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OZET
Yiksek Lisans Tezi

Eksozom Igeren Manyetik Doku iskelelerinde Osteojenik Farklilasmanim Ayrmtili

Degerlendirilmesi
Rihab Ksouri
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Dog¢.Dr. Sedat Odabas

Kemik doku muhendisligi ve rejenerasyonu stratejileri, kemik biiylimesini siirdiirebilen
osteojenik bir mikro ¢evre saglayan yaklasimlar nemsenmektedir. Son zamanlarda biyoaktif
molekiillerle zenginlestirilmis (3B baski) doku iskelelerinin gelistirilmesi ve kemik doku
miithendisligi dikkate deger bir basariya ulasti. Bu tez kapsaminda, osteosarkom hiicre tirevli
eksozomlar ile zenginlestirilmis 3B baskili manyetik PLA (mg.PLA) gelistirilerek Insan
Adipoz Kaynakli Kok Hiicrelerde (hAdMSC'ler) osteojenik farklhilasma ayrintili
degerlendirmesi ¢alisilmistir. Bu ¢alismada in vitro sonuglari, mg.PLA / hAdMSC / eksozom
ile uygulanan grubun incelenmesinde alizarin kirmizis1 ve alkalen fosfataz aktiviteleri ile
dogrulanan kemik rejenerasyonu ve mineralizasyon siirecinin aktivasyonu gosterilmistir. Bu
sirecte RUNX2, COL1Al, OPN ve OCN genlerinin artan regilasyonu mg.PLA ve
eksozomlarin varhigint anlam katmaktadr. Bununla birlikte, bu sonuclar, manyetik
parcaciklarla iliskili eksozomlarimn, gelismis farklilasma ile kemik aktivitesini artirabildigini ve
osteogenez stratejilerinde yeni bir diizenleyici sistem onerdigini kanitlamaktadir. Sonug olarak
kemik greftlerini gelistirmek ve kemik rejenerasyonun arastirmalar1 amaciyla bu ¢alisma yeni

bir strateji olarak one stiriilmiistiir.
2021, 100 sayfa

Anahtar Kelimeler: Osteojenik Farklilasma, PLA, Manyetik Partikiller, Eksozom



ABSTRACT
Master Thesis

Comprehensive Evaluation of Osteogenic Differentiation in Exosome Incorporated Magnetic
Scaffolds

Rihab Ksouri
Ankara University Biotechnology Institute
Dog¢.Dr. Sedat Odabas

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. GIRIS

Organ yetmezligi, 400 milyar dolar1 asan maliyetli bir sorun olmas1 sebebiyle, yaslanan ve
hastalikli doku i¢in saglik hizmetlerinin iyilestirilmesi kiiresel bir zorluk olarak goriinmektedir
(). Doku miihendisligi, giinlimiizde doku iyilesmesi ve onarimindaki muazzam ilerlemelerin
basinda gelmektedir. Doku miihendisligi 1980'lerin sonlarinda kesfedilmistir ve cesitli iskele
tabanli teknolojiler kullanilarak kusurlu, hasarli veya islevsel olmayan dokularm yeniden
yapilandirilmas: anlamina gelmektedir. Doku miihendisligi uygulamasinin kesfi ilk kez
1990'larda Langer ve Vacanti tarafindan ii¢ yaklasima dayali olarak tanimlanmistir: hiicreler
(6rn. kok, progenitor, somatik hiicreler), uyarimi farklilasmay1 indiikleyebilecek faktorler ve

hiicre biylmesi igin saglanan destegi temsil eden fiziksel yapilar (2).

Doku kayb1 ve organ yetmezligi, kemik doku miihendisligi arastirmalarindaki en trajik ve
zorlu problemdir. Cerrahi midahale otogreftleri, allogreftler, sentetik greftler ve serbest
vaskiilarize fibula kullanimlar1 dahil olmak tizere kemik hasar1 i¢in tedavi stratejileri, hastalikli
kemik tedavisinde umut verici olmayan sonuclar sergilemektedir. Sentetik veya dogal
fonksiyonel doku iskelelerden, biiyiime faktérlerinden ve hiicreden olusan sinerjik bir

kombinasyon kullanima ihtiya¢ duyulmaktadir (3, 4).

Canli doku veya organi taklit eden ve yaralanmis doku/organi onarmak veya yenilemek i¢in
hicre/ doku iskelesi toplulugundan olusan ti¢ boyutlu (3B) bir yapmin (iskele) olusturulmasi
doku miihendisliginde en temel yaklasimlardandir (5). Bu yapilarin amaci besinleri tasimak,
hiicre yapismasini ve biiyiimesini desteklemektir (3, 6). Klinik kullanim igin bu iskeleler,
biyouyumluluk, biyobozunurluk, mekanik dayaniklilik ve matris 6zellikleri dahil olmak iizere
bazi temel niteliklere sahip olmasi gerekmektedir. Ayrica, lif ve gozenek boyutlari, goc,
cogalma ve farklilasma dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel tepkileri etkileyebilen kilit bir rol

oynamaktadir.



Bu nedenlerden dolayi, minimum immiin yanit olusturan veya hi¢ immiin yanit1 olusturmayan
kemik implantlar1 olarak adlandirilan yeni doku iskeleler, 6zellikle sentetik polimerler, son
zamanlarda doku miihendisligi terapilerinde ve tam olarak kemik dokusu rejenerasyonunda
biiyiik bir ilerleme oldugunu gostermistir. Spesifik olarak, kopolimerleri de dahil olmak Uzere
poli(e-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 6zellikleri sayesinde kemik dokusu replasman amaglar1 i¢in doku

mithendisliginde kullanilir (7).

Belirli bir sistemi kullanarak fiziksel stresin iiretilmesi, hiicre davranisina aracilik etmek igin
iyi yonlendirilmis bir strateji olabilmektedir. Onemli yaklasimlardan biri, manyetik
partikullerin tek basmna kullanilmasi veya gen ekspresyonu, protein sentezi gibi metabolik
aktivitelerini degistirebilen uygun iskele kimyasal sinyalleri ile birlestirilmesidir (8, 9). Huicre
zarindaki mekanik sensorler araciyla, ve belirli bir manyetik alanda titresimi ugran
partiktllerin, mekanik stres olusturabilmektedir (10). Sonunda, hiicreler bu stresi hiicresel

sinyallere ve sonucta biyokimyasal cevaba ve fenotipe doniistiirebilmektedir.

Artan kanitlar gostermektedir Ki, hiicrelerin ¢ogunlugu tarafindan salgilanan heterojen bir
Mmembrandz yap1 havuzunu igeren eksozomlar (Ex) gibi hiicre dis1 vezikiillerin (EV'ler), hassas
cok islevli molekiiler yiikler nedeniyle hiicresiz tedavi icin giiclii araglar olarak hizmet
edebilir. MRNA ve mikroRNA (miRNA) gibi fonksiyonel proteinler, lipidler ve nikleik asitler
hiicre dis1 vezikiiller i¢cinde bulunmaktadir (11). Onceki ¢alismalar, insan MSC'lerinden elde
edilen EV'lerin osteoblastlara girebildigini, osteojenik miRNA'y1 endositoz yoluyla

iletebildigini ve bu sekilde osteojenik gen ekspresyonunu diizenledigini gostermistir (12, 13).

Bu c¢alisma, kanser hiicresi kaynakli eksozomlarla yiikli gelistirilmis 3D baskili manyetik
PLA'nin kok hiicrelerin osteojenik farklilasma iizerindeki etkisinin ¢ok yonll incelenmesi
amaclamaktadir. Bir Kemik Osteosarkom hiicre hatt1 olan Saos-2 hiicrelerinden izole edilen
eksozomlar izole edilmistir ve PLA ve mg.PLA ile entegre edilmistir. Sitotoksisite,
proliferasyon etkisi, mineralizasyon ve gen ekspresyonunu saptamak icin osteojenik

farklilagma 14 giin boyunca siirdiiriilmuistiir.



2.  KEMIK DOKU MUHENDISLIiGIi ILE iLGIiLi CALISMALAR

Kemigin, yetigkin yagaminda kalici rejenerasyon potansiyeline sahip bir organ oldugu ve
yasam boyunca siirekli yeniden sekillenmeye maruz kalan tek doku oldugu bilinmektedir (14).
Hastaliklardaki gesitlilik ve birlesme, travma, kemik kanseri metastazi gibi biiylik boyuttaki

kemik defektleri, doku miithendisliginde kesifleri ve arastirmalar1 ok 6nemli kilmaktadir.

Tasarlanmis kemik dokusu, sinirsiz malzeme erisimi ve zayif hastalik bulagmalar1 nedeniyle
kemik greftlerinin geleneksel kullanimima potansiyel bir alternatif olarak goriilmistiir. Yeni
tibbi onarim malzemeleri {izerinde yapilan arastirmalarda ylksek oranda defekte olan kemigin
onarmmi igin biyolojik materyaller ve doku miihendisligi i¢eren rejeneratif tip yaklasimlarinin

kullanim1 biiytik umutlar vadetmektedir.

Yillarca siiren ¢alismalardan sonra, arastirmacilar c¢esitli kemik dokusu onarim materyalleri
gelistirmistir. Iskele malzemesi, hiicre dis1 matris roliinii taklit eden ve hiicreler icin mekanik
destek saglayan ve doku miihendisliginde kullanilan ti¢ boyutlu (3B) yapilardir. 3D doku
iskeleler, spesifik protein sentezini indiikleyebilir, baz1 hiicresel aktiviteleri uyarabilmektedir.
Ayrica, hiicre yapismasmi kolaylastirabilir ve in-vivo olarak kemik dokusu olusumunu
uyarabilmektedir. Kemik dokusu miihendisliginin en zor yanlarindan biri, doku hastaliklarni
ve dejenerasyonu 6nleyebilen, hiicre kiiltiirlerinin tastyicisi olarak hizmet eden, buyimelerini

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

2.1. 3D BASKI TEKNOLOJISINE DAYALI iSKELE URETIiMi

Fonksiyonel iskele iiretimi i¢in kullanilan teknikler genellikle heterojen yapilar {iretemez ve
bu nedenle dogal dokularda bulunan hiicrelerin karmasik tiplerini, yogunluklarin1 ve uzaysal
dizenlemelerini yeniden dretemez (15, 16). Doku miihendisligi yapilarinin hazirlanmasina
yonelik gelismelerden biri 3D biyobaskidir. Biyobaski, desenli hiicreler, doku iskeleler ve
biyomolekiller aracihigiyla dokuyu taklit eden yapilar1 Uretmek igin etkili bir yontemdir. Bu
nedenle, 3D baski, malzeme birikiminin uzaysal kontrolu ile, doku heterojenlik sorunlarini

cozebilecek bir yol sunmaktadir (16).



Ekstriizyon tabanli 3D baski veya Eriyik yigma modelleme olarak da bilinen doku iskelelerin
kullanimlar1 giderek artan bir ilgi gormektedir. Bu teknoloji, uzaysal olarak heterojen yapilar
iretme potansiyeline sahiptir. Bu yapilar, doku iskelelerin eklemeli imalat yoluyla
biyofonksiyonel yapilarin ve doku substitliyelerinin hizli ve hassas bir sekilde iiretilmesini
saglamaktadir. Sentetik hidrojeller ve polimerler gibi miithendislik dokularinin zayif mekanik
ozellikleri, 3D baskili biyoyapilar ile kapatilabilmektedir. 3D baski,  meniskiis ve
kapsiillenmis hiicrelerle tamamlanmig omurga diskleri gibi sert doku iskelelerini tasarlamak

icin kullanilmistir (17).

3D bask1 teknolojisi ile iskele Uretiminde temel Kriterler; genisletilebilir elastomerik hiicre
dostu malzemeleri adapte etmek ve hem i¢ hem de dis geometrik 6zelliklere sahip yapilari
karmagik ve yumusak dokularin kullanimi i¢in uygulanmaktadir. Bu alanda temel olarak eriyik
yigma (FDM) modellemesi uygulamaktadir.

FDM, 1989 yilinda Stratasys'in kurucu ortagi Scott Crump tarafindan Kkesif edilmistir.
Yumusak doku mekanigini arastirmak icin yaygin olarak kullanilan, maliyeti diisiik, yiiksek
oranda Ozellestirilebilir teknolojiler arasindadir (18). Bu teknoloji, 3D baski teknolojisinin
malzeme ekstriizyon kategorisine girmektedir. Bir FDM yazici, ii¢ boyutlu malzemeler
meydana getirmek icin filament halinda bir termoplastik polimerden faydalanmaktadir. Bu
stireg, cok cesitli malzemeleri ekstriide edebilmek amaciyla, katmanlar1 dilimleyerek ve
katmanlar1 yukari dogru olusturarak 3D bilgisayar destekli tasarim modellerini yeniden

olusturabilmektedir.

Bir FDM yazicida, filament sicak ekstriider’e itilmektedir. Filament dnce 1sitilir ve daha sonra,
tam nesneyi olusturmak ic¢in igne araciligiyla bir yapi1 platformu iizerine katman-katman
biriktirilmektedir. Bu sistem, bir vidali ekstriider kullanarak ve bilgisayar kontrollii bir
konumlandirma sistemiyle, bilesenleri olusturabilmektedir. Bilgisayar destekli tasarim

(teknoloji CAD veya TCAD), 3D baski tasarimi igin dikkat ¢ekici bir teknolojidir.
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modelin

CAD'de 3D hazirlanmasi
model
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Sekil 2. 1. FDM Teknolojisi prosediiru

CAD, vyarn iletken iiretimi ve yari iletken cihaz ¢aligmasini modelleyen elektronik tasarim
otomasyonunun bir dalidir. Uretim slrecinde, CAD programi bir model olusturarak
baslamakta, daha sonra model, kafa hareketi, besleme hizi, tabaka kalinligi, dolgu, kafa ve
masa sicakliklari, dilimleme, destek uygulamasi gibi proses parametrelerinin kontroliinii
saglayan programa dahil edilmektedir. Boyle bir program, bir 3D yaziciya yiiklenen bir G-

kodu tiretir ve ger¢ek bir model olusturmayi saglamaktadir (Sekil 2.1).

FDM sekillendirme isleminde, sekillendirmenin dogrulugunu etkileyen baglica faktorler
arasinda CAD isleminin ayristirilmasi, filament malzemesinin performansi, ignenin tam
genisligi, sicaklik (hem ignenin sicakligi hem de sekillendirme odasmnin/tablasinin sicakligi),
malzeme ekstriizyon ve doldurma hizi, tabaka kalinlig1 ve yonii bulunmaktadir. Bu ¢aligmada,
3D FDM yazici ignesinin ¢ap1 0.4 mm'dir; XY ekseni konumlandirmasi 10 mikrondur ve Z
ekseni konumlandirmasi ise 2 mikrondur. Yazicimin katman kalinhigi yiiksek ayardan (100
mikron) diisiik ayara (300 mikron) diizenlenmistir. Hassasiyet ne kadar yiiksek olursa, baski

islemini bitirmek o kadar uzun stirmektedir (19, 20).



