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Kemik fizyolojik koşullarda kendini yenileyebilen bir doku olmasına rağmen metabolik 

hastalıkları, nekrotik ya da travmatik hasarlarında yapı ve işlevleri bozulabilir.  Kritik 

kemik kayıplarının, kemik inorganik matriksinin ana bileşeni osteokondüktif kalsiyum 

fosfat bileşiklerinin yanında osteoindüktif büyüme faktörleri ya da bunlara kaynak 

sağlayan kök/öncül hücreler ile desteklenmesi gereklidir. Mezenkimal kök hücre 

eksozomları, kemikte rejeneratif etkili molekülleri içermeleri, hedef hücreye kolayca 

alınmaları ve immün yanıt oluşturmamaları nedeniyle, mezenkimal kök hücreler yerine 

tercih edilebilir. Bu çalışmada anneksin V ile kalsiyum eksik hidroksiapatite kemik iliği 

kaynaklı mezenkimal kök hücre eksozomları bağlanarak oluşturulan biyomühendislik 

temelli formülasyon ile osteoblastların çoğalma, matriks sentezi ve mineralizasyonunun 

uyarılabileceği varsayılmıştır. Bu hipotezi  test etmek için, deney ve kontrol gruplarını 

içeren in vitro deney düzeneğinde (1) kalsiyum eksik hidroksiapatitin üretilmesi ve 
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karakterizasyonu, (2) insan kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücre eksozomlarının 

izolasyonu ve karakterizasyonu, (3) kalsiyum eksik hidroksiapatit ve insan kemik iliği 

kaynaklı mezenkimal kök hücre  eksozomlarının anneksin V aracılığı ile bağlanması, 

bağlanma ve salımın karakterizasyonu, (4) oluşan bu formülasyonun osteoblastların 

çoğalma ve mineralizasyonuna etkisinin değerlendirilmesi hedeflenmiştir. Hedefler 

doğrultusunda kimyasal çöktürme yöntemiyle kalsiyum eksik hidroksiapatit sentezi 

gerçekleştirilmiştir. Kalsiyum eksik hidroksiapatitin X-ışını difraksiyonuyla ve Raman 

spektroskopisiyle yapısal karakterizasyonu, geçirimli elektron mikroskobunda morfolojik 

karakterizasyonu yapılmıştır. İnsan kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücreler 

morfoloji, kültür plağına tutunma, spesifik yüzey belirteçleri ve kondrojenik farklılaşma 

analizi yöntemleriyle karakterize edildikten sonra ultrasantrifüjleme ve MACS 

yöntemleriyle eksozomları izole edilmiştir. Eksozomlar transmisyon elektron 

mikroskobunda değerlendirilmiş; BCA analizi ile protein konsantrasyonları, NTA 

yöntemiyle partikül sayısının ve partikül boyutlarının analizi yapılmıştır. Akım 

sitometresiyle CD 9 ile yakalanan eksozomların CD63 ile ve CD81 ile işaretlendikleri, 

her üç belirtece de sahip oldukları gösterilmiştir. Kalsiyum eksik hidroksiapatite, 

anneksin V aracılığıyla insan kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücre eksozomlarının 

bağlanması; Raman spektroskopisi ve jel elektroforezi ile gösterilmiştir. Kalsiyum eksik 

hidroksiapatite bağlı eksozomların BCA analiz yöntemi ile ilk 12 saatte büyük 

çoğunluğunu kontrollü olarak saldığı gösterilmiştir. Kalsiyum eksik hidroksiapatit ve 

insan kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücre eksozomlarının insan fetal 

osteoblastlarındaki etkili proliferatif dozu gerçek zamanlı impedans temelli olarak 1. 

günden 3. güne ölçülmüş ve sırasıyla 0.1 µg/ml ve 25 µg/ml olarak belirlenmiştir. 

Belirlenen etkili dozlarda hazırlanan formülasyon osteoblastlara uygulandığında gerçek 

zamanlı olarak osteoblastların çoğaldıkları; matriks sentezi ve mineralizasyonu gösteren 

ALP aktivitesinin 0-7 gün zaman aralığında kontrol grubuna göre arttığı saptanmıştır. 

Sonuç olarak bu tez çalışması ile ilk kez kalsiyum eksik hidroksiapatit, anneksin V ile 

kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücre eksozomlarına bağlanarak orijinal ve 

yenilikçi, yüksek teknolojik, kişiye özel ve hedefli bir formülasyon geliştirilerek in vitro 

koşullarda insan osteoblastlarındaki yenileyici etkisi ortaya konmuştur. Bu yeni 

formülasyonun in vivo hastalık modellerindeki deneysel validasyonunu takiben klinikteki 

metabolik ya da travmatik kemik hasarlarının onarılmasında otojenik, kişiye özel ya da 

allojenik bir tedavi ajanı olarak yer alma potansiyeli bulunmaktadır. Tez kapsamındaki 

biyomühendislik temelli yeni tedavi ürününün ülkemizin ortopedik hastalıkların 
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tedavisine ait uluslararası pazarda rekabet gücünü arttırma hedefini karşılaması 

önemlidir. Bu kapsamda, tezden elde edilen çıktılar ile Hacettepe Teknokent Teknoloji 

Transfer Merkezi Patent Ofisine patent başvurusu yapılmıştır (Başvuru no: 

2021/002221). 

 

Anahtar Kelimeler: İnsan mezenkimal kök hücresi, eksozom, trikalsiyum fosfat, 

kalsiyum eksik hidroksiapatit, anneksin V, osteoblast 
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The structure and functions of bone may be impaired with metabolic-diseases such as 

osteoporosis, necrotic or traumatic damages, although it is a dynamic tissue that can 

renew itself under physiological conditions. Critical bone losses need to be supported by 

osteoinductive growth factors, stem/precursor cells, as well as osteoconductive calcium 

phosphate compounds. Mesenchymal stem cell exosomes could be preferred instead of 

mesenchymal stem cells because they contain molecules that have regenerative effects in 

bone, be easily taken into the target cell and do not create an immune response. In this 

study, it was hypothesized that the proliferation, matrix synthesis and mineralization of 

osteoblasts can be stimulated with bioengineered formulation formed by binding annexin 

V to calcium deficient hydroxyapatite and human bone marrow derived mesenchymal 

stem cell exosomes. In order to test this hypothesis, an in vitro study consisting of an 

experiment and control group was designed. The objectives of the thesis are ; (1) 
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production and characterization of calcium deficient hydroxyapatite, (2) isolation and 

characterization of human bone marrow-derived mesenchymal stem cell exosomes, (3) 

production and characterization of new formulation that contain calcium deficient 

hydroxyapatite, human bone marrow-derived mesenchymal stem cell exosomes, and 

binding material annexin V, and (4) evaluating the effect of a newly formulated material 

on proliferation and mineralization potentials of osteoblasts. In line with these goals, 

calcium deficient hydroxyapatite was synthesized using a chemical precipitation method 

and characterized by X-ray diffraction, Raman spectroscopy, and transmission electron 

microscopy. Human bone marrow derived mesenchymal stem cells were characterized 

by morphology, attachment to the culture plate, specific surface markers, osteogenic and 

chondrogenic differentiation analysis methods, and then exosome isolation was 

performed by ultracentrifugation and MACS methods. Exosomes were observed in the 

transmission electron microscope, protein concentrations were determined by BCA 

analysis and particle analysis with NTA. Exosomes have been shown by flow cytometry 

to specifically have all three markers (CD9, CD63, CD81). Calcium deficient 

hydroxyapatite has linked human bone marrow derived mesenchymal stem cell exosomes 

via annexin V and has been characterized by Raman spectroscopy and SDS-PAGE. The 

release study was carried out by BCA analysis. The exosomes are released from the 

hydroxyapatite in 12 hours. The proliferative dose of calcium-deficient hydroxyapatite 

and human bone marrow-derived mesenchymal stem cell exosomes were determined by 

real-time cell proliferation analysis 0.1 µg/ml, and 25 µg/ml respectively. The material 

prepared with effective doses was applied to the osteoblasts. The proliferative potential 

and matrix mineralization induction effect was reported by using real time cell 

proliferation and ALP activity analyzes, respectively. As a result, with this thesis study, 

an original and innovative, high-tech, personalized and targeted formulation was 

developed by a newly formulated material that contains calcium deficient hydroxyapatite 

and human bone marrow derived mesenchymal stem cell exosomes with annexinV 

binding molecule for the first time, and its regenerative effect on human osteoblasts in 

vitro was demonstrated. Following experimental validation of this new formulation in in 

vivo disease models, it has the potential to be involved in the repair of clinical metabolic 

or traumatic bone injuries as an allogeneic or autogenous personalized treatment agent. 

The new bioengineering-based treatment product produced within the scope of the thesis 

meets our country's goal of increasing the competitiveness in the international market in 

the treatment of orthopedic diseases. A patent application was made to Hacettepe 
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Technopolis Technology Transfer Center Patent Office with the new formulation 

obtained from the thesis. (Application number: 2021/002221). 

 

Keywords: Human mesenchymal stem cell, exosome, tricalcium phosphate, calcium 

deficient hydroxyapatite, annexin V, osteoblast 
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1. GİRİŞ 

Kemik kendini tümüyle yenileyebilen dinamik bir doku olmasına rağmen osteoporoz gibi 

metabolik hastalıklarda, osteonekroz ya da travmatik kemik hasarlarında hücre ve 

ekstraselüler matriksin (ESM) yapısı ve mineralizasyon mekanizması bozulabilir. 

Yaşlanan nüfus ile artan, kemik mineral kaybıyla seyredip kırıklarla sonuçlanan 

osteoporoz ve travmalar ya da dolaşım bozuklukları sonucu oluşan osteonekroz dünyada 

en yüksek morbidite ve mortaliteye neden olan kas iskelet sistemi hastalıklarını oluşturur. 

Dünya Sağlık Örgütü’ nün 2003 yılında hazırlamış olduğu rapora göre osteoporoz; 

Avrupa, Amerika Birleşik Devletleri (ABD) ve Japonya’da 100 milyona yakın insanı 

etkilemekte ve yılda 2,3 milyon kırığa neden olmaktadır [1]. Amerika Birleşik 

Devletleri'nde, her yıl yaklaşık 20.000-30.000 kişi osteonekroz tanısı almakta [2] ve kalça 

eklem replasman cerrahilerinin yaklaşık %10'unun osteonekroz nedenli olduğu 

bildirilmektedir [3-5]. Travmatik ya da metabolik hasarların tedavisinde, kemiğin 

inorganik matriksinin ana bileşeni olan kalsiyum fosfat bileşiklerinin sentetik formları 

kullanılmaktadır [3, 4, 6]. Kalsiyum fosfat bileşiklerinin yüksek osteokondüktif etkili 

olduğu bilinmektedir [7, 8]. Kritik kemik kayıplarında rejenerasyonun sağlanabilmesi 

için, osteokondüktif malzemelerin osteoindüktif temelli yaklaşımlarla desteklenmesi 

gerekir [9-12]. Bu amaçla çeşitli büyüme faktörleri [10, 11, 13] ya da bunlara kaynak 

sağlayan kök ve öncül hücreler [14, 15] uygulanabilir. Mezoderm kökenli kemik 

dokusunun kök ve progenitör hücreleri, periosteum, endosteum ve Havers kanallarının iç 

yüzlerinde yer alır. Mezenkimal kök hücreler (MKH), hasarlı bölgedeki rejeneratif 

potansiyelini, olgun hücrelere farklanarak ya da bulundukları mikro-çevreye parakrin 

olarak salgıladıkları moleküllerin immün-baskılayıcı, anti-inflamatuvar vb. etkileriyle 

sağlar [16, 17]. Eksozomlar elde edildikleri hücreye ait nükleik asit, lipit ve proteinleri 

bulunduran nanometre boyutlu hücre içi yerleşimli keseciklerdir [18, 19]. Mezenkimal 

kök hücre eksozomları, bu hücrelerin rejeneratif etki süreçlerinden sorumlu molekülleri 

içermeleri [20, 21], hedef hücre içine kolayca alınmaları [22, 23] ve bağışıklık yanıtı 

oluşturmamaları [24, 25] gen ifadesinin kontrolünü sağlarken spontan malign dönüşüm 

göstermemeleri  nedeniyle MKH’lerin yerine tercih edilebilir [26]. Osteokondüktif 

kalsiyum fosfat iskeleye emdirilmiş osteoindüktif insan kökenli uyarılmış pluripotent kök 

hücrelerden farklılaştırılmış MKH eksozomlarının PI3K/Akt yolağı üzerinden, 

kemikleşme sürecinde olumlu etkileri olduğu gösterilmiştir [27]. Ancak kalsiyum eksik 

hidroksiapatitin (KEHA) kemik iliği kaynaklı MKH (Kİ-MKH) 
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eksozomlarına bağlandığındaki olası etkileri hakkındaki bilgiler sınırlıdır. 

Varsayımımıza göre, insan Kİ-MKH eksozomları, trikalsiyum fosfata anneksin V 

(AnV) proteini ile bağlanarak tasarlanan formülasyon insan fetal osteoblastların (hFOB) 

çoğalma ve mineralizasyonunu arttırarak kemik rejenerasyonuna katkıda bulunabilir; 

böylece metabolik hastalıklar ve travmalar sonucunda oluşan kemik kayıplarının 

tedavisinde kullanılmak için uygun bir biyomühendislik ürünü ve kişiye özel tedavi 

alternatifi olabilir. 

 

Bu tez çalışmasının amacı; Beta-trikalsiyum fosfatın (β-TCP) ısıl işlem öncesi formu 

olan KEHA’nın üretilerek, insan Kİ-MKH eksozomlarına AnV proteini ile bağlanması 

sonucu oluşturulan formülasyonun bağlanma karakterizasyonun analizi ve hFOB’ların 

çoğalma, mineralizasyon ve matriks sentezi kapasitelerine etkilerinin 

değerlendirilmesidir. Bu amaç doğrultusunda aşağıdaki hedefler belirlenmiştir. 

 

1. KEHA’nın üretilmesi ve karakterizasyonunun yapılması, 

2. İnsan Kİ-MKH eksozomlarının izolasyonu ve karakterize edilmesi, 

3. KEHA ve insan Kİ-MKH eksozomlarının AnV aracılığı ile bağlanarak bir 

malzeme oluşturması, bağlanma ve salım analizlerinin gerçekleştirilmesi 

4. Geliştirilen formülasyonun hFOB’ların çoğalma, mineralizasyon ve matriks 

sentezi potansiyellerine etkisinin değerlendirilmesi 

 

Tez kapsamında belirlenen hedeflere ulaşılarak KEHA’nın üretimi ve karakterizasyonu, 

insan Kİ-MKH eksozomlarının izolasyonu ve karakterizasyonu sağlanmış; KEHA ve 

eksozomlar etkili dozlarda AnV ile bağlanarak yeni ve yüksek teknolojik bir 

biyomühendislik ürünü geliştirilerek karakterize edilmiş, ürünün hFOB’larda çoğalma, 

mineralizasyon ve matriks sentezi uyarıcı potansiyeli doz ve zaman bağımlı olarak ortaya 

konmuştur.  
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2. GENEL BİLGİLER  

 

2.1. Kemik dokusunun hastalıkları ve travmaları 

Kemik, damarlar ve sinirlerden zengin; osteoprogenitör hücreler ve osteoblastlar ile 

kendini yenileyen, osteoklastlar ile  yeniden yapılanan, dinamik özellikli,  özelleşmiş bir 

bağ dokusudur [28]. Sağlıklı koşullarda kemiğin yapımı ve yıkımı belli bir denge 

içerisinde sürmektedir [29]. Gelişimsel, metabolik kemik hastalıkları, tümörler ve 

travmalar sonucu yapım yıkım dengesi aksayabilir [30]. Tez çalışması kapsamında bu 

sorunlara biyomühendislik yaklaşımıyla çözüm getirebilecek, kemiğin hücre ve matriks 

bileşenlerini beraberce içeren, yenilikçi, yüksek teknolojik bir ürün geliştirilerek in vitro 

koşullarda kemik hücre kültürlerinde doz ve zaman bağımlı etki profili araştırılmıştır. Bu 

kapsamda aşağıda sırasıyla problemi oluşturan kas iskelet sistemi hastalıkları ve   

travmaları, sağlıklı kemiğin hücre ve ekstraselüler matriks bileşenleri ve çalışmaya esas 

olan mezenkimal kök hücre eksozomları ile kalsiyum hidroksiapatit temelli 

biyoseramiklere ait gerekçeyi oluşturan bilgiler verilecektir. 

 

2.1.1. Kemiğin travma ve hastalıkları: 

Kemikte meydana gelen metabolik, idiopatik ya da gelişimsel hastalıklar veya çeşitli 

sebeplerle gelişen travmalar kemiğin yapısının ve dengesinin kaybına neden olur. Bu 

hastalık ve travma çeşitleri Şekil 2.1’de özetlenmiştir. 
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Şekil 2.1. Kemik yapısı ve yapım-yıkım dengesini bozan kemik hastalık ve travmaları 

özetlenmiştir. Tez içeriğindeki tüm şema ve şekiller tarafımca yapılmıştır. 

 

Yaşlanan nüfus ile artan, kemik mineral kaybıyla seyredip kırıklarla sonuçlanan 

osteoporoz ve travmalar dünyada en yüksek morbidite ve mortaliteye neden olan 

ortopedik problemlerdir (Şekil 2.2-A). Fracturk çalışmasına göre 2009 yılında ülkemizde 

50 yaşın üzerinde OP hastalarında 24.000 kırık olgusuna rastlandığı ve 2035’de bu 

sayının 64.000’e çıkmasının öngörüldüğü bildirilmiştir [31]. Her gün 25.000 adet 

osteoporotik ve osteopenik kemik kırığı ortaya çıktığı [32] ve ileri yaştaki OP hastalarının 

özellikle omurga ve kalça kırıklarının cerrahi tedavisinde yaşa bağlı tedaviye direnç̧, 

implanta bağlı komplikasyonlar gibi pek çok sorunla karşılaşıldığı göz önüne alındığında; 

OP’dan ölüm insidansı inme ve kalp krizlerine bağlı ölümlerin toplamından daha yüksek 

olarak değerlendirilmektedir [33] (Şekil 2.2-B). Osteoporoz, 2003 yılında Dünya Sağlık 

Örgütü’ nün hazırladığı rapora göre; Avrupa, ABD ve Japonya’da yaklaşık 100 milyon 

insanı etkilemekte ve yılda 2.3 milyon kırığa neden olmaktadır [1]. 
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Şekil 2.2. Osteoporozun (A)morbidite ve mortalite oranları ve (B)diğer sık görülen 

hastalıklara göre dağılımı grafiklerle gösterilmiştir [34]. Makaleden 

esinlenilerek yeniden şekillendirilmiştir. Tez içeriğindeki tüm şema ve şekiller 

tarafımca yapılmıştır. 

 

Çeşitli nedenlerle kemik dolaşım bozuklukları sonucu oluşan osteonekroz ise (Şekil 2.3) 

[35], Amerika Birleşik Devletleri'nde, her yıl yaklaşık 20.000-30.000 kişi osteonekroz 

tanısı almakta [2] ve tüm kalça eklem replasman cerrahilerinin yaklaşık %10'unun 

osteonekroz nedenli olduğu bildirilmektedir[5]  

 

Şekil 2.3. Femur başı osteonekrozunun temel sebepleri dilim grafikte özetlenmiştir [35]. 

Makaleden esinlenilerek yeniden şekillendirilmiştir. Tez içeriğindeki tüm şema ve şekiller 

tarafımca yapılmıştır. 

 

Trafikte, işte ya da evde gerçekleşen kazalar, ateşli silahlarla oluşan yaralanmalar veya 

diğer sebeplerle oluşan travmatik kemik hasarları sık karşılaşılan ve kemik kayıplarına 

kadar varabilen sağlık sorunlarıdır [36]. Bu hasarların onarımında sıklıkla otogreftler 
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kullanılmaktadır [36]. Ancak otogreftlerin yeterli boyutta olmaması veya otograft eldesi 

sonrası donör bölgede ağrı ve rahatsızlığa neden olabilmesinden dolayı çeşitli 

biyomühendislik ürünü alternatifler üzerinde araştırmalar yapılmaktadır.  

