. Adim 85°C 5 dakika

4. Adim 4°C o0

3.2.9. Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-

PCR)

Hedef genlerin ifade diizeyleri gRT-PCR yontemiyle analiz edildi. Buz
tizerinde, su, PCR primer, master mixten olusan karisim pipetleme yapilarak
karistirildi. LightCycler® 480 multiwell plakanin her bir kuyusuna 15 ul PCR karisimi
eklendi ve folyo ile kapatildi. 1500 g’de 2 dakika santrifiij edildi. LightCycler® 480
cihazina ylklendi. mRNA gen ifadesinin goreceli seviyeleri, 2-AACT ydntemi
kullanilarak hesaplandi. CT wverileri, ACTB ifadesi ile normalize edildi. TUm
reaksiyonlar i¢in Roche Diagnostics'in talimatlarina gore Lightcycler® 480 SYBR
Green Master Mix kullanildi ve 6rnekler, LightCycler® 480 System kullanilarak tiglii
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olarak c¢alistirildi. Kullanilan primer dizileri (Tablo 3.2) ve gRT-PCR ddngu programi
asagidaki gibidir (Tablo 3.3).

Tablo 3.2. gRT-PCR deneyinde kullanilan primer dizileri. F: ileri, R: geri.

m

CXCR4 F: GTATTGTCATCCTGTCCTGCT R: CTCAAACTCACACCCTTGCT

VEGFA F: CAGATTATGCGGATCAAACCT R: AAACAAATGCTTTCTCCGCT
F: CGCAAAGACCTGTACGCCAAC R: GAGCCGCCGATCCACACG

Tablo 3.3. gRT-PCR dongii programi.

Baslangig 95°C 5 dakika 1
Denatiirasyon 95°C 10 saniye

Annealing 60°C 30 saniye

Extension 72°C 30 saniye 45

3.2.10. Akim Sitometrisi Analizi ile Hiicre Canlilik Analizi

e 72 saatlik kiiltiir sonunda, hiicreler 500 uL tripsin ile kaldirildi ve 1 mL PBS ile
400 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

e 400 g’de 5 dakika daha santrifiij edilerek, PBS uzaklastirildi.

o Kit icerigindeki cell stain bufferdan 2 mL eklenerek 2 kez daha 400 g’de 5
dakika santrifiij edildi ve flow tiipiine gecildi.

e Pelet 100 uL binding buffer ile sulandirildi.

e 1 ulL Annexin V antikoru eklendi.

e 2 uL PI antikoru eklendi, vortekslendi.

e 15 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

e Inkiibasyon bitiminde final voliim 300 uL olacak sekilde binding buffer eklendi
ve 40 mm’lik filtreden gecirildi.
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e Orneklerin okumasi NovoCyte akim sitometri cihazinda yapildi (Annexin-

FITC, PI-PE). Kapilama stratejileri Sekil 3.5’te verilmistir.
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Sekil 3.5. Akim sitometrisi ile kapilama stratejileri detaylari. a) Kontrol (diiz
titanyum), b) 80V-20V, c) 80V-40V, d) 80V-60V. V: volt.
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4. BULGULAR

4.1. Farkh Nanotopografik Ozellikte TiO: Yiizeylerin Morfolojik

Karakterizasyonu

Bu bolumde, elektro-kimyasal anodik oksidasyon yontemi ile farkli voltaj
protokolleri uygulanarak elde edilen TiO: ylizeylerin morfolojik karakterizasyonu
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak gerceklestirilmistir. Uygulanan
voltajlarin, yiizey topografyasinda belirgin yapisal farkliliklar olusturdugu
gozlenmistir (Sekil 4.1). Kontrol (diiz titanyum) yiizeyi piiriizsiiz bir yap1 sergilemis,
tizerinde gozenekli bir formasyon gozlenmemistir. Yiizey genel olarak homojen ve diiz
karakterdedir. 20V-20V yiizeyinde, yiizeye paralel olarak uzanan, gizgisel ve yonli
yapilar izlenmistir. Bu yapilar yiizey boyunca sik aralikli ve diizenlidir. 60V-40V
ylizeyinde, homojen dagilim gosteren, belirgin dairesel gozenekler gozlenmistir.
Gozenekler birbirine yakin konumda ve benzer ¢ap 6zelliklerine sahiptir. 80V-20V
ylzeyinde, poligonal sinirlarla ¢evrili alanlar icerisinde daha kiigiik boyutlu diizenli

yapilar yer almaktadir. Yiizey, ¢cok dlgekli ve orgii benzeri bir goriiniime sahiptir.
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Kontrol 20V-20V

00 05 1.0 15 20 2um 0.0 05 1.0 15 20 2.0m

0.0 0.5 1.0 1.5 20 2.0p
60V-40V 80V-20V
Sekil 4.1. Farkli anodizasyon voltajlartyla olusturulan TiO: ylizeylerinin SEM

goriintiileri. Soldan saga: Kontrol (diiz titanyum), 20V-20V, 60V—-40V ve
80V-20V yiizeyleri (dl¢cek cubugu: 2 um). V: volt, um: mikrometre.

4.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Transkriptomik Verileri

Belirtilen ylizeylerde 48 saat kiiltire edilen MKH’lerin baglangigta farkli
ylizeylere verdigi erken biyolojik yanitlar1 ve bu yanitlarla iliskili gen diizeyindeki
degisimleri ortaya koymak amaciyla transkriptom analizi gerceklestirildi. Yapilan
transkriptom analizleri, bu yiizeylerde kiiltiire edilen hiicrelerde, ECM sentezi ve
adezyonla baglantili genlerin ifadesini arttirdigini gostermistir. Ote yandan, ribozomal
proteinlerin ifade diizeylerinde azalma gozlemlendi. Analiz sonuglarinda toplam 119
gen ifade seviyesinin arttig1 belirlenmis olup bu genlerin biiyiik cogunlugu kollajen ve
ECM ile iliskili genlerdir (6rnegin COL4A1, COL3A1, COL1A2, COL6A2, TNC,

EMILIN1 ve SPON2). Bu durum, hiicrelerin ylizeyle olan temasinin ve adezyonunun
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giiclendigini ortaya koymaktadir. Buna karsin, ¢ogunlugu ribozamal proteinlerden
olusan genlerin 99’nun ifadesinde azalma gozlemlendi. Anlamli bulunan tiim genlerin

listesi Ek 3’te sunulmustur.

Reaktom veritabani kullanilarak gerceklestirilen yolak analizleri, 20V-20V ve
80V-20V ylzeylerinde kiiltiire edilen MKH’lerin gen ifade profillerinin
karsilastirilmast sonucunda, 80V-20V vyiizeyinde kollajen zincirlerinin ti¢li yap1
(trimerizasyon) olusturmasi ile kollajen fibril ve multimerik yapilarin birlesmesini
kapsayan hiicre dis1 matriks organizasyonuna iligkin biyolojik siire¢lerin anlamli
diizeyde 6ne ¢iktigim gostermistir. Ote yandan, ifadesi azalan genlerin, SRP aracili
membrana protein yonlendirmesi, peptit zinciri uzamasi ve Okaryotik translasyon

uzamasi gibi protein sentezi siireglerinde yer aldig tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Collagen Chain Trimerization R-HSA-8948216

Scavenging By Class A Receptors R-HSA-3000480

Assembly Of Collagen Fibrils And Other Multimeric Structures R-HSA-2022090

Antigen Presentation: Folding, Assembly, Peptide Loading Of Class | MHC R-HSA-983170
Collagen Biosynthesis And Modifying Enzymes R-HSA-1650814

RUNX3 Regulates p14-ARF R-HSA-8951936

Extracellular Matrix Organization R-HSA-1474244

Binding And Uptake Of Ligands By Scavenger Receptors R-HSA-2173782
Endosomal/Vacuolar Pathway R-HSA-1236977

Collagen Formation R-HSA-1474290

L L L L L L
T T T T T T

SAP-dependent Cotranslational Protein Targeting To Membrane R-HSA-1799339
Peptide Chain Elongation RHSA-£56502

IREGUISHORIONEXBIESSIS Of SLITs And ROBOs R-HSA-9010553

ISEIEROEYSTRINESYRthesis R-HSA-2408557

[EUKSFyBtiETransIation Elongation R-HSA-156842

[EURSH/OiETraRSIation Termination R-HSA-72764

Virsl mRNATranslation R-HSA-192823

SelenoaminoAcid Metabolism R-HSA-2408522

INGRSERSEIME diated Decay (NMD) Independent Of Exon Junction Complex (EJC) R-HSA-975956
SIgRAIING 8y ROBO Receptors R-HSA-376176

Upregulated Genes

Downregulated Genes

i A A A i A A

Sekil 4.2. MKH’lerde gen ifadesine bagli yolak degisimlerinin Reaktom analizi.
Upregulated: artan, downregulated: azalan genler.
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4.3. PCA Temelli Transkriptomik Degerlendirme

Transkriptom verilerine dayali olarak gergeklestirilen PCA (Principal
Component Analysis) analizi , farkl1 ylizeyler iizerinde kiiltiire edilen mezenkimal kok
hicrelerin gen ifade seviyelerine gore ornekler arasi varyasyonu ortaya koymustur
(Sekil 4.3). Elde edilen PCA grafiginde, ilk iki bilesen toplam varyansin %36’sin1
temsil etmektedir (PC1: %22, PC2: %]14). Orneklerin yiizey gruplarina gore
konumlandig1 gézlenmis ve benzer ylizeylerin birbirine yakin kiimeler olusturdugu
gozlemlenmistir. Kontrol grubu, PCA diizleminde merkez eksene yakin
konumlanmustir. 20V-20V grubu sol (st bélgede, 60V-40V grubu ise alt orta bdlgede
yer almistir. 80V-20V grubu sag iist kdsede belirgin sekilde izole bir konumda
bulunmustur. TCP (tissue culture plate) grubuna ait 6rnekler, merkez bélgeye yakin
ve kendi i¢inde kiimelenmis sekilde konumlanmistir. Her bir Ornek kimesinin
konumu, ylizey temelli genetik yanitlarin drnekler arasinda farklilastigini ve bazi
ylzey gruplarinin birbirinden ayristigini gostermektedir. Bu analiz, ornekler arasi
transkriptomik profil benzerliklerini nicel olarak degerlendirmek amaciyla
kullanilmigtir. Analiz sonucunda, 80V-20V yiizeyinde kiiltiire edilen hiicrelerin gen
ifade profili, diger gruplardan anlamli sekilde ayrigarak daha diizenli ve stabil bir
biyolojik yanit gosterdi. Bu bulgular 1s18inda, 80V-20V yiizeyi, ileri asamalarda

kullanilacak yeni yiizeylerin tiiretilmesi i¢in referans yiizey olarak belirlendi.
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Principal component analysis (PCA)
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o

10-

(60V-40V)
- 20 3
-20 -10 0 10 20

PC1: 22% variance

Sekil 4.3. Mezenkimal kok hiicrelerin farkli ylizeylerdeki gen ifade profillerine gore
gerceklestirilen PCA analizi. V: volt, TCP: tissue culture plate, kontrol: diiz

titanyum.

4.4. Elektrokimyasal Anodik Oksidasyon ile Tiiretilen Yiizeyler ve

Karakterizasyonu
4.4.1. Yiizey Morfolojisi, Gozeneklilik ve Gozenek Cap1 Dagilim

Bu boéliimde, farkli voltajlarla elde edilen titanyum yiizeylerin yapisal
ozellikleri karsilagtirllmistir. Morfolojik degerlendirmeler SEM  goriintiileriyle
sunulmus; yiizey gozenekliligi ve gézenek capi dagilimlari ise kantitatif analizlerle
desteklenmistir. Sekil 4.5’te, ikinci elektrokimyasal anodizasyon isleminde farkli
gerilim degerlerinde (20V, 40V, ve 60V) titanyum ylizeylerinde nanotiip ¢ap1 ve
gbzenekliligi lizerine yapilan 6l¢limlerin SEM goriintiileri sunulmaktadir. Yiizeydeki
TiO: kaplamalarinin dagilimini belirlemek i¢in, goriinti isleme yoluyla elde edilen

gozeneklilik yiizdeleri Formiil 4.1 kullanilarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.4. A) 80V-20V, B) 80V-40V ve C) 80V-60V yiizeylerinin SEM goriintiileri,
goriintii isleme analizleri ve gozenek ¢ap1 dagilimlari. Olgek ¢ubugu: 200
nm, nm: nanometre.

Ikinci anodizasyon isleminden sonra, 20V, 40V ve 60V uygulama
potansiyellerine karsilik gelen gdzeneklilik degerleri sirasiyla %26,6, %18,0 ve %42,8
olarak Ol¢iilmistiir. Gerilim artis1 ile birlikte, i¢ nanotiiplerin caplarinda da bir
genisleme gozlemlenmistir. Bu artis, sirasiyla 20V, 40V ve 60V uygulamalarinda 28,
47 ve 68 nm olarak kaydedilmistir. 40V’luk uygulamada kisa bir diisiis yasansa da,
60V potansiyeliyle yapilan iglemlerde gozeneklilik %40’ 1n iizerine ¢ikmustir.

Gozenek cap1 dagilim grafikleri incelendiginde, 20V uygulanan orneklerde
cogunlukla 30 nm ¢apinda gozeneklerin oldugu, bunun yaninda 10 nm ve daha kiiciik

girintilerin hacminde belirgin bir artis gdzlemlenmistir. 40V’lik Orneklerde ise
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gozeneklerin %60’ 1indan fazlas1 40-60 nm arasinda yogunlagmistir. 60V ile yapilan
anodizasyon sonrasi elde edilen Orneklerde ise gozenekler, genellikle 70—90 nm
araliginda yer almakta olup, daha genis bir dagilim sergilemektedir. Bu grup icin

ortalama gozenek ¢ap1 68 + 19 nm olarak hesaplanmustir.

4.4.2. Sayisal Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) ile Yiizey Topografya

Analizi

Titanyum yiizeylerin mikro/nano 6lgekli topografik yapilari, Sayisal Atomik
Kuvvet Mikroskobu (AFM) ile incelenmis ve ¢izgi profili analizleri yoluyla
degerlendirilmistir. Bu analiz sayesinde, yiizeyin belirli bir hatt1 boyunca yiikseklik
degisimleri gorsellestirilmis; bdylece nanotiip ¢api, derinligi ve piriizlilik gibi
parametreler sayisal olarak ortaya konmustur. Sekil 4.6, ikinci anodizasyon igleminden
sonra elde edilen ylizey ¢izgi profilleri ve z-yliksekligini sunmaktadir. Hiyerarsik
nanotliplerin ¢aplarindaki farklar ve ilk adimda 80V ile olusturulan birincil
nanotliplerin duvarlarindaki keskinlik degisiklikleri, maksimum profil degerlerinde
belirgin sekilde gozlemlenmistir. 80V-60V anodizasyonu uygulanan 6rneklerde yiizey

desenlerinin iist noktalarindaki sivrilik artisini net bir bi¢imde gozlemlenmistir.
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Sekil 4.5. A) 80V-20V, B) 80V-40V ve C) 80V-60V ylzeylerine ait AFM
topografik goriintiiler ve ¢izgi profili analizleri. um: mikrometre.

4.4.3. Yiizeylerin Islanabilirlik ve Serbest Enerji Analizi

Anodizasyon islemi sonrasinda, yiizey hidrofilikliginde belirgin bir artig
gbzlemlenmis olup, bu artis, diisiik temas agilar1 ile dogrulanmistir. Kontrol grubunda
ylizey 1slanabilirligi 77° olarak olgiilirken, 80V-20V, 80V-40V ve 80V-60V
uygulanan Orneklerde sirasiyla 12°, 10° ve 8° olarak belirlenmistir. Bu degisimler,
ylizeyde oksit tabakasi olusumunun bir sonucu olarak ortaya c¢ikmaktadir. YUzey
serbest enerjisi ve bilesenlerindeki degisimler, OWKR/Fowkes yontemiyle
hesaplanarak Tablo 4.1’de gosterilmistir. Uygulanan potansiyelin artmasiyla, ylizeyin
polar bileseninde belirgin bir ylikselme goézlemlenmistir. Oksidasyon potansiyelinin

arttig1 gruplarda, ylizey serbest enerjisinin polar bileseni de artmistir.
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Tablo 4.1. OWKR/Fowkes yontemiyle hesaplanan ylizey serbest enerji degerleri
(Kontrol: diiz titanyum, 80V-20V, 80V-40V ve 80V-60V). ytot: toplam
ylizey serbest enerjisi, yd: apolar bilesen, yp: polar bilesen, WCA:
1slanabilirlik derecesi.

ytot [mN m-1] yd [mN m-1] vyp [mN m-1] WCA (°)
Kontrol 43,8 £ 06 38,7+0,6 50106 77
80V-20V 76,90 £1,2 48,6 £0,7 28,3+0,7 12
80V-40V 72,9+0,6 40,9+0,5 31,7+0,3 10
80V-60V 76,9+2,1 43,7%+1,6 33,2+0,7 8

Anodize yiizeylerin RMS (karekok ortalama kare) piiriizliilik degerleri,
birbirine oldukca yakin oldugu gozlemlenmistir. RMS degerleri, kontrol 6rnegi igin
137 nm, 80V-20V 6rnegi i¢in 83 nm, 80V-40V 6rnegi i¢in 78 nm ve 80V-60V Ornegi
igin ise 76 nm olarak Sl¢iilmiistiir. 80V-60V ylzeyi, diger yiizeylere kiyasla, ylksek
kurtosis (sivrilik) degeriyle karakterize edilen keskin ug¢lu bir morfoloji gostermistir.
Bu fark, Kelvin prob kuvvet mikroskobu (KPFM) ile yapilan yiizey yiikii analizlerinde
de net bir sekilde gozlemlenmistir. 80V-60V yiizeyi, =209 mV pm~2 ile en yliksek
negatif ortalama ylizey potansiyeline sahipken, kontrol 6rnegi +73 mV pm2’lik pozitif
ylizey potansiyeline sahiptir. 80V-20V ve 80V-40V ornekleri ise sirastyla —122 ve
—73 mV um=2 negatif ylizey potansiyelleri gostermektedir.

KPFM renk haritalarina gore (Sekil 4.7), 80V-20V, 80V-40V ve 80V-60V
orneklerinde ylizey yliklerinin homojen bir sekilde dagildigi, ancak islenmemis
kontrol 6rnegi ylizeyinde morfolojik kusurlar ve heterojen ylizey topografisi nedeniyle
yik dagiliminin heterojen oldugu gozlemlenmistir. Ayrica, negatif potansiyelin
Ozellikle nano-oyuklar ve gézeneklerde daha yogun oldugu gézlemlenmistir. Ancak,
yiik dagilimimin kesin konumu hakkinda yeterli veri elde edilememistir. Yine de,
porozite artis1 ve oksit tabakasindaki sivri duvarlarin varlhigi, yik yogunlugunda

belirgin bir artiga neden olmustur.

Yiizey potansiyelinde ise voltaja bagli olarak kademeli bir artis

gozlemlenmistir. Anodize edilen yuzeylerde, negatif ortalama yiizey potansiyeli 80V—
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20V grubunda —122,7 mV um=2, 80V-40V grubunda —73,7 mV um=2 ve 80V-60V
grubunda —209,2 mV um2 olarak belirlenmistir. Bu artig, 6zellikle daha kalin amorf
oksit tabakalarina sahip gruplarda daha belirgin hale gelmistir. Kontrol grubunda ise

pozitif ortalama yiizey potansiyeli +73 mV pum~2 olarak 6l¢iilmiistiir.

mv - mv - - L e
e Control & b+ 73 mVipm® ENER 20\/-40V f‘.‘- % - 130 mVium

400

-400

- 1227 Vbl | _0\V/- - 2092 mV/pm

Sekil 4.6. Kontrol, 80V-20V, 80V-40V ve 80V-60V yiizeylerine ait KPFM ile elde
edilen ylizey potansiyeli dagilimlar1 ve ilgili AFM topografik goriintiileri
(gorinti alani: 1 um?). um: mikrometre, mV: mili volt, nm: nanometre.

4.4.4. Yiizey Kimyasimin Analizi

Enerji dagilimli X-151m1 spektroskopisi (EDS) analizleri, numunelerin yiizey
bilesimini belirlemek amaciyla her bir 6rnek iizerinde bes farkli noktadan 6l¢tim
alinarak gerceklestirilmistir (Sekil 4.8a). Kontrol grubunda yiizey, %81,82 titanyum
(Ti), %16,84 oksijen (O) ve %1,34 flor (F) atomik yiizdeleriyle karakterize edilmistir.
Anodizasyon isleminin ardindan, 6zellikle oksijen oranlarinda belirgin bir artig

gozlenmistir. Oksijen yiizdesi 80V-20V grubunda %45,2’ye, 80V-40V grubunda
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%54,3’e ve 80V-60V grubunda %53,9’a ulasmistir. Bu artislar, yiizeyde olusan oksit

katmaninin varligina isaret etmektedir.

F elementine ait atomik ylizdeler ise 80V-20V, 80V-40V ve 80V-60V
gruplarinda sirastyla %14,7, %13,6 ve %13,1 olarak Sl¢ililmiistiir. Potansiyel artisina
ragmen, flor oranlarinda belirgin bir artis gézlemlenmemistir. Elde edilen degerler,
elektrolit iceriginden gelen flor iyonlarinin, anodizasyon siireci ve sonrasinda
gerceklestirilen durulama adimlarinda ¢6ziinerek ylizeyde sabit bir diizeyde kaldigini
gostermektedir. Flor ylizdesinde gozlenen benzerliklere karsin, farkli numunelerdeki

ylizey topografisine bagli olarak yiik dagilimlarinda ¢esitlilik tespit edilmistir.

Tiim anodize gruplarda, amorf titanya katmaninin titanyum elektrotu izerinde
olusumu, XRD spektrumlarimin  islem gérmemis kontrol  ornekleriyle
karsilagtiritlmasiyla dogrulanmistir (Sekil 4.8b). Kristalin TiO: fazlarina ait belirgin bir
pike rastlanmamistir. Ancak 80V-60V grubunda, diger gruplara kiyasla daha kalin bir
oksit tabakasina isaret eden amorf bolgede genisleme ve Ti(002) ile Ti(101)
zirvelerinde yogunluk azalmalari belirlenmistir. Bu 6rnekte, 37° altinda bulunan amorf

bolgenin biiyiikliigli ve pik kaymasi, oksit tabakasinin kalinlagtigini gostermektedir.

(a)100 (b) ;
- - T == O — F 1 —Control 80V-40V
1818 % -_ —B80V-20vV —B80V-60V -
N ;_ (002) (101)
3 1
53.9% B, 7
2 ]
) 3 31 3 .| 40 41 4z
c
o ]
et
c
i ]
J llllllllllIl'llllllllllllllllll
Control 80v-20v  80V-40V  80V-B0OV 30 40 50 60 70 80
Samples 20 (°)

Sekil 4.7. A) Kontrol (diiz titanyum) ve modifiye yiizeylerin EDS ile belirlenen atomik
Ti, O ve F yiizdeleri; B) ayn1 6rneklere ait XRD spektrumlar1 (Kontrol:
siyah, 80V-20V: mavi, 80V-40V: yesil, 80V-60V: kirmizi). V: volt, Ti:
titanyum, O: oksijen, F: flor.



42

4.5. Modifiye Titanyum Yiizeylerin Mezenkimal Kok Hiicre Davramslari

Uzerindeki Etkileri

4.5.1. Taramah Elektron Mikroskobu ile Hiicre Yayihm Davranisimin

Degerlendirilmesi

SEM goriintiileri, hiicrelerin yiizeye yapigsma sonrasi etkilesim bigimlerini
degerlendirmek amaciyla kullanilmistir (Sekil 4.9). Sekil 4.9¢'de kontrol grubuna ait
ylzey-hiicre arayiiziinde anlamli bir etkilesim izlenmemistir. Buna karsilik, anodize
edilen yiizey gruplarinda aktin filamentlerinin belirgin sekilde organize oldugu
gozlemlenmis, bu durum sitoskeleton olusumunun basladigini gostermektedir (Sekil
4.9f-h). Kontrol yiizeyinde hiicrelerin yayilim yetenekleri sinirli kalmus, hiicre sinirlari
belirgin daralma egilimi gostermistir. Ancak ylizey modifikasyonlar: sonrasi hiicre
yayilimiin arttig1, substrat {izerindeki nanopatternlerin belirginlestigi ve hiicresel
yapilarin daha ince formda gozlendigi tespit edilmistir. Ozellikle 80V-60V yiizeyinde

hiicrelerin filopodyal uzantilarinin yiizey boyunca ¢ok yonlii ve aktif bigimde gelistigi

acikca gorilmiistiir.

