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Kemik fizyolojik kosullarda kendini yenileyebilen bir doku olmasina ragmen metabolik
hastaliklari, nekrotik ya da travmatik hasarlarinda yap1 ve islevleri bozulabilir. Kritik
kemik kayiplarinin, kemik inorganik matriksinin ana bileseni osteokondiiktif kalsiyum
fosfat bilesiklerinin yaninda osteoindiiktif biiylime faktorleri ya da bunlara kaynak
saglayan kok/onciil hiicreler ile desteklenmesi gereklidir. Mezenkimal kok hiicre
eksozomlari, kemikte rejeneratif etkili molekiilleri igermeleri, hedef hiicreye kolayca
alinmalar1 ve immiin yanit olusturmamalar1 nedeniyle, mezenkimal kok hiicreler yerine
tercih edilebilir. Bu ¢aligmada anneksin V ile kalsiyum eksik hidroksiapatite kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicre eksozomlar1 baglanarak olusturulan biyomiihendislik
temelli formiilasyon ile osteoblastlarin ¢ogalma, matriks sentezi ve mineralizasyonunun
uyarilabilecegi varsayillmistir. Bu hipotezi test etmek i¢in, deney ve kontrol gruplarinm

iceren in vitro deney diizeneginde (1) kalsiyum eksik hidroksiapatitin iiretilmesi ve



karakterizasyonu, (2) insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kdk hiicre eksozomlarinin
izolasyonu ve karakterizasyonu, (3) kalsiyum eksik hidroksiapatit ve insan kemik iligi
kaynaklt mezenkimal kok hiicre eksozomlarinin anneksin V araciligi ile baglanmasi,
baglanma ve salimin karakterizasyonu, (4) olusan bu formiilasyonun osteoblastlarin
cogalma ve mineralizasyonuna etkisinin degerlendirilmesi hedeflenmistir. Hedefler
dogrultusunda kimyasal ¢oktiirme yontemiyle kalsiyum eksik hidroksiapatit sentezi
gerceklestirilmistir. Kalsiyum eksik hidroksiapatitin X-1s1n1 difraksiyonuyla ve Raman
spektroskopisiyle yapisal karakterizasyonu, gecirimli elektron mikroskobunda morfolojik
karakterizasyonu yapilmistir. Insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler
morfoloji, kiiltiir plagina tutunma, spesifik yiizey belirtegleri ve kondrojenik farklilagsma
analizi yontemleriyle karakterize edildikten sonra ultrasantrifujleme ve MACS
yontemleriyle eksozomlart izole edilmistir. Eksozomlar transmisyon elektron
mikroskobunda degerlendirilmis; BCA analizi ile protein konsantrasyonlar, NTA
yontemiyle partikiil sayisinin ve partikiill boyutlarinin analizi yapilmigtir. Akim
sitometresiyle CD 9 ile yakalanan eksozomlarin CD63 ile ve CD81 ile isaretlendikleri,
her U¢ belirtece de sahip olduklari gosterilmistir. Kalsiyum eksik hidroksiapatite,
anneksin V araciligryla insan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre eksozomlarinin
baglanmasi; Raman spektroskopisi ve jel elektroforezi ile gosterilmistir. Kalsiyum eksik
hidroksiapatite bagli eksozomlarn BCA analiz yontemi ile ilk 12 saatte blyuk
cogunlugunu kontrollii olarak saldigi gosterilmistir. Kalsiyum eksik hidroksiapatit ve
insan kemik 1iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre eksozomlarinin insan fetal
osteoblastlarindaki etkili proliferatif dozu gercek zamanli impedans temelli olarak 1.
giinden 3. giine ol¢giilmiis ve sirasiyla 0.1 pg/ml ve 25 ug/ml olarak belirlenmistir.
Belirlenen etkili dozlarda hazirlanan formiilasyon osteoblastlara uygulandiginda gergek
zamanl olarak osteoblastlarin ¢ogaldiklar1; matriks sentezi ve mineralizasyonu gosteren
ALP aktivitesinin 0-7 giin zaman araliginda kontrol grubuna goére arttigi saptanmistir.
Sonug olarak bu tez ¢alismasi ile ilk kez kalsiyum eksik hidroksiapatit, anneksin V ile
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre eksozomlarina baglanarak orijinal ve
yenilik¢i, yiiksek teknolojik, kisiye 6zel ve hedefli bir formiilasyon gelistirilerek in vitro
kosullarda insan osteoblastlarindaki yenileyici etkisi ortaya konmustur. Bu yeni
formulasyonun in vivo hastalik modellerindeki deneysel validasyonunu takiben klinikteki
metabolik ya da travmatik kemik hasarlarinin onarilmasinda otojenik, kisiye 6zel ya da
allojenik bir tedavi ajani olarak yer alma potansiyeli bulunmaktadir. Tez kapsamindaki

biyomuhendislik temelli yeni tedavi {iriniiniin tlkemizin ortopedik hastaliklarin



tedavisine ait uluslararasi pazarda rekabet giiclinii arttirma hedefini karsilamasi
onemlidir. Bu kapsamda, tezden elde edilen ¢iktilar ile Hacettepe Teknokent Teknoloji

Transfer Merkezi Patent Ofisine patent basvurusu yapilmistir (Basvuru no:
2021/002221).

Anahtar Kelimeler: Insan mezenkimal kok hiicresi, 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)



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 pg/ml, and 25 pg/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



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. GIRIS

Kemik kendini tiimiiyle yenileyebilen dinamik bir doku olmasina ragmen osteoporoz gibi
metabolik hastaliklarda, osteonekroz ya da travmatik kemik hasarlarinda hiicre ve
ekstraseliler matriksin (ESM) yapisi ve mineralizasyon mekanizmasi bozulabilir.
Yaslanan niifus ile artan, kemik mineral kaybiyla seyredip kiriklarla sonuglanan
osteoporoz ve travmalar ya da dolasim bozukluklar1 sonucu olusan osteonekroz diinyada
en yiiksek morbidite ve mortaliteye neden olan kas iskelet sistemi hastaliklarini olusturur.
Diinya Saglik Orgiitii’ niin 2003 yilinda hazirlamis oldugu rapora gore osteoporoz;
Avrupa, Amerika Birlesik Devletleri (ABD) ve Japonya’da 100 milyona yakin insani
etkilemekte ve yilda 2,3 milyon kiriga neden olmaktadir [1]. Amerika Birlesik
Devletleri'nde, her y1l yaklasik 20.000-30.000 kisi osteonekroz tanisi almakta [2] ve kalca
eklem replasman cerrahilerinin yaklasik %10'unun osteonekroz nedenli oldugu
bildirilmektedir [3-5]. Travmatik ya da metabolik hasarlarin tedavisinde, kemigin
inorganik matriksinin ana bileseni olan kalsiyum fosfat bilesiklerinin sentetik formlari
kullanilmaktadir [3, 4, 6]. Kalsiyum fosfat bilesiklerinin yiliksek osteokondiiktif etkili
oldugu bilinmektedir [7, 8]. Kritik kemik kayiplarinda rejenerasyonun saglanabilmesi
icin, osteokondiiktif malzemelerin osteoindiiktif temelli yaklasimlarla desteklenmesi
gerekir [9-12]. Bu amagla ¢esitli bitylime faktorleri [10, 11, 13] ya da bunlara kaynak
saglayan kok ve oOnciil hiicreler [14, 15] uygulanabilir. Mezoderm kokenli kemik
dokusunun kok ve progenitor hiicreleri, periosteum, endosteum ve Havers kanallarinin i¢
yiizlerinde yer alir. Mezenkimal kok hiicreler (MKH), hasarli bolgedeki rejeneratif
potansiyelini, olgun hiicrelere farklanarak ya da bulunduklar1 mikro-cevreye parakrin
olarak salgiladiklar1 molekiillerin immiin-baskilayici, anti-inflamatuvar vb. etkileriyle
saglar [16, 17]. Eksozomlar elde edildikleri hlcreye ait niikleik asit, lipit ve proteinleri
bulunduran nanometre boyutlu hiicre i¢i yerlesimli keseciklerdir [18, 19]. Mezenkimal
kok hiicre eksozomlari, bu hiicrelerin rejeneratif etki siireglerinden sorumlu molekiilleri
icermeleri [20, 21], hedef hiicre igine kolayca alinmalar1 [22, 23] ve bagisiklik yaniti
olusturmamalar1 [24, 25] gen ifadesinin kontroliinii saglarken spontan malign doniisim
gostermemeleri nedeniyle MKH’lerin yerine tercih edilebilir [26]. Osteokonduktif
kalsiyum fosfat iskeleye emdirilmis osteoindiiktif insan kokenli uyarilmis pluripotent kok
hiicrelerden farklilastirllmis MKH eksozomlarinin  PI3K/Akt yolag1 {izerinden,
kemiklesme siirecinde olumlu etkileri oldugu gosterilmistir [27]. Ancak kalsiyum eksik
hidroksiapatitin (KEHA) kemik iligi kaynakl MKH (Ki-MKH)



eksozomlarina baglandigindaki  olast  etkileri  hakkindaki  bilgiler — sinirhdir.
Varsayimimiza gore, insan Ki-MKH eksozomlari, trikalsiyum fosfata anneksin V
(AnV) proteini ile baglanarak tasarlanan formiilasyon insan fetal osteoblastlarin (hFOB)
¢ogalma ve mineralizasyonunu arttirarak kemik rejenerasyonuna katkida bulunabilir;
bdylece metabolik hastaliklar ve travmalar sonucunda olusan kemik kayiplarinin
tedavisinde kullanilmak i¢in uygun bir biyomiihendislik iiriinii ve kisiye 6zel tedavi

alternatifi olabilir.

Bu tez cahsmasinin amaci; Beta-trikalsiyum fosfatin (B-TCP) 1s1l islem 6ncesi formu
olan KEHA nin iiretilerek, insan Ki-MKH eksozomlarina AnV proteini ile baglanmasi
sonucu olusturulan formilasyonun baglanma karakterizasyonun analizi ve hFOB’larin
cogalma, mineralizasyon ve matriks sentezi  kapasitelerine etkilerinin

degerlendirilmesidir. Bu amag dogrultusunda asagidaki hedefler belirlenmistir.

1. KEHA’nin iiretilmesi ve karakterizasyonunun yapilmast,
2. Insan Ki-MKH eksozomlarinin izolasyonu ve karakterize edilmesi,

3. KEHA ve insan Ki-MKH eksozomlarinin AnV aracihigi ile baglanarak bir

malzeme olusturmasi, baglanma ve salim analizlerinin gerceklestirilmesi

4. Gelistirilen formiilasyonun hFOB’larin ¢ogalma, mineralizasyon ve matriks

sentezi potansiyellerine etkisinin degerlendirilmesi

Tez kapsaminda belirlenen hedeflere ulasilarak KEHA ’nin iiretimi ve karakterizasyonu,
insan Ki-MKH eksozomlarinin izolasyonu ve karakterizasyonu saglanmis; KEHA ve
eksozomlar etkili dozlarda AnV ile baglanarak yeni ve yiksek teknolojik bir
biyomuhendislik Uriinii gelistirilerek karakterize edilmis, tirliniin hFOB’larda ¢ogalma,
mineralizasyon ve matriks sentezi uyarici potansiyeli doz ve zaman bagimli olarak ortaya

konmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik dokusunun hastaliklari ve travmalari

Kemik, damarlar ve sinirlerden zengin; osteoprogenitor hicreler ve osteoblastlar ile
kendini yenileyen, osteoklastlar ile yeniden yapilanan, dinamik 6zellikli, 6zellesmis bir
bag dokusudur [28]. Saglikli kosullarda kemigin yapimi ve yikimi belli bir denge
icerisinde surmektedir [29]. Gelisimsel, metabolik kemik hastaliklari, tiimorler ve
travmalar sonucu yapim yikim dengesi aksayabilir [30]. Tez ¢alismasi kapsaminda bu
sorunlara biyomiihendislik yaklagimiyla ¢6ziim getirebilecek, kemigin hiicre ve matriks
bilesenlerini beraberce igeren, yenilik¢i, yiiksek teknolojik bir tirlin gelistirilerek in vitro
kosullarda kemik hiicre kiiltiirlerinde doz ve zaman bagimli etki profili aragtirilmistir. Bu
kapsamda asagida sirasiyla problemi olusturan kas iskelet sistemi hastaliklar1 ve
travmalari, saglikli kemigin hiicre ve ekstraseliiler matriks bilesenleri ve ¢alismaya esas
olan mezenkimal kok hiicre eksozomlar1 ile kalsiyum hidroksiapatit temelli

biyoseramiklere ait gerekgeyi olusturan bilgiler verilecektir.

2.1.1. Kemigin travma ve hastahklar::

Kemikte meydana gelen metabolik, idiopatik ya da gelisimsel hastaliklar veya ¢esitli
sebeplerle gelisen travmalar kemigin yapisinin ve dengesinin kaybina neden olur. Bu

hastalik ve travma c¢esitleri Sekil 2.1°de 6zetlenmistir.



Gelisimsel Kemik Hastahiklar
{Morquio hastab@, Marfan sendromu, osteopetrozis,
osteogenezis imperfekta, Engelman hastahii, vd.)

Hastahklary —— Metabolik Kemik Hastaliklan
(Osteoporoz, osteopeni, osteonekroz, osteomilaz,
l rugitizm, vd.)

idiopatik Kemik Hastaliklan

I'imdorler

Kemik

Tralik Kazalan

/ is Kazalari
/
Y Ev Kazalan
Atesli Silah Yaralanmalan

Sekil 2.1. Kemik yapist ve yapim-yikim dengesini bozan kemik hastalik ve travmalari

Travmalanr

Ozetlenmistir. Tez icerigindeki tiim sema ve sekiller tarafimca yapimistir.

Yaslanan niifus ile artan, kemik mineral kaybiyla seyredip kiriklarla sonug¢lanan
osteoporoz ve travmalar dunyada en ylksek morbidite ve mortaliteye neden olan
ortopedik problemlerdir (Sekil 2.2-A). Fracturk ¢aligmasina gore 2009 yilinda tilkemizde
50 yasin tizerinde OP hastalarinda 24.000 kirik olgusuna rastlandigi ve 2035’de bu
saymin 64.000’¢ ¢ikmasimin ongorildigi bildirilmistir [31]. Her gin 25.000 adet
osteoporotik ve osteopenik kemik kirig1 ortaya ¢iktigi [32] ve ileri yastaki OP hastalarinin
ozellikle omurga ve kalca kiriklarinin cerrahi tedavisinde yasa bagli tedaviye direng,
implanta bagli komplikasyonlar gibi pek ¢ok sorunla karsilagildig1 g6z oniine alindiginda;
OP’dan 6liim insidansi inme ve kalp krizlerine bagli 6liimlerin toplamindan daha yiiksek
olarak degerlendirilmektedir [33] (Sekil 2.2-B). Osteoporoz, 2003 yilinda Diinya Saglik
Orgiitii’ niin hazirladig: rapora gore; Avrupa, ABD ve Japonya’da yaklasik 100 milyon

insani etkilemekte ve yilda 2.3 milyon kiriga neden olmaktadir [1].
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Sekil 2.2. Osteoporozun (A)morbidite ve mortalite oranlar1 ve (B)diger sik goriilen
hastaliklara gore dagilimi grafiklerle gosterilmistir [34]. Makaleden
esinlenilerek yeniden sekillendirilmistir. Tez icerigindeki tiim sema ve sekiller

tarafimca yapilnigtir.

Cesitli nedenlerle kemik dolasim bozukluklar1 sonucu olusan osteonekroz ise (Sekil 2.3)
[35], Amerika Birlesik Devletleri'nde, her yil yaklagik 20.000-30.000 kisi osteonekroz
tanis1 almakta [2] ve tiim kalga eklem replasman cerrahilerinin yaklasik %10unun

osteonekroz nedenli oldugu bildirilmektedir[5]

Steroid

Alkol

Idyopatik

Travma

Vurgun

Travmatik olmayan

Orak hiicreli anemi

Orak hiicreli anemi olmayan

ORREECEN

Sekil 2.3. Femur basi osteonekrozunun temel sebepleri dilim grafikte 6zetlenmistir [35].
Makaleden esinlenilerek yeniden sekillendirilmistir. Tez icerigindeki tiim sema ve sekiller

tarafimca yapilmistir.

Trafikte, iste ya da evde gerceklesen kazalar, atesli silahlarla olusan yaralanmalar veya
diger sebeplerle olusan travmatik kemik hasarlar1 sik karsilagilan ve kemik kayiplarina

kadar varabilen saglik sorunlaridir [36]. Bu hasarlarin onariminda siklikla otogreftler



kullanilmaktadir [36]. Ancak otogreftlerin yeterli boyutta olmamasi veya otograft eldesi
sonrast dondr bolgede agri ve rahatsizlia neden olabilmesinden dolay1r c¢esitli

biyomiihendislik iiriinii alternatifler izerinde arastirmalar yapilmaktadir.

Osteoporoz gibi metabolik kemik hastaliklarinda, osteonekrozda ya da travmatik kemik
hasarlarinda, rejenerasyonu saglamak icin ilk asamada konservatif tedavi yontemlerine
bagvurulur. Bu yontemler; besin takviyeleri, ilaglar, egzersiz ve fizik tedavi
yaklasimlarini kapsamaktadir [37]. Konservatif yontemler kemik onarimini saglamakta
yetersiz kaldiginda cerrahi yontemlerle replasman ya da restorasyon tedavileri yapilir. Bu
asamada biyolojik kokenli doku yamalar1 olan otogreftler, allogreftler ya da metaller,
seramikler, polimerler ve bunlarin kompozitleri olan sentetik biyomalzemeler uygulanir
[38]. Biyoseramiklerin mekanik dayanikliliklar1 metaller kadar yiiksek olmasa da bu
malzemeler kemigin ekstraseliiler matriksindeki HAp’i modelledikleri i¢in yiik
tasimayan bolgelerde tercih edilmektedir [39, 40]. Ancak biyoseramiklerin
osteokonduiktif etkilerinin, osteoinduktif etkili mezenkimal kok hicreler [41-43] ya da

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

2.1.2. Kemigin Histolojik Yapisi:

Kemik, 6zellesmis, dinamik bir bag dokusu olup; hiicreler ile organik ve inorganik
ekstraseliiler matriks bilesenlerinden olusur. Kemik hiicreleri dort grupta incelenir [46,
47]. Bunlar kemik matriksinin yapimimdan sorumlu mezoderm kokenli osteoprogenitor
hiicreler, osteoprogenitdr hiicre kdkenli osteoblastlar, osteoblastlarin olgunlasmasi ile
olusan osteositler ve kemik yikimindan sorumlu, kemik iligi kokenli osteoklastlardir
(Sekil 2.1-A). Kemik matriksi, organik ve inorganik bilesenlerden olusur. Organik
matriks tip 1 kollajen agirlikli fibril yapisindaki matriks (matriks proteinlerinin toplam
agirhginin yaklasik %90°1) ve fibril yapisinda olmayan amorf kisimdan (proteoglikanlar
ve glikoproteinler) olusur [48]. Kemigin fibrilli organik matriksinin temel bileseni tip |
kollajendir. Matriks, tip | kollajenin yani sira tip V, I, XI ve XIII kollajenleri de
icerir. Kollajen olmayan proteinler toplam matriks protein agirlhiginin %10’unu
olusturmaktadir ancak bu proteinler kemik gelisimi, yeniden sekillenmesi ve onarimi i¢in
oldukga onemlidir [48]. Proteoglikanlar, merkezi bir protein etrafindaki kovalent bagh

glikozaminoglikan (hyaluronan, kondroitin sulfat, keratan silfat) yan zincirlerinden



olusur [49]. Bu yapisal elemanlarin gorevi, kemigin basing mukavemetini arttirmak,
biiylime faktorlerini baglamak ve mineralizasyonun inhibisyonudur [49].
Glikoproteinlerin (osteokalsin, osteopontin, osteonektin, siyaloproteinler) gorevi ise;

kemik hiicrelerinin ve kollajen fiberlerin mineralize ara matrikse tutunmasini saglamaktir

[49].