 

Osteoporoz gibi metabolik kemik hastalıklarında, osteonekrozda ya da travmatik kemik 

hasarlarında, rejenerasyonu sağlamak için ilk aşamada konservatif tedavi yöntemlerine 

başvurulur. Bu yöntemler; besin takviyeleri, ilaçlar, egzersiz ve fizik tedavi 

yaklaşımlarını kapsamaktadır [37]. Konservatif yöntemler kemik onarımını sağlamakta 

yetersiz kaldığında cerrahi yöntemlerle replasman ya da restorasyon tedavileri yapılır. Bu 

aşamada biyolojik kökenli doku yamaları olan otogreftler, allogreftler ya da metaller, 

seramikler, polimerler ve bunların kompozitleri olan sentetik biyomalzemeler uygulanır 

[38]. Biyoseramiklerin mekanik dayanıklılıkları metaller kadar yüksek olmasa da bu 

malzemeler kemiğin ekstraselüler matriksindeki HAp’i modelledikleri için yük 

taşımayan bölgelerde tercih edilmektedir [39, 40]. Ancak biyoseramiklerin 

osteokondüktif etkilerinin, osteoindüktif etkili mezenkimal kök hücreler [41-43] ya da 

benzer etkileri yapan çeşitli ajanlar [44, 45] ile desteklenmesi gerekmektedir.   

 

2.1.2. Kemiğin Histolojik Yapısı: 

Kemik, özelleşmiş, dinamik bir bağ dokusu olup; hücreler ile organik ve inorganik 

ekstraselüler matriks bileşenlerinden oluşur. Kemik hücreleri dört grupta incelenir [46, 

47]. Bunlar kemik matriksinin yapımından sorumlu mezoderm kökenli osteoprogenitör 

hücreler, osteoprogenitör hücre kökenli osteoblastlar, osteoblastların olgunlaşması ile 

oluşan osteositler ve kemik yıkımından sorumlu, kemik iliği kökenli osteoklastlardır 

(Şekil 2.1-A). Kemik matriksi, organik ve inorganik bileşenlerden oluşur. Organik 

matriks tip 1 kollajen ağırlıklı  fibril yapısındaki matriks (matriks proteinlerinin toplam 

ağırlığının yaklaşık %90’ı) ve fibril yapısında olmayan amorf kısımdan (proteoglikanlar 

ve glikoproteinler) oluşur [48]. Kemiğin fibrilli organik matriksinin temel bileşeni tip I 

kollajendir. Matriks, tip I kollajenin yanı sıra tip V, III, XI ve XIII kollajenleri de 

içerir.  Kollajen olmayan proteinler toplam matriks protein ağırlığının %10’unu 

oluşturmaktadır ancak bu proteinler kemik gelişimi, yeniden şekillenmesi ve onarımı için 

oldukça önemlidir [48]. Proteoglikanlar, merkezi bir protein etrafındaki kovalent bağlı 

glikozaminoglikan (hyaluronan, kondroitin sülfat, keratan sülfat) yan zincirlerinden 
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oluşur [49]. Bu yapısal elemanların görevi, kemiğin basınç mukavemetini arttırmak, 

büyüme faktörlerini bağlamak ve mineralizasyonun inhibisyonudur [49]. 

Glikoproteinlerin (osteokalsin, osteopontin, osteonektin, siyaloproteinler) görevi ise; 

kemik hücrelerinin ve kollajen fiberlerin mineralize ara matrikse tutunmasını sağlamaktır 

[49]. 

 

Kemik matriksi, lakünalarının içindeki osteositleri ve bu lakünaları birbirine bağlayan ve 

osteositlerin uzantılarının bulunduğu kanalikülleri içerir (Şekil 2.1-B). Osteositler oluklu 

bağlantılar (gap junction) sayesinde birbirleriyle iletişim halindedir [50].  

 

 

Şekil 2.4. Kemik hücreleri ve kompakt kemiğin osteon yapısı görülmektedir. (A) 

Osteoprogenitör hücrelerden farklılaşan osteoblastlar, osteoblastların matür 

hali olan osteositler ve osteoklastlar şematize edilmiştir. (B) Bir osteondaki 

yapısal düzen şematize edilmiştir. Tez içeriğindeki tüm şema ve şekiller 

tarafımca yapılmıştır. 

 

Olgun kemik dokusu, kompakt (kortikal) kemik ve süngerimsi (spongiyöz, kanselöz) 

kemik olmak üzere iki tiptir [51]. Uzun kemik kesitlerinde kemiğin dış kısmında daha 

sıkı bir kompakt kemik dokusu görünürken, iç kısmı trabeküllerden oluşan süngerimsi 

kemik dokusu ile devam eder. Kemikler şekillerine göre, uzun kemikler, kısa kemikler, 

yassı kemikler ve düzensiz kemikler olmak üzere 4 alt grupta sınıflandırılmaktadır. Uzun 

kemiklerin gövdelerine diyafiz, uç kısımlarına ise epifiz adı verilmektedir. Epifiz ve 
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diyafiz arasında kalan boyun kısmına ise metafiz adı verilmektedir. Kemiğin orta 

kısmında kemik iliği boşluğu içinde kemik iliği bulunmaktadır[52]. Uzun kemiğin 

şematik görüntüsü Şekil 2.2 de görülmektedir. 

 

 

Şekil 2.5. Uzun kemik şematize edilmiştir. Kemiğin kısımları, uzun kemiklerde 

trabeküler kemik ve kompakt kemiğin konumları, kan damarları ve medulla 

boşluğunun yanı sıra kemik kavitelerini örten bağ dokusu tabakası endosteum 

ve kemiği dıştan saran periosteum şekilde gösterilmektedir. Tez içeriğindeki 

tüm şema ve şekiller tarafımca yapılmıştır. 

 

Kemiğin matriks bileşenleri ve bunların sentez ürünlerinin pek çoğu, deneysel 

çalışmalarda kemikleşme belirteçleri olarak kullanılır [53, 54]. Bu belirteçler alkalen 

fosfataz (ALP), Runx2/Cbfa1, osteriks, tip 1 kollajen, osteokalsin, osteopontin ve kemik 
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siyaloproteinleri (bone sialoprotein-BSP) olarak sıralanabilir[55-58]. Bu belirteçler, 

hücrelerin fonksiyonlarını ve farklılaşmalarını, kemik oluşumu ve iyileşme süreçlerini 

düzenler [59]. Kemikleşme sürecinde etkili hücreler çeşitli belirteçleri yüksek düzeyde 

ifade eder. Şekil 2.6’da bu belirteçler, kemikleşme evrelerine göre şematize edilmiştir. 

 

 

Şekil 2.6. İntramembranöz kemikleşme sürecinde mezenkimal kök hücrelerin 

osteoblastlara ve osteositlere farklılaşmasında etkili belirteçler şematize 

edilmiştir. Tez içeriğindeki tüm şema ve şekiller tarafımca yapılmıştır. 

 

Alkalen fosfataz, hücrelerin ve matris veziküllerin dış yüzeyine bağlı, ektoenzim olarak 

işlev gören bir glikoproteindir [60]. Osteogenez sürecinde tanınan ilk kilit elemanlardan 

biri olan ALP’ın normal ve patolojik kalsifikasyondaki önemi büyüktür [61]. 

Mineralizasyonda inorganik fosfat (Pi) ile HAp oluşumunun bir inhibitörü olan inorganik 

pirofosfat (PPi) arasındaki önemli dengeyi ALP sağlamaktadır [62]. Alkalen fosfataz, Pi 

üretmek için PPi'yi hidrolize eder ve PPi ile Pi seviyesi arasındaki oran böylelikle 

korunur. Alkalen fosfataz, mineralize doku hücrelerinin fenotipini veya gelişimsel 

olgunluğunu değerlendirirken özellikle tercih edilmektedir [63].  

 

Kemik matriksinin kalsifikasyonu, hücreler tarafından düzenlenir ve matriks 

veziküllerinin hücreler arası alana salımıyla gerçekleşir [64]. Mineralizasyonun 

başlaması için Ca+2 ve PO4
-3

  iyonlarının normal sınırının altına düşmesi gerekmektedir 

[64]. Hücre dışı Ca+2 osteokalsin ve diğer siyaloproteinler tarafından bağlanır ve bölgesel 

konsantrasyon artışı sağlanır. Bu artış ile osteoblastlardan ALP salımı artar; bu durum 
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bölgesel olarak PO4
3- iyonlarının artışını sağlamaktadır. PO4

3- artışı, Ca+2 iyon 

seviyesinin daha fazla artmasını tetikler. Her iki iyonun da yüksek olduğu bu evrede 

osteoblastlar kemik matriksine pirofosfataz içeren matriks veziküllerini salar.  Ca+2 
birikimi yapan ve PO4

3-’leri ayıran veziküller CaPO4 kristalizasyonuna neden olur ve bu 

kristaller HAp kristallerinin oluşumuyla mineralizasyonu başlatır [64]. 

 

Kemik sürekli olarak kendini yıkan ve tekrar yapılandıran (remodelling) dinamik bir 

dokudur [28]. Bununla beraber, pek çok kemik hastalığı ya da travmatik hasarda kemiğin 

matriks sentezi ve mineralizasyonu aksayabilir, yeniden yapılanma kapasitesi düşebilir 

[65]. Çocukluk ve genç erişkinlik dönemlerinde yapım yıkımdan çok daha fazlayken 

yetişkinlikle dengelenir. Yaşlılıkta ise yıkım yapılandırmadan daha yüksek oranda 

gerçekleşir. Eğer bu oran gereğinden fazla olursa osteoporoz gelişir [66]. Kas iskelet 

sisteminin adı geçen metabolik ya da tümoral hastalıkları ve travmalarına bağlı hasarlar 

toplumda yüksek morbidite ve mortaliteye neden olabilir [1]. 

 

2.2. Kemik için kalsiyum ortofosfat temelli biyomalzemeler: 

Biyolojik sistemlerde kalsiyum ortofosfatlar, doğal (kemikler, dişler, balık mineoidleri ve 

bazı kabuk türleri)[67-69] ve patolojik (diş ve idrar taşı ve taşlar, aterosklerotik lezyonlar) 

kalsifikasyonların [70, 71] temel inorganik bileşeni olarak ortaya çıkar. Yapısal olarak, 

çoğunlukla zayıf kristalleşmiş stokiyometrik olmayan sodyum, magnezyum ve karbonat 

içeren HAp (genellikle "biyolojik apatit" veya dahllite olarak adlandırılır) şeklinde 

oluşurlar [72]. 

 

Kemik dokusunun inorganik matriksini HAp kristalleri (ağırlıkça %50–60) 

oluşturmaktadır [73]. Kemik matriksinin mineralizasyonu iki aşamada gerçekleşir. Bu 

aşamalardan ilki, osteoblastların yüzey zarından tomurcuklanan matriks veziküllerinin 

içinde HAp kristallerinin oluşmasıdır. Matriks vezikülleri içinde oluşan HAp, 

Ca10(PO4)6(OH)2 formunda birikir. Kalsifikasyonun ikinci aşamasında, HAp kristalleri 

matriks veziküllerinin zarı aracılığıyla hücreler arası alana aktarılır. HAp’in bu aktarımı, 

matriks veziküllerinin dışındaki ortamda uygun kalsiyum ve fosfat konsantrasyonlarını 

gerektirir. HAp, matriks veziküllerinin etrafında kümeler halinde yayılır ve kollajen 
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fibriller arasındaki boşluğu doldurur [74, 75]. Kemiğin yapısında bulunan bu HAp 

kristallerinin yanı sıra, cerrahi yaklaşımlarda kullanılabilen kalsiyum fosfat temelli, 

sentetik biyoseramikler; monokalsiyum fosfat anhidrat (MCPA)/ monohidrat (MCPM), 

dikalsiyum fosfat anhidrat (DCPA)/ dihidrat (DCPD), oktakalsiyum fosfat (OCP), amorf 

kalsiyum fosfat (ACP), β ve α trikalsiyum fosfat (β-/α-TCP), hidroksiapatit (HA) olarak 

sıralanabilir [73]. Kalsiyum fosfat bileşiklerinde; Ca/P molar oranı azaldıkça, bileşiğin 

pH’sı düşer ve çözünürlüğü artar. Kalsiyumun fosfata oranının 1’den düşük olduğu 

fazlarda, pH düşük (asidik), çözünürlük ise yüksektir [76]. İçerdikleri kalsiyum ve fosfat 

miktarlarına göre farklı özellikler gösteren kalsiyum fosfat fazları Çizelge 2.1’de 

listelenmektedir.  Kimyasal olarak kararlı ve saf bileşikler için, Ca/P oranı 0.5-2.0 

arasında değişmektedir. 

 

Çizelge 2.1. Kalsiyum fosfat temelli bileşikler, bunların kısaltmaları, Ca/P oranları ve 

kimyasal formülleri listelenmektedir. 

Kalsiyum fosfat Kısaltma Ca/P 

oranı 

pH-stabilite 

aralığı 

Kimyasal Formül 

Monokalsiyum fosfat 

anhidrat/ monohidrat 

MCPA/M 0,5 0,0-2,0 Ca(H2PO4)2 ve 

Ca(H2PO4)2(H2O) 

Dikalsiyum fosfat anhidrat DCP 1 2,0-5,5 CaHPO4 

Dikalsiyum fosfat dihidrat DCPD 1 2,0-6.0 CaHPO4.2H2O 

β-Trikalsiyum fosfat β - TCP 1,5 6,0-8,0 β -Ca3(PO4)2 

α-Trikalsiyum fosfat α-TCP 1,5 5,2-7,8 α-Ca3(PO4)2 

Okta-kalsiyum fosfat OCP 1,33 5,5-7,0 Ca8H2(PO4)6.5H2O 

Amorf kalsiyum fosfat ACP 1,2-

2,2 

~5,0-12,0 Ca3(PO4)2.nH20 

Hidroksiapatit HAp 1,67 9,5-12,0 Ca5(PO4)3OH 

Kalsiyumu eksik 

hidroksiapatit 

KEHA 1,5-

1,67 

6,5-9,5 Ca10-

x(HPO4)x(PO4)6-

x(OH)2-x (0<x<1) 

 

Kalsiyum eksik hidroksiapatit (KEHA), temel olarak bazı iyonların eksik olduğu HAp 

olarak tanımlanabilir. KEHA'nın kimyasal formülüne göre (Çizelge 2.1), bu bileşiğin 
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kristal yapısında boş Ca+2 bölgeleri ve [OH] − bölgeleri mevcuttur. Bununla birlikte, fosfat 

iyonlarının boşlukları hakkında ise çok az şey bilinmektedir. Fosfat iyonlarının ya 

protonlanmış veya da başka iyonlarla (örneğin karbonat) yer değiştirmiş şekilde 

bulunduğu düşünülmektedir. KEHA’nın stokiyometrik olmayan karakteri nedeniyle 

safsızlıklar da içermektedir. Bu iyonların içeriği, KEHA hazırlamada kullanılan 

kimyasalların karşı iyonlarına bağlıdır (örneğin Na+, Cl−). KEHA kristal yapıları belirli 

olmadığından birim hücre parametreleri belirsizdir.  

 

Çözünerek Ca2+ ve PO4
3- iyonlarına ayrılabilen kalsiyum ve fosfat temelli bileşikler hücre 

içine çeşitli kanallar aracılığıyla (CaSR, L tipi voltajlı Ca kanalı, SLC20α1-fosfat 

taşıyıcıları vs.) alınır (Şekil 2.7) ve Runx2, ERK1/2, BMP-2 gibi sinyal yolaklarını 

etkileyerek osteogenezi tetikler [77-79].  

 

 

Şekil 2.7. Kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücreler ve osteoblastlarda kalsiyum ve 

fosfatın hücre içine alınma mekanizmaları gösterilmiştir. MKH: Mezenkimal 

kök hücre, CaP: Kalsiyum fosfat, MGP: Martiks Gla Proteini, OPN: 

Osteopontin, SLC20α1: Sodyum bağımlı fosfat taşıyıcı 1, CaSR: Kalsiyuma 

duyarlı reseptör, PKC: Protein kinaz C, BMP-2: Kemik morfojenik proteini 2, 

ERK1/2: Ekstrasellüler sinyallerle düzenlenen kinaz ½, CREB: cAMP cevap 

elemanı bağlama proteini, CaMK2a/CAM: Kalsiyum/ kalmodulin bağımlı 

protein kinaz tip II alt birim alfa. Tez içeriğindeki tüm şema ve şekiller 

tarafımca yapılmıştır. 
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2.2.1. Kalsiyum fosfat bileşiklerinin biyolojik olarak bağlanma molekülleri ile 

modifiye edilmeleri: 

Sentetik malzemelerin yüzeylerine silan eşleme (silane couplings) gibi kovalent bağlama 

[80] ya da iyonik yük etkileşimleri [81] gibi yöntemlerle peptitlerin bağlanması sayesinde 

modifiye edilerek, biyolojik ortamlara tutunmaları sağlanabilir. Bu peptidler aracılığıyla 

mezenkimal kök hücreler ve osteoblastlar yüzeye tutunur [82]. Çizelge 2.2’de kalsiyum 

fosfat bileşiklerinin modifikasyonlarının kemikleşmeye etkileri ile ilgili çalışmalar 

listelenmiştir. 

 

Çizelge 2.2. Kalsiyum fosfat bileşikleri bağlanma molekülleri ile modifiye edildiklerinde 

kemikleşmedeki etkileri listelenmiştir.  

Kalsiyum 

Fosfat 

Bağlama 

Molekülü 

Bağlanan 

Birim 

Etki Kaynak 

Jelatin- 

HAp 

kompozit 

hücre 

İskelesi 

Avidin- 

biyotin 

bağlanma 

sistemi 

BMP-2 Kİ-MKH çoğalmasında ve ALP 

aktivitesinde artış, tavşan kafatası 

hasarında hücre iskelesi içinde 

yeni damarlanma ve kemik 

rejenerasyonunda artış 

[83] 

α-TCP 

granülleri 

SMP Heparin Sıçan kritik boyutlu kafatası 

hasarında erken osteojenik 

kapasitenin artışı 

[81] 

β-TCP 

blokları 

Aptamer 

74 

- 2 ve 3 boyutlu çene periosteal 

hücreler ile yapılan kültürlerin 

yapışma ve çoğalmasında artış 

[84] 

CaP kaplı 

titanyum 

Mineral 

tabaka 

üzerine 

OGP  

- Doku kaynağı belirsiz rat 

MKH’lerinin yapışmasında, 

çoğalmasında ve ALP 

aktivitesinde artış 

[85] 

β-TCP 

hücre 

iskelesi 

Hücre 

iskelesi 

üzerine BP 

EGF Üzerine ekilen Kİ-MKH’lerin 

çoğalmasında artış  

[86] 

HAp/β-TCP 

parçacıklar 

MEPE - Yeni kemik oluşumunun 

desteklenmesi, kemikleşme 

alanının artışı  

[80] 
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CaP/PHBV 

nano-

kompozit 

mikro-

küreler 

Jelatin, 

Heparin 

rhBMP-2 Mürin embriyonik MKH’lerin 

ALP aktivitesinde ve osteojenik 

gen ifadelenmesinde artış 

[87] 

HAp 

diskleri 

ESM 

kaynaklı 

DGEA, 

P15 ve 

GFOGER 

peptidleri 

- İnsan Kİ-MKH yapışması artışı, 

DGEA ve P15 gruplarında ALP 

ve OCN belirteçlerinin artışı 

[88] 

 

Önceki çalışmalarda β-TCP greftlere yalnızca fiziksel absorbsiyon ile eksozomların 

tutturulması ve etkinlik değerlendirilmesi yapılmıştır [16]. Bu çalışma kapsamında; 

yapısal olarak HAp’e, sergilediği özellikler bakımından ise β-TCP’a benzeyen KEHA 

partiküllerinin, kalsiyum ve eksozom membranında bulunan fosfatidilserin fosfolipidine 

spesifik hedef moleküllü AnV ile modifiye edilerek eksozomların yüzeye daha yüksek 

verimle bağlanması sağlanarak salım kriterleri ve etkinlik değerlendirme çalışmaları 

(osteoblast canlılığı ve çoğalması, matriks oluşumu ve mineralizasyonu) incelenmiştir. 

KEHA’nın 750°C ve üzerindeki sıcaklıklarda sinterlenmesi sonucu saf β-TCP fazı elde 

edilmektedir. Sinterleme sonucu meydana gelen aglomerasyon sebebi ile sıvı fazda 

partiküllerin dispersiyonu daha kararsız olduğundan, bu çalışmada β-TCP’nin ısıl işlem 

öncesi formu olan KEHA kullanılmıştır.  

 

2.3. Mezenkimal kök hücreler ve mezenkimal kök hücre eksozomları: 

2.3.1 Kemik ve mezenkimal kök hücreler:  

Mezenkimal kök hücreler, Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği’nin (The International 

Society for Cellular Therapy-ISCT) tanımına göre; adipoz, kemik ya da kıkırdak gibi 

mezoderm kökenli en az iki hücre serisine multipotent farklılaşma özelliği gösteren, 

standart kültür koşullarında bulunduğu kaba yapışabilme özelliği olan, CD105, CD90, 

CD73 yüzey belirteçlerini ifade eden, CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a ya da CD19 

ve HLA-DR yüzey belirteçlerini ifade etmeyen erişkin kök hücreleridir [89]. Mezenkimal 

kök hücreler vücutta kemik iliği [90], göbek kordonu [91], yağ dokusu [92], diş pulpası 

[93] ve plasenta [94] gibi mezoderm kökenli dokulardan elde edilebilir [95]. Kemik 
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dokusundaki mezenkimal kökenli osteoprogenitör hücreler periosteum, endosteum ve 

Havers kanallarının iç yüzlerinde yer alır. Kemik hasarlarında yukarıdaki bölgelerden ve 

kemik iliğinden mobilize olarak hasarlı bölgeye ulaşır [96]. Kemik iliği kaynaklı 

mezenkimal kök hücreler, in vivo koşullarda; kritik boyutlu kemik hasarlarında doku 

iskeleleri ile beraber [15, 97] ya da bölgeye doğrudan verilerek uygulanmaktadır [98]. 

Mezenkimal kök hücreler, rejeneratif etkisini, hasarın olduğu bölgedeki olgun hücrelere 

farklılaşarak [99-102] ya da bulundukları mikro çevreye parakrin olarak salgıladıkları 

moleküllerin etkileriyle [99, 103-105] sağlar. Mezenkimal kök hücrelerin parakrin 

etkilerini, eksozom adı verilen hücre içi vezikülleri toplu halde hücre dışına salarak 

gösterebildiği bilinmektedir [106, 107].   

 

2.3.2. Kemik ve mezenkimal kök hücre eksozomları: 

Eksozomlar, nanometre boyutlu veziküller olarak adlandırılan, boyutları 20 ile 150 nm 

arasında değişen ekstraselüler veziküllerdir (EV) [108]. Endozomlardan elde edilen 

eksozomlar veya hücre zarından ayrılan ektozomlar heterojen, zar kaynaklı EV [23]. 

Ekstraselüler veziküller biyolojik sıvılarda bulunur ve çeşitli fizyolojik [109, 110] ve 

patolojik [111, 112] süreçlerde yer alır. Bu veziküller, hücreler arası iletişim için 

hücrelerin proteinleri, lipitleri ve genetik materyallerinin alışverişine izin veren 

mekanizmaları oluşturur [19, 108]. Endozomların gelişimi esnasında zarın kendi içine 

doğru çökmesi ile eksozomlar oluşur. İçinde çok sayıda nanometre boyutlu vezikül 

bulunduran bu oluşuma, çok kesecikli yapı anlamına gelen, multiveziküler cisim (MVC) 

denir. Bu çok veziküllü endozomun hücre zarı ile birleşip içeriğini dış̧ ortama salması ile 

eksozomlar vücut sıvılarına yayılır [113]. Eksozomlar, endozomların zarlarının içeri 

kıvrılması sonucu oluştuğundan, taşıdıkları içerik, hücrenin endozom içeriğini 

yansıtmaktadır. Eksozomlardan çok daha büyük boyutlu olan ektozomlar ise direkt olarak 

hücre zarının dışa kıvrılması ile hücreden ayrılır. Eksozomlar kaynak aldıkları hücreye 

ait içerikleri ile, bağışıklık yanıtının düzenlenmesi [114, 115], hücreler arası iletişimin 

sağlanması [116, 117] ve genetik materyalin taşınması [118, 119] gibi pek çok fizyolojik 

işlevi yerine getirmenin yanı sıra, bozulan mikro çevrede, çeşitli hastalıkların (kanser, 

otoimmün hastalıklar gibi) tanısı için biyobelirteçleri içerebilir [19]. Şekil 2.8’de 

eksozomların oluşumları ve boyutları şematize edilmiştir. 
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Şekil 2.8. Endozomların, eksozomların ve ektozomların oluşum süreçleri şematik olarak 

gösterilmektedir. Endositoz yoluyla oluşan endozomların kendi içine 

kıvrılması ile eksozomları oluşturduğu, içinde eksozomları barındıran 

multiveziküler cismin ekzositoz ile eksozomları hücre dışına attığı 

görülmektedir. Şekilde görülen mavi simgeler yüzey spesifik belirteçlerini 

sembolize etmektedir. Tez içeriğindeki tüm şema ve şekiller tarafımca 

yapılmıştır. 

 

Eksozomlar, multiveziküler cisimciklerden hücreler arası matrikse salındıktan sonra 

hedef hücreler tarafından, çeşitli zar proteinleri aracılı endositoz yolu ile, fagositoz veya 

makropinositoz ile ya da doğrudan hücre zarından füzyon ile alınabilir ya da hücreye 

alınmadan, jukstakrin ya da çözülebilir sinyal yolaklarını uyararak, etki gösterir [23, 108, 

120, 121]. Eksozomların taşıdıkları kargo kaynaklandıkları hücreye ve hücrenin 

bulunduğu koşullara göre farklılık göstermektedir. Bununla birlikte tüm eksozomların 

ortak olarak bazı proteinleri taşıdıkları bilinmektedir. Bunların en önemlileri de eksozom 

karakterizasyonu için oldukça önemli olan CD9, CD37, CD53, CD63, CD81 ve CD82 

tetraspanin zar proteinleri ve multiveziküler cisim oluşumunda görevli Alix ve TSG101, 

Rab11, HSP70 ve 90, Anneksin 1 ve 2 ile ICAM-1 proteinleridir [122]. 
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Mezenkimal kök hücre eksozomları, osteoblastlar ve osteoklastlarda bulunan 

eksozomların içerikleri ve kemikleşmedeki etkileri ile ilgili çok sayıda çalışma 

yürütülmektedir. Mezenkimal kök hücre eksozomlarının yüzey belirteçleri, miRNA ve 

protein içerikleri Çizelge 2.3 de özetlenmiştir. 

 

Çizelge 2.3. Mezenkimal kök hücre eksozomlarının içerikleri listelenmiştir. 

Eksozom 

Kaynağı 

Yüzey 

belirteci 

miRNA içeriği      Protein içeriği 

Kİ-MKH CD9, 

CD63, 

CD81, Alix, 

TSG101, 

GTPaz’lar, 

anneksinler, 

flotillin-1, 

Hsp70 

[123, 124] 

Osteoblast farklılaşmasını attıran; 

let-7 [125, 126], miR-9 [127], 

miR-17 [128], miR-135b [129, 

130], miR181a [131], miR-196a 

[132, 133], miR-210 [134], miR-

218 [135],  miR-346 [136]; 

Osteoblast farklılaşmasını 

azaltan; miR-221 [137], miR-885-

5p [138], miR-10 [139], miR-23a 

[140], miR-23b [141], miR-338-

3p [142], miR-34a [143]; OB 

farklılaşmasını kontrol eden; 

miR-199b [144], 

Osteoklastogenezi uyaran; miR-

148a [145, 146] 

Kemik onarımı ile ilgili 

sitokinler; MCP 1 

(monosit kemotaktik 

protein-1), MCP 3 

(monosit kemotaktik 

protein-3), SDF 1 

(stromal hücre kaynaklı 

faktör-1) ve VEGF 

[147] 

GK-MKH - let-7f-5p, miR-125b-5p, miR-

100-5p, miR-25-3p, miR-145-5p, 

miR-21-5p, miR-1260b, miR-

1260a, miR-199a-3p, miR-24-3p, 

miR-23a-3p, miR-16-5p, let-7a-

5p, miR-92-3p, miR-106a-5p, 

miR-19b-3p, [148, 149] miR-17-

5p [150] 

PDGF,  EGF,  bFGF, 

TGF-β2/3, VEGF, ve 

[151], IL-6, TNF-α, IL-

1β, IL-15, IL-8, IL-2, , 

IL-10 ve GM-CSF 

[152, 153] 

Y-MKH HSP70, 

CD63 ve 

CD9, 

CD81, 

TSG101 

[154] 

miR-10a-5p, miR-191-5p, miR-

486-5p, let-7a-5p, miR-222-3p, 

miR-10b-5p, miR-22-3p, miR-21-

5p, miR-146a-5p, miR-127-3p, 

miR-99b-5p, miR-92a-3p, let-7f-

5p, miR-92b-3p, miR-26a-5p, 

miR-143-3p, miR-4485, miR-

146b-5p, miR-151a-3p olarak 

sıralanabilir [155] 

HGF, granülosit ve 

makrofaj koloni 

stimüle edici faktörler, 

IL6, IL7, IL8, IL11, 

TNF-α, VEGF, BDNF, 

NGF, adiponektin, 

anjiyotensin, 

katepsinD, CXCL12 

[156] 
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S-MKH CD44, 

CD73, 

CD90, 

CD166, 

TSG101 

[157] 

miR-126-3p [158] - 

PI-KH-

MKH 

CD9, 

CD63, 

CD81[159], 

CD29, 

CD44, 

CD73, 

CD90 

[157]. 

- - 

 

Osteoblast ve kemik iliği kaynaklı kök hücre eksozomlarının osteogenezi, osteoblast 

çoğalmasını ve farklılaşmasını desteklerken, kemik mineral yoğunluğunu da arttırdığı 

raporlanmıştır [138, 147, 160-164]. Osteoklast eksozomlarının osteoblast etkinliğini 

durdurarak kemik yapımını düzenlediği. Çizelge 2.4’de kemik onarımı çalışmalarında 

kullanılan osteoblast, osteoklast ve Kİ-MKH eksozomların içerikleri ile hangi etkilerde 

bulundukları listelenmiştir.  

 

Çizelge 2.4. Kemik hücreleri ve mezenkimal kök hücrelerin içerdiği, kemik onarımında 

etkili moleküller listelenmiştir. 

Eksozom 

Kaynağı 

İçerik Etki 

Osteoblast SMURF1, BMPR1, LRP6, TGFBR3 ve 

EFNB1 proteinleri [160] 

Osteogenez, osteoblast 

çoğalması, farklılaşması, 

kemik mineralizasyonu 

Osteoklast 

  

RANK, RANKL, ephrinA2, semaforin 

4D, miRN -146a ve miRNA-214-3p 

[165] 

Kemik yeniden modellenmesi 

miRNA-214 [166, 167] Osterix ve ATF4 ekspresyon 

seviyelerinin düzenlenmesi, 

Osteoblastik kemik 

oluşumunun inhibisyonu 

semaforin 4D [168] Hedef hücre osteoblastlara 

bağlanma 
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Kİ-MKH 

  

miR-196a, miR-7a ve miR-206 [161] Osteogenez için kritik, 

hücredeki kalsiyum 

birikimlerine olumlu etkiler 

MCP-1/-3 ve SF-1 sitokinleri [147] Kemik kırıklarının iyileşmesi, 

anjiyogenez, osteojenik 

farklılaşma 

BMP-9, TGFβ1, Runx-2, OPN, OCN, 

BMP-2, Osteriks [162]  

Osteojenik farklılaşma, 

osteogenez indüksiyonu 

Wnt, MAPK TGF-ß, PPAR ve BMP 

sinyal yolaklarında görevli proteinler 

[163] 

Osteojenik farklılaşma, kemik 

iyileşmesi 

miR-218, miR-135b, miR-199b, miR-

299 5p, miR-148a, miR-20, miR-219, 

let-7a, ve miR-302b [138] 

Osteojenik farklılaşma 

Let-7a, miR-18 [164] Adipojenik farklılaşmanın 

engellenmesi, osteojenik 

farklılaşma 

 

Mezenkimal kök hücre eksozomları, bu hücrelerin rejeneratif etki süreçlerinden sorumlu 

molekülleri içermeleri [20, 21], hedef hücre içine kolayca alınmaları [22, 23] ve immün 

yanıt oluşturmamaları [24, 25] nedeniyle, kemik rejenerasyonunu hedefleyen 

çalışmalarda kullanılmaktadır. Ayrıca eksozomlar, taşıdıkları moleküller sayesinde 

transkripsiyonun düzenlenmesi, gen ifadesinin kontrolünü sağlayabilmeleri ve çekirdek 

içermediklerinden, spontan malign transformasyona uğramamaları nedeniyle MKH’lerin 

yerine tercih edilmektedir [26]. Diğer yandan osteoindüktif etkilerine rağmen 

eksozomlar, hasarlı bölgeye mineral desteği sağlayamayabilir. 

 

2.4. Eksozom zarına spesifik bağlanabilen moleküller ve Anneksin V 

Çeşitli moleküller eksozomların zarında bulunan protein ya da lipidlere bağlanarak bu 

yapıların belirli yüzeylere tutunmaları, bazı molekülleri taşıyabilmeleri ya da ışık 

mikroskobunda görünür olmaları sağlanabilir [169] (Çizelge 2.5). 
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2.4.1. Eksozom zarına spesifik bağlanabilen moleküller   

Miristile edilmiş alaninden zengin C kinaz efektör ucu (MARCKS-ED) lizinden zengin 

bir peptiddir [170]. Lizin açısından zengin motifler, zardaki fosfatidilserini algılayabilen 

proteinlerin ortak bir özelliğidir [171].  MARCKS-ED ve diğer MARCKS'den türetilmiş 

peptidlerin, negatif kurvatür indükleyicileri yerine pozitif kurvatür sensörleri olma 

avantajına sahip olduğu, potansiyel olarak endositozun uyarılması ile ilişkili 

komplikasyonları önlediği bildirilmiştir [170, 172]. 

Peptid CP05 aminoasit yapılı bir polimerdir. Bu molekülün, eksozomları tedavi ya da 

teşhis amaçlı hedeflenmesi, ilaç taşıyıcı sistem olarak kullanılabilmesi için eksozomlara 

çeşitli içeriklerin yüklemesini sağladığı bildirilmiştir [169, 173].  CP05, ortak eksozom 

yüzey proteini CD63'e bağlanarak çeşitli hücreler ait  eksozomların yakalanmasını 

sağlayabilmektedir [174]. CP05 peptidinin eksozomlara bağlanmasının, eksozomların 

özellikleri ve in vivo dağılımlarını değiştirmediği görülmüştür [174]. Bu peptidin 

eksozom yüzeyini modifiye ederek, eksozomları hedefleme mekanizması olarak 

kullanıldığı çalışmalar mevcuttur [169, 173].  

Heparin bağlı epidermal büyüme faktörü peptid yapıda olup,  bu molekülün hücre zarına 

bağlanabilen formu (proHB-EGF) juksta-membran, transmembran ve sitoplazmik 

bölgelerden oluşan 208 aminoasitlik bir transmembran proteini olarak sentezlenmektedir 

[175]. ProHB-EGF’nin, hücre yüzeyinde CD9 ve integrin α3β1 ile bir kompleks 

oluşturduğu bilinmektedir [176]. CD9’un proHB-EGF transkripsiyonunu arttırmadığı ve 

hücre yüzeyindeki proHB-EGF moleküllerinin sayısını etkilemediği gösterilmiştir [176]. 

Ancak eksozom zarında bulunan CD9 tetraspanini ile kompleks oluşturabilen bu 

proteinin eksozomlarla beraber kullanıldığı herhangi bir çalışmaya rastlanmamıştır. 

 

2.4.2. Anneksin V yapısı ve işlevi 

Anneksinler, homolog yapıda,  iç kısmında  tekrarlı tetrad yapısı gösteren,  zarı  bağlayıcı 

bir proteinler ailesini işaret eder [177].  Bu protein ailesinin tüm üyeleri yapısal olarak, 

benzer üç boyutlu yapı gösteren yaklaşık 70 amino asitten oluşan dört (anneksin A6'da 

sekiz) homolog bölgeden oluşan yüksek oranda korunmuş bir çekirdeğe ve bu tekrarlanan 

alanların ortasında  yerleşik  bir deliğe sahiptir [178]. Her bir bölgede korunaklı 17 amino 

asit kalıntısından oluşan bir dizi bulunur [177]. Anneksin ailesinin üyeleri, Ca2+ 

iyonlarının varlığında negatif yüklü fosfolipitlere bağlanabilir [179]. Anneksinler, Ca2+ 
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aracılı ekzositoz [180, 181], endositoz ile  [182], kalsiyum kanal aktivitesi ve sinyal 

iletiminde [183] ve organel ve hücre zarının  spesifik alanlarının stabilizasyonunda rol 

oynar [182, 184]. Bununla birlikte, bu proteinlerden bazıları çekirdeğe göç edebilir ya da 

ESM’ye salınabilir [177]. Pıhtılaşma [171] ya da inflamasyon gibi çeşitli fizyolojik 

süreçlerin önemli düzenleyicileri olarak hareket edebilirler [177].  

 

Anneksin V, bu ailenin kristalizasyon yöntemiyle edilen ve X-RD ile incelenen ilk 

üyesidir [178, 185]. Anneksin V hücre içi ve  hücre dışında bulunabilmektedir ve 

fosfatidilserin içeren zarlara  çok yüksek afinite ile bağlanır [186]. Apoptozun indüksiyon 

aşamasında, fosfatidilserin (PS) hücre zarının iç tabakasından dış tabakasına geçer ve bu 

aşamada AnV-PS bağlanması gerçekleşir [187].  Florokromlarla konjüge AnV, 

apoptozun floresan mikroskobu ile ya da gerçek zamanlı görüntülenmesine izin verir 

[188]. Floresan mikroskobu dışında apoptoz ışık ve elektron mikroskobu ile ve akış 

sitometrisi ile de tespit edilebilir. Bu nedenle  apoptotik süreçlerin takibinde bu yöntemler 

ile sıklıkla görüntülenir [189]. AnV veya oto antikorları ile önemli bozukluklar arasında 

ilişki olduğu için, AnV'in fizyolojik rolü günümüzde kapsamlı olarak araştırılmaktadır 

[190-192]. Anneksin V gerekli koşullarda Ca2+ kanalı gibi davranabilir [179] , aynı 

zamanda  zarı zara  ve zarı hücre iskeleti bileşenlerine bağlayabilir [182, 184]. Anneksin 

V’in iki malzemeyi birbirine bağlamak için kullanıldığı bir çalışma bulunmamaktadır.  

 

Çizelge 2.5. Eksozom zarında bulunan olası tutunma bölgelerine göre bağlayıcı 

moleküller listelenmiştir. 

Bağlayıcı Molekül Tutunma Bölgesi 

AnV [193] 
PS 

MARCKS-ED (ED residüleri 151–175) [170-172] 

CP05 peptid [174] CD63 

proHB-EGF [175, 176] CD9 

 

Yukarıda incelenen eksozom zarı modifikasyonu olan ya da olası zar modifikasyonunu 

işaret eden çalışmalarında sadece eksozomların zarı hedef alınmakta modifikasyonun 

amacına göre tek taraflı bir bağlanma söz konusudur. Bu tez çalışmasında uygulanması 
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planlanan AnV’in Ca+2  varlığında  fosfatidilserine yüksek afinite ile bağlandığı 

bilinmektedir [186]. Kalsiyum eksik hidroksiapatitin Ca+2 bağlanma bölgeleri 

olduğundan, hedef, AnV’in KEHA’nın kalsiyum bölgesine eksozom zarındaki 

fosfatidilserine aynı zamanda tutunarak iki molekül arasında köprü oluşturmasıdır. Bu tez 

çalışmasında ilk kez kemikte osteoindüktif ve osteokondüktif potansiyeli artırmak 

amacıyla KEHA ile insan Kİ-MKH eksozomları AnV ile bağlanarak in vitro koşullarda 

osteoblastların çoğalması ve matriks sentezini uyarmak üzere etkili miktarlarıyla bir araya 

getirilmiştir.   

 

Yukarıdaki genel bilgiler doğrultusunda, tez kapsamında; (1)β-TCP’nin ısıl işlem öncesi 

formu olan KEHA uygun özelliklerde üretilebilir mi? (2) İnsan Kİ-MKH’lerinden uygun 

özelliklerde eksozom izole edilebilir mi? (3) Üretilen KEHA’ya AnV ile insan Kİ-MKH 

eksozomları bağlanabilir, yeni bir biyomalzeme formülasyonu üretilebilir mi? ve (4) Elde 

edilen biyomalzemenin osteoblastların çoğalma ve mineralizasyonuna olumlu etkisi var 

mıdır? sorularına cevap verilmiştir.  
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3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR 

 

3.1. Deney Tasarımı:  

Tez deneyleri in vitro koşullarda deney ve kontrol grupları içeren gözlemsel, 

multidisipliner, rastgele seçilmiş ve ileriye yönelik olarak planlanmıştır.  Deneydeki 

bağımsız değişkenler, gruplar ve zaman; bağımlı değişkenler, çoğalma ve mineralizasyon 

verileridir. Gruplara ait tekrar sayıları (n), zaman ve bağımsız değişkenler Çizelge 3.1’de 

özetlenmiştir. Gruplara ait tekrar sayıları güç analizi (çift yönlü varyans analizi) ile 

belirlenmiştir. Buna göre, tüm iş paketleri için 8 tekrar 2 set olarak deney planlanmıştır. 

Etki boyutu %80, hata payı %5 olarak belirlenmiştir. 

 

Çizelge 3.1. Bağımlı ve bağımsız değişkenleri gösteren deney planı. Deney ve kontrol 

gruplarıyla gerçekleştirilen iş paketlerindeki tekrar (n) sayıları 

gösterilmektedir. AnV: Anneksin V, KEHA: Kalsiyum eksik hidroksiapatit. 

B
ağ

ım
sı

z 

d
eğ

iş
k
en

le
r 

Gruplar 
Kontrol 

(besiyeri) 
KEHA AnV Eksozom 

KEHA-AnV- 

Eksozom 

Zaman (gün) 3 7 3 7 3 7 3 7 3 7 

B
ağ

ım
lı

 

d
eğ

iş
k
en

le
r 

Gerçek 

zamanlı 

çoğlama (n) 

8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 

ALP aktivitesi 

(n) 
8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 

 

Bu tez, Biyomühendislik Anabilim Dalı Doktora Programı bünyesinde Hacettepe 

Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalı’na ait laboratuvar alt-

yapısı ve teknik donanımına ek olarak Sabancı Üniversitesi Mühendislik ve Doğa 

Bilimleri Fakültesi ve Nanoteknoloji Araştırma ve Uygulama Merkezi altyapısı 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Daha önce bahsedilen araştırma sorularını yanıtlamak 

amacıyla aşağıdaki iş paketleri tamamlanmıştır sonuçlar değerlendirilmiştir. 
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Şekil 3.1. Tez çalışmasının iş akışı şematize edilmiştir. Tez içeriğindeki tüm şema ve 

şekiller tarafımca yapılmıştır. 
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3.2. Kalsiyum eksik hidroksiapatitin üretilmesi ve karakterizasyonu  

3.2.1. Kalsiyum eksik hidroksiapatit (KEHA) üretimi: 

KEHA sentezinde kimyasal çöktürme yöntemi tercih edilmiştir. Bu amaçla kullanılan 

başlangıç çözeltileri; 

•        Kalsiyum: kalsiyum nitrat tetrahidrat (Ca(NO3)2.4H2O) çözeltisi, pH≈5.5 

•        Fosfor: amonyum di-hidrojen fosfat (NH4H2PO4) çözeltisi, pH≈5.5 

Her iki çözeltinin hazırlanmasında yüksek saflıktaki başlangıç bileşenleri (Sigma-

Aldrich, ABD) kullanılmıştır. Başlangıç çözeltilerinin hazırlanmasında 18.2 MΩ.cm’lik 

saf su kullanılmıştır. KEHA üretimi için Ca/P oranı 1.55’dir. Başlangıç çözeltilerinin 

pH’sının ayarlanmasında amonyak (%32, Merck, ABD) çözeltisi kullanılmaktadır. 

Reaksiyon, 45°C’de karıştırılmakta olan fosfor başlangıç çözeltisine, kalsiyum başlangıç 

çözeltisinin peristaltik pompa ile kontrollü bir şekilde damla damla ilave edilmesiyle 

gerçekleşmiştir. Çözeltiler karıştırıldıktan sonra oluşan jel oda sıcaklığında 24 sa 

yaşlandırılmaya bırakılmıştır. Yaşlandırma süresi sonunda santrifüjleme işlemini takiben 

birkaç defa saf su ile yıkama yapılarak reaksiyon ortamından kalan safsızlıklar 

uzaklaştırılmıştır. Elde edilen KEHA partikülleri hücre kültüründe kullanıma uygun saf 

su (Double processed tissue culture water- Sigma-Aldrich, ABD) içerisinde süspansiyon 

olarak muhafaza edilmiştir.  

 

β-TCP fazı asidik susuz dikalsiyum fosfatın CaO gibi bir bazla katı hal reaksiyonu ile 

veya ıslak kimyasal metotlarla elde edilebilir. β-TCP yüksek sıcaklık fazı olduğundan sıvı 

fazda doğrudan elde edilemez, ancak stokiyometrik olmayan ve  Ca/P oranı 1.33 ila 1.65 

arasında değişen KEHA’dan ısıl işlem sonrası elde edilebilir.  Eşitlik 1'e göre 

stokiyometrik olmayan apatitin HAp ve β-TCP'ye dönüşüm reaksiyonu verilmektedir: 

 

Ca10-x (HPO4) x (PO4)6-x (OH)2-x → Ca10 (PO4)6 (OH)2 + β-Ca3 (PO4)2 + xH2O            (1) 

Ca9(HPO4)(PO4)5(OH)→3Ca3(PO4)2+H2O                                  (2) 

 

Birinci denklemde x=1 ve Ca/P oranı 1.5 olduğunda elde edilen apatit, KEHA olarak 

adlandırılmakta olup kimyasal olarak β-TCP fazına benzemektedir. Isıl işlem sonrası 
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KEHA’dan saf β-TCP fazı elde edilebilmektedir. Bu amaçla sentezlenen KEHA 

partiküllerinden kurutma sonrası β-TCP fazının elde edildiğinin gösterilebilmesi için ısıl 

işlem uygulanmıştır. Oluşan partiküller öncelikle 80°C’de 12 sa kurutulmuştur. Daha 

sonra ise sinterlenmiştir. Burada dikkat edilen husus, kimyasal dönüşümün gerçekleştiği 

fakat morfolojik olarak partikül farklılaşmasına sebep olmayan ısıl işlem parametrelerinin 

optimize edilmesidir. Bu amaçla kurutma ile elde edilen partiküller ilgili literatürde 

öngörüldüğü üzere 750°C’de 3 sa sinterlenmiştir. 

  

3.2.2. Kalsiyum eksik hidroksiapatitin karakterizasyonu: 

Elde edilen KEHA ve β-TCP nanopartiküllerinin yapısını belirlemek için X-ışını 

difraksiyonu (X-ray Diffraction- XRD) ve Raman Spektroskopisi teknikleri kullanılmış, 

partiküllerin morfolojisini belirlemek için ise Geçirimli Elektron Mikroskobu 

(Transmission Electron Microscopy- TEM) kullanılmıştır.   

 

3.2.2.1. X-ışını difraksiyonu ile kalsiyum eksik hidroksiapatitin yapısal 

karakterizasyonu: 

Bir maddenin kristal yapısını incelemek için X ışını kırınımı tekniğinden 

yararlanılmaktadır. Bu metot, oldukça kısa dalga boyuna olan elektromanyetik 

dalgalardan oluşan X-ışınları demetinin analizi yapılacak olan örneklere gönderilerek 

kristallerin atomlarına çarptırılması sonucu yansıtılması esasına dayanmaktadır. Bir 

başka deyişle kristalografide X ışınları sayesinde yapılan yapısal analizde, atom ve 

moleküllerin uzaydaki üç boyutlu dizilimlerini incelenmektedir. Analiz için Sabancı 

Üniversitesi Mühendislik ve Doğa Bilimleri Fakültesinde bulunan X-Işını 

Difraktometresi (D2 PhaserX-RD, Bruker, ABD) kullanılmıştır. Adım tarama modunda 

CuKα radyasyonu kullanılarak 30 kV'luk bir tüp voltajı ve 10 mA’lik bir tüp akımı ile 

gerçekleştirilmiştir. Tarama için adım boyutu 0,02 ° ve tarama hızı 1 sn/adım olarak 

seçilmiştir. Pik genişlemesine bağlı olarak, örneklerin ortalama kristalit boyutu (D), 

sırasıyla HAp ve β-TCP'ye karşılık gelen (002) ve (0210) yansımaları kullanılarak 

Scherrer denklemi uyarınca DIFFRAC.EVA yazılımı (Bruker, AXS GmbH, Almanya) 

ile hesaplanmıştır: 
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𝐷ℎ𝑘𝑙 =
0.94λ 

(𝐶𝑜𝑠𝜃)𝐵ℎ𝑘𝑙
 

 

Burada Bhkl; radyan cinsinden pikin yarı yüksekliğindeki genişliği, λ; CuKα 

radyasyonunun dalga boyu (1.5406 Å), k; 0.94'e karşılık gelen şekil faktörüdür ve θ ise 

incelenen pikin gelen yansıma düzleminin kırınım açısıdır. Kristallik derecesi (Xc) ise, 

bir numunenin incelenen hacmindeki kristal faz yüzdesine karşılık gelmektedir. D'ye 

benzer şekilde, Xc de, karşılık gelen bir yansımanın genişliğinden yine DIFFRAC.EVA 

yazılımıyla hesaplanabilir: 

 

𝑋𝑐 =
𝑘𝐴

𝐵ℎ𝑘𝑙
 3 

 

Burada Xc; kristallik derecesi, Bhkl; derece cinsinden pikin yarı yüksekliğindeki genişliği 

ve “kA” ise sabit olup değeri 0.24'tür [194]. 

 

3.2.2.2.Raman Spektroskopisi ile kalsiyum eksik hidroksiapatitin yapısal 

karakterizasyonu:  

Raman Spektroskopisi analizlerinde Sabancı Üniversitesi Nanoteknoloji Araştırma ve 

Uygulama Merkezi’nde bulunan, 532 nm yeşil lazer eklentisine sahip Raman (InVia, 

Reinshaw, BK) cihazı kullanılmıştır. Raman analizi ile HAp ve β-TCP fazlarındaki farklı 

titreşim modları sayesinde, KEHA'dan β-TCP fazının oluşumunun erken aşamalarının 

daha iyi bir değerlendirmesini elde edilebilmektedir. Her iki faz için de (PO4)
3− grup 

modları hâkim olduğundan, örneklerin Raman spektrumları, özellikle (PO4) 
3− modları 

dikkate alınarak değerlendirilmiştir. β-TCP birim hücrede 42 (PO4) 
3− tetrahedra'ya 

sahipken, HAp birim hücresi yalnızca altı (PO4) 
3− tetrahedra içerir [194].  

 

3.2.2.3. Geçirimli elektron mikroskobu ile kalsiyum eksik hidroksiapatitin 

morfolojik karakterizasyonu:  

Kalsiyum eksik hidroksiapatit morfolojik karakterizasyonu için gerçekleştirilen TEM 

analizlerinde Eskişehir Teknik Üniversitesi’nde bulunan yüksek çözünürlüklü TEM 
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(JEM-2100F UHR7HRP, JEOL, Japonya) cihazı kullanılmıştır. Analizi için, numuneler 

ultrasonik olarak etanol içinde süspanse edildikten sonra TEM gridine (Pelco Net 

Mesh™ Cu grid, Ted Pella, ABD) damlatılarak kurumaya bırakılmıştır. 

 

3.3. İnsan kemik iliği kaynaklı ticari mezenkimal kök hücrelerden eksozomların 

eldesi ve karakterize edilmesi 

3.3.1. Mezenkimal Kök Hücre Kültürü ve Karakterizasyonu: 

Ticari hücre hattı olarak satın alınan insan Kİ-MKH (ATCC, ABD) uygun koşullarda 

dondurulmuş olarak temin edilmiştir.  Dondurma tüpünde bulunan hücreler 37˚C’de su 

banyosunda çözülene kadar bekletilmiş, büyüme besiyeri (MEM-α (Lonza, İsviçre), %20 

fetal bovine serum (FBS) (Gibco, Thermo Fisher, ABD), %1 penisilin/streptomisin (P/S) 

(Lonza, İsviçre), %1 L-glutamin (Lonza, İsviçre)) ile 15 ml'lik santrifüj tüpüne aktarılarak 

1200 rpm’de 5 dk boyunca santrifüjlenmiştir. Dondurma besiyeri içeren süpernatant 

hücrelerden uzaklaştırılmış, pellet 10 ml büyüme besiyerinde çözülmüştür. Hücre miktarı, 

hemositometrik hücre sayımı yöntemi ile yapılmıştır. Sayım sonrasında hücreler 

yoğunluklarına göre 75 cm2’lik hücre kültürü kaplarına ekilerek, 37˚C ve %5 CO2 

koşullarında inkübe edilmiş, 2-3 günde bir büyüme besiyerleri yenilenmiştir. Kültürleri 

yapılan mezenkimal kök hücreler ışık mikroskobu altında incelenerek, ~%80 yoğunluğa 

ulaştığı tespit edildikten sonra hücrelerin mezenkimal kök hücre karakteristik 

özelliklerini taşıdığı teyit edilmiştir. Karakterizasyon 5. pasaj hücrelerde 

gerçekleştirilmiş, tez kapsamındaki diğer deneylerde de bu pasaj kullanılmıştır. 

 

3.3.1.1.Morfolojik Değerlendirme: 

İnsan Kİ-MKH’lerin kültür sırasında bulundukları kültür kabına yapışma ve hücre kültürü 

gerçekleştirildiği sırada hücrelerin, invert ışık mikroskobu altında plastik hücre kültür 

kabı yüzeyine yapışabilmeleri ve MKH’nin karakteristik özelliği olan poligonal, iğsi 

morfoloji göstermeleri değerlendirilmiştir. 
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3.3.1.2.Yüzey Antijenik Özelliklerin Belirlenmesi:  

Çoğaltılan MKH’lerin karakteristik CD44 ve CD90 yüzey belirteçlerini eksprese edip 

CD38, CD45 yüzey belirteçlerini eksprese etmediklerinin değerlendirilmesi için 

enzimatik olarak birbirlerinden ve tutundukları yüzeyden ayrılmıştır. Bunun için her bir 

T75 kültür kabına 5ml %0,25’lik Tripsin-EDTA (Lonza, İsviçre) çözeltisi eklenmiş ve 5 

dk boyunca 37˚C ve %5 CO2 koşullarını sağlayan inkübatörde inkübe edilmiştir. 

İnkübasyon sonrasında MKH’lerin yüzeyden ve birbirlerinden ayrıldıkları ışık 

mikroskobundan da görüldükten sonra tripsin aktivitesini durdurmak için FBS içeren 

büyüme besiyeri eklenmiştir. Besiyeri eklenen hücreler 1200 rpm’de 5 dakika 

santrifüjlenmiştir. Pellet homojenize edilerek hücre sayımı yapılmıştır. Hücre sayımı, 

hücre süspansiyonu ile tripan mavisi boyasının oranı 1:1 olacak şekilde sulandırılarak 

yapılmıştır. Hücre sayımı sonrasında her bir FACS tüpünde 2x105 hücre olacak şekilde 2 

ml PBS ile konulmuştur ve tüpler 1500 rpm’de 5 dakika santrifüjlenmiştir. Santrifüjlenme 

sonunda oluşan pellet homojenize edilerek üzerine 100 µl PBS/BSA/Na Azide (PBN) ve 

Çizelge 3.2’de gösterilen her bir antikordan 5 µl olacak şekilde eklenerek +4°C’de, 

karanlık ortamda 20 dakika inkübe edilmiştir. İnkübe edilen hücreler 20 dakika sonunda 

2 kere PBN ile yıkanmıştır. Yıkama aşamasından sonra 200 µl PBN eklenerek Aria 2 

FACS (BD Biosciensces, ABD) cihazı ile okutulmuştur. İşaretlenen hücrelerin yüzey 

belirteçleri için 15.000 olgu ile okuması yapılarak değerlendirme yapılmıştır. Bu çalışma 

FacsDiva yazılımı ile gerçekleştirilmiştir. 

 

Çizelge 3.2 Deneyde kullanılan antikorlar ve izotip kontrolleri tabloda özetlenmiştir. 

Antikor/İzotip Kontrol Florokrom 

Fare anti insan CD44 / IgG1 (BD Biosciences, ABD)  FITC 

Fare anti insan CD45 / IgG1 (BD Biosciences, ABD) FITC 

Fare anti insan CD29 / IgG1 (BD Biosciences, ABD) APC 

Fare anti insan CD38 / IgG1 (BD Biosciences, ABD) PE 

 

3.3.1.3.Osteojenik ve Kondrojenik Farklılaşma:  

İnsan Kİ-MKH'lerinin osteojenik ve kondrojenik farklılaşma potansiyelleri 

değerlendirilmiştir. 
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Osteojenik farklılaşma için; hücreler 24 kuyucuklu kültür kaplarına, kuyucuk başına 

15x103 hücre olacak şekilde 12 kuyucuğa ekilmiş ve %80 yoğunluk oranına ulaşana kadar 

2 günde 1 kere olacak şekilde eski besiyerleri atılarak taze besiyeri eklenmiştir. İstenilen 

yoğunluğa ulaşan hücreler 0.5 ml PBS ile yıkanarak 6 kuyucuğuna %10 FBS (Gibco, 

Thermo Fisher, ABD), 100 nM deksametazon (Sigma-Aldrich, ABD), 10 mM β-

gliserofosfat (Sigma-Aldrich, ABD) ve 0.2 mM L-askorbik asit (L-AA) (Merck 

Millipore, ABD) içeren osteojenik farklılaştırma besiyeri ve 6 kuyucuğuna %10 FBS 

(Gibco, Thermo Fisher, ABD), %1 P/S (Lonza, İsviçre) ve %1 L-glutamin (Lonza, 

İsviçre) eklenen DMEM-LG (Lonza, İsviçre) besiyeri koyulmuştur. Besiyerleri 3 günde 

1 kere olacak şekilde taze besiyeri ile değiştirilmiştir ve 21. günün sonunda tüm 

kuyucuklardan besiyerleri uzaklaştırılarak 0.5 ml PBS (Lonza, İsviçre) ile yıkanmıştır. 

Osteojenik farklılaştırma değerlendirmesi hücre içi ALP aktivitesinin ölçümü kantitatif 

olarak yapılmıştır; yıkanan kuyucuklara üreticinin talimatları doğrultusunda 0.5 ml 

SIGMAFAST pNPP (p-Nitrophenyl phosphate) substrat (Sigma-Aldrich, ABD) 

solüsyonu eklenmiştir. Solüsyon eklenen kültür kabı folyo ile kaplanarak karanlık bir 

ortam sağlanmıştır, 30 dakika 37°C ve %5 oranında CO2 içeren inkübatörde 

bekletilmiştir. Otuz dakika sonunda kültür kabı inkübatörden alınarak her bir kuyucuktan 

200 µl çekilerek 96 kuyucuklu kültür kabına karanlık ortamda koyulmuştur ve 96 

kuyucuklu kültür kabı ELISA okuyucuda 405 nm dalga boyunda okutulmuştur.  

 

Kondrojenik farklılaştırma için; yeterli sayıya ulaşmış olan mezenkimal kök hücreler 

tripsin ile kaldırılmış ve sayımları yapılmıştır. Hücreler, 2 adet 15 ml’lik santrifüj 

tüplerine yıkama solusyonu içerisinde hücre olacak şekilde ayrılmıştır ve uygun oranda 

PBS ile sulandırılarak 1500 rpm’de 15 dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüj süresi 

bittiğinde süpernatant atılarak, pellet karıştırılmıştır. Pellet üzerine 2 ml normal gelişim 

medyumu eklenerek tekrar 1500 rpm’de 15 dakika santrifüjlenmiş, santrifüj sonunda 

santrifüj tüplerinin kapakları aralık olacak şekilde inkübatöre yerleştirilmiştir. Santrifüj 

tüpü dibinde 24 sa sonunda top oluşup oluşmadığı kontrol edilmiş top şeklinde oluşan 

pellet üzerindeki besiyeri toplanıp atılmış ve PBS ile yıkama yapılarak, kontrol santrifüj 

tüpüne 2 ml normal büyüme besiyeri, farklılaşma santrifüj tüpüne ise 2 ml farklılaşma 

besiyeri (%0,01 Deksametazon (Sigma-Aldrich, ABD), %1 penisilin-streptomisin 

(Lonza, İsviçre), %1,25 L-AA (Sigma-Aldrich, ABD), %1 Na-piruvat (Sigma-Aldrich, 

ABD), %1 μl ITS+premix (Corning, ABD), %1 μl TGF-β (Sigma-Aldrich, ABD), %1 L-
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Glutamin (Lonza, İsviçre) ve DMEM-LG (Lonza, İsviçre)) eklenmiştir. Santrifüj tüpleri 

inkübatörde çok hareket ettirilmeyecek bir bölgeye koyularak 3 günde bir besiyerleri 

pipet ile toplanarak yerine 2 ml taze besiyeri koyulmuştur ve 21 gün boyunca takip 

edilmiştir. Süreç sonunda qRT-PCR ile değerlendirme yapılmıştır [195]. 

 

3.3.2. Eksozomların İzolasyonu ve Karakterizasyonu:  

Eksozom izolasyonu öncesi eksozom kontaminasyonunu engelleyebilmek amacı ile 

kültüre edilmiş ve %70 yoğunluğa ulaşmış Kİ-MKH’ler, oda sıcaklığındaki PBS ile 3 

defa yıkandıktan sonra 1-2 gün eksozom içermeyen FBS’li hücre kültür besiyerinde 

inkübe edilmiştir. Eksozom izolasyonu deney düzeneğine uygun olan yöntemin 

seçilebilmesi açısından iki farklı yöntem, ultrasantrifüjleme ve manyetik olarak aktive 

edilmiş hücre sıralama (Magnetic Activated Cell Sorting- MACS) ile izole edilmiştir.  

 

3.3.2.1.Manyetik olarak aktive edilmiş hücre sıralama (Magnetic Activated Cell 

Sorting-MACS) yöntemi ile eksozom izolasyonu:  

Mezenkimal kök hücrelerden eksozomların izolasyonu üç aşamada tamamlanmıştır. Bu 

aşamalar hücre kültürü süpernatanının ön temizliği sonrası; manyetik işaretleme, 

manyetik ayırma ve eksozom elüsyonu olarak sıralanabilir. Hücre, hücre artıkları ve 

büyük veziküllerin uzaklaştırılması için 300 g’de 10 dakika (dk), 2.000 g’de 30 dk ve 

10,000 g’de 45 dk seri santrifüjlenmiştir.  Elde edilen pellet atılarak, süpernatant 

kullanılmıştır. Manyetik işaretleme sürecinde, 2 ml eksozom içeren örnek için, 50 μl 

eksozom izolasyonu mikro boncuk solüsyonu eklenerek, iyice karışması için 

vortekslenmiştir. Karışım 1 sa oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. 

Ardından, manyetik ayırma aşamasına geçilmiştir. Bunun için μMACS ayırıcı manyetik 

bölgesine yerleştirilmiş olan μ kolon deneye hazırlanmıştır. Kolon üzerine manyetik 

olarak etiketlenmiş örnek uygulanmış ve ardından izolasyon tamponu ile kolon 

yıkanmıştır. Eksozomların elüsyonu için; kolon manyetik ayırıcıdan çıkarılmış ve 

içerisindeki manyetik işaretli eksozomlar dikkatlice 1,5 ml’lik santrifüj tüpüne 

aktarılmıştır. 
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3.3.2.2.Ultrasantrifüjleme yöntemi ile eksozom izolasyonu:  

Eksozom içermeyen FBS’li besiyeri ile inkübe edilen MKH’lerin besiyeri çekilerek 

400g’de 10 dk santrifüjlenmiş, süpernatant yeni santrifüj tüpüne alınarak 3000g’de 10 dk 

santrifüjlenmiştir. Santrifüj tüpünün dibinde 1-2 ml kalacak şekilde süpernatant 

çekilmiştir. Süpernatant vortekslenmiş ve yeni 35 ml’lik ultrasantrifüj tüplerine 

aktarılarak, 35 ml PBS ile tamamlanmıştır. Hücre artıkları içeren pelleti uzaklaştırmak 

için 10000 g’de 10 dk santrifüjlenmiş, süpernatant 30.000g’de 30 dk santrifüj edilmiştir. 

Ardından süpernatant yeni bir santrifüj tüpüne alınmış, üzeri yeniden PBS ile 35 ml’ye 

tamamlanmıştır. Sonra 100.000g’de 90 dk boyunca santrifüjlenmiş, süpernatant atılarak, 

PBS ile hacim 35 ml’ye tamamlanmış, yeniden 100.000g’de 90 dk boyunca 

santrifüjlenmiştir. Son olarak süpernatant atılmış ve kalan pellet 500µl PBS ile 

çözülmüştür. 

 

3.3.2.3. Eksozomların Karakterizasyonu: 

Taramalı elektron mikroskopisi ile eksozom karakterizasyonu: Taramalı elektron 

mikroskobu mikrograflarının analizi öncesi, eksozom pelleti HEPES içinde 1:100 

oranında seyreltilmiştir. Bu sayede eksozomların kümeler oluşturulmasının bir miktar 

önüne geçilmiştir. Silikon levha üzerine sulandırılmış olan eksozom solüsyonu ~1µl 

hacimde sürülmüştür. Bu sayede eksozomların kümeleşmesinin önüne bir geçilmiştir. 

Eksozom solüsyon damlası etüvde 30˚C sıcaklıkta kurutulmuş 1 sa süre ile tamamen 

kurutulan damla üzerine kaplama cihazı (Cressington Sputter Coating-108 auto, Ted Pella 

Inc., ABD) ile 5nm kalınlığında altın kaplama yapılmıştır. Sonra tutucuya oturtulan 

silikon levha cihaza yerleştirilmiştir. Örnek, düşük vakumlu ikincil elektron detektörü̈ 

kullanılarak SEM (JIB-4601F, JEOL, Japonya) ile görüntülenmiştir. 

 

Geçirimli elektron mikroskopisi ile eksozom karakterizasyonu: Formvar karbon kaplı 

200 mesh’lik bakır gridler (Ted Pella Inc., ABD) mat yüzlerine eksozom içeren 

örneklerden 15µl gridlerin üstüne damlacık oluşturulmuştur. 30 dk kadar petrinin ağzı 

yarı açık biçimde bekletilip gridlerin üstündeki örnek solüsyonlarının çökmesi 

beklenmiştir. Temiz bir parafilmin üstüne 0.22’lik filtre yardımıyla fosfotungustik asit 

(PTA) (Sigma-Aldrich, ABD), uranil asetat (UA) (Sigma-Aldrich, ABD) ve distile su 

damlacıkları oluşturulmuş ve damlacık boyama yöntemi kullanılarak boyama 
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gerçekleştirilmiştir. UA damlacığında 1 dk UA ve PTA damlacığında 2 dk bekletilen 

gridler 3’er defa distile su ile yıkanmıştır. Ardından gridlerin üstündeki fazla sıvı filtre 

kâğıdı yardımı ile uzaklaştırılmış, kurutma kâğıdı üstüne, örneklerin bulunduğu taraf 

yukarı bakacak şekilde kurumaya bırakılmıştır. Örnekler kuruduğunda TEM’e (JEM-

1400, JEOL, Japonya) bağlı dijital kamera (Gatan, Almanya) ile görüntüleme yapılmıştır. 

 

Protein Miktarının ve Yüzey Belirteçlerinin Belirlenmesi: Eksozom içeren örnek içinde 

bulunan protein miktarını analiz edebilmek ve yüzey belirteçlerinin analizinde antikor 

oranlarının belirlenmesi amacıyla BCA Total Protein Testi (Pierce™, Thermo Fisher, 

ABD) kullanılmıştır. Standartların (2000µg/ml ile 1,95µg/ml aralığında) her birinden ve 

örnekten 25µl alınarak mikro-plaka kuyucuklarına koyuluş ve her bir kuyucuk üzerine 

200μl BCA solüsyonu eklenerek 37°C’de 30 dk inkübe edilmiştir. Süre sonunda kültür 

kabının soğuması beklenmiş, ardından 562 nm dalga boyunda okuması 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen protein miktarına göre kullanılacak olan antikorların 

miktarları belirlenmiştir. Yüzey belirteçlerinin değerlendirilmesi için ilk olarak her bir 

eksozom izolasyon yöntemine göre belirteç için belirlenen her bir tüpe 5µl, 3,6 µm 

boyutunda (4,2g/100ml) karboksil lateks boncuklar (Thermo Fisher, ABD) eklenmiştir. 

Belirlenen protein miktarına göre her 1 µg eksozom için 1µl boncuk konulması 

gerekmektedir. Boncuklar ayrı ayrı CD9, CD63 ve CD81 belirteçlerini yakalayacak 

şekilde gruplandırılmıştır. Boncuklar tüplere eklendikten sonra gece boyunca rotatorda 

karışmaları sağlanacaktır. Ardından karışım 10.000g’de 5 dk boyunca santrifüjlenmiş, 

pellet tüp başına 50 µl olacak şekilde PBS çözülmüştür. Üzerlerine ilgili antikorlar 

konulduktan sonra oda sıcaklığında 1 sa karanlıkta inkübe edilmiş, tüp başına 1ml PBS 

eklenerek vortekslenmiştir. Sonrasında karışım 10.000g’de 10 dk santrifüjlenmiş, elde 

edilen pellet 100µl PBS içerisinde çözülerek vortekslenmiştir. Hazırlanan örnekler akım 

sitometrisi cihazına (Novocyte, Agilent, ABD) analiz edilmek üzere yerleştirilmiştir. 

Antikorlar ile işaretlenen hücrelerin yüzey belirteçlerinin 10.000 olgu ile okuması 

yapılarak değerlendirme yapılmıştır. 

Eksozomları parçacık boyutu ve konsantrasyonunun belirlenmesi: Eksozomların 

mililitredeki partikül sayısı ve boyutu Nanopartikül Takip Analizi (Nanoparticle tracking 

analysis-NTA) cihazı (iZON qNano Gold, Izon Science Ltd., New Zelanda) kullanılarak 

yapılmıştır. Eksozom örnekleri 1:20 HEPES içinde sulandırılmış, 40-225 nm çaplı 
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parçacıkları hedefleyen NP80 nanopor aparatı kullanılarak ölçüm 0.56V akım ile 

gerçekleştirilmiştir. 

 

3.4. Kalsiyum eksik hidroksiapatitin anneksin V molekülü ile eksozomları 

bağlaması 

Bu kapsamda KEHA nanoseramiklerin yüzeyleri, eksozom membranında bulunan 

fosfotidilserinlerini hedefleyerek bağlayacak olan AnV ile modifiye edilmiş ardından 

eksozomların bağlanması sağlanmıştır. İşlevselleştirme değerlendirme çalışmalarında, 

atomik güç mikroskopu (AFM) yerine SEM ile mikrograflar elde edilmiştir. HEPES’den 

gelen tuz kristallerinden oluşabilecek kalıntılar bu sayede yüksek çözünürlüklü SEM’ de 

tanımlanarak başka bir oluşum ile karıştırılmasının önüne geçilmiştir. Elektron 

mikroskobu mikrograflarının analizi öncesi, örnekler hazırlanmıştır. Bunun için Çizelge 

3.3’deki yöntem basamakları uygulanmıştır. 

 

Çizelge 3.3. Elektron mikroskobu analizleri için örnek hazırlama ve konsantrasyon 

bilgileri özetlenmiştir. 

Malzeme Hazırlanışı 
Konsantrasyon 

Başlangıç Son 

AnV (BD 

Biosciences, 

ABD) 

1:10 oranında hücre kültür seviyesinde 

su ile sulandırılmıştır. AnV’in 

sulandırması üretici firmanın verdiği 

protokolden uyarlanarak 

gerçekleştirilmiştir.  

10x 1x 

KEHA 
Hücre kültür seviyesinde su ile 

sulandırılmıştır. 
60mg/ml 0.1μg/ml  

Eksozom 
BCA ile total protein analizi 

gerçekleştirilmiş, karışıma eklenmiştir. 

Konsantrasyona 

göre 
25μg/ml  
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3.4.1. Kalsiyum eksik hidroksiapatit- AnV- eksozom bağlanmasının 

karakterizasyonu ve görüntülenmesi 

3.4.1.1. Kalsiyum eksik hidroksiapatit- AnV- eksozom bağlanmasının Raman 

Spektroskopisi ile karakterizasyonu:  

Raman spektroskopisi değerlendirmesinde, 532nm yeşil lazer kaynağı ile Raman 

spektrometresi (inVia, Reinshaw, BK) ve ışık mikroskobu (Leica, Avusturalya) 

kullanılmıştır. Cihaz, 30 μm lazer gücü kullanarak 35 saniyede bir veri toplayacak, 5x ve 

20x ve 50x büyütme gösterecek şekilde ayarlanmıştır. 

 

3.4.1.2. Kalsiyum eksik hidroksiapatit- AnV- eksozom bağlanmasının SDS-

Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile karakterizasyonu: 

Kopolimerize jelatin (1.5mg/ml) içeren %12 poliakrilamid jel (11cm çözünmüş jel-

0.75mm kalınlıkta) kalıba dökülmüştür [196]. Örnekler 1:1 oranında yükleme solüsyonu 

(SDS, bromofenol mavi, gliserol, tris ve distile su içeren karışım) ile karıştırılmıştır. 

20’şer ml örnek karışımı kuyucuklara yüklenmiştir. Elektroforez 10 dk 120V, 60dk 190V 

olarak uygulanmış, örneklerin jelde yürümeleri sağlanmıştır. 

 

3.4.1.3. Kalsiyum eksik hidroksiapatit- AnV- eksozom bağlanmasının taramalı 

elektron mikroskopisi ile görüntülenmesi:  

Kompozit bağlanmasının morfolojik değerlendirmesi için yüksek çözünürlüklü SEM’de 

(JIB-4601F MultiBeam Platform, JEOL Ltd., Japonya) üç deney grubu (A) Yalnızca 

KEHA damlası grubu ve (B) AnV ve KEHA’in bir arada bir damla içinde bulunduğu grup 

ve (C)KEHA, AnV ve insan Kİ-MKH eksozom solüsyonu içeren damla incelenmiştir. 

Silikon levha üzerine solüsyonlar ~1μl hacminde damlatılmıştır. Bütün solüsyon 

damlaları bir gece çeker ocak altında kurumaya bırakılmış, tamamen kurutulan damla 

yüzey yükü etkilerini azaltmak amacıyla, kaplama cihazı (Cressington Sputter Coating-

108 auto, Ted Pella Inc., ABD) ile 5nm kalınlığında altın kaplama yapılmıştır. Sonrasında 

tutucuya oturtulan silikon levha cihaza yerleştirilmiş, düşük vakumlu ikincil elektron 

detektörü ile x700 ve x150.000 büyütmede incelenmiştir.   
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3.4.2. Eksozomların Kalsiyum eksik hidroksiapatit’den salımı 

Salım için belirlenen sürelere göre (0, 15, 30. dk, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48. sa) KEHA-AnV- 

insan Kİ-MKH eksozomları içeren malzeme eşit konsantrasyonlarda santrifüj tüplerine 

hazırlanmıştır. Süresi dolan örnek ilk olarak 1200rpm’de 10 dk boyunca santrifüjlenmiş, 

sonra süpernatandan alınan örneklerin içerdikleri eksozom miktarı BCA protein tayin 

yöntemi kullanılarak ELISA okuyucu ile 562 nm dalga boyunda alınan ölçümler 

sayesinde elde edilen absorbans verilerinin karşılık geldiği miktarlar standart eğri 

denklemine yerleştirilerek hesaplanmış, bağlanma-salım grafiği GraphPad Prism 8 

(Prism GraphPad v8.4.2, ABD) yazılımı ile çıkarılmıştır. Deney 2 set, 3 tekrarlı olarak 

gerçekleştirilmiştir. 

 

3.5. Kalsiyum eksik hidroksiapatit- AnV- eksozom formülasyonunun osteoblastların 

çoğalma, matriks sentezi ve mineralizayonuna etkisinin değerlendirilmesi 

Osteoblastların çoğalma, matriks sentezi ve mineralizasyonuna etkisinin 

değerlendirilmesi Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Histoloji ve Embriyoloji 

Anabilim Dalı’nda gerçekleştirilmiştir. Kalsiyum eksik hidroksiapatit- AnV- eksozom 

formülasyonunun osteoblastların çoğalması üzerindeki etkisi gerçek zamanlı hücre 

çoğalma analiz (Xcelligence RTCA SP, Agilent, ABD) cihazı ile ve matriks sentezine ve 

mineralizasyona etkisinin değerlendirilmesi amacıyla ALP aktivitesi ELISA cihazı 

(VersaMax, Molecular Devices, ABD) ile ölçülmüştür.   

 

3.5.1. Kalsiyum eksik hidroksiapatit ve eksozomların osteoblast çoğalmasında etkili 

dozunun belirlenmesi 

Kalsiyum eksik hidroksiapatit ve eksozomların proliferatif etkilerinin değerlendirilmesi 

için gerçek zamanlı hücre çoğalma analizi (Xcelligence RTCA SP, Agilent, ABD) cihazı 

kullanılarak gerçek zamanlı çoğalma değerlendirmesi yapılmıştır. Bunun için 96 

kuyucuklu kültür plağının her bir kuyusuna 2x103 hücre ekilmiş, hücrelerin plak yüzeyine 

tutunmalarına izin verilen 24 sa 37 °C, %5’lik CO2 koşullarını sağlayan inkübatörde 

bulunan gerçek zamanlı hücre çoğalma analizi cihazında, inkübasyon sonrasında 

kuyucuklardaki büyüme besiyeri uzaklaştırılarak, belirlenen dozlarda (0.1, 1, 10, 100 

μg/ml) KEHA ve/veya eksozom içeren büyüme besiyerleri eklenmiştir. Sonrasında 24, 
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48 ve 72. sa hücrelerin gerçek zamanlı büyüme eğrileri değerlendirilerek osteoblastların 

çoğalması için eksozom dozu belirlenmiştir. 

 

3.5.2. Kalsiyum eksik hidroksiapatit- AnV- eksozom formülasyonunun 

osteoblastların mineralizasyonuna etkisinin ALP analizi ile değerlendirilmesi:  

Yirmidört kuyucuklu hücre kültür plaklarına kuyucuk başına 20.000 hFOB ekilmiştir. 

Hücrelerin %70 yoğunluğa ulaşması beklendikten sonra kuyucuklara uygun dozda (0.1 

μg/ml KEHA/25 μg/ml eksozom) KEHA-AnV-insan Kİ-MKH eksozomu formülasyonu 

eklenmiştir. Deney 2 set, 5 tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir. 3. ve 7. günlerde ALP 

aktivitesi ölçülmüştür. Bunun için PBS ile yıkanan kuyucuklara üreticinin talimatları 

doğrultusunda 0.5 ml SIGMAFAST pNPP substrat (Sigma-Aldrich, Almanya) çözeltisi 

eklenmiştir. Çözelti eklenen kültür kabı folyo ile kaplanarak karanlık bir ortam 

sağlanmıştır, 40 dk 37°C ve %5 oranında CO2 içeren inkübatörde bekletilmiştir. 

İnkübasyon sonunda her kuyucuktan 200 μl çekilerek 96 kuyucuklu kültür kabına 

karanlık ortamda koyulmuştur. Kültür kabındaki ALP aktivitesi ELISA okuyucuda 

(VersaMax, Molecular Devices, ABD) 405 nm dalga boyunda okutulmuştur. 
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4. BULGULAR 

4.1. Kalsiyum eksik hidroksiapatit’in karakterizasyonu: 

4.1.1. Kalsiyum eksik hidroksiapatit’in X-ışını difraksiyonu ve Raman 

spektroskopisi ile karakterizasyonu:  

Bir malzemenin hangi yapısal faz(lar)dan oluştuğunun gösterilmesi için X ışını kırınımı 

analizi sonucu elde edilen spektrumlar referans spektrumlar ile mukayese edilmelidir. 

Referans spektrumlar, Powder Diffraction File (PDF) olarak tanımlanıp, X-RD analizi 

programları ile temin edilebilmektedir. Bir faza ait referans spektrumda mevcut olan tüm 

piklerin, analizi yapılan malzemeye ait spektrumda da tespit edilmesi gerekmektedir. Bu 

amaçla yürütülen çalışmada KEHA sentezlendikten sonra vakumda kurutularak X-RD ile 

analiz edilmiştir. Şekil 4.1-B’de görüldüğü gibi faz analizlerinde HAp için 009-0432 TCP 

için ise 09-169 numaralı standart PDF kartları kullanılmıştır. Şekil 4.1-A’da 

sinterlenmemiş örnekte HAp’a ait karakteristik pikler tespit edilmiştir. 

   

Şekil 4.1. Şekilde (A) sentezlenen KEHA’ya ve β-TCP’ye ait X-ışını difraktogramı, (B) 

referans numunelere ait X-ışını difraktogramları, (C) hesaplanan ortalama 

kristal boyutu ve kristallik derecesi görülmektedir. D: ortalama kristalit boyutu, 

Xc: kristalit derecesini ifade etmektedir.  
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Raman spektroskopisi, kimyasal yapı, faz ve polimorfi, kristallik ve moleküler 

etkileşimler hakkında ayrıntılı bilgi sağlayan, tahribatsız bir kimyasal analiz tekniğidir ve 

ışığın bir malzeme içindeki kimyasal bağlarla etkileşimine dayanmaktadır. Bu teknik ile 

moleküllerin titreşim modlarının yanı sıra dönme ve diğer düşük frekanslı sistem modları 

belirlenebilir. Tez kapsamında üretilen KEHA ve ısıl işlem sonrası oluşan β-TCP’nin 

moleküler titreşimlerden faydalanılarak analizi için Raman spektroskopisi tekniği 

kullanılmıştır. KEHA ve β-TCP’ye ait olan Raman spektrumları Şekil 4.2’de 

verilmektedir.  

 

Şekil 4.2. Sentezlenen KEHA’ya ve KEHA’nın ısıl işleme tabi tutulması sonucu elde 

edilen β-TCP’ye ait Raman spektrumları A) 400-1200 cm-1 B) 900-1000 cm-1. 

Spektrumlarda fosfat grubuna ait tam simetrik ʋ1 titreşim modu KEHA’de 962 

cm-1’de gözlenirken, faz dönüşümü sonrası β-TCP’de 947 ve 969 cm-1’de iki 

ayrık pik olarak görülmektedir. 

 

4.1.2. Kalsiyum eksik hidroksiapatit’in geçirimli elektron mikroskobu ile morfolojik 

analizi: 

Kurutulmuş KEHA partiküllerinin stokiyometrik veya stokiyometrik olmayan HAp 

partiküllerinin morfolojisine benzer şekilde iğne benzeri morfolojide olduğu 

gözlemlenmiştir. 750°C'de sinterleme sonrası faz dönüşümü ile elde edilen β-TCP 

partiküllerinde KEHA partikülleri ile oldukça benzer bir morfoloji gözlenmiştir. Yalnızca 

uygulanan ısıl işleme bağlı olarak partiküllerin kalınlaştığı görülmüştür. Kurutulmuş ve 
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sinterleme sonrası elde edilen örneklere ait aydınlık alan elektron mikrografları Şekil 

4.3’te görülmektedir. 

 

Şekil 4.3. Kurutulmuş (A) KEHA ve (B) sinterleme sonrası elde edilen β-TCP örneklerine 

ait aydınlık alan elektron mikrografları görülmektedir. 

 

4.2. İnsan kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücrelerden eksozomların eldesi, 

saflaştırılması ve karakterize edilmesi 

4.2.1. İnsan kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin kültürü ve 

karakterizasyonu:  

İğsi, polimorfik biçimli insan Kİ-MKH’lerinin 4. pasajda, bulundukları kültür kabının 

yüzeyine tutundukları ışık mikroskobu altında gözlemlenmiştir. Şekil 4.4’de iğ biçimli 

insan Kİ-MKH’ler sitoplazmik uzantılarıyla görülmektedir. 

 

Şekil 4.4. İnverte ışık mikroskobunda iğsi şekilli insan Kİ-MKH’lerin kültür plağına 

tutundukları görülmektedir. x100. 
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4.2.2. Mezenkimal kök hücrelerin karakterizasyonu:   

4.2.2.1. Mezenkimal kök hücrelerin yüzey belirteçlerinin değerlendirilmesi:  

Akım sitometrisi yöntemi ile 4. pasajdaki insan Kİ-MKH’lerinin mezenkimal belirteçler 

olan CD29 ve CD44’ü yüksek oranda (sırasıyla %98.45 ve %99.49) hematopoietik 

belirteçler olan CD38, CD45’i düşük oranda (sırasıyla %0.02 ve %0.78), bulundurduğu 

saptanmıştır (Şekil 4.5). Buna göre; 4. Pasajdaki insan Kİ-MKH’lerinin ileri iş 

paketlerinde güvenle kullanılabileceği kararı alınmıştır.   

 

Şekil 4.5. İnsan Kİ-MKH’lerinin spesifik yüzey belirteçlerinin akım sitometrisi 

yöntemiyle gösterilmesi. (A) Pozitif CD29 ve negatif CD45, (B) pozitif CD 

44 ve negatif CD38 işaretlemelerinin yüzdeleri akım sitometrisi grafiklerinde 

gösterilmiştir. Buna göre insan Kİ-MKH’lerinin %98.45 oranında CD29 

ve%99.49 oranında CD44 ile işaretlendiği, hematopoietik kök hücre 

belirteçlerinin ise çok düşük oranda işaretlendiği görülmektedir. 

 

4.2.2.2. Mezenkimal kök hücrelerin farklılaşma potansiyellerinin değerlendirilmesi: 

Osteojenik Farklılaştırma;  

Osteojenik farklılaştırma besiyeri uygulanan insan Kİ-MKH’lerinin, büyüme besiyeri 

uygulanan insan Kİ-MKH’leri ile karşılaştırıldığında anlamlı olarak daha yüksek ALP 

aktivitesi gösterdiği görülmüştür (p= 0,001; Şekil 4.6). Buna göre 4. Pasajdaki insan Kİ-

MKH’lerinin ileri iş paketlerinde kullanılabileceği kararı verilmiştir. 
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Şekil 4.6. İnsan Ki-MKH’lerinin 21. günde ELISA tekniği ile gerçekleştirilen osteojenik 

farklılaştırma analizi görülmektedir. Kontrol grubuna göre Ki-MKH’lerin ALP 

aktivitesinin yüksek olduğu görülmüştür. (*) istatistiksel olarak anlamlı 

farklılık p=0.001 ifade etmektedir.  

 

Kondrojenik Farklılaştırma; 

Yedi günlük protokol sonucunda kondrojenik farklılaştırma besiyeri uygulanan insan Kİ-

MKH’lerinin qRT-PCR yöntemi ile kontrol grubuna göre 3. ve 7. günlerde kondrojenik 

farklılaşma erken belirteci COMP ve geç belirteci SOX9’u, anlamlı biçimde daha yüksek 

oranda ifade ettiği saptanmıştır (p=0.05, Şekil 4.7-A, B). Buna göre 4. Pasajdaki insan 

Kİ-MKH’lerinin ileri iş paketlerinde kullanılabileceği kararı verilmiştir. 

 

Şekil 4.7. Büyüme besiyeri ve kondrojenik farklılaşma besiyerlerinde kültüre edilen 

MKH’lerin 3. ve 7. gün (A)SOX9 ve (B)COMP ekspresyon verilerine ait 

grafikler gösterilmektedir. Sox9 ve COMP genlerinin 3. ve 7. günlerde kontrole 

göre yüksek oranda ifade edilmiştir. (*) p ˂ 0.05 ifade etmektedir. 



43 

 

4.2.3. Kemik iliği kaynaklı mezenkimal kök hücrelerden eksozomların izolasyonu ve 

karakterizasyonu: 

4.2.4.1. Eksozomların protein miktarı açısından değerlendirilmesi: 

MACS yöntemi ile elde edilmiş eksozom örneklerine ait BCA ölçümlerinde, protein 

miktarı 275µg/ml±181µg/ml olarak belirlenmiştir. Ultrasantrifüjleme yöntemi ile elde 

edilen protein miktarı 1,8 mg µg/ml±1,2 mg/ml olarak ölçülmüştür. MACS yöntemi ile 

değerlendirilen örneklerin başlangıç hacimlerinin düşük, ultrasantrifüjleme ile elde 

edilenlerin ise yüksek olması nedeniyle protein miktarı karşılaştırması için oransal 

normalizasyon gerçekleştirilerek, giriş miktarları eşitlenmiştir. Buna göre MACS 

yönteminin ultrasantrifüjlemeye göre daha yüksek miktarda eksozom proteini eldesi 

sağladığı tespit edilmiştir. Ancak elde edilen bu verilerin aradaki farklılık istatistiksel 

anlamlılığa sahip değildir (Şekil 4.8). Çizelge 4.1’de normalize edilmiş protein miktarları 

verilmiştir. 

 

Şekil 4.8. Ultrasantrifüjleme ve MACS yöntemleri ile izole edilen insan Kİ-MKH 

eksozomlarının protein konsantrasyonları görülmektedir. Gruplar arasında 

istatiksel bir fark yoktur. 

 

4.2.4.2. Eksozomların partikül boyut ve sayılarının değerlendirilmesi: 

NTA ile elde edilen partikül özelliği verilerine göre (Şekil 4.9); MACS ile izole edilmiş 

insan Kİ-MKH eksozomlarının maksimum partikül boyutu 110 nm’de pik verdiği için 

partikül boyutu dağılımı 88-426 nm olarak hesaplanmıştır. Ultrasantrifüjleme ile izole 

edilen eksozomlar aynı şekilde 110 nm'de pik vererek 80-383 nm aralığında partikül 
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boyutu dağılımı göstermiştir. Parçacıkların dağılımını yansıtan açıklık değeri, (d90-d10) 

/ d50, MACS ile izole edilmiş grupta 0.52 ve ultrasantrifüjleme ile izole edilen örneklerde 

0.60 olarak hesaplanmıştır. 

 

Şekil 4.9. Grafiklerde (A) Ultrasantrifüjleme ve (B) MACS yöntemleri ile izole edilen 

insan Kİ-MKH eksozomlarının partikül konsantrasyonlarının partikül çapına 

göre değerleri grafiklerde görülmektedir.  

 

MACS ile izole edilen eksozomların (9.31±4.4x109) normalize edilmiş olarak ml başına 

düşen partikül sayısının, ultrasantrifüjleme ile izole edilenlerle karşılaştırıldığında 

(3.34±1.7x109 partikül/ml) anlamlı olarak fazla olduğu görülmüştür (p=0.011, Şekil 

4.10). 

 

Şekil 4.10. Ultrasantrifüjleme ve MACS yöntemleri ile izole edilen insan Kİ-MKH 

eksozomlarının ml başına düşen partikül sayısı grafikte gösterilmektedir. 

MACS ile izole edilen grubun normalize edilmiş ml başına düşen partikül 

sayısı verileri ultrasantrifüjlemeye göre yüksektir. (*) p=0.011.  
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4.2.4.3. Eksozomların saflık analizi: 

Normalize edilmiş veriler ile yapılan saflık analizi hesaplamalarına göre; MACS ile izole 

edilmiş insan Kİ-MKH eksozomların saflık oranı, 4.23x109 partikül/mg 

iken, ultrasantrifüjleme ile izole edilen örneklerde bu değer 1.85x109 partikül/mg olduğu 

görülmüştür. MACS ile izole edilen örnek anlamlı olarak daha saf bir örnektir (p = 0.006, 

Şekil 4.11). 

 

Şekil 4.11. Ultrasantrifüjleme ve MACS yöntemleri ile izole edilen insan Kİ-MKH 

eksozomlarının saflık oranı (mg protein başına düşen partikül sayısı) grafikte 

gösterilmektedir. Normalize edilmiş saflık oranı verilerine göre MACS ile 

izole edilen grup ultrasantrifüjleme ile izole edilenlere göre yüksek 

saflıktadır. (*) p=0.006.  

 

1.2.4.4.Eksozomlara özel yüzey belirteçlerinin değerlendirilmesi: 

Her iki izolasyon yöntemi ile elde edilen eksozomların karakterizasyonu için yapılan 

akım sitometrisi ölçümlerine göre; CD 9 ile yakalanan eksozomların CD63 ile ve CD81 

ile işaretlendikleri her üç belirtece de sahip oldukları gösterilmiştir. (Şekil 4.12). MACS 

ile izole edilmiş eksozomlarda ortalama floresan intansitesi (MFI) verilerinin izotip 

kontrole benzer olduğu görülmüştür (Şekil 4.12-A). Ultrasantrifüjleme ile izole edilmiş 

eksozomların MFI değerleri ise izotip kontrole göre daha yüksektir (Şekil 4.12-B). Ancak 

farklılık istatistiksel olarak anlamlı değildir. 
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Şekil 4.12. Ultrasantrifüjleme ve MACS yöntemleri ile izole edilmiş insan Kİ-MKH 

eksozomlarının yüzey belirteçlerinin akım sitometrik değerlendirmesi 

sonucunda elde edilen ortalama floresan intansite değerleri görülmektedir. 

(A) Ultrasantrifüjleme, (B) ise MACS yöntemi ile izole edilen eksozomları 

göstermektedir.  

 

1.2.4.5.Eksozomların geçirimli elektron mikroskopu ile görüntülenmesi:  

Geçirimli elektron mikrograflarında, fosfotungustik asit ile negatif boyanmış olan 

eksozomlar küresel yapılı veziküller olarak kümeler halinde veya tek tek görüntülenmiştir 

(Şekil 4.13). Ultrasantrifüjleme ile izole edilmiş olan insan Kİ-MKH eksozomların 

boyutlarının 80-150 nm arasında olduğu, MACS ile izole edilmiş olanların ise 90-170 

nanometre boyutu aralığında olduğu tespit edilmiştir.  

 

Şekil 4.13. Geçirimli elektron mikrograflarında (A)ultrasantrifüjleme ve (B)MACS ile 

izole edilmiş negatif işaretli küresel yapılı insan Kİ-MKH eksozomları 

görülmektedir. Beyaz çemberler eksozom kümelerini göstermektedir. MACS 

ile izole edilen eksozomların manyetik boncukları okla işaretlenmiştir. UA, 

PTA x50.000 
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Çizelge 4.1. MACS ve Ultrasantrifüjleme yöntemleri ile izole edilen eksozomların 

karşılaştırmalı tablosu görülmektedir. 

Karakterizasyon Ultrasantrifüjleme MACS 

Protein miktarı 1.8 mg/ml  2.2 mg/ml 

Partikül sayısı 3.34±1.7x109 

partikül/ml 

9.31±4.4x109 partikül/ml  

Partikül boyutu 80-383 nm (pik110 

nm)  

88-426 nm (pik110 nm)  

Saflık 1.85x109 partikül/mg  4.23x109 partikül/mg 

Yüzey 

belirteçleri tayini 

Daha iyi 

işaretlenmiştir 

Manyetik boncuklar ile yakalama yapılan 

tetraspaninler ile yüzey belirteci analizi 

gerçekleştirildiği için, bağlanma yeri 

dolu olduğundan değerler 

ultrasantrifüjlemeye göre düşüktür. 

Morfolojik 

değerlendirme 

80-150 nm, küresel 

şekilli parçacıklar 

gözlemlenmiştir 

90-170 nm, küresel şekilli parçacıklar, 

manyetik boncuklar gözlemlenmiştir. 

 

MACS yöntemi verileri girdinin miktarına göre ultrasantrifüjleme ile eşlenerek normalize 

edildiğinde, çıktının ultrasantrifüjlemeye göre avantajlı olduğu görülmektedir. Ancak 

MACS kiti ile her deney setinde çalışılan küçük hacimlerle kısıtlı olduğundan, düşük 

eksozom çıktısı ile çalışabilmektedir. Bu nedenle geri kalan deneyler için eksozomlar 

ultrasantrifüjleme yöntemi ile MACS’a göre daha büyük hacimlerde elde edilmiştir. 

 

4.3. Kalsiyum eksik hidroksiapatit- eksozom formülasyonunun karakterizasyonu 

4.3.1. Raman Spektroskopisi ile KEHA-AnV-Eksozom formülasyonunun içerdiği 

komponentlerin bağlanma analizi:  

Bir Raman spektrumu, biyolojik bir sistemin fenotipi olarak kabul edilebilir çünkü 

proteinler, nükleik asitler, lipitler ve karbonhidratlar gibi ana hücresel yapı blokları için 

Raman bantları içeren genel bir moleküler titreşim profili sağlar. Bu sebeple eksozoma 

ait spektrum Şekil 4.14’de detaylı olarak verilmektedir. Burada her bir bandın işaret ettiği 

biyomoleküller literatür göz önünde bulundurularak işaretlenmiştir. Eksozom yüzey 
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bileşiminin ana katkıları olan lipidlere ve proteinlere karşılık gelen titreşimlerin 

karakteristik pikleri 700-1800 cm-1 bölgesinde görülmektedir. Örneğin, C-C iskelet 

gerilmesinden kaynaklanan titreşim spektrumda 1076 cm−1 'de görülmektedir [197]. 

Açıkça ayırt edilebilen bir diğer pik ise 1587 cm-1’deki CH2 bükülme titreşiminden 

kaynaklanan tipik lipid pikidir [198]. 1300-1400 cm-1 bölgesindeki pikler, CH2 bükülme 

titreşimlerine atfedilebilir [197]. 

 

Şekil 4.14. Tespit edilen 200-2000 cm-1 bölgesindeki eksozom bantları ve ait oldukları 

biyomoleküller görülmektedir. 

KEHA-AnV-insan Kİ-MKH eksozomu formülasyonunu oluşturan her bir bileşene ait 

pikler, KEHA-AnV-insan Kİ-MKH eksozomu birleşimine ait spektrumda da 

görülmektedir (Şekil 4.15). Şekil 4.15-B ve 4.15-C’de koyu mavi hat ile gösterilen 

formülasyona ait spektrumda eksozoma ait piklerinin de yer aldığı oklar ile 

işaretlenmiştir. Koyu mavi hatta meydana gelen pik kaymaları kimyasal bir bağlanmanın 

sonucudur. Siyah hat ile gösterilen KEHA piklerinin de formülasyonun içinde yer aldığı, 

fakat bazı piklerde kayma olduğu bazı piklerde ise Raman yoğunluğunun değiştiği 

görülmektedir. Spektrumlarda kesikli çizgiler ile belirtilen pik kaymaları sonucu tespit 

edilen yeni frekans pozisyonlarıdır. 
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Şekil 4.15. KEHA, AnV, Eksozom ve formülasyona ait mukayeseli Raman spektrumları. 

(A) 100-3000 cm-1, (B) 100-900 cm-1, (C) 900-2000 cm-1 ve (D) 2000-3000 

cm-1 arasındaki bölgelerdeki mukayeseli Raman spektrumları verilmektedir. 

 

4.3.2. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile KEHA-AnV-Eksozom 

formülasyonunun içerdiği komponentlerin bağlanma analizi:  

SDS-poliakrilamid jel elektroforezi sonuçlarına göre serbest eksozom (Şekil 4.19(b)) ve 

serbest AnV (Şekil 4.19(d)) bantları görülmektedir. KEHA-AnV bandında (Şekil 4.19(c)) 

görülen genişleme burada bağlanma olduğunu ortaya koymaktadır. KEHA-AnV-

Eksozom içeren formülasyon grubunda ise üçlü bağlanma en üstte bulunan bant (Şekil 

4.19 (a)) ile görülmektedir. Formülasyondaki diğer bantlar (Şekil 4.19 (b,c)) ise hala 

bağlanma sürecinde bulunan ve henüz bağlanmamış serbest eksozom ve KEHA-AnV 

örneklerini göstermektedir.  (Şekil 4.16).  
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Şekil 4.16. KEHA-AnV-Eksozom formülasyonunun ve kontrol gruplarının SDS-

poliakrilamid jel elektroforezi yöntemi ile elde edilen bantları görülmektedir. 

Soldan sağa sırasıyla KEHA-AnV-Eksozom formülasyonu, KEHA-AnV 

karışımı, AnV ve eksozom grupları yer almaktadır. (a) KEHA-AnV-Eksozom 

içeren formülasyon bandı, (b) serbest eksozom bandı, (c) KEHA-AnV bandı, 

(d) serbest AnV bandını göstermektedir. 

 

4.3.3. Anneksin V ile modifiye edilmiş kalsiyum eksik hidroksiapatit ile insan kemik 

iliği kaynaklı mezenkimal kök hücre eksozomlarının bağlanması 

Taramalı elektron mikrograflara göre, insan Kİ-MKH eksozomlarının seçildiği ve 

boyutlarının da eksozomlarla uyumlu olduğu görülmüş (Şekil 4.17-A), tek başına KEHA 

içeren grupta tek başına KEHA partikülü görüntülenmiş çubuk şeklindeki yapısı teyit 

edilmiştir (Şekil 4.17-B). Anneksin V, KEHA nano kristalleri ve eksozomların beraber 

olduğu örnekte ise eksozomların, AnV aracılı olarak KEHA’e tutunduğu, tek başına 

KEHA’dan ve eksozomdan farklı bir yapı sergiledikleri görülmektedir (Şekil 4.17-C). 

 

Şekil 4.17. İnsan Kİ-MKH eksozomları ve oluşturulan formülasyona ait elektron 

mikrografları görülmektedir. (A) İnsan Kİ-MKH eksozom grubunda 

eksozomlar seçilmektedir. (B) Tek başına KEHA partikülünün çubuksu 

yapısı izlenmektedir. (C) Formülasyon: KEHA, Anneksin V ve eksozom 

grubunda ise formülasyon bileşenlerinin etkileşimi görülmüştür. x150.000 
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4.5. Eksozomların kalsiyum eksik hidroksiapatit-eksozom formülasyonundan salımı 

Salım deneyine göre, 25 μg olarak başlayan eksozomların ilk 1 sa içinde miktarındaki 

düşüş; eksozomların KEHA-AnV ile bağlandığını ve ilk 12 sa büyük çoğunluğunu 

(yaklaşık 10 μg’ını) kontrollü bir şekilde serbest bıraktığını göstermektedir (Şekil 4.18). 

12-24 sa arası salım yavaşlamış, 24. sa sonrasında salım 21.04 μg’da sabit hale gelmiştir. 

İnsan Kİ-MKH eksozomlarının KEHA-AnV ile bağlandığı ve sonrasında kontrollü bir 

şekilde salımının gerçekleştiği gösterilmiştir. 
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Şekil 4.18. İnsan Kİ-MKH eksozomlarının KEHA’dan zamana göre salım grafiği ve 

zamana göre ayrıntılı salım verileri gösterilmektedir. Başlangıçta 24.3µg/ml 

konsantrasyonlu eksozom ile başlanan salım çalışmasında ilk yarım sa 

içinde eksozomların KEHA ile AnV aracılı bağlandığı, sonrasında salımının 

ilk 24 sa gerçekleştiği görülmektedir. 

4.6. Kalsiyum eksik hidroksiapatit-eksozom formülasyonunun osteoblastların 

çoğlama, matriks sentezi ve mineralizayonuna etkisinin değerlendirilmesi 

4.6.1. Kalsiyum eksik hidroksiapatit ve eksozomların osteoblastların çoğalmasında 

etkili dozlarının belirlenmesi 

Gerçek zamanlı hücre çoğalma analizinde (Şekil 4.19) 4000 osteoblast ve üstünde hücre 

ekilen kuyucuklarda impedans temelli hücre endeksinin ilk 24 sa önce 1’e çıktığı 

görülmüştür. Bu durum daha düşük hücre miktarının daha uygun olduğunu 

göstermektedir. 1000 adet hücre ekilmiş olan kuyuların ise impedans temelli hücre 

endeksinin 1’e ulaşamadığı görülmüştür. 3000 ve 2000 hücre ekili kuyuların, ilk 24 sa 

sonrasında impedans temelli hücre endekslerini 1’e çıkardığı görülmüştür. Bu nedenle 

optimal hücre miktarı 3000 ile 2000 arasında olması gerektiği sonucuna varılmıştır. 

Zaman 

(sa) 

Eksozom 

miktarı (µg/ml) 

0 24.2860 

¼ 21.8182 

½ 16.6874 

1 17.3654 

2 18.0034 

4 18.9568 

8 19.4156 

12 20.3247 

24 21.0390 

48 21.0021 
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Şekil 4.19. Ticari olarak elde edilen hFOB 1.19 hücre hattının deneylerde kullanılacak 

optimal hücre miktarının impedans temelli gerçek zamanlı hücre çoğalma 

analizi gösterilmektedir. Grafiğe göre 3.000 ve 2.000 adet hücre içeren 

grupların hücre indeksleri ilk 20 sa içinde 1.0 değerine ulaşmakta ve deney 

için en ideal hücre yoğunluğunu oluşturmaktadır. 

 

4.6.1.1. İnsan Kİ-MKH eksozomlarının osteoblastların çoğalmasında etkili dozunun 

belirlenmesi 

Deneyin gerçek zamanlı hücre çoğalma analizlerinde (Şekil 4.20-C) osteoblastların 

çoğalması için etkili eksozom dozunun 27.8 μg/ml olduğu ED-50 değerlendirmesi ile 

belirlenmiştir (Şekil 4.20-B). Zamana bağlı etkili doz 21. sa 24.2 μg/ml olarak 

belirlenmiştir ve etkinin 36. sa’e kadar devam ettiği görülmüştür (Şekil 4.20-C). ED-50 

analizi için cihazın kendi yazılımı RTCA SP v 2.0 kullanılmıştır. Deney sonucunda 

eksozomların sağlıklı osteoblastların çoğalmasını indüklediği görülmüştür. 
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Şekil 4.20. İnsan Kİ-MKH eksozomlarının osteoblastlardaki etkili doz değerlendirmesi 

şekilde görülmektedir. (A) Gerçek zamanlı hücre çoğalma verileri, (B) etkili 

doz değerlendirmesi, (C) zamana bağlı etkili doz değerlendirmesi 

gösterilmiştir. Osteoblastlar için çoğalma etkili eksozom dozu 27.8 μg/ml 

olduğu, zamana bağlı etkili dozun ise 21. sa 24.2 μg/ml olduğu ve 36. sa kadar 

devam ettiği belirlenmiştir. 
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4.6.1.2. Kalsiyum eksik hidroksiapatitin osteoblastların çoğalmasında etkili 

dozunun belirlenmesi 

Deneyin gerçek zamanlı hücre çoğalma analizlerinde (Şekil 4.21-A) osteoblastlar için 

ED-50 değeri 0.37 μg/ml olarak belirlenmiştir (Şekil 4.21-B). Zaman bağımlı etkili doz 

ise 21. sa 0.1 μg/ml olarak belirlenmiştir (Şekil 4.21-C).  

 

Şekil 4.21. KEHA’nın osteoblastlardaki etkili doz değerlendirmesi şekilde görülmektedir. 

(A) Gerçek zamanlı hücre çoğalma verileri, (B) etkili doz değerlendirmesi, (C) 

zamana bağlı etkili doz değerlendirmesi gösterilmiştir. Osteoblastlar için etkili 

KEHA dozu 0.37 μg/ml olduğu, zamana bağlı etkili dozun ise 21. sa 0.1 μg/ml 

olduğu belirlenmiştir. 
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4.6.2.Kalsiyum eksik hidroksiapatit-eksozom formülasyonunun osteoblastların 

mineralizasyonuna etkilerinin ALP analizi ile değerlendirilmesi 

Malzemelerin ED-50 dozunda uygulandıkları insan osteoblastlarında 3.gün ALP aktivite 

sonuçları, KEHA-AnV-Eksozom içeren besiyeri ile beslenen osteoblastların sadece 

besiyeri, sadece KEHA, sadece eksozom ve sadece AnV ile beslenmiş olanlara göre 

anlamlı olarak daha yüksek ALP aktivitesi gösterdiği saptanmıştır (her grup için p˂0.05, 

Şekil 4.22-A). KEHA-AnV-Eksozom uygulanan osteoblastların 7. gündeki ALP 

aktivitesi sadece besiyeri ve sadece AnV ile beslenen osteoblastlardan anlamlı olarak 

daha yüksektir (p˂0.05, Şekil 4.22-B). Hem 3. gün hem de 7. gün osteoblastların ALP 

aktivitesi değerlerine göre sadece KEHA ve sadece eksozom ile işlem görmüş olan 

gruplar arasında bir fark görülmemiştir. Her iki grup da 3. günde sadece besiyeri içeren 

gruba göre anlamlı olarak yüksek ALP aktivitesi göstermiş (p˂0.05, Şekil 4.22-A), 7. 

günde sadece besiyeri ile beslenen grupla anlamlı bir farklılık göstermemiştir (Şekil 4.22-

B). Anneksin V uygulanan osteoblastların ALP aktivitesi her iki zaman dilimi için hem 

diğer kontrollerden hem de KEHA-AnV-Eksozom içeren malzemeden anlamlı olarak 

düşüktür (her grup için p˂0.05, Şekli 4.22-A, B).  

 

Şekil 4.22. KEHA, AnV ve insan Kİ-MKH eksozomu içeren malzemenin osteoblastların 

mineralizasyonu üzerine etkilerinin değerlendirildiği grafikler görülmektedir. Gruplara 

göre (A) 3. Gün ALP aktivitesi değişimleri, (B) 7. Gün ALP aktivitesi değişimleri 

gösterilmiştir. Kontrol: sadece besiyeri içeren, KEHA: Etkili dozda KEHA içeren, 

Eksozom: Etkili dozda insan Kİ-MKH eksozomu içeren, AnV: sadece AnV içeren 

grupları ifade etmektedir. 



56 

 

Gruplar arasında 3. ve 7. gün ALP aktivite değerleri arasında zaman içinde anlamlı artış 

olduğu görülmüştür (her grup için p˂0.05, Şekil 4.23). 

 

Şekil 4.23. KEHA, AnV ve insan Kİ-MKH eksozomu içeren malzemenin osteoblastların 

mineralizasyonu üzerine zamana göre değişen etkilerinin değerlendirildiği grafik 

görülmektedir. 



57 

 

5. TARTIŞMA 

 

Bu tez kapsamında, planlanan hedeflere ulaşılarak β-TCP’ın ısıl işlem öncesindeki formu 

KEHA’in başarı ile üretildiği yapısal olarak XRD ve Raman spektroskopisi, morfolojik 

olarak ise TEM ile ortaya konmuştur. Spesifik yüzey belirteçlerini taşıyan, kondrojenik 

ve osteojenik farklılaşma potansiyeli ile karakterize edilmiş, insan ticari Kİ-

MKH’lerinden ultrasantrifüjleme ve MACS yöntemleri ile eksozom izolasyonu 

gerçekleştirilmiştir. İki farklı yöntem ile izole edilen eksozomlar total protein miktarı, 

partikül sayısı, partikül boyutu, spesifik yüzey belirteçleri, SEM ve TEM’deki şekil ve 

boyutları açısından karşılaştırılmış, yüksek hacimlerde eksozom eldesi sağladığı için ileri 

deneylerde ultrasantrifüjleme yöntemi ile izole edilen eksozomların ve KEHA’in ticari 

hFOB’ların çoğalması için etkili dozları gerçek zamanlı ve impedans temelli olarak 25 

μg/ml ve 0.1 μg/ml olarak belirlenmiştir. Etkili dozdaki eksozomlar KEHA ile AnV 

aracılığıyla fiziksel olarak bağlanmış, bağlanma karakteristikleri Raman spektroskopisi 

ve SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile ortaya koyulmuştur. Etkili dozda KEHA-AnV-

insan Kİ-MKH eksozomu içeren formülasyonun hFOB matriks sentezi ve 

mineralizasyona etkisi ALP aktivitesi ile gösterilmiştir. Elde edilen sonuçlar aşağıda 

projenin ulaşılan hedeflerini kapsayan başlıklar altında sırayla tartışılmaktadır. 

 

1. Araştırma Hedefi: KEHA’nın üretilmesi ve karakterizasyonu gerçekleştirilmiştir. 

Sentezlenen KEHA ısıl işlem öncesi ve sonrasında yapısal olarak karakterize edilmiştir. 

KEHA’e ait XRD spektrumunda ikincil bir faz olmayıp bu durum saf KEHA fazının elde 

edildiğini göstermektedir. Ayrıca kurutma sonucu elde edilen partiküllerin 750°C' de ısıl 

işleme tabi tutulması ile β-TCP fazının elde edildiği görülmüştür. XRD analizi sonucu 

KEHA için kristal boyutu 39,61 nm iken, β-TCP fazı için ise 57,91 nm olarak 

hesaplanmıştır.   KEHA fazı 750°C’de β-TCP’ye dönüştüğü için ısıl işlem sonrası 

ortalama kristal boyutunun artması beklenen bir sonuçtur [194, 199, 200].  Aynı durum 

kristallik oranında da görülmektedir. XRD tekniği fazların belirlenmesinde yeterli 

olmasına rağmen, bu tezde Raman spektroskopisi de hassas ve tamamlayıcı bir analiz 

tekniği olarak kullanılmıştır. β-TCP birim hücrede 42 (PO4)
3− tetrahedraya sahipken, 

HAp birim hücresi yalnızca altı (PO4)
3− tetrahedra içerir[194]. β-TCP'nin birim 

hücresindeki fosfat gruplarının daha yüksek olması nedeniyle, daha fazla sayıda titreşim 
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modu beklenir[201]. Bu durum Raman spektroskopisi ile izlenebilir hassas sonuçlar 

vermektedir. Raman spektroskopisi ile yapılan inceleme sonucunda (PO4)
3− grubuna ait 

v1 tamamen simetrik gerilme modu spektrumda literatüre uygun şekilde 962 cm-1’de 

gözlemlenmiştir. KEHA fazının ısıl işlem sonrası β-TCP fazına dönüşümü yine Raman 

spektroskopisi ile çok belirgin şekilde gözlemlenmiştir. Birim hücredeki fosfat grubu 

sayısının fazla olması sebebi ile β-TCP’daki fosfat grubuna ait titreşimlerin daha belirgin 

olması beklenmektedir. Bu durum β-TCP’a ait Raman spektrumunda v1 tamamen 

simetrik gerilme modu iki ayrı pik şeklinde tespit edilmiştir. Bu sonuçlar yapısal olarak 

istenilen özellikte KEHA üretildiği gösterilmiştir [201, 202]. 

 

Üretilen KEHA’dan beklenen bir başka özellik de nano boyutlu olmasıdır. Geliştirilen 

yapının hücre içine alınabilmesi için boyut önemli bir parametredir. Tez kapsamında 

yürütülen morfolojik inceleme sonucu nano boyutlu ve iğne yapılı partiküllerin 

üretildiğini göstermektedir. Stokiyometrik ve stokiyometrik olmayan apatitlerin benzer 

morfolojiye sahip olduğu literatürde bildirilmiştir [194, 203].  

 

2. Araştırma Hedefi: İnsan Kİ-MKH eksozomları karşılaştırmalı olarak 

ultrasantrifüjleme ve MACS teknikleriyle izole ve karakterize edilmiş, MACS 

ultrasantrifüjlemeye göre daha saf, ancak ultrasantrifüjleme MACS’a göre daha 

yüksek miktarda eksozom eldesi sağlamıştır.  

Bu tez çalışmasında insan Kİ-MKH’lerinden ultrasantrifüjleme ve MACS yöntemleriyle 

izole edilen eksozomların benzer protein miktarı, partikül boyutu ve ince yapı özellikleri 

gösterdikleri tespit edilmiştir. MACS tekniği, ultrasantrifüjlemeye göre daha yüksek 

saflık ve partikül sayısı sağlamış, ancak bu yöntemle elde edilen eksozomlar 

üzerlerindeki manyetik boncuklar nedeniyle akım sitometrisinde spesifik belirteçleri 

(CD9, CD63 ve CD81) düşük oranda bağlamıştır. Yakın zamanda gerçekleştirilen bir 

çalışmada insan Kİ-MKH eksozomları, eksozom zarında bulunan fosfatidilserin 

fosfolipidlerini hedefleyerek manyetik boncuklar aracılığıyla izole edilmiştir [204]. Bu 

tez çalışmasında MACS’da kullanılan eksozoma özgü üçlü yüzey belirteçleri (CD9, 

CD63 ve CD81) ile izolasyon [205, 206], eksozoma özgü tetraspaninin varlığına 

dayandığından, fosfolipid yakalama tekniğinden daha güvenilir bir yöntem sunmaktadır. 

Ekzozomlarla benzer boyutlara sahip apoptotik cisimler, tüm hücre dışı veziküller 
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tarafından paylaşılan bir molekül olan fosfatidilserin ile yakalanabilir ve bu durum 

sonucu olumsuz etkileyebilir [207]. Literatürde insan Kİ-MKH’leri CD9, CD63 ve CD81 

üzerinden MACS ile izole edilmemiştir.  

 

Bu çalışmada insan Kİ-MKH’lerinden MACS ile elde edilen eksozomların protein 

miktarı 2.2 ± 0.17 mg/ml; ultrasantrifüjleme ile elde edilenlerin 1.8 ± 0.25 mg/ml olarak 

ölçülmüştür. Farklı türlerden ultrasantrifüjleme ile elde edilen Kİ-MKH eksozomlarının 

protein miktarları 0.27 mg/ml ile 1.18x103 mg/ml arasında rapor edilmiştir [208-210]. 

Eksozomların protein içeriği sıçan Kİ-MKH’lerinde 0.27 mg/ml [208]; insan Kİ-

MKH’lerinde 1.18x103 mg/ml [210] ve 1 mg/ml olarak bildirmiştir [209]. Bu 

çalışmalarda BCA ile değerlendirilen protein miktarı sonuçlarındaki farklılık, büyük 

olasılıkla başlangıç hacimlerinin farklı olması ile ilişkilidir. Çalışmalarda başlangıç 

hacimleri rapor edilmemiştir. Diğer yandan BCA tekniği, protein miktarını 

değerlendirmek ile beraber, eksozom saflığını ölçmek için yeterli olmayabileceğinden, 

saflık için gereken partikül sayısı NTA analizi ile desteklenmelidir [211-213]. Bu 

çalışmada, MACS ile elde edilen eksozomların partikül sayısının (9.31±4.4x109) 

ultrasantrifüjlenmişlere (3.34±1.7x109) göre daha yüksek olduğu görülmüştür. İnsan Kİ-

MKH eksozomlarının fosfatidilserini yakalayan manyetik boncuklar ile izole edildiği 

çalışmada, partikül sayısı 4.1x109 partikül/ml olarak bildirilmiştir [204]. Aynı çalışmada 

başlangıç hacmi ve izolasyon tekrarlarının sayısı rapor edilmediğinden, çalışmalar 

arasında güvenilir bir karşılaştırma yapmak mümkün değildir. Ultrasantrifüjleme ile 

izole edilen eksozom örneklerimizin partikül miktarına yakın bir sonuç, Mead vd. 

(1.17x109 ± 1.42x108 partikül/ml) tarafından insan Kİ-MKH eksozomları için 

raporlanmıştır [214]. Ancak bu çalışmada da izolasyon sayısı ve başlangıç hacmi 

hakkında bilgi sunulmadığından güvenli bir karşılaştırma yapılamamıştır.  

 

Protein miktarının partikül konsantrasyonuna oranının eksozom açısından zengin 

örneklerin saflığını belirlediği bilinmektedir [211-213]. Sonuçlarımız, insan Kİ-MKH 

eksozomlarının saflık oranının MACS için 4.23x109 ve ultrasantrifüjleme için 1.85x109 

olduğunu göstermektedir. İnsan plazmasından çöktürme yöntemi ile elde edilen 

eksozomların saflığının ˃3x1010 partikül/mg protein olduğu bildirilmiştir [211]. İnsan 

idrarından ultrasantrifüjleme ile elde edilen eksozomların saflık oranı 1x109 partikül/mg 
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protein olarak raporlanmıştır [212]. Sucrose cushion ile ultrasantrifüjleme yöntemi 

kullanılarak izole edilmiş prostat, mesane ve meme kanseri hücre hatlarına ait 

eksozomların [212] saflık oranının 5x109-4x1010 partikül/mg aralığında olduğu 

bildirilmiştir. Literatürde MACS ve ultrasantrifüjleme yöntemleriyle elde edilen insan 

Kİ-MKH eksozomlarının saflığına ait bir değerlendirmeye rastlanmamıştır. Prostat 

kanser hücre hattından elde ettikleri eksozom örneklerinin saflık oranı aralığını standart 

hale getirmiştir. Buna göre; saflık oranı ˃3x1010 partikül/mg protein olan örneklerin 

yüksek saflıkta olduğu, 2x1010 ile 2x109 partikül/mg protein arasındaki örneklerin düşük 

saflıkta olduğu ve saflık oranı ˂1.5x109 partikül/mg protein olan örneklerde ise saflığın 

kaybolduğunu belirtmiştir [212].  Ultrasantrifüjleme ve MACS yöntemleri ile izole 

edilmiş insan Kİ-MKH eksozomlarının saflık oranı bu sınıflandırmaya göre düşük olarak 

kategorize edilmektedir. Bununla birlikte, bu tez kapsamında MACS ile elde edilen 

eksozomların saflık oranı ultrasantrifüjleme ile elde edilenden daha yüksektir. 

 

Bu tez çalışmasında hem ultrasantrifüjleme hem de MACS ile izole edilen eksozomların 

homojen, küresel şekilli ve çift zarla çevrili yapılar olduğu TEM ile ortaya konmuştur. 

MACS ve ultrasantrifüjleme ile izole edilmiş insan Kİ-MKH eksozomlarının NTA ile 

elde edilen partikül çaplarının, 110 nm’de yoğunluk olmak üzere 80 ila 200 nm arasında 

ve TEM ile elde edilen boyut aralıklarının, MACS için 90-170 nm, ultrasantrifüjleme 

için ise 80-150 nm olduğu görülmüştür. Son çalışmalar, MACS ile insan yağ dokusu 

kökenli MKH eksozomlarının ve insan Kİ-MKH eksozomlarının ortalama boyutlarının 

sırasıyla 80.0 ± 1.9 nm [215] ve 170 nm [204] olduğunu bildirmekte; protein miktarı 

hakkında bilgi vermemektedir. MACS ve ultrasantrifüjleme ile izole edilen 

eksozomların, TEM [210, 216-221] ve NTA [204, 221-224] yöntemleriyle ölçülen 

partikül boyutları literatürle uyumludur. Sonuç olarak bu çalışmada saptanan 80 ila 200 

nm boyut aralığı, eksozom tanımlamasına karşılık geldiğinden, her iki yöntem için de 

güvenli aralıktır [221, 222, 224-226]. 

 

Burada uygulanan MACS tekniği, belirli yüzey işaretleyicilerini taşıyan manyetik 

boncuklarla hücreleri ve hücre dışı vezikülleri yakalama prensibine dayanır [227, 228]. 

Bu nedenle, MACS ile izole edilen insan Kİ-MKH eksozomları, ultrasantrifüjleme ile 

elde edilenlerle karşılaştırıldığında, antikorlar için bağlanma yerlerini dolduran üçlü 
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manyetik boncukların varlığı nedeniyle akım sitometrisi analizinde yüzey belirteçleri 

(CD9, CD63 ve CD81) için daha düşük floresan yoğunluğu (MFI) değeri vermiştir. 

Ultrasantrifüjlenmiş örneklerin akım sitometri verileri literatür ile uyumludur[229-231].  

 

Bu çalışma kapsamında, klinikteki potansiyel kişiselleştirilmiş tedaviler için 

değerlendirmeyi hak eden güvenilir in vitro teknikler olduklarından eksozom izolasyonu 

MACS ve ultrasantrifüjleme teknikleri ile gerçekleştirilerek etkinlikleri 

karşılaştırılmıştır. Bir seferde daha fazla eksozom eldesini sağladığı için eksozom içeren 

KEHA formülasyonlarının oluşturulduğu ve osteoblastlardaki etkinliklerinin 

değerlendirildikleri iş paketlerinde ultrasantrifüjleme yöntemi ile devam edilmiştir. 

 

3. Araştırma Hedefi: KEHA ve insan Kİ-MKH eksozomları AnV aracılığı ile 

bağlandığı formülasyonla osteoindüktif ve osteokondüktif özellikleri beraber 

barındıran, biyomühendislik temelli yeni bir formülasyon, bir malzeme geliştirilerek 

başarıyla karakterize edilmiş, salım dinamikleri değerlendirilmiştir.  

 

Bu tez ile ilk kez, insan Kİ-MKH eksozomları AnV aracılığı ile KEHA’ya bağlanarak 

osteoindüktif ve osteokondüktif özellikleri beraber barındıran, biyomühendislik temelli 

yeni bir biyomalzeme geliştirilmiştir. Anneksin V’in eksozomlara bağlanması SDS-

poliakrilamid jel elektroforezi ve Raman spektroskopisi teknikleri ile gösterilmiştir. 

KEHA’e bağlanan eksozomların ise 24 ile 48 sa arasında salındıkları gözlemlenmiştir. 

 

Eksozomların zarlarından bağlayıcı peptidler kullanılarak modifiye edildikleri çalışmalar 

bulunmaktadır [170-172, 174, 193]. Bu modifikasyonların amacı eksozomların belirli bir 

malzemeye bağlanarak ikili (osteoindüktif ve osteokondüktif) etki göstermesi değil, hücre 

hedefleme [174], eksozom izolasyonu [170, 174] ya da görüntülemedir [170, 172, 174]. 

Gao vd., CP05 peptidini eksozomları zarlarındaki CD 63 üzerinden yakalayarak, 

serumdan eksozom izolasyonu yapmış, sonrasında da bu bağlanmayı eksozomları 

görüntüleme yöntemi olarak kullanmıştır [174]. Bağlanma başka bir (spektroskopi ya da 

elektroforez vb.) yöntem ile gösterilmemiştir. Diğer çalışmalarda bağlanma üzerinde 

değil, etki üzerinde durulmuş, herhangi iki malzemenin bağlanma karakterizasyonu 
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üzerine bir çalışma yapılmamıştır. Eksozomlara özel zar yüzey belirteçlerinin en 

bilinenlerinden olan CD 9 [232, 233] ile bağlanabilen peptit yapılı ProHB-EGF 

molekülünün bu özelliğinden dolayı [175] eksozomlara bağlanması mümkün 

olabilmesine rağmen eksozomlarla beraber bir çalışmada araştırılmamıştır. 

 

Birçok spektroskopik teknikte piklerin veya bantların yoğunluğunun değişmesi, bant 

veya pik pozisyonunun ilgili eksen boyunca kayması, bileşim ve bölgesel kimyasal 

değişimlere göre piklerin kaybolması veya yeni piklerin oluşması incelenen malzemeyi 

oluşturan atom veya doğası hakkında önemli ipuçları sunmaktadır [234, 235]. Bu 

prensipten yola çıkarak yürütülen Raman spektroskopisi incelemesinde KEHA-AnV-

Eksozom içeren formülasyonda her bir bileşene ait piklerin olduğu fakat bu piklerin 

şiddetlerinin ve pozisyonlarının değiştiği gözlenmiştir. Yoğunluk düşüşünün 

sebeplerinden birisi formülasyon içinde bileşene ait konsantrasyonunun azalmış 

olmasıdır. Pik pozisyonlarındaki kaymalar ise bağ yapısındaki farklılaşmaları, dolayısı 

ile mevcut bir bağlanmayı göstermektedir. Ayrıca bağlanma sonucunda formülasyon 

içinde 2800-3000 cm-1 bölgesinde yeni pikler gözlemlenmiş olup bu bölge protein, lipid 

ve nükleik asitlere karşılık gelmektedir [236].  

 

Bağlanmanın gösterilmesi için kullanılan SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yönteminde 

moleküllerin boyutlarına göre bantlanma görülmektedir [237]. Küçük moleküller daha 

hızlı bir şekilde jelin alt kısımlarına doğru ilerlerken, büyük moleküller ise jelin üst 

kısımlarında kalmaktadır. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yöntemi kullanılarak 

KEHA-AnV-eksozom bağlanmasını gösteren ilk çalışma bu tez çalışmasıdır. Daha önce 

yapılan çalışmalarda eksozomlar enzimatik olarak parçalanarak SDS-poliakrilamid jel 

elektroforezi yönteminde jelde yürütme gerçekleştirilmiş, protein içerikleri incelenmiştir 

[238, 239]. Bu çalışmada ise bağlanmayı gösterebilmek ve fazla bant karmaşasına sebep 

olmamak için eksozomlara bir işlem yapılmamıştır. Bu nedenle boyutları küçültülmemiş 

olan eksozomlar jelin aşağı kısımlarına inememiş, jelin üst kısımlarına hafif bir bant 

oluşturmuş ve proteinler tek tek bantlarla görülmemiştir.  Kalsiyum fosfat bileşiklerinin 

jelde yürütülmesinin görüldüğü tek çalışmada matriks metalloproteinaz bağlı CaP ve 

CaPPi %7.5’luk SDS-poliakrilamid jelde yürütülmüş ve fibrin bağlanmasına etkilerine 

bakılmıştır [196]. Deney her ne kadar başka amaçla gerçekleştirilse de SDS-poliakrilamid 
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jel elektroforezi uygulamasında CaP kombinasyonlarının yürütülebildiği görülmüş ve bu 

tez çalışmasına örnek teşkil etmiştir.   

Bu tez çalışması kapsamında ilk kez KEHA üzerinden AnV aracılığıyla insan Kİ-MKH 

eksozomlarının salımı sağlanmıştır. Kalsiyum fosfat temelli bileşiklerin eksozomlar ile 

beraber kullanıldığı ve salım analizi yapılan az sayıda çalışma bulunmaktadır [240-243]. 

Hidroksiapatit partikülleri ve insan göbek kordonu kaynaklı MKH eksozomları bir 

hidrojele yüklenmiş, 14 gün süreyle süpernatandaki eksozom miktarları ölçülerek 

kompozit hidrojel ve sadece eksozom içeren kontrol hidrojelinin salım dinamikleri 

karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir. Buna göre 14 günün sonunda kompozit 

hidrojelden ortalama %71.20 ± 2.64 salım olurken kontrol hidrojelinden daha yüksek 

(%84.81 ± 4.91) sağlanmış ve kompozit hidrojelden salımın daha kontrollü olduğu 

sonucuna varılmıştır [240]. Diğer çalışmada hidroksiapatit, ipek fibroini, glikol kitosan, 

çifte işlevli polietilen-glikol hidrojelin içine eksozomlar yüklenmiş ve 30 günlük salım 

dinamikleri değerlendirilmiştir. Kompozit hidrojelden 30 günde %78.22 ± 0.36 eksozom 

salımı olduğu, sadece eksozom içeren hidrojelde ise salımın aynı sürede % 87.07 ± 1.12 

oranına ulaştığı görülmüştür [241].  Başka bir çalışmada, HAp ve kitosan kompozit 

hidrojeline sinoviyum kaynaklı MKH eksozomları yüklendikten sonra 6 gün süre ile 

eksozom salımı ölçülmüş ve (164.07±9.24)x108 başlangıç partikülünün yaklaşık olarak 

yarısını saldığı görülmüştür [242]. Diğer çalışmada thiol ile modifiye edilen hiyaluronan, 

HAp ve thiol ile modifiye heparin hidrojele insan yağ dokusu kaynaklı MKH eksozomları 

yüklenmiş ve 14 gün süreyle salım analizleri gerçekleştirilmiştir [243]. Sürenin sonunda 

malzemenin çok sınırlı miktarda eksozomu yaklaşık olarak %0.8-1 aralığında saldığı 

gözlemlenmiştir. Bu çalışmalarda kalsiyum fosfat ve eksozomlar hidrojel ile bir arada 

tutulmakla beraber bileşenlerin hücre içine aynı anda alınmasını sağlayacak, birebir 

bağlama işlemi gerçekleştirilmemiştir. Salım çalışması da jelin salım potansiyelini 

ölçmek için uygulanmıştır.  Hidrojel eksozomları daha uzun süreli hapsettiğinden dolayı 

bizim salım dinamiğimize göre oldukça uzun sürelerde değerlendirmeler yapılmıştır. 

Çalışmamızda ise KEHA üzerinden eksozomların direkt salımına bakılmış ve diğer 

hidrojelli sistemlere göre beklendiği gibi direkt salımın daha hızlı gerçekleştiği 

görülmüştür. Çalışmamızda eksozomların bir kısmının bu salım süresi içinde KEHA ile 

beraber hücre içine alınması ve bir kısmının da ESM’de kalmasını istediğimizden dolayı 

süre bizim için yeterlidir. Bununla beraber, eksozomların stabil kalma süresi hiçbir 

modifikasyon [244] yapılmadığında oldukça kısa olduğundan dolayı bu veziküller uzun 
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sürelerde salındıklarında inaktive olabilirler. Bu gibi durumlarda salım analizlerinin 

yanında, eksozomların dokudaki varlığının da gösterilmesi gerekliliği doğmaktadır. 

Araştırma Hedefi: KEHA ve insan Kİ-MKH’lerinin insan osteoblastlarındaki 

proliferatif etki dozu (ED50) in vitro koşullarda gerçek zamanlı olarak sırasıyla 0.1µg/ml 

ve 25µg/ml olarak belirlenmiştir. Etkili dozlarda KEHA ve insan Kİ-MKH eksozomları 

ile oluşturulan formülasyonun insan osteoblastlarındaki proliferatif etkisi in vitro 

koşullarda gerçek zamanlı hücre proliferasyon analizi ile gösterilmiştir. KEHA-AnV-

insan Kİ-MKH eksozomları içeren formülasyonun, insan osteoblastlarının ALP 

aktivitesini 0-7 gün zaman diliminde indüklediği görülmüş ve böylece ekstraselüler 

matriks yapımı ve mineralizasyonunu uyardığı ortaya konmuştur. 

Eksozom ve KEHA için belirlenen ED50 ile hazırlanan formülasyon osteoblastlar 

üzerinde denendiğinde formülasyonun diğer tüm kontrol gruplarından (sadece besiyeri, 

sadece KEHA, sadece eksozom ve sadece AnV) anlamlı olarak yüksek ALP aktivitesi 

gösterdiği, dolayısıyla mineralizasyonu indüklediği ortaya koyulmuştur. Sadece eksozom 

ve sadece KEHA gruplarında ise sadece besiyeri ve sadece AnV kontrollerinin üzerinde 

anlamlı bir etki görülmüştür. Kalsiyum fosfat ve MKH eksozomunun beraber kullanıldığı 

sınırlı sayıda in vitro kemikleşme çalışması bulunmaktadır [27, 240-243]. İnsan kaynaklı 

indüklenmiş pluripotent kök hücrelerden elde edilmiş MKH eksozomlarının iki farklı 

dozunun (5x1011 ve 1x1012 partikül/ml), insan Kİ-MKH’leri üzerinde ALP aktivitesi 10. 

günde değerlendirilmiş, aktivitenin bu süre içinde doz bağımlı olarak arttığı sonucuna 

varılmıştır [27].  Bu artış 10 gün içinde kontrole göre 5x1011 partikül/ml eksozom içeren 

dozun ALP aktivitesini 2 ye, 1x1012 partikül/ml eksozom içeren dozunun ise 3’e katladığı 

görülmüştür [27]. Çalışmamızda daha düşük dozda (partikül miktarına denk gelen doz 

hesaplandığında 4.6x108 partikül/ml) ve 7 gün içinde kontrole göre ALP aktivasyonunu 

1.5 kat arttırmıştır. Çalışmamızda eksozomların uzun sürede degrade olabilme ihtimalleri 

düşünülerek ALP aktivasyon analiz süresi 7 gün olarak diğer çalışmalara göre daha kısa 

tutulmuştur. Hidrojel içine eksozomların (25 μg/ml) ve HAp partiküllerinin yüklendiği 

bir çalışmada, sadece eksozomların mineralizasyona etkisi fare osteoblast hücre hattı, 

MC3T3, üzerinde 14 günlük ALP aktivitesi ile değerlendirilmiştir [240]. Sonuçta 

eksozom içermeyen gruba göre, sadece osteojenik farklılaşma besiyeri içeren grubun 

ALP aktivitesi; osteojenik farklılaşma besiyeri ve eksozom içeren grubun ise sadece  

osteojenik farklılaşma besiyeri içeren grubun ALP aktivitesine göre yüksek olduğu 

görülmüştür [240]. Kullanılan eksozom dozu yönünden çalışma benzer olsa da eksozom 
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ve HAp içeren kompozit malzemenin matriks sentezi ve mineralizasyona etkileri üzerine 

inceleme yapılmamıştır [240]. Hücre hatlarının farklı olması da sonucu etkileyebilecek 

faktörlerden biridir. Eksozom ve osteojenik farklılaşma besiyeri içeren grubun ALP 

aktivitesi ile sadece osteojenik farklılaşma besiyeri içeren grubunki karşılaştırıldığı 

zaman 14 günde ortaya çıkan fark en fazla 1.5 kat olarak görülmektedir [240]. 

Osteoblastlar üzerinde eksozom ve KEHA için proliferatif etkili doz çalışması ilk defa bu 

tez çalışmasında yapılmıştır. Çalışmamızda proliferatif etkili dozlarda KEHA ve insan 

Kİ-MKH eksozomlarının beraber uygulandığı grubun 7 gün içindeki ALP aktivitesi, 

sadece besiyeri, sadece KEHA ve sadece eksozom içeren kontrol gruplarına göre 1.5 kat 

daha fazladır. Buna göre eksozomlar ve KEHA içeren formülasyonun sadece eksozom 

uygulamasından daha etkili ve hızlı mineralizasyona neden olduğu görülmüştür. 

 

Bu tez çalışmasındaki formülasyonun in vitro koşullarda analiz edilmesinden kaynaklı 

sınırlaması bulunmaktadır. Tez çalışması kapsamında orijinal olarak geliştirilen 

formülasyonun osteoindüktif ve osteokondüktif etkileri mutlaka sağlıklı ve hastalıklı in 

vivo hayvan modellerinde de değerlendirilmelidir. Diğer yandan bu tez çalışmasında da 

kullanılan RTCA tekniği, ilaç geliştirme çalışmalarında geçerli ve güvenilir olarak 

kullanılan ve in vitro ortamda gerçekleştirilmesine rağmen gerçek zamanlı veri 

sağladığından doz ve zaman bağımlı etkiler için in vivo koşulları modelleyebilen bir 

tekniktir [245-247]. Çalışmamız için istatistiksel doğruluk onaylandığından, belirtilen 

sınırlama gelecekteki in vivo ve klinik çalışmaları kısıtlamamaktadır.  

 

Sonuç olarak bu tez çalışması ile ilk kez KEHA nanopartiküllerinin, AnV aracılığı ile 

insan Kİ-MKH eksozomlarına bağlanarak orijinal ve yenilikçi, biyomühendislik ürünü, 

yüksek teknolojik, kişiye özel ve hedefli bir formülasyon geliştirilerek in vitro koşullarda 

insan osteoblastlarındaki yenileyici etkisi ortaya konmuştur. Bu yeni formülasyonun in 

vivo hastalık modellerindeki deneysel validasyonunu takiben klinikteki metabolik ya da 

travmatik kemik hasarlarının onarılmasında allojenik ya da otojenik, kişiye özel bir tedavi 

ajanı olarak yer alma potansiyeli bulunmaktadır. Tez kapsamındaki biyomühendislik 

temelli yeni tedavi ürününün ülkemizin ortopedik ve travmatik kemik kayıplarının 

tedavisine ait uluslararası pazardaki rekabet gücünü arttırma hedefini karşılaması 

önemlidir.
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6. SONUÇLAR 

 

Tez kapsamında; 

• Kimyasal çöktürme yöntemi ile sentezlenmiş, en az bir yüzeyinin uzunluğu 

100nm’den küçük, biyobozunur ve biyouyumlu KEHA nanopartikülleri, 

ultrasantrifüjleme yöntemi ile insan Kİ-MKH’lerden izole edilen, yaklaşık 110nm 

çaplı, zarında CD9, 63 ve 81 tetraspaninlerini içeren eksozomlar AnV aracılığı ile 

başarı ile bağlanmıştır.  

• İnsan fetal osteoblastlar üzerinde etkili proliferatif dozları gerçek zamanlı 

belirlenmiş olan KEHA (0.1µg/ml) ve insan Kİ-MKH eksozomlarının (25µg/ml) 

AnV ile bağlanmasından oluşan kompleks malzemenin, insan fetal 

osteoblastlarındaki matriks sentezi ve mineralizasyonunu 0-7 gün aralığında 

arttırdığı ALP aktivitesinin değerlendirilmesi ile ortaya konmuştur.  
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