Sekil 4.8. A) Kontrol (diiz titanyum), B) 80V-20V, C) 80V-40V, D) 80V-60V
yiizeylerinde hiicre tutunma davranisi; ilgili bolgelerin yiiksek biiytitmeli
SEM goriintiileri (E-H) hiicre-yiizey etkilesiminin detayli gosterimi. V: volt,
um: mikrometre.
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4.5.2. Hucre-Titanyum Yiizey Etkilesimlerinin Grafiksel Analizi

Elektrokimyasal anodizasyon sonrasi elde edilen yiizeylerin yapisal 6zellikleri
kapsamli bi¢imde degerlendirilmistir (Sekil 4.9). Anodizasyon islemi, kontrol
yilizeyine kiyasla RMS degerlerini ve su temas agisint (WCA) dogrudan azaltmistir
(Sekil 4.9a). Voltaj arttikca, drneklerde daha biiyiik ortalama gdzenek c¢apina sahip,
poroz yapilar olusmustur. Sekil 4.9b’de gruplarin yilizeylerindeki porozite diizeyleri ve
oksit kaplama oranlar1 karsilagtirllmistir. Hiyerarsik gdzeneklerin alt kisminda biriken
negatif yuklu [TiFe]** kalintilari, ikinci anodizasyon adiminda uygulanan voltajla
degismistir (Sekil 4.9¢c). Bu iyonik kalinti nedeniyle, anodize yiizeylerde ylizey
potansiyelinin pozitiften negatife kaydigir gozlemlenmistir. Florin oranlar1 gruplar
arasinda benzer olsa da, oksit kaplama yiizdesindeki farkliliklar nedeniyle yuzey
potansiyellerinde anlamli degisiklikler meydana gelmistir. En yiiksek negatif ylizey

potansiyeli ve en diislik oksit kaplama orani, 80V-60V grubunda tespit edilmistir.

EDS ve XRD analizleri, oksit tabakasinin kalinliginin 80V-20V'dan 80V-
60V'a dogru arttigin1 gostermektedir. Yiizey serbest enerjisindeki artis ve WCA’daki
azalma, yilizey potansiyeli ile iliskilidir (Sekil 4.9d). Anodize yuzeylerde, MKH
hiicrelerinin yayilma alanlari, kontrol grubuna gore belirgin bir artis gostermektedir
(Sekil 4.9¢). En dusiik hiicre canliligi, yiiksek porozite ve gliglii elektrostatik ¢ekimin
etkisiyle 80V-60V o6rneginde tespit edilmistir. Buna kargin, 80V-20V ve 80V-40V
gruplarinda, hiicrelerin oksit tabakasina tutunabildigi ylizey alanlarin artmasiyla

hiicre canlilig1, kontrol grubuna kiyasla anlamli diizeyde daha yiiksek bulunmustur.

Hiicre yayilimi, bireysel hiicrelerin kapladig1 alan tlizerinden sayisal olarak
degerlendirilmis ve Sekil 4.9f’de grafiksel olarak sunulmustur. Hiyerarsik tiibiiler
yapiya sahip tiim anodize gruplarda, tek hiicre yayilim alaninda artis tespit edilmistir.
80V-20V ve 80V-40V orneklerinde, kontrol grubuna kiyasla anlaml diizeyde artis

g6zlemlenirken, 80V-60V grubunda hiicre yayilim alaninda azalma kaydedilmistir.
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Yiiksek biiyiitmeli goriintillerde bu ylizeyde smirli sayida filopodya uzantilar
gozlemlenmistir. En yiiksek yiizey yiikii, 80V-60V 6rnek grubunda gézlemlenmistir.
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Sekil 4.9. Anodize titanyum yiizeylerin fizikokimyasal oOzellikleri ve hiicresel
yanitlarinin  karsilagtirmali analizi: A) Ortalama gozenek capi, ylizey
ptriizliliigii ve porozite, B) Porozite ve oksit kaplama yiizdeleri, C) Flor
konsantrasyonu, oksit kaplama ve ylizey potansiyeli, D) Yiizey potansiyeli,
ylizey serbest enerjisi bilesenleri ve su temas agisi, E) Yiizey parametreleri
ile canli/ge¢ apoptoz hiicre oranlart; F) Ortalama hiicre yayilim alanlar1. V:
volt, WCA: 1slanabilirlik derecesi.

4.6. Nanotopografik Yiizeylerin Rejenerasyonla lgili Genlerin Ifadesine
Etkisi

Nano diizeydeki yiizey degisikliklerinin, MKH'lerin fonksiyonu i¢in kritik bazi
genlerin mRNA seviyeleri tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Sekil 4.8'de, farkli
yiizeylerde kiiltiirlenen hiicrelerde CXCR4 (kemokin reseptor tipi 4) ve VEGFA
(vaskiiler endotelyal biiytime faktorii A) genlerinin ifade diizeyleri QRT-PCR y6ntemi
ile belirlenmistir (Sekil 4.10). CXCR4 ifadesinde, 80V-20V yiizeyinden 80V-40V ve
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80V-60V yiizeylerine gecildiginde artis kaydedilmistir. Benzer sekilde, VEGFA
ifadesi, 80V-20V yiizeyinde en diisiik seviyede dl¢iilmiis; voltajin artmasiyla 80V—
40V ve 80V-60V uygulamalarinda gen ifade diizeylerinde artis gdzlenmistir. Her iki
genin en yiiksek gen ifade seviyesi 80V-60V uygulamasinda kaydedilmistir.

CXCR4 VEGFA
1000+ 10+
1
800 L 8
MKH 600 6
400+ 4=
200+ 2+
T T T o'j T T
Kontrol 80V-20V 80V-40V S0V-60V Kontrol 80V-20V 80V-40V 80V-60V
CXCR4 VEGFA
800= 8=
500+ & T
I
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400+ a4
2004 24
J ' T T 0= j T - T
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Sekil 4.10. Farkl yiizeylerde kiiltiire edilen MKH ve DF’lara ait CXCR4 ve VEGFA
genlerinin relatif mRNA ifadesi seviyeleri. Kontrol: diiz titanyum, V: volt.

4.7. MKH'lerin Canhlik Analizi: Akim Sitometrisi

Akim sitometrisi, farkli nanoy ylizeylerde ile kiiltiire edilen MKH’lerin canlilik
durumu, nekroz ve apoptoz oranlarini belirlemek amaciyla kullanilmstir (Sekil 4.11).
Kiiltiire edilen hiicrelerin canlilik oranlar1 ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) {iretimi,
akim sitometrisiyle analiz edildi. Kontrol yilizeyinde hiicrelerin %68’i canli olarak
tespit edildi. 80V-20V yiizeyinde hiicre canliligi %90, 80V-40V yiizeyinde %77,
80V-60V yiizeyinde ise %57 olarak belirlendi. Nekrotik hiicre oran1 80V-20V
yiizeyinde %0,66 seviyesinde 6l¢iildii. Erken apoptoz orani yiiksek voltajli yiizeylerde
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artig gostermis; 80V-60V orneginde bu oran %6,2 olarak kaydedilmistir. Ayni ylizeyde

gec apoptoz orani %34,78 olarak dl¢lilmiistiir.
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Sekil 4.11. Dort farkli yiizeyde kiiltiire edilen MKH’lere ait canlilik analizleri: akim
sitometrisi dagilim grafikleri (sol) ve hiicre popiilasyon oranlari (sag).
Kontrol: diiz titanyum, FITC-H: Annexin, PerCP-H: PI, V: Volt.
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5. TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda, iki asamali elektrokimyasal anodik oksidasyon
yontemiyle farkli nanotopografik ozellikler sergileyen TiO: yiizeyler elde edilmis ve
bu ylizeylerin stromal hiicre davraniglari tizerindeki etkileri ¢ok yonlii olarak
degerlendirilmistir. Ozellikle 80V-20V potansiyeli ile elde edilen, cok dlcekli ve 6rgii
benzeri topografyaya sahip yiizey, ilk asamada iretilen yiizeyler arasinda
transkriptomik profil ve PCA sonuglar1 agisindan dikkat ¢ekici bir ayrigsma
gostermistir. Bu yoniiyle, erken biyolojik yanitlarin degerlendirilmesinde 6ne ¢ikan
bir ylizey olarak belirlenmis; ancak caligmanin ilerleyen asamalarinda tiiretilen

yiizeyler arasinda biyolojik potansiyeli daha yiiksek yizeyler gozlemlenmistir.

Transkriptom analizlerinde, 80V-20V yiizeyinde kiiltiire edilen mezenkimal
kok hiicrelerde, basta COL4A1, COL3A1, COL1A2, TNC, SPON2 gibi kollajen
zinciri bilesenleri olmak {izere toplam 119 genin anlamli sekilde arttig1 tespit
edilmistir. Bu genlerin biiyliik ¢ogunlugunun ekstraseliiler matriks (ECM) sentezi,
organizasyonu ve hiicresel adezyon ile dogrudan iligkili olmasi, yiizey-topografya
uyaranlarinin genetik diizeyde giiclii bir karsilik buldugunu gostermektedir. Benzer
sekilde, Testa ve arkadaglari tarafindan gergeklestirilen bir transkriptom ¢alismasinda,
3 boyutlu nis ortaminda kiiltiire edilen MKH’lerde ECM ile iligkili bir¢ok genin
anlaml diizeyde artis gosterdigi bildirilmistir. [64].

Reaktom yolak analizleri, bu artisin yalnizca gen diizeyinde degil, aym
zamanda kollajen trimerizasyonu, fibril olusumu ve ECM yeniden yapilanmasi gibi
koordineli biyolojik siireclerde kiimelendigini ortaya koymustur. Bu, hiicrelerin sadece
temas ettikleri ylizeyi algilamakla kalmayip, bu topografik bilgiye kars1 fonksiyonel
bir yeniden yapilandirma siirecine girdiklerini gostermektedir. Yapilan bir ¢aligmada,
kollajen iceren ECM bilesenleriyle etkilesim sonrast MKH’lerde integrin-aracili sinyal
yollarinin aktive oldugu ve bunun ECM yeniden yapilanma siireclerini tetikledigi
literatiirde ortaya konmustur [65]. ECM komposizyonu kadar, hiicrenin ECM ile
kurdugu etkilesim de biiyiikk 6nem tasimaktadir. Kollajenin Wharton Jelly kaynakli
MKH’ler de ¢ogalma, yiizey belirtegleri, adezyon, gog¢, kendini yenileme ve

farklilagma yetenekleri {izerine olan etkilerinin arastirildig: bir ¢calismada, kollajen ile
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zenginlestirilmis 3D kiiltiir sistemlerinde MKH’lerin hem kollajen genlerinde hem de

adezyonla iliskili genlerde anlamli diizeyde artis gosterdigi goriilmiistiir [66].

PCA analizi sonuglarina gore, 80V-20V yiizeyinde elde edilen 6rnekler, diger
gruplardan belirgin sekilde ayrisan bir transkriptomik profil sergilemistir. Bu yiizeyin,
kontrol ve diger voltaj gruplarina kiyasla daha kompakt bir kiimelenme gdstermesi,
hiicrelerin bu yiizeyde ortak ve giicli bir biyolojik yamt gelistirdigini
desteklemektedir. Bu nedenle, bu ylizey erken degerlendirme amaciyla referans

alimmustir.

Ote yandan, hiicrelerin enerji kullanimina iliskin stratejik adaptasyonlarini
gosteren 6nemli bir bulgu da toplam 99 ribozomal genin anlamli sekilde azalmis
olmasidir. Bu genlerin biiyiik kisminin ribozomal proteinlerle ve protein sentezi
stiregleriyle iliskili oldugu belirlenmistir. Bu durum, hiicrelerin yeni olusturulan
hiyerarsik TiO: yiizeye adaptasyonu sirasinda protein tiretim kapasitesini gegici olarak
azaltarak enerji yonetimini daha verimli kilmaya calistiklarin1 diistindiirmektedir.
Hiicrelerin bu yanmiti, o6zellikle ilk temas evresinde, hayati fonksiyonlarini
stirdiirebilmek amaciyla enerji kullanimini yeniden diizenlemeye yonelik fizyolojik bir
strateji olabilir. Bu bulgumuzla paralel olarak bir c¢alismada, MKH’ler farkli
nanotopografik yiizeylerde kiiltiire edilmis ve gen ifade diizeyleri incelenmistir [67].
Arastirmada, ribozomal protein genlerinin anlaml sekilde azaldigi ve bu degisikligin
metabolik stres yaniti kapsaminda, hiicrelerin enerji harcamalarin1 azaltmak Uzere
gelistirdigi bir adaptasyon oldugu bildirilmistir [67]. Bunun yani sira, translasyon
siirecinin SRP (sinyal tanima pargacigi) aracili membran hedefleme ve peptit zinciri
uzamasi gibi farkli basamaklarinda da baskilanma tespit edilmistir. Bu, protein sentezi
tizerindeki kontroliin yalnizca ribozomal diizeyde degil, ayni zamanda ko-
translasyonel yonlendirme asamasinda da ylritildiigiinii gostermektedir. SRP
kompleksinin translasyonel ylikiin azaltilmasi yoluyla hiicre i¢i enerji dengesine katk1
sagladigi daha Once gosterilmistir [68]. Bu bulgular, oOzellikle hiyerarsik
topografyalarin, hiicrelerin genetik yanitlari lizerinde ¢cok boyutlu diizenleyici etkiler
yarattigini1  gostermesi ac¢isindan Onemlidir. Hiicresel metabolizmanin yeniden
diizenlenmesiyle ilgili bir diger calismada, farkli nanotopografik yiizeylerde kiiltiire

edilen stromal hiicrelerde protein senteziyle iligkili genlerin baskilandigi (RPLPO,
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RPS6 gibi), bunun enerji tasarrufu ve mikrogevresel uyum acgisindan énemli bir
biyolojik strateji oldugu ortaya konmustur [67]. Bu da, translasyonel baskilanmanin
yalnizca ylizeye yanit degil, ayn1 zamanda islevsel bir yeniden yapilandirma amaci

tasidigini gostermektedir.

[lk verilerden elde edilen bulgular 1s131nda gerceklestirilen ikinci anodizasyon
sonrasinda elde edilen gézeneklilik ve nanotiip ¢ap1 verileri, farkli gerilimlerin
titanyum yiizeyindeki nanotiip morfolojisini nasil etkiledigini agikca ortaya
koymaktadir. 20V, 40V ve 60V uygulamalar ile elde edilen sonuclar, yiizeydeki

nanotlip yapilarinin belirgin bir sekilde farklilagtigini gdstermektedir.

Gozeneklilik acisindan; 60V uygulamasi ile elde edilen yiizeyler, %42,8'lik bir
gozeneklilik degerine ulasirken, 20V ve 40V uygulamalari sirasiyla %26,6 ve %18,0
gozeneklilik degerleri ile bu degerin oldukg¢a altinda kalmaktadir. Bu bulgu, uygulanan
elektriksel yiikiin arttikga yilizeydeki gozenekliligin de arttigini gdstermektedir.
Ozellikle 60V uygulamasinda, yiiksek gerilim nedeniyle nanotiip yapilarinin daha
biiylik ve daha genis gozenekler olusturdugu ve bu sayede yiizeyin daha acik ve
gecirgen hale geldigi anlasilmaktadir. Benzer bir ¢alismada, farkli anodizasyon
gerilimlerinin TiO: filmlerinin morfolojisi lizerindeki etkileri incelenmistir [44].
Calismada, 60V gerilimle yapilan anodizasyonda ortalama 96,81 nm capinda ve
%39,54 gozeneklilik oranina sahip nanotiipler elde edilmistir [44]. Bu bulgu, 60V
anodizasyonuyla ulasilan %42,8’lik yiiksek gézeneklilik degeriyle ortligmekte ve artan
gerilimin  gozenek capt ve acgikligi iizerinde dogrudan etkili oldugunu
desteklemektedir. Ayrica, yiliksek gerilimlerde gozenek yapisinda morfolojik
bozulmalarin basladigr bildirilmis ki bu, verilerimizde gozlemlenen yiiksek
gecirgenlikli ancak dikkatle optimize edilmesi gereken yapilarin varligini
aciklamaktadir. Ayni sekilde, Pasikhani ve arkadaslari tarafindan yapilan bir baska
calismada da, uygulanan gerilim arttik¢a TiO- nanotiip dizilerinin ¢aplarinda ve tabaka
kalinliklarinda lineer bir artis gdzlemlenmis, bu degisimlerin yiizey 6zelliklerini ve
fonksiyonel performans: dogrudan etkiledigi vurgulanmistir [69]. Bu ¢alismanin
bulgulari, bizim 20V, 40V ve 60V uygulamalarina karsilik gelen ¢ap ve gézeneklilik

verilerimizle tutarli olup, yiizey morfolojisinin kontrollii bicimde yonlendirilmesinde
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elektriksel gerilimin kritik bir parametre oldugunu bir kez daha ortaya koymaktadir
[69].

Nanotiip ¢ap1 acisindan yapilan 6l¢iimler de benzer bir egilim sergilemektedir.
60V uygulamasinda, nanotiip ¢apt ortalama 68 nm’ye ulasirken, 40V ve 20V
uygulamalarinda bu ¢ap sirastyla 47 nm ve 28 nm olarak 6l¢iilmiistiir. Bu sonuglar,
elektriksel potansiyelin arttikca nanotiip ¢capinda da artis oldugunu dogrulamaktadir.
40V uygulamasinda, kisa stireli bir diisiis gozlense de, 60V ile yapilan islemde ¢apin
belirgin sekilde genisledigi ve goézenekliligin artmasiyla orantili olarak nanotiip
yapilarinin daha biiyiik ¢aplara sahip oldugu gozlemlenmistir. Farkli anodizasyon
voltajlariin etkisini inceleyen bagka bir ¢alismada, 30V ile 50V arasindaki voltaj
araliginda TiO: nanotiiplerin ¢aplarinda diizenli bir artis gézlenmistir [70]. Her ne
kadar calismada kesin c¢ap degerleri yer almasa da "alan induklemeli ¢6ziinme"
mekanizmasiyla agiklanan bu artisin, bizim verilerimizle ayni yonde oldugu ve
voltajin artmasiyla birlikte olusan giiclii elektrik alanin, oksit ¢dziinme hizini artirarak
daha genis ¢aph nanotiip yapilarina yol agtigi goriilmiistiir [70]. Birlikte, bu veriler,
voltaj artiginin nanotiip ¢api lizerindeki belirleyici roliinii net bi¢imde ortaya koymakta
ve ylizey morfolojisinin kontrollii miithendisligi i¢in anodizasyon geriliminin hassas

bir parametre oldugunu vurgulamaktadir.

Gozenek c¢ap1 dagilimi agisindan da Onemli farkliliklar goriilmektedir.
Uygulanan anodizasyon voltaji arttik¢a, elde edilen TiO: yiizeylerde gézenek ¢apinda
belirgin bir genisleme gozlemlenmistir. 20V uygulanan 6rneklerde, gozeneklerin
cogunlugu 30 nm civarindadir, bunun yani sira 10 nm ve daha kii¢iik gézenekler de
belirginlesmektedir. 40V uygulamasinda, gézeneklerin %60°1 40-60 nm arasinda
dagilirken, 60V’ luk 6rneklerde, gézeneklerin gogunlugu 70-90 nm gibi daha genis bir
aralikta dagilmakta ve yiizeydeki yapisal acgiklik belirgin sekilde artmaktadir. Bu
egilim, iki asamali anodizasyonla elde edilen TiO: yiizeylerde yapilan baska bir
caligmayla da benzerlik gostermektedir [44]. Calismada, 40V uygulamasinda yaklagik
96,8 nm, 60V'da ise 104,4 nm gozenek capr Ol¢lilmiis; voltaj artisinin gézenek
genisligi iizerindeki dogrudan etkisi vurgulanmigtir [44]. Bu, yiiksek gerilim ile
yapilan anodizasyonun yiizeyde daha biiylik ¢apli ve daha genis ¢apli gozeneklerin

olusumuna yol agtigini1 géstermektedir.



51

AFM analizleri, 60V anodizasyon uygulanan yiizeylerde, nanotiiplerin hem
cap olarak daha biiyiik hem de ug¢ noktalarinda daha sivri bir morfoloji sergiledigini
gostermektedir. Bu yiizeylerde gozlenen sivrilik artisi, yalnizca yapisal biiylimeyi
degil, aym1 zamanda ylizey topografisindeki keskinligin de arttigin1 gdstermektedir.
Daha diisiik gerilimlerde (20V ve 40V) ise ylizeyler daha diiz ve nanotiip yapilar daha
kiiciik capli, yogun, belirginligi diisiik bir morfolojidedir. G6zlemlenen bu morfolojik
farkliliklar, voltaj artisinin nanotiip yapilarinin geometrik diizeni ve keskinligi
tizerinde belirleyici etkiler olusturdugunu bildiren literatiirle paralellik gostermektedir
[71, 72]. Bu farkliliklar, uygulanan voltajin yalnizca ¢ap iizerinde degil, ayn1 zamanda
nanotiiplerin geometrik keskinliginde de belirleyici bir rol oynadigim1 ortaya

koymaktadir.

Bu morfolojik bulgulara ek olarak, yiizeylerin elektriksel 6zellikleri de Kelvin
prob kuvvet mikroskobu (KPFM) ile incelenmistir. Farkli voltajlarla anodize edilen
ornekler arasinda yapilan karsilastirmada, 80V-60V yiizeyinde en yiiksek negatif
ylizey potansiyeli degerlerini gosterdigi belirlenmistir. Bu durum, yiizeyin elektriksel
karakteristiginin hiicrelerin yiizeye tutunma ve yayilma dinamikleri iizerinde etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle artan negatif yiizey potansiyelinin, hiicre
adezyonunu destekleyerek biyouyumluluk agisindan avantaj saglayabilecegi ortaya

koyulmaktadir.

Elektrokimyasal anodizasyon ile elde edilen ylizeylerin SEM goriintiileri,
titanya nanotiiplerinin olusumunu ve bu yapilarin ¢api ile porozite degerlerini detayl
sekilde ortaya koymaktadir. Yiizeyler arasinda yapilan karsilastirmalar, 6zellikle 80V—
60V yiizeyinin daha yiiksek porozite oranlarina sahip oldugunu ve nanotiiplerin i¢
yapisinin daha belirgin oldugunu gostermektedir. Bu yapisal degisiklikler, yilizeyin
hidrofilikligini artirmig ve yiizey serbest enerjisinde anlamli bir artiga yol agmistir.
Yiksek voltajlardaki yiizey serbest enerjisindeki artis, fibronektin, vitronektin ve
laminin gibi gibi ECM proteinlerinin hiicrelere tutunma ve yayilma igin daha iyi
adsorbe edilmesini desteklemektedir. Ancak, ylksek voltajin sonucunda ortaya ¢ikan
parizli ve keskin yiizey profilleri, hiicre 6limiini arttirdig1 i¢in yapigsma ve hiicre
canlilig1 parametreleri arsinda bir denge kurulmalidir. 80V-60V yiizeyinde, hiicrelerin

ylzeye tutunmak yerine hareket ettigi ve filopodya uzantilarinin daha az gelistigi
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gbzlemlenmistir [73, 74]. Bu durum, yiizeydeki artmis piiriizliilik ve sivri ylizey
profiliyle uyumludur. Hiicre yayilimindaki bu azalma, oksit tabakasinin kalinligindaki
degisikliklerden kaynaklanmaktadir. §0V-20V ve 80V-40V yiizeylerinde ise, hiicreler
daha giiclii bir yayilma egilimi gostermis ve mikrofilamentlerin dogrusal bir sekilde
yogunlagmasiyla hiicre i¢i iskeletin gelistigi gozlemlenmistir. Boylece, yiizeyin daha
uygun bir mikrogevre sundugunu, hiicrelerin migrasyon asamasinda olduklarini ve
yayilmalarin1 hizlandirdiklarim1 gostermektedir. Filopodya kullanarak mikrogevreyi
tarayan hiicreler, daha iyi bir tutunma saglamak amaciyla migrasyona gecis

yapmaktadir.

Morfolojik ve elektriksel 6zelliklerin yani sira, elektrokimyasal anodizasyonun
hiicresel diizeydeki etkileri qQRT-PCR analizleri ile arastirilmistir. Hiicre gogu, doku
rejenerasyonu, anjiyogenez gibi hiicre kaderinin belirlenmesinde kritik rol oynayan
CXCR4 ve VEGFA genlerinin ifadeleri, hem MKH’ler hem de dermal fibroblastlar
tizerinde karsilastirmali olarak degerlendirildi. Bulgular, yiizey voltajindaki artisla
birlikte 6zellikle MKH’lerde bu genlerin ifadesinde anlamli bir yiikselis oldugunu
ortaya koymustur. MKH’lerde CXCR4 gen ifadesi, ylizey voltaji arttikga belirgin
sekilde artmis ve 80V-60V yiizeyinde en yiiksek diizeye ulasmistir. Yiizeyin nano-
yapisal Ozelliklerine bagli olarak hicre goéclinde Kilit bir rol oynayan CXCR4
diizeyindeki bu artis, hiicrelerin ¢evresel sinyallere yanit olarak daha yiiksek hareket
kapasitesi gelistirdigini gostermektedir. Bu durum, 6zellikle doku rejenerasyonu veya
yaralanma sonrasi iyilesme gibi siireclerde, MKH’lerin hedef bolgelere etkin sekilde
yonlendirilebilmesi agisindan 6nemlidir. CXCR4 geni, SDF-1 (stromal hiicre kaynakli
faktor-1) sinyaline duyarliligi artirarak hiicrelerin  hedef dokuya yoOnelimini
kolaylastirir. Literatiirde yapilan c¢alismalarda da, MKH’lerde CXCR4’in artan
ifadesi, hiicrelerin hedef dokulara yonelimini ve gog¢ kapasitesini anlamli sekilde

artirdigini gosterilmistir [75].

Benzer sekilde, VEGFA gen ifade duzeyleri de dzellikle 80V-40V ve 80V-
60V yilizeylerinde belirgin sekilde yiikselmistir. Anjiyogenez siirecinde onemli rol
oynayan bu genin yiiksek voltajla modifiye edilen yiizeylerde artmasi, MKH’lerin bu
ortamlarda damar olusumunu destekleyici 0Ozelliklerini artirabildigini ortaya

koymaktadir. Literatiirde, MKH’lerin salgiladigt VEGFA’nin, endotel progenitor
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hiicrelerin endotel hiicre fenotipine yonelmesini destekledigi ve bu yolla anjiyogeneze
onemli katki sagladigi belirtilmistir. Nitekim bir g¢alismada, MKH kaynakl
VEGFA’nin, endotel hiicrelerinde tomurcuklanma davranisini artirarak yeni damar

olusumunu belirgin bigimde destekledigi rapor edilmistir [76].

Genetik diizeyde incelenen bu yanitlar, MKH’lerin ylizey morfolojisine
duyarliligimmin yalnizca molekiiler diizeyde degil, ayn1 zamanda hiicresel diizeyde de
islevsel ¢iktilar dogurdugunu gdstermektedir. QRT-PCR analizleri, MKH’lerin yiizey
topografisine kars1 cesitli tepkiler verdigini ortaya koymus; 6zellikle yiiksek voltajl
ylizeylerin rejeneratif siireclerde gorev alan genleri aktive ettigi goriilmistiir. Bu
durum, yiizey modifikasyonlarinin hiicre tipi ve hedef fonksiyona gore farkl
diizeylerde biyolojik etki olusturabilecegine isaret etmektedir. Ayrica, bu molekiiler
degisimlerin hiicre morfolojisiyle de oOrtiistiigli belirlenmistir. Nitekim migrasyon
asamasindaki MKH’lerde, ozellikle 80V-60V yiizeyinde, SEM goriintiilerinde
belirgin filopodi uzantilar1 ve yonelimli hiicre yayilimi gézlemlenmistir. Bu morfolojik
ozellikler, hiicrelerin g¢evreyle etkilesiminde artis ve ECM {iretiminde yiikselisle
birlikte yorumlandiginda, séz konusu ylizeylerin MKH’lerin biyolojik aktivitesini

destekleyerek rejeneratif kapasitelerini artirabilecegi sonucunu giiclendirmektedir.

Yiizey modifikasyonlarinin MKH'lerin hiicresel morfoloji ve sagkalim
tizerindeki etkileri, hiicre yayillma alanlarinin ve apoptoz oranlarinin
degerlendirilmesiyle incelenmistir. Ozellikle, 80V-60V modifikasyonunun, hiicre
yayllma alanlarinda anlamli bir azalma ve apoptoz oranlarinda belirgin bir artisla
iliskilendirildigi goézlemlenmistir. Bu bulgular, ylizey sartlarinin hiicresel tepkiler
tizerindeki kritik etkilerini vurgulamaktadir. Benzer sekilde titanyum dis implantlarina
uygulanan yiizey modifikasyonlarinin osteointegrasyonu nasil etkiledigine dair
yapilan bir ¢alismada, modifikasyonlarin hiicre baglanmasini ve tutunmasini arttirdigi

goriilmiistir [77].

Elektrokimyasal anodizasyonla elde edilen farkli yiizey topografilerinin,
MKH’lerin canlilik ve 6liim siireglerine etkisi akim sitometrisi ile degerlendirilmistir.
Hiicrelerin canlilik diizeyleri, reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi, nekroz ve apoptoz
oranlar1 yiizey voltajina gore karsilagtirmali olarak analiz edilmistir. Elde edilen

veriler, hiicre-topografya etkilesiminin yalnizca adezyon ya da gen ifade diizeyinde
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degil, ayn1 zamanda hiicresel yasam-0liim dengesi iizerinde de belirleyici rol
oynadigin1 ortaya koymaktadir. 80V-20V yiizeyinde canlilik oraninin %90’a
ulagmast, bu yiizeyin hiicresel mikrogevre agisindan en uygun topografiyi sundugunu
ve biyolojik uyumlulugun en iist seviyede oldugunu gostermektedir. Buna karsilik,
80V-60V yiizeyinde canlilik oraninin %57’ye kadar diismesi ve es zamanli olarak geg
apoptoz oraninin %34,78’e¢ ulasmasi, bu ylizeyin MKH’ler i¢in stres olusturan bir
ortam yarattigin1 ortaya koymaktadir. Yiizeydeki yiiksek piiriizliiliikk ve genisleyen
gdzenek yapist, hiicreleri yalnizca apoptoza yonlendirmekle kalmamis; ayn1 zamanda
hlcrelerin bu mikrogevreyi elverigsiz bularak alternatif yanitlar gelistirmesine de
neden olmus olabilir. Bu noktada dikkat ¢ekici bir bulgu, ayn1 yiizeyde CXCR4 gen
ifadesinde en yiiksek diizeye ulagmis olmasidir. Literatiirde, CXCR4/SDF-1 ekseninin,
ozellikle stres altindaki mezenkimal hiicrelerde kemotaktik go¢ yanitlarini aktive ettigi
ve hiicrelerin bulunduklar1 ortamdan uzaklagmalarini kolaylastirdigi bilinmektedir
[78]. Bu agidan degerlendirildiginde, canlilikta goézlenen diisiis yalnizca hiicre
Olimiiyle agiklanamayabilir; bir kismi ylizeyden ayrilarak goc etmis olabilir. Bu
yorum, hiicrelerin yalnizca yapisma ve yayilim gibi statik davranislara degil, ayni
zamanda mikrogevre kosullarina bagli olarak yer degistirme egilimi gdsterebilecegini
ortaya koymaktadir. Dolayisiyla, hiicre-topografya etkilesimi; sadece canlilik ya da
apoptoz aktivasyonu gibi ayr1 uglarda degil, ayn1 zamanda hiicrelerin ylizeyden
uzaklasmasini da kapsayan daha genis bir yanit spektrumuyla degerlendirilmeli, yiizey
tasarimlar1 buna gore optimize edilmelidir. 80V-60V yiizeyinde es zamanl
gbzlemlenen diisiik canlilik, yiiksek ge¢ apoptoz ve artan CXCR4ifadesi, bu yapinin
hiicresel biitiinliik ve stabilite agisindan sinirda bir profil sundugunu agikca
gostermektedir. Bu tiir ylizeyler, rejeneratif potansiyelin artirilmasini hedeflerken,

hiicresel stres yanitlarini tetiklemeyecek sekilde dengelenmelidir.

Bu c¢alisma, elektrokimyasal anodizasyon ile modifiye edilen yiizey
topografilerinin, canlilik, gen ifade profilleri ve fonksiyonel davranislari {izerinde ¢cok
yonlii  etkiler olusturdugunu ortaya koymustur. Elde edilen bulgular, yiizey
morfolojisinin yalnizca fiziksel bir yap1 6zelligi olmanin 6tesinde, hiicresel yanitlar
belirleyen biyolojik bir sinyal kaynagi olarak islev gorebilecegini gostermektedir.
Anodizasyon voltaji arttikga gozeneklilik ve rejenerasyonla iligili genslerin ifadesi
(CXCR4, VEGFA) artarken; hiicre canlilig1 azalmis, apoptoz orani artmistir. KPFM,
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EDS ve temas acgis1 Ol¢iimleriyle elde edilen karakterizasyon verileri, yiizey
potansiyeli ve oksit ortiicliliigli arasindaki ters iliskiyi ortaya koymustur: yiiksek
poroziteye ragmen diisiik oksit ortiiciiliigii, yiikk dagilimimin homojenligini engellemis

ve hiicre davraniglarinda stres temelli degisimlere yol agmustir.
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6. SONUC VE ONERILER
6.1. Sonuglar

Elektrokimyasal anodizasyonla elde edilen farkli ylizey morfolojileri,
MKH’lerin genetik, morfolojik ve fonksiyonel yanitlarii belirgin sekilde

etkilemistir.

80V-20V yiizeyi, diizenli topografyasi, yiiksek oksit ortiiciiliigii, diistik yiizey
piriizliliigii ve optimum negatif potansiyeli sayesinde protein adsorpsiyonu ve

hiicre yayilimi1 agisindan dengeli bir yiizey olarak 6ne ¢ikmustir.

80V-60V vylzeyi ise, ylksek porozite, spiky morfoloji, en negatif yuzey
potansiyeli ve kalin oksit tabakasi ile ilk tutunma acisindan gii¢lii bir ortam
sunsa da, asir1 elektrostatik cekim ve artmis mekanik stres nedeniyle hiicrelerin
migrasyon davranisa ge¢cmesine ve ge¢ apoptoz oranlarinin artmasina neden

olmustur.

ECM ve kollajenle iligkili genlerin ifadeleri, modifiye yiizeylerde anlamli

sekilde artmigtir.

Protein sentezine iliskin genlerin ifadesinde azalma, bu durumun enerji

tasarrufu amacli hiicresel bir yanit olabilecegi diistiniilmiistiir.

Anodizasyon voltaj1 arttikca, nanotiip cap1 ve gozeneklilik degerlerinde
belirgin artig kaydedilmistir.

Yiksek voltajla elde edilen yuzeylerde CXCR4 ve VEGFA gen ifadeleri
artarken, hiicre canlili§1 azalmis ve ge¢ apoptoz orani yiikselmistir.

80V-60V ylzeyi, biyolojik aktiviteyi artirsa da hiicresel stres ve potansiyel go¢
davranisiyla iligkilendirilmistir.

Yiizey morfolojisi, hiicrelerin yapisma, yayilim ve mikrogevreye adaptasyon
kapasitelerini dogrudan etkilemistir.

Hucre-topografya etkilesimi; ylizey kimyasi, elektriksel yiik ve mekanik

ozellikler bir arada degerlendirilerek kapsamli bigimde analiz edilmistir.
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6.2. Oneriler

Anodizasyon parametreleri, ylizey biyouyumlulugu ve hiicre canlilign goz
onilinde bulundurularak optimize edilmeli ve bu yilizeylerin stromal hiicre

davranisi iizerindeki uzun vadeli etkileri incelenmelidir.
Rejenerasyonla iligkili genlerin, yilizeyin biyolojik etkinligini artirabilir; ancak
bu etkinligin hiicre canlihigim1 destekleyecek sekilde diizenlenmesi yararh

olacaktir.

CXCR4 ve VEGFA gibi genlerdeki artisin islevsel sonuglari, hiicre gogii ve

anjiyogenez gibi modellerde daha ayrintili arastirilmalidir.

Doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in tasarlanacak yiizeyler, hiicre stresi

olusturmadan istenen biyolojik yanit1 verecek sekilde gelistirilmelidir.
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CLTC CALU RPS18
ATPOA NUPR1 RPS16
CD59 CDKNI1A CYR61
R3HDM4 NAPI1L1 SERPINH1
SSR1 TUBA1A uBB

RPS6 CTHRC1 EEF1G
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SRXN1 RPL12 MAT2A
RRP1B IFNGR2 HSPAS
TPM1 SLC38A10 CRYAB
TKFC CCDC85B Clorf122
EIF1 CHPF2 NQO1
KIAA1191 SELENOH AC099336.2
PTKY AC068580.4 CCNB1
SLC35E2B FKRP SSC5D
RPL7 RPL23A AC073896.1
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STAMBP RPL18AP3 HAS2
RPL29 FAM129B CWC25
CAP1 PPIAP22 RPL17
DAG1 CAV1 SIK1B
CDC42SE1 CCDC92 IGSF8
TGM2 RPL32 DUSP23
COMT MDH2 CAP2
SLC39A1 C6orf89 OPTN
PLSCR3 MYOF GPX1
DYNC1H1 GNAS CALR
CALM1 NBL1 ALS590867.2
NUS1 SEC31A PMEPA1
NCKAP1 SEM1 NACA
RPS26 OLFML2A SPATA7
FBXO31 TXNRD1 SPON2
AC118553.2 TNFRSF12A ZNF664
SREBF1 EIF3L METTL26
MED29 SLC52A2 PDIA3
RALBP1 BRD2 SLC17A9
SRP9 SEC22B GPC6
PITPNM1 RDH11 SPCS2
KCNK15 LRP10 RPN2
ISLR RPL23 LIG3
LAMC1 SUNZ2 CERS2
B2M ATP5F1C FEM1B
DYNLL1 CYB561A3 WISP2
CHPF LAMA4 KAT14
OAZ2 SH3GL1 RAN
TNC EIFAG2 NLGN2
RNF187 NSA2 COX6C
TRIMG5 CYBRD1 PRDX2
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ZNF771 RAC1 RPS8
DUSP14 GDF5 CNPY2
NELFB HMOX1 PPIC
QSOX1 TGFB1 CMTR1
AC004922.1 NONO MTRNR2L12
PXDC1 ZNF316 MED13L
TTYH3 FASN ITGB3
SEC24D MAFK CTGF
LGALS3BP CAPG TWEF2
TMBIM6 DDAH2 NDUFAS
CALM2 CRIM1 CTNS
PRKARIA PRR5L SNX3
BTG3 DDR1 GNL1
AC270282.1 OSR1 HLA-A
NRXN2 RGL2 PUSL1
KANK1 TNKS2 DIS3
TPX2 ASPH TCEALS
PTGFRN AC243948.1 RPS3A
PGK1 ATP2B4 HDLBP
DOK1 NBPF14 MTRNR2L1
RPL14 LDOC1 CDK11B
PLAC9 TXN2 BIRC6
FBLIM1 SPCS3 MRFAP1
ACTR1A CYBA CHMP1A
ZNF460 ARFRP1 PFDN5
RPL39 NSMAF MAP1A
UGCG GPALPP1 SUPT4H1
DDAH1 HSPA1B CHMP7
TAGLN DCBLD2 RAB18
RAB43 SHC2 ARHGDIA
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The concept of preconditioning mesenchymal stem cells (MSCs) under
different stress conditions or with bioactive molecules is introduced
to optimize their therapeutic potential. This study investigates the
physicochemical effect of hierarchical TiO; nanotube arrays, a versatile and
easy-to-prepare nanosurface, on MSC behaviour. By precisely controlling
the nanotopography through anodization, we demonstrate the significant
influence of surface properties on MSC adhesion, proliferation and
differentiation. Electrostatic interactions between surface charge and
proteins play a crucial role in these cellular responses. In addition,
preconditioning MSCs under specific conditions enhances their therapeutic
potential by optimizing paracrine signalling and homing properties. Higher
surface charges and increasing spiky character of surface roughness
of titania samples after anodization at 60 V significantly upregulated
chemokine receptor type 4 (CXCR4) and vascular endothelial growth
factor A (VEGFA), indicating the enhanced migratory and angiogenic
potential of MSCs. The study reveals the mechanotransductive effects of
nanotopography on MSC differentiation, suggesting that tailored surface
features can direct cellular fate. These findings highlight the potential of
hierarchical TiO2 nanotube arrays as a promising platform for regenerative
medicine, offering a novel approach to improve tissue engineering and
therapeutic outcomes.

1. Introduction

Advances in biomedical sciences have led to new therapeutic approaches
such as tissue engineering, regenerative medicine and cell therapy. In this
context, stromal cells play a crucial role in these processes as they form and
structure connective tissue in the body [1]. Mesenchymal stem cells (MSCs)
are preferred for tissue repair due to their differentiation capacity, paracrine
signalling and secretion of various molecules, including extracellular vesicles.
These mechanisms critically treat inflammatory and degenerative diseases
through the ‘homing’ phenomenon [2,3]. In addition, mesenchymal stem/
stromal cells and the extracellular matrix (ECM) components they secrete
adapt to their environment by influencing cell adhesion, spreading and
differentiation [4,5]. An innovation in this field is the concept of precondi-
tioned MSCs. This concept enhances the repair functions of MSCs by exposing
them to various stress conditions or bioactive molecules, optimizing their

© 2025 The Author(s). Published by the Royal Society. All rights reserved.
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