Kemik matriksi, lakiinalarinin i¢indeki osteositleri ve bu lakiinalar1 birbirine baglayan ve
osteositlerin uzantilarinin bulundugu kanalikiilleri igerir (Sekil 2.1-B). Osteositler oluklu

baglantilar (gap junction) sayesinde birbirleriyle iletisim halindedir [50].

A B
Ven  Lameller
Arter
Lakiina
Osteoprogenior Kanalikiil
Hilcre /
— Osteosit
(= =
> .
TS
f N
' 4 4 f\f\\\ B
Osteoblast N LAY vy \
Osteoklast —
: Osteosit ‘L Lenf Damuny  Yolkmann
Osteoklast Haversian Kanals Kanal

Osteoblast

Sekil 2.4. Kemik hiicreleri ve kompakt kemigin osteon yapist goriilmektedir. (A)
Osteoprogenitor hiicrelerden farklilasan osteoblastlar, osteoblastlarin matiir
hali olan osteositler ve osteoklastlar sematize edilmistir. (B) Bir osteondaki
yapisal diizen sematize edilmistir. Tez icerigindeki tiim sema ve sekiller

tarafimca yapimigstir.

Olgun kemik dokusu, kompakt (kortikal) kemik ve stngerimsi (spongiydz, kansel6z)
kemik olmak tzere iki tiptir [51]. Uzun kemik kesitlerinde kemigin dis kisminda daha
sik1 bir kompakt kemik dokusu goriiniirken, i¢ kismi trabekiillerden olusan siingerimsi
kemik dokusu ile devam eder. Kemikler sekillerine gore, uzun kemikler, kisa kemikler,
yass1 kemikler ve diizensiz kemikler olmak tizere 4 alt grupta siniflandirilmaktadir. Uzun

kemiklerin govdelerine diyafiz, u¢ kisimlarina ise epifiz adi verilmektedir. Epifiz ve



diyafiz arasinda kalan boyun kismina ise metafiz adi verilmektedir. Kemigin orta
kisminda kemik iligi boslugu icinde kemik iligi bulunmaktadir[52]. Uzun kemigin

sematik gorilintiisii Sekil 2.2 de goriilmektedir.
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Sekil 2.5. Uzun kemik sematize edilmistir. Kemigin kisimlari, uzun kemiklerde
trabekiiler kemik ve kompakt kemigin konumlari, kan damarlar1 ve medulla
boslugunun yani sira kemik kavitelerini 6rten bag dokusu tabakasi endosteum
ve kemigi distan saran periosteum sekilde gosterilmektedir. Tez icerigindeki

tiim sema ve sekiller tarafimca yapilmistir.

Kemigin matriks bilesenleri ve bunlarin sentez iiriinlerinin pek c¢ogu, deneysel
calismalarda kemiklesme belirtegleri olarak kullanilir [53, 54]. Bu belirtecler alkalen
fosfataz (ALP), Runx2/Cbfal, osteriks, tip 1 kollajen, osteokalsin, osteopontin ve kemik



siyaloproteinleri (bone sialoprotein-BSP) olarak siralanabilir[55-58]. Bu belirtegler,
hiicrelerin fonksiyonlarini ve farklilagmalarini, kemik olusumu ve iyilesme siireglerini
duzenler [59]. Kemiklesme siirecinde etkili hiicreler ¢esitli belirtecleri ylksek duzeyde

ifade eder. Sekil 2.6’da bu belirtecler, kemiklesme evrelerine gore sematize edilmistir.
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Sekil 2.6. Intramembrandz kemiklesme siirecinde mezenkimal kok hiicrelerin
osteoblastlara ve osteositlere farklilagsmasinda etkili belirtecler sematize

edilmistir. Tez icerigindeki tiim sema ve sekiller tarafimca yapilmistir.

Alkalen fosfataz, hiicrelerin ve matris vezikiillerin dis yiizeyine baglh, ektoenzim olarak
islev goren bir glikoproteindir [60]. Osteogenez siirecinde taninan ilk kilit elemanlardan
biri olan ALP’in normal ve patolojik Kkalsifikasyondaki 6nemi buydktir [61].
Mineralizasyonda inorganik fosfat (Pi) ile HAp olusumunun bir inhibitorii olan inorganik
pirofosfat (PPi) arasindaki 6nemli dengeyi ALP saglamaktadir [62]. Alkalen fosfataz, Pi
uretmek icin PPi'yi hidrolize eder ve PPi ile Pi seviyesi arasindaki oran bdylelikle
korunur. Alkalen fosfataz, mineralize doku hiicrelerinin fenotipini veya gelisimsel

olgunlugunu degerlendirirken 0zellikle tercih edilmektedir [63].

Kemik matriksinin Kkalsifikasyonu, hiicreler tarafindan diizenlenir ve matriks
vezikiillerinin hiicreler arasi alana salimiyla gerceklesir [64]. Mineralizasyonun
baslamasi i¢in Ca*? ve PO4? iyonlarmin normal smirinmn altina diismesi gerekmektedir
[64]. Hiicre dis1 Ca*? osteokalsin ve diger siyaloproteinler tarafindan baglanir ve bolgesel

konsantrasyon artis1 saglanir. Bu artis ile osteoblastlardan ALP salimi artar; bu durum



bolgesel olarak PO iyonlarmin artisgin1 saglamaktadir. POs> artisi, Ca*? iyon
seviyesinin daha fazla artmasimni tetikler. Her iki iyonun da yiiksek oldugu bu evrede
osteoblastlar kemik matriksine pirofosfataz iceren matriks vezikiillerini salar. Ca*?
birikimi yapan ve PO4>"leri ayiran vezikiiller CaPO4 kristalizasyonuna neden olur ve bu

kristaller HAp kristallerinin olusumuyla mineralizasyonu baslatir [64].

Kemik siirekli olarak kendini yikan ve tekrar yapilandiran (remodelling) dinamik bir
dokudur [28]. Bununla beraber, pek ¢ok kemik hastaligi ya da travmatik hasarda kemigin
matriks sentezi ve mineralizasyonu aksayabilir, yeniden yapilanma kapasitesi diigebilir
[65]. Cocukluk ve geng erigkinlik donemlerinde yapim yikimdan ¢ok daha fazlayken
yetigkinlikle dengelenir. Yaghilikta ise yikim yapilandirmadan daha yiiksek oranda
gerceklesir. Eger bu oran gereginden fazla olursa osteoporoz gelisir [66]. Kas iskelet
sisteminin ad1 gecen metabolik ya da tiimoral hastaliklar1 ve travmalarina bagli hasarlar

toplumda yuksek morbidite ve mortaliteye neden olabilir [1].

2.2. Kemik icin kalsiyum ortofosfat temelli biyomalzemeler:

Biyolojik sistemlerde kalsiyum ortofosfatlar, dogal (kemikler, disler, balik mineoidleri ve
bazi kabuk tiirleri)[67-69] ve patolojik (dis ve idrar tas1 ve taglar, aterosklerotik lezyonlar)
kalsifikasyonlarin [70, 71] temel inorganik bileseni olarak ortaya ¢ikar. Yapisal olarak,
cogunlukla zayif kristallesmis stokiyometrik olmayan sodyum, magnezyum ve karbonat
iceren HAp (genellikle "biyolojik apatit" veya dahllite olarak adlandirilir) seklinde
olusurlar [72].

Kemik dokusunun inorganik matriksini HAp kristalleri (agirlik¢a %50-60)
olusturmaktadir [73]. Kemik matriksinin mineralizasyonu iki asamada gergeklesir. Bu
asamalardan ilki, osteoblastlarin ylizey zarindan tomurcuklanan matriks vezikiillerinin
icinde HAp kristallerinin olugmasidir. Matriks vezikiilleri iginde olusan HAp,
Ca10(PO4)s(OH). formunda birikir. Kalsifikasyonun ikinci asamasinda, HAp kristalleri
matriks vezikiillerinin zar1 aracilifiyla hiicreler arasi alana aktarilir. HAp’in bu aktarimu,
matriks vezikiillerinin digindaki ortamda uygun kalsiyum ve fosfat konsantrasyonlarin

gerektirir. HAp, matriks vezikiillerinin etrafinda kiimeler halinde yayilir ve kollajen
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fibriller arasindaki boslugu doldurur [74, 75]. Kemigin yapisinda bulunan bu HAp
kristallerinin yani sira, cerrahi yaklasimlarda kullanilabilen kalsiyum fosfat temelli,
sentetik biyoseramikler; monokalsiyum fosfat anhidrat (MCPA)/ monohidrat (MCPM),
dikalsiyum fosfat anhidrat (DCPA)/ dihidrat (DCPD), oktakalsiyum fosfat (OCP), amorf
kalsiyum fosfat (ACP), B ve a trikalsiyum fosfat (B-/a-TCP), hidroksiapatit (HA) olarak
siralanabilir [73]. Kalsiyum fosfat bilesiklerinde; Ca/P molar orani azaldikga, bilesigin
pH’s1 diiser ve ¢Ozlniirliigii artar. Kalsiyumun fosfata oraninin 1’den diisiik oldugu
fazlarda, pH diisiik (asidik), ¢dziiniirliik ise yiiksektir [76]. igerdikleri kalsiyum ve fosfat
miktarlarina gore farkli Ozellikler gosteren kalsiyum fosfat fazlari Cizelge 2.1°de
listelenmektedir. Kimyasal olarak kararli ve saf bilesikler i¢in, Ca/P orami 0.5-2.0

arasinda degismektedir.

Cizelge 2.1. Kalsiyum fosfat temelli bilesikler, bunlarin kisaltmalari, Ca/P oranlari ve

kimyasal formulleri listelenmektedir.

Kalsiyum fosfat Kisaltma | Ca/P | pH-stabilite | Kimyasal Forml
orani | arahg
Monokalsiyum fosfat MCPA/M | 0,5 0,0-2,0 Ca(H2PO4)2 ve
anhidrat/ monohidrat Ca(H2P04)2(H20)
Dikalsiyum fosfat anhidrat | DCP 1 2,0-5,5 CaHPO4
Dikalsiyum fosfat dihidrat | DCPD 1 2,0-6.0 CaHPO4.2H20
B-Trikalsiyum fosfat B-TCP |15 6,0-8,0 B -Ca3(POa4):
a-Trikalsiyum fosfat a-TCP 1,5 5,2-7,8 a-Cas(POs):2
Okta-kalsiyum fosfat OCP 1,33 |5,5-7,0 CagH2(PO4)6.5H,0
Amorf kalsiyum fosfat ACP 1,2- |~5,0-12,0 Cas(POa)2.nH20
2,2
Hidroksiapatit HAp 1,67 |9,5-12,0 Cas(P0O.4)30H
Kalsiyumu eksik KEHA 1,5- 6,5-9,5 Cazo-
hidroksiapatit 1,67 x(HPO4)x(POs)s-
x(OH)Z-x (0<X<1)

Kalsiyum eksik hidroksiapatit (KEHA), temel olarak bazi iyonlarin eksik oldugu HAp

olarak tanimlanabilir. KEHA'nin kimyasal formiiliine gore (Cizelge 2.1), bu bilesigin
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kristal yapisinda bos Ca*2 bélgeleri ve [OH] ~ bélgeleri mevcuttur. Bununla birlikte, fosfat
iyonlarinin bosluklar1 hakkinda ise ¢ok az sey bilinmektedir. Fosfat iyonlarnin ya
protonlanmis veya da baska iyonlarla (6rnegin karbonat) yer degistirmis sekilde
bulundugu diisiiniilmektedir. KEHA nin stokiyometrik olmayan karakteri nedeniyle
safsizliklar da icermektedir. Bu iyonlarin igerigi, KEHA hazirlamada kullanilan
kimyasallarin kargi iyonlarina baghdir (6rnegin Na*, CI"). KEHA kristal yapilar1 belirli

olmadigindan birim hiicre parametreleri belirsizdir.

Coziinerek Ca?* ve PO4* iyonlarina ayrilabilen kalsiyum ve fosfat temelli bilesikler hiicre
igine c¢esitli kanallar araciligiyla (CaSR, L tipi voltajli Ca kanali, SLC20al-fosfat
tastyicilart vs.) alimir (Sekil 2.7) ve Runx2, ERK1/2, BMP-2 gibi sinyal yolaklarini
etkileyerek osteogenezi tetikler [77-79].
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Sekil 2.7. Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler ve osteoblastlarda kalsiyum ve
fosfatin hiicre i¢ine alinma mekanizmalar1 gdsterilmistir. MKH: Mezenkimal
kok hicre, CaP: Kalsiyum fosfat, MGP: Martiks Gla Proteini, OPN:
Osteopontin, SLC20a1: Sodyum bagiml fosfat tagiyici 1, CaSR: Kalsiyuma
duyarl reseptor, PKC: Protein kinaz C, BMP-2: Kemik morfojenik proteini 2,
ERKZ1/2: Ekstraselliler sinyallerle diizenlenen kinaz %2, CREB: cAMP cevap
eleman1 baglama proteini, CaMK2a/CAM: Kalsiyum/ kalmodulin bagimh
protein kinaz tip Il alt birim alfa. Tez icerigindeki tiim sema ve sekiller

tarafimca yapimigstir.
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2.2.1. Kalsiyum fosfat bilesiklerinin biyolojik olarak baglanma molekiilleri ile

modifiye edilmeleri:

Sentetik malzemelerin ylizeylerine silan esleme (Silane couplings) gibi kovalent baglama
[80] ya da iyonik yiik etkilesimleri [81] gibi yontemlerle peptitlerin baglanmasi sayesinde
modifiye edilerek, biyolojik ortamlara tutunmalar1 saglanabilir. Bu peptidler araciligiyla
mezenkimal kok hiicreler ve osteoblastlar yiizeye tutunur [82]. Cizelge 2.2°de kalsiyum
fosfat bilesiklerinin modifikasyonlarinin kemiklesmeye etkileri ile ilgili ¢aligmalar

listelenmistir.

Cizelge 2.2. Kalsiyum fosfat bilesikleri baglanma molekiilleri ile modifiye edildiklerinde

kemiklesmedeki etkileri listelenmistir.

Kalsiyum | Baglama | Baglanan | Etki Kaynak

Fosfat Molekult | Birim

Jelatin- Avidin- BMP-2 KI-MKH ¢ogalmasinda ve ALP | [83]

HAp biyotin aktivitesinde artis, tavsan kafatasi

kompozit baglanma hasarinda hiicre iskelesi icinde

hucre sistemi yeni damarlanma ve kemik

Iskelesi rejenerasyonunda artis

a-TCP SMP Heparin Sigan kritik boyutlu kafatasi | [81]

granalleri hasarinda  erken  osteojenik
kapasitenin artist

B-TCP Aptamer | - 2 ve 3 boyutlu ¢ene periosteal | [84]

bloklart 74 hiicreler ile yapilan kiiltiirlerin
yapisma ve ¢ogalmasinda artis

CaP  kapl | Mineral - Doku kaynagi belirsiz rat | [85]

titanyum tabaka MKH’lerinin yapismasinda,

Uzerine cogalmasinda ve ALP
OGP aktivitesinde artis

B-TCP Hiicre EGF Uzerine ekilen Ki-MKH’lerin | [86]

hicre iskelesi ¢ogalmasinda artig

iskelesi uzerine BP

HAp/B-TCP | MEPE - Yeni kemik olusumunun | [80]

parcaciklar desteklenmesi, kemiklesme
alaninin artisi
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CaP/PHBV | Jelatin, rhBMP-2 | Mirin  embriyonik MKH’lerin | [87]
nano- Heparin ALP aktivitesinde ve osteojenik
kompozit gen ifadelenmesinde artig
mikro-
klreler
HAp ESM - Insan Ki-MKH yapismasi artisi, | [88]
diskleri kaynakl DGEA ve P15 gruplarinda ALP
DGEA, ve OCN belirteglerinin artigt
P15 ve
GFOGER
peptidleri

Onceki galigmalarda B-TCP greftlere yalmzca fiziksel absorbsiyon ile eksozomlarm
tutturulmast ve etkinlik degerlendirilmesi yapilmistir [16]. Bu ¢alisma kapsaminda;
yapisal olarak HAp’e, sergiledigi 6zellikler bakimindan ise B-TCP’a benzeyen KEHA
partikiillerinin, kalsiyum ve eksozom membraninda bulunan fosfatidilserin fosfolipidine
spesifik hedef molekdlli AnV ile modifiye edilerek eksozomlarin yiizeye daha yiiksek
verimle baglanmasi saglanarak salim kriterleri ve etkinlik degerlendirme caligmalari
(osteoblast canlilig1 ve ¢ogalmasi, matriks olusumu ve mineralizasyonu) incelenmistir.
KEHA’nin 750°C ve lizerindeki sicakliklarda sinterlenmesi sonucu saf B-TCP faz1 elde
edilmektedir. Sinterleme sonucu meydana gelen aglomerasyon sebebi ile sivi fazda
partikiillerin dispersiyonu daha kararsiz oldugundan, bu ¢alismada B-TCP’nin 1s1l islem

oncesi formu olan KEHA kullanilmastir.

2.3. Mezenkimal kok hiicreler ve mezenkimal kok hiicre eksozomlari:
2.3.1 Kemik ve mezenkimal kok hicreler:

Mezenkimal kok hicreler, Uluslararasi Hiicresel Tedavi Dernegi’nin (The International
Society for Cellular Therapy-ISCT) tanimina gore; adipoz, kemik ya da kikirdak gibi
mezoderm kokenli en az iki hiicre serisine multipotent farklilagsma 6zelligi gosteren,
standart kiltir kosullarinda bulundugu kaba yapisabilme 6zelligi olan, CD105, CD90,
CD73 ylzey belirteclerini ifade eden, CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a ya da CD19
ve HLA-DR yiizey belirteglerini ifade etmeyen erigkin kok hiicreleridir [89]. Mezenkimal
kok hiicreler viicutta kemik iligi [90], g6bek kordonu [91], yag dokusu [92], dis pulpasi
[93] ve plasenta [94] gibi mezoderm kokenli dokulardan elde edilebilir [95]. Kemik
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dokusundaki mezenkimal kokenli osteoprogenitér hiicreler periosteum, endosteum ve
Havers kanallarinin i¢ yiizlerinde yer alir. Kemik hasarlarinda yukaridaki bolgelerden ve
kemik iliginden mobilize olarak hasarli bolgeye ulasir [96]. Kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok htcreler, in vivo kosullarda; kritik boyutlu kemik hasarlarinda doku
iskeleleri ile beraber [15, 97] ya da bolgeye dogrudan verilerek uygulanmaktadir [98].
Mezenkimal kok hiicreler, rejeneratif etkisini, hasarin oldugu bolgedeki olgun hicrelere
farkhilasarak [99-102] ya da bulunduklari mikro ¢evreye parakrin olarak salgiladiklar
molekdllerin etkileriyle [99, 103-105] saglar. Mezenkimal kok hucrelerin parakrin
etkilerini, eksozom adi verilen hiicre i¢i vezikiilleri toplu halde hiicre digina salarak

gosterebildigi bilinmektedir [106, 107].

2.3.2. Kemik ve mezenkimal kok hiicre eksozomlari:

Eksozomlar, nanometre boyutlu vezikiiller olarak adlandirilan, boyutlart 20 ile 150 nm
arasinda degisen ekstraseluler vezikillerdir (EV) [108]. Endozomlardan elde edilen
eksozomlar veya hiicre zarindan ayrilan ektozomlar heterojen, zar kaynakli EV [23].
Ekstraseluler vezikiiller biyolojik sivilarda bulunur ve ¢esitli fizyolojik [109, 110] ve
patolojik [111, 112] siireglerde yer alir. Bu vezikiiller, hiicreler arasi iletisim igin
hicrelerin proteinleri, lipitleri ve genetik materyallerinin aligverigine izin veren
mekanizmalari olusturur [19, 108]. Endozomlarin gelisimi esnasinda zarin kendi igine
dogru ¢okmesi ile eksozomlar olusur. I¢inde ¢ok sayida nanometre boyutlu vezikil
bulunduran bu olusuma, ¢ok kesecikli yapt anlamina gelen, multivezikiler cisim (MVC)
denir. Bu gok vezikulli endozomun hiicre zari ile birlesip igerigini dis ortama salmasi ile
eksozomlar vicut sivilarina yayilir [113]. Eksozomlar, endozomlarin zarlariin igeri
kivrilmast sonucu olustugundan, tasidiklar1 igerik, hiicrenin endozom igerigini
yansitmaktadir. Eksozomlardan ¢ok daha biyik boyutlu olan ektozomlar ise direkt olarak
hiicre zarmin disa kivrilmasi ile hiicreden ayrilir. Eksozomlar kaynak aldiklar1 hiicreye
ait igerikleri ile, bagisiklik yanitinin diizenlenmesi [114, 115], hiicreler arasi iletisimin
saglanmasi [116, 117] ve genetik materyalin tasinmasi [118, 119] gibi pek ¢ok fizyolojik
islevi yerine getirmenin yani sira, bozulan mikro ¢evrede, cesitli hastaliklarin (kanser,
otoimmiin hastaliklar gibi) tanist igin biyobelirtecleri icerebilir [19]. Sekil 2.8’de

eksozomlarin olusumlar1 ve boyutlar1 sematize edilmistir.
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Sekil 2.8. Endozomlarin, eksozomlarin ve ektozomlarin olusum siire¢leri sematik olarak
gosterilmektedir. Endositoz yoluyla olusan endozomlarin kendi igine
kivrilmas1 ile eksozomlart olusturdugu, i¢inde eksozomlart barindiran
multivezikiler cismin ekzositoz ile eksozomlari hiicre disina attigi
gorilmektedir. Sekilde goriilen mavi simgeler yizey spesifik belirteclerini
sembolize etmektedir. Tez icerigindeki tiim sema ve sekiller tarafimca

yapilmigtir.

Eksozomlar, multivezikiiler cisimciklerden hiicreler arast matrikse salindiktan sonra
hedef hiicreler tarafindan, gesitli zar proteinleri aracili endositoz yolu ile, fagositoz veya
makropinositoz ile ya da dogrudan hiicre zarindan fiizyon ile aliabilir ya da hiicreye
alinmadan, jukstakrin ya da ¢6ziilebilir sinyal yolaklarini uyararak, etki gosterir [23, 108,
120, 121]. Eksozomlarin tasidiklar1 kargo kaynaklandiklar1 hiicreye ve hiicrenin
bulundugu kosullara gore farklilik gostermektedir. Bununla birlikte tiim eksozomlarin
ortak olarak bazi proteinleri tasidiklar: bilinmektedir. Bunlarin en 6nemlileri de eksozom
karakterizasyonu icin oldukga 6nemli olan CD9, CD37, CD53, CD63, CD81 ve CD82
tetraspanin zar proteinleri ve multivezikiiler cisim olusumunda goérevli Alix ve TSG101,
Rab11, HSP70 ve 90, Anneksin 1 ve 2 ile ICAM-1 proteinleridir [122].
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Mezenkimal kok hiicre eksozomlari, osteoblastlar ve osteoklastlarda bulunan
eksozomlarin igerikleri ve kemiklesmedeki etkileri ile ilgili ¢ok sayida c¢alisma

yuriitiilmektedir. Mezenkimal kok hiicre eksozomlarinin ylizey belirtecleri, miRNA ve

protein icerikleri Cizelge 2.3 de 6zetlenmistir.

Cizelge 2.3. Mezenkimal kok hiicre eksozomlarinin igerikleri listelenmistir.

Eksozom | Yizey miRNA icerigi Protein icerigi
Kayna@ | belirteci
Ki-MKH | CD9, Osteoblast farklilagmasini attiran; | Kemik onarimu ile ilgili
CD63, let-7 [125, 126], miR-9 [127], | sitokinler; MCP 1
CD81, Alix, | miR-17 [128], miR-135b [129, | (monosit  kemotaktik
TSG101, 130], miR181a [131], miR-196a | protein-1), MCP 3
GTPaz’lar, |[132, 133], miR-210 [134], miR- | (monosit  kemotaktik
anneksinler, | 218 [135], miR-346 [136]; | protein-3), SDF 1
flotillin-1, | Osteoblast farklilagsmasini | (stromal hiicre kaynakli
Hsp70 azaltan; miR-221 [137], miR-885- | faktor-1) ve VEGF
[123,124] | 5p [138], miR-10 [139], miR-23a | [147]
[140], miR-23b [141], miR-338-
3p [142], miR-34a [143]; OB
farklilasmasin1  kontrol  eden;
miR-199b [144],
Osteoklastogenezi uyaran; miR-
148a [145, 146]
GK-MKH | - let-7f-5p, miR-125b-5p, mIiR- | PDGF, EGF, bFGF,
100-5p, miR-25-3p, miR-145-5p, | TGF-B2/3, VEGF, ve
miR-21-5p, miR-1260b, miR- | [151], IL-6, TNF-a, IL-
1260a, miR-199a-3p, miR-24-3p, | 1B, IL-15, IL-8, IL-2, ,
miR-23a-3p, miR-16-5p, let-7a- [ IL-10 ve GM-CSF
5p, miR-92-3p, miR-106a-5p, | [152, 153]
miR-19b-3p, [148, 149] miR-17-
5p [150]
Y-MKH HSP70, miR-10a-5p, miR-191-5p, miR- | HGF, granulosit ve
CD63  ve|486-5p, let-7a-5p, miR-222-3p, | makrofaj koloni
CD9, miR-10b-5p, miR-22-3p, miR-21- | stimile edici faktorler,
CD81, 5p, miR-146a-5p, miR-127-3p, | IL6, IL7, IL8, IL11,
TSG101 miR-99b-5p, miR-92a-3p, let-7f- | TNF-a, VEGF, BDNF,
[154] 5p, miR-92b-3p, miR-26a-5p, | NGF, adiponektin,
miR-143-3p, miR-4485, miR- | anjiyotensin,
146b-5p, miR-151a-3p olarak | katepsinD, @ CXCL12
siralanabilir [155] [156]
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S-MKH | CD44, miR-126-3p [158] -
CD73,
CD90,
CD166,
TSG101
[157]

PI-KH- | CD?9, - -
MKH CD63,
CD81[159],
CD29,
CD44,
CD73,
CD90
[157].

Osteoblast ve kemik iligi kaynakli kok hiicre eksozomlarinin osteogenezi, osteoblast
cogalmasimi ve farklilasmasini desteklerken, kemik mineral yogunlugunu da arttirdigi
raporlanmistir [138, 147, 160-164]. Osteoklast eksozomlarinin osteoblast etkinligini
durdurarak kemik yapimimi diizenledigi. Cizelge 2.4’de kemik onarimi ¢aligmalarinda
kullanilan osteoblast, osteoklast ve KI-MKH eksozomlarin igerikleri ile hangi etkilerde

bulunduklar listelenmistir.

Cizelge 2.4. Kemik hiicreleri ve mezenkimal kok hiicrelerin igerdigi, kemik onariminda

etkili molekiiller listelenmistir.

Eksozom | icerik Etki

Kaynag

Osteoblast | SMURF1, BMPR1, LRP6, TGFBR3 ve | Osteogenez, osteoblast
EFNBL proteinleri [160] ¢ogalmasi, farklilagmasi,

kemik mineralizasyonu

Osteoklast [ RANK, RANKL, ephrinA2, semaforin | Kemik yeniden modellenmesi
4D, miRN -146a ve miRNA-214-3p

[165]

MiRNA-214 [166, 167] Osterix ve ATF4 ekspresyon
seviyelerinin  dizenlenmesi,
Osteoblastik kemik
olusumunun inhibisyonu

semaforin 4D [168] Hedef hiicre osteoblastlara

baglanma
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Ki-MKH [ miR-196a, miR-7a ve miR-206 [161] Osteogenez icin kritik,
hlicredeki kalsiyum
birikimlerine olumlu etkiler

MCP-1/-3 ve SF-1 sitokinleri [147] Kemik kiriklariin iyilesmesi,
anjiyogenez, osteojenik
farklilasma

BMP-9, TGFB1, Runx-2, OPN, OCN, [ Osteojenik farklilasma,
BMP-2, Osteriks [162] osteogenez induksiyonu

Wnt, MAPK TGF-, PPAR ve BMP | Osteojenik farklilasma, kemik
sinyal yolaklarinda gdrevli proteinler | iyilesmesi
[163]

miR-218, miR-135b, miR-199b, miR- | Osteojenik farklilasma
299 5p, miR-148a, miR-20, miR-219,
let-7a, ve miR-302b [138]

Let-7a, miR-18 [164] Adipojenik  farklilasmanin
engellenmesi, osteojenik
farklilasma

Mezenkimal kok hiicre eksozomlari, bu hiicrelerin rejeneratif etki siireglerinden sorumlu
molekdlleri icermeleri [20, 21], hedef hiicre i¢ine kolayca alinmalar1 [22, 23] ve immin
yanit olusturmamalart [24, 25] nedeniyle, kemik rejenerasyonunu hedefleyen
caligmalarda kullanilmaktadir. Ayrica eksozomlar, tasidiklar1 molekiiller sayesinde
transkripsiyonun diizenlenmesi, gen ifadesinin kontroliinii saglayabilmeleri ve ¢ekirdek
icermediklerinden, spontan malign transformasyona ugramamalar1 nedeniyle MKH’lerin
yerine tercih edilmektedir [26]. Diger yandan osteoindiiktif etkilerine ragmen

eksozomlar, hasarli bolgeye mineral destegi saglayamayabilir.

2.4. Eksozom zarina spesifik baglanabilen molekiiller ve Anneksin V

Cesitli molekiiller eksozomlarin zarinda bulunan protein ya da lipidlere baglanarak bu
yapilarin belirli ylizeylere tutunmalari, bazi molekiilleri tagiyabilmeleri ya da 151k

mikroskobunda goriiniir olmalar1 saglanabilir [169] (Cizelge 2.5).
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2.4.1. Eksozom zarna spesifik baglanabilen molekiiller

Miristile edilmis alaninden zengin C kinaz efektor ucu (MARCKS-ED) lizinden zengin
bir peptiddir [170]. Lizin agisindan zengin motifler, zardaki fosfatidilserini algilayabilen
proteinlerin ortak bir 6zelligidir [171]. MARCKS-ED ve diger MARCKS'den tiiretilmis
peptidlerin, negatif kurvatir indlkleyicileri yerine pozitif kurvatir sensorleri olma
avantajina sahip oldugu, potansiyel olarak endositozun uyarilmasi ile iliskili

komplikasyonlari 6nledigi bildirilmistir [170, 172].

Peptid CPO5 aminoasit yapili bir polimerdir. Bu molekiiliin, eksozomlar1 tedavi ya da
teshis amagli hedeflenmesi, ilag tasiyici sistem olarak kullanilabilmesi icin eksozomlara
cesitli iceriklerin yiiklemesini sagladigi bildirilmistir [169, 173]. CPO05, ortak eksozom
ylizey proteini CD63'e baglanarak c¢esitli hiicreler ait eksozomlarin yakalanmasini
saglayabilmektedir [174]. CP0O5 peptidinin eksozomlara baglanmasinin, eksozomlarin
oOzellikleri ve in vivo dagilimlarimi degistirmedigi goriilmustir [174]. Bu peptidin
eksozom ylizeyini modifiye ederek, eksozomlari hedefleme mekanizmasi olarak

kullanildig1 ¢alismalar mevcuttur [169, 173].

Heparin bagl epidermal biiyiime faktorii peptid yapida olup, bu molekiiliin hiicre zarina
baglanabilen formu (proHB-EGF) juksta-membran, transmembran ve sitoplazmik
bolgelerden olusan 208 aminoasitlik bir transmembran proteini olarak sentezlenmektedir
[175]. ProHB-EGF’nin, hiicre yiizeyinde CD9 ve integrin a3fB1 ile bir kompleks
olusturdugu bilinmektedir [176]. CD9’un proHB-EGF transkripsiyonunu arttirmadigi ve
hicre ylizeyindeki proHB-EGF molekiillerinin sayisini etkilemedigi gosterilmistir [176].
Ancak eksozom zarinda bulunan CD9 tetraspanini ile kompleks olusturabilen bu

proteinin eksozomlarla beraber kullanildig1 herhangi bir ¢caligmaya rastlanmamastir.

2.4.2. Anneksin V yapisi ve islevi

Anneksinler, homolog yapida, i¢ kisminda tekrarli tetrad yapist gésteren, zar1 baglayici
bir proteinler ailesini isaret eder [177]. Bu protein ailesinin tim {iyeleri yapisal olarak,
benzer ili¢ boyutlu yap1 gosteren yaklagik 70 amino asitten olugsan dort (anneksin A6'da
sekiz) homolog bolgeden olusan yliksek oranda korunmus bir ¢cekirdege ve bu tekrarlanan
alanlarm ortasinda yerlesik bir delige sahiptir [178]. Her bir bolgede korunakli 17 amino
asit kalmtisindan olusan bir dizi bulunur [177]. Anneksin ailesinin Gyeleri, Ca®

iyonlarinin varliginda negatif yiiklii fosfolipitlere baglanabilir [179]. Anneksinler, Ca?*
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aracili ekzositoz [180, 181], endositoz ile [182], kalsiyum kanal aktivitesi ve sinyal
iletiminde [183] ve organel ve hiicre zarmin spesifik alanlarinin stabilizasyonunda rol
oynar [182, 184]. Bununla birlikte, bu proteinlerden bazilar1 ¢ekirdege go¢ edebilir ya da
ESM’ye salinabilir [177]. Pihtilasma [171] ya da inflamasyon gibi g¢esitli fizyolojik
stireclerin 6nemli duzenleyicileri olarak hareket edebilirler [177].

Anneksin V, bu ailenin kristalizasyon yéntemiyle edilen ve X-RD ile incelenen ilk
uyesidir [178, 185]. Anneksin V hicre ici ve hiicre disinda bulunabilmektedir ve
fosfatidilserin igeren zarlara ¢ok yiiksek afinite ile baglanir [186]. Apoptozun indiksiyon
asamasinda, fosfatidilserin (PS) hiicre zarinin i¢ tabakasindan dig tabakasina geger ve bu
asamada AnV-PS baglanmas1 gerceklesir [187]. Florokromlarla konjlige AnV,
apoptozun floresan mikroskobu ile ya da gercek zamanl goriintiilenmesine izin verir
[188]. Floresan mikroskobu disinda apoptoz 151k ve elektron mikroskobu ile ve akis
sitometrisi ile de tespit edilebilir. Bu nedenle apoptotik streglerin takibinde bu yéntemler
ile siklikla goriintiilenir [189]. AnV veya oto antikorlari ile 6nemli bozukluklar arasinda
iliski oldugu icin, AnV'in fizyolojik rolii giiniimiizde kapsamli olarak arastirilmaktadir
[190-192]. Anneksin V gerekli kosullarda Ca®* kanali gibi davranabilir [179] , aym
zamanda zari zara ve zari hiicre iskeleti bilesenlerine baglayabilir [182, 184]. Anneksin

V’in iki malzemeyi birbirine baglamak i¢in kullanildig1 bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Cizelge 2.5. Eksozom zarinda bulunan olasi tutunma bolgelerine gore baglayici

molekiiller listelenmistir.

Baglayic1 Molekiil Tutunma Bolgesi
AnV [193]

PS
MARCKS-ED (ED residiileri 151-175) [170-172]
CPO5 peptid [174] CD63
proHB-EGF [175, 176] CD9

Yukarida incelenen eksozom zar1 modifikasyonu olan ya da olast zar modifikasyonunu
isaret eden caligmalarinda sadece eksozomlarin zar1 hedef alinmakta modifikasyonun

amacina gore tek tarafli bir baglanma s6z konusudur. Bu tez ¢alismasinda uygulanmasi
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planlanan AnV’in Ca*? varliginda fosfatidilserine yiiksek afinite ile baglandig1
bilinmektedir [186]. Kalsiyum eksik hidroksiapatitin Ca*> baglanma bédlgeleri
oldugundan, hedef, AnV’in KEHA’nin kalsiyum bolgesine eksozom zarindaki
fosfatidilserine ayn1 zamanda tutunarak iki molekiil arasinda koprii olusturmasidir. Bu tez
calismasinda ilk kez kemikte osteoindiiktif ve osteokondiiktif potansiyeli artirmak
amactyla KEHA ile insan Ki-MKH eksozomlar1 AnV ile baglanarak in vitro kosullarda
osteoblastlarin ¢ogalmasi ve matriks sentezini uyarmak tizere etkili miktarlariyla bir araya

getirilmistir.

Yukaridaki genel bilgiler dogrultusunda, tez kapsaminda; (1)B-TCP’nin 1s1l islem 6ncesi
formu olan KEHA uygun &zelliklerde iiretilebilir mi? (2) Insan Ki-MKH’lerinden uygun
ozelliklerde eksozom izole edilebilir mi? (3) Uretilen KEHA’ya AnV ile insan Ki-MKH
eksozomlar1 baglanabilir, yeni bir biyomalzeme formilasyonu tretilebilir mi? ve (4) Elde
edilen biyomalzemenin osteoblastlarin ¢ogalma ve mineralizasyonuna olumlu etkisi var

midir? sorularia cevap verilmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Deney Tasarimu:

Tez deneyleri in vitro kosullarda deney ve kontrol gruplar1 igeren gozlemsel,
multidisipliner, rastgele segilmis ve ileriye yonelik olarak planlanmistir. Deneydeki
bagimsiz degiskenler, gruplar ve zaman; bagimli degiskenler, gogalma ve mineralizasyon
verileridir. Gruplara ait tekrar sayilar1 (n), zaman ve bagimsiz degiskenler Cizelge 3.1°de
Ozetlenmistir. Gruplara ait tekrar sayilar1 giic analizi (¢ift yonlii varyans analizi) ile
belirlenmistir. Buna gore, tlim is paketleri igin 8 tekrar 2 set olarak deney planlanmistir.

Etki boyutu %80, hata pay1 %5 olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Bagiml ve bagimsiz degiskenleri gosteren deney plani. Deney ve kontrol
gruplartyla  gergeklestirilen i paketlerindeki tekrar (n) sayilar
gosterilmektedir. AnV: Anneksin V, KEHA: Kalsiyum eksik hidroksiapatit.

N B Kontrol KEHA-AnV-
g E Gruplar (besiyeri) KEHA AnV Eksozom Eksozom
X 55 ]
M 8 | Zaman (gin) 3 7 3 7 3 7 3 7 3 7
Gercek

=2| czamanh | 8 | 8 |8 | 8|8 |8 |8 |8 /| 8 | 8
)go % coglama (n)
<
m %0

< | ALP iﬁt)""tes' 8 | 8|8 |8|8|8|8|s8| 8 | 8

Bu tez, Biyomiihendislik Anabilim Dali Doktora Programi biinyesinde Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’na ait laboratuvar alt-
yapist ve teknik donanimma ek olarak Sabanci Universitesi Miihendislik ve Doga
Bilimleri Fakultesi ve Nanoteknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi altyapisi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Daha 6nce bahsedilen arastirma sorularini yanitlamak

amaciyla asagidaki is paketleri tamamlanmistir sonuglar degerlendirilmistir.
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Sekil 3.1. Tez calismasinin is akis1 sematize edilmistir. Tez icerigindeki tiim sema ve

sekiller tarafimca yapimistir.
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3.2. Kalsiyum eksik hidroksiapatitin tretilmesi ve karakterizasyonu
3.2.1. Kalsiyum eksik hidroksiapatit (KEHA) Gretimi:

KEHA sentezinde kimyasal ¢oktiirme yontemi tercih edilmistir. Bu amagla kullanilan

baslangig ¢ozeltileri;
. Kalsiyum: kalsiyum nitrat tetrahidrat (Ca(NO3)2.4H20) ¢6zeltisi, pH=5.5
. Fosfor: amonyum di-hidrojen fosfat (NH4H2PQO4) ¢6zeltisi, pH=5.5

Her iki ¢ozeltinin hazirlanmasinda yiiksek safliktaki baslangi¢c bilesenleri (Sigma-
Aldrich, ABD) kullanilmustir. Baslangig¢ ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda 18.2 MQ.cm’lik
saf su kullanilmistir. KEHA iiretimi i¢in Ca/P orami 1.55’dir. Baslangi¢ ¢dzeltilerinin
pH’smin ayarlanmasinda amonyak (%32, Merck, ABD) ¢ozeltisi kullanilmaktadir.
Reaksiyon, 45°C’de karistirilmakta olan fosfor baslangi¢ ¢6zeltisine, kalsiyum baslangi¢
¢ozeltisinin peristaltik pompa ile kontrollii bir sekilde damla damla ilave edilmesiyle
gerceklesmistir. Cozeltiler karistirildiktan sonra olusan jel oda sicakliginda 24 sa
yaslandirilmaya birakilmistir. Yaslandirma siiresi sonunda santrifiijleme islemini takiben
birka¢ defa saf su ile yikama yapilarak reaksiyon ortamindan kalan safsizliklar
uzaklastirnlmistir. Elde edilen KEHA partikiilleri hiicre kiiltliriinde kullanima uygun saf
su (Double processed tissue culture water- Sigma-Aldrich, ABD) igerisinde suspansiyon

olarak muhafaza edilmistir.

B-TCP fazi asidik susuz dikalsiyum fosfatin CaO gibi bir bazla kat1 hal reaksiyonu ile
veya islak kimyasal metotlarla elde edilebilir. B-TCP yiiksek sicaklik fazi oldugundan sivi
fazda dogrudan elde edilemez, ancak stokiyometrik olmayan ve Ca/P orani 1.33 ila 1.65
arasinda degisen KEHA’dan 1sil islem sonrasi elde edilebilir. Esitlik 1'e gore

stokiyometrik olmayan apatitin HAp ve B-TCP'ye doniisiim reaksiyonu verilmektedir:

Caio-x (HPO4) x (PO4)s-x (OH)2-x — Caio (POs)s (OH)2 + B-Caz (PO4)2 + xH20 1)

Cag(HPO4)(PO4)s(OH)—3Ca3(PO4)2+H.0 2

Birinci denklemde x=1 ve Ca/P oram1 1.5 oldugunda elde edilen apatit, KEHA olarak

adlandirilmakta olup kimyasal olarak B-TCP fazina benzemektedir. Isil islem sonrasi
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KEHA’dan saf B-TCP fazi elde edilebilmektedir. Bu amagla sentezlenen KEHA
partikiillerinden kurutma sonrasi -TCP fazinin elde edildiginin gosterilebilmesi i¢in 1sil
islem uygulanmistir. Olusan partikiiller 6ncelikle 80°C’de 12 sa kurutulmustur. Daha
sonra ise sinterlenmistir. Burada dikkat edilen husus, kimyasal dontisiimiin gergeklestigi
fakat morfolojik olarak partikiil farklilasmasina sebep olmayan 1s1l islem parametrelerinin
optimize edilmesidir. Bu amagla kurutma ile elde edilen partikuller ilgili literatirde

Ongoriildiigii tizere 750°C’de 3 sa sinterlenmistir.

3.2.2. Kalsiyum eksik hidroksiapatitin karakterizasyonu:

Elde edilen KEHA ve B-TCP nanopartikiillerinin yapisini belirlemek i¢in X-151m1
difraksiyonu (X-ray Diffraction- XRD) ve Raman Spektroskopisi teknikleri kullanilmis,
partikullerin  morfolojisini belirlemek icin ise Gegirimli Elektron Mikroskobu

(Transmission Electron Microscopy- TEM) kullanilmustir.

3.2.2.1. X-smm difraksiyonu ile Kkalsiyum eksik hidroksiapatitin yapisal
karakterizasyonu:

Bir maddenin kristal yapisim1 incelemek i¢in X st kirmimi  tekniginden
yararlanilmaktadir. Bu metot, olduk¢a kisa dalga boyuna olan elektromanyetik
dalgalardan olusan X-1sinlar1 demetinin analizi yapilacak olan orneklere gonderilerek
kristallerin atomlarina ¢arptirtlmasi sonucu yansitilmasi esasina dayanmaktadir. Bir
baska deyisle kristalografide X 1sinlar1 sayesinde yapilan yapisal analizde, atom ve
molekillerin uzaydaki t¢ boyutlu dizilimlerini incelenmektedir. Analiz igin Sabanci
Universitesi Miihendislik ve Doga Bilimleri Fakiiltesinde bulunan X-Ismi
Difraktometresi (D2 PhaserX-RD, Bruker, ABD) kullanilmistir. Adim tarama modunda
CuKa radyasyonu kullanilarak 30 kV'luk bir tiip voltaj1 ve 10 mA’lik bir tiip akimi ile
gerceklestirilmistir. Tarama i¢in adim boyutu 0,02 © ve tarama hiz1 1 sn/adim olarak
secilmigtir. Pik geniglemesine bagli olarak, orneklerin ortalama kristalit boyutu (D),
sirastyla HAp ve B-TCP'ye karsilik gelen (002) ve (0210) yansimalari kullanilarak
Scherrer denklemi uyarinca DIFFRAC.EVA yazilim1 (Bruker, AXS GmbH, Almanya)

ile hesaplanmustir:
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0.94A

Dhkl = ————
(CosB)Bhkl

Burada Bhkl; radyan cinsinden pikin yar1 yiiksekligindeki genisligi, A; CuKa
radyasyonunun dalga boyu (1.5406 A), k; 0.94'e karsilik gelen sekil faktdriidiir ve 0 ise
incelenen pikin gelen yansima diizleminin kirimim agisidir. Kristallik derecesi (Xc¢) ise,
bir numunenin incelenen hacmindeki kristal faz yiizdesine karsilik gelmektedir. D'ye
benzer sekilde, Xc de, karsilik gelen bir yansimanin genisliginden yine DIFFRAC.EVA

yazilimiyla hesaplanabilir:

kA

XC = Bhrl

3

Burada Xc; kristallik derecesi, Bhkl; derece cinsinden pikin yari yiiksekligindeki genisligi
ve “kA” ise sabit olup degeri 0.24'tir [194].

3.2.2.2.Raman Spektroskopisi ile kalsiyum eksik hidroksiapatitin yapisal
karakterizasyonu:

Raman Spektroskopisi analizlerinde Sabanci Universitesi Nanoteknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde bulunan, 532 nm yesil lazer eklentisine sahip Raman (InVia,
Reinshaw, BK) cihazi kullanilmistir. Raman analizi ile HAp ve B-TCP fazlarindaki farkli
titresim modlar1 sayesinde, KEHA'dan B-TCP fazinin olusumunun erken asamalarinin
daha iyi bir degerlendirmesini elde edilebilmektedir. Her iki faz icin de (PO4)*" grup
modlar1 hakim oldugundan, érneklerin Raman spektrumlari, 6zellikle (PO4) *~ modlar
dikkate alinarak degerlendirilmistir. B-TCP birim hiicrede 42 (PO.) * tetrahedra'ya
sahipken, HAp birim hiicresi yalnizca alt1 (POa4) *~ tetrahedra icerir [194].

3.2.2.3. Gegcirimli elektron mikroskobu ile kalsiyum eksik hidroksiapatitin

morfolojik karakterizasyonu:

Kalsiyum eksik hidroksiapatit morfolojik karakterizasyonu i¢in gerceklestirilen TEM

analizlerinde Eskisehir Teknik Universitesi’nde bulunan yiiksek ¢ozinurlikli TEM
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(JEM-2100F UHR7HRP, JEOL, Japonya) cihazi kullanilmistir. Analizi igin, numuneler
ultrasonik olarak etanol icinde suspanse edildikten sonra TEM gridine (Pelco Net
Mesh™ Cu grid, Ted Pella, ABD) damlatilarak kurumaya birakilmistir.

3.3. Insan kemik iligi kaynakh ticari mezenkimal kék hiicrelerden eksozomlarin

eldesi ve karakterize edilmesi
3.3.1. Mezenkimal Kok Hucre Kultur ve Karakterizasyonu:

Ticari hiicre hatt1 olarak satin alman insan Ki-MKH (ATCC, ABD) uygun kosullarda
dondurulmus olarak temin edilmistir. Dondurma tlplnde bulunan hiicreler 37°C’de su
banyosunda ¢oziilene kadar bekletilmis, biiyiime besiyeri (MEM-a (Lonza, Isvigre), %20
fetal bovine serum (FBS) (Gibco, Thermo Fisher, ABD), %1 penisilin/streptomisin (P/S)
(Lonza, Isvigre), %1 L-glutamin (Lonza, Isvigre)) ile 15 mI'lik santrifiij tiipiine aktarilarak
1200 rpm’de 5 dk boyunca santrifiijlenmistir. Dondurma besiyeri igeren supernatant
hiicrelerden uzaklastirilmis, pellet 10 ml biiylime besiyerinde ¢oziilmiistiir. Hiicre miktari,
hemositometrik hiicre sayimi yontemi ile yapilmistir. Sayim sonrasinda hiicreler
yogunluklarina gore 75 cm2’lik hiicre kiiltiirii kaplarna ekilerek, 37°C ve %5 CO:2
kosullarinda inkiibe edilmis, 2-3 giinde bir biiyiime besiyerleri yenilenmistir. Kiiltiirleri
yapilan mezenkimal kok hiicreler 151k mikroskobu altinda incelenerek, ~%80 yogunluga
ulastigr tespit edildikten sonra hiicrelerin mezenkimal kok hiicre karakteristik
ozelliklerini tasidig1 teyit edilmistir. Karakterizasyon 5. pasaj hiicrelerde

gerceklestirilmis, tez kapsamindaki diger deneylerde de bu pasaj kullanilmistir.

3.3.1.1.Morfolojik Degerlendirme:

Insan KI-MKH’lerin kiiltiir sirasinda bulunduklari kiiltiir kabina yapisma ve hticre kiltur(
gerceklestirildigi sirada hiicrelerin, invert 151k mikroskobu altinda plastik hiicre kiiltiir
kab1 yiizeyine yapisabilmeleri ve MKH’ nin karakteristik 6zelligi olan poligonal, igsi

morfoloji gdstermeleri degerlendirilmistir.
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3.3.1.2.Yuzey Antijenik Ozelliklerin Belirlenmesi:

Cogaltilan MKH’lerin karakteristik CD44 ve CD90 yiizey belirteclerini eksprese edip
CD38, CD45 vyuzey belirteclerini eksprese etmediklerinin degerlendirilmesi i¢in
enzimatik olarak birbirlerinden ve tutunduklar1 ylizeyden ayrilmistir. Bunun i¢in her bir
T75 kiiltiir kabina 5ml %0,25°lik Tripsin-EDTA (Lonza, Isvigre) ¢ozeltisi eklenmis ve 5
dk boyunca 37°C ve %5 CO2 kosullarini saglayan inkiibatdrde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda MKH’lerin yiizeyden ve birbirlerinden ayrildiklar1 1s1k
mikroskobundan da goéruldukten sonra tripsin aktivitesini durdurmak icin FBS iceren
bliylime besiyeri eklenmistir. Besiyeri eklenen hiicreler 1200 rpm’de 5 dakika
santrifijlenmistir. Pellet homojenize edilerek hiicre sayimi yapilmistir. Hiicre sayimu,
hiicre siispansiyonu ile tripan mavisi boyasinin orani 1:1 olacak sekilde sulandirilarak
yapilmigtir. Hiicre sayimi sonrasinda her bir FACS tiipiinde 2x10° hiicre olacak sekilde 2
ml PBS ile konulmustur ve tiipler 1500 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiijlenme
sonunda olusan pellet homojenize edilerek iizerine 100 pl PBS/BSA/Na Azide (PBN) ve
Cizelge 3.2°de gosterilen her bir antikordan 5 ul olacak sekilde eklenerek +4°C’de,
karanlik ortamda 20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen hiicreler 20 dakika sonunda
2 kere PBN ile yikanmistir. Yikama asamasindan sonra 200 ul PBN eklenerek Aria 2
FACS (BD Biosciensces, ABD) cihazi ile okutulmustur. Isaretlenen hiicrelerin yiizey
belirtecleri igin 15.000 olgu ile okumasi yapilarak degerlendirme yapilmistir. Bu ¢alisma

FacsDiva yazilimi ile gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.2 Deneyde kullanilan antikorlar ve izotip kontrolleri tabloda 6zetlenmistir.

Antikor/izotip Kontrol Florokrom

Fare anti insan CD44 / 19G1 (BD Biosciences, ABD) | FITC

Fare anti insan CD45 / 19G; (BD Biosciences, ABD) | FITC

Fare anti insan CD29 / 19G; (BD Biosciences, ABD) | APC

Fare anti insan CD38 / 19G1 (BD Biosciences, ABD) | PE

3.3.1.3.0steojenik ve Kondrojenik Farkhlasma:

Insan KI-MKH'erinin osteojenik ve kondrojenik farklilasma potansiyelleri

degerlendirilmistir.
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Osteojenik farklhilagma icin; hiicreler 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina, kuyucuk basina
15x103 hiicre olacak sekilde 12 kuyucuga ekilmis ve %80 yogunluk oranina ulasana kadar
2 giinde 1 kere olacak sekilde eski besiyerleri atilarak taze besiyeri eklenmistir. Istenilen
yogunluga ulagan hiicreler 0.5 ml PBS ile yikanarak 6 kuyucuguna %10 FBS (Gibco,
Thermo Fisher, ABD), 100 nM deksametazon (Sigma-Aldrich, ABD), 10 mM p-
gliserofosfat (Sigma-Aldrich, ABD) ve 0.2 mM L-askorbik asit (L-AA) (Merck
Millipore, ABD) iceren osteojenik farklilagtirma besiyeri ve 6 kuyucuguna %10 FBS
(Gibco, Thermo Fisher, ABD), %1 P/S (Lonza, Isvigre) ve %1 L-glutamin (Lonza,
Isvigre) eklenen DMEM-LG (Lonza, Isvigre) besiyeri koyulmustur. Besiyerleri 3 giinde
1 kere olacak sekilde taze besiyeri ile degistirilmistir ve 21. giinlin sonunda tiim
kuyucuklardan besiyerleri uzaklastirilarak 0.5 ml PBS (Lonza, Isvicre) ile yikanmustir.
Osteojenik farklilastirma degerlendirmesi hiicre ici ALP aktivitesinin dl¢iimii kantitatif
olarak yapilmigtir; yikanan kuyucuklara {reticinin talimatlari dogrultusunda 0.5 ml
SIGMAFAST pNPP (p-Nitrophenyl phosphate) substrat (Sigma-Aldrich, ABD)
soliisyonu eklenmistir. Soliisyon eklenen kiiltiir kab1 folyo ile kaplanarak karanlik bir
ortam saglanmigtir, 30 dakika 37°C ve %5 oraninda CO2 iceren inklbatorde
bekletilmistir. Otuz dakika sonunda kiiltiir kab1 inkiibatérden alinarak her bir kuyucuktan
200 pl cekilerek 96 kuyucuklu kiiltiir kabina karanlik ortamda koyulmustur ve 96
kuyucuklu kiilttir kab1 ELISA okuyucuda 405 nm dalga boyunda okutulmustur.

Kondrojenik farklhilastirma icin; yeterli sayiya ulasmis olan mezenkimal kok hiicreler
tripsin ile kaldirilmis ve sayimlari yapilmistir. Hicreler, 2 adet 15 ml’lik santrifij
tlplerine yikama solusyonu igerisinde hilicre olacak sekilde ayrilmistir ve uygun oranda
PBS ile sulandirilarak 1500 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij stresi
bittiginde stipernatant atilarak, pellet karigtirilmigtir. Pellet izerine 2 ml normal gelisim
medyumu eklenerek tekrar 1500 rpm’de 15 dakika santrifijlenmis, santrifiij sonunda
santrifiij tlplerinin kapaklar1 aralik olacak sekilde inkiibatore yerlestirilmistir. Santrifj
tlpl dibinde 24 sa sonunda top olusup olusmadigi kontrol edilmis top seklinde olusan
pellet tizerindeki besiyeri toplanip atilmis ve PBS ile yikama yapilarak, kontrol santrifij
tplne 2 ml normal biiyiime besiyeri, farklilasma santrifilj tlpine ise 2 ml farklilasma
besiyeri (%0,01 Deksametazon (Sigma-Aldrich, ABD), %1 penisilin-streptomisin
(Lonza, Isvigre), %1,25 L-AA (Sigma-Aldrich, ABD), %1 Na-piruvat (Sigma-Aldrich,
ABD), %1 pl ITS+premix (Corning, ABD), %1 ul TGF-$ (Sigma-Aldrich, ABD), %1 L-
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Glutamin (Lonza, Isvicre) ve DMEM-LG (Lonza, Isvigre)) eklenmistir. Santrifij tpleri
inkibatorde cok hareket ettirilmeyecek bir bélgeye koyularak 3 giinde bir besiyerleri
pipet ile toplanarak yerine 2 ml taze besiyeri koyulmustur ve 21 gin boyunca takip

edilmistir. Siire¢ sonunda gRT-PCR ile degerlendirme yapilmistir [195].

3.3.2. Eksozomlarin izolasyonu ve Karakterizasyonu:

Eksozom izolasyonu oncesi eksozom kontaminasyonunu engelleyebilmek amaci ile
kiiltiire edilmis ve %70 yogunluga ulasmis Ki-MKH’ler, oda sicakligindaki PBS ile 3
defa yikandiktan sonra 1-2 giin eksozom icermeyen FBS’li hiicre kiiltiir besiyerinde
inkiibe edilmistir. Eksozom izolasyonu deney diizenegine uygun olan yontemin
secilebilmesi agisindan iki farkli yontem, ultrasantrifiijleme ve manyetik olarak aktive

edilmis hiicre siralama (Magnetic Activated Cell Sorting- MACS) ile izole edilmistir.

3.3.2.1.Manyetik olarak aktive edilmis hiicre siralama (Magnetic Activated Cell
Sorting-MACS) yontemi ile eksozom izolasyonu:

Mezenkimal kok hiicrelerden eksozomlarin izolasyonu ii¢ asamada tamamlanmistir. Bu
asamalar hiicre kiiltliri slipernataninin 6n temizligi sonrasi; manyetik isaretleme,
manyetik ayirma ve eksozom ellisyonu olarak siralanabilir. Hiicre, hiicre artiklar1 ve
biiylik vezikiillerin uzaklastirilmasi i¢in 300 g’de 10 dakika (dk), 2.000 g’de 30 dk ve
10,000 g’de 45 dk seri santrifiijlenmistir. Elde edilen pellet atilarak, siipernatant
kullanilmistir. Manyetik isaretleme siirecinde, 2 ml eksozom igeren 6rnek igin, 50 pl
eksozom izolasyonu mikro boncuk soliisyonu eklenerek, iyice karigmast igin
vortekslenmigtir. Karisim 1 sa  oda sicakliginda inkiibasyona birakilmigtir.
Ardindan, manyetik ayirma asamasina ge¢ilmistir. Bunun i¢in uMACS ayirict manyetik
bolgesine yerlestirilmis olan p kolon deneye hazirlanmistir. Kolon {izerine manyetik
olarak etiketlenmis Ornek uygulanmis ve ardindan izolasyon tamponu ile kolon
yikanmistir. Eksozomlarin eliisyonu i¢in; kolon manyetik ayiricidan ¢ikarilmis ve
igerisindeki manyetik isaretli eksozomlar dikkatlice 1,5 ml’lik santriflij tlpine

aktarilmistir.
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3.3.2.2.Ultrasantrifujleme yontemi ile eksozom izolasyonu:

Eksozom icermeyen FBS’li besiyeri ile inkiibe edilen MKH’lerin besiyeri cekilerek
400g’de 10 dk santrifiijlenmis, siipernatant yeni santrifiij tiiptine alinarak 3000g’de 10 dk
santrifiijlenmistir. Santrif(ij tlpUndn dibinde 1-2 ml kalacak sekilde siipernatant
cekilmistir. Siipernatant vortekslenmis ve yeni 35 ml’lik ultrasantrifiij tiiplerine
aktarilarak, 35 ml PBS ile tamamlanmistir. Hiicre artiklar igeren pelleti uzaklastirmak
icin 10000 g’de 10 dk santrifiijlenmis, stpernatant 30.000g’de 30 dk santrifiij edilmistir.
Ardindan silipernatant yeni bir santrifiij tiipline alinmis, iizeri yeniden PBS ile 35 ml’ye
tamamlanmigtir. Sonra 100.000g’de 90 dk boyunca santrifiijlenmis, siipernatant atilarak,
PBS ile hacim 35 ml’ye tamamlanmis, yeniden 100.000g’de 90 dk boyunca
santrifjlenmistir. Son olarak siipernatant atilmis ve kalan pellet 500ul PBS ile

¢Ozilmiistiir.

3.3.2.3. Eksozomlarin Karakterizasyonu:

Taramali elektron mikroskopisi ile eksozom karakterizasyonu: Taramali elektron
mikroskobu mikrograflarinin analizi Oncesi, eksozom pelleti HEPES icinde 1:100
oraninda seyreltilmistir. Bu sayede eksozomlarin kiimeler olusturulmasinin bir miktar
Onitine gecilmistir. Silikon levha {izerine sulandirilmis olan eksozom soliisyonu ~1pl
hacimde siiriilmiistiir. Bu sayede eksozomlarin kiimelesmesinin 6niine bir gecilmistir.
Eksozom soliisyon damlasi etiivde 30°C sicaklikta kurutulmus 1 sa siire ile tamamen
kurutulan damla tizerine kaplama cihazi (Cressington Sputter Coating-108 auto, Ted Pella
Inc., ABD) ile 5nm kalinliginda altin kaplama yapilmigtir. Sonra tutucuya oturtulan
silikon levha cihaza yerlestirilmistir. Ornek, diisiik vakumlu ikincil elektron detektorii
kullanilarak SEM (JIB-4601F, JEOL, Japonya) ile goriintiilenmistir.

Gegirimli elektron mikroskopisi ile eksozom karakterizasyonu: Formvar karbon kapli
200 mesh’lik bakir gridler (Ted Pella Inc., ABD) mat ylizlerine eksozom igeren
orneklerden 15ul gridlerin iistiine damlacik olusturulmustur. 30 dk kadar petrinin agzi
yart agik bigimde bekletilip gridlerin tstiindeki Ornek soliisyonlarinin ¢dkmesi
beklenmistir. Temiz bir parafilmin stiine 0.22°lik filtre yardimiyla fosfotungustik asit
(PTA) (Sigma-Aldrich, ABD), uranil asetat (UA) (Sigma-Aldrich, ABD) ve distile su

damlaciklar1 olusturulmus ve damlacitk boyama yoOntemi kullanilarak boyama
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gerceklestirilmistir. UA damlaciginda 1 dk UA ve PTA damlaciginda 2 dk bekletilen
gridler 3’er defa distile su ile yikanmigtir. Ardindan gridlerin {stiindeki fazla siv1 filtre
kagidi yardimi ile uzaklastirilmis, kurutma kagidi iistiine, 6rneklerin bulundugu taraf
yukar1 bakacak sekilde kurumaya birakilmistir. Ornekler kurudugunda TEM’e (JEM-
1400, JEOL, Japonya) bagh dijital kamera (Gatan, Almanya) ile goriintiileme yapilmistir.

Protein Miktarinin ve Yiizey Belirteclerinin Belirlenmesi: EKsozom iceren ornek icinde
bulunan protein miktarin1 analiz edebilmek ve yiizey belirteclerinin analizinde antikor
oranlarinin belirlenmesi amaciyla BCA Total Protein Testi (Pierce™, Thermo Fisher,
ABD) kullanilmistir. Standartlarin (2000pg/ml ile 1,95ug/ml araliginda) her birinden ve
ornekten 25ul alinarak mikro-plaka kuyucuklarina koyulus ve her bir kuyucuk {izerine
200ul BCA soliisyonu eklenerek 37°C’de 30 dk inkiibe edilmistir. Siire sonunda kultir
kabinin sogumast beklenmis, ardindan 562 nm dalga boyunda okumasi
gerceklestirilmistir. Elde edilen protein miktarina gore kullanilacak olan antikorlarin
miktarlar belirlenmistir. Yiizey belirteclerinin degerlendirilmesi i¢in ilk olarak her bir
eksozom izolasyon yéntemine gore belirte¢ icin belirlenen her bir tiipe 5ul, 3,6 pum
boyutunda (4,2g/100ml) karboksil lateks boncuklar (Thermo Fisher, ABD) eklenmistir.
Belirlenen protein miktarina gore her 1 pg eksozom icin 1ul boncuk konulmasi
gerekmektedir. Boncuklar ayr1 ayr1 CD9, CD63 ve CD81 belirteclerini yakalayacak
sekilde gruplandirilmistir. Boncuklar tiiplere eklendikten sonra gece boyunca rotatorda
karigmalar1 saglanacaktir. Ardindan karisim 10.000g’de 5 dk boyunca santrifiijlenmis,
pellet tiip basina 50 pl olacak sekilde PBS ¢oziilmiistiir. Uzerlerine ilgili antikorlar
konulduktan sonra oda sicakliginda 1 sa karanlikta inkiibe edilmis, tiip bagina 1ml PBS
eklenerek vortekslenmistir. Sonrasinda karisim 10.000g’de 10 dk santrifiijlenmis, elde
edilen pellet 100ul PBS igerisinde ¢oziilerek vortekslenmistir. Hazirlanan 6rnekler akim
sitometrisi cihazina (Novocyte, Agilent, ABD) analiz edilmek iizere yerlestirilmistir.
Antikorlar ile isaretlenen hiicrelerin yiizey belirteglerinin 10.000 olgu ile okumasi

yapilarak degerlendirme yapilmistir.

Eksozomlart parcacitk boyutu ve konsantrasyonunun belirlenmesi: Eksozomlarin
mililitredeki partikiil sayisi ve boyutu Nanopartikiil Takip Analizi (Nanoparticle tracking
analysis-NTA) cihazi (iZON gNano Gold, 1zon Science Ltd., New Zelanda) kullanilarak
yapilmistir. Eksozom ornekleri 1:20 HEPES i¢inde sulandirilmis, 40-225 nm ¢aplh
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parcaciklar1 hedefleyen NP80 nanopor aparati kullanilarak 6l¢iim 0.56V akim ile
gerceklestirilmistir.

3.4. Kalsiyum eksik hidroksiapatitin anneksin V molekill ile eksozomlar:

baglamasi

Bu kapsamda KEHA nanoseramiklerin yiizeyleri, eksozom membraninda bulunan
fosfotidilserinlerini hedefleyerek baglayacak olan AnV ile modifiye edilmis ardindan
eksozomlarin baglanmas: saglanmstir. Islevsellestirme degerlendirme c¢alismalarinda,
atomik guc mikroskopu (AFM) yerine SEM ile mikrograflar elde edilmistir. HEPES den
gelen tuz kristallerinden olusabilecek kalintilar bu sayede yiiksek ¢oziiniirlikli SEM’ de
tanimlanarak baska bir olusum ile karistirilmasinin Ondne gegilmistir. Elektron
mikroskobu mikrograflarinin analizi 6ncesi, 6rnekler hazirlanmistir. Bunun i¢in Cizelge

3.3’deki yontem basamaklari uygulanmustir.

Cizelge 3.3. Elektron mikroskobu analizleri i¢in &rnek hazirlama ve konsantrasyon

bilgileri 6zetlenmistir.

Konsantrasyon
Malzeme Hazirlamisi
Baslangic Son

1:10 oraninda hiicre kiiltiir seviyesinde
AnV (BD su ile sulandirilmistir. AnV’in
Biosciences, | sulandirmast iiretici firmanin verdigi 10x 1x
ABD) protokolden uyarlanarak

gergeklestirilmistir.

Hucre kiltir seviyesinde su ile
KEHA sulandirilmistir. 60mg/ml 0-Ipg/ml
Eksozom BCA ile tqtgl protem analizi - Kpnsantrasyona 25ug/ml

gerceklestirilmis, karisima eklenmistir. | gore
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3.4.1. Kalsiyum eksik hidroksiapatit- AnV- eksozom baglanmasinin

karakterizasyonu ve goruntilenmesi

3.4.1.1. Kalsiyum eksik hidroksiapatit- AnV- eksozom baglanmasimin Raman
Spektroskopisi ile karakterizasyonu:

Raman spektroskopisi degerlendirmesinde, 532nm yesil lazer kaynagi ile Raman
spektrometresi (inVia, Reinshaw, BK) ve 1sik mikroskobu (Leica, Avusturalya)
kullanilmistir. Cihaz, 30 um lazer giicii kullanarak 35 saniyede bir veri toplayacak, 5x ve

20x ve 50x biiyilitme gosterecek sekilde ayarlanmustir.

3.4.1.2. Kalsiyum eksik hidroksiapatit- AnV- eksozom baglanmasinin SDS-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile karakterizasyonu:

Kopolimerize jelatin (1.5mg/ml) igeren %12 poliakrilamid jel (11cm ¢oziinmiis jel-
0.75mm kalinlikta) kaliba dékiilmiistiir [196]. Ornekler 1:1 oraninda yiikleme soliisyonu
(SDS, bromofenol mavi, gliserol, tris ve distile su iceren karisim) ile karistirilmistir.
20’ser ml 6rnek karisimi kuyucuklara yiiklenmistir. Elektroforez 10 dk 120V, 60dk 190V

olarak uygulanmis, 6rneklerin jelde yiirtimeleri saglanmaistir.

3.4.1.3. Kalsiyum eksik hidroksiapatit- AnV- eksozom baglanmasiin taramal

elektron mikroskopisi ile gérinttlenmesi:

Kompozit baglanmasinin morfolojik degerlendirmesi i¢in yiiksek ¢oziiniirliiklii SEM’de
(JIB-4601F MultiBeam Platform, JEOL Ltd., Japonya) ii¢ deney grubu (A) Yalnizca
KEHA damlasi grubu ve (B) AnV ve KEHA in bir arada bir damla i¢inde bulundugu grup
ve (C)KEHA, AnV ve insan Ki-MKH eksozom soliisyonu iceren damla incelenmistir.
Silikon levha iizerine soliisyonlar ~1pul hacminde damlatilmistir. Biitiin soliisyon
damlalar1 bir gece ¢eker ocak altinda kurumaya birakilmis, tamamen kurutulan damla
yiizey yiikii etkilerini azaltmak amaciyla, kaplama cihaz1 (Cressington Sputter Coating-
108 auto, Ted Pella Inc., ABD) ile 5Snm kalinliginda altin kaplama yapilmistir. Sonrasinda
tutucuya oturtulan silikon levha cihaza yerlestirilmis, diisiik vakumlu ikincil elektron

detektori ile x700 ve x150.000 biiyiitmede incelenmistir.
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3.4.2. Eksozomlarin Kalsiyum eksik hidroksiapatit’den salimi

Salim i¢in belirlenen siirelere gore (0, 15, 30. dk, 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48. sa) KEHA-AnV-
insan Ki-MKH eksozomlar1 iceren malzeme esit konsantrasyonlarda santrifiij tiiplerine
hazirlanmistir. Siiresi dolan 6rnek ilk olarak 1200rpm’de 10 dk boyunca santrifiijlenmis,
sonra siipernatandan alinan 6rneklerin igerdikleri eksozom miktart BCA protein tayin
yontemi kullanilarak ELISA okuyucu ile 562 nm dalga boyunda alinan ol¢limler
sayesinde elde edilen absorbans verilerinin karsilik geldigi miktarlar standart egri
denklemine yerlestirilerek hesaplanmig, baglanma-salim grafigi GraphPad Prism 8
(Prism GraphPad v8.4.2, ABD) yazilimi ile ¢ikarilmistir. Deney 2 set, 3 tekrarli olarak
gerceklestirilmistir.

3.5. Kalsiyum eksik hidroksiapatit- AnV- eksozom formulasyonunun osteoblastlarin

cogalma, matriks sentezi ve mineralizayonuna etkisinin degerlendirilmesi

Osteoblastlarin  ¢ogalma, matriks sentezi ve mineralizasyonuna etkisinin
degerlendirilmesi Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji
Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir. Kalsiyum eksik hidroksiapatit- AnV- eksozom
formilasyonunun osteoblastlarin ¢ogalmasi lizerindeki etkisi gergek zamanli hiicre
¢ogalma analiz (Xcelligence RTCA SP, Agilent, ABD) cihazi ile ve matriks sentezine ve
mineralizasyona etkisinin degerlendirilmesi amaciyla ALP aktivitesi ELISA cihaz

(VersaMax, Molecular Devices, ABD) ile 6l¢iilmiistiir.

3.5.1. Kalsiyum eksik hidroksiapatit ve eksozomlarin osteoblast ¢cogalmasinda etkili

dozunun belirlenmesi

Kalsiyum eksik hidroksiapatit ve eksozomlarin proliferatif etkilerinin degerlendirilmesi
icin gercek zamanli hiicre ¢cogalma analizi (Xcelligence RTCA SP, Agilent, ABD) cihazi
kullanilarak gergek zamanli ¢ogalma degerlendirmesi yapilmigtir. Bunun igin 96
kuyucuklu kiiltiir plaginin her bir kuyusuna 2x10° hiicre ekilmis, hiicrelerin plak yiizeyine
tutunmalarina izin verilen 24 sa 37 °C, %5’lik CO: kosullarim1 saglayan inkiibatorde
bulunan ger¢ek zamanli hiicre ¢ogalma analizi cihazinda, inkiibasyon sonrasinda
kuyucuklardaki biiyime besiyeri uzaklastirilarak, belirlenen dozlarda (0.1, 1, 10, 100

pg/ml) KEHA ve/veya eksozom igeren biiyiime besiyerleri eklenmistir. Sonrasinda 24,
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48 ve 72. sa hiicrelerin ger¢cek zamanli biiylime egrileri degerlendirilerek osteoblastlarin

cogalmasi icin eksozom dozu belirlenmistir.

3.5.2. Kalsiyum eksik hidroksiapatit- AnV- eksozom formilasyonunun

osteoblastlarin mineralizasyonuna etkisinin ALP analizi ile degerlendirilmesi:

Yirmidort kuyucuklu hiicre kiltiir plaklarina kuyucuk basina 20.000 hFOB ekilmistir.
Hiicrelerin %70 yogunluga ulagmasi beklendikten sonra kuyucuklara uygun dozda (0.1
ng/ml KEHA/25 pg/ml eksozom) KEHA-ANV-insan Ki-MKH eksozomu formiilasyonu
eklenmistir. Deney 2 set, 5 tekrarli olarak gergeklestirilmistir. 3. ve 7. glnlerde ALP
aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Bunun i¢in PBS ile yikanan kuyucuklara iireticinin talimatlar
dogrultusunda 0.5 ml SIGMAFAST pNPP substrat (Sigma-Aldrich, Almanya) ¢ozeltisi
eklenmistir. Cozelti eklenen kiiltiir kab1 folyo ile kaplanarak karanlik bir ortam
saglanmistir, 40 dk 37°C ve %S5 oraninda CO: igeren inkiibatérde bekletilmistir.
Inkiibasyon sonunda her kuyucuktan 200 pl g¢ekilerek 96 kuyucuklu kiiltiir kabia
karanlik ortamda koyulmustur. Kiiltiir kabindaki ALP aktivitesi ELISA okuyucuda
(VersaMax, Molecular Devices, ABD) 405 nm dalga boyunda okutulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Kalsiyum eksik hidroksiapatit’in karakterizasyonu:

4.1.1. Kalsiyum eksik hidroksiapatit’in X-i51m1 difraksiyonu ve Raman

spektroskopisi ile karakterizasyonu:

Bir malzemenin hangi yapisal faz(lar)dan olustugunun goésterilmesi i¢in X 1511 kirinimi
analizi sonucu elde edilen spektrumlar referans spektrumlar ile mukayese edilmelidir.
Referans spektrumlar, Powder Diffraction File (PDF) olarak tanimlanip, X-RD analizi
programlari ile temin edilebilmektedir. Bir faza ait referans spektrumda mevcut olan tiim
piklerin, analizi yapilan malzemeye ait spektrumda da tespit edilmesi gerekmektedir. Bu
amagla yiiriitiilen calismada KEHA sentezlendikten sonra vakumda kurutularak X-RD ile
analiz edilmistir. Sekil 4.1-B’de goriildiigii gibi faz analizlerinde HAp i¢in 009-0432 TCP
icin ise 09-169 numarali standart PDF kartlar1 kullanmilmistir. Sekil 4.1-A’da

sinterlenmemis 6rnekte HAp’a ait karakteristik pikler tespit edilmistir.

A B
KEHA HA-PDF No: 09-432
o) 3
.c=j: 'f:f 80 I 1l l M nl L1
-2 20 25 30 as 40 45 =20 25 30 35 40 45
= 2t
K= p-TCP -f_ B-TCP-PDF No: 09-169
- -~
~ (=]
2 Z
o 7
[T | lAlA | | YR IPY T PR VR N
20 25 30 35 40 45 2 25 30 RE 40 45
20 20
C
il A B-TCP
39.61 (1010)
19 2
D (nm) 39.61 (002) 57.91 (0210)
Xc¢ 78.5 89,1

Sekil 4.1. Sekilde (A) sentezlenen KEHAya ve B-TCP’ye ait X-151n1 difraktogrami, (B)
referans numunelere ait X-1sm1 difraktogramlari, (C) hesaplanan ortalama
kristal boyutu ve kristallik derecesi gorilmektedir. D: ortalama kristalit boyutu,

Xc: kristalit derecesini ifade etmektedir.

38



Raman spektroskopisi, kimyasal yapi, faz ve polimorfi, kristallik ve molekiiler
etkilesimler hakkinda ayrintili bilgi saglayan, tahribatsiz bir kimyasal analiz teknigidir ve
15181n bir malzeme i¢indeki kimyasal baglarla etkilesimine dayanmaktadir. Bu teknik ile
molekiillerin titresim modlarinin yan1 sira donme ve diger diisiik frekansli sistem modlari
belirlenebilir. Tez kapsaminda iiretilen KEHA ve 1s1l islem sonrasi olusan B-TCP’nin
molekiiler titresimlerden faydalanilarak analizi i¢in Raman spektroskopisi teknigi

kullanilmistir. KEHA ve B-TCP’ye ait olan Raman spektrumlar1 Sekil 4.2°de
verilmektedir.

-
=

—KEHA ol | —KEHA
= | —B-TCP ‘ = — B-TCP ol (962)
G g
) 2| ¥ oF
: :| O oo
= Et vl simetrik gerilme modu bl (3%)
g o3 g ol (947
S 2 K
400 600 200 1000 1200 900 920 940 960 980 1000
Raman Kaymas: (em™') Raman Kaymasi (cm™)

Sekil 4.2. Sentezlenen KEHA’ya ve KEHA nin 1s1l igleme tabi tutulmasi sonucu elde
edilen B-TCP’ye ait Raman spektrumlar1 A) 400-1200 cm™ B) 900-1000 cm™.
Spektrumlarda fosfat grubuna ait tam simetrik vl titresim modu KEHA’de 962
cm-1’de gozlenirken, faz doniisiimii sonras1 B-TCP’de 947 ve 969 cm-1’de iki

ayrik pik olarak goriilmektedir.