2.2. KEMIK DOKU MUHENDISLIGi CALISMALARINDA POLIKAKTIK
ASIT’IN YERI

PLA, geleneksel polimerlere siirdiiriilebilir bir alternatiftir, ¢iinkii laktikler, tarimsal yan
urunlerin, 6zellikle karbonhidrat agisindan zengin maddelerin mikrobiyal fermantasyonu ile
toplu olarak tiretilebilmektedir . PLA, gida paketleme polimeri, doku miihendisligi i¢in iskele,
ortopedik cihazlar ve koklii biyobozunurlugu ve biyouyumlulugu nedeniyle ilag dagitim

sistemleri olarak kapsamli bir sekilde incelenmistir (21, 22).

Birgok biyo-bazli polimer arasinda, tipik bitki kaynakli biyobozunur polimerlerden biri olan
PLA, basta nisasta, misir veya seker olmak {izere yenilenebilir bitki kaynaklarindan elde

edilebilmektedir (23).

CH3-CHOHCOOH kimyasal formil sahip laktik asit (2-hidroksipropiyonik asit), L- ve D-
laktik asit olarak iki enantiyomer seklinde bulunan kiral bir molekildir. Optik olarak aktif
olmayan D, L veya mezo formu, D(-) ve L(+) izomerlerinin esmolar (rasemik) bir karigimidir
(Sekil 2.2).

OH

CH,

L-(+)-Lactic acid D-(-)-Lactic acid

Sekil 2. 2. Polilaktik asit’in kimyasal formali

PLA, biyobozunuma ugrayan ve %100 yenilenebilir kaynaklardan elde edilen, alifatik bir
polyesterdir. Kemik sabitleme materyali, ilag salimi ve doku miihendisligiyle birlikte,
biyomedikal alanlarda kapsamli uygulamalar1 vardir. Bu niteliklere dayanarak PLA, tibbi

uygulamalarda kullanim icin genis capta incelenmistir. PLA, 1932'de Carothers (DuPont)



tarafindan icat edilmistir. Bu kesif, laktik asidin vakum altinda isitilmasiyla diisiik molekiiler

agirlikli bir iriiniin tretilmesiyle baslamistir (7).

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

bir molekiil oldugunda bu stereoizomerlere icermektedir.

[zotaktik ve optik olarak aktif PLLA ve PDLA kristaldir, buna karsm nispeten ataktik ve optik
olarak aktif olmayan PDLLA amorftur. PLLA, mikemmel biyouyumlulugu ve mekanik
ozellikleri nedeniyle biiylik ilgi gormiistiir. Bununla birlikte, pargalarinin yiiksek kristalligi ile
birlestiginde uzun bozunma siireleri viicutta inflamatuar reaksiyonlara neden olabilmektedir.
Bunun dstesinden gelmek icin, PLLA, L-laktik ve D, L-laktik asit monomerlerinin bir
malzeme kombinasyonu olarak kullanilabilmektedir, bu islem sirasinda kristalli pargalar
olugsmadan hizla bozunur. PLA, tiim gida tipi uygulamalar1 ve ilag salim sistemleri gibi bazi

cerrahi uygulamalar igin ABD Gida ve ilag Dairesi (FDA) tarafinda onaylamustir.

PLA, doku miihendisligi uygulamalarinda degisen tasarimlarla goriilmekte ve calismaya
uygun tasarim yapilmaktadir. Sekil 2.3. literatiirde kullanilan 3D baskili kemik dokusu
orneklerini sunmaktadir. iskele malzemesi soldan saga; PCL, Jelatin/ biyoaktif cam/ polistiren
stilfonat, PLA, PLGA, PLA, PLA, B-TCP/HA, PLA, PCL. Bu iskelelere esas olarak osteoblast
hiicreleri ekilmistir (Sekil 2.3) (24).

Sekil 2. 3. Kemik defekti i¢in kullanilan gesitli PLA bazli formlarin yapisi ve tasarimi (24).



Kemik dokusu miihendisligi uygulamalar1 i¢in, PLA nanofiberleri,cok katmanli nanofiber
kumaslar, gozenekli yap1 iskeleleri, hydroxyapatite iceren nanofiberler, biytime faktorleri ile
birlestirilmis goézenekli yap1 iskeleleri gibi ¢ok c¢esitli formlarda kullanilmigtir. PLLA
nanofiberlerinin fare kemik iligi stromal hiicre (mBMSC) yapismasmi gelistirdigi, hiicre
cogalmasini ve mBMSC'lerin osteojenik farklilagsmasini destekledigi gosterilmistir (25). Kim
et al. PLA'da suspansiyon halinde biyoseramik hidroksiapatit (HA) kombinasyonu
gelistirilmigtir. Hiicresel deneyler, miikemmel hiicre baglanmasini ve ¢ogalmasini ve ayrica
alkalen fosfataz aktivitesinin arttirdigini gostermistir (26). Diger ¢aligmalar, kemik dokusu
miihendisligi i¢in zaman i¢inde osteoindiiktif bir etki gdsteren orijinal olarak tasarlanmis ve
uygun iskele yapilar1 olusturmak i¢in ticari olarak mevcut bir 3D yazict ve polilaktik asit
kullanmugtir (27). Kemik rekonstriiksiyonuna yonelik caligmalardan, 3D biyobasimi yapilan
PCL-PLGA-BTCP'nin (Poli(e-kaprolakton), poli(L-laktid-ko-glikolid), B-trifosfat) implant
cevresinde yeni kemik olusturma yetene§i sayesinde osteo-entegrasyona sahip oldugunun
gosterildigini soyleyenebilir (28). PLLA/nano-hidroksiapatit kompoziti, kemik onarimi igin
iskeleler , diisiik maliyetli ve FDM teknolojisi ile basarili bir sekilde yapilmistir. Sonuglar,
PLLA/nano-hidroksiapatit kompozit miirekkebinin baskinin diizgiinligiini sagladigini ve
dogrulugun kisisellestirilmis kemik onarmm uygulamasmin gereksinimlerini de karsiladigini

gostermistir (29).

Sunulan tez c¢alismasinda yukarida kisaca Ozetlenen literatiirden farkli olarak, hAdMSC
tizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in, birincisi diiz ve ikincisi manyetik partikil temelli iki

yapiya sahip PLA tabanli bir iskele gelistirilmistir.
2.3.  KEMIK DOKU MUHENDISLIGi VE MANYETIiK NANOPARTIiKULLER

Arastirmacilar, malzeme bilimi ve kimyasal biyolojinin gelismesiyle birlikte, kok hiicrelerin
incelenmesi ve kontrolii i¢in uzun yillar demir oksit nanopartikilleri bir ara¢ olarak
kullanmaktadirlar, ve calismalar gostermektedir ki manyetik alanla etkisinde, demir oksit
nanopartikiilleri, hiicre yapismasini, ¢ogalmasini, hareketini  ve dagilimmni i¢in

kullanilmaktadir ve kok hiicrelerin kemik yonlii farklilagmasi igin kullanilmustir (30)



Spesifik bolgelere veya gdzenekli iskelelere uygulanan sinirli uzaysal uyarimi, yapay doku
biiylimesinin mekanik uyarimi i¢in manyetize edilebilmekte, degerli ve oldukg¢a kontrol
edilebilen bir alternatif konseptle cevreleyen bir manyetik alanla kaplanabilmektedir.
Manyetik alanin, hiicre proliferasyonu indiiksiyonu ve farklilasmasi iizerinde endiiktif bir
etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Son arastirmalarda demir, paramanyetizmasi ile en yaygin
kullanilan malzemedir (31). Partikillerin boyutu 30 nm'nin altinda olan manyetik
nanopartikiller (MNP'ler) stiperparamanyetik etkiye sahiptir ve her partikil tek bir manyetik
alan olarak kabul edilebilir. Manyetik alanin, yapay doku iskelelerini belirli bolgelerinin
uzaysal olarak zayif uyarilmasinin dezavantajmni kapatabilmek amaciyla, ve gozenekli yapi
iskeleleri lizerinde hiicre tarafindan esit olmayan kuvvet iletimini kapsayabildigi gosterilmistir.
Doku iskelesini ¢evreleyen manyetik ve miknatislanabilen alan, yapay doku biiylimesinin
mekanik uyarmmu i¢in degerli ve olduk¢a kontrol edilebilen bir alternatif olabilmektedir (10,
32).

2.3.1. NANOPARTIKULLERIN SENTEZIi VE ETKi MEKANIZMASI

Manyetik 6zellige sahip nanopartikullerin sentezi nispeten basit ve ekonomiktir; pratik olarak
toksik yan Urlinler olmadan elde edilebilir ve biyolojik sistemlere toleransi yiiksektir (33).
Fes04, Fe, Co, Ni, MgFe;O4 ve Co Fe;O4 dahil olmak tizere manyetik nanomalzemelerde
cesitli element bilesimleri kullanilmaktadir. Manyetik nanomalzemelerin en klasik ve yaygin
bilesimi FesOq'tiir. Iki ana manyetik FesOs hazirlama ydntemi tiirii, kuru yontem ve 1slak
yontemdir. Bunlar arasinda 1slak yontem daha yaygin olarak uygulanir, Bu yontem esas olarak
hidrotermal yodntemi, solvotermal yontemi, kimyasal birlikte ¢okeltme yontemini, bilyali
ogltme yontemini, sol-jel yontemini ve atomik katman biriktirme ydntemini icermektedir
(34).

Manyetik partikiller, sulu ¢6zeltide hazirlandiktan sonra organik bazli yontemle elde
edilebilir. Cozelti daha sonra bir alkali madde, mikrodalga sentezi ve hidrotermal reaksiyonlar

kullanilarak birlikte ¢oktiirme yontemlerine uygulanacaktir (34, 35).



Son kullanilmalarda, ila¢ dagitimi, niikleer manyetik goriintiilemede ve biyolojik numunelerin
ayrilmasinda  yaygim olarak uygulanmistir. Manyetik partikillerin hiuicre Gzerindeki etki
mekanizmasi, manyetik alanin etkisi altinda hiicre zarinin ylizeyinde birikmesiyle ilgilidir. Bu
sebeple, hiicreler endositoz araciyla manyetik partikiilleri yutar. Bu girisim hucrenin fizyolojik
mekanizmasini etkilemeyi basitlestirir (36, 37). Manyetik partikillerin etkisinin, hiicre zar1
Uzerindeki kalsiyum iyonlar1 tasima kanalindaki degisikliklerle bir iliskisi oldugu

dogrulanmustir (38).

2.3.2. KEMIK DOKU MUHENDISLIGINDE MANYETIK PARTIKULLERIN
MEKANIZMASI VE KULLANIMI

Manyetik partikiillerin osteoblastta biyomineralizasyon siirecini indiikledigi gosterilmistir.
Manyetik alan hem biyomineralizasyon davranigini etkiler hem de osteojenik farklilasmada

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

Yiiriitiilen baz1 ¢alismalarda, doku miihendisli§i uygulamalar1 i¢in kolajen, aljinat, PCL ve
PLA gibi farkli doku iskelerle manyetik partiktller birlestirilmistir. Boylece, bu kombinasyon,
bu kompozitlerin toksik olmadigini ve gelismis hiicre farklilagsmasi ile yliksek oranda

biyouyumluluga sahip oldugu gosterilmistir (39).

Nanopartikiillerin doku miihendisli§indeki uygulamalarindan, o6zellikle sinir ve kikirdak
onarimi olmak tizere farkli alanlardan s6z edilmektedir. Kemik dokusu miihendisligi igin,
kemikle ilgili sorunlarla basa ¢ikmak i¢in son zamanlardaki manyetik hidrojel ¢alismalar1
yapilmistir. Manyetik hidrojeller lizerine yapilan bir calismada, ilk olarak asilama yontemiyle
sentezlenen Fe304 manyetik partikilleri ile polivinil alkoliin modifikasyonuna dayanmaktadir

ve bu sekilde, kikirdak doku miithendisligi i¢in potansiyel bir aday oldugu goriilmektedir.

Manyetik hidrojeller tizerine yapilan bir calismada, potansiyel kikirdak doku miithendisligi i¢in
manyetik hidrojellerin dnceki bir ¢aligmasi, ilk olarak asilama yontemiyle sentezlenen FezOs

manyetik partikilleri ile Polivinil alkoliin modifikasyonuna dayanmaktadir (40).
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Sekil 2.4., M@.SiOs-CoFe204 nanokompozit iskelesinin, ameliyattan sonra kalan kanserli
kemik dokularin1 yok etmek ve doku miithendisliginde manyetik partikiil uygulamasmin temeli
olarak kalan kusuru yeniden olusturmak i¢in ¢ok islevli bir manyetik iskele uygulamasini

temsil etmektedir (34).
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3D )

)
Remained scaffold

cancerous cells
after surgery

Bone defect

&’ Inducing alternating

magnetic field

Bone tumor

¢ Eradication of
N
Regenerated bone @A cancerous cells

Sekil 2. 4. Kemik doku miihendisliginde manyetik partikiil uygulamasi (34).

Nanopartikiiller yiikli ilaglar {izerinde yapilan calismalar, hastalikli dokular1 ve hiicreleri
dogrudan etkileyerek biyolojik aktivitede bir artis oldugunu gdostermistir. Manyetik
sinyallarina etkilenen hidrojellerin gelistirilmesi iizerine siirdiiriilen c¢alismalar, canl
hiicrelerin kapsiillenmeden, yapi iskelelerinin 3D ¢izimi i¢in uygun biyomiirekkeplerde demir
oksit bazli nanopartikiiller gibi manyetik bilesenlerin kullanimimi onerilmistir (41, 42).
Elektromanyetik alanin kendisinin bile kondrojenik gelisme seviyelerini etkiledigi
tanimlanmistir.  Kemik  dokusu  miihendisliginde, birtkag yil 6nce manyetize
hidroksiapatit/kollajen yapi iskelelerine dayali yeni bir konsept Onerilmistir; burada yap1
iskeleti, buytme faktorlerini, kok hicreleri ve manyetik partikiillere bagl diger biyoaktif

maddeleri ¢eken bir miknatis gorevi gorebilmektedir. Siiperparamanyetik nanopartikiiller veya
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demir katkili hidroksiapatit nanokristaller tarafindan manyetize edilen bu yap1 iskeleleri, hem
in vitro osteojenik farklilasma c¢alismasina ve in vivo kemik defekti iyilesmesi ¢aligmasina

basariyla uygulanmistir (43).

PCL ve demir katkili hidroksiapatite dayali 3D baskili bir manyetik nanokompozit
iskelelerinin, manyetik alanda hMSC'min yapigsmasi ve ¢ogalmasi iizerindeki destekleyici
etkileri, yap1 iskelesinin anlamli bir deformasyona ugramadan gosterilmistir (44). Diger
caligmalar, manyetik partikillerinin ve kaplamalarinin hiicre proliferasyonu ve in vitro

canlilig1 iizerinde anlamli olmayan olumsuz etkisi oldugunu bildirmistir (45).

Literatlrdeki ¢alismalarda, manyetik PLA tabanli iskelenin gelistirilmesi yapilmamistir ve
hAdMSC'in akibeti agiklanmamustir. Dolayisiyla buradaki amag, gelistirilen Mg.PLA

iskeleleri tarafindan kemik dokusu miihendisligi arastirmalarindaki bu eksikligi vurgulamaktir.
2.4. OSTEOJENEZ MEKANIZMASI

Kemik rejenerasyonununda yeni yaklasimlar gelistirmek icin, kemigin biyogenezini ve
uyarmasini anlamak bir 6n kosuldur. Kemik yeniden sekillenmesi, kemik olusumu ve kemik
rezorpsiyonu ile dengelenmektedir. Ayrica, ekilmis hiicrelerin miktar ve fonksiyonlarindaki
degisiklikler, kemik durumunun korunmasina veya bozulmasina neden olmaktadir. Kemik iki

farkli sekilde yenilenebilir: intramembrandz ossifikasyonu veya endokondral ossifikasyonu

(46).

Mezenkimal kok hiicreler (MSC), kemik olusturmak igin osteoblastlara yol agmak iizere
farklilasabilen pluripotent hiicrelerdir. Insan MSC'lerinin osteojenik farklilasmasi, kirik
iyilesmesinde merkezi bir konu olarak kabul edilmistir. Osteoblastlar, osteoklastlar ve
kondrositler, kemik rejenerasyonunda oynayan ana hiicrelerdir. Otokrin ve parakrin sinyalleri
iceren karmagik bir diizenleme i¢inde, MSC hiicreler osteoblastlara farklilasabilmektedir.
Kemik rejenerasyonu, kemik matrisi olusturan ve mineralize eden osteoblastik hiicrelere
farklilastikga gerekli immiinomodiilator ve rejeneratif rolleri yerine getiren MSC'lerin gorevini

yerine getirmesine ve farklilagsmasina baglidir (47).
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Kemik olusumu sirasinda osteoblastlarin, mineralize kemik olusturmak i¢in kalsiyum ve fosfat

bazli mineraller iirettigi gosterilmistir. Siire¢, osteoprogenitor hiicrelerin bagliligi ve sonunda

olgun osteoblastlara doniisen 6n osteoblastlara farklilasma ile baslamaktadir. Buna karsilik,

olgun osteoblastlar osteosit haline gelmek i¢in osteoid igine gomiilecektir. Runt ile iliskili

transkripsiyon faktori 2 (Runx2), alkalen fosfataz (ALP) ve Kollajen | dahil olmak uzere,

zamaninda eksprese edilen genlerin ekspresyonu ve hiicre dis1 matrisin mineralizasyonu

gbzlemlenebilmektedir. Kemik ossifikasyon sireci, MSC, pre-osteoblastlar, osteoblastlar,

osteositler ve osteoklastlar dahil olmak iizere bir hiicre toplulugu gerektirmektedir.

1)

2)

3)

4)

MSC, herhangi bir hiicre tipine farklilagabilen pluripotent hiicrelerdir ve salgilanan
aktif Doniistiiriicti biiylime faktorii beta 1'in (TGFP) uyarilmasi altinda osteoblasta
farklilasan ana hiicrelerdir (48, 49).

Preosteoblastlar, MSC'nin olgun osteoblast hiicrelerine geg¢is adimini temsil eder ve bu

fenomen, SOX9 transkripsiyon faktoriiniin etkileri altinda korunmaktadir (48).

Osteoblast hiicreleri, olgun osteositlere farklilasmaya hazirlanan ve ECM'nin aktif
salgilanmasi i¢in Ozellesmis kemik hiicrelerinin dnciisiidiir. Tip I kollajen agisindan
¢ok zengin olan ECM, ilk biriktiginde ve heniiz mineralize olmadiginda “osteoid”
olarak bilinmektedir. Bu fenomenler, osteogenez mekanizmasinda énemli bir oyuncu
olan Runt ile ilgili transkripsiyon faktorind (RUNX2) icermektedir, ancak Runx2
ekspresyonu osteoblast olgunlasmasi i¢in yeterli degildir. Bu, transkripsiyon
faktorlerinin ve kollajen I, osteokalsin, osteopontin ve kemik morfojenik protein 2 gibi

hiicre dis1 sinyallerin katilimiyla uyarilmaktadir (48).

Osteositler, kemik bilesiminin ¢ogunu sunan ve en bol bulunan hiicrelerdir. Kemik
olusumu srrasinda mineralize olmayan matris (osteoid) ile g¢evrili olgun
osteoblastlardan tiiretilirler. Bunlar baslica mekanik duyarli iskelet hiicre tipidir ve
osteoblast ve osteoklast farklilasmas1 ve fonksiyonunun diizenlenmesinde kritik rollere

sahiptirler. Osteositler, osteoklastlarin aktivasyonu yoluyla kemik rezorpsiyonunu
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destekleyen nikleer faktor-«B ligandinin (RANKL) reseptor aktivatorini eksprese
eder (50).

5) Osteoklastlar, birincil islevi kemik rezorpsiyonu olan ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerdir.
Hematopoetik soydan tiirerler ve makrofajlarin etkilesimi yoluyla olgun osteoklastlara
farklilagirlar. Kemigin yeniden sekillenmesi sirasinda, osteoklastogenez, RANKL

eksprese eden osteositler tarafindan osteoklast 6nciillerinin alinmasiyla baslar.
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Sekil 2. 5. Osteogenez mekanizmasi (51).

Kemik olusumu ve gelisimine bagh olarak endokondral ve intramembranéz kemik

olusumu/ossifikasyonu olarak adlandirilan iki kisma ayrilabilmektedir.

Intramembrandz kemik olusumu sirasinda farklilasmamis mezenkimal hiicrelerin bag dokusu
membrani, kemik ve matris kemik hiicrelerinde degisebilmektedir. i1k adim, fibrdz bag dokusu
zarinda bir kemiklesme merkezinin gelismesiyle baslamaktadir (48, 52). Embriyonik
iskeletteki MSC toplanir ve 6zel hiicrelere farklilagsmaya baslamaktadir. MSC'larin bazilar1
kilcal damarlara farklilasir, digerleri osteojenik hiicreler ve osteoblastlar haline gelmektedir,
boylece kemiklesme merkezi olusturabilmektedir. Bu durumda, ektomezenkim yogunlagma
merkezinden farklilastirarak ve kemik fibr6z matrisi olusturarak, osteoblastlar, osteoid doku
tretmektedir. Ugiincii adim, periost yapilarindan olusmaktadir. Hiicrelerin ve kan damarlarinin

kapsillenmesi meydana gelmektedir. Osteoblastlar tarafindan osteoid birikimi devam

14



ettiginde, Ortiilii hiicreler osteositlere doniismektedir (52). Bu mekanizma, kemigin matriksi

veya hiicreler aras1 maddesi kalsifikasyon ile sonlanir ve kemik haline gelmektedir. (52, 53).

Kemik benzeri hicrelerin biiyiimesi, periost veya kemik eksplantinin kiiltiirlenmesinden
etkilenebilir ve blylyen hicreler, fibroblastik, osteojenik veya retikller tiplere
farklilasabilmektedir.

Olgunlagsmamis bir osteoblastin olgun bir osteoblasta gelisimi, ¢ogalma, olgunlagsma, matris
sentezi ve matris mineralizasyonu asamalar1 olarak kategorize edilebilmektedir. kemigi
olusturmak goreviyle, osteoblastlar, temel olarak kemik matrisini sentezlemeye ile baslar ve
daha sonra kemigin yeniden sekillenmesinde ve mineral metabolizmasinda islev gormektedir.
MSC'nin adipojenik veya osteojenik hiicre akibetine baglilig: ve farklilasmasi, ¢esitli sinyal ve
transkripsiyon faktorlerine iliskili oldugunu gosterilmistir. Cesitli deneysel ¢alismalart,

adipogenez ve osteogenez arasinda ters bir korelasyon oldugunu gostermektedir (54).

Kemik morfojenik proteini (BMP) ve Wnt ligandlari, hormonlar ve biliylime faktorleri,
dontistiiriicii biiylime faktori (TGF), tiimor nekroz faktorii (TNF) ve sitokinler dahil olmak
Uzere, osteoblastlarin tarafindan kemigin olusumu, bu tip ¢oklu sinyalleri igermektedir. Bu
faktorlere ziyade, dokuya 6zgu transkripsiyon ve ko-faktorleri, kemik matrisinin biyosentezi
ve mineralizasyonu ile kemigin yeniden modellenmesi ve formasyonu igin genlerin
ekspresyonuna icermektedir (55-59). Osteoblastlar, kemik dokusuna mineralize olan kemik
matrisi iirettikten sonra, kemik olusumu sirasinda matriste yutulmaktadir. Ayrica, MSC'lerin
indiiksiyonunun baslatilmasi1 sitokin uyaranlarim1 igeren sinyallesme kaskadi tarafindan
dizenlenmektedir. Bunlarin osteoblastlar &ncesi farklilasmasma yol agmaktadir. On
osteoblastlar daha sonra osteoblastlara farklilagmakta ve kromatin degistiriciler,
transkripsiyon faktorleri veya miRNA degisikliklerinden etkilenen gen ekspresyonu ile kontrol

edilebilmektedir (60).
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2.5. EKSOZOMLAR, BiYOGENEZI VE KEMIK DOKUSU
MUHENDISLIGINDEKI UYGULAMALARI

Eksozomlar, 30-250 nm arasinda degisen, dogal olarak salgilanan nano-vezikullerdir,
endozomal membranlarin, spesifik kargo ile doldurulmus eksozomlar1 serbest birakmak igin
plazma membrani ile kaynasan ¢oklu vezikiiler endozomlar olusturmak {izere islenmesiyle
olusturulan iki katmanli lipid vezikiillerdir (61). Eksozomal icerigi, proteinler, mRNA'lar,
miRNA'lar ve baska kiicik mRNA'lardan dizenlemektedir. Tani araglar1 ve hastaliga 6zgii
haberciler olarak ortaya ¢ikan RNA'lar, metabolitler, lipidler ve proteinler dahil olmak tizere

biyokimyasal molekiillerden olusabilmektedir.

Yerel ve sistemik faktorler aracihigiyla, MSC'lerin diizenlenmektedir. Yerel olarak, MSC'ler
parakrin ve otokrin ¢6zinlr sinyallerden, hiicre arasindaki sinyallerden, hiicre dis1 matrisin
coziinmeyen sinyallerinden ve hiicre dist mekanik ipuglarindan etkilenmektedir. Hucre
sekretomunun bilesenleri, ¢6ziiniir parakrin ve otokrin sinyalleri olusturmaktadir. Parakrin
fonksiyonunun yeni kesifleri, eksozomlar olarak adlandiran hiicre dis1 vezikiilleri, hiicreden

hiicreye sinyallesmede yer alan sekretomun ek bilesenleri olarak belirlenmistir (62).

Eksozom tanmimlamasi temel olarak morfolojik 6zelliklere, partikillerin boyutuna ve

asagidakileri igeren anahtar proteinlere dayanmaktadir.

Q) Membran tasima ve flizyonla ilgili proteinler, Annexin, Rab-GTPase (Ras ile ilgili
protein GTPase Rab) gibi ve Hsp60, Hsp70 ve Hsp90 dahil 1s1 soku proteinleri
(HSP'ler) (63);

(i) CD9, CD63, CD81, CD82, CD106, Tspan8, ICAM (hiicreler arasi yapisma

molekiili)-1 olarak dort transmembran ¢apraz bagl proteinler olarak adlandirilan

tetraspaninler (64).

(iii)  Eksozom karakterizasyonu icin stereotipik biyobelirte¢ olarak bilinen multivezikil
cisimler (MVB'ler) ile ilgili proteinler (ALIX ve TSG101) (65).

16



(iv)  Integrinler (hiicre yapismasi ile ilgili proteinler), aktin ve miyozin (hiicre iskeleti

olusumuna katilan) gibi katilan diger proteinler.

Ayrica, eksozomlar, taramali elektron mikroskobu (SEM) ile tanimlanabilmekte veya
dogrudan tanimlamak i¢in Gegirmeli elektron mikroskobu (TEM) kullanabilmektedir. SEM,
eksozom yiizey mikro yapisini gozlemlerken, TEM maksimum 0.2 nm ¢6ziiniirliige sahiptir ve

eksozomlarin i¢ yapisini ve morfolojisini ortaya ¢ikarabilmektedir (66).

Eksozomlar, eksozom izolasyonunun altin yontemi olarak kabul edilen ultrasantrifiijleme ile
elde edilebilmektedir. Bu yogunluk gradyanli ultrasantrifijleme ve diferansiyel
ultrasantrifijleme olarak ayrilmaktadir. Bu ayirma yonteminde genellikle x100 000 ile 150
000 g arasinda bir merkez kag¢ kuvveti kullanilmaktadir (67). Ultrafiltrasyon gibi Boyuta dayali
yontemler, baska bir tiir izolasyon yontemidir ve idrar, serum, beyin omurilik sivisi ve hiicre
kiiltiirii ortamindan eksozomlar1 partikiil boyutu veya molekiiler agirlia gore toplamak i¢in
kullanilmustir (68). Izolasyon ayrica, spesifik antikorlarla, immiinopresipitasyon yoluyla segici
olarak ayristirilabilen eksozomlarm iki katmanli zarlarindaki isaretleyici proteinlere dayali
immiinoafinite saflastirma yoluyla da yapilabilmektedir. Yukaridaki yontemlere ek olarak
polietilen glikoller (PEG'ler), Mikroakigskan tabanli izolasyon teknikleri atomik kuvvet
mikroskobu, ayarlanabilir direngli darbe algilama ve dinamik 151k sagilmasi (DLS) ile

¢okeltme de eksozomlarin tanimlanmasi igin kullanilabilmektedir (67).
2.5.1. EKSOZOMLARIN BIYOGENEZi

Eksozomlar, ge¢ endozomlarm (MVB'ler) sinirlayict zarmin ige dogru tomurcuklanmasiyla
olusturulan intraliiminal vezikiller , endositik kdkenlidir. MVB'ler daha sonra plazma zarina
girmekte ve onunla kaynasmaktadir, bunun iizerine ILV igeriklerini (simdi eksozomlar olarak

adlandirilir) hiicre dis1 ortama birakmaktadir.

Eksozomlarm biyogenezi, endozomdaki kokenlerini ve diger hiicre i¢i vezikiiller organelleri
ile etkilesimini igermektedir. Eksozom biyogenezindeki ilk adim, erken endozom olarak
bilinen zara bagl bir vakuol olusturmak i¢in plazma zarmin ice dogru tomurcuklanmasini

icermektedir. Bu, olgunlastikca ge¢ bir endozom olusturmak iizere cesitli degisikliklere
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ugramaktadir (Sekil 2.6.). Ge¢ endozomun sinirlayict membrani i¢e dogru tomurcuklanmakta
ve daha sonra MVB olarak anilacak olan ge¢ endozom iginde ILV'leri olarak bilinen zarla
cevrili vezikiiller olusturmak tizere sikistirilmaktadir (69). Bu noktada, ILV yukli MVB'lerin
birincil rolii, MVB'lerin lizozomlarla kaynasarak ILV'nin bozunmastyla sonuglanan lizozomal
bozunma yolunda ara iirlinler olarak islev gormesidir (70). Alternatif olarak, eksozomlarin
olusumu i¢in hedeflenen MVB'ler, endozomal geri doniisiim sistemine entegre edilir ve
plazma membrani fiizyonlar1 ile sonuglanir ve ILV'lerin kargolarini (bu noktada eksozomlar
olarak adlandirilir) hiicre dis1 bosluga birakir (Sekil 2.6.) (71, 72). Nakil i¢in gerekli olan dort
endozomal siralama kompleksinin (ESCRT-0-III), ILV protein kargolarnin segiminde geri
doniisimlii  protein ubikiitilasyonunu iceren bir sire¢ olan MVB-ILV bazli eksozom

olusumunun temel itici gii¢leri oldugu bilinmektedir (73).
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Sekil 2. 6. Ekzosom biyogenez mekanizmasi (74).

Eksozomun olusumu iki invajinasyonu igerir. Birinci invajinasyon kupa sekli bir yap1
olusturur ve bu hiicre zardaki proteinleri dahil eder. Bu asama erken endosomal olusumuna yol

acar. Bu asamada golgi cisimcigi ve endoplazmik retikulum bu olusumlara ve igerigine
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katkida bulunmaktadir. Erken endosom sinirlayici zarlariin invajinasyonu ile ge¢ endosoma

olgunlasir. Bu MVC birkag ILV (gelecekteki eksozomlar) igerir.

Eksozom olusturma yolu, tasima (ESCRT) kompleksleri (ESCRT'ye bagli yol olarak
adlandirilir) i¢in gerekli endozomal siralama kompleksi veya ESCRT'den bagimsiz bir yol
yoluyla diizenlenebilmektedir (75). ESCRT'ler mekanizmasi i¢in gerekli olan endozomal
siralama kompleksinin MVB'lerin ve ILV'lerin biyogenez siirecinde énemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. ESCRT'lerin bilesenleri (~20 protein igeren), dort kompleks ESCRT-O0, -1, -1l ve
-1l olarak adlandirilan ve ALIX (PDCDG6IP tarafindan kodlanan Apoptoz-bagli gen 2-
etkilesimli protein X) , VTAL (Vezikiil Izleme 1), VPS4 (Vakuolar protein siralama ile iliskili
protein 4) ve TSGI101 (Timor duyarliligi gen 101 proteini) dahil olmak tizere iliskili
proteinlerle birlikte icermektedir (76, 77). ESCRT-0, -l ve -ll, ubikuitin etiketli kargoyu
yakalayabilen  ubikuitin = baglayic1 alt  birimler igerirken, ESCRT-IIl  vezikul
tomurcuklanmasina ve kesilmesine katkida bulunmaktadir (78, 79). Bununla birlikte, bazi
durumlarda, eksozomlarm olusumu, lipidlerin destegiyle olusumlar1 nedeniyle karmasik

ESCRT'yi gerektirmemektedir (79)

252. KANSER HUCRE TUREVLI EKSOZOMLAR VE KEMIK
REJENERASYONUNDAKIi UYGULAMALARI

Son yillarda aragtirmacilar, hastalik tedavisinde eksozomlarin kullannmina giderek daha fazla
odaklanmaktadir. Kok hiicrelerin tedavi edici ve yenileyici giicii 6nde alindiginda, 6zel
proteinler ve genetik materyaller iceren eksozomlarin kok hiicreler tarafindan salindigi

kesindir.

Kok hiicrelerden elde edilen eksozomlarin farkli hastaliklar1 karsiya ¢ikmak i¢in, onlarin
kullanimi1 gdsteren bazi veriler bulundugu halde, kok hiicreler ile tedavi edilecek hastalik tiirii

arasinda kesin bir iliski bulunmamuistir.

Eksozomlar, MSC sekretomunun Onemli bilesenleridir ve kargolar1 ¢ok sayida miRNA
icermektedir. Biiylime faktorlerinin veya onlar1 kodlayan genlerin bir kombinasyonunun

verilmesi, in vivo olarak bir dereceye kadar kemik iyilesmesini uyarmstir (80).
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Timor kaynakli eksozomlar (TDE'ler) kendi benzersiz fenotipik islevlerine sahiptir. TUmOor
hiicresi kokenine bagl olarak, TDE'lerin icerigi degisir. Kok hiicreden tiiretilen eksozomlar,
iskelet mikrogevresindeki tiimor ve kemik hiicreleri arasindaki patolojik iletisimde rol oynar.
TDE'ler ayrica osteoblast proliferasyonunu ve aktivitesini dogrudan diizenleyerek kemik
rejenerasyonunu uyarabilir ve ayrica uzak kolonizasyon ve proliferasyonu tesvik etmek igin

uzak metastaz mikrogevresindeki mezenkimal hiicreleri diizenleyebilir (81).

Son ¢alismalar, prostat kanseri EV'lerinin stromal modelleme, timor anjiyogenezi ve adipoz
kaynakli kok hiicrelerin transformasyonundaki roliinii gostermektedir (10), ayrica prostat
kanseri hiicresinden tiiretilen eksozomlarin, bu vezikiilleri yoluyla insan osteoblast
proliferasyonunu 1.5 kat arttirdigi gosterilmistir (82). Diger ¢alismalar, ¢oklu melanom hiicre
kaynakli eksozomlarin, fonksiyonlarin1 ve farklilagmasini modiile eden cok c¢ekirdekli

osteoklastlarda farklilagtig1 gostermistir.

Multiple myeloma Non-small cell lung cancer Prostate cancer
a 2 2
M % S 4

Exosomes ..
‘ ®

Exosomes

Exosomes. . . ‘
L] / |

AREG ETS1, hsa-miR-940, miR-141-3p

h{EG
N ¥

(z2)z 3] €6

Osteoblasts

Osteoclasts

Sekil 2. 7. Kanser hiicresi kaynakli eksozomlarin etkisi (83).
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Multipl miyeloma (MM), kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri ve prostat kanseri gibi
kanser hiicresinin, miRNA veya gen regiilasyonu ortalamasi ile osteoklastlar ve osteoblast
olusumu i¢in anahtar diizenleyici olarak gdrev yapan mikrovezikiillerle bol miktarda

bulundugu gosterilmistir

MM'den tlretilen eksozomlarda EGFR'in aktivasyonu, ©n osteoklastlarda EGFR'nin
aktivasyonuna yol agmaktadir, MM kaynakli osteoklastogenezde yer almakta, ¢ilinkii prostat
kanseri hiicrelerinden tiiretilen eksozom, miRNA igerigi yoluyla osteoklastogenezde de
bulunmaktadir (83).

Multipl osteosarkom hiicre dizisinden turetilen EV'lerin proteomik analizi, timor ilerlemesi,
anjiyogenez, hiicre yapigsmasi ve metastaz ile iliskili proteinler icerdigini ortaya c¢ikarmustir
(84). Osteosarkom 143B hiicrelerinden elde edilen EV'leri, murin osteoklast olusumunu
indikleyen ve kemik rezorpsiyon aktivitelerini uyaran pro-osteoklastojenik kargo veya
spesifik miRNA'lar igerir ve ayrica in vitro goc¢l ve insan osteoblast hiicrelerinin

invazinasyonu tesvik ettigi gosterilmistir (85-87).

Saos-2 hiicresinden tiiretilen kemigin yeniden sekillenmesi ve yenilenmesi lizerindeki rolii tam
olarak anlagilamamistir. Bu ¢alismada, Saos-2 hiicrelerinin osteojenik farklilasma ve kemik

rejenerasyonu tizerindeki roliine odaklanmaktadir.
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3. GEREKCE VE AMAC

Kisaca bu ¢aligmanin amaci, 3D baski teknikleri ile manyetik polilaktik tabanli bir iskele
gelistirmektir. Bu biyolojik yapilar, hiicre yapismasi, biiylimesi ve farklilagsmasi i¢in bir destek
olarak hareket edebilmektedir. Bu c¢alismanin baska bir boliimiinden sarkom hiicrelerinden
turetilen eksozom bu iskeleler tzerine ekilmektedir. Eksozomun roli, hiicre farklilagsmasi,
bunlarin kemik mineralizasyonu iizerindeki etkileri, alkalen fosfataz aktivitesi ve gen
ekspresyonu iizerinde ¢alisabilmektedir. Ayrica eksozomlarm varligi osteojenik farklilagma

sirasinda miRNA ekspresyon seviyesini etkileyebilmektedir.

In vitro ¢alismasi
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Sekil 3. 1. Calismanin amac1 ve metodolojisi

Sunulan tezin amaci ile uyumlu sekilde ortaya koyulan hedefleri:

> - Kemik destek malzemesinin modellenmesi,
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> - Modellenen kemik destek malzemesinin 3B yazicida agik kaynak kodlu Cura yazilimi

kullanilarak basilmasi ve karakterize edilmesi

> - Basimlar1 gergeklestirilen PLA kemik destek malzemelerinin ylizeylerinin eksozom

yuklenmesi

> - Hazirlanan eksozom igeren manyetik PLA kemik doku destek malzemelerin in vitro

testler ile kemik hiicreleri iizerindeki etkinliklerinin degerlendirilmesi olarak siralanmaktadir.
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4., MATERYAL VE YONTEM

4.1. MATERYAL

Cizelge 4. 1. Kullanilan hiicre hatlar1

Hiicre hatti Hiicre ad1 Pasaj numaralan Ortam icerigi
DMEM +%10FBS
. ) ] +Penisilin/Streptomisin
Insan adipoz kokenli )
] ] +2mM L-Glutamin+
hAdMSC mezenkimal kok Pasaj 6-7 )
4 10 mM B-gliserol
hicresi
fosfat ve 50 pg/mL L-
askorbik
DMEM +%2FBS +
Osteokarsoma hticre _
Saos-2 Pasaj 4-5 %1AA + 2mM L-

hatt1

Glutamin

- DMEM-F12, DMEM-hg (yiiksek seker), Fosfat tuz ¢ozeltisi (PBS), Polilaktik asit

filament, ringer tamponu, manyetik polilaktik asit filament, Anycubic 3D yazici, Fetal sigir

serumu (FBS),

High Pure RNA Isolation Kit, BCA Kkiti

4.2. PLA YAPI TASARIM PROSEDURU

Antibiyotik-antimikotik ¢ozeltisi (AA), Lizozim, Tripsin EDTA c¢ozeltisi,

Bu tez icin basilacak yapilarin 3B tasarimi Tinkercad ¢evrimici tasarim programinda yapildi.

Bu programda, farkli yapilar, farkli boyutlarda ve gbzenek boyutlarinda modeller ve siradan

bir 3B yazicida basilmak iizere test edildi. Sonrasinda modellenen yapilar STL uzantisina

kaydedilmistir, ardindan 3B yaziciya uygun ayarlarm yapilabilmesi i¢in Cura programimdan

G.Code (programlama dili) formu alinmistir. Modellenen yapilarin arayiiz goriintiileri ve

program arayiizii Sekil 4.1. ve 4.2.'de sunulmaktadir.
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Honeycomb design
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Sekil 4. 1. TinkerCad tasarim programimin arayiizii

ile Edit Wiew Settings Extensions Preferences Help
i i PREPARE PREVIEW MONITOR Marketplace Sign in
p ]

pe Layer view Color scheme = Draft-0.2mm

® 1 minute o

I og - 0.08m

Save to File

Sekil 4. 2.Cura programinin Dilimleme prosediirti ile arayiizii

Cura Uzerindeki secilen parametreleri ve tasarlanan 3B modelleri ticari PLA filamentinin
ozelliklerine gdre uyarlanmustir. Uretici talimatina gore, Proto-pasta markali manyetik demir

metaldan yapilan PLA kompozittir ve manyetik PLA filamenti olarak bilinen, paslanabilir bir
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ferromanyetiktir. Manyetik PLA filamenti PLA regine bazli ve 250 (0,25 mm) mikrondan az
gercek demir tozu katkisindan olusmaktadir. Ticari manyetik PLA% 55 polilaktid reginesi ve

% 45 demir karigimidir. Miknatislara tepki verir ve saf demire benzer sekilde davranir.

Manyetik Demir PLA, standart PLA'dan biraz daha kirilgandir ve standart PLA'dan daha
asidiricidir ve 1. katman ayarlamalar1 gerektirebilir. Manyetik demir pla standart PLA ile
karsilastirildiginda olduk¢a yogundur. Sonug olarak, 500 g bir filament manyetik demir PLA,
yaklagik 100 metre filament icerir, standart PLA'nin 500 g bobininde yaklasik 200 metre
uzakliktadir.

4.3. PLA’NIN 3 BOYUTLU BASIMI

3D kiboid modeli Cura yazilimi kullanilarak tasarlanmistir, STL dosyalar1 olarak disa
aktarild1 ve cura ® yazilimi kullanilarak katmanlara dilimlenmistir. 3D yapilar daha sonra 10
mme10 mme2 mm (W+L+H) boyutunda, 400 pm'lik tek kullanimlik igne uclari, 200 um'lik bir

Dilimleme kalinligi ve 1.0 mm'lik iplik¢ik araligi kullanilarak katman katman tiretilmistir.

BEERE B RE

80 ®
-

Sekil 4. 3.Basilan PLA’larin farkli tasarimi ve miknatis ile PLA’larin etkilesimi
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Segilen modeller gdzenek boyutu ve hiicre eki i¢in uyumluluk ile iligkiliydi. Ekteki sekil farkl
yapilart ve tasarlanmis PLA yapilarin1 gostermektedir. Sadece en kiiciik gozenek boyutuna
sahip bir model secilmistir. mg.PLA, ikinci fotografta oldugu gibi manyetik ozelliklerini

onaylamak i¢in bir miknatisla test edildi.

4.4, TARAMALI ELEKTRON MIKROSKOPISIi iLE PLA YAPI ANALIZi

PLA ve manyetik PLA yapilarmin yiizey morfolojisi ve atomik kompozisyonlari, TESCAN
GAIA3 TRIGLAV markali taramali elektron mikroskobunda goriintiilenmistir. 3D PLA
ylizey kararliligi ve biyolojik bozunma ¢alismalarindan sonra yapilarin morfolojileri SEM ile
incelenmistir. TUm 6rnekler SEM analizleri dncesinde LEICA EM ACEG600 cihazi ile vakum

altinda 3 nm Au/Pd ile kaplanmstir.

4.5. PLA’NIN BIYODEGRADASYON CALISMASI

Ester baglarinin rastgele hidrolizini igeren PLA polimerlerinin bozunma davranigini incelemek
icin biyolojik bozunma siirdiiriilmiistiir. Elde edilen PLA yapilarinin enzimatik davranisi 4 ay
boyunca arastirilmistir. Enzimatik biyobozunma calismasi, MEMMERT marka, WNB 45
model ¢alkalamali su banyosunda 37°C, 75 rpm'de gerceklestirilmistir. Bozunma ¢6zeltisi, 1M
Ringer tamponuna 9%0.5 lizozim, %0.005 sodyum azit (NaNs3) eklenerek,
pH=7.4’de hazirlanmustir (88).

Her 48 saat bir enzim soliisyonu yenilenmistir. Numunelerin agirlik kaybindaki degisiklikler,

asagidaki formiile gore gravimetrik olarak 6l¢iilmiistiir:
Agirlik Kaybi %'si = [(Wi-WSs)/Wi] x100
Wi ile: Baslangi¢ Kutlesi ; Ws: Bozunma sonrasi kiitle

Biyobozunmadan sonra yapilarin kalan kiitlesi, zaman i¢inde yiizde degisim olarak
kaydedilmistir. Biyolojik bozunma ¢aligmalarinda, her numune igin ¢ tekrar yapilmustir.
Numunelerin hidrolitik biyobozunmas1 3 ay boyunca 37 °C'de ger¢eklestirildi, ancak yapilarin

agirhiklarinda 6lgiilebilir bir azalma gézlenmemistir.

27



4.6. X-RAY DIFRAKTOMETRI ANALIiZi

Hazirlanan doku iskelelerinin ana bilesenlerinin kristalin yap1 6zellikleri dlgtimlerinin X-1gin1
difraktometrisi kullamlarak analiz edilmistir. Analizler ODTU metalurji ve malzeme
miithendisliginde Rigaku Ultima-IV Japan markali cihaz ile Cu Ka radyasyonu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Yapilarinin karakteristik piklerini bulmak igin 20 olgim araligi 10-60°

araligi ile taranmustir.
4.7. FOURIER TRANSFORM KIZILOTESIi SPEKTROSKOPIi ANALIZI

PLA kemik doku destek malzemelerin kimyasal 6zellikleri Hacettepe Universitesi Hiinitek
blinyesinde bulunan Thermo Fisher marka Nicolet is50 (USA) ATR-FTIR spektrometresi ile
incelenmistir. Numunelerin kimyasal analizi FTIR ile 600-4000 cm: araliginda elde

edilmistir.
4.8. SAOQOS-2 HUCRELERIN KULTURU

Saos-2 hiicreleri ODTU (Universitesinden temin edilmistir. Hiicreler, 37°C'de minimum %2
FBS (h/h), 2mM L-glutamin, penisilin/streptomisin (100 birim/mL penisilin-100 L/mL
streptomisin) orantyla DMEM-F12'de kiiltiirlenmistir. Hiicreler bagil bolluga ulastiklarinda

kiiltlir ortamlar1 (atik) toplanmistir ve eksozom izolasyonu i¢in siiziilmiistiir.

4.9. EKSOZOMUN iZOLASYONU

Tez kapsaminda eksozomlar, filtrelenmis serum Orneklerinden seri ultrasantrifiijleme ile izole
edilmistir. Kisaca, 200 ml, 0.22 um filtrelerden siiziilmistiir. Hicreleri elimine etmek igin 300
g ve 4 °C'de 15 dakika santrifijlendi. Apoptotik cisimleri, mikrovezikilleri ve hicre
dokiintiilerini ¢ikarmak ic¢in, 10.000 g ve 4 °C'de 15 dakika santrifujlendi. Son olarak
eksozomlar1 peletlemek igin Himac CP100WX, Hitachi, ABD cihazi kullanarak, 120.000 g ve
4 °C'de 180 dakika boyunca ultrasantrifiijlenmistir. izole edilen eksozomlar PBS'ye yeniden
yerlestirilmistir ve kullanima kadar -20 °C'de saklanmistir. Izole edilen ve pelet halinda
toplanan eksozomlar PBS ortamda ¢oziilmiis, ardinda, bir bikinkoninik asit (BCA) test Kiti

(Thermo Fisher Scientific, ABD) ile karakterize edilmistir.
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4.10. EKSOZOMLARIN TEM ANALIiZi

Izole edilen eksozomlar, tarif edildigi gibi bir bisinkoninik asit (BCA) testi ve Gegirmeli
elektron mikroskobu (TEM) (Jeol jem-100CX Il ; 80kv-100kv) kullanilarak karakterize

edilmistir.

TEM analizi i¢in kisaca, eksozom bakir 1zgaralar ilizerine yerlestirildi, immiin reaksiyonu
stabilize etmek icin 5 dakika boyunca PBS icinde %5 glutaraldehit ile sabitlendi, steril
damitilmis su iginde yikandi, pH 7'de 10 dakika boyunca %1 uranil-asetat c¢ozeltisi ile

kontrastlandi.

BCA testi icin, kitte verilen talimatlara gore, 12,5ul eksozomdan 12,5ul distile suda ¢oziilmiis,
ardindan 1 pl reaktif A’dan, 50 pl reaktif B’den toplam 200 ul olacak seklinde toplam
cozeltisi eksozom tizerinde eklendi ve 1 saat bekletildi. Absorbans 585nm okundu.

Tez kapsaminda osteojenik farkilasmanin ayrintili degerlendirilmesi amaciyla yapilacak doku
iskelesi-hiicre etkilesimi in-vitro ¢alismalarinda 50 pg/pL  eksozom konsantrasyonu

kullanilmistir.

4.11. MEZENKIMAL KOK HUCRE KULTURU

Caligmada hAAMSC hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu hiicreler %10 FBS (v/v), 2 mM L-glutamin,
penisilin/streptomisin (100 birim/mL penisilin-100 L/mL streptomisin) i¢ceren DMEM-hg
icinde ¢ogaltilmistir. Kiiltiir ortam 2-3 glinde bir taze besiyeri kullanilarak degistirilmistir.

Hiicre kiltiirii calismasi sirasinda pasaj 5-6 hiicreler kullanilmustir.

4.12. INVITRO CALISMALAR
4.12.1. OSTEOJENIK iNDUKSiYON

hAdMSC, Alpha Minimum Essential Medium (MEM a) i¢inde, %10 FBS (v/v), 2mM L-
glutamin, penisilin/streptomisin (100 birim/mL penisilin-100 L/mL streptomisin) kullanarak
kiiltiire edilmistir. Hiicre kiiltiirii calismas1 sirasida pasaj 7-8 hiicreleri kullanilmistir. 1 x 10°

hiicre, Petri kabina hiicre tabakalar1 elde etmek icin ekme yogunlugu olarak belirlenmistir.
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Hiicreler hem biiyiime ortaminda hem de osteojenik farklilagsma ortaminda asir1 birlesmeye
ulasana kadar 10 giin boyunca kiiltiirlenmistir. Farklilasma grubu i¢in kiiltiir ortam1 24 saat
sonra 10 mM B-gliserol fosfat ve 50 pg/mL L-askorbik asit igeren farklilasma ortamu ile
degistirilmistir. Her grup icin, kiiltiir ortam1 her 3-4 giinde bir dnceden 1sitilmig taze olanla

doldurulmustur.
4.12.2. MEZENKIMAL HUCRELERIN BOYAMASI

Akridin turuncusu, DNA'nin yesil floresan 15181 yaymasma ve RNA'nin turuncu-kirmizi
floresan 15181 yayilmasina neden olan bir florokromdur. 6 giinliik kiiltiirden sonra hAdMSC
'lere Akridin Turuncu floresan boyama uygulanmistir. 25.10* hAdMSC hiicresi DMEM-hg'de
6 kuyucuklu plakaya ekilmistir ve ortam her 2 giinde bir degistirilmistir. Boyama 6. giinde
eski ortam aspire edilerek, iki kez PBS ile yikanarak ve ardindan Img/lml ImM akridin

turuncusu boyamasi uygulanarak uygulanmistir.
4.12.3. MALZEMELERIN BiYOUYUMLULUGU

Hicre sitotoksisite testi (MTT), hAdMSC ile dolayl olarak yapilmistir. PLA, Mg-PLA UV
15181 ile 20dk. sterilize edilmistir, sonrasinda %80 etanol (20dk.) muamele edilmis ve ardindan
PBS ile yikanmistir ve kurumaya birakilmistir. PLA'nin etkisi ve sitotoksisite, temel MTT
denemesi ile degerlendirilmistir. Calismada 96 kuyucuklu plakalara 2.5x10° hiicre ekimi
yapilmis ve 48 saate kadar inkiibe edilmistir. MTT 6Olciiminden 6nce 6lgllecek numunelere
0.75 uL MTT boyasi ilave edilerek 3-4 saat beklenmistir. Bekleme islemi bittikten sonra
kuyulardaki karisim ¢ekilmistir. Bu karisim daha sonra 96 kuyucuklu plakalara dagitilmistir.
Ornekler bir mikroplaka okuyucuda 490 nm'de spektroskopik olarak okunmustur. MTT testi
24 saat ve 48 saat boyunca yapilmistir.

4.12.4. HUCRE COGALMA DAVRANISI

Hiicrelerin doku iskeleleri {izerindeki ¢ogalma davranis1 alamar mavisi (alamarBlue)
kullanilarak 3,7,10 ve 14. giinlerde incelenmistir. Bu amagla bu giinlerde kiiltiir ortam aspire
edilmistir ve alamarBlue soliisyonu (BioRAD, CA,US) ile seyreltilmis DMEM-F12 (1:10)
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kiiltiir ortam1 6rneklere eklenmistir. 3 saatlik inkiibasyondan sonra, indirgenmis alamarBlue
cozeltileri aseptik olarak 96 kuyucuklu bir plakaya aktarilmistir ve numuneler taze bir ortamla
yeniden siispanse edilmistir. Bir mikro-plaka okuyucu (iMark Microplate Absorbance Reader,
BioRAD, CA, US) kullanilarak 570nm uyarma filtresi ve 600nm emisyon filtresinde 6l¢iimler
alinmustir (89).

4.12.5. HUCRELERDE KALSiYUM BiRiKiMiNiN DEGERLENDIRMESI

Alizarin kirmizisi, hiicrelerdeki kalsiyum birikimi miktarini 6lgmek i¢in yapilan bir testtir. Bu
calisma her bir Ornegin iizerine yaklasik 10° Saos hiicresi ekilerek gergeklestirilmistir.
Orneklerin 2 giin de bir besiyerleri degistirilmistir. Besiyeri olarak kalsiyum birikimini
artirmak icin osteonejik besiyeri kullanilmistir. Ornekler osteojenik farklilasmanm izlenmesi
acisindan alizarin kirmizist ile boyanmistir ve setilpiridinyum kloriir (CPC) kullanilarak
kantitatif olgiimler gerceklestirilmistir. Ornekler mikroplak okuyucusunda 562 nm’de
absorbans 6l¢iimii ile standart grafik lizerinden hesaplanmustir. Alizarin kirmizist testi 3, 7 ve

14 giln igin yapilmistir.
4.12.6. ALKALEN FOSFATAZ AKTIiVITESI

Kemik gelisiminin mineralizasyon evresinde inorganik fosfat ihtiyaci gelismektedir. Alkalen
Fosfataz (ALP) inorganik fosfat salimi i¢in gerekli olan bir seri enzimatik tepkimede rol
almaktadir ve ALP aktivitesinin hiicrelerde mineralizasyon ve kalsifikasyonu ile iligkilidir.
Calismada her bir yapiya 10° hiicre ekimi yapilmistir. Belirli zamanlarda (3, 7, 14 giin), -20°

C’de dondurulan 6rnek yilizeylerindeki hiicrelerin ALP aktivitesi 6l¢tilmiistiir.

412.7. MALZEME-HUCRE ETKILESIiMi VE MORFOLFOLJIK
DEGERLENDIRMESI

Hiicre - PLA etkilesimleri ve temel hiicresel morfolojiler SEM ile gdzlemlenmistir. Burada 10°
hiicre PLA yapilarma ekilmistir ve 3 ve 7 giin boyunca “temel kiiltiir ortam1” iginde inkiibe
edilmistir. Numuneler daha sonra birkag kez D-PBS ile yikanmistir ve ardindan %3

glutaraldehit ile 20dk’da fikse edildi. Analizden énce numuneler, bir etanol serisinden %30
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%50 %70 %90 ve %100 her iki dk icerisinde gegirildi sonra kurutuldu. Tum 6rnekler SEM

analizleri dncesinde vakum altinda 3 nm AuPd kaplanmigstir.

4.12.8. KANTITATIF GEN iFADESI
4.12.8.1 RNA izolasyonu

Hiicre PLA gruplar: ile inkiibasyon stirelerinin dolmasiyla, “High Pure RNA Isolation Kit”
kullanilarak, hiicrelerden RNA izolasyonu, ekteki protokole gore gergeklestirildi. Buna gore;
hicrelerin Gzerine 200 pL soguk PBS ve 400 pL Lizis tamponu eklenip 15 saniye
vortekslendi. Tiim karisim toplama tiipiine yerlestirilmis olan filtre iistiine aktarildi. Tiip 9000
rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Toplama tiipinde toplanan sivi atildir ve ayni tiipe tekrar
filtre yerlestirildi. Her bir 6rnek i¢in 90 pL DNaz inkiibasyon tamponu steril tiipe alindi.
Bunlarin Owerinde 10uL DNaz I eklenerek, pipetaj ile karistirildiktan sonra karisim filtrenin
ortasma birakildi. 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. 500 pL’lik 1. yikama ¢ozeltisi filtre
iizerine eklendi ve tekrar 9000 rpm’de 15 saniye santriflij edildi. Filtre altinda toplanan kisim
atildiktan sonra ayni toplama tiipii igerisine yerlestirildi. 500 pL’lik 2. yikama ¢Ozeltisi filtre
iizerine eklendi ve 9000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Filtre altinda toplanan kisim
atildiktan sonra ayni toplama tiipii i¢erisine yerlestirildi. 200 pL’lik 3. yikama ¢ozeltisi filtre
tizerine eklendi ve 13500 rpm’de 3 dk. santrifllj edildi. Toplama tiipii atilarak, filtreli tiip, steril
1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipli i¢ine yerlestirildi. Filtre tizerine 20-40 pL seyreltme ¢oOzeltisi
eklendi ve 9000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi. Elde edilen RNA’larin miktarlar1 ve safligi
“NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre” cihazinda 6lgiilendi.

4.12.8.2 cDNA Sentezi

Hiicreden RNA izolasyon protokolii ile elde edilen RNA“lar spektrofotometre’de (NanoDrop,
ND-1000, Thermoscientific, ABD) 260/280 nanometre (nm) dalga boyunda olcilerek

mikrolitredeki mikrogram degerleri belirlendikten sonra, primer olarak Random Hekzamerler
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kullanilarak ¢cDNA sentez kiti ile total RNA’dan cDNA sentezi gerceklestirildi. cDNA sentezi
sirasinda kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 gizelge 4. 2.’te verilmistir. cDNA sentezi igin
Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) karigimi ince ¢eperli 0,2 ml’lik
tiiplere dagitildiktan sonra saflastirilan total RNA iizerlerinde eklendi.

Cizelge 4. 2. cDNA senteze bagli RT-PCR tepkime karigimi

Son konsantrasyon Hacim
Steril H,O-PCR grade - RNA miktarina gore degisken
Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCly) 4 ul
dNTP 1mM 2 ul
Random hegzamer primeri 60 uM 2 ul
RNaz inhibitori 20 Unite 0.5 ul
Ters Transkriptaz Enzimi 10 Unite 0,5 ul
Total RNA 1ug 1 ng olacak sekilde

RT-PCR icin Otomatik Is1 Déngiisii Program

Otomatik 181 dongii cihazi, cizelge 4.2.°de belirtilen programa ayarlanarak eclde edilen
RNA’lardan cDNA sentezi clde edildi. Reaksiyon sonucunda elde edilen cDNA ornekleri
Real-Time PCR’da kullanilincaya kadar -20°C’lik derin dondurucuda saklandi.
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Cizelge 4. 3. Otomatik 1s1 dongii cihazinda uygulanan program

Sicaklik Zaman Dongii sayist
Primer Baglanmasi 25 °C 10 dk 1 dongu
Ters transkripsiyon 50 °C 60 dk 1 dongu
Inaktivasyon 85 °C 5 dk 1 dongu
Sogutma 4°C - 1 dongu

4.12.8.3 gPCR Analizi

RUNX2, COL1A1, OSP ve OSC genlerinin mRNA ifadesinin kantitatif degerlendirmesi Real-
time PCR yontemi ile Light Cycler™ (LC) cihaz1 ve gizelge 4.3. kullanilarak belirlendi
Amplifikasyonlar 10 pl toplam tepkime hacmi icerisinde, cDNA, mRNA'ya 6zgu primerler ,
UPL Tagman probu ve LC TagMan Master karisimi kullanilarak gerceklestirildi. RUNX2,
COL1A1, OSP ve OSC gen ifadelenme miktarlarin1 normalize etmek icin elde edilen cDNA
ornekleri, Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) genine 6zgi primer ve UPL TagMan
probu kullanildi ve GAPDH mRNA diizeyi referans olarak alindi. Segilen genler ile ilgili
6zgin primer ve UPL prob listesi cizelge 4. 4.’de verilmistir. Kullanilan problar Roche

Diagnostic’ten temin edilmistir. Tim cDNA &rnekleri her bir gen icin en az Ucer kez

caligilmustir.
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Cizelge 4. 4. Spesifik Primer Dizileri ve UPL Prob Numaralar1

Gene Sequence UPL Prob
Numarasi

COL1Al1 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 Kittiphanesi

RUNX2, COL1A1, OSP, OSC ve GAPDH Genleri icin Real-Time PCR Tepkime Karisimi

RUNX2, COL1Al, OSP, OSC ve GAPDH genlerine uygun verilen primer ve problar

kullanilarak Real-time PCR tepkimesi LC cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karisimini

hazirlamak i¢in kullanilan bilesenler ¢izelge 4. 5.’da verilmistir.

Cizelge 4. 5. RUNX2, COL1A1, OSP, OSC ve GAPDH Real-time PCR karigimi

Son konsantrasyon Hacim
dH20 - 6.2 pL
MgCl; (25 mM) 4 mM 1.2 uL
Primer F (10 pmol/pl) 2.5 pmol 0.25 uL
Primer R (10 pmol/pl) 2.5 pmol 0.25 uL
TagMan prob (100 pmol/pl) 10 pmol 0.1 pL
LC TagMan karigimi (10x) 1x 1uL
cDNA - 1uL
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Light-Cycler (LC) Deney Programi

Real-time PCR karigimlar1 hazirlandiktan sonra kapiller tiiplere dagitildi ve lizerine cDNA’lar
eklendi. Kapiller tiipler 3000 rpm’de 10 sn santrifiij edildi. Tiipler cihaza yerlestirildikten
sonra LC cihazinda ekteki belirtilen amplifikasyon programi kullanilarak PCR tepkimesi
gerceklestirildi. RUNX2, COL1A1, OSP, OSC ve GAPDH genleri i¢in ayn1 PCR programi
kullanildi.

RUNX2, COL1Al, OSP, OSC ve GAPDH genlerinin ifade duzeylerinin belirlenmesi igin
kullanilan Real Time PCR tepkime programi ektedir.

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Dongiiler 1

Analiz Modu -
Sicakhik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
Inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10:00 dk
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0

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

Program Verisi Deger

Donguler 50

Analiz Modu Cogalma

Sicakhk Hedefleri Kisim 1 Kisim 2
Hedef Sicaklik (°C) 95 60
Inkiibasyon zamam (s:dk:sn) 10 sn 20 sn
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0 10.0
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Program 3. Sogutma

Program Verisi Deger
Dongiiler 1
Analiz Modu -
Sicakhk Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 40
Inkiibasyon zamam (s:dk:sn) 30 sn
Sicaklik Gegis Hiz1 (°C/sn) 20.0

Reaksiyon sonucu deney gruplarma ait RUNX2, COL1A1, OSP, OSC ve GAPDH_genlerinin
mRNA ifade diizeylerini gosteren Crossing point (Cp) degerleri kullanilarak Pfaffl
matematiksel metodu ile gruplar arasinda mRNA ifade diizeylerindeki degisimler belirlendi.
MRNA dizeyi RUNX2, COL1A1, OSP ve OSC gen ifade diizeylerini normalize etmek amaci
ile GAPDH kullanild1.

Istatistiksel Analiz Yontemleri

Gruplar arasinda x ve y hiicrelerinde doza ve zamana bagl olarak degisen RUNX2, COL1A1,
OSP ve OSC mRNA ifade diizeylerindeki farkliliklar “Relative Expression Software Tool
(REST; Qiagen, 2009 V2.0.13)” istatistik programi ile karsilastirildi ref:1. 0.05’den kiiclik

olan p degerleri (p<0.05) istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.

4.13. ISTATIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler GraphPadPrism yazilimi (GraphPad Yazilimi) kullanilarak yapilir.
Veriler, en az 3 bagimsiz kopyanin ortalamasi (= SEM) olarak ifade edilir. Gruplar arasi

karsilastirma i¢in iki Yonlii ANOVA testi kullanilir.

Hesaplama ile bulunan deger, gruplarin p hatasi riski ile farkli oldugunu teyit eder.
-Fark P <0,05 (*) i¢in anlamlidur.

-Fark P <0.01 (**) i¢in olduk¢a anlamlidir.
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-Fark P <0,001 (***) i¢in ¢ok yliksek derecede anlamlidir.
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5. ARASTIRMA BULGULARI
5.1. SEM SONUCLARININ ANALIZi

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) analizi, bu tez i¢in sentezlenen PLA yapi iskelelerinin
morfolojisini incelemek veya tahmin etmek icin kullanildi. Bu tez igin basili diiz PLA ve
mg.PLA'nin yilizey morfolojisinin sonuglar1 asagidaki sekilde SEM analizi ile gosterilmektedir.
SEM goriintiilerine ek olarak, EDX spektrumlari1 da sunulmaktadir. 3D baskili normal PLA'nin
(Sekil 5.1.) tiim yiizey topolojisinin diizgiin bir yiizeyden yapildigi, homojen ve literatiirde
verilen morfolojilere benzer oldugu goriilmektedir (27). PLA 6rneklerinin, 3D baskili PLA'nin
yiizeyinin minimum piiriize sahip diiz bir yiizeyden yapildigmi, mikropartikiiller seklinde
sarsmt1 ve diizensiz bozuklar icerdigini gostermektedir. Ayrica goriintiiler 693um ve 715um
arasinda degisen gézenek boyutunu gostermektedir. Aralik boyutlar1 ise 267um ile 342um
arasinda degismektedir. Bu degisiklikler, 3B baski siirecinden kaynaklanan kusurlara

baglanabilir (27, 90).

c:\edax32 s .spc
Label:Chlorite (Nrm.%= 38.86, 20.96, 34.83, 1.14, 3.84, 0.28)
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Sekil 5. 1. Duz PLA yapilarmin SEM goriintiileri, boyutlar1 ve EDX spekturum
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Basili mg.PLA vyizeyi, diiz PLA'ya kiyasla diiz olmayan bir yap1 gostermektedir (Sekil 5.2.).
Ancak, g0zenek boyutu diz PLA'ninkinden daha kiiciiktur ve 614pum ile 680pum arasinda
degistirmektedir. Aralik boyutu ise yaklasik 154um'e yakindir.

c:\edax32 i .spc
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Element Wt % At %
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o K 2777
FeK 4.01
AuL 22.93

Total 100.00

Sekil 5. 2. Manyetik PLA yapilarmi SEM goriintiileri boyutlar1 ve EDX spekturumu

3D baskili mg.PLA'nin yilizeyi, 3D baski isleminden kaynaklanan kusurlar olarak
mikropartikiiller seklinde diizensiz kusurlar igeren kismen piiriizlii bir yiizeyden yapilmistir.
EDX analiz sonuglarina gére mg.PLA Orneklerinde PLA orneklerine gore ayirt edici sekilde
elementer Fe piklerine rastlanmistir. Ayrica mg.PLA'nin yiizeyinde biiyiik kiimeler olusturma
egiliminde olan pargacik seklinde bazi aglomerasyonlar gézlenir. Ayrica, nanopartikullerin
katmanlar arasinda kalmasina ragmen, bir kisminmn her katmanin yiizeyinde biriktigi
gozlemlenmistir. Sonuclarimiz Fe;O3 ile modifiye edilmis poli(etilen glikol) diakrilat
(PEGDA) literatiir arastirmasi ile uyumludur (91).

5.2.  XRD SONUCLARININ ANALIZI

Nano partiklllerin kristal yapisini tanimlamak i¢in X-Ismi kristalografisi kullanildi. Bu

aragtirmada kullanilan diiz PLA'nin XRD grafigi, 20 = 17 ° merkezli genis bir kirmmm pik
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1786.25 degere sahip ile yogunluk gostermektedir. Bu pik, PLA'nin polimorfik kristal
oldugunu dogrulamaktadir. Ayrica, PLA herhangi bir karakteristik pik gostermemistir, bu da
yapinin amorf oldugunu kanitlamaktadir (92). Bu sonuglar, 16°, 16.25° ve 16.66° arasinda bir
pik noktasi gosteren diger PLA ¢alismalarla uyumludur (93).

10 20 40 50 6 7 80
26(%)
1000 - 931.667
= fan
B 500 4
7= ]
200 { 130 1525
. Mw_‘_—
-~ T T T T T T - r 1
10 20 30 40 50 60 70 80
26 ()

Sekil 5. 3. PLA ve mg.PLA XRD spektrumu

Mg.PLA'nin XRD desenleri, 26 ~ 44.78°de ortalanmig genis bir kirim tepe noktas1 931.66
siddet degere sahip ve 20 =~ 65°de 152,5 siddet degere sahip kiiciik bir ¢ekme ile yogunluk
gosterdi. Sonuglarimiz bir sekilde, ana zirvelerin XRD egrisinden 35.4°, 43.1° 26 degerlerinde
manyetik partikillerin varligint gosterildigi diger literatiir arastirmalarina benzer (94, 95).

Ozellikle plaka benzeri ve kiresel demir partikillerinin manyetik alana bagli 6zelliklerinin
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olusturulmasma dayanan bir ¢alisma ayn1 sonuglar1 géstermistir. (110) ve (200) diizlemlerinde
sirastyla 45 ve 65 derecelik bir dizi karakteristik pik gozlemlendi ve bu bizim sonuglarimizla

uyumludur (96).

5.3. FTIR SONUCLARININ ANALIZi

Basili PLA'daki kimyasal gruplar1 dogurulamak ve arastirmak i¢in Fourier Doniisiimii
Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) kullanildi. Spektrum, PLA icin tipik Ornekleri gdsterdi.
Sonuglar sirasiyla PLA ve mg.PLA i¢in sekil 5.4. ve 5.5.'de gosterilmektedir.

Sekil 5.4., diz PLA yapismi temsil etmektedir. C=0 i¢in gerilme frekanslarmm anlam bantlari
1744 cm™'de, —~CHj3 asimetrik, —CHs simetrik gruplar1 sirastyla 3000 cm™ ve 2989 cm™'de ve
C-O grubu icin 1086 cm™'da saptandi. Karboksil grubunun biikiilme frekansi ise 1352 cm™ ve
1449 cm™'de tespit edildi. Bu sonuglar, Chieng ve arkadaslarmin (2014) PLA yapisini
onaylayan, 1746, 2995, 2946 ve 1080 cm™ 'de sirastyla C=0, —CHs asimetrik, —CHs simetrik,
C-O i¢in gerilme frekanslar1 olan ¢alismasina uygundur (97). Bu sonuglarin benzerligini PLA

yap1 tespiti ile ilgili diger literatiir ¢calismalarinda da gézlemlenmektedir (90, 98-100).
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Sekil 5. 4. PLA yapilarmin FTIR spektrumlari

Sekil 4.5., mg.PLA’nin kimyasal yapisini temsil etmektedir. C=0 i¢in gerilme frekanslarmim
anlam pikleri 1750 cm™'de, —CHs asimetrik, —CHs simetrik gruplar1 sirasiyla 3000 ve 2938 cm”
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L'de ve C-O grubu igin 1084 cm* olarak saptanmustir. Karboksil grubunun biikiilme frekans:
ise 1450 cm™'de tespit edilmistir. Bu sonuglar, kimyasal bilesimi yan1 sira mg.PLA'da PLA

yapisinin varligmi belirlemekte ve onaylamaktadir.
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Sekil 5. 5. mg.PLA yapilarmin FTIR spektrumlar1

Literatiirde, Fe-O gruplarmin manyetik partikiil ve titresim spektrumlarinm, 1050 cm™ ile 550
cm arasindaki diisiik frekans bolgesinde bantlar sergiledigini gdstermektedir (101, 102). Bu,
literatlire gére Fe-O'nun absorpsiyon bandina karsilik gelmektedir. Cihazin sinirligi nedeniyle
bu bantlar1 tespit edemedik. 2367 cm™ 'de dikkat cekici bir pik de tespit edilmektedir. Bunun,
diz PLA yapisinda sunulmadigma gore, manyetik partikil titresimi ile iliskili oldugu
diisiiniilmiistiir. Genellikle 2000 cm™ ve 2400 cm™ civarmdaki titresim, NiCo204 ferrimagnet

ile iligkili olan C=N=0 asimetrik gerilme titresim grubuna karsilik gelmektedir (103).

54. BIYOBOZUNMA CALISMASI

PLA yapilarinin enzimatik biyobozunma g¢aligmasi, materyal ve yontem boliimiinde anlatildig1
gibi ¢ ay boyunca sirdirtldi ve her 48 saat icerisinde bir lizozim enzimi degistirilerek
kiitlelerindeki degisimler belirli giinlerde izlendi. PLA, mg.PLA ve kontrol numunelerinin

(n=3) enzimatik biyobozunma profilleri Sekil 5.6.'da sunulmaktadir.
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Biyolojik bozunma sonrasi PLA agirlik kaybi 6l¢iimii, biyobozunuma ugrayan diz PLA
oraninin ¢ok umut verici olmadigini gosterirken, ilk azalma %0.46'lik bir degerle 7. giinde,
ikinci azalma ise %0,68 degeri ile 14. gunde gbzlendi. Strenin geri kalani i¢in sabit bir agirlik
orant belirtilebilmektedir. Enzim olmadan, PLA gruplar1 herhangi bir agirlik degisikligine

ugramamistir.
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Sekil 5. 6. Diiz PLA ve mg.PLA'nin degradasyon orantilar1

mg.PLA ile iligkili bozunma c¢aligsmalari, sekil 5.6.'in B grafiginde temsil edilmektedir.
mg.PLA bozunmasi, %0.86 degerinde 9. giinden itibaren gdzlemlenmistir. Ikinci diisiis %0.49
ile 24. giinde ve tgiincii diisiis %3.95 ile 49. giinde tespit edilmistir. 61. giinden itibaren
%12,22 oraninda daha yiiksek bir bozunma orani goézlemlenmistir. Ayrica enzimatik

degradasyona ugramayan mg.PLA grubu %5,57'lik bir kayip gdstermistir.

Literatiirde de buna benzer ¢aligmalara rastlamak miimkiindiir. Bu tezde 30 giin sonunda daha
fazla biyobozunma gozlenmesinin sebebinin 3B basim teknigi kaynakli oldugu
diisiiniilmektedir. Enzimin, basilan PLA yapisindaki katmanlara etki edebildigi
diistiniilmiistiir. Hidrolitik biyobozunma calismast PLAve mg.PLA orneklerinde test edilmis
olup 3 ay siiren bu degerlendirme asamasinda pla yapilarinda bir kiilte kaybina

rastlanmamustir.
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3 ay siiren enzimatik biyobozunma caligmalar1 sonundaki 6rneklerin yiizey morfolojilerindeki
degisim SEM ile incelenmistir. Sekil 5.7.’de enzimatik biyobozunma c¢aligmalar1 sonundaki

ornek ylizeylerinden alinan SEM goriintiileri sunulmustur.

4 - = Yy
Date(midly): 08/18/21 1 i dly): 08/18/21 Det: SE i GAIA3 TESCAN
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Sekil 5. 7. Biyobozulmadan sonra PLA ve mg.PLA'"nin SEM goriintiileri

PLA'nin yiizeyi, bozunmadan sonra, bir miktar kirilma diginda kayda deger bir deformasyon
gOstermemistir. Bu, yukaridaki kiitle kaybi sonuglariyla uyumludur. Bununla birlikte,
mg.PLA'nin yiizey morfolojisi, yiiksek bozulma oranmi dogrulayan dikkate deger kiriklarla
genel bir deformasyon goOstermistir. Mg.PLA, saf PLA ile karsilastirildiginda ylizey
plirtizlilliigii sergilemistir ve bu kompozitlerin ylizeyinde bazi ¢ikintilara sahip oldugu
gozlemlenmistir . Bu, manyetik nanopartikillerin PLA’da mevcut oldugunu gostermektedir.
Bu sonuglar, bozunmadan sonra degistirilmis PLA'nin degisen formunu gosteren, ham formda
veya hidroksiapatit, grafen oksit gibi kompozitler ve nanopartikiiller ile modifiye edilmis PLA

calismalarinda bulunmustur (104).
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Sonuglar, polilaktik asitin biyolojik olarak pargalanabilen bir alifatik polyester oldug. PLA,
biyobozunulabilen bir yap1 oldugu halde, bu tezdeki PLAnin zayif bozunmasi 3B basima ait
PLA filamentlerin yiiksek molekiiler agrlhigndan kaynaklandiginda diistiniilmektedir ve

mg.PLA'nin diiz PLA'dan daha iyi bir bozunma oranina sahip oldugunu gostermektedir.
5.5. HUCRE KULTURU VE EKSOZOM IZOLASYONU

Hiicreler, daha oOnce belirtildigi gibi ek eksozom izolasyonu i¢in 2 hafta boyunca
kiiltiirlenmistir. %2 serum ile Saos-2 hiicre morfolojisi asagida sekil 5.8.'de belirtilmistir. Bagil
bolluga ulastiktan sonra atik vasati toplandi ve eksozom izolasyonu yapildi. Sekil 5.8.,

eksozomlarm peletini temsil etmektedir.

Sekil 5. 8. Bagil bolluga ulasan Saos-2 hiicreleri ve eksozomlarin peleti

56. BCA TESTi iLE PROTEIN MiKTARININ TAYIiNi

Eksozomdaki protein miktarin1 6lgmek i¢in BCA testi yapildi. BCA protein testi, bir
numunedeki toplam protein miktarin1 belirlemek i¢in kullanilir. Bu yontemin prensibi,
proteinlerin alkali bir ¢ozeltide (bitire reaksiyonu) Cu*?yi Cu*'e indirgemesi ve bisinkoninik

asit ile mor bir renk olusumuna yol agmasidir.
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Uygulanan kit Protokolinden sonra, 2804.62ug/ml'lik bir karsilastirma elde etmek igin
standart formiiliine gore protein konsantrasyonu hesaplandi (Ekler kisminda gosterilmektedir).

Osteojenik farklilasma ¢aligmalari igin 6rnek basina 50 pg 'lik bir konsantrasyon uygulandi .
5.7. TEM ILE EKSOZOMLARIN TESPITI

Optik yontemlerde, 300 nm'den kiigiik parcaciklar goriinmez oldugundan, morfolojilerini
karakterize etmek i¢in elektron mikroskobu (EM) gereklidir. TEM, eksozomlarin morfolojisini

karakterize etmek igin standart bir ara¢ olarak kabul edilmektedir.

TEM gorantlleri, eksozomlarda karakteristik bir merkezi ¢okiintli  gostermistir. TEM
gorsellestirmesi, gridin karbon kapli tarafinda izole edilmis hiicre dis1 vezikiillerin

sabitlenmesinden sonra daha once tarif edildigi gibi yapilmistir.

Sekil 5. 9. TEM mikroskopu ile eksozomlarin tespiti

Resim iki katmanli ve 50-250nm boyutunda olan vezikiil yapilarini gostermektedir. Aslinda,

eksozomlar, morfolojileri ve boyut dagilimlarma gore aymt edilebilen, hiicreler tarafindan
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salman bir dizi farkli mikro ve nano 6lgekli vezikilden biridir. Ve burada, TEM sonucu bu
oOzellikleri onaylamaktadir.

5.8. SITOTOKSITITE TEST SONUCLARI

hAdMSC hicre hatti, sitotoksisite testi ¢alismasinda Kullanilmustir. 24 ve 48 saat sliren bu

testte kontrol grubu da dahil olmak {izere 3 farkli tip grup kullanilmistir. Bu testin verileri

sekilde sunulmustur.
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Sekil 5. 10. Malzemelerin hiicre canliligina etkisinin 24. ve 48. saatte incelenmesi

150

Hucre'nin canliligi (%)

Hucreler ve doku iskelesi arasindaki temas, herhangi bir sitotoksik etki veya hiicre Sliimii
gostermemistir. Buna karsilik, kontrole kiyasla PLA ve mg.PLA'nin varliginda hiicre
proliferasyonunun 6nemli o6lglide indiiklendigi gosterilmistir. Ancak 48 saat sonra
proliferasyonun sabit oldugu gozlemlenmistir. Bu nedenle, kontrol ve tedavi edilen grup

arasindaki karsilastrma anlamli degildir. Bu sonuclar, basili iskelelerin biyouyumlulugunu

dogrulamaktadir.
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5.9. HUCRELERDE KALSiYUM BiRKIiMIiNi DEGERLENDIRMESI SONUCLARI

Tiim numunelerde Alizarin Red S boyamasi ile kalsiyum birikintileri ve hiicre dis1 matris
(ECM) mineralizasyonu 14 giin boyunca degerlendirildi. Veriler, bir osteojenik indiiksiyon
ortaminda 14 giinlik kiiltiirden sonra spektrometrik analiz kullanilarak nicelendirilmistir.
hAdMSC'leri (n = 3) osteojenik indiiksiyon ortaminda biyiitiildiigiinde, osteojenik soyda
farklilagtilar ve mineralizasyon gosterdiler. Bu sekil (5.11.), alizarin kirmizi temasindan sonra
hAdMSC ile kiiltiirlenmis PLA ve mg.PLA'nin morfolojik yapisini temsil eder. Diger taraftan,

Hiicresiz ortamda ve yikamadan sonraki goruntuyd, hucre varliginda karsiladigimizda 6nemli

bir 6lcude fark gostermektedir.

Sekil 5. 11. Alizarin kirmizis1 kalitatif test sonucu

14 giin boyunca hiicreler tarafindan kalsiyum birikiminin sonucu ve mineralize kemik

nodiillerinin olusumu kantitatif bir sekilde 6lculdu asagidaki sekil 5.12.'de sunulmustur.

Manyetik olmayan alanda 14 giinliik kalsifikasyon 3. giinden 14. giine kadar hafif artmusti.
Eksozom yiiklii PLA ise 3. giinden 14. giine 6nemli bir artis gézlemlenmistir. EKsozom yukli
mg.PLA grubu, istatistiksel olarak oldukca 6nemli artis1 nedeniyle en umut verici sonuglar1
gostermistir (p <0.01). Bu, kalsifikasyonun eksozom ve manyetik PLA varligindan

etkilendigini gostermistir.

Literatiir arastrmalarinda PLA mineralizasyonundan sonra benzer sonuglar1 gérebilmektedir
(105), ancak sonuglarimiz eksozomlarin, Kalsiyum biriktirme indiksiyonunda roliini de

kanitlayabilir.
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Sekil 5. 12. Doku iskelerinin Alizarin Kirmizis1 kantitatif test sonuglari

Ayni sekilde manyetik alanda da kalsifikasyondaki artis en ¢ok tek basina PLA'da gozlendi ve
bu olduk¢a Onemliydi. 7. giinden 14. giine gecis, eksozomlarla tedavi edilen mg.PLA
grubunda Kkalsifikasyonda olduk¢a Onemli bir artis ile isaretlenmistir. Ancak PLA/ex
grubundaki varyasyon, 7. giinden 14. giine anlamli olmayan bir diisiis géstermistir. Bu azalma,
farklagsma sirasinda mezenkimal hiicreler tarafindan belirli bir diizeyde kalsiyum {iretiminin
kesilmesi il agiklanabilir. Bu sonuclar, politiretan/PLA siingerleri ile demir oksit varliginda
umut verici bir mineralizasyon gosteren Marycz ve arkadaglarnin (2019) calismasina

uygumludur (106).
5.10. ALKALEN FOSFATAZ AKTIVITESI

Osteoblastlar, kemik olusumundan sorumlu ana hiicrelerdir. Bu hiicreler, tip I kollajen,

osteopontin, osteokalsin ve alkalen fosfataz gibi hiicre dis1 matris proteinlerini salgilar.

Alkalen fosfataz aktivitesi, 14 gin boyunca doku iskelelerle temas halinde olan hAdMSC
hiicrelerinde Olclilmiistiir. Asagidaki sekil, normal alandaki ve manyetik alandaki ALP

aktivitesinin degisimini sunulmaktadir.
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Sekil 5. 13. Hicre-Malzeme etkilesimde Alkalen fosfatazin aktivitesi

Manyetik olmayan alanda; ALP aktivitesi PLA grubunda 3. ve 14. giin arasinda hafifge
yukseldi. mg.PLA grubunda, 14. giinde azalirken 7. giinde olduk¢a anlamli bir yiikselme
gostermistir. Ote yandan, ALP aktivitesi, 7. ve 14. giinlerde eksozom ve PLA varhginda

uyarildi ve 14. giinlerde mg.PLA ve eksozom varliginda olduk¢a anlamlidir.

Manyetik alanda ise, 6zellikle 7. ve 14. gunlerde, mg.PLA, PLA/ex ve mg.PLA/ex varliginda
alkalen fosfataz aktivitesinde belirgin bir artis gostermistir. Alkalen fosfataz aktivitesi,

nanopartikiillerin hiicresel aktivite i¢in faydali oldugunu gostermistir.
5.11. HUCRE PROLIFERASYONU

hAdMSC proliferasyonu, manyetik ve manyetik olmayan alanda farkli gruplarla Alamar
mavisi testine gore 14 giin boyunca 6l¢iim yapilmistir. Asagidaki sekilde gosterildigi gibi

cogalma hiz1 3, 7, 10 ve 14. giinlerde ol¢iilmiistiir.

Manyetik alan olmadan ve diuz PLA varhgmda proliferasyon sabitti ve anlamli bir degisiklik

kaydedilmemistir, ancak mg.PLA varliginda poliferasyon 3. giinden 14. giline kadar olduk¢a
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anlamli sonu¢ vermistir.( p<0.001). 10. giinden 14. giine kadar anlamli oldugu goériilmiistiir

(p<0.01).

PLA ile eksozomun varligi, hiicre proliferasyonunu indiiklemekle birlikte bunun anlamli bir
oranda olmadig1 goriilmiistiir. Ancak mg.PLA ile eksozomun varligi, 14. giinde yaklasik %60
artan hucre proliferasyonu (zerinde oldukga etkiliydi, bu da eksozom ve mg.PLA

etkilesiminin bu aktiviteyi arttirdigini diigiindiirdii.

Manyetik alanda da benzer sonuglardan s6z edilmektedir. PLA ve mg.PLA varliginda 14 gun
boyunca gozlemlendi. Eksozomun varhiginda diz PLA, 3. ve 7. ginlerinde hiicre
proliferasyonunda olduk¢a anlamli bir artig (p<0.001) gdstermistir. Ancak bu ¢ogalma 14. gin
icinde smirlt kalmistir. Bu durumda hiicreler normal seviyeyi astigi ve hiicrelerin ¢ogalmak
yuksek bir seviyeye ulastigimi disiinilmektedir. mg.PLA ve eksozom varliginda
proliferasyonun sonuglar1 da 3. giinden 14 giine kadar anlamli bir proliferasyon orani (p<0.01)
gOstererek umut vericiydi. Ayrica, hiicre proliferasyonunun uyarilmasinda manyetik alan ve

mg.PLA varliginda eksozomun roliinii dogrulamaktadir.
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Sekil 5. 14. Hiicrelerin malzemeler iizerindeki proliferasyonun degerlendirilmesi
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Diger taraftan, mg.PLA'nin tek basma veya eksozom varliginda gozlenen etkisi,
manyetizmanin hiicre proliferasyonunu artiran kademeli sinyal transdiiksiyonlarini tetikleyen

hiicresel membran potansiyelleri {izerindeki etkisiyle agiklanabilir (107).

5.12. HUCRE-MALZEME ETKILIiSIiMi

Akridin turuncusu tum hicrelere niifuz eder ve c¢ekirdeklerin yesil goriinmesini saglar.
Boyama, kontrol, diiz PLA ve mg.PLA grubuna uygulandi. Asagidaki sekil 5.15.te, PLA veya
mg.PLA ile 7 glin temastan sonra hucrelerin morfolojisini temsil etmektedir. Yedi ginlik
kilturden sonra, hicrelerde floresan dikkat cgekiciydi. PLA ve mg.PLA ile uygulanan grup,

herhangi bir toksisite veya hiicre 6liimii olmaksizin kontrolden daha fazla izdiham ve ¢ogalma

gostermektedir. Hiicreler, ince, uzun ig seklinde hiicreler gostermektedir.

Sekil 5. 15. Hiicre-Malzeme etkilesimde Akridin Boyamasi goriintiileri

Ekilmis yap1 iskelesi daha sonra 3 giin boyunca kiiltiirlendi ve SEM kullanilarak incelendi.
Iskele, dehidre edildi ve dnceki boliimde anlatildig: gibi altinla kaplandi. Sekil 5.16.'teki SEM
goriintiileri, altin kaplamadan sonra PLA iskele malzemesinin hiicre tutunmasi i¢in iyi bir
yiizey saglayabildigini gostermektedir. PLA ve mgPLA'nin yiizeyine bagl hiicreler
cogalmaya devam etti ve 3 giin sonra iyi bir ylizey kaplamasi ile iskelenin farkli katmanlarma
genigledi. hAdMSC hucresi ekildikten sonraki SEM gorintuleri farkli biyiitmelerde

verilmigtir. Bu goriintiiler incelendiginde hiicrelerin PLA yiizeyine tutundugu elipsoid
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morfolojiye sahip, sitoplazmik uzantilar1 uzamis ve genislemis bir morfolojiye evrildikleri

gorulmektedir.

GAIAS TESCAN il Date(mu :
7l View fieia: 348 ym

nnnnnn Lb)

Sekil 5. 16. PLA 3. gun hiicre morfolojisi SEM gorntsi

Ayrica, basilan PLA ve mg.PLA’daki boslukta bir miktar uzama tespit edilebilmektedir ve

bunun hiicre ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.

5.17. sekilden bakildiginda, hiicreler birlestirilmis nanopartikiiller ile mg.PLA ylizeyinde de
oldukga iyi bir biiyiime gostermektedir. Her iki sonu¢ da PLA 6rneginin hAdMSC igin yilksek
canliliga sahip oldugunu gostermektedir. Bu, nanopartikiillerin yapigma bolgeleri benzeri
etkisinden kaynaklanabilir. Ayrica, PLA yilzeyindeki ve FDM metodundan kaynaklanan

plirtizliliigii, hiicre tutunmasini olumlu sekilde etkiledigi diisiiniilmektedir.
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Sekil 5. 17. mg PLA 3. gun hticre morfolojisi SEM gorintlsu
5.13. GEN IFADESININ ANALIZi

Bu ¢alisma sirasinda hiicre farklilagsma tespitinin Kilit faktorini temsil eden gen ekspresyonu
calismalar1 yapilmistir. Bu nedenle mezenkimal hiicrenin osteoblasta farklilagsmasinda dort gen
anahtarmmin ekspresyonu arastirilmigtir. Buna yonelik, 14 giin boyunca farkli kosullarda
kiltirlenen hicrelerden RNA 6zitlendi ve osteojenik belirteclerin, esas olarak RUNX2,
COLI1ALI, OSN ve OSP'nin ekspresyonunu degerlendirmek i¢in qRT-PCR'ye tabi tutuldu.

RUNX2, kemik olusumunda merkezi bir role sahiptir ve osteoblast farklilasmasi igin
gereklidir ve farklilasmanin erken asamasinda ifade edilir. RUNX2 ifade seviyesi sekil 5.18.'te
belirtilmistir. Normal alanda 3. giinde 6nemli bir ifadeden bahsedilmedi. Ancak bu ekspresyon

Ozellikle mg.PLA/ex grubunda 7. ve 14. giinde 6nemli 6l¢lide indiiklenmistir.

55



Diger taraftan, manyetik alanda RUNX2 ekspresyonu yiiksek oranda indiiklenmistir,
mg.PLA'nin varlig: ile 7. giinde ilk dnemli artis1 gdzlemlenmektedir. Ayni sekilde yiiksek
derecede anlamli artis mg.PLA/ex grubunda goézlenmektedir. 14. giinde aynm1 sonuglardan
gbzlemlendi ve RUNX2 ifadesinde mg.PLA/ex varhiginda olduk¢a anlamli bir artistan

gorulmektedir.
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Sekil 5. 18. Manyetik ve Manyetik olmayan alanda RUNX2 ifadeleme diizeyi

Figlr 5.18.’de goriildiigii gibi, COL1A1'in ifadesi 14 giin boyunca degerlendirmistir, Normal
alanda mg.PLA/ex varligimda 7. ve 14. giinde COL1Al ekspresyonu anlamliydi. Diger
taraftan, manyetik alanda, COL1A1 ekspresyonu 7. giinde 6zellikle mg.PLA ve mg.PLA/ex
gruplarinda anlamli bir sekilde indiiklendi. Ote yandan, mg.PLA/ex ile tedavi edilen grubunda
14. glnde olduk¢a onemli bir induksiyon godzlenmektedir, tek basina mg.+ ve PLA/ex
grubunda 6nemli bir artis tespit edilmistir ve eksozomun manyetik alanla baglantili etkisini

kanitlamaktadir.
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Sekil 5. 19. Manyetik ve Manyetik olmayan alanda COL1ALl ifadeleme diizeyi

Osteojenik farklilasmanin diger belirleyicileri tizerinde ¢alisildi. Sekil 5.20.'"de OSN ifadeleri
14 giin boyunca arastirildi. Ozellikle mg.PLA ve mg.PLA/ex grubunda 7. giinde ekspresyon
anlamliydi. Ancak en yiiksek artig 14. giinde kaydedildi. Diger taraftan manyetik varlhigin
PLA, kontrol grubu ile karsilastirildiginda mg.PLA, PLA/ex ve mg.PLA/ex dahil tim
gruplarda anlamli olan OSN ekspresyonunu, 7. ginde ve 14. giunde indiikledigini ve anlamli

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 5. 20. Manyetik ve Manyetik olmayan alanda OSN ifadeleme diizeyi
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OSC ifadesi, osteojenik farklilasmanin baska bir belirtecidir. Bu ifade, 6zellikle manyetik
parcaciklarin ve eksozomlarm mevcudiyeti ile 7. glinde hafifce arttirildi ve 14. giinde dnemli
Olcude artmigtir. Bununla birlikte, tek basma PLA ile uygulanan grup, 6nemli bir degisiklikten
s0z konusu olmamistir. Manyetik alanda, ekspresyon mg.PLA grubu ve PLA/ex grubunda
ayrica 0onemli bir oranda artt1 ve mg.PLA/ex grubunda oldukca 6nemli bir sekilde 7. ve 14.

gunlerde ytlikselmistir.
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Sekil 5. 21. Manyetik ve Manyetik olmayan alanda OSC ifadeleme diizeyi
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6. TARTISMA VE SONUC
6.1. TARTISMA

Kemik dokusu miihendisligi alaninda, malzemelerin hiicresel biliylime ve doku onarimi
Uzerindeki duizenleyici etkisi kritik bir konudur. Burada iskele, hiicre ve biyoaktif arayiizii ti¢
temel faktordiir. 3D baski, son zamanlarda kemik dokusu miihendisligi i¢in 6zellestirilmis,
uygulanabilir ve ekonomik olarak avantajli yapr iskeleleri iiretmek i¢in cekici bir teknik
olmustur. Iskele performansi, gozenek boyutu, gozenek hacmi ve mekanik guict ile ilgilidir,
ayrica yiizey topografyasi hiicre davramisinin onemli bir etkenidir. Topolojik boyut, nano
olcege ne kadar yaklasirsa o kadar iyi bir etkiden bahsedilir. iskelet dokusu miihendisliginde
siklikla kullanilan emilebilir bir polimer olan PLA’nin manyetik pargagiklarla kombinasyonu
yeterli hiicresel go¢ disinda mekanik stabilite sunabilir ve in vivo implantasyondan sonra besin

saglayabilir.

Bu calismada, eksozom igeren manyetik doku iskelelerinde hem eksozomdan gelebilecek hem
de mekanik iletim yolu ile ortaya ¢ikabilecek ikili etkinin mezenkimal kok hiicrelerin
osteojenik yonlii farklilasmasina etkisinin arastirilmasidir. Bu tezde, manyetik parcaciklarin
etkisi ve ekzosomun osteojenik farklilasmadan bagimsiz olarak etkisidir. BCA testi ve TEM
mikroskobu ile ekzosomlarim morfolojisini ve varhigmm degerlendirdik. Calismanin ikinci
kisminda, osteojenik farklilasmayi, ALP aktivitesi, Alizarin kirmizi boyama, MTT ve
proliferasyon orani ile degerlendirdik. Son olarak, osteojenik farklilagsma ile ilgili geni

degerlendirmek i¢in Runx2, Coll A1, OSN ve OSC'nin ifadesini saptandik.

Bu ¢alismada, SEM goriintiisit PLA'nin piiriizsiiz ve diizgun ylzey morfolojisi ve mg.PLA'da
plirtizlii ve graniillii bir ylizey gosterdi. Bu piiriizliiliik, hiicre aktivitesi ve yapisma i¢in tercih
edilir. Hazirlanan iskele lizerine Hiicre ekimi sonrasit SEM goriintiileme sonuglar1 3 giinde iyi
bir blyume, hiicre gogl ve tutunma gostermistir. Bu aymi zamanda, diiz PLA'ya gore
mg.PLA'nin biliylime ve hayatta kalmaya etkisi, hiicre canliligini gosteren MTT testi ile de
dogrulandi. Bu, literatiir ¢aligmalarinda onaylanan nanopartikiillerin adezyon bolgesi ile ilgili

benzeri etkisine bagl diisiiniilmektedir (108).
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Basilt PLA ve mg.PLA'nin atomik ve molekiiler yapilarini igeren kristalleri dogrulamak igin
XRD analizi yapildi. Burada, sonuglar PLA'nin amorf yapisint ve kirinim pikleri tarafindan
onaylanan mg.PLA'da manyetik pargaciklarm varhigimi dogrulamaktadir (96). Ayrica FTIR
spektroskopisi, basili PLA ve mg.PLA'nin kimyasal bilesiminin, XRD ve SEM analizine

uygun oldugunu gostermistir.

Calismamizin ikinci bolimiinde, osteojenik farklilasma sirasinda farkli hiicre aktivitesini
gorsellestirmek igin in vitro ¢aligmalar yapilmistir. Bu ¢alismada, Alizarin Red S kullanilarak
in vitro kalsiyum birikimi ve Ecm mineralizasyonunun analizi yapildi. Mineralizasyon
genellikle PLA, mg.PLA/ex dahil tim gruplarda hem normal hem de manyetik alanlarda
indiklenmektedir. Diz PLA ile Kkarsilastirildiginda eksozom ve mg.PLA varhginda
kiltirlenen hAdMSC'lerin daha iyi osteojenik performans géstermistir. Bu sonuglar, yiiksek
basarilarin, manyetik parcaciklarla birlestirilmis eksozom uyaranindan kaynaklandigini

goOsterebilmektedir.

Aslinda hiicresel aktivite hiicre zarinin i¢indeki ve disindaki iyon konsantrasyonlar1 arasindaki
farkla korunur. Bununla birlikte, membran aktivitesi ve hiicrelerin fizyolojik fonksiyonlarmin
kontrollinii belirlemek icin kritik bir faktdr olmaya devam etmektedir. Bu nedenle hiicresel
membran potansiyeli manyetik alandan etkilenebilmelidir. Sebebi, hareketli yikler bir
manyeto statik alan altinda Lorentz kuvvetine maruz kalir. Yukarida bahsedildigi gibi, sirali

2 transmembran akisini daha fazla

manyetik momentler, bazi iyonlarin, o6zellikle Ca
etkileyebilen ve lokalize bir manyetik alan verebilir (109). Ca?* énemli bir fizyolojik
transmitterdir ve Ca elementi ayn1 zamanda dogrudan kemik olusumuna baghdir. Bbylece
manyetizma veya manyetik bilesenin varlig1 osteoblastlarin biiyiimesini (hiicrelerin canlilig
dahil) artirabilir. Bazen hiicre alimi swrasinda manyetik partikiiller ve demir miktarinin
ayarlanabilmesi i¢in manyetik davranis degisikligine ugrar (110, 111). Bu fenomen bulunan
manyetik miktarmni ayarlamak i¢in normal ve manyetik alan altinda, mg.PLA grubunda 7.

giinden 14. giine kadar kalsiyum birikiminin azalmasimi agiklayabilir.

hAdMSC'lerin farklilasmas1 Alkalen Fosfataz boyama ile Olgildi. ALP osteoblasta

farklilagmanin yaygin bir gostergesidir ve kemik mineralizasyonunun ana diizenleyicisidir.
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Dogal olarak olugan bir mineralizasyon inhibitdrii olan inorganik pirofosfat1 hidrolize eder.
Burada, ALP aktivitesi, manyetik alanda ve mg.PLA ve eksozom ile muamele edilen grupta,
gun gectikce dikkate deger bir sekilde arttirildi, Bu nedenle hAdMSC'lerin farklilagmasini

arttirma konusundaki daha giiclii yeteneklerini kanitlamktadir.

Hiicre proliferasyonu 14 giinliik kiiltlirler sirasinda gelistirilmistir. Manyetik nanoparcaciklarin
bliylimeyi artirici etkisi Ve manyetizmanin hiicresel membran potansiyelleri iizerindeki
etkisiyle agiklanabilmektedir. Bu da ¢aligmamizda bahsedildigi gibi hiicre ¢gogalmasini artiran
cogalma faktorlerini etkileyen kademeli sinyal iletimlerini tetikler (107). Manyetik parcacik ve
eksozom varliginda ¢ogalma hizi indiiklenmistir. Diger taraftan, eksozom varliginin, hiicresel
mekanizmay1 ve hiicre biiylimesine yol acan transdiiksiyon yollarini etkilemek i¢in manyetik

parcaciklarla birlikte etkilerini daha fazla teyit ettigi agiktir (112).

Sonuglarimizin son kismi, eksozomla iliskili nanopargaciklarin varliginin hiicresel farklilagsma
icin faydali oldugunu gostermektedir. Bu, OSC, OSP, RUNX2 ve COL1A1 dahil olmak {izere
hiicresel farklilasma ile ilgili baz1 genlerin g-PCR ile dogrulandi. Osteokalsin ve osteopontin,
osteoblasta dogru farklilasmanin ve kemigin mineralizasyonu gostergeleridir, RUNX2 ise
osteojenik farklilasma i¢in yukar1 akis gendir (112). Artan genlerin ifadesi, manyetizasyonun
bu etkiyi daha da artirabildigi bulunmustur, bu da manyetik etkinin ¢ok Onemli bir rol
oynadigimi gostermektedir. Bir¢ok c¢alisma, manyetik nanopartikiillerin kemik iligi kaynakl
kok hiicrelerin osteoblastlara dogru farklilasmasini destekleyebilecegini bildirmistir (105, 113,
114).

Gozlenen iyilestirmelerin cogu ve manyetik parcaciklarla baglantili olarak eksozom uyaranina
bagh goriinmektedir. Burada osteogenez taahhiidii sirasinda eksozomlarin ne kadar 6nemli bir
rol oynadigin1 vurgulayarak osteojenik farklilasma siirecinin diizenlenmesi ile iliskili
mekanizmalardan birinin ilgili eksozom araciligiyla oldugu aciklanmaktadir. Bu senaryoya
dayanarak hAdMSC'ler ve manyetik parcaciklarla zenginlestirilmis 3B baskili PLA g6zenekli
iskelelerin kombinasyonunun osteogenezi tesvik etmek icin etkili bir ara¢ olduguna dair

inanglar1 artirmaktadir.
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Bu, her iki grubun ortak etkinligi ile agiklanabilir. Aslinda manyetik partikillerle kombin
edilmis eksozomun hiicre aktivitesini indiikleyen bir faktor oldugu gosterilmistir. Manyetik
partikullerinin  endositozu baslatan periselliiler matriks ile etkilestigi gosterilmistir.
Endozomlar ve lizozomlar gibi farkli hiicre i¢i vezikiillerin hiicre tarafindan
alinmabilmektedir. Bununla birlikte manyetik partikiilleri a¢ik¢a endozomlarmn iginde yogun
bir sekilde paketlenebilmekte ve sonunda endolizozomlarin asidik ortaminda

bozunabilmektedir (115).

Bu c¢aligma kanser hiicrelerinden tiiretilen eksozomlarin gii¢clii bir osteojenik farklilagsma
araclar1 oldugunu dogrulamaktadir. Manyetