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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

Eksozom İçeren Manyetik Doku İskelelerinde Osteojenik Farklılaşmanın Ayrıntılı 

Değerlendirilmesi 

Rihab Ksouri 

Ankara Üniversitesi Biyoteknoloji Enstitüsü 

Doç.Dr. Sedat Odabaş 

Kemik doku mühendisliği ve rejenerasyonu stratejileri, kemik büyümesini sürdürebilen 

osteojenik bir mikro çevre sağlayan yaklaşımlar önemsenmektedir. Son zamanlarda biyoaktif 

moleküllerle zenginleştirilmiş (3B baskı) doku iskelelerinin geliştirilmesi ve kemik doku 

mühendisliği dikkate değer bir başarıya ulaştı. Bu tez kapsamında, osteosarkom hücre türevli 

eksozomlar ile zenginleştirilmiş 3B baskılı manyetik PLA (mg.PLA) geliştirilerek İnsan 

Adipoz Kaynaklı Kök Hücrelerde (hAdMSC'ler) osteojenik farklılaşma ayrıntılı 

değerlendirmesi çalışılmıştır. Bu çalışmada in vitro sonuçları, mg.PLA / hAdMSC / eksozom 

ile uygulanan grubun incelenmesinde alizarin kırmızısı ve alkalen fosfataz aktiviteleri ile 

doğrulanan kemik rejenerasyonu ve mineralizasyon sürecinin aktivasyonu gösterilmiştir. Bu 

süreçte RUNX2, COL1A1, OPN ve OCN genlerinin artan regülasyonu mg.PLA ve 

eksozomların varlığını anlam katmaktadır. Bununla birlikte, bu sonuçlar, manyetik 

parçacıklarla ilişkili eksozomların, gelişmiş farklılaşma ile kemik aktivitesini artırabildiğini ve 

osteogenez stratejilerinde yeni bir düzenleyici sistem önerdiğini kanıtlamaktadır. Sonuç olarak 

kemik greftlerini geliştirmek ve kemik rejenerasyonun araştırmaları amacıyla bu çalışma yeni 

bir strateji olarak öne sürülmüştür. 

2021, 100 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Osteojenik Farklılaşma, PLA, Manyetik Partiküller, Eksozom  
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ABSTRACT 

Master Thesis 

Comprehensive Evaluation of Osteogenic Differentiation in Exosome Incorporated Magnetic 

Scaffolds  

Rihab Ksouri 

Ankara University Biotechnology Institute 

Doç.Dr. Sedat Odabaş 

Bone tissue regeneration strategies require approaches that provide an osteogenic 

microenvironment able to drive bone growth. Recently, the development of 3D printing 

biomaterials enriched with bioactive molecules has reached remarkable success in bone tissue 

engineering. During this thesis , printed 3D magnetic mg.PLA enriched with Human adipose 

mesenchymal stem cells (hAdMSCs) and osteosarcoma cell derivatives known as exosome, 

have been evaluated on the osteogenic differentiation In this study, in vitro results showed that 

the examination of the group treated with mg.PLA/hAdMSC/exosome showed activation of 

bone regeneration and mineralization process, confirmed by the activity of alizarin red and 

alkaline phosphatase. During this process, increased regulation of RUNX2, COL1A1, OPN, 

and OSC was evident in cells present with mg.PLA and exosomes. Nevertheless, these results 

prove that exosomes associated with magnetic particles can enhance bone activity in 

combination with enhanced differentiation, suggesting a new regulatory system in 

osteogenesis strategies. Thus, with the aim of developing bone grafts and promoting bone 

regeneration,  this study can be considered as a new strategy for this purpose which is of great 

interest for regenerative medicine and bone tissue engineering. 

2021, 100 pages 

Keywords: Osteogenic Differentiation, PLA, Magnetic Particles, Exosome 
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1. GİRİŞ 

Organ yetmezliği, 400 milyar doları aşan maliyetli bir sorun olması sebebiyle, yaşlanan ve 

hastalıklı doku için sağlık hizmetlerinin iyileştirilmesi küresel bir zorluk olarak görünmektedir 

(1). Doku mühendisliği, günümüzde doku iyileşmesi ve onarımındaki muazzam ilerlemelerin 

başında gelmektedir. Doku mühendisliği 1980'lerin sonlarında keşfedilmiştir ve çeşitli iskele 

tabanlı teknolojiler kullanılarak kusurlu, hasarlı veya işlevsel olmayan dokuların  yeniden 

yapılandırılması anlamına gelmektedir. Doku mühendisliği uygulamasının keşfi ilk kez 

1990'larda Langer ve Vacanti tarafından üç yaklaşıma dayalı olarak tanımlanmıştır: hücreler 

(örn. kök, progenitör, somatik hücreler), uyarımı farklılaşmayı indükleyebilecek faktörler ve 

hücre büyümesi için sağlanan desteği temsil eden fiziksel yapılar (2). 

Doku kaybı ve organ yetmezliği, kemik doku mühendisliği araştırmalarındaki en trajik ve 

zorlu problemdir. Cerrahi müdahale otogreftleri, allogreftler, sentetik greftler ve serbest 

vaskülarize fibula kullanımları dahil olmak üzere kemik hasarı için tedavi stratejileri, hastalıklı 

kemik tedavisinde umut verici olmayan sonuçlar sergilemektedir. Sentetik veya doğal 

fonksiyonel doku iskelelerden, büyüme faktörlerinden ve hücreden oluşan sinerjik bir 

kombinasyon kullanıma ihtiyaç duyulmaktadır (3, 4). 

Canlı doku veya organı taklit eden ve yaralanmış doku/organı onarmak veya yenilemek için 

hücre/ doku iskelesi topluluğundan oluşan üç boyutlu (3B) bir yapının (iskele) oluşturulması 

doku mühendisliğinde en temel yaklaşımlardandır (5). Bu yapıların amacı besinleri taşımak, 

hücre yapışmasını ve büyümesini desteklemektir (3, 6).  Klinik kullanım için bu iskeleler, 

biyouyumluluk, biyobozunurluk, mekanik dayanıklılık ve matris özellikleri dahil olmak üzere 

bazı temel niteliklere sahip olması gerekmektedir. Ayrıca, lif ve gözenek boyutları, göç, 

çoğalma ve farklılaşma dahil olmak üzere çeşitli hücresel tepkileri etkileyebilen kilit bir rol 

oynamaktadır. 
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Bu nedenlerden dolayı, minimum immün yanıt oluşturan veya hiç immün yanıtı oluşturmayan 

kemik implantları olarak adlandırılan yeni doku iskeleler, özellikle sentetik polimerler, son 

zamanlarda doku mühendisliği terapilerinde ve tam olarak kemik dokusu rejenerasyonunda 

büyük bir ilerleme olduğunu göstermiştir. Spesifik olarak, kopolimerleri de dahil olmak üzere 

poli(ε-kaprolakton) (PCL), poli(glikolik asit) (PGA) ve poli(laktik) (PLA), biyobozunabilen 

bir malzemedir ve normalde biyolojik olarak, biyouyumluluk, termal plastisite ve uygun 

mekanik etkiler (7) gibi iyi özellikleri sayesinde kemik dokusu replasman amaçları için doku 

mühendisliğinde kullanılır (7).  

Belirli bir sistemi kullanarak fiziksel stresin üretilmesi, hücre davranışına aracılık etmek için 

iyi yönlendirilmiş bir strateji olabilmektedir. Önemli yaklaşımlardan biri, manyetik 

partiküllerin tek başına kullanılması veya gen ekspresyonu, protein sentezi gibi metabolik 

aktivitelerini değiştirebilen uygun iskele kimyasal sinyalleri ile birleştirilmesidir (8, 9). Hücre 

zarındaki mekanik sensörler aracıyla, ve belirli bir manyetik alanda titreşimi uğran 

partiküllerin, mekanik stres oluşturabilmektedir (10). Sonunda, hücreler bu stresi hücresel 

sinyallere ve sonuçta biyokimyasal cevaba ve  fenotipe dönüştürebilmektedir. 

Artan kanıtlar göstermektedir ki, hücrelerin çoğunluğu tarafından salgılanan heterojen bir 

membranöz yapı havuzunu içeren eksozomlar (Ex) gibi hücre dışı veziküllerin (EV'ler), hassas 

çok işlevli moleküler yükler nedeniyle hücresiz tedavi için güçlü araçlar olarak hizmet 

edebilir. mRNA ve mikroRNA (miRNA) gibi fonksiyonel proteinler, lipidler ve nükleik asitler 

hücre dışı veziküller içinde bulunmaktadır (11). Önceki çalışmalar, insan MSC'lerinden elde 

edilen EV'lerin osteoblastlara girebildiğini, osteojenik miRNA'yı endositoz yoluyla 

iletebildiğini ve bu şekilde osteojenik gen ekspresyonunu düzenlediğini göstermiştir (12, 13).  

Bu çalışma, kanser hücresi kaynaklı eksozomlarla yüklü geliştirilmiş 3D baskılı manyetik 

PLA'nın kök hücrelerin osteojenik farklılaşma üzerindeki etkisinin çok yönlü incelenmesi 

amaçlamaktadır. Bir Kemik Osteosarkom hücre hattı olan Saos-2 hücrelerinden izole edilen 

eksozomlar izole edilmiştir ve PLA ve mg.PLA ile entegre edilmiştir. Sitotoksisite, 

proliferasyon etkisi, mineralizasyon ve gen ekspresyonunu saptamak için osteojenik 

farklılaşma 14 gün boyunca sürdürülmüştür. 
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2.  KEMİK DOKU MÜHENDİSLİĞİ İLE İLGİLİ ÇALIŞMALAR 

Kemiğin, yetişkin yaşamında kalıcı rejenerasyon potansiyeline sahip bir organ olduğu ve 

yaşam boyunca sürekli yeniden şekillenmeye maruz kalan tek doku olduğu bilinmektedir (14). 

Hastalıklardaki çeşitlilik ve birleşme, travma, kemik kanseri metastazı gibi büyük boyuttaki 

kemik defektleri, doku mühendisliğinde keşifleri ve araştırmaları çok önemli kılmaktadır. 

Tasarlanmış kemik dokusu, sınırsız malzeme erişimi ve zayıf hastalık bulaşmaları nedeniyle 

kemik greftlerinin geleneksel kullanımına potansiyel bir alternatif olarak görülmüştür. Yeni 

tıbbi onarım malzemeleri üzerinde yapılan araştırmalarda yüksek oranda defekte olan kemiğin 

onarımı için biyolojik materyaller ve doku mühendisliği içeren rejeneratif tıp yaklaşımlarının 

kullanımı büyük umutlar vadetmektedir.  

Yıllarca süren çalışmalardan sonra, araştırmacılar çeşitli kemik dokusu onarım materyalleri 

geliştirmiştir. İskele malzemesi, hücre dışı matris rolünü taklit eden ve hücreler için mekanik 

destek sağlayan ve doku mühendisliğinde kullanılan üç boyutlu (3B) yapılardır. 3D doku 

iskeleler, spesifik protein sentezini indükleyebilir, bazı hücresel aktiviteleri uyarabilmektedir. 

Ayrıca, hücre yapışmasını kolaylaştırabilir ve in-vivo olarak kemik dokusu oluşumunu 

uyarabilmektedir. Kemik dokusu mühendisliğinin en zor yanlarından biri, doku hastalıklarını 

ve dejenerasyonu önleyebilen, hücre kültürlerinin taşıyıcısı olarak hizmet eden, büyümelerini 

kontrol eden biyoaktif materyallerin ve yapay destek iskelelerinin gerçekleştirilmesidir (4). 

2.1. 3D BASKI TEKNOLOJİSİNE DAYALI İSKELE ÜRETİMİ 

Fonksiyonel iskele üretimi için kullanılan teknikler genellikle  heterojen yapılar üretemez ve 

bu nedenle doğal dokularda bulunan hücrelerin karmaşık tiplerini, yoğunluklarını ve uzaysal 

düzenlemelerini yeniden üretemez (15, 16). Doku mühendisliği yapılarının hazırlanmasına 

yönelik gelişmelerden biri 3D biyobaskıdır. Biyobaskı, desenli hücreler, doku iskeleler ve 

biyomoleküller aracılığıyla dokuyu taklit eden yapıları üretmek için etkili bir yöntemdir. Bu 

nedenle, 3D baskı, malzeme birikiminin uzaysal kontrolü ile, doku heterojenlik sorunlarını 

çözebilecek bir yol sunmaktadır (16). 
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Ekstrüzyon tabanlı 3D baskı veya Eriyik yığma modelleme olarak da bilinen doku iskelelerin 

kullanımları giderek artan bir ilgi görmektedir. Bu teknoloji, uzaysal olarak heterojen yapılar 

üretme potansiyeline sahiptir. Bu yapılar, doku iskelelerin eklemeli imalat yoluyla 

biyofonksiyonel yapıların ve doku sübstitüyelerinin hızlı ve hassas bir şekilde üretilmesini 

sağlamaktadır. Sentetik hidrojeller ve polimerler gibi mühendislik dokularının zayıf mekanik 

özellikleri, 3D baskılı biyoyapılar ile kapatılabilmektedir. 3D baskı,  menisküs ve 

kapsüllenmiş hücrelerle tamamlanmış omurga diskleri gibi sert doku iskelelerini tasarlamak 

için kullanılmıştır (17).  

3D baskı teknolojisi ile iskele üretiminde temel kriterler; genişletilebilir elastomerik hücre 

dostu malzemeleri adapte etmek ve hem iç hem de dış geometrik özelliklere sahip yapıları 

karmaşık ve yumuşak dokuların kullanımı için uygulanmaktadır. Bu alanda temel olarak eriyik 

yığma (FDM) modellemesi uygulamaktadır.   

FDM, 1989 yılında Stratasys'in kurucu ortağı Scott Crump tarafından keşif edilmiştir. 

Yumuşak doku mekaniğini araştırmak için yaygın olarak kullanılan, maliyeti düşük, yüksek 

oranda özelleştirilebilir teknolojiler arasındadır (18).  Bu teknoloji, 3D baskı teknolojisinin 

malzeme ekstrüzyon kategorisine girmektedir. Bir FDM yazıcı, üç boyutlu malzemeler 

meydana getirmek için filament halında bir termoplastik polimerden faydalanmaktadır. Bu 

süreç, çok çeşitli malzemeleri ekstrüde edebilmek amacıyla, katmanları dilimleyerek ve 

katmanları yukarı doğru oluşturarak 3D bilgisayar destekli tasarım modellerini yeniden 

oluşturabilmektedir. 

Bir FDM yazıcıda, filament sıcak ekstrüder’e itilmektedir. Filament önce ısıtılır ve daha sonra, 

tam nesneyi oluşturmak için iğne aracılığıyla bir yapı platformu üzerine katman-katman 

biriktirilmektedir. Bu sistem, bir vidalı ekstrüder kullanarak ve bilgisayar kontrollü bir 

konumlandırma sistemiyle, bileşenleri oluşturabilmektedir. Bilgisayar destekli tasarım 

(teknoloji CAD veya TCAD), 3D baskı tasarımı için dikkat çekici bir  teknolojidir. 
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Şekil 2. 1. FDM Teknolojisi prosedüru 

CAD, yarı iletken üretimi ve yarı iletken cihaz çalışmasını modelleyen elektronik tasarım 

otomasyonunun bir dalıdır. Üretim sürecinde, CAD programı bir model oluşturarak 

başlamakta, daha sonra model, kafa hareketi, besleme hızı, tabaka kalınlığı, dolgu, kafa ve 

masa sıcaklıkları, dilimleme, destek uygulaması gibi proses parametrelerinin kontrolünü 

sağlayan programa dahil edilmektedir. Böyle bir program, bir 3D yazıcıya yüklenen bir G-

kodu üretir ve gerçek bir model oluşturmayı sağlamaktadır (Şekil 2.1). 

FDM şekillendirme işleminde, şekillendirmenin doğruluğunu etkileyen başlıca faktörler 

arasında CAD işleminin ayrıştırılması, filament malzemesinin performansı, iğnenin tam 

genişliği, sıcaklık (hem iğnenin sıcaklığı hem de şekillendirme odasının/tablasının sıcaklığı), 

malzeme ekstrüzyon ve doldurma hızı, tabaka kalınlığı ve yönü bulunmaktadır. Bu çalışmada, 

3D FDM yazıcı iğnesinin çapı 0.4 mm'dir; XY ekseni konumlandırması 10 mikrondur ve Z 

ekseni konumlandırması ise 2 mikrondur. Yazıcının katman kalınlığı yüksek ayardan (100 

mikron) düşük ayara (300 mikron) düzenlenmiştir. Hassasiyet ne kadar yüksek olursa, baskı 

işlemini bitirmek o kadar uzun sürmektedir (19, 20).  
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2.2. KEMİK DOKU MÜHENDİSLİĞİ ÇALIŞMALARINDA POLİKAKTİK 

ASİT’İN YERİ 

PLA, geleneksel polimerlere sürdürülebilir bir alternatiftir, çünkü laktikler, tarımsal yan 

ürünlerin, özellikle karbonhidrat açısından zengin maddelerin mikrobiyal fermantasyonu ile 

toplu olarak üretilebilmektedir . PLA, gıda paketleme polimeri, doku mühendisliği için iskele, 

ortopedik cihazlar ve köklü biyobozunurluğu ve biyouyumluluğu nedeniyle ilaç dağıtım 

sistemleri olarak kapsamlı bir şekilde incelenmiştir (21, 22). 

Birçok biyo-bazlı polimer arasında, tipik bitki kaynaklı biyobozunur polimerlerden biri olan 

PLA, başta nişasta, mısır veya şeker olmak üzere yenilenebilir bitki kaynaklarından elde 

edilebilmektedir (23). 

CH3-CHOHCOOH kimyasal formül sahip laktik asit (2-hidroksipropiyonik asit), L- ve D-

laktik asit olarak iki enantiyomer şeklinde bulunan kiral bir moleküldür. Optik olarak aktif 

olmayan D, L veya mezo formu, D(-) ve L(+) izomerlerinin eşmolar (rasemik) bir karışımıdır 

(Şekil 2.2).  

 

Şekil 2. 2. Polilaktik asit’in kimyasal formülü 

PLA, biyobozunuma uğrayan ve %100 yenilenebilir kaynaklardan elde edilen, alifatik bir 

polyesterdir. Kemik sabitleme materyali, ilaç salımı ve doku mühendisliğiyle birlikte, 

biyomedikal alanlarda kapsamlı uygulamaları vardır. Bu niteliklere dayanarak PLA, tıbbi 

uygulamalarda kullanım için geniş çapta incelenmiştir. PLA, 1932'de Carothers (DuPont) 
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tarafından icat edilmiştir. Bu keşif, laktik asidin vakum altında ısıtılmasıyla düşük moleküler 

ağırlıklı bir ürünün üretilmesiyle başlamıştır (7).  

PLA poli(L-laktit) (PLLA), poli(D-laktit) (PDLA) ve poli(DL-laktit) (PDLLA) gibi ve kiral 

bir molekül olduğunda bu stereoizomerlere içermektedir.  

İzotaktik ve optik olarak aktif PLLA ve PDLA kristaldir, buna karşın nispeten ataktik ve optik 

olarak aktif olmayan PDLLA amorftur. PLLA, mükemmel biyouyumluluğu ve mekanik 

özellikleri nedeniyle büyük ilgi görmüştür. Bununla birlikte, parçalarının yüksek kristalliği ile 

birleştiğinde uzun bozunma süreleri vücutta inflamatuar reaksiyonlara neden olabilmektedir. 

Bunun üstesinden gelmek için, PLLA, L-laktik ve D, L-laktik asit monomerlerinin bir 

malzeme kombinasyonu olarak kullanılabilmektedir, bu işlem sırasında kristalli parçalar 

oluşmadan hızla bozunur. PLA, tüm gıda tipi uygulamaları ve ilaç salım sistemleri gibi bazı 

cerrahi uygulamalar için ABD Gıda ve İlaç Dairesi (FDA) tarafında onaylamıştır. 

PLA, doku mühendisliği uygulamalarında değişen tasarımlarla görülmekte ve çalışmaya 

uygun tasarım yapılmaktadır. Şekil 2.3. literatürde kullanılan 3D baskılı kemik dokusu 

örneklerini sunmaktadır. İskele malzemesi soldan sağa; PCL, Jelatin/ biyoaktif cam/ polistiren 

sülfonat, PLA, PLGA, PLA, PLA, β-TCP/HA, PLA, PCL. Bu iskelelere esas olarak osteoblast 

hücreleri ekilmiştir (Şekil 2.3) (24). 

 

Şekil 2. 3. Kemik defekti için kullanılan çeşitli PLA bazlı formların yapısı ve tasarımı (24). 
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Kemik dokusu mühendisliği uygulamaları için, PLA nanofiberleri,çok katmanlı nanofiber 

kumaşlar, gözenekli yapı iskeleleri, hydroxyapatite içeren nanofiberler, büyüme faktörleri ile 

birleştirilmiş gözenekli yapı iskeleleri gibi çok çeşitli formlarda kullanılmıştır. PLLA 

nanofiberlerinin fare kemik iliği stromal hücre (mBMSC) yapışmasını geliştirdiği, hücre 

çoğalmasını ve mBMSC'lerin osteojenik farklılaşmasını desteklediği gösterilmiştir (25). Kim 

et al. PLA'da süspansiyon halinde biyoseramik hidroksiapatit (HA) kombinasyonu 

geliştirilmiştir. Hücresel deneyler, mükemmel hücre bağlanmasını ve çoğalmasını ve ayrıca 

alkalen fosfataz aktivitesinin arttırdığını göstermiştir (26). Diğer çalışmalar, kemik dokusu 

mühendisliği için zaman içinde osteoindüktif bir etki gösteren orijinal olarak tasarlanmış ve 

uygun iskele yapıları oluşturmak için ticari olarak mevcut bir 3D yazıcı ve polilaktik asit 

kullanmıştır (27). Kemik rekonstrüksiyonuna yönelik çalışmalardan, 3D biyobasımı yapılan 

PCL-PLGA-βTCP'nin (Poli(ɛ-kaprolakton), poli(L-laktid-ko-glikolid), β-trifosfat) implant 

çevresinde yeni kemik oluşturma yeteneği sayesinde osteo-entegrasyona sahip olduğunun 

gösterildiğini söyleyenebilir (28). PLLA/nano-hidroksiapatit kompoziti, kemik onarımı için 

iskeleler , düşük maliyetli ve FDM teknolojisi ile başarılı bir şekilde yapılmıştır. Sonuçlar, 

PLLA/nano-hidroksiapatit kompozit mürekkebinin baskının düzgünlüğünü sağladığını ve 

doğruluğun kişiselleştirilmiş kemik onarım uygulamasının gereksinimlerini de karşıladığını 

göstermiştir (29). 

Sunulan tez çalışmasında yukarıda kısaca özetlenen literatürden farklı olarak, hAdMSC 

üzerindeki etkilerini değerlendirmek için, birincisi düz ve ikincisi manyetik partikül temelli iki 

yapıya sahip PLA tabanlı bir iskele geliştirilmiştir. 

2.3. KEMİK DOKU MÜHENDİSLİĞİ VE MANYETİK NANOPARTİKÜLLER 

Araştırmacılar, malzeme bilimi ve kimyasal biyolojinin gelişmesiyle birlikte, kök hücrelerin 

incelenmesi ve kontrolü için uzun yıllar demir oksit nanopartikülleri bir araç olarak 

kullanmaktadırlar, ve çalışmalar göstermektedir ki manyetik alanla etkisinde, demir oksit 

nanopartikülleri, hücre yapışmasını, çoğalmasını, hareketini ve dağılımını için 

kullanılmaktadır ve kök hücrelerin kemik yönlü farklılaşması için kullanılmıştır (30)  
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Spesifik bölgelere veya gözenekli iskelelere uygulanan sınırlı uzaysal uyarımı, yapay doku 

büyümesinin mekanik uyarımı için manyetize edilebilmekte, değerli ve oldukça kontrol 

edilebilen bir alternatif konseptle çevreleyen bir manyetik alanla kaplanabilmektedir. 

Manyetik alanın, hücre proliferasyonu indüksiyonu ve farklılaşması üzerinde endüktif bir 

etkiye sahip olduğu gösterilmiştir. Son araştırmalarda demir, paramanyetizması ile en yaygın 

kullanılan malzemedir (31). Partiküllerin boyutu 30 nm'nin altında olan manyetik 

nanopartiküller (MNP'ler) süperparamanyetik etkiye sahiptir ve her partikül tek bir manyetik 

alan olarak kabul edilebilir. Manyetik alanın, yapay doku iskelelerini belirli bölgelerinin 

uzaysal olarak zayıf uyarılmasının dezavantajını kapatabilmek amacıyla, ve gözenekli yapı 

iskeleleri üzerinde hücre tarafından eşit olmayan kuvvet iletimini kapsayabildiği gösterilmiştir. 

Doku iskelesini çevreleyen manyetik ve mıknatıslanabilen alan, yapay doku büyümesinin 

mekanik uyarımı için değerli ve oldukça kontrol edilebilen bir alternatif olabilmektedir (10, 

32). 

2.3.1. NANOPARTİKÜLLERİN SENTEZİ VE ETKİ MEKANİZMASİ 

Manyetik özelliğe sahip nanopartikullerin sentezi nispeten basit ve ekonomiktir; pratik olarak 

toksik yan ürünler olmadan elde edilebilir ve biyolojik sistemlere toleransı yüksektir (33). 

Fe3O4, Fe, Co, Ni, MgFe2O4 ve Co Fe2O4 dahil olmak üzere manyetik nanomalzemelerde 

çeşitli element bileşimleri kullanılmaktadır. Manyetik nanomalzemelerin en klasik ve yaygın 

bileşimi Fe3O4'tür. İki ana manyetik Fe3O4 hazırlama yöntemi türü, kuru yöntem ve ıslak 

yöntemdir. Bunlar arasında ıslak yöntem daha yaygın olarak uygulanır, Bu yöntem esas olarak 

hidrotermal yöntemi, solvotermal yöntemi, kimyasal birlikte çökeltme yöntemini, bilyalı 

öğütme yöntemini, sol-jel yöntemini ve atomik katman biriktirme yöntemini içermektedir 

(34). 

Manyetik partiküller, sulu çözeltide hazırlandıktan sonra organik bazlı yöntemle elde 

edilebilir. Çözelti daha sonra bir alkali madde, mikrodalga sentezi ve hidrotermal reaksiyonlar 

kullanılarak birlikte çöktürme yöntemlerine uygulanacaktır (34, 35).  
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Son kullanılmalarda, ilaç dağıtımı, nükleer manyetik görüntülemede ve biyolojik numunelerin 

ayrılmasında   yaygın olarak uygulanmıştır. Manyetik partiküllerin hücre üzerindeki etki 

mekanizması, manyetik alanın etkisi altında hücre zarının yüzeyinde birikmesiyle ilgilidir. Bu 

sebeple, hücreler endositoz aracıyla manyetik partikülleri yutar. Bu girişim hücrenin fizyolojik 

mekanizmasını etkilemeyi basitleştirir (36, 37). Manyetik partiküllerin etkisinin, hücre zarı 

üzerindeki kalsiyum iyonları taşıma kanalındaki değişikliklerle bir ilişkisi olduğu 

doğrulanmıştır (38).  

2.3.2. KEMİK DOKU MÜHENDİSLİĞİNDE MANYETİK PARTİKÜLLERİN 

MEKANİZMASI VE KULLANIMI 

Manyetik partiküllerin osteoblastta biyomineralizasyon sürecini indüklediği gösterilmiştir. 

Manyetik alan hem biyomineralizasyon davranışını etkiler hem de osteojenik farklılaşmada 

görev alan genlerinin ifadesini ve proteinlerin sentezini etkilemektedir (39). 

Yürütülen bazı çalışmalarda, doku mühendisliği uygulamaları için kolajen, aljinat, PCL ve 

PLA gibi farklı doku iskelerle manyetik partiküller birleştirilmiştir. Böylece, bu kombinasyon, 

bu kompozitlerin toksik olmadığını ve gelişmiş hücre farklılaşması ile yüksek oranda 

biyouyumluluğa sahip olduğu gösterilmiştir (39). 

Nanopartiküllerin doku mühendisliğindeki uygulamalarından, özellikle sinir ve kıkırdak 

onarımı olmak üzere farklı alanlardan söz edilmektedir. Kemik dokusu mühendisliği için, 

kemikle ilgili sorunlarla başa çıkmak için son zamanlardaki manyetik hidrojel çalışmaları 

yapılmıştır. Manyetik hidrojeller üzerine yapılan bir çalışmada, ilk olarak aşılama yöntemiyle 

sentezlenen Fe3O4 manyetik partikülleri ile polivinil alkolün modifikasyonuna dayanmaktadır 

ve bu şekilde, kıkırdak doku mühendisliği için potansiyel bir aday olduğu görülmektedir. 

Manyetik hidrojeller üzerine yapılan bir çalışmada, potansiyel kıkırdak doku mühendisliği için 

manyetik hidrojellerin önceki bir çalışması, ilk olarak aşılama yöntemiyle sentezlenen Fe3O4 

manyetik partikülleri ile Polivinil alkolün modifikasyonuna dayanmaktadır (40). 
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Şekil 2.4., Mg2SiO4-CoFe2O4 nanokompozit iskelesinin, ameliyattan sonra kalan kanserli 

kemik dokularını yok etmek ve doku mühendisliğinde manyetik partikül uygulamasının temeli 

olarak kalan kusuru yeniden oluşturmak için çok işlevli bir manyetik iskele uygulamasını 

temsil etmektedir (34). 

 

Şekil 2. 4. Kemik doku mühendisliğinde manyetik partikül uygulaması (34). 

Nanopartiküller yüklü ilaçlar üzerinde yapılan çalışmalar, hastalıklı dokuları ve hücreleri 

doğrudan etkileyerek biyolojik aktivitede bir artış olduğunu göstermiştir. Manyetik 

sinyallarına etkilenen hidrojellerin geliştirilmesi üzerine sürdürülen çalışmalar, canlı 

hücrelerin kapsüllenmeden, yapı iskelelerinin 3D çizimi için uygun biyomürekkeplerde demir 

oksit bazlı nanopartiküller gibi manyetik bileşenlerin kullanımını önerilmiştir (41, 42). 

Elektromanyetik alanın kendisinin bile kondrojenik gelişme seviyelerini etkilediği 

tanımlanmıştır. Kemik dokusu mühendisliğinde, birkaç yıl önce manyetize 

hidroksiapatit/kollajen yapı iskelelerine dayalı yeni bir konsept önerilmiştir; burada yapı 

iskeleti, büyüme faktörlerini, kök hücreleri ve manyetik partiküllere bağlı diğer biyoaktif 

maddeleri çeken bir mıknatıs görevi görebilmektedir. Süperparamanyetik nanopartiküller veya 
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demir katkılı hidroksiapatit nanokristaller tarafından manyetize edilen bu yapı iskeleleri, hem 

in vitro osteojenik farklılaşma çalışmasına ve in vivo kemik defekti iyileşmesi çalışmasına 

başarıyla uygulanmıştır (43).  

PCL ve demir katkılı hidroksiapatite dayalı 3D baskılı bir manyetik nanokompozit 

iskelelerinin, manyetik alanda hMSC'nin yapışması ve çoğalması üzerindeki destekleyici 

etkileri, yapı iskelesinin anlamlı bir deformasyona uğramadan gösterilmiştir (44). Diğer 

çalışmalar, manyetik partiküllerinin ve kaplamalarının hücre proliferasyonu ve in vitro 

canlılığı üzerinde anlamlı olmayan olumsuz etkisi olduğunu bildirmiştir (45).  

Literatürdeki çalışmalarda, manyetik PLA tabanlı iskelenin geliştirilmesi yapılmamıştır ve 

hAdMSC'nin akıbeti açıklanmamıştır. Dolayısıyla buradaki amaç, geliştirilen Mg.PLA 

iskeleleri tarafından kemik dokusu mühendisliği araştırmalarındaki bu eksikliği vurgulamaktır. 

2.4. OSTEOJENEZ MEKANİZMASI 

Kemik rejenerasyonununda yeni yaklaşımlar geliştirmek için, kemiğin biyogenezini ve 

uyarmasını anlamak bir ön koşuldur. Kemik yeniden şekillenmesi, kemik oluşumu ve kemik 

rezorpsiyonu ile dengelenmektedir. Ayrıca, ekilmiş hücrelerin miktar ve fonksiyonlarındaki 

değişiklikler, kemik durumunun korunmasına veya bozulmasına neden olmaktadır. Kemik iki 

farklı şekilde yenilenebilir: intramembranöz ossifikasyonu veya endokondral ossifikasyonu 

(46). 

Mezenkimal kök hücreler (MSC), kemik oluşturmak için osteoblastlara yol açmak üzere 

farklılaşabilen pluripotent hücrelerdir. İnsan MSC'lerinin osteojenik farklılaşması, kırık 

iyileşmesinde merkezi bir konu olarak kabul edilmiştir. Osteoblastlar, osteoklastlar ve 

kondrositler, kemik rejenerasyonunda oynayan ana hücrelerdir. Otokrin ve parakrin sinyalleri 

içeren karmaşık bir düzenleme içinde,  MSC hücreler osteoblastlara farklılaşabilmektedir. 

Kemik rejenerasyonu, kemik matrisi oluşturan ve mineralize eden osteoblastik hücrelere 

farklılaştıkça gerekli immünomodülatör ve rejeneratif rolleri yerine getiren MSC'lerin görevini 

yerine getirmesine ve farklılaşmasına bağlıdır (47).  
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Kemik oluşumu sırasında osteoblastların, mineralize kemik oluşturmak için kalsiyum ve fosfat 

bazlı mineraller ürettiği gösterilmiştir. Süreç, osteoprogenitör hücrelerin bağlılığı ve sonunda 

olgun osteoblastlara dönüşen ön osteoblastlara farklılaşma ile başlamaktadır. Buna karşılık, 

olgun osteoblastlar osteosit haline gelmek için osteoid içine gömülecektir. Runt ile ilişkili 

transkripsiyon faktörü 2 (Runx2), alkalen fosfataz (ALP) ve Kollajen I dahil olmak üzere,  

zamanında eksprese edilen genlerin ekspresyonu ve hücre dışı matrisin mineralizasyonu 

gözlemlenebilmektedir. Kemik ossifikasyon süreci, MSC, pre-osteoblastlar, osteoblastlar, 

osteositler ve osteoklastlar dahil olmak üzere bir hücre topluluğu gerektirmektedir. 

1) MSC, herhangi bir hücre tipine farklılaşabilen pluripotent hücrelerdir ve salgılanan 

aktif Dönüştürücü büyüme faktörü beta 1'in (TGFβ) uyarılması altında osteoblasta 

farklılaşan ana hücrelerdir (48, 49). 

2) Preosteoblastlar, MSC'nin olgun osteoblast hücrelerine geçiş adımını temsil eder ve bu 

fenomen, SOX9 transkripsiyon faktörünün etkileri altında korunmaktadır (48).  

3) Osteoblast hücreleri, olgun osteositlere farklılaşmaya hazırlanan ve ECM'nin aktif 

salgılanması için özelleşmiş kemik hücrelerinin öncüsüdür. Tip I kollajen açısından 

çok zengin olan ECM, ilk biriktiğinde ve henüz mineralize olmadığında “osteoid” 

olarak bilinmektedir. Bu fenomenler, osteogenez mekanizmasında önemli bir oyuncu 

olan Runt ile ilgili transkripsiyon faktörünü (RUNX2) içermektedir, ancak Runx2 

ekspresyonu osteoblast olgunlaşması için yeterli değildir. Bu, transkripsiyon 

faktörlerinin ve kollajen I, osteokalsin, osteopontin ve kemik morfojenik protein 2 gibi 

hücre dışı sinyallerin katılımıyla uyarılmaktadır (48). 

4) Osteositler,  kemik bileşiminin çoğunu sunan ve en bol bulunan hücrelerdir. Kemik 

oluşumu sırasında mineralize olmayan matris (osteoid) ile çevrili olgun 

osteoblastlardan türetilirler. Bunlar başlıca mekanik duyarlı iskelet hücre tipidir ve 

osteoblast ve osteoklast farklılaşması ve fonksiyonunun düzenlenmesinde kritik rollere 

sahiptirler. Osteositler, osteoklastların aktivasyonu yoluyla kemik rezorpsiyonunu 
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destekleyen nükleer faktör-κB ligandının (RANKL) reseptör aktivatörünü eksprese 

eder (50). 

5) Osteoklastlar, birincil işlevi kemik rezorpsiyonu olan çok çekirdekli hücrelerdir. 

Hematopoetik soydan türerler ve makrofajların etkileşimi yoluyla olgun osteoklastlara 

farklılaşırlar. Kemiğin yeniden şekillenmesi sırasında, osteoklastogenez, RANKL 

eksprese eden osteositler tarafından osteoklast öncüllerinin alınmasıyla başlar. 

 

Şekil 2. 5. Osteogenez mekanizmasi (51). 

Kemik oluşumu ve gelişimine bağlı olarak endokondral ve intramembranöz kemik 

oluşumu/ossifikasyonu olarak adlandırılan iki kısma ayrılabilmektedir. 

İntramembranöz kemik oluşumu sırasında farklılaşmamış mezenkimal hücrelerin bağ dokusu 

membranı, kemik ve matris kemik hücrelerinde değişebilmektedir. İlk adım, fibröz bağ dokusu 

zarında bir kemikleşme merkezinin gelişmesiyle başlamaktadır (48, 52). Embriyonik 

iskeletteki MSC toplanır ve özel hücrelere farklılaşmaya başlamaktadır. MSC'larin bazıları 

kılcal damarlara farklılaşır, diğerleri osteojenik hücreler ve osteoblastlar haline gelmektedir, 

böylece kemikleşme merkezi oluşturabilmektedir. Bu durumda, ektomezenkim yoğunlaşma 

merkezinden farklılaştırarak ve kemik fibröz matrisi oluşturarak, osteoblastlar, osteoid doku 

üretmektedir. Üçüncü adım, periost yapılarından oluşmaktadır. Hücrelerin ve kan damarlarının 

kapsüllenmesi meydana gelmektedir. Osteoblastlar tarafından osteoid birikimi devam 
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ettiğinde, örtülü hücreler osteositlere dönüşmektedir (52). Bu mekanizma, kemiğin matriksi 

veya hücreler arası maddesi kalsifikasyon ile sonlanır ve kemik haline gelmektedir. (52, 53). 

Kemik benzeri hücrelerin büyümesi, periost veya kemik eksplantının kültürlenmesinden 

etkilenebilir ve büyüyen hücreler, fibroblastik, osteojenik veya retiküler tiplere 

farklılaşabilmektedir.  

Olgunlaşmamış bir osteoblastın olgun bir osteoblasta gelişimi, çoğalma, olgunlaşma, matris 

sentezi ve matris mineralizasyonu aşamaları olarak kategorize edilebilmektedir. kemiği 

oluşturmak göreviyle, osteoblastlar, temel olarak kemik matrisini sentezlemeye ile başlar ve 

daha sonra kemiğin yeniden şekillenmesinde ve mineral metabolizmasında işlev görmektedir. 

MSC'nin adipojenik veya osteojenik hücre akibetine bağlılığı ve farklılaşması, çeşitli sinyal ve 

transkripsiyon faktörlerine ilişkili olduğunu gösterilmiştir. Çeşitli deneysel çalışmalart, 

adipogenez ve osteogenez arasında ters bir korelasyon olduğunu göstermektedir (54). 

Kemik morfojenik proteini (BMP) ve Wnt ligandları, hormonlar ve büyüme faktörleri, 

dönüştürücü büyüme faktörü (TGF), tümör nekroz faktörü (TNF) ve sitokinler dahil olmak 

üzere,  osteoblastların tarafından kemiğin oluşumu, bu tip çoklu sinyalleri içermektedir. Bu 

faktörlere ziyade, dokuya özgü transkripsiyon ve ko-faktörleri, kemik matrisinin biyosentezi 

ve mineralizasyonu ile kemiğin yeniden modellenmesi ve formasyonu için genlerin 

ekspresyonuna içermektedir (55-59). Osteoblastlar, kemik dokusuna mineralize olan kemik 

matrisi ürettikten sonra, kemik oluşumu sırasında matriste yutulmaktadır. Ayrıca, MSC'lerin 

indüksiyonunun başlatılması sitokin uyaranlarını içeren sinyalleşme kaskadı tarafından 

düzenlenmektedir. Bunların osteoblastlar öncesi farklılaşmasına yol açmaktadır. Ön 

osteoblastlar daha sonra osteoblastlara farklılaşmakta ve  kromatin değiştiriciler, 

transkripsiyon faktörleri veya miRNA değişikliklerinden etkilenen gen ekspresyonu ile kontrol 

edilebilmektedir (60).  
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2.5. EKSOZOMLAR, BİYOGENEZİ VE KEMİK DOKUSU 

MÜHENDİSLİĞİNDEKİ UYGULAMALARI 

Eksozomlar, 30-250 nm arasında değişen, doğal olarak salgılanan nano-veziküllerdir, 

endozomal membranların, spesifik kargo ile doldurulmuş eksozomları serbest bırakmak için 

plazma membranı ile kaynaşan çoklu veziküler endozomlar oluşturmak üzere işlenmesiyle 

oluşturulan iki katmanlı lipid veziküllerdir (61). Eksozomal içeriği, proteinler, mRNA'lar, 

miRNA'lar ve başka küçük mRNA'lardan düzenlemektedir. Tanı araçları ve hastalığa özgü 

haberciler olarak ortaya çıkan RNA'lar, metabolitler, lipidler ve proteinler dahil olmak üzere 

biyokimyasal moleküllerden oluşabilmektedir. 

Yerel ve sistemik faktörler aracılığıyla, MSC'lerin düzenlenmektedir. Yerel olarak, MSC'ler 

parakrin ve otokrin çözünür sinyallerden, hücre arasındaki sinyallerden, hücre dışı matrisin 

çözünmeyen sinyallerinden ve hücre dışı mekanik ipuçlarından etkilenmektedir. Hücre 

sekretomunun bileşenleri, çözünür parakrin ve otokrin sinyalleri oluşturmaktadır. Parakrin 

fonksiyonunun yeni keşifleri, eksozomlar olarak adlandıran hücre dışı vezikülleri, hücreden 

hücreye sinyalleşmede yer alan sekretomun ek bileşenleri olarak belirlenmiştir (62). 

Eksozom tanımlaması temel olarak morfolojik özelliklere, partiküllerin boyutuna ve 

aşağıdakileri içeren anahtar proteinlere dayanmaktadır. 

(i)  Membran taşıma ve füzyonla ilgili proteinler, Annexin, Rab-GTPase (Ras ile ilgili 

protein GTPase Rab) gibi ve Hsp60, Hsp70 ve Hsp90 dahil ısı şoku proteinleri 

(HSP'ler) (63);  

(ii) CD9, CD63, CD81, CD82, CD106, Tspan8, ICAM (hücreler arası yapışma 

molekülü)-1 olarak dört transmembran çapraz bağlı proteinler olarak adlandırılan 

tetraspaninler   (64). 

(iii) Eksozom karakterizasyonu için stereotipik biyobelirteç olarak bilinen multivezikül 

cisimler (MVB'ler) ile ilgili proteinler (ALIX ve TSG101) (65). 
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(iv) Integrinler (hücre yapışması ile ilgili proteinler), aktin ve miyozin (hücre iskeleti 

oluşumuna katılan) gibi katılan diğer proteinler. 

Ayrıca, eksozomlar, taramalı elektron mikroskobu (SEM) ile tanımlanabilmekte veya 

doğrudan tanımlamak için Geçirmeli elektron mikroskobu (TEM) kullanabilmektedir. SEM, 

eksozom yüzey mikro yapısını gözlemlerken, TEM maksimum 0.2 nm çözünürlüğe sahiptir ve 

eksozomların iç yapısını ve morfolojisini ortaya çıkarabilmektedir (66). 

Eksozomlar, eksozom izolasyonunun altın yöntemi olarak kabul edilen ultrasantrifüjleme ile 

elde edilebilmektedir. Bu yoğunluk gradyanlı ultrasantrifüjleme ve diferansiyel 

ultrasantrifüjleme olarak  ayrılmaktadır. Bu ayırma yönteminde genellikle ×100 000 ile 150 

000 g arasında bir merkez kaç kuvveti kullanılmaktadır (67). Ultrafiltrasyon gibi Boyuta dayalı 

yöntemler, başka bir tür izolasyon yöntemidir ve idrar, serum, beyin omurilik sıvısı ve hücre 

kültürü ortamından eksozomları partikül boyutu veya moleküler ağırlığa göre toplamak için 

kullanılmıştır (68). İzolasyon ayrıca, spesifik antikorlarla, immünopresipitasyon yoluyla seçici 

olarak ayrıştırılabilen eksozomların iki katmanlı zarlarındaki işaretleyici proteinlere dayalı 

immünoafinite saflaştırma yoluyla da yapılabilmektedir. Yukarıdaki yöntemlere ek olarak 

polietilen glikoller (PEG'ler), Mikroakışkan tabanlı izolasyon teknikleri atomik kuvvet 

mikroskobu, ayarlanabilir dirençli darbe algılama ve dinamik ışık saçılması (DLS) ile 

çökeltme de eksozomların tanımlanması için kullanılabilmektedir (67). 

2.5.1. EKSOZOMLARIN BİYOGENEZİ 

Eksozomlar, geç endozomların (MVB'ler) sınırlayıcı zarının içe doğru tomurcuklanmasıyla 

oluşturulan intralüminal veziküller , endositik kökenlidir. MVB'ler daha sonra plazma zarına 

girmekte ve onunla kaynaşmaktadır, bunun üzerine ILV içeriklerini (şimdi eksozomlar olarak 

adlandırılır) hücre dışı ortama bırakmaktadır.  

Eksozomların biyogenezi, endozomdaki kökenlerini ve diğer hücre içi veziküller organelleri 

ile etkileşimini içermektedir. Eksozom biyogenezindeki ilk adım, erken endozom olarak 

bilinen zara bağlı bir vakuol oluşturmak için plazma zarının içe doğru tomurcuklanmasını 

içermektedir. Bu, olgunlaştıkça geç bir endozom oluşturmak üzere çeşitli değişikliklere 
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uğramaktadır (Şekil 2.6.). Geç endozomun sınırlayıcı membranı içe doğru tomurcuklanmakta 

ve daha sonra MVB olarak anılacak olan geç endozom içinde ILV'leri olarak bilinen zarla 

çevrili veziküller oluşturmak üzere sıkıştırılmaktadır (69). Bu noktada, ILV yüklü MVB'lerin 

birincil rolü, MVB'lerin lizozomlarla kaynaşarak ILV'nin bozunmasıyla sonuçlanan lizozomal 

bozunma yolunda ara ürünler olarak işlev görmesidir (70). Alternatif olarak, eksozomların 

oluşumu için hedeflenen MVB'ler, endozomal geri dönüşüm sistemine entegre edilir ve 

plazma membranı füzyonları ile sonuçlanır ve ILV'lerin kargolarını (bu noktada eksozomlar 

olarak adlandırılır) hücre dışı boşluğa bırakır (Şekil 2.6.) (71, 72).  Nakil için gerekli olan dört 

endozomal sıralama kompleksinin (ESCRT-0-III), ILV protein kargolarının seçiminde geri 

dönüşümlü protein ubikütilasyonunu içeren bir süreç olan MVB-ILV bazlı eksozom 

oluşumunun temel itici güçleri olduğu bilinmektedir (73). 

 

Şekil 2. 6. Ekzosom biyogenez mekanizması (74). 

Eksozomun oluşumu iki invajinasyonu içerir. Birinci invajinasyon kupa şekli bir yapı 

oluşturur ve bu hücre zardaki proteinleri dahil eder. Bu aşama erken endosomal oluşumuna yol 

açar. Bu aşamada golgi cisimciği ve endoplazmik retikulum bu oluşumlara ve içeriğine 
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katkıda bulunmaktadır. Erken endosom sınırlayıcı zarlarının invajinasyonu ile geç endosoma 

olgunlaşır. Bu MVC birkaç ILV (gelecekteki eksozomlar) içerir. 

Eksozom oluşturma yolu, taşıma (ESCRT) kompleksleri (ESCRT'ye bağlı yol olarak 

adlandırılır) için gerekli endozomal sıralama kompleksi veya ESCRT'den bağımsız bir yol 

yoluyla düzenlenebilmektedir (75). ESCRT'ler mekanizması için gerekli olan endozomal 

sıralama kompleksinin MVB'lerin ve ILV'lerin biyogenez sürecinde önemli bir rol oynadığı 

bilinmektedir. ESCRT'lerin bileşenleri (~20 protein içeren), dört kompleks ESCRT-0, -I, -II ve 

-III olarak adlandırılan ve ALIX (PDCD6IP tarafından kodlanan Apoptoz-bağlı gen 2-

etkileşimli protein X)  , VTA1 (Vezikül İzleme 1), VPS4 (Vakuolar protein sıralama ile ilişkili 

protein 4) ve TSG101 (Tümör duyarlılığı gen 101 proteini) dahil olmak üzere ilişkili 

proteinlerle birlikte  içermektedir (76, 77). ESCRT-0, -I ve -II, ubikuitin etiketli kargoyu 

yakalayabilen ubikuitin bağlayıcı alt birimler içerirken, ESCRT-III vezikül 

tomurcuklanmasına ve kesilmesine katkıda bulunmaktadır (78, 79). Bununla birlikte, bazı 

durumlarda, eksozomların oluşumu, lipidlerin desteğiyle oluşumları nedeniyle karmaşık 

ESCRT'yi gerektirmemektedir (79)  

2.5.2. KANSER HÜCRE TÜREVLİ EKSOZOMLAR VE KEMİK 

REJENERASYONUNDAKİ UYGULAMALARI 

Son yıllarda araştırmacılar, hastalık tedavisinde eksozomların kullanımına giderek daha fazla 

odaklanmaktadır. Kök hücrelerin tedavi edici ve yenileyici gücü önde alındığında, özel 

proteinler ve genetik materyaller içeren eksozomların kök hücreler tarafından salındığı 

kesindir. 

Kök hücrelerden elde edilen eksozomların farklı hastalıkları karşıya çıkmak için, onların 

kullanımı gösteren bazı veriler bulunduğu halde, kök hücreler ile tedavi edilecek hastalık türü 

arasında kesin bir ilişki bulunmamıştır. 

Eksozomlar, MSC sekretomunun önemli bileşenleridir ve kargoları çok sayıda miRNA 

içermektedir. Büyüme faktörlerinin veya onları kodlayan genlerin bir kombinasyonunun 

verilmesi, in vivo olarak bir dereceye kadar kemik iyileşmesini uyarmıştır (80). 
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Tümör kaynaklı eksozomlar (TDE'ler) kendi benzersiz fenotipik işlevlerine sahiptir. Tümör 

hücresi kökenine bağlı olarak, TDE'lerin içeriği değişir. Kök hücreden türetilen eksozomlar, 

iskelet mikroçevresindeki tümör ve kemik hücreleri arasındaki patolojik iletişimde rol oynar. 

TDE'ler ayrıca osteoblast proliferasyonunu ve aktivitesini doğrudan düzenleyerek kemik 

rejenerasyonunu uyarabilir ve ayrıca uzak kolonizasyon ve proliferasyonu teşvik etmek için 

uzak metastaz mikroçevresindeki mezenkimal hücreleri düzenleyebilir (81). 

Son çalışmalar, prostat kanseri EV'lerinin stromal modelleme, tümör anjiyogenezi ve adipoz 

kaynaklı kök hücrelerin transformasyonundaki rolünü göstermektedir (10), ayrıca prostat 

kanseri hücresinden türetilen eksozomların, bu vezikülleri yoluyla insan osteoblast 

proliferasyonunu 1.5 kat arttırdığı gösterilmiştir (82). Diğer çalışmalar, çoklu melanom hücre 

kaynaklı eksozomların, fonksiyonlarını ve farklılaşmasını modüle eden çok çekirdekli 

osteoklastlarda farklılaştığı göstermiştir. 

 

Şekil 2. 7. Kanser hücresi kaynaklı eksozomların etkisi (83). 
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 Multipl miyeloma (MM), küçük hücreli olmayan akciğer kanseri ve prostat kanseri gibi 

kanser hücresinin, miRNA veya gen regülasyonu ortalaması ile osteoklastlar ve osteoblast 

oluşumu için anahtar düzenleyici olarak görev yapan mikroveziküllerle bol miktarda 

bulunduğu gösterilmiştir 

MM'den türetilen eksozomlarda EGFR'in aktivasyonu, ön osteoklastlarda EGFR'nin 

aktivasyonuna yol açmaktadır, MM kaynaklı osteoklastogenezde yer almakta, çünkü prostat 

kanseri hücrelerinden türetilen eksozom, miRNA içeriği yoluyla osteoklastogenezde de 

bulunmaktadır (83). 

Multipl osteosarkom hücre dizisinden türetilen EV'lerin proteomik analizi, tümör ilerlemesi, 

anjiyogenez, hücre yapışması ve metastaz ile ilişkili proteinler içerdiğini ortaya çıkarmıştır 

(84).  Osteosarkom 143B hücrelerinden elde edilen EV'leri, murin osteoklast oluşumunu 

indükleyen ve kemik rezorpsiyon aktivitelerini uyaran pro-osteoklastojenik kargo veya 

spesifik miRNA'lar içerir ve ayrıca in vitro göçü ve insan osteoblast hücrelerinin 

invazinasyonu teşvik ettiği gösterilmiştir (85-87).  

Saos-2 hücresinden türetilen kemiğin yeniden şekillenmesi ve yenilenmesi üzerindeki rolü tam 

olarak anlaşılamamıştır. Bu çalışmada, Saos-2 hücrelerinin osteojenik farklılaşma ve kemik 

rejenerasyonu üzerindeki rolüne odaklanmaktadır. 
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3. GEREKÇE VE AMAÇ  

Kısaca bu çalışmanın amacı, 3D baskı teknikleri ile manyetik polilaktik tabanlı bir iskele 

geliştirmektir. Bu biyolojik yapılar, hücre yapışması, büyümesi ve farklılaşması için bir destek 

olarak hareket edebilmektedir. Bu çalışmanın başka bir bölümünden sarkom hücrelerinden 

türetilen eksozom bu iskeleler üzerine ekilmektedir. Eksozomun rolü, hücre farklılaşması, 

bunların kemik mineralizasyonu üzerindeki etkileri, alkalen fosfataz aktivitesi ve gen 

ekspresyonu üzerinde çalışabilmektedir. Ayrıca eksozomların varlığı osteojenik farklılaşma 

sırasında miRNA ekspresyon seviyesini etkileyebilmektedir. 

 

Şekil 3. 1. Çalışmanın amacı ve metodolojisi 

Sunulan tezin amacı ile uyumlu şekilde ortaya koyulan hedefleri: 

➢  - Kemik destek malzemesinin modellenmesi,  
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➢ - Modellenen kemik destek malzemesinin 3B yazıcıda açık kaynak kodlu Cura yazılımı 

kullanılarak basılması ve karakterize edilmesi 

➢ - Basımları gerçekleştirilen PLA kemik destek malzemelerinin yüzeylerinin eksozom 

yüklenmesi 

➢ - Hazırlanan eksozom içeren manyetik PLA kemik doku destek malzemelerin in vitro 

testler ile kemik hücreleri üzerindeki etkinliklerinin değerlendirilmesi olarak sıralanmaktadır. 
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4. MATERYAL VE YÖNTEM 

4.1. MATERYAL 

Çizelge 4. 1. Kullanılan hücre hatları 

Hücre hattı Hücre adı Pasaj numaraları Ortam içeriği 

hAdMSC 

İnsan adipoz kökenli 

mezenkimal kök 

hücresi 

Pasaj 6-7 

DMEM +%10FBS 

+Penisilin/Streptomisin 

+ 2mM L-Glutamin+ 

10 mM β-gliserol 

fosfat ve 50 µg/mL L-

askorbik 

Saos-2 
Osteokarsoma hücre 

hattı 
Pasaj 4-5 

DMEM +%2FBS + 

%1AA + 2mM L-

Glutamin 

- DMEM-F12, DMEM-hg (yüksek şeker), Fosfat tuz çözeltisi (PBS), Polilaktik asit 

filament, ringer tamponu, manyetik polilaktik asit filament, Anycubic 3D yazıcı, Fetal sığır 

serumu (FBS),  Antibiyotik-antimikotik çözeltisi (AA), Lizozim, Tripsin EDTA çözeltisi, 

High Pure RNA Isolation Kit, BCA kiti 

4.2.  PLA YAPI TASARIM PROSEDÜRÜ 

Bu tez için basılacak yapıların 3B tasarımı Tinkercad çevrimiçi tasarım programında yapıldı. 

Bu programda, farklı yapılar, farklı boyutlarda ve gözenek boyutlarında modeller ve sıradan 

bir 3B yazıcıda basılmak üzere test edildi.  Sonrasında modellenen yapılar STL uzantısına 

kaydedilmiştir, ardından 3B yazıcıya uygun ayarların yapılabilmesi için Cura programından 

G.Code (programlama dili) formu alınmıştır. Modellenen yapıların arayüz görüntüleri ve 

program arayüzü Şekil 4.1. ve 4.2.'de sunulmaktadır. 
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Şekil 4. 1. TinkerCad tasarım programının arayüzü 

 

Şekil 4. 2.Cura programının Dilimleme prosedürü ile arayüzü 

Cura üzerindeki seçilen parametreleri ve tasarlanan 3B modelleri ticari PLA filamentinin 

özelliklerine göre uyarlanmıştır. Üretici talimatına göre, Proto-pasta markalı manyetik demir 

metaldan yapılan PLA kompozittir ve manyetik PLA filamenti olarak bilinen, paslanabilir  bir 
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ferromanyetiktir. Manyetik PLA filamenti PLA reçine bazlı ve 250 (0,25 mm)  mikrondan az 

gerçek demir tozu katkısından oluşmaktadır. Ticari manyetik PLA% 55 polilaktid reçinesi ve 

% 45 demir karışımıdır. Mıknatıslara tepki verir ve saf demire benzer şekilde davranır.  

Manyetik Demir PLA, standart PLA'dan biraz daha kırılgandır ve standart PLA'dan daha 

aşındırıcıdır ve 1. katman ayarlamaları gerektirebilir. Manyetik demir pla standart PLA ile 

karşılaştırıldığında oldukça yoğundur. Sonuç olarak, 500 g bir filament manyetik demir PLA, 

yaklaşık 100 metre filament içerir, standart PLA'nın 500 g bobininde yaklaşık 200 metre 

uzaklıktadır. 

4.3. PLA’NIN 3 BOYUTLU BASIMI 

3D küboid modeli Cura yazılımı kullanılarak tasarlanmıştır, STL dosyaları olarak dışa 

aktarıldı ve cura ® yazılımı kullanılarak katmanlara dilimlenmiştir. 3D yapılar daha sonra 10 

mm•10 mm•2 mm (W•L•H) boyutunda, 400 µm'lik tek kullanımlık iğne uçları, 200 µm'lik bir 

Dilimleme kalınlığı ve 1.0 mm'lik iplikçik aralığı kullanılarak katman katman üretilmiştir. 

 

Şekil 4. 3.Basılan PLA’ların farklı tasarımı ve mıknatıs ile PLA’ların etkileşimi 
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Seçilen modeller gözenek boyutu ve hücre eki için uyumluluk ile ilişkiliydi. Ekteki şekil farklı 

yapıları ve tasarlanmış PLA yapılarını göstermektedir. Sadece en küçük gözenek boyutuna 

sahip bir model seçilmiştir. mg.PLA, ikinci fotoğrafta olduğu gibi manyetik özelliklerini 

onaylamak için bir mıknatısla test edildi. 

4.4.  TARAMALI ELEKTRON MİKROSKOPİSİ İLE PLA YAPI ANALİZİ 

PLA ve manyetik PLA yapılarının yüzey morfolojisi ve atomik kompozisyonları, TESCAN 

GAIA3 TRIGLAV markalı taramalı elektron mikroskobunda  görüntülenmiştir. 3D PLA 

yüzey kararlılığı ve biyolojik bozunma çalışmalarından sonra yapıların morfolojileri SEM ile 

incelenmiştir.  Tüm örnekler SEM analizleri öncesinde LEICA EM ACE600 cihazı ile vakum 

altında 3 nm Au/Pd ile kaplanmıştır. 

4.5.  PLA’NIN BİYODEGRADASYON ÇALIŞMASI 

Ester bağlarının rastgele hidrolizini içeren PLA polimerlerinin bozunma davranışını incelemek 

için biyolojik bozunma sürdürülmüştür. Elde edilen PLA yapılarının enzimatik davranışı 4 ay 

boyunca araştırılmıştır. Enzimatik biyobozunma çalışması, MEMMERT marka, WNB 45 

model çalkalamalı su banyosunda 37°C, 75 rpm'de gerçekleştirilmiştir. Bozunma çözeltisi, 1M 

Ringer tamponuna %0.5 lizozim, %0.005 sodyum azit (NaN3) eklenerek, 

pH=7.4’de  hazırlanmıştır (88).  

Her 48 saat bir enzim solüsyonu yenilenmiştir. Numunelerin ağırlık kaybındaki değişiklikler, 

aşağıdaki formüle göre gravimetrik olarak ölçülmüştür: 

Ağırlık Kaybı %'si = [(Wi-Ws)/Wi] x100  

Wi ile: Başlangıç kütlesi ; Ws: Bozunma sonrası kütle 

Biyobozunmadan sonra yapıların kalan kütlesi, zaman içinde yüzde değişim olarak 

kaydedilmiştir. Biyolojik bozunma çalışmalarında, her numune için üç tekrar yapılmıştır. 

Numunelerin hidrolitik biyobozunması 3 ay boyunca 37 °C'de gerçekleştirildi, ancak yapıların 

ağırlıklarında ölçülebilir bir azalma gözlenmemiştir. 
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4.6.  X-RAY DİFRAKTOMETRİ ANALİZİ 

Hazırlanan doku iskelelerinin ana bileşenlerinin kristalin yapı özellikleri ölçümlerinin X-ışını 

difraktometrisi kullanılarak analiz edilmiştir. Analizler ODTÜ metalurji ve malzeme 

mühendisliğinde Rigaku Ultima-IV Japan markalı cihaz ile Cu Ka radyasyonu kullanılarak 

gerçekleştirilmiştir. Yapılarının karakteristik piklerini bulmak için 2θ ölçüm aralığı 10-60o 

aralığı ile taranmıştır.  

4.7. FOURİER TRANSFORM KIZILÖTESİ SPEKTROSKOPİ ANALİZİ 

PLA kemik doku destek malzemelerin kimyasal özellikleri Hacettepe Üniversitesi Hünitek 

bünyesinde bulunan Thermo Fisher marka Nicolet is50 (USA) ATR-FTIR spektrometresi ile 

incelenmiştir. Numunelerin kimyasal analizi FTIR ile 600–4000 cm−1 aralığında elde 

edilmiştir.  

4.8. SAOS-2 HÜCRELERİN KÜLTÜRÜ 

Saos-2 hücreleri ODTÜ üniversitesinden temin edilmiştir. Hücreler, 37°C'de minimum %2 

FBS (h/h), 2 mM L-glutamin, penisilin/streptomisin (100 birim/mL penisilin-100 L/mL 

streptomisin) oranıyla DMEM-F12'de kültürlenmiştir. Hücreler bağıl bolluğa ulaştıklarında 

kültür ortamları (atık) toplanmıştır ve eksozom izolasyonu için süzülmüştür.  

4.9. EKSOZOMUN İZOLASYONU 

Tez kapsamında eksozomlar, filtrelenmiş serum örneklerinden seri ultrasantrifüjleme ile izole 

edilmiştir. Kısaca, 200 ml, 0.22 µm filtrelerden süzülmüştür. Hücreleri elimine etmek için 300 

g ve 4 °C'de 15 dakika santrifüjlendi. Apoptotik cisimleri, mikrovezikülleri ve hücre 

döküntülerini çıkarmak için, 10.000 g ve 4 °C'de 15 dakika santrifüjlendi. Son olarak 

eksozomları peletlemek için Himac CP100WX, Hitachi, ABD cihazı kullanarak, 120.000 g ve 

4 °C'de 180 dakika boyunca ultrasantrifüjlenmiştir. İzole edilen eksozomlar PBS'ye yeniden 

yerleştirilmiştir ve kullanıma kadar -20 °C'de saklanmıştır. İzole edilen ve pelet halında 

toplanan eksozomlar PBS ortamda çözülmüş, ardında, bir bikinkoninik asit (BCA) test kiti 

(Thermo Fisher Scientific, ABD) ile karakterize edilmiştir. 
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4.10.  EKSOZOMLARIN TEM ANALİZİ 

İzole edilen eksozomlar, tarif edildiği gibi bir bisinkoninik asit (BCA) testi ve Geçirmeli 

elektron mikroskobu (TEM) (Jeol jem-100CX II  ; 80kv-100kv) kullanılarak karakterize 

edilmiştir. 

TEM analizi için kısaca, eksozom bakır ızgaralar üzerine yerleştirildi, immün reaksiyonu 

stabilize etmek için 5 dakika boyunca PBS içinde %5 glutaraldehit ile sabitlendi, steril 

damıtılmış su içinde yıkandı, pH 7'de 10 dakika boyunca %1 uranil-asetat çözeltisi ile 

kontrastlandı. 

BCA testi için, kitte verilen talimatlara göre, 12,5µl eksozomdan 12,5µl distile suda çözülmüş, 

ardından 1 µl reaktif A’dan, 50 µl reaktif B’den toplam 200 µl olacak şeklinde  toplam 

çözeltisi eksozom üzerinde eklendi ve 1 saat bekletildi. Absorbans 585nm okundu.  

Tez kapsamında osteojenik farkılaşmanın ayrıntılı değerlendirilmesi amacıyla yapılacak doku 

iskelesi-hücre etkileşimi in-vitro çalışmalarında 50 µg/µL eksozom konsantrasyonu 

kullanılmıştır.  

4.11. MEZENKİMAL KÖK HÜCRE KÜLTÜRÜ  

Çalışmada hAdMSC hücre hattı kullanılmıştır. Bu hücreler %10 FBS (v/v), 2 mM L-glutamin, 

penisilin/streptomisin (100 birim/mL penisilin-100 L/mL streptomisin) içeren DMEM-hg 

içinde çoğaltılmıştır. Kültür ortamı 2-3 günde bir taze besiyeri kullanılarak değiştirilmiştir.  

Hücre kültürü çalışması sırasında pasaj 5-6 hücreler kullanılmıştır. 

4.12. IN VITRO ÇALIŞMALAR 

4.12.1. OSTEOJENİK İNDÜKSİYON 

hAdMSC, Alpha Minimum Essential Medium (MEM α) içinde, %10 FBS (v/v), 2 mM L-

glutamin, penisilin/streptomisin (100 birim/mL penisilin-100 L/mL streptomisin) kullanarak 

kültüre edilmiştir. Hücre kültürü çalışması sırasında pasaj 7-8 hücreleri kullanılmıştır. 1 × 106 

hücre, Petri kabına hücre tabakaları elde etmek için ekme yoğunluğu olarak belirlenmiştir. 
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Hücreler hem büyüme ortamında hem de osteojenik farklılaşma ortamında aşırı birleşmeye 

ulaşana kadar 10 gün boyunca kültürlenmiştir. Farklılaşma grubu için kültür ortamı 24 saat 

sonra 10 mM β-gliserol fosfat ve 50 µg/mL L-askorbik asit içeren farklılaşma ortamı ile 

değiştirilmiştir. Her grup için, kültür ortamı her 3-4 günde bir önceden ısıtılmış taze olanla 

doldurulmuştur. 

4.12.2. MEZENKİMAL HÜCRELERİN BOYAMASI 

Akridin turuncusu, DNA'nın yeşil floresan ışığı yaymasına ve RNA'nın turuncu-kırmızı 

floresan ışığı yayılmasına neden olan bir florokromdur. 6 günlük kültürden sonra hAdMSC 

'lere Akridin Turuncu floresan boyama uygulanmıştır. 25.104 hAdMSC hücresi DMEM-hg'de 

6 kuyucuklu plakaya ekilmiştir ve ortam her 2 günde bir değiştirilmiştir. Boyama 6. günde 

eski ortam aspire edilerek, iki kez PBS ile yıkanarak ve ardından 1mg/1ml 1mM akridin 

turuncusu boyaması uygulanarak uygulanmıştır. 

4.12.3. MALZEMELERİN BİYOUYUMLULUĞU 

Hücre sitotoksisite testi (MTT), hAdMSC ile dolaylı olarak yapılmıştır. PLA, Mg-PLA UV 

ışığı ile 20dk. sterilize edilmiştir, sonrasında %80 etanol (20dk.) muamele edilmiş ve ardından 

PBS ile yıkanmıştır ve kurumaya bırakılmıştır. PLA'nın etkisi ve sitotoksisite, temel MTT 

denemesi ile değerlendirilmiştir. Çalışmada 96 kuyucuklu plakalara 2.5x105 hücre ekimi 

yapılmış ve 48 saate kadar inkübe edilmiştir. MTT ölçümünden önce ölçülecek numunelere 

0.75 µL MTT boyası ilave edilerek 3-4 saat beklenmiştir. Bekleme işlemi bittikten sonra 

kuyulardaki karışım çekilmiştir. Bu karışım daha sonra 96 kuyucuklu plakalara dağıtılmıştır. 

Örnekler bir mikroplaka okuyucuda 490 nm'de spektroskopik olarak okunmuştur. MTT testi 

24 saat ve 48 saat boyunca yapılmıştır. 

4.12.4. HÜCRE ÇOĞALMA DAVRANIŞI 

Hücrelerin doku iskeleleri üzerindeki çoğalma davranışı alamar mavisi (alamarBlue) 

kullanılarak 3,7,10 ve 14. günlerde incelenmiştir. Bu amaçla bu günlerde kültür ortamı aspire 

edilmiştir ve alamarBlue solüsyonu (BioRAD, CA,US) ile  seyreltilmiş DMEM-F12 (1:10) 
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kültür ortamı örneklere eklenmiştir. 3 saatlik inkübasyondan sonra, indirgenmiş alamarBlue 

çözeltileri aseptik olarak 96 kuyucuklu bir plakaya aktarılmıştır ve numuneler taze bir ortamla 

yeniden süspanse edilmiştir. Bir mikro-plaka okuyucu (iMark Microplate Absorbance Reader, 

BioRAD, CA, US) kullanılarak 570nm uyarma filtresi ve 600nm emisyon filtresinde ölçümler 

alınmıştır (89).  

4.12.5. HÜCRELERDE KALSİYUM BİRİKİMİNİN DEĞERLENDİRMESİ  

Alizarin kırmızısı, hücrelerdeki kalsiyum birikimi miktarını ölçmek için yapılan bir testtir. Bu 

çalışma her bir örneğin üzerine yaklaşık 105 Saos hücresi ekilerek gerçekleştirilmiştir. 

Örneklerin 2 gün de bir besiyerleri değiştirilmiştir. Besiyeri olarak kalsiyum birikimini 

artırmak için osteonejik besiyeri kullanılmıştır. Örnekler osteojenik farklılaşmanın izlenmesi 

açısından alizarin kırmızısı ile boyanmıştır ve setilpiridinyum klorür (CPC) kullanılarak 

kantitatif ölçümler gerçekleştirilmiştir. Örnekler mikroplak okuyucusunda 562 nm’de 

absorbans ölçümü ile standart grafik üzerinden hesaplanmıştır. Alizarin kırmızısı testi 3, 7 ve 

14 gün için yapılmıştır. 

4.12.6. ALKALEN FOSFATAZ AKTİVİTESİ 

Kemik gelişiminin mineralizasyon evresinde inorganik fosfat ihtiyacı gelişmektedir. Alkalen 

Fosfataz (ALP) inorganik fosfat salımı için gerekli olan bir seri enzimatik tepkimede rol 

almaktadır ve ALP aktivitesinin hücrelerde mineralizasyon ve kalsifikasyonu ile ilişkilidir. 

Çalışmada her bir yapıya 106 hücre ekimi yapılmıştır. Belirli zamanlarda (3, 7, 14 gün), -20o 

C’de dondurulan örnek yüzeylerindeki hücrelerin ALP aktivitesi ölçülmüştür. 

4.12.7. MALZEME-HÜCRE ETKİLEŞİMİ VE MORFOLFOLJİK 

DEĞERLENDİRMESİ 

Hücre - PLA etkileşimleri ve temel hücresel morfolojiler SEM ile gözlemlenmiştir. Burada 105 

hücre PLA yapılarına ekilmiştir ve 3 ve 7 gün boyunca “temel kültür ortamı” içinde inkübe 

edilmiştir. Numuneler daha sonra birkaç kez D-PBS ile yıkanmıştır ve ardından %3 

glutaraldehit ile 20dk’da fikse edildi. Analizden önce numuneler, bir etanol serisinden %30 
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%50 %70 %90 ve %100 her iki dk içerisinde geçirildi sonra kurutuldu. Tüm örnekler SEM 

analizleri  öncesinde vakum altında 3 nm AuPd kaplanmıştır.  

 

 

4.12.8. KANTİTATİF GEN İFADESİ  

4.12.8.1 RNA İzolasyonu 

Hücre PLA grupları ile inkübasyon sürelerinin dolmasıyla, “High Pure RNA Isolation Kit” 

kullanılarak, hücrelerden RNA izolasyonu, ekteki protokole göre gerçekleştirildi. Buna göre; 

hücrelerin üzerine 200 μL soğuk PBS ve 400 μL Lizis tamponu eklenip 15 saniye 

vortekslendi. Tüm karışım toplama tüpüne yerleştirilmiş olan filtre üstüne aktarıldı. Tüp 9000 

rpm’de 15 saniye santrifüj edildi. Toplama tüpünde toplanan sıvı atıldı ve aynı tüpe tekrar 

filtre yerleştirildi. Her bir örnek için 90 μL DNaz inkübasyon tamponu steril tüpe alındı. 

Bunlarin üwerinde 10μL DNaz I eklenerek, pipetaj ile karıştırıldıktan sonra karışım filtrenin 

ortasına bırakıldı. 15 dakika oda sıcaklığında bekletildi. 500 μL’lik 1. yıkama çözeltisi filtre 

üzerine eklendi ve tekrar 9000 rpm’de 15 saniye santrifüj edildi. Filtre altında toplanan kısım 

atıldıktan sonra aynı toplama tüpü içerisine yerleştirildi. 500 μL’lik 2. yıkama çözeltisi filtre 

üzerine eklendi ve 9000 rpm’de 15 saniye santrifüj edildi. Filtre altında toplanan kısım 

atıldıktan sonra aynı toplama tüpü içerisine yerleştirildi. 200 μL’lik 3. yıkama çözeltisi filtre 

üzerine eklendi ve 13500 rpm’de 3 dk. santrifüj edildi. Toplama tüpü atılarak, filtreli tüp, steril 

1.5 ml’lik mikrosantrifüj tüpü içine yerleştirildi. Filtre üzerine 20-40 μL seyreltme çözeltisi 

eklendi ve 9000 rpm’de 1 dk. santrifüj edildi. Elde edilen RNA’ların miktarları ve saflığı 

“NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre” cihazında ölçülendi. 

4.12.8.2 cDNA Sentezi 

Hücreden RNA izolasyon protokolü ile elde edilen RNA‟lar spektrofotometre’de (NanoDrop, 

ND-1000, Thermoscientific, ABD) 260/280 nanometre (nm) dalga boyunda ölçülerek 

mikrolitredeki mikrogram değerleri belirlendikten sonra, primer olarak Random Hekzamerler 
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kullanılarak cDNA sentez kiti ile total RNA’dan cDNA sentezi gerçekleştirildi. cDNA sentezi 

sırasında kullanılan kimyasallar ve miktarları çizelge 4. 2.’te verilmiştir. cDNA sentezi için 

Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) karışımı ince çeperli 0,2 ml’lik 

tüplere dağıtıldıktan sonra saflaştırılan total RNA üzerlerinde eklendi. 

Çizelge 4. 2. cDNA senteze bağlı RT-PCR tepkime karışımı 

 Son konsantrasyon Hacim 

Steril H2O-PCR grade - RNA miktarına göre değişken 

Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCl2) 4 µl 

dNTP 1mM 2 µl 

Random hegzamer primeri 60 µM 2 µl 

RNaz inhibitörü 20 ünite 0.5 µl 

Ters Transkriptaz Enzimi 10 ünite 0,5 µl 

Total RNA 1 µg 1 µg olacak şekilde 

RT-PCR için Otomatik Isı Döngüsü Programı 

Otomatik ısı döngü cihazı, çizelge 4.2.’de belirtilen programa ayarlanarak elde edilen 

RNA’lardan cDNA sentezi elde edildi. Reaksiyon sonucunda elde edilen cDNA örnekleri 

Real-Time PCR’da kullanılıncaya kadar -20°C’lik derin dondurucuda saklandı. 
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Çizelge 4. 3. Otomatik ısı döngü cihazında uygulanan program 

 Sıcaklık Zaman Döngü sayısı 

Primer Bağlanması 25 °C 10 dk 1 döngü 

Ters transkripsiyon 50 °C 60 dk 1 döngü 

İnaktivasyon 85 °C 5 dk 1 döngü 

Soğutma 4 °C - 1 döngü 

 

4.12.8.3 qPCR Analizi 

RUNX2, COL1A1, OSP ve OSC genlerinin mRNA ifadesinin kantitatif değerlendirmesi Real-

time PCR yöntemi ile Light CyclerTM (LC) cihazı ve çizelge 4.3. kullanılarak belirlendi 

Amplifikasyonlar 10 µl toplam tepkime hacmi içerisinde, cDNA, mRNA'ya özgü primerler , 

UPL Taqman probu ve LC TaqMan Master karışımı kullanılarak gerçekleştirildi. RUNX2, 

COL1A1, OSP ve OSC gen ifadelenme miktarlarını normalize etmek için elde edilen cDNA 

örnekleri, Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) genine özgü primer ve UPL TaqMan 

probu kullanıldı ve GAPDH mRNA düzeyi referans olarak alındı. Seçilen genler ile ilgili 

özgün primer ve UPL prob listesi çizelge 4. 4.’de verilmiştir. Kullanılan problar Roche 

Diagnostic’ten temin edilmiştir. Tüm cDNA örnekleri her bir gen için en az üçer kez 

çalışılmıştır. 
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Çizelge 4. 4. Spesifik Primer Dizileri ve UPL Prob Numaraları 
Gene  Sequence UPL Prob 

Numarası 

COL1A1 Forward: 5’- GACCTCCTGAATCCCCAGA -3’ 23 

 Reverse: 5’- CACGATGGTTCCCCAGAC -3’  

OSC Forward: 5’- ACCTCCCAGCCCTATGGA -3’ 33 

 Reverse: 5’- ATTCCTCTTCTGGAGTTTATTTGG -3’  

OSN Forward: 5’- CTCTGTGATGGGCCCTGT -3’ 14 

 Reverse: 5’- AGGTTCCGCAACTCCTTGT -3’  

RUNX2 Forward: 5'- CACCATGTCAGCAAAACTTCTT -3' 41 

 Reverse: 5'- TCACGTCGCTCATTTTGC -3'  

GAPDH Forward: 5’- CGTAGCTCAGGCCTCAAGAC -3’ 23 

 Reverse: 5’- GCTGCGGGCTCAATTTATAG -3’  

UPL: Evrensel Prob Kütüphanesi 

 

RUNX2, COL1A1, OSP, OSC ve GAPDH Genleri için Real-Time PCR Tepkime Karışımı 

RUNX2, COL1A1, OSP, OSC ve GAPDH genlerine uygun verilen primer ve problar 

kullanılarak Real-time PCR tepkimesi LC cihazında gerçekleştirildi. Tepkime karışımını 

hazırlamak için kullanılan bileşenler çizelge 4. 5.’da verilmiştir. 

Çizelge 4. 5. RUNX2, COL1A1, OSP, OSC ve GAPDH Real-time PCR karışımı 
 Son konsantrasyon Hacim 

dH2O - 6.2 µL 

MgCI2 (25 mM) 4 mM 1.2 µL 

Primer F (10 pmol/µl) 2.5 pmol 0.25 µL 

Primer R (10 pmol/µl) 2.5 pmol 0.25 µL 

TaqMan prob (100 pmol/µl) 10 pmol 0.1 µL 

LC TaqMan karışımı (10x) 1x    1 µL 

cDNA -    1 µL 
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Light-Cycler (LC) Deney Programı 

Real-time PCR karışımları hazırlandıktan sonra kapiller tüplere dağıtıldı ve üzerine cDNA’lar 

eklendi. Kapiller tüpler 3000 rpm’de 10 sn santrifüj edildi. Tüpler cihaza yerleştirildikten 

sonra LC cihazında ekteki belirtilen amplifikasyon programı kullanılarak PCR tepkimesi 

gerçekleştirildi. RUNX2, COL1A1, OSP, OSC ve GAPDH genleri için aynı PCR programı 

kullanıldı. 

RUNX2, COL1A1, OSP, OSC ve GAPDH genlerinin ifade düzeylerinin belirlenmesi için 

kullanılan Real Time PCR tepkime programı ektedir. 

 

Program 1. Ayrılma (Denatürasyon)  

Program Verisi Değer 

Döngüler  

Analiz Modu 

Sıcaklık Hedefleri 

1 

- 

Kısım 1 

Hedef Sıcaklık (°C) 

İnkübasyon zamanı (s:dk:sn) 

Sıcaklık Geçiş Hızı (°C/sn) 

95 

10:00 dk 

20.0 

 

Program 2. Primer Bağlanması ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon) 

Program Verisi Değer 

Döngüler  50 

Analiz Modu Çoğalma  

 

   

Sıcaklık Hedefleri Kısım 1 Kısım 2 

Hedef Sıcaklık (°C) 

İnkübasyon zamanı (s:dk:sn) 

Sıcaklık Geçiş Hızı (°C/sn) 

95 

10 sn 

20.0 

60 

20 sn 

10.0 
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Program 3. Soğutma 

  

Program Verisi Değer 

Döngüler  

Analiz Modu 

Sıcaklık Hedefleri 

1 

- 

Kısım 1 

Hedef Sıcaklık (°C) 

İnkübasyon zamanı (s:dk:sn) 

Sıcaklık Geçiş Hızı (°C/sn) 

40 

30 sn 

20.0 

 

Reaksiyon sonucu deney gruplarına ait RUNX2, COL1A1, OSP, OSC ve GAPDH genlerinin 

mRNA ifade düzeylerini gösteren Crossing point (Cp) değerleri kullanılarak Pfaffl 

matematiksel metodu ile gruplar arasında mRNA ifade düzeylerindeki değişimler belirlendi. 

mRNA düzeyi RUNX2, COL1A1, OSP ve OSC gen ifade düzeylerini normalize etmek amacı 

ile GAPDH kullanıldı. 

İstatistiksel Analiz Yöntemleri 

Gruplar arasında x ve y hücrelerinde doza ve zamana bağlı olarak değişen RUNX2, COL1A1, 

OSP ve OSC mRNA ifade düzeylerindeki farklılıklar “Relative Expression Software Tool 

(REST; Qiagen, 2009 V2.0.13)” istatistik programı ile karşılaştırıldı ref:1. 0.05’den küçük 

olan p değerleri (p<0.05) istatistiksel açıdan anlamlı olarak kabul edildi.  

4.13. İSTATİKSEL ANALİZ 

İstatistiksel analizler GraphPadPrism yazılımı (GraphPad Yazılımı) kullanılarak yapılır. 

Veriler, en az 3 bağımsız kopyanın ortalaması (± SEM) olarak ifade edilir. Gruplar arası 

karşılaştırma için İki Yönlü ANOVA testi kullanılır. 

Hesaplama ile bulunan değer, grupların p hatası riski ile farklı olduğunu teyit eder. 

 -Fark P <0,05 (*) için anlamlıdır. 

-Fark P <0.01 (**) için oldukça anlamlıdır. 
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-Fark P <0,001 (***) için çok yüksek derecede anlamlıdır. 
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5. ARAŞTIRMA BULGULARI 

5.1. SEM SONUÇLARININ ANALİZİ 

Taramalı elektron mikroskobu (SEM) analizi, bu tez için sentezlenen PLA yapı iskelelerinin 

morfolojisini incelemek veya tahmin etmek için kullanıldı. Bu tez için basılı düz PLA ve 

mg.PLA'nın yüzey morfolojisinin sonuçları aşağıdaki şekilde SEM analizi ile gösterilmektedir. 

SEM görüntülerine ek olarak, EDX spektrumları da sunulmaktadır. 3D baskılı normal PLA'nın 

(Şekil 5.1.) tüm yüzey topolojisinin düzgün bir yüzeyden yapıldığı, homojen ve literatürde 

verilen morfolojilere benzer olduğu görülmektedir (27). PLA örneklerinin, 3D baskılı PLA'nın 

yüzeyinin minimum pürüze sahip düz bir yüzeyden yapıldığını, mikropartiküller şeklinde 

sarsıntı ve düzensiz bozuklar içerdiğini göstermektedir. Ayrıca görüntüler 693µm ve 715µm 

arasında değişen gözenek boyutunu göstermektedir. Aralık boyutları ise 267µm ile 342µm 

arasında değişmektedir. Bu değişiklikler, 3B baskı sürecinden kaynaklanan kusurlara 

bağlanabilir (27, 90). 

 

Şekil 5. 1. Düz PLA yapılarının SEM görüntüleri, boyutları ve EDX spekturum 
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Basılı mg.PLA yüzeyi, düz PLA'ya kıyasla düz olmayan bir yapı göstermektedir (Şekil 5.2.). 

Ancak, gözenek boyutu düz PLA'nınkinden daha küçüktür ve 614µm ile 680µm arasında 

değiştirmektedir. Aralık boyutu ise yaklaşık 154µm'e yakındır. 

 

Şekil 5. 2. Manyetik PLA yapılarının SEM görüntüleri boyutları ve EDX spekturumu 

3D baskılı mg.PLA'nın yüzeyi, 3D baskı işleminden kaynaklanan kusurlar olarak 

mikropartiküller şeklinde düzensiz kusurlar içeren kısmen pürüzlü bir yüzeyden yapılmıştır. 

EDX analiz sonuçlarına göre mg.PLA örneklerinde PLA örneklerine göre ayırt edici şekilde 

elementer Fe piklerine rastlanmıştır. Ayrıca mg.PLA'nın yüzeyinde büyük kümeler oluşturma 

eğiliminde olan parçacık şeklinde bazı aglomerasyonlar gözlenir. Ayrıca, nanopartiküllerin 

katmanlar arasında kalmasına rağmen, bir kısmının her katmanın yüzeyinde biriktiği 

gözlemlenmiştir. Sonuçlarımız Fe2O3 ile modifiye edilmiş poli(etilen glikol) diakrilat 

(PEGDA) literatür araştırması ile uyumludur (91). 

5.2. XRD SONUÇLARININ ANALİZİ 

Nano partiküllerin kristal yapısını tanımlamak için X-Işını kristalografisi kullanıldı. Bu 

araştırmada kullanılan düz PLA'nın XRD grafiği, 2θ ≈ 17 ° merkezli geniş bir kırınım pik 
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1786.25 değere sahip ile yoğunluk göstermektedir. Bu pik, PLA'nın polimorfik kristal 

olduğunu doğrulamaktadır. Ayrıca, PLA herhangi bir karakteristik pik göstermemiştir, bu da 

yapının amorf olduğunu kanıtlamaktadır (92). Bu sonuçlar, 16°, 16.25° ve 16.66° arasında bir 

pik noktası gösteren diğer PLA çalışmalarla uyumludur (93). 

 

Şekil 5. 3. PLA ve mg.PLA XRD spektrumu 
Mg.PLA'nın XRD desenleri, 2θ ≈ 44.78°'de ortalanmış geniş bir kırınım tepe noktası 931.66 

şiddet değere sahip ve 2θ ≈ 65°'de 152,5 şiddet değere sahip küçük bir çekme ile yoğunluk 

gösterdi. Sonuçlarımız bir şekilde, ana zirvelerin XRD eğrisinden 35.4°, 43.1° 2θ değerlerinde 

manyetik partiküllerin varlığını gösterildiği diğer literatür araştırmalarına benzer (94, 95). 

Özellikle plaka benzeri ve küresel demir partiküllerinin manyetik alana bağlı özelliklerinin 
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oluşturulmasına dayanan bir çalışma aynı sonuçları göstermiştir. (110) ve (200) düzlemlerinde 

sırasıyla 45 ve 65 derecelik bir dizi karakteristik pik gözlemlendi ve bu bizim sonuçlarımızla 

uyumludur (96). 

5.3. FTIR SONUÇLARININ ANALİZİ 

Basılı PLA'daki kimyasal grupları doğurulamak ve araştırmak için Fourier Dönüşümü 

Kızılötesi Spektroskopisi (FTIR) kullanıldı. Spektrum, PLA için tipik örnekleri gösterdi. 

Sonuçlar sırasıyla PLA ve mg.PLA için şekil 5.4. ve 5.5.'de gösterilmektedir. 

Şekil 5.4., düz PLA yapısını temsil etmektedir. C=O için gerilme frekanslarının anlam bantlari 

1744 cm-1'de, –CH3 asimetrik, –CH3 simetrik grupları sırasıyla 3000 cm-1 ve 2989 cm-1'de ve 

C–O grubu için 1086 cm-1'da saptandı. Karboksil grubunun bükülme frekansı ise 1352 cm-1 ve 

1449 cm-1'de tespit edildi. Bu sonuçlar, Chieng ve arkadaşlarının (2014) PLA yapısını 

onaylayan, 1746, 2995, 2946 ve 1080 cm-1 'de sırasıyla C=O, –CH3 asimetrik, –CH3 simetrik, 

C–O için gerilme frekansları olan çalışmasına uygundur (97). Bu sonuçların benzerliğini PLA 

yapı tespiti ile ilgili diğer literatür çalışmalarında da gözlemlenmektedir (90, 98-100).  

 

Şekil 5. 4. PLA yapılarının FTIR spektrumları 
Şekil 4.5., mg.PLA’nin kimyasal yapısını temsil etmektedir. C=O için gerilme frekanslarının 

anlam pikleri 1750 cm-1'de, –CH3 asimetrik, –CH3 simetrik grupları sırasıyla 3000 ve 2938 cm-
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1'de ve C–O grubu için 1084 cm-1 olarak saptanmıştır. Karboksil grubunun bükülme frekansı 

ise 1450 cm-1'de tespit edilmiştir. Bu sonuçlar, kimyasal bileşimi yanı sıra mg.PLA'da PLA 

yapısının varlığını belirlemekte ve onaylamaktadır. 

 

Şekil 5. 5. mg.PLA yapılarının FTIR spektrumları 

Literatürde, Fe-O gruplarının manyetik partikül ve titreşim spektrumlarının, 1050 cm–1 ile 550 

cm–1 arasındaki düşük frekans bölgesinde bantlar sergilediğini göstermektedir  (101, 102). Bu, 

literatüre göre Fe-O'nun absorpsiyon bandına karşılık gelmektedir. Cihazin sınırlığı nedeniyle 

bu bantları tespit edemedik. 2367 cm–1 'de dikkat çekici bir pik de tespit edilmektedir. Bunun, 

düz PLA yapısında sunulmadığına göre, manyetik partikül titreşimi ile ilişkili olduğu 

düşünülmüştür. Genellikle 2000 cm–1 ve 2400 cm–1 civarındaki titreşim, NiCo2O4 ferrimagnet 

ile ilişkili olan C=N=O asimetrik gerilme titreşim grubuna karşılık gelmektedir (103). 

5.4. BİYOBOZUNMA ÇALIŞMASI 

PLA yapılarının enzimatik biyobozunma çalışması, materyal ve yöntem bölümünde anlatıldığı 

gibi üç ay boyunca sürdürüldü ve her 48 saat içerisinde bir lizozim enzimi değiştirilerek 

kütlelerindeki değişimler belirli günlerde izlendi. PLA, mg.PLA ve kontrol numunelerinin 

(n=3) enzimatik biyobozunma profilleri Şekil 5.6.'da sunulmaktadır. 
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Biyolojik bozunma sonrası PLA ağırlık kaybı ölçümü, biyobozunuma uğrayan düz PLA 

oranının çok umut verici olmadığını gösterirken, ilk azalma %0.46'lık bir değerle 7. günde, 

ikinci azalma ise %0,68 değeri ile 14. günde gözlendi. Sürenin geri kalanı için sabit bir ağırlık 

oranı belirtilebilmektedir. Enzim olmadan, PLA grupları herhangi bir ağırlık değişikliğine 

uğramamıştır. 
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Şekil 5. 6. Düz PLA ve mg.PLA'nin degradasyon orantıları 

mg.PLA ile ilişkili bozunma çalışmaları, şekil 5.6.'in B grafiğinde temsil edilmektedir. 

mg.PLA bozunması, %0.86 değerinde 9. günden itibaren gözlemlenmiştir. İkinci düşüş %0.49 

ile 24. günde ve üçüncü düşüş %3.95 ile 49. günde tespit edilmiştir. 61. günden itibaren 

%12,22 oranında daha yüksek bir bozunma oranı gözlemlenmiştir. Ayrıca enzimatik 

degradasyona uğramayan mg.PLA grubu %5,57'lik bir kayıp göstermiştir. 

Literatürde de buna benzer çalışmalara rastlamak mümkündür. Bu tezde 30 gün sonunda daha 

fazla biyobozunma gözlenmesinin sebebinin 3B basım tekniği kaynaklı olduğu 

düşünülmektedir. Enzimin, basılan PLA yapısındaki katmanlara etki edebildiği 

düşünülmüştür. Hidrolitik biyobozunma çalışması PLAve mg.PLA örneklerinde test edilmiş 

olup 3 ay süren bu değerlendirme aşamasında pla yapılarında bir külte kaybına 

rastlanmamıştır.  

B A 
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3 ay süren enzimatik biyobozunma çalışmaları sonundaki örneklerin yüzey morfolojilerindeki 

değişim SEM ile incelenmiştir. Şekil 5.7.’de enzimatik biyobozunma çalışmaları sonundaki 

örnek yüzeylerinden alınan SEM görüntüleri sunulmuştur. 

 

Şekil 5. 7. Biyobozulmadan sonra PLA ve mg.PLA'nın SEM görüntüleri 

PLA'nın yüzeyi, bozunmadan sonra, bir miktar kırılma dışında kayda değer bir deformasyon 

göstermemiştir. Bu, yukarıdaki kütle kaybı sonuçlarıyla uyumludur. Bununla birlikte, 

mg.PLA'nın yüzey morfolojisi, yüksek bozulma oranını doğrulayan dikkate değer kırıklarla 

genel bir deformasyon göstermiştir. Mg.PLA, saf PLA ile karşılaştırıldığında yüzey 

pürüzlülüğü sergilemiştir ve bu kompozitlerin yüzeyinde bazı çıkıntılara sahip olduğu 

gözlemlenmiştir . Bu, manyetik nanopartiküllerin PLA’da mevcut olduğunu göstermektedir. 

Bu sonuçlar, bozunmadan sonra değiştirilmiş PLA'nın değişen formunu gösteren, ham formda 

veya hidroksiapatit, grafen oksit gibi kompozitler ve nanopartiküller ile modifiye edilmiş PLA 

çalışmalarında bulunmuştur (104). 
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Sonuçlar, polilaktik asitin biyolojik olarak parçalanabilen bir alifatik polyester olduğ. PLA, 

biyobozunulabilen bir yapı olduğu halde, bu tezdeki PLAnin zayif bozunması 3B basıma ait 

PLA filamentlerin yüksek moleküler ağırlığndan kaynaklandığında düşünülmektedir ve 

mg.PLA'nın düz PLA'dan daha iyi bir bozunma oranına sahip olduğunu göstermektedir. 

5.5. HÜCRE KÜLTÜRÜ VE EKSOZOM IZOLASYONU 

Hücreler, daha önce belirtildiği gibi ek eksozom izolasyonu için 2 hafta boyunca 

kültürlenmiştir. %2 serum ile Saos-2 hücre morfolojisi aşağıda şekil 5.8.'de belirtilmiştir. Bağıl 

bolluğa ulaştıktan sonra atık vasatı toplandı ve eksozom izolasyonu yapıldı. Şekil 5.8., 

eksozomların peletini temsil etmektedir.  

 

Şekil 5. 8. Bağıl bolluğa ulaşan Saos-2 hücreleri ve eksozomların peleti 

5.6. BCA TESTİ İLE PROTEİN MİKTARININ TAYİNİ 

Eksozomdaki protein miktarını ölçmek için BCA testi yapıldı. BCA protein testi, bir 

numunedeki toplam protein miktarını belirlemek için kullanılır. Bu yöntemin prensibi, 

proteinlerin alkali bir çözeltide (biüre reaksiyonu) Cu+2'yi Cu+1'e indirgemesi ve bisinkoninik 

asit ile mor bir renk oluşumuna yol açmasıdır.  
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Uygulanan kit Protokolünden sonra, 2804.62µg/ml'lik bir karşılaştırma elde etmek için 

standart formülüne göre protein konsantrasyonu hesaplandı (Ekler kısmında gösterilmektedir). 

Osteojenik farklılaşma çalışmaları için örnek başına 50 µg 'lik bir konsantrasyon uygulandı . 

5.7. TEM İLE EKSOZOMLARIN TESPİTİ 

Optik yöntemlerde, 300 nm'den küçük parçacıklar görünmez olduğundan, morfolojilerini 

karakterize etmek için elektron mikroskobu (EM) gereklidir. TEM, eksozomların morfolojisini 

karakterize etmek için standart bir araç olarak kabul edilmektedir. 

TEM görüntüleri, eksozomlarda karakteristik bir merkezi çöküntü  göstermiştir. TEM 

görselleştirmesi, gridin karbon kaplı tarafında izole edilmiş hücre dışı veziküllerin 

sabitlenmesinden sonra daha önce tarif edildiği gibi yapılmıştır. 

 

Şekil 5. 9. TEM mikroskopu ile eksozomlarin tespiti  
Resim iki katmanlı ve 50-250nm boyutunda olan vezikül yapılarını göstermektedir. Aslında, 

eksozomlar, morfolojileri ve boyut dağılımlarına göre ayırt edilebilen, hücreler tarafından 
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salınan bir dizi farklı mikro ve nano ölçekli vezikülden biridir. Ve burada, TEM sonucu bu 

özellikleri onaylamaktadır. 

5.8. SİTOTOKSİTİTE TEST SONUÇLARI 

hAdMSC hücre hattı, sitotoksisite testi çalışmasında kullanılmıştır. 24 ve 48 saat süren bu 

testte kontrol grubu da dahil olmak üzere 3 farklı tip grup kullanılmıştır. Bu testin verileri 

şekilde sunulmuştur. 
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Şekil 5. 10. Malzemelerin hücre canlılığına etkisinin 24. ve 48. saatte incelenmesi 
Hücreler ve doku iskelesi arasındaki temas, herhangi bir sitotoksik etki veya hücre ölümü 

göstermemiştir. Buna karşılık, kontrole kıyasla PLA ve mg.PLA'nın varlığında hücre 

proliferasyonunun önemli ölçüde indüklendiği gösterilmiştir. Ancak 48 saat sonra 

proliferasyonun sabit olduğu gözlemlenmiştir. Bu nedenle, kontrol ve tedavi edilen grup 

arasındaki karşılaştırma anlamlı değildir. Bu sonuçlar, basılı iskelelerin biyouyumluluğunu 

doğrulamaktadır. 
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5.9. HÜCRELERDE KALSİYUM BİRKİMİNİ DEĞERLENDİRMESİ SONUÇLARI  

Tüm numunelerde Alizarin Red S boyaması ile kalsiyum birikintileri ve hücre dışı matris 

(ECM) mineralizasyonu 14 gün boyunca değerlendirildi. Veriler, bir osteojenik indüksiyon 

ortamında 14 günlük kültürden sonra spektrometrik analiz kullanılarak nicelendirilmiştir. 

hAdMSC'leri (n = 3) osteojenik indüksiyon ortamında büyütüldüğünde, osteojenik soyda 

farklılaştılar ve mineralizasyon gösterdiler. Bu şekil (5.11.), alizarin kırmızı temasından sonra 

hAdMSC ile kültürlenmiş PLA ve mg.PLA'nın morfolojik yapısını temsil eder. Diğer taraftan, 

Hücresiz ortamda ve yıkamadan sonraki görüntüyü, hücre varlığında karşıladığımızda önemli 

bir ölçüde fark göstermektedir. 

 

 Şekil 5. 11. Alizarin kırmızısı kalitatif test sonucu 

14 gün boyunca hücreler tarafından kalsiyum birikiminin sonucu ve mineralize kemik 

nodüllerinin oluşumu kantitatif bir şekilde ölçüldü aşağıdaki şekil 5.12.'de sunulmuştur. 

Manyetik olmayan alanda 14 günlük kalsifikasyon 3. günden 14. güne kadar hafif artmıştı. 

Eksozom yüklü PLA ise 3. günden 14. güne önemli bir artış gözlemlenmiştir. Eksozom yüklü 

mg.PLA grubu, istatistiksel olarak oldukça önemli artışı nedeniyle en umut verici sonuçları 

göstermiştir (p <0.01). Bu, kalsifikasyonun eksozom ve manyetik PLA varlığından 

etkilendiğini göstermiştir.  

Literatür araştırmalarında PLA mineralizasyonundan sonra benzer sonuçları görebilmektedir 

(105), ancak sonuçlarımız eksozomların, kalsiyum biriktirme indüksiyonunda rolünü de 

kanıtlayabilir. 
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Şekil 5. 12. Doku iskelerinin Alizarin Kırmızısı kantitatif test sonuçları 

Aynı şekilde manyetik alanda da kalsifikasyondaki artış en çok tek başına PLA'da gözlendi ve 

bu oldukça önemliydi. 7. günden 14. güne geçiş, eksozomlarla tedavi edilen mg.PLA 

grubunda kalsifikasyonda oldukça önemli bir artış ile işaretlenmiştir. Ancak PLA/ex 

grubundaki varyasyon, 7. günden 14. güne anlamlı olmayan bir düşüş göstermiştir. Bu azalma, 

farklaşma sırasında mezenkimal hücreler tarafından belirli bir düzeyde kalsiyum üretiminin 

kesilmesi il açıklanabilir. Bu sonuçlar, poliüretan/PLA süngerleri ile demir oksit varlığında 

umut verici bir mineralizasyon gösteren Marycz ve arkadaşlarının (2019) çalışmasına 

uygumludur (106). 

5.10. ALKALEN FOSFATAZ AKTİVİTESİ 

Osteoblastlar, kemik oluşumundan sorumlu ana hücrelerdir. Bu hücreler, tip I kollajen, 

osteopontin, osteokalsin ve alkalen fosfataz gibi hücre dışı matris proteinlerini salgılar.  

Alkalen fosfataz aktivitesi, 14 gün boyunca doku iskelelerle temas halinde olan hAdMSC 

hücrelerinde ölçülmüştür. Aşağıdaki şekil, normal alandaki ve manyetik alandaki ALP 

aktivitesinin değişimini sunulmaktadır.  



 

51 

 

A
b

s
o

r
b

a
n

s

3
.g

7
.g

1
4

.g
3

.g
7

.g

1
4

.g

0 .0

0 .1

0 .2

0 .3

0 .4

0 .5

P L A

M g .P L A

P L A /ex

M g P L A /ex

M a n y e t ik  A la n d a N o rm a l a la n d a

*

*

* *
* * * * *

 

Şekil 5. 13. Hücre-Malzeme etkileşimde Alkalen fosfatazın aktivitesi 

Manyetik olmayan alanda; ALP aktivitesi PLA grubunda 3. ve 14. gün arasında hafifçe 

yükseldi. mg.PLA grubunda, 14. günde azalırken 7. günde oldukça anlamlı bir yükselme 

göstermiştir. Öte yandan, ALP aktivitesi, 7. ve 14. günlerde eksozom ve PLA varlığında 

uyarıldı ve 14. günlerde mg.PLA ve eksozom varlığında oldukça anlamlıdır. 

Manyetik alanda ise, özellikle 7. ve 14. günlerde, mg.PLA, PLA/ex ve mg.PLA/ex varlığında 

alkalen fosfataz aktivitesinde belirgin bir artış göstermiştir. Alkalen fosfataz aktivitesi, 

nanopartiküllerin hücresel aktivite için faydalı olduğunu göstermiştir. 

5.11. HÜCRE PROLİFERASYONU 

hAdMSC proliferasyonu, manyetik ve manyetik olmayan alanda farklı gruplarla Alamar 

mavisi testine göre 14 gün boyunca ölçüm yapılmıştır. Aşağıdaki şekilde gösterildiği gibi 

çoğalma hızı 3, 7, 10 ve 14. günlerde ölçülmüştür. 

Manyetik alan olmadan ve düz PLA varlığında proliferasyon sabitti ve anlamlı bir değişiklik 

kaydedilmemiştir, ancak mg.PLA varlığında poliferasyon 3. günden 14. güne kadar oldukça 
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anlamlı sonuç vermiştir.( p<0.001). 10. günden 14. güne kadar anlamlı olduğu görülmüştür 

(p<0.01). 

PLA ile eksozomun varlığı, hücre proliferasyonunu indüklemekle birlikte bunun anlamlı bir 

oranda olmadığı görülmüştür. Ancak mg.PLA ile eksozomun varlığı, 14. günde yaklaşık %60 

artan hücre proliferasyonu üzerinde oldukça etkiliydi, bu da eksozom ve mg.PLA 

etkileşiminin bu aktiviteyi arttırdığını düşündürdü. 

Manyetik alanda da benzer sonuçlardan söz edilmektedir. PLA ve mg.PLA varlığında 14 gün 

boyunca gözlemlendi. Eksozomun varlığında düz PLA, 3. ve 7. günlerinde hücre 

proliferasyonunda oldukça anlamlı bir artış (p<0.001) göstermiştir. Ancak bu çoğalma 14. gün 

içinde sınırlı kalmıştır. Bu durumda hücreler normal seviyeyi aştığı ve hücrelerin çoğalmak 

yüksek bir seviyeye ulaştığını düşünülmektedir. mg.PLA ve eksozom varlığında 

proliferasyonun sonuçları da 3. günden 14 güne kadar anlamlı bir proliferasyon oranı (p<0.01) 

göstererek umut vericiydi. Ayrıca, hücre proliferasyonunun uyarılmasında manyetik alan ve 

mg.PLA varlığında eksozomun rolünü doğrulamaktadır. 
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Şekil 5. 14. Hücrelerin malzemeler üzerindeki proliferasyonun değerlendirilmesi  
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Diğer taraftan, mg.PLA'nın tek başına veya eksozom varlığında gözlenen etkisi, 

manyetizmanın hücre proliferasyonunu artıran kademeli sinyal transdüksiyonlarını tetikleyen 

hücresel membran potansiyelleri üzerindeki etkisiyle açıklanabilir (107). 

5.12. HÜCRE-MALZEME ETKİLİŞİMİ 

Akridin turuncusu tüm hücrelere nüfuz eder ve çekirdeklerin yeşil görünmesini sağlar. 

Boyama, kontrol, düz PLA ve mg.PLA grubuna uygulandı. Aşağıdaki şekil 5.15.te, PLA veya 

mg.PLA ile 7 gün temastan sonra hücrelerin morfolojisini temsil etmektedir. Yedi günlük 

kültürden sonra, hücrelerde floresan dikkat çekiciydi. PLA ve mg.PLA ile uygulanan grup, 

herhangi bir toksisite veya hücre ölümü olmaksızın kontrolden daha fazla izdiham ve çoğalma 

göstermektedir. Hücreler, ince, uzun iğ şeklinde hücreler göstermektedir. 

 

 Şekil 5. 15. Hücre-Malzeme etkileşimde Akridin Boyaması görüntüleri 

Ekilmış yapı iskelesi daha sonra 3 gün boyunca kültürlendi ve SEM kullanılarak incelendi. 

İskele, dehidre edildi ve önceki bölümde anlatıldığı gibi altınla kaplandı. Şekil 5.16.'teki SEM 

görüntüleri, altın kaplamadan sonra PLA iskele malzemesinin hücre tutunması için iyi bir 

yüzey sağlayabildiğini göstermektedir. PLA ve mg.PLA'nın yüzeyine bağlı hücreler 

çoğalmaya devam etti ve 3 gün sonra iyi bir yüzey kaplaması ile iskelenin farklı katmanlarına 

genişledi. hAdMSC hücresi ekildikten sonraki SEM görüntüleri farklı büyütmelerde 

verilmiştir. Bu görüntüler incelendiğinde hücrelerin PLA yüzeyine tutunduğu elipsoid 
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morfolojiye sahip, sitoplazmik uzantıları uzamış ve genişlemiş bir morfolojiye evrildikleri 

görülmektedir. 

 

Şekil 5. 16. PLA 3. gün hücre morfolojisi SEM görüntüsü 

Ayrıca, basılan PLA ve mg.PLA’daki boşlukta bir miktar uzama tespit edilebilmektedir ve 

bunun hücre ile ilişkili olduğu düşünülmektedir. 

5.17. şekilden bakıldığında, hücreler birleştirilmiş nanopartiküller ile mg.PLA yüzeyinde de 

oldukça iyi bir büyüme göstermektedir. Her iki sonuç da PLA örneğinin hAdMSC için yüksek 

canlılığa sahip olduğunu göstermektedir. Bu, nanopartiküllerin yapışma bölgeleri benzeri 

etkisinden kaynaklanabilir. Ayrıca, PLA yüzeyindeki ve FDM metodundan kaynaklanan 

pürüzlülüğü, hücre tutunmasını olumlu şekilde etkilediği düşünülmektedir. 
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Şekil 5. 17. mg PLA 3. gün hücre morfolojisi SEM görüntüsü 

5.13. GEN IFADESİNİN ANALİZİ 

Bu çalışma sırasında hücre farklılaşma tespitinin kilit faktörünü temsil eden gen ekspresyonu 

çalışmaları yapılmıştır. Bu nedenle mezenkimal hücrenin osteoblasta farklılaşmasında dört gen 

anahtarının ekspresyonu araştırılmıştır. Buna yönelik, 14 gün boyunca farklı koşullarda 

kültürlenen hücrelerden RNA özütlendi ve osteojenik belirteçlerin, esas olarak RUNX2, 

COL1A1, OSN ve OSP'nin ekspresyonunu değerlendirmek için qRT-PCR'ye tabi tutuldu. 

RUNX2, kemik oluşumunda merkezi bir role sahiptir ve osteoblast farklılaşması için 

gereklidir ve farklılaşmanın erken aşamasında ifade edilir. RUNX2 ifade seviyesi şekil 5.18.'te 

belirtilmiştir. Normal alanda 3. günde önemli bir ifadeden bahsedilmedi. Ancak bu ekspresyon 

özellikle mg.PLA/ex  grubunda 7. ve 14. günde önemli ölçüde indüklenmiştir. 
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Diğer taraftan, manyetik alanda RUNX2 ekspresyonu yüksek oranda indüklenmiştir, 

mg.PLA'nın varlığı ile 7. günde ilk önemli artışı gözlemlenmektedir. Aynı şekilde yüksek 

derecede anlamlı artış mg.PLA/ex grubunda gözlenmektedir. 14. günde aynı sonuçlardan 

gözlemlendi ve RUNX2 ifadesinde mg.PLA/ex varlığında oldukça anlamlı bir artıştan 

görülmektedir. 

  

Şekil 5. 18. Manyetik ve Manyetik olmayan alanda RUNX2 ifadeleme düzeyi 

Figür 5.18.’de görüldüğü gibi, COL1A1'in ifadesi 14 gün boyunca değerlendirmiştir, Normal 

alanda mg.PLA/ex varlığında 7. ve 14. günde COL1A1 ekspresyonu anlamlıydı. Diğer 

taraftan, manyetik alanda, COL1A1 ekspresyonu 7. günde özellikle mg.PLA ve mg.PLA/ex 

gruplarında anlamlı bir şekilde indüklendi. Öte yandan, mg.PLA/ex ile tedavi edilen grubunda 

14. günde oldukça önemli bir indüksiyon gözlenmektedir, tek başına mg.+ ve PLA/ex 

grubunda önemli bir artış tespit edilmiştir ve eksozomun manyetik alanla bağlantılı etkisini 

kanıtlamaktadır. 
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Şekil 5. 19. Manyetik ve Manyetik olmayan alanda COL1A1 ifadeleme düzeyi 

Osteojenik farklılaşmanın diğer belirleyicileri üzerinde çalışıldı. Şekil 5.20.'de OSN ifadeleri 

14 gün boyunca araştırıldı. Özellikle mg.PLA ve mg.PLA/ex grubunda 7. günde ekspresyon 

anlamlıydı. Ancak en yüksek artış 14. günde kaydedildi. Diğer taraftan manyetik varlığın 

PLA, kontrol grubu ile karşılaştırıldığında mg.PLA, PLA/ex ve mg.PLA/ex dahil tüm 

gruplarda anlamlı olan OSN ekspresyonunu, 7. günde ve 14. günde indüklediğini ve anlamlı 

olduğu görülmektedir. 

 

Şekil 5. 20. Manyetik ve Manyetik olmayan alanda OSN ifadeleme düzeyi 
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OSC ifadesi, osteojenik farklılaşmanın başka bir belirtecidir. Bu ifade, özellikle manyetik 

parçacıkların ve eksozomların mevcudiyeti ile 7. günde hafifçe arttırıldı ve 14. günde önemli 

ölçüde artmıştır. Bununla birlikte, tek başına PLA ile uygulanan grup, önemli bir değişiklikten 

söz konusu olmamiştir. Manyetik alanda, ekspresyon mg.PLA grubu ve PLA/ex grubunda 

ayrıca önemli bir oranda arttı ve mg.PLA/ex grubunda oldukça önemli bir şekilde 7. ve 14. 

günlerde yükselmiştir. 

 

Şekil 5. 21. Manyetik ve Manyetik olmayan alanda OSC ifadeleme düzeyi 
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6. TARTIŞMA VE SONUÇ 

6.1. TARTIŞMA 

Kemik dokusu mühendisliği alanında, malzemelerin hücresel büyüme ve doku onarımı 

üzerindeki düzenleyici etkisi kritik bir konudur. Burada iskele, hücre ve biyoaktif arayüzü üç 

temel faktördür. 3D baskı, son zamanlarda kemik dokusu mühendisliği için özelleştirilmiş, 

uygulanabilir ve ekonomik olarak avantajlı yapı iskeleleri üretmek için çekici bir teknik 

olmuştur. İskele performansı, gözenek boyutu, gözenek hacmi ve mekanik gücü ile ilgilidir, 

ayrıca yüzey topografyası hücre davranışının önemli bir etkenidir. Topolojik boyut, nano 

ölçeğe ne kadar yaklaşırsa o kadar iyi bir etkiden bahsedilir. İskelet dokusu mühendisliğinde 

sıklıkla kullanılan emilebilir bir polimer olan PLA’nın manyetik parçaçıklarla kombinasyonu 

yeterli hücresel göç dışında mekanik stabilite sunabilir ve in vivo implantasyondan sonra besin 

sağlayabilir.  

Bu çalışmada, eksozom içeren manyetik doku iskelelerinde hem eksozomdan gelebilecek hem 

de mekanik iletim yolu ile ortaya çıkabilecek ikili etkinin mezenkimal kök hücrelerin 

osteojenik yönlü farklılaşmasına etkisinin araştırılmasıdır. Bu tezde, manyetik parçacıkların 

etkisi ve ekzosomun osteojenik farklılaşmadan bağımsız olarak etkisidir. BCA testi ve TEM 

mikroskobu ile ekzosomların morfolojisini ve varlığını değerlendirdik. Çalışmanın ikinci 

kısmında, osteojenik farklılaşmayı, ALP aktivitesi, Alizarin kırmızı boyama, MTT ve 

proliferasyon oranı ile değerlendirdik. Son olarak, osteojenik farklılaşma ile ilgili geni 

değerlendirmek için Runx2, Col1A1, OSN ve OSC'nin ifadesini saptandık. 

Bu çalışmada, SEM görüntüsü PLA'nın pürüzsüz ve düzgün yüzey morfolojisi ve mg.PLA'da 

pürüzlü ve granüllü bir yüzey gösterdi. Bu pürüzlülük, hücre aktivitesi ve yapışma için tercih 

edilir. Hazırlanan iskele üzerine Hücre ekimi sonrası SEM görüntüleme sonuçları 3 günde iyi 

bir büyüme, hücre göçü ve tutunma göstermiştir. Bu aynı zamanda, düz PLA'ya göre 

mg.PLA'nin büyüme ve hayatta kalmaya etkisi, hücre canlılığını gösteren MTT testi ile de 

doğrulandı. Bu, literatür çalışmalarında onaylanan nanopartiküllerin adezyon bölgesi ile ilgili 

benzeri etkisine bağlı düşünülmektedir (108). 
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Basılı PLA ve mg.PLA'nın atomik ve moleküler yapılarını içeren kristalleri doğrulamak için 

XRD analizi yapıldı. Burada, sonuçlar PLA'nın amorf yapısını ve kırınım pikleri tarafından 

onaylanan mg.PLA'da manyetik parçacıkların varlığını doğrulamaktadır (96). Ayrıca FTIR 

spektroskopisi, basılı PLA ve mg.PLA'nın kimyasal bileşiminin, XRD ve SEM analizine 

uygun olduğunu göstermiştir. 

Çalışmamızın ikinci bölümünde, osteojenik farklılaşma sırasında farklı hücre aktivitesini 

görselleştirmek için in vitro çalışmalar yapılmıştır. Bu çalışmada, Alizarin Red S kullanılarak 

in vitro kalsiyum birikimi ve Ecm mineralizasyonunun analizi yapıldı. Mineralizasyon 

genellikle PLA, mg.PLA/ex dahil tüm gruplarda hem normal hem de manyetik alanlarda 

indüklenmektedir. Düz PLA ile karşılaştırıldığında eksozom ve mg.PLA varlığında 

kültürlenen hAdMSC'lerin daha iyi osteojenik performans göstermiştir. Bu sonuçlar, yüksek 

başarıların, manyetik parçacıklarla birleştirilmiş eksozom uyaranından kaynaklandığını 

gösterebilmektedir. 

Aslında hücresel aktivite hücre zarının içindeki ve dışındaki iyon konsantrasyonları arasındaki 

farkla korunur. Bununla birlikte, membran aktivitesi ve hücrelerin fizyolojik fonksiyonlarının 

kontrolünü belirlemek için kritik bir faktör olmaya devam etmektedir. Bu nedenle hücresel 

membran potansiyeli manyetik alandan etkilenebilmelidir. Sebebi, hareketli yükler bir 

manyeto statik alan altında Lorentz kuvvetine maruz kalır. Yukarıda bahsedildiği gibi, sıralı 

manyetik momentler, bazı iyonların, özellikle Ca2+'nın transmembran akışını daha fazla 

etkileyebilen ve lokalize bir manyetik alan verebilir (109). Ca2+ önemli bir fizyolojik 

transmitterdir ve Ca elementi aynı zamanda doğrudan kemik oluşumuna bağlıdır. Böylece 

manyetizma veya manyetik bileşenin varlığı osteoblastların büyümesini (hücrelerin canlılığı 

dahil) artırabilir. Bazen hücre alımı sırasında manyetik partiküller ve demir miktarının 

ayarlanabilmesi için manyetik davranış değişikliğine uğrar (110, 111). Bu fenomen bulunan 

manyetik miktarını ayarlamak için normal ve manyetik alan altında, mg.PLA grubunda 7. 

günden 14. güne kadar kalsiyum birikiminin azalmasını açıklayabilir. 

hAdMSC'lerin farklılaşması Alkalen Fosfataz boyama ile ölçüldü. ALP osteoblasta 

farklılaşmanın yaygın bir göstergesidir ve kemik mineralizasyonunun ana düzenleyicisidir. 
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Doğal olarak oluşan bir mineralizasyon inhibitörü olan inorganik pirofosfatı hidrolize eder. 

Burada, ALP aktivitesi, manyetik alanda ve mg.PLA ve eksozom ile muamele edilen grupta, 

gün geçtikçe dikkate değer bir şekilde arttırıldı, Bu nedenle hAdMSC'lerin farklılaşmasını 

arttırma konusundaki daha güçlü yeteneklerini kanıtlamktadır. 

Hücre proliferasyonu 14 günlük kültürler sırasında geliştirilmiştir. Manyetik nanoparçacıkların 

büyümeyi artırıcı etkisi ve manyetizmanın hücresel membran potansiyelleri üzerindeki 

etkisiyle açıklanabilmektedir. Bu da çalışmamızda bahsedildiği gibi hücre çoğalmasını artıran 

çoğalma faktörlerini etkileyen kademeli sinyal iletimlerini tetikler (107). Manyetik parçacık ve 

eksozom varlığında çoğalma hızı indüklenmiştir. Diğer taraftan, eksozom varlığının, hücresel 

mekanizmayı ve hücre büyümesine yol açan transdüksiyon yollarını etkilemek için manyetik 

parçacıklarla birlikte etkilerini daha fazla teyit ettiği açıktır (112). 

Sonuçlarımızın son kısmı, eksozomla ilişkili nanoparçacıkların varlığının hücresel farklılaşma 

için faydalı olduğunu göstermektedir. Bu, OSC, OSP, RUNX2 ve COL1A1 dahil olmak üzere 

hücresel farklılaşma ile ilgili bazı genlerin q-PCR ile doğrulandı. Osteokalsin ve osteopontin, 

osteoblasta doğru farklılaşmanın ve kemiğin mineralizasyonu göstergeleridir, RUNX2 ise 

osteojenik farklılaşma için yukarı akış gendir (112). Artan genlerin ifadesi, manyetizasyonun 

bu etkiyi daha da artırabildiği bulunmuştur, bu da manyetik etkinin çok önemli bir rol 

oynadığını göstermektedir. Birçok çalışma, manyetik nanopartiküllerin kemik iliği kaynaklı 

kök hücrelerin osteoblastlara doğru farklılaşmasını destekleyebileceğini bildirmiştir (105, 113, 

114). 

Gözlenen iyileştirmelerin çoğu ve manyetik parçacıklarla bağlantılı olarak eksozom uyaranına 

bağlı görünmektedir. Burada osteogenez taahhüdü sırasında eksozomların ne kadar önemli bir 

rol oynadığını vurgulayarak osteojenik farklılaşma sürecinin düzenlenmesi ile ilişkili 

mekanizmalardan birinin ilgili eksozom aracılığıyla olduğu açıklanmaktadır. Bu senaryoya 

dayanarak hAdMSC'ler ve manyetik parçacıklarla zenginleştirilmiş 3B baskılı PLA gözenekli 

iskelelerin kombinasyonunun osteogenezi teşvik etmek için etkili bir araç olduğuna dair 

inançları artırmaktadır. 
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Bu, her iki grubun ortak etkinliği ile açıklanabilir. Aslında manyetik partiküllerle kombin 

edilmiş eksozomun hücre aktivitesini indükleyen bir faktör olduğu gösterilmiştir. Manyetik 

partiküllerinin endositozu başlatan perisellüler matriks ile etkileştiği gösterilmiştir. 

Endozomlar ve lizozomlar gibi farklı hücre içi veziküllerin hücre tarafından 

alınmabilmektedir. Bununla birlikte manyetik partikülleri açıkça endozomların içinde yoğun 

bir şekilde paketlenebilmekte ve sonunda endolizozomların asidik ortamında 

bozunabilmektedir (115). 

Bu çalışma kanser hücrelerinden türetilen eksozomların güçlü bir osteojenik farklılaşma 

araçları olduğunu doğrulamaktadır. Manyetik parçacıkla ilişkili termoplastik polimer olan mg. 

PLA'nın eksozom ile ilişkisi, kemik dokusu mühendisliği uygulamaları için iyi bir 

kombinasyon olarak değerlendirilebilir.  

6.2. SONUÇ 

Bu çalışma, hAdMSC 'nin osteojenik farklılaşmasında kanser hücrelerinden türetilen 

eksozomla yüklü mg. PLA'nın rolünü araştırmayı hedeflemekteyiz. İlk olarak basılan PLA ve 

mg.PLA'nın yapısını XRD, FTIR ve SEM analizlerini kullanarak yapıları ve kimyasal 

kompozisyonu değerlendirdik. Sonuçlarımız PLA'nın yapısını ve kimyasal bileşimi 

vurgulayarak mg.PLA'da manyetik parçacığın varlığını doğrulamaktadır. Kalsifikasyon oranı, 

alkalen fosfataz aktivitesi, hücre proliferasyonu ve gen ekspresyonu değerlendirdik. Genel 

olarak, manyetik parçacıkların Ca2+ birikimini, hücre büyümesini ve proliferasyonunu teşvik 

eden hücre aktivite kontrolü için iyi bir uyarıcı olduğu gösterilmiştir. Hücreler tarafından 

salgılanan bir nanovezikül olarak eksozomun tek başına mg.PLA veya PLA'nın aktivitesini 

geliştirdiğinden bahsedildi. Bu düşüncelerin ışığında, eksozomlarla zenginleştirilmiş yapı 

iskelesinden oluşan hücresiz bir sistem, elde eden doku iskeleleri işlevselleştirmek için 

eksozomların kullanımını, iskeletlerin/ doku iskelelerin immünojenik etki olmadan osteojenik 

yeteneğini geliştirmek için önerdik. Bu çalışmanın ortaya koyduğu ana hatlar üzerine 

kurgulanacak hücre farklılaşması ve aktivitesi üzerinde etki ettiği mekanizmanın aydınlatılası 

çalışması, kemik yenilenme mekanizması ile ilgili bazı spesifik miRNA'ların farklılaşma 

üzerindeki rolünü belirlemeyi yönelik ileri  ek çalışmalar ile, manyetik parçacıkların eksozom 
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ifadesi üzerindeki rollerinin ortaya koyulmasına yönelik çalışmalar mekanik iletim ve kemik 

yenilenmesi arasındaki ilişkiye yeni bir yol kazandıracaktır. 
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EKLER 

Ek 1. Teçhizat listesi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kullanılan Makine – Teçhizat Listesi 

Adı/Modeli Kullanım Amacı 

TEM görüntüleme için JEOL/ 

JEM100CX II 

Eksozomların tespiti ve görselleştirilmesi 

Leica/DMIL LED Fluo-459487 

microscopy 

Hücre görüntülemeleri 

Tehtnica/Centric-322A 

centrifuge 
Hücre çöktürmek için  

Himac CP100WX, Hitachi, USA 

ultrancentrifuge 

Eksozomları  çöktürmek için 

GeneLab laboratory oven 
PLA degadasyon çalışmaları sırasında kurutmak 

içim 

Hettich Zentrifugen universal 

320 

Ultrasantrifüjden önce hücre atık örneğinin 

kademeli santrifüjü için 

Oil bath one 7 memmert 
PLA ve mg.PLA nin degradasyon çalışması 

Themofisher multiscan  
Protein taayını 

NanoDrop, ND-1000, 

Thermoscientific, ABD 

RNA kantifikasyonu 
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Ek2. BCA’nin standart grafiği 
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