4.1.2. Kalsiyum eksik hidroksiapatit’in gecirimli elektron mikroskobu ile morfolojik
analizi:

Kurutulmus KEHA partikiillerinin stokiyometrik veya stokiyometrik olmayan HAp
partikiillerinin morfolojisine benzer sekilde igne benzeri morfolojide oldugu
gozlemlenmistir. 750°C'de sinterleme sonrasi faz doniigiimii ile elde edilen B-TCP
partikillerinde KEHA partikilleri ile oldukga benzer bir morfoloji g6zlenmistir. Yalnizca

uygulanan 1s1l isleme bagli olarak partikiillerin kalinlagtigi goriilmistiir. Kurutulmus ve
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sinterleme sonrasi elde edilen 6rneklere ait aydinlik alan elektron mikrograflart Sekil

4.3’te goriilmektedir.

Sekil 4.3. Kurutulmus (A) KEHA ve (B) sinterleme sonrasi elde edilen B-TCP 6rneklerine

ait aydinlik alan elektron mikrograflar1 goriilmektedir.

4.2. insan kemik iligi kaynaklh mezenkimal kok hiicrelerden eksozomlarin eldesi,

saflastirilmasi ve karakterize edilmesi

4.2.1. Insan kemik iligi kaynakh mezenkimal kok hiicrelerin Kkiiltiirii ve

karakterizasyonu:

igsi, polimorfik bi¢imli insan Ki-MKH’lerinin 4. pasajda, bulunduklari kiiltiir kabinin
ylizeyine tutunduklari 151k mikroskobu altinda gézlemlenmistir. Sekil 4.4°de ig bigimli

insan KI-MKH’ler sitoplazmik uzantilartyla goriilmektedir.

Sekil 4.4. Inverte 151k mikroskobunda igsi sekilli insan Ki-MKH’lerin kiiltiir plagina
tutunduklar1 goriilmektedir. x100.
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4.2.2. Mezenkimal kok hicrelerin karakterizasyonu:

4.2.2.1. Mezenkimal kok hicrelerin yilzey belirteclerinin degerlendirilmesi:

Akim sitometrisi yontemi ile 4. pasajdaki insan Ki-MKH’lerinin mezenkimal belirtegler
olan CD29 ve CD44’ii yiiksek oranda (sirasiyla %98.45 ve %99.49) hematopoietik
belirtegler olan CD38, CD45°1 diisiik oranda (sirasiyla %0.02 ve %0.78), bulundurdugu
saptanmistir (Sekil 4.5). Buna gore; 4. Pasajdaki insan KIi-MKH’lerinin ileri is

paketlerinde giivenle kullanilabilecegi karar1 alinmistir.

A B

2 |Q2-1 _| Q2-2 > 1Q2-1 Q2-2
|98.45% . f 0.78% 99.49% 0.02%

lrt',:z-y © e

- - - z 21

& o ‘ % R

8 21 2
21Q2-3 Q2-4 {Q23 * Q2-4
- [0.75% 0.02% 3 {0.48% 0.00%
" 10! 102 10° 10* 10° 10° 1072 102% 10* 105  10° 1058

CD4S FITC-H CD3SAPC-H

Sekil 4.5. Insan KI-MKH’lerinin spesifik yiizey belirteglerinin akim sitometrisi
yontemiyle gosterilmesi. (A) Pozitif CD29 ve negatif CD45, (B) pozitif CD
44 ve negatif CD38 isaretlemelerinin yiizdeleri akim sitometrisi grafiklerinde
gosterilmistir. Buna gore insan KI-MKH’lerinin %98.45 oraninda CD29
ve%99.49 oraninda CD44 ile isaretlendigi, hematopoietik kok hiicre

belirte¢lerinin ise ¢ok diisiik oranda isaretlendigi goriilmektedir.

4.2.2.2. Mezenkimal kok hiicrelerin farkhlagsma potansiyellerinin degerlendirilmesi:
Osteojenik Farklilagtirma;

Osteojenik farklilastirma besiyeri uygulanan insan Ki-MKH’lerinin, biiyiime besiyeri
uygulanan insan KI-MKH’leri ile karsilastirildiginda anlamli olarak daha yiiksek ALP
aktivitesi gdsterdigi goriilmiistiir (p= 0,001; Sekil 4.6). Buna gore 4. Pasajdaki insan Ki-

MKH’lerinin ileri is paketlerinde kullanilabilecegi karar1 verilmistir.
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Sekil 4.6. Insan Ki-MKH’lerinin 21. giinde ELISA teknigi ile gerceklestirilen osteojenik
farklilastirma analizi gorilmektedir. Kontrol grubuna gére Ki-MKH’lerin ALP
aktivitesinin yiiksek oldugu goriilmistir. (*) istatistiksel olarak anlamli

farklilik p=0.001 ifade etmektedir.

Kondrojenik Farklilastirma;

Yedi giinliik protokol sonucunda kondrojenik farklilastirma besiyeri uygulanan insan Ki-
MKH’lerinin qRT-PCR yontemi ile kontrol grubuna gore 3. ve 7. gunlerde kondrojenik
farklilasma erken belirteci COMP ve geg belirteci SOX9’u, anlamli bigimde daha yiiksek
oranda ifade ettigi saptanmistir (p=0.05, Sekil 4.7-A, B). Buna gore 4. Pasajdaki insan

KIi-MKH’lerinin ileri is paketlerinde kullanilabilecegi karari verilmistir.

A B
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a  farklilagma grubu " a  farklilagma grubu
s 10 "
— - I I
g 209 . C a
= * f 1 § L *
.
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3 1.0+ -+ =
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E & G
é 0.54 = a 24 ™
% S 5 ] eee
; 0.0 T T o\ T .‘.1
3. glin 7. glin 3. giin 7. giin
Gruplar Gruplar

Sekil 4.7. Biiylime besiyeri ve kondrojenik farklilagsma besiyerlerinde kiiltiire edilen
MKH’lerin 3. ve 7. giin (A)SOX9 ve (B)COMP ekspresyon verilerine ait
grafikler gosterilmektedir. Sox9 ve COMP genlerinin 3. ve 7. gunlerde kontrole

gore yuksek oranda ifade edilmistir. (*) p < 0.05 ifade etmektedir.
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4.2.3. Kemik iligi kaynaklh mezenkimal kok hiicrelerden eksozomlarin izolasyonu ve

karakterizasyonu:

4.2.4.1. Eksozomlarin protein miktar: agisindan degerlendirilmesi:

MACS yontemi ile elde edilmis eksozom orneklerine ait BCA Ol¢limlerinde, protein
miktar1 275ug/ml+181ug/ml olarak belirlenmistir. Ultrasantrifijleme yoéntemi ile elde
edilen protein miktar1 1,8 mg pg/ml+1,2 mg/ml olarak ol¢iilmiistiir. MACS yontemi ile
degerlendirilen Orneklerin baslangi¢ hacimlerinin disiik, ultrasantrifijleme ile elde
edilenlerin ise yiiksek olmasi nedeniyle protein miktar1 karsilagtirmasi ic¢in oransal
normalizasyon gerceklestirilerek, giris miktarlar1 esitlenmistir. Buna gore MACS
yonteminin ultrasantrifiijlemeye gore daha yuksek miktarda eksozom proteini eldesi
sagladig: tespit edilmistir. Ancak elde edilen bu verilerin aradaki farklilik istatistiksel
anlamliliga sahip degildir (Sekil 4.8). Cizelge 4.1’de normalize edilmis protein miktarlar
verilmistir.

250

2004

(mg/mi)

150+

100+

Protein

Konsantrasvonu

50+

0+

Gruplar

Sekil 4.8. Ultrasantrifijleme ve MACS yéntemleri ile izole edilen insan Ki-MKH
eksozomlarmin protein konsantrasyonlar1 goériilmektedir. Gruplar arasinda

istatiksel bir fark yoktur.

4.2.4.2. Eksozomlarin partikiil boyut ve sayilarinin degerlendirilmesi:

NTA ile elde edilen partikil 6zelligi verilerine gore (Sekil 4.9); MACS ile izole edilmis
insan KI-MKH eksozomlarinin maksimum partikiil boyutu 110 nm’de pik verdigi igin
partikiil boyutu dagilimi 88-426 nm olarak hesaplanmistir. Ultrasantrifijleme ile izole

edilen eksozomlar aynmi sekilde 110 nm'de pik vererek 80-383 nm araliginda partikiil
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boyutu dagilimi géstermistir. Parcaciklarin dagilimini yansitan agiklik degeri, (d90-d10)
/ d50, MACS ile izole edilmis grupta 0.52 ve ultrasantrifujleme ile izole edilen 6rneklerde

0.60 olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.9. Grafiklerde (A) Ultrasantrifiijleme ve (B) MACS yontemleri ile izole edilen
insan Ki-MKH eksozomlarmin partikiil konsantrasyonlarmin partikiil capina

gore degerleri grafiklerde goriilmektedir.

MACS ile izole edilen eksozomlarin (9.31+4.4x10°%) normalize edilmis olarak ml basina
diisen partikiil sayisinin, ultrasantrifijleme ile izole edilenlerle karsilastirildiginda
(3.34+1.7x10° partikiil/ml) anlaml1 olarak fazla oldugu goriilmiistiir (p=0.011, Sekil
4.10).
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Sekil 4.10. Ultrasantrifijleme ve MACS yontemleri ile izole edilen insan Ki-MKH
eksozomlarmin ml bagina diisen partikiil sayis1 grafikte gosterilmektedir.
MACS ile izole edilen grubun normalize edilmis ml basina diisen partikiil

sayisi verileri ultrasantrifijlemeye gore yuksektir. (*) p=0.011.
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4.2.4.3. Eksozomlarin saflik analizi:

Normalize edilmis veriler ile yapilan saflik analizi hesaplamalarina gére; MACS ile izole
edilmis insan KI-MKH eksozomlarm saflik orani, 4.23x10° partikiil/mg
iken, ultrasantrifiijleme ile izole edilen 6rneklerde bu deger 1.85x10° partikiil/mg oldugu
goriilmiistiir. MACS ile izole edilen 6rnek anlamli olarak daha saf bir 6rnektir (p = 0.006,
Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Ultrasantrifiijleme ve MACS yontemleri ile izole edilen insan Ki-MKH
eksozomlariin saflik oran1 (mg protein basina diisen partikiil sayis1) grafikte
gosterilmektedir. Normalize edilmis saflik oranmi verilerine gére MACS ile
izole edilen grup ultrasantrifijleme ile izole edilenlere goére yiksek
safliktadir. (*) p=0.006.

1.2.4.4 Eksozomlara o6zel yiizey belirteclerinin degerlendirilmesi:

Her iki izolasyon yontemi ile elde edilen eksozomlarin karakterizasyonu i¢in yapilan
akim sitometrisi 6lgiimlerine gore; CD 9 ile yakalanan eksozomlarm CD63 ile ve CD81
ile isaretlendikleri her {i¢ belirtece de sahip olduklart gosterilmistir. (Sekil 4.12). MACS
ile izole edilmis eksozomlarda ortalama floresan intansitesi (MFI) verilerinin izotip
kontrole benzer oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.12-A). Ultrasantrifiijleme ile izole edilmis
eksozomlarin MFI degerleri ise izotip kontrole gore daha yiiksektir (Sekil 4.12-B). Ancak

farklilik istatistiksel olarak anlamli degildir.
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Sekil 4.12. Ultrasantrifiijleme ve MACS yéntemleri ile izole edilmis insan Ki-MKH
eksozomlarmin yiizey belirte¢lerinin akim sitometrik degerlendirmesi
sonucunda elde edilen ortalama floresan intansite degerleri goriilmektedir.
(A) Ultrasantrifijleme, (B) ise MACS yontemi ile izole edilen eksozomlari

gostermektedir.

1.2.4.5.Eksozomlarin gecirimli elektron mikroskopu ile goriintiilenmesi:

Gegirimli elektron mikrograflarinda, fosfotungustik asit ile negatif boyanmis olan
eksozomlar kiiresel yapili vezikiiller olarak kiimeler halinde veya tek tek goriintiilenmistir
(Sekil 4.13). Ultrasantrifiljleme ile izole edilmis olan insan KI-MKH eksozomlarin
boyutlarinin 80-150 nm arasinda oldugu, MACS ile izole edilmis olanlarin ise 90-170

nanometre boyutu araliginda oldugu tespit edilmistir.

Sekil 4.13. Gegirimli elektron mikrograflarinda (A)ultrasantrifijleme ve (B)MACS ile
izole edilmis negatif isaretli kiiresel yapili insan Ki-MKH eksozomlari
gorulmektedir. Beyaz ¢cemberler eksozom kiimelerini gostermektedir. MACS

ile izole edilen eksozomlarin manyetik boncuklar1 okla igsaretlenmistir. UA,

PTA x50.000
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Cizelge 4.1. MACS ve Ultrasantrifujleme yontemleri ile izole edilen eksozomlarin

karsilastirmali tablosu goriilmektedir.

Karakterizasyon | Ultrasantrifijleme MACS

Protein miktar1 | 1.8 mg/ml 2.2 mg/ml
Partikiil sayisi 3.34+1.7x10° 9.31+4.4x10° partikil/ml
partikil/ml
Partikul boyutu [ 80-383 nm (pik110 | 88-426 nm (pik110 nm)
nm)
Safhik 1.85x10° partikiil/mg | 4.23x10° partikiil/mg
Ylzey Daha Iyl | Manyetik boncuklar ile yakalama yapilan
belirtecleri tayini | isaretlenmistir tetraspaninler ile yiizey belirteci analizi
gerceklestirildigi icin, baglanma yeri
dolu oldugundan degerler
ultrasantrifiijlemeye gore diisiiktiir.
Morfolojik 80-150 nm, kdresel [ 90-170 nm, kiiresel sekilli pargaciklar,

degerlendirme sekilli pargaciklar | manyetik boncuklar gézlemlenmistir.
gozlemlenmistir

MACS yo6ntemi verileri girdinin miktarina gére ultrasantrifujleme ile eslenerek normalize
edildiginde, ¢iktinin ultrasantrifujlemeye gore avantajli oldugu goriilmektedir. Ancak
MACS kiti ile her deney setinde ¢alisilan kiigiik hacimlerle kisitli oldugundan, dlsiik
eksozom c¢iktisi ile ¢aligabilmektedir. Bu nedenle geri kalan deneyler i¢in eksozomlar

ultrasantrifiijleme yontemi ile MACS’a gore daha biiyiik hacimlerde elde edilmistir.

4.3. Kalsiyum eksik hidroksiapatit- eksozom formulasyonunun karakterizasyonu

4.3.1. Raman Spektroskopisi ile KEHA-AnV-Eksozom formulasyonunun icerdigi

komponentlerin baglanma analizi:

Bir Raman spektrumu, biyolojik bir sistemin fenotipi olarak kabul edilebilir ¢iinki
proteinler, nikleik asitler, lipitler ve karbonhidratlar gibi ana hiicresel yap1 bloklari igin
Raman bantlar igeren genel bir molekiiler titresim profili saglar. Bu sebeple eksozoma
ait spektrum Sekil 4.14°de detayl olarak verilmektedir. Burada her bir bandin isaret ettigi

biyomolekdller literatlir géz 6nlinde bulundurularak isaretlenmistir. Eksozom yiizey
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bilesiminin ana katkilar1 olan lipidlere ve proteinlere karsilik gelen titresimlerin
karakteristik pikleri 700-1800 cm™ bolgesinde goriilmektedir. Ornegin, C-C iskelet
gerilmesinden kaynaklanan titresim spektrumda 1076 cm™ 'de goriilmektedir [197].
Acikca ayirt edilebilen bir diger pik ise 1587 cm™’deki CH; biikiilme titresiminden
kaynaklanan tipik lipid pikidir [198]. 1300-1400 cm™ bolgesindeki pikler, CH. biikilme
titresimlerine atfedilebilir [197].

— Eksozom Niikleik asit
. . ve protein
Niikleik asit Lipid ve
= Glikojen Lipid protein
<
5 0
g l /R
i | 7/
o f’.\ '\-\n, ,4\/"/
X j\\‘c"},/’ \/-\‘ \s"\‘ v
/
;

200 400 600 300 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Raman kaymasi (cm'| )
Sekil 4.14. Tespit edilen 200-2000 cm™ bélgesindeki eksozom bantlar ve ait olduklar

biyomolekuller gorilmektedir.

KEHA-ANnV-insan Ki-MKH eksozomu formiilasyonunu olusturan her bir bilesene ait
pikler, KEHA-AnV-insan KI-MKH
gorulmektedir (Sekil 4.15). Sekil 4.15-B ve 4.15-C’de koyu mavi hat ile gosterilen

eksozomu Dbirlesimine ait spektrumda da

formilasyona ait spektrumda eksozoma ait piklerinin de yer aldigi oklar ile
isaretlenmistir. Koyu mavi hatta meydana gelen pik kaymalar1 kimyasal bir baglanmanin
sonucudur. Siyah hat ile gosterilen KEHA piklerinin de formilasyonun iginde yer aldigi,
fakat bazi piklerde kayma oldugu bazi piklerde ise Raman yogunlugunun degistigi
goriilmektedir. Spektrumlarda kesikli ¢izgiler ile belirtilen pik kaymalar1 sonucu tespit

edilen yeni frekans pozisyonlaridir.
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Sekil 4.15. KEHA, AnV, Eksozom ve formiilasyona ait mukayeseli Raman spektrumlari.
(A) 100-3000 cm, (B) 100-900 cm, (C) 900-2000 cm™* ve (D) 2000-3000

cmt arasindaki bolgelerdeki mukayeseli Raman spektrumlari verilmektedir.

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

formulasyonunun icerdigi komponentlerin baglanma analizi:

SDS-poliakrilamid jel elektroforezi sonuglarina gore serbest eksozom (Sekil 4.19(b)) ve
serbest AnV (Sekil 4.19(d)) bantlar1 goriilmektedir. KEHA-AnV bandinda (Sekil 4.19(c))
goriilen genisleme burada baglanma oldugunu ortaya koymaktadir. KEHA-ANV-
Eksozom iceren formilasyon grubunda ise ii¢lii baglanma en {iistte bulunan bant (Sekil
4.19 (a)) ile gorilmektedir. Formilasyondaki diger bantlar (Sekil 4.19 (b,c)) ise hala
baglanma silirecinde bulunan ve heniiz baglanmamis serbest eksozom ve KEHA-AnV

orneklerini gostermektedir. (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. KEHA-AnV-Eksozom formulasyonunun ve kontrol gruplarmin SDS-
poliakrilamid jel elektroforezi yontemi ile elde edilen bantlar1 gorilmektedir.
Soldan saga sirasiyla KEHA-AnV-Eksozom formilasyonu, KEHA-AnV
karisimi, AnV ve eksozom gruplari yer almaktadir. (a) KEHA-ANnV-Eksozom
iceren formilasyon bandi, (b) serbest eksozom bandi, (¢) KEHA-AnV bandi,
(d) serbest AnV bandini gostermektedir.

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

iligi kaynakh mezenkimal kok hiicre eksozomlarinin baglanmasi

Taramali elektron mikrograflara gore, insan Ki-MKH eksozomlarmin secildigi ve
boyutlarinin da eksozomlarla uyumlu oldugu goriilmiis (Sekil 4.17-A), tek basina KEHA
iceren grupta tek basma KEHA partikiilii goriintilenmis ¢ubuk seklindeki yapisi teyit
edilmistir (Sekil 4.17-B). Anneksin V, KEHA nano kristalleri ve eksozomlarin beraber

oldugu ornekte ise eksozomlarin, AnV aracili olarak KEHA’e tutundugu, tek basina

KEHA’dan ve eksozomdan farkl bir yap1 sergiledikleri goriillmektedir (Sekil 4.17-C).

A

Sekil 4.17. insan KI-MKH eksozomlar1 ve olusturulan formiilasyona ait elektron
mikrograflar1 goriilmektedir. (A) Insan KI-MKH eksozom grubunda
eksozomlar segilmektedir. (B) Tek basina KEHA partiklinin gubuksu
yapist izlenmektedir. (C) Formulasyon: KEHA, Anneksin V ve eksozom

grubunda ise formulasyon bilesenlerinin etkilesimi goriilmiistiir. x150.000
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4.5. Eksozomlarin kalsiyum eksik hidroksiapatit-eksozom formulasyonundan salim

Salim deneyine gore, 25 pg olarak baslayan eksozomlarin ilk 1 sa i¢inde miktarindaki
diisiis; eksozomlarin KEHA-AnV ile baglandigim1 ve ilk 12 sa biiyiik ¢ogunlugunu
(yaklasik 10 pg’in1) kontrollii bir sekilde serbest biraktigini gostermektedir (Sekil 4.18).
12-24 sa aras1 salim yavaslamis, 24. sa sonrasinda salim 21.04 pg’da sabit hale gelmistir.
Insan Ki-MKH eksozomlarinin KEHA-ANV ile baglandig1 ve sonrasinda kontrollii bir

sekilde saliminin gergeklestigi gosterilmistir.

26+ Zaman Eksozom
:E\ (sa) miktar1 (ug/ml)
2 247 0 24.2860
S 22+ Ya 21.8182
o
7 Y 16.6874
£ 204 1 17.3654
E 2 18.0034
18-
5 4 18.9568
* 16 8 19.4156
1 1 I 1 I 1 I 1 I 1 1 1
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48 12 20.3247
Zaman (saat) 24 21.0390
48 21.0021

Sekil 4.18. Insan Ki-MKH eksozomlarmin KEHA’dan zamana gére salim grafigi ve
zamana gore ayrintili salim verileri gosterilmektedir. Baslangigta 24.3ug/ml
konsantrasyonlu eksozom ile baslanan salim g¢alismasinda ilk yarim sa
icinde eksozomlarin KEHA ile AnV aracili baglandig1, sonrasinda saliminin

ilk 24 sa gerceklestigi goriilmektedir.

4.6. Kalsiyum eksik hidroksiapatit-eksozom formulasyonunun osteoblastlarin

coglama, matriks sentezi ve mineralizayonuna etkisinin degerlendirilmesi

4.6.1. Kalsiyum eksik hidroksiapatit ve eksozomlarin osteoblastlarin ¢ogalmasinda

etkili dozlarmnin belirlenmesi

Gergek zamanli hiicre ¢ogalma analizinde (Sekil 4.19) 4000 osteoblast ve iistiinde hiicre
ekilen kuyucuklarda impedans temelli hiicre endeksinin ilk 24 sa once 1’e ¢iktig1
gorlilmiistiir. Bu durum daha diisiik hiicre miktarinin daha uygun oldugunu
gostermektedir. 1000 adet hiicre ekilmis olan kuyularin ise impedans temelli hiicre
endeksinin 1’e ulasamadig1 goriilmiistiir. 3000 ve 2000 hiicre ekili kuyularin, ilk 24 sa
sonrasinda impedans temelli hiicre endekslerini 1°e ¢ikardig1 goriilmiistiir. Bu nedenle

optimal hiicre miktar1 3000 ile 2000 arasinda olmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.19. Ticari olarak elde edilen hFOB 1.19 hiicre hattinin deneylerde kullanilacak
optimal hiicre miktarinin impedans temelli gercek zamanli hiicre ¢ogalma
analizi gosterilmektedir. Grafige gore 3.000 ve 2.000 adet hiicre iceren
gruplarin hiicre indeksleri ilk 20 sa i¢inde 1.0 degerine ulagsmakta ve deney

icin en ideal hiicre yogunlugunu olusturmaktadir.

4.6.1.1. Insan Ki-MKH eksozomlarinin osteoblastlarin cogalmasinda etkili dozunun

belirlenmesi

Deneyin ger¢ek zamanli hiicre ¢ogalma analizlerinde (Sekil 4.20-C) osteoblastlarin
cogalmasi i¢in etkili eksozom dozunun 27.8 pg/ml oldugu ED-50 degerlendirmesi ile
belirlenmistir (Sekil 4.20-B). Zamana bagli etkili doz 21. sa 24.2 ug/ml olarak
belirlenmistir ve etkinin 36. sa’e kadar devam ettigi goriilmistiir (Sekil 4.20-C). ED-50
analizi i¢in cihazin kendi yazilimi RTCA SP v 2.0 kullanilmistir. Deney sonucunda

eksozomlarin saglikli osteoblastlarin ¢ogalmasini indiikledigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.20. Insan Ki-MKH eksozomlarinin osteoblastlardaki etkili doz degerlendirmesi
sekilde goriilmektedir. (A) Gergek zamanli hiicre cogalma verileri, (B) etkili
doz degerlendirmesi, (C) zamana bagli etkili doz degerlendirmesi
gosterilmistir. Osteoblastlar i¢in ¢ogalma etkili eksozom dozu 27.8 ug/ml
oldugu, zamana bagl etkili dozun ise 21. sa 24.2 ug/ml oldugu ve 36. sa kadar

devam ettigi belirlenmistir.
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4.6.1.2. Kalsiyum eksik hidroksiapatitin osteoblastlarin ¢ogalmasinda etkili
dozunun belirlenmesi
Deneyin gergek zamanl hiicre ¢ogalma analizlerinde (Sekil 4.21-A) osteoblastlar i¢in

ED-50 degeri 0.37 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.21-B). Zaman bagiml etkili doz
ise 21. sa 0.1 pg/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.21-C).
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Sekil 4.21. KEHA nin osteoblastlardaki etkili doz degerlendirmesi sekilde goriilmektedir.
(A) Gergek zamanli hiicre ¢ogalma verileri, (B) etkili doz degerlendirmesi, (C)
zamana bagli etkili doz degerlendirmesi gosterilmistir. Osteoblastlar i¢in etkili
KEHA dozu 0.37 pg/ml oldugu, zamana bagh etkili dozun ise 21. sa 0.1 ug/ml

oldugu belirlenmistir.
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4.6.2.Kalsiyum eksik hidroksiapatit-eksozom formulasyonunun osteoblastlarin

mineralizasyonuna etkilerinin ALP analizi ile degerlendirilmesi

Malzemelerin ED-50 dozunda uygulandiklari insan osteoblastlarinda 3.giin ALP aktivite
sonuclari, KEHA-ANnV-Eksozom igeren besiyeri ile beslenen osteoblastlarin sadece
besiyeri, sadece KEHA, sadece eksozom ve sadece AnV ile beslenmis olanlara gore
anlamli olarak daha yiiksek ALP aktivitesi gosterdigi saptanmistir (her grup i¢in p<0.05,
Sekil 4.22-A). KEHA-AnV-Eksozom uygulanan osteoblastlarin 7. giindeki ALP
aktivitesi sadece besiyeri ve sadece AnV ile beslenen osteoblastlardan anlamli olarak
daha yiiksektir (p<0.05, Sekil 4.22-B). Hem 3. giin hem de 7. giin osteoblastlarin ALP
aktivitesi degerlerine gore sadece KEHA ve sadece eksozom ile islem gdérmiis olan
gruplar arasinda bir fark goriilmemistir. Her iki grup da 3. giinde sadece besiyeri igeren
gruba gore anlamli olarak yiiksek ALP aktivitesi gostermis (p<0.05, Sekil 4.22-A), 7.
giinde sadece besiyeri ile beslenen grupla anlamli bir farklilik géstermemistir (Sekil 4.22-
B). Anneksin V uygulanan osteoblastlarin ALP aktivitesi her iki zaman dilimi i¢in hem
diger kontrollerden hem de KEHA-AnV-Eksozom igeren malzemeden anlamli olarak
distktiir (her grup i¢in p<0.05, Sekli 4.22-A, B).
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Sekil 4.22. KEHA, AnV ve insan KI-MKH eksozomu igeren malzemenin osteoblastlarin
mineralizasyonu tizerine etkilerinin degerlendirildigi grafikler goriilmektedir. Gruplara
gore (A) 3. Giin ALP aktivitesi degisimleri, (B) 7. Giin ALP aktivitesi degisimleri
gosterilmistir. Kontrol: sadece besiyeri iceren, KEHA: Etkili dozda KEHA igeren,
Eksozom: Etkili dozda insan Ki-MKH eksozomu igeren, AnV: sadece AnV iceren

gruplari ifade etmektedir.
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Gruplar arasinda 3. ve 7. giin ALP aktivite degerleri arasinda zaman i¢inde anlaml1 artig

oldugu goriilmiistiir (her grup i¢in p<0.05, Sekil 4.23).

5 1.0 - KEHA-AnV-Eksozom
o % KEHA

0.8-
E -+ Eksozom
§ -+ AnxV
= 0.6 -+ Kontrol
>
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e
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- k
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3. giin 7.giin
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Sekil 4.23. KEHA, AnV ve insan KI-MKH eksozomu iceren malzemenin osteoblastlarin
mineralizasyonu {izerine zamana gore degisen etkilerinin degerlendirildigi grafik

gorulmektedir.
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5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda, planlanan hedeflere ulasilarak B-TCP’1n 1s1l islem 6ncesindeki formu
KEHA’in basar ile iiretildigi yapisal olarak XRD ve Raman spektroskopisi, morfolojik
olarak ise TEM ile ortaya konmustur. Spesifik ylizey belirte¢lerini tasiyan, kondrojenik
ve osteojenik farklilasma potansiyeli ile karakterize edilmis, insan ticari Ki-
MKH’lerinden ultrasantrifijleme ve MACS yontemleri ile eksozom izolasyonu
gerceklestirilmistir. iki farkli yontem ile izole edilen eksozomlar total protein miktari,
partikiil sayisi, partikiil boyutu, spesifik yiizey belirtegleri, SEM ve TEM’deki sekil ve
boyutlar1 a¢isindan karsilastirilmis, yliksek hacimlerde eksozom eldesi sagladigi icin ileri
deneylerde ultrasantrifijleme yontemi ile izole edilen eksozomlarin ve KEHAin ticari
hFOB’larin ¢ogalmasi i¢in etkili dozlar1 gercek zamanli ve impedans temelli olarak 25
pug/ml ve 0.1 pg/ml olarak belirlenmistir. Etkili dozdaki eksozomlar KEHA ile AnV
araciligiyla fiziksel olarak baglanmis, baglanma karakteristikleri Raman spektroskopisi
ve SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile ortaya koyulmustur. Etkili dozda KEHA-AnV-
insan KI-MKH eksozomu iceren formilasyonun hFOB matriks sentezi ve
mineralizasyona etkisi ALP aktivitesi ile gdsterilmistir. Elde edilen sonuglar asagida

projenin ulasilan hedeflerini kapsayan basliklar altinda sirayla tartisilmaktadir.

1. Arastirma Hedefi: KEHA 'nin tiretilmesi ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Sentezlenen KEHA 1s1l islem Oncesi ve sonrasinda yapisal olarak karakterize edilmistir.
KEHA’e ait XRD spektrumunda ikincil bir faz olmayip bu durum saf KEHA fazinin elde
edildigini gostermektedir. Ayrica kurutma sonucu elde edilen partikiillerin 750°C' de 1s1l
isleme tabi tutulmasi ile B-TCP fazinin elde edildigi goriilmiistiir. XRD analizi sonucu
KEHA i¢in kristal boyutu 39,61 nm iken, B-TCP faz1 i¢in ise 57,91 nm olarak
hesaplanmistir.  KEHA faz1 750°C’de B-TCP’ye doniistiigii i¢in 1s1l islem sonrasi
ortalama kristal boyutunun artmasi beklenen bir sonugtur [194, 199, 200]. Ayni durum
kristallik oraninda da goriilmektedir. XRD teknigi fazlarin belirlenmesinde yeterli
olmasina ragmen, bu tezde Raman spektroskopisi de hassas ve tamamlayici bir analiz
teknigi olarak kullanilmistir. B-TCP birim hiicrede 42 (PO.)* tetrahedraya sahipken,
HAp birim hiicresi yalnizca alti (POs)*" tetrahedra igerir[194]. B-TCP'nin birim

hiicresindeki fosfat gruplarinin daha ytiksek olmasi nedeniyle, daha fazla sayida titresim
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modu beklenir[201]. Bu durum Raman spektroskopisi ile izlenebilir hassas sonuglar
vermektedir. Raman spektroskopisi ile yapilan inceleme sonucunda (PO4)*~ grubuna ait
vl tamamen simetrik gerilme modu spektrumda literatiire uygun sekilde 962 cm™’de
gozlemlenmistir. KEHA fazinin 1s1l islem sonrasi B-TCP fazina doniisiimii yine Raman
spektroskopisi ile ¢ok belirgin sekilde gézlemlenmistir. Birim hiicredeki fosfat grubu
sayisinin fazla olmasi sebebi ile B-TCP’daki fosfat grubuna ait titresimlerin daha belirgin
olmast beklenmektedir. Bu durum B-TCP’a ait Raman spektrumunda vl tamamen
simetrik gerilme modu iki ayr1 pik seklinde tespit edilmistir. Bu sonuglar yapisal olarak

istenilen 6zellikte KEHA tiretildigi gosterilmistir [201, 202].

Uretilen KEHA dan beklenen bir baska 6zellik de nano boyutlu olmasidir. Gelistirilen
yapinin hiicre i¢ine alinabilmesi i¢in boyut 6nemli bir parametredir. Tez kapsaminda
yiriitilen morfolojik inceleme sonucu nano boyutlu ve igne yapili partikillerin
tiretildigini gostermektedir. Stokiyometrik ve stokiyometrik olmayan apatitlerin benzer

morfolojiye sahip oldugu literatiirde bildirilmistir [194, 203].

2. Arastirma Hedefi: [nsan KI-MKH eksozomlar:  karsilastirmali  olarak
ultrasantrifiijleme ve MACS teknikleriyle izole ve karakterize edilmis, MACS
ultrasantrifiijlemeye gore daha saf, ancak ultrasantrifiijleme MACS’a gore daha

viiksek miktarda eksozom eldesi saglamistir.

Bu tez ¢alismasinda insan Ki-MKH’lerinden ultrasantrifiijleme ve MACS yontemleriyle
izole edilen eksozomlarin benzer protein miktari, partikiil boyutu ve ince yap1 6zellikleri
gosterdikleri tespit edilmistir. MACS teknigi, ultrasantrifiijlemeye gore daha yiiksek
saflik ve partikiill sayist saglamis, ancak bu yontemle elde edilen eksozomlar
tizerlerindeki manyetik boncuklar nedeniyle akim sitometrisinde spesifik belirtecleri
(CD9, CD63 ve CDS81) diistik oranda baglamistir. Yakin zamanda gerceklestirilen bir
calismada insan KI-MKH eksozomlari, eksozom zarmnda bulunan fosfatidilserin
fosfolipidlerini hedefleyerek manyetik boncuklar araciligryla izole edilmistir [204]. Bu
tez calisgmasinda MACS’da kullanilan eksozoma 6zgii iicli yiizey belirtegleri (CD9,
CD63 ve CDB81) ile izolasyon [205, 206], eksozoma Ozgii tetraspaninin varligina
dayandigindan, fosfolipid yakalama tekniginden daha giivenilir bir yontem sunmaktadir.

Ekzozomlarla benzer boyutlara sahip apoptotik cisimler, tiim hiicre dis1 vezikiiller
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tarafindan paylasilan bir molekiil olan fosfatidilserin ile yakalanabilir ve bu durum
sonucu olumsuz etkileyebilir [207]. Literatiirde insan Ki-MKH’leri CD9, CD63 ve CD81

tizerinden MACS ile izole edilmemistir.

Bu ¢alismada insan Ki-MKH’lerinden MACS ile elde edilen eksozomlarin protein
miktart 2.2 + 0.17 mg/ml; ultrasantrifijleme ile elde edilenlerin 1.8 £ 0.25 mg/ml olarak
dl¢iilmiistiir. Farkli tiirlerden ultrasantrifiijleme ile elde edilen Ki-MKH eksozomlarinin
protein miktarlar1 0.27 mg/ml ile 1.18x10° mg/ml arasinda rapor edilmistir [208-210].
Eksozomlarin protein igerigi sican Ki-MKH’lerinde 0.27 mg/ml [208]; insan KIi-
MKH’lerinde 1.18x10° mg/ml [210] ve 1 mg/ml olarak bildirmistir [209]. Bu
calismalarda BCA ile degerlendirilen protein miktar1 sonuglarindaki farklilik, biiyiik
olasilikla baslangi¢c hacimlerinin farkli olmasi ile iligkilidir. Calismalarda baslangic
hacimleri rapor edilmemistir. Diger yandan BCA teknigi, protein miktarin
degerlendirmek ile beraber, eksozom safligin1 6l¢mek i¢in yeterli olmayabileceginden,
saflik i¢in gereken partikiil sayist NTA analizi ile desteklenmelidir [211-213]. Bu
calismada, MACS ile elde edilen eksozomlarin partikiil sayisinmn (9.31+4.4x10°)
ultrasantrifiijlenmislere (3.34+1.7x10°) gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Insan Ki-
MKH eksozomlarmin fosfatidilserini yakalayan manyetik boncuklar ile izole edildigi
calismada, partikiil say1s1 4.1x10° partikiil/ml olarak bildirilmistir [204]. Ayn1 ¢alismada
baslangi¢ hacmi ve izolasyon tekrarlarmin sayisi rapor edilmediginden, caligmalar
arasinda giivenilir bir karsilastirma yapmak miimkiin degildir. Ultrasantrifijleme ile
izole edilen eksozom Orneklerimizin partikiil miktarina yakin bir sonu¢, Mead vd.
(1.17x10° + 1.42x10® partikiil/ml) tarafindan insan KI-MKH eksozomlar1 igin
raporlanmistir [214]. Ancak bu ¢alismada da izolasyon sayist ve baslangig hacmi

hakkinda bilgi sunulmadigindan giivenli bir karsilastirma yapilamamustir.

Protein miktarinin partikiil konsantrasyonuna oraninin eksozom agisindan zengin
orneklerin safligini belirledigi bilinmektedir [211-213]. Sonuglarimiz, insan Ki-MKH
eksozomlarinin saflik oraninin MACS i¢in 4.23x10° ve ultrasantrifijleme igin 1.85x10°
oldugunu géstermektedir. Insan plazmasindan ¢oktiirme yontemi ile elde edilen
eksozomlarm safliginin >3x10%° partikiil/mg protein oldugu bildirilmistir [211]. Insan

idrarindan ultrasantrifiijleme ile elde edilen eksozomlarin saflik oran1 1x10° partikiil/mg
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protein olarak raporlanmistir [212]. Sucrose cushion ile ultrasantrifiijleme yontemi
kullanilarak izole edilmis prostat, mesane ve meme kanseri hiicre hatlarina ait
eksozomlarm [212] saflik oraninin 5x10%-4x10'° partikiil/mg araliginda oldugu
bildirilmistir. Literatiirde MACS ve ultrasantrifiijleme yontemleriyle elde edilen insan
Ki-MKH eksozomlarinin safligina ait bir degerlendirmeye rastlanmamistir. Prostat
kanser hiicre hattindan elde ettikleri eksozom 6rneklerinin saflik orani araligini standart
hale getirmistir. Buna gore; saflik oram1 >3x10%° partikiil/mg protein olan 6rneklerin
yiiksek saflikta oldugu, 2x10% ile 2x10° partikiil/mg protein arasindaki 6rneklerin diisiik
saflikta oldugu ve saflik oran1 <1.5x10° partikiil/mg protein olan rneklerde ise safligin
kayboldugunu belirtmistir [212]. Ultrasantrifijleme ve MACS yontemleri ile izole
edilmis insan KI-MKH eksozomlarinin saflik oran1 bu siniflandirmaya gére diisiik olarak
kategorize edilmektedir. Bununla birlikte, bu tez kapsaminda MACS ile elde edilen

eksozomlarin saflik orani ultrasantrifiijleme ile elde edilenden daha ytiksektir.

Bu tez ¢alismasinda hem ultrasantrifiijleme hem de MACS ile izole edilen eksozomlarin
homojen, kiiresel sekilli ve cift zarla cevrili yapilar oldugu TEM ile ortaya konmustur.
MACS ve ultrasantrifiijleme ile izole edilmis insan KI-MKH eksozomlarmin NTA ile
elde edilen partikiil ¢aplarmin, 110 nm’de yogunluk olmak iizere 80 ila 200 nm arasinda
ve TEM ile elde edilen boyut araliklarinin, MACS i¢in 90-170 nm, ultrasantrifujleme
icin ise 80-150 nm oldugu goriilmiistiir. Son ¢alismalar, MACS ile insan yag dokusu
kokenli MKH eksozomlarinin ve insan KI-MKH eksozomlarinin ortalama boyutlarinin
sirastyla 80.0 £ 1.9 nm [215] ve 170 nm [204] oldugunu bildirmekte; protein miktari
hakkinda bilgi vermemektedir. MACS ve ultrasantrifijleme ile izole edilen
eksozomlarin, TEM [210, 216-221] ve NTA [204, 221-224] yontemleriyle Olgllen
partikil boyutlari literatiirle uyumludur. Sonug olarak bu ¢alismada saptanan 80 ila 200
nm boyut aralifi, eksozom tanimlamasina karsilik geldiginden, her iki yontem igin de

giivenli araliktir [221, 222, 224-226].

Burada uygulanan MACS teknigi, belirli yiizey isaretleyicilerini tagiyan manyetik
boncuklarla hiicreleri ve hiicre dis1 vezikiilleri yakalama prensibine dayanir [227, 228].
Bu nedenle, MACS ile izole edilen insan KI-MKH eksozomlari, ultrasantrifiijleme ile

elde edilenlerle karsilastirildiginda, antikorlar i¢in baglanma yerlerini dolduran iiclii
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manyetik boncuklarin varlig1 nedeniyle akim sitometrisi analizinde yiizey belirtegleri
(CD9, CD63 ve CD81) icin daha diisiik floresan yogunlugu (MFI) degeri vermistir.

Ultrasantrifiijlenmis 6rneklerin akim sitometri verileri literatdr ile uyumludur[229-231].

Bu c¢alisma kapsaminda, klinikteki potansiyel kisisellestirilmis tedaviler ig¢in
degerlendirmeyi hak eden giivenilir in vitro teknikler olduklarindan eksozom izolasyonu
MACS ve |ultrasantrifiijleme teknikleri ile gerceklestirilerek  etkinlikleri
karsilastirilmistir. Bir seferde daha fazla eksozom eldesini sagladigi i¢in eksozom iceren
KEHA formiilasyonlarinin  olusturuldugu ve osteoblastlardaki etkinliklerinin

degerlendirildikleri is paketlerinde ultrasantrifiijleme yontemi ile devam edilmistir.

3. Arastirma Hedefi: KEHA ve insan KI-MKH eksozomlart AnV araciligi ile
baglandig1 formiilasyonla osteoindiiktif ve osteokondiiktif ozellikleri beraber
barindiran, biyomiihendislik temelli yeni bir formulasyon, bir malzeme gelistirilerek

basarwyla karakterize edilmis, salim dinamikleri degerlendirilmistir.

Bu tez ile ilk kez, insan Ki-MKH eksozomlar1 AnV aracilig1 ile KEHA ya baglanarak
osteoindiiktif ve osteokondiiktif 6zellikleri beraber barindiran, biyomiihendislik temelli
yeni bir biyomalzeme gelistirilmistir. Anneksin V’in eksozomlara baglanmasi SDS-
poliakrilamid jel elektroforezi ve Raman spektroskopisi teknikleri ile gosterilmistir.

KEHA’e baglanan eksozomlarin ise 24 ile 48 sa arasinda salindiklar1 gézlemlenmistir.

Eksozomlarin zarlarindan baglayici peptidler kullanilarak modifiye edildikleri caligmalar
bulunmaktadir [170-172, 174, 193]. Bu modifikasyonlarin amaci eksozomlarin belirli bir
malzemeye baglanarak ikili (osteoindiiktif ve osteokondiiktif) etki gostermesi degil, hiicre
hedefleme [174], eksozom izolasyonu [170, 174] ya da gorintulemedir [170, 172, 174].
Gao vd., CPO5 peptidini eksozomlari zarlarindaki CD 63 iizerinden yakalayarak,
serumdan eksozom izolasyonu yapmis, sonrasinda da bu baglanmay1 eksozomlari
goruntuleme yontemi olarak kullanmisgtir [174]. Baglanma baska bir (spektroskopi ya da
elektroforez vb.) yontem ile gosterilmemistir. Diger caligmalarda baglanma {izerinde

degil, etki lizerinde durulmus, herhangi iki malzemenin baglanma karakterizasyonu
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lizerine bir ¢alisma yapilmamistir. Eksozomlara 6zel zar ylzey belirteglerinin en
bilinenlerinden olan CD 9 [232, 233] ile baglanabilen peptit yapili ProHB-EGF
molekiiliiniin bu 6zelliginden dolay1 [175] eksozomlara baglanmasi miimkiin

olabilmesine ragmen eksozomlarla beraber bir caligmada arastirilmamustir.

Bir¢ok spektroskopik teknikte piklerin veya bantlarin yogunlugunun degismesi, bant
veya pik pozisyonunun ilgili eksen boyunca kaymasi, bilesim ve bolgesel kimyasal
degisimlere gore piklerin kaybolmasi veya yeni piklerin olugmasi incelenen malzemeyi
olusturan atom veya dogasit hakkinda onemli ipuglart sunmaktadir [234, 235]. Bu
prensipten yola ¢ikarak yiiriitiilen Raman spektroskopisi incelemesinde KEHA-ANV-
Eksozom iceren formilasyonda her bir bilesene ait piklerin oldugu fakat bu piklerin
siddetlerinin ve pozisyonlarmin degistigi gozlenmistir. Yogunluk diisiisiiniin
sebeplerinden birisi formilasyon i¢inde bilesene ait konsantrasyonunun azalmis
olmasidir. Pik pozisyonlarindaki kaymalar ise bag yapisindaki farklilagmalari, dolayisi
ile mevcut bir baglanmay1 gostermektedir. Ayrica baglanma sonucunda formilasyon
icinde 2800-3000 cm™* bolgesinde yeni pikler gdzlemlenmis olup bu bélge protein, lipid
ve niikleik asitlere karsilik gelmektedir [236].

Baglanmanin gosterilmesi i¢in kullanilan SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yonteminde
molekiillerin boyutlarina gore bantlanma goriilmektedir [237]. Kugiuk molekiller daha
hizli bir sekilde jelin alt kisimlarina dogru ilerlerken, biiyiik molekiiller ise jelin Ust
kisimlarinda kalmaktadir. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yontemi kullanilarak
KEHA-ANnV-eksozom baglanmasini gdsteren ilk ¢alisma bu tez ¢calismasidir. Daha 6nce
yapilan ¢alismalarda eksozomlar enzimatik olarak parcalanarak SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi yonteminde jelde yiiriitme gergeklestirilmis, protein igerikleri incelenmistir
[238, 239]. Bu galismada ise baglanmay1 gosterebilmek ve fazla bant karmasasina sebep
olmamak i¢in eksozomlara bir iglem yapilmamaistir. Bu nedenle boyutlari kii¢tiltiilmemis
olan eksozomlar jelin asagi kisimlarina inememis, jelin iist kisimlarina hafif bir bant
olusturmus ve proteinler tek tek bantlarla goriilmemistir. Kalsiyum fosfat bilesiklerinin
jelde ydratulmesinin goriildiigii tek ¢alismada matriks metalloproteinaz bagli CaP ve
CaPPi %7.5’luk SDS-poliakrilamid jelde yiiriitiilmiis ve fibrin baglanmasina etkilerine
bakilmistir [196]. Deney her ne kadar baska amagla gergeklestirilse de SDS-poliakrilamid
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jel elektroforezi uygulamasinda CaP kombinasyonlarinin yiiriitiilebildigi goriilmiis ve bu

tez caligmasina drnek teskil etmistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda ilk kez KEHA iizerinden AnV araciligiyla insan Ki-MKH
eksozomlarmin salimi saglanmistir. Kalsiyum fosfat temelli bilesiklerin eksozomlar ile
beraber kullanildig1 ve salim analizi yapilan az sayida ¢alisma bulunmaktadir [240-243].
Hidroksiapatit partikilleri ve insan gobek kordonu kaynakli MKH eksozomlari bir
hidrojele yiiklenmis, 14 glin sireyle siipernatandaki eksozom miktarlar1 oOlgiilerek
kompozit hidrojel ve sadece eksozom iceren kontrol hidrojelinin salim dinamikleri
karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Buna goére 14 gunin sonunda kompozit
hidrojelden ortalama %71.20 + 2.64 salim olurken kontrol hidrojelinden daha yuksek
(%84.81 = 4.91) saglanmis ve kompozit hidrojelden salimin daha kontrollii oldugu
sonucuna varilmistir [240]. Diger ¢alismada hidroksiapatit, ipek fibroini, glikol kitosan,
cifte islevli polietilen-glikol hidrojelin i¢ine eksozomlar yiiklenmis ve 30 giinliik salim
dinamikleri degerlendirilmistir. Kompozit hidrojelden 30 giinde %78.22 + 0.36 eksozom
salim1 oldugu, sadece eksozom iceren hidrojelde ise salimin ayni siirede % 87.07 + 1.12
oranina ulastigi goriilmiistiir [241]. Baska bir ¢alismada, HAp ve kitosan kompozit
hidrojeline sinoviyum kaynakli MKH eksozomlar1 yiiklendikten sonra 6 gun sire ile
eksozom salimi Slgiilmiis ve (164.07+9.24)x108 baslangig partikiiliiniin yaklasik olarak
yarisini saldigi gorillmistiir [242]. Diger ¢alismada thiol ile modifiye edilen hiyaluronan,
HAp ve thiol ile modifiye heparin hidrojele insan yag dokusu kaynaklit MKH eksozomlari
yiiklenmis ve 14 giin siireyle salim analizleri gergeklestirilmistir [243]. Surenin sonunda
malzemenin ¢ok simirli miktarda eksozomu yaklagik olarak %0.8-1 araliginda saldig
gozlemlenmistir. Bu ¢alismalarda kalsiyum fosfat ve eksozomlar hidrojel ile bir arada
tutulmakla beraber bilesenlerin hiicre igine aymi anda alinmasini saglayacak, birebir
baglama islemi gergeklestirilmemistir. Salim ¢alismasi da jelin salim potansiyelini
6lgmek igin uygulanmistir. Hidrojel eksozomlar1 daha uzun siireli hapsettiginden dolay1
bizim salim dinamigimize gore oldukc¢a uzun siirelerde degerlendirmeler yapilmistir.
Calismamizda ise KEHA iizerinden eksozomlarin direkt salimima bakilmis ve diger
hidrojelli sistemlere gore beklendigi gibi direkt salimin daha hizli gergeklestigi
goriilmiistiir. Calismamizda eksozomlarin bir kisminin bu salim siiresi i¢inde KEHA ile
beraber hucre i¢ine alinmasi ve bir kisminin da ESM’de kalmasini istedigimizden dolay1
stire bizim icin yeterlidir. Bununla beraber, eksozomlarin stabil kalma siiresi higbir

modifikasyon [244] yapilmadiginda oldukga kisa oldugundan dolay1 bu vezikuller uzun
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stirelerde salindiklarinda inaktive olabilirler. Bu gibi durumlarda salim analizlerinin

yaninda, eksozomlarin dokudaki varliginin da gosterilmesi gerekliligi dogmaktadir.

Arastirma Hedefi: KEHA ve insan KI-MKH lerinin insan osteoblastlarindaki
proliferatif etki dozu (ED50) in vitro kosullarda gercek zamanli olarak sirastyla 0.1ug/ml
ve 25ug/ml olarak belirlenmistir. Etkili dozlarda KEHA ve insan KI-MKH eksozomlart
ile olugturulan formilasyonun insan osteoblastlarindaki proliferatif etkisi in vitro
kosullarda gercek zamanli hiicre proliferasyon analizi ile gosterilmistir. KEHA-ANV-
insan KI-MKH eksozomlar: iceren formilasyonun, insan osteoblastlarinin ALP
aktivitesini 0-7 giin zaman diliminde indiikledigi goériilmiis ve boylece ekstraseliiler

matriks yapimi ve mineralizasyonunu uyardigi ortaya konmustur.

Eksozom ve KEHA icin belirlenen ED50 ile hazirlanan formilasyon osteoblastlar
tizerinde denendiginde formulasyonun diger tiim kontrol gruplarindan (sadece besiyeri,
sadece KEHA, sadece eksozom ve sadece AnV) anlamli olarak yiiksek ALP aktivitesi
gosterdigi, dolayisiyla mineralizasyonu indiikledigi ortaya koyulmustur. Sadece eksozom
ve sadece KEHA gruplarinda ise sadece besiyeri ve sadece AnV kontrollerinin tzerinde
anlamli bir etki goriilmiistiir. Kalsiyum fosfat ve MKH eksozomunun beraber kullanildig1
smirl sayida in vitro kemiklesme calismasi bulunmaktadir [27, 240-243]. Insan kaynakli
indiiklenmis pluripotent kok hiicrelerden elde edilmis MKH eksozomlarinin iki farkli
dozunun (5x10*! ve 1x10*? partikiil/ml), insan Ki-MKH’leri iizerinde ALP aktivitesi 10.
giinde degerlendirilmis, aktivitenin bu siire i¢inde doz bagimli olarak arttig1 sonucuna
varilmistir [27]. Bu artis 10 giin i¢inde kontrole gore 5x10*! partikiil/ml eksozom igeren
dozun ALP aktivitesini 2 ye, 1x10'? partikiil/ml eksozom igeren dozunun ise 3’e katladig
gorilmistiir [27]. Calismamizda daha diisiik dozda (partikiil miktarina denk gelen doz
hesaplandiginda 4.6x108 partikiil/ml) ve 7 giin icinde kontrole gére ALP aktivasyonunu
1.5 kat arttirmistir. Calismamizda eksozomlarin uzun slrede degrade olabilme ihtimalleri
distintilerek ALP aktivasyon analiz siiresi 7 giin olarak diger ¢alismalara gore daha kisa
tutulmustur. Hidrojel i¢ine eksozomlarin (25 pg/ml) ve HAp partikiillerinin yiiklendigi
bir calismada, sadece eksozomlarin mineralizasyona etkisi fare osteoblast hiicre hatti,
MC3T3, iizerinde 14 giinlik ALP aktivitesi ile degerlendirilmistir [240]. Sonugta
eksozom igcermeyen gruba gore, sadece osteojenik farklilagsma besiyeri iceren grubun
ALP aktivitesi; osteojenik farklilasma besiyeri ve eksozom igeren grubun ise sadece
osteojenik farklilasma besiyeri iceren grubun ALP aktivitesine gore yiiksek oldugu

goriilmiistiir [240]. Kullanilan eksozom dozu yoniinden ¢alisma benzer olsa da eksozom
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ve HAp iceren kompozit malzemenin matriks sentezi ve mineralizasyona etkileri Gizerine
inceleme yapilmamistir [240]. Hiicre hatlarinin farkli olmasi da sonucu etkileyebilecek
faktorlerden biridir. Eksozom ve osteojenik farklilasma besiyeri igeren grubun ALP
aktivitesi ile sadece osteojenik farklilagsma besiyeri igeren grubunki karsilastirildigi
zaman 14 giinde ortaya c¢ikan fark en fazla 1.5 kat olarak goriilmektedir [240].
Osteoblastlar tizerinde eksozom ve KEHA icin proliferatif etkili doz calismasi ilk defa bu
tez ¢aligmasinda yapilmistir. Calismamizda proliferatif etkili dozlarda KEHA ve insan
Ki-MKH eksozomlarinin beraber uygulandigi grubun 7 giin icindeki ALP aktivitesi,
sadece besiyeri, sadece KEHA ve sadece eksozom igeren kontrol gruplarina gore 1.5 kat
daha fazladir. Buna gore eksozomlar ve KEHA iceren formilasyonun sadece eksozom

uygulamasindan daha etkili ve hizli mineralizasyona neden oldugu goriilmiistiir.

Bu tez ¢alismasindaki formulasyonun in vitro kosullarda analiz edilmesinden kaynakli
sinirlamas1  bulunmaktadir. Tez c¢alismasi kapsaminda orijinal olarak gelistirilen
formiilasyonun osteoindiiktif ve osteokondiiktif etkileri mutlaka saglikli ve hastalikli in
vivo hayvan modellerinde de degerlendirilmelidir. Diger yandan bu tez ¢alismasinda da
kullanilan RTCA teknigi, ilag gelistirme caligsmalarinda gegerli ve giivenilir olarak
kullanilan ve in vitro ortamda gerceklestirilmesine ragmen gergek zamanli Vveri
sagladigindan doz ve zaman bagimli etkiler igin in vivo kosullar1 modelleyebilen bir
tekniktir [245-247]. Calismamiz i¢in istatistiksel dogruluk onaylandigindan, belirtilen

siirlama gelecekteki in vivo ve klinik ¢aligmalari kisitlamamaktadir.

Sonug olarak bu tez calismasi ile ilk kez KEHA nanopartikiillerinin, AnV araciligt ile
insan Ki-MKH eksozomlarina baglanarak orijinal ve yenilik¢i, biyomiihendislik driin,
yiiksek teknolojik, kisiye 6zel ve hedefli bir formiilasyon gelistirilerek in vitro kosullarda
insan osteoblastlarindaki yenileyici etkisi ortaya konmustur. Bu yeni formiilasyonun in
vivo hastalik modellerindeki deneysel validasyonunu takiben klinikteki metabolik ya da
travmatik kemik hasarlarinin onarilmasinda allojenik ya da otojenik, kisiye 6zel bir tedavi
ajani olarak yer alma potansiyeli bulunmaktadir. Tez kapsamindaki biyomiihendislik
temelli yeni tedavi Grintndn Glkemizin ortopedik ve travmatik kemik kayiplarinin
tedavisine ait uluslararasi pazardaki rekabet giiclinii arttirma hedefini karsilamasi

onemlidir.
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6. SONUCLAR

Tez kapsaminda;

Kimyasal ¢oktiirme yontemi ile sentezlenmis, en az bir ylizeyinin uzunlugu
100nm’den kiigiik, biyobozunur ve biyouyumlu KEHA nanopartikiilleri,
ultrasantrifiijleme yontemi ile insan Ki-MKH’lerden izole edilen, yaklasik 110nm
capl, zarinda CD9, 63 ve 81 tetraspaninlerini igeren eksozomlar AnV araciligi ile

basar1 ile baglanmistir.

Insan fetal osteoblastlar {izerinde etkili proliferatif dozlari ger¢ek zamanl
belirlenmis olan KEHA (0.1pg/ml) ve insan KiI-MKH eksozomlarinin (25ug/ml)
AnV ile baglanmasindan olusan kompleks malzemenin, insan fetal
osteoblastlarindaki matriks sentezi ve mineralizasyonunu 0-7 giin araliginda

arttirdigir ALP aktivitesinin degerlendirilmesi ile ortaya konmustur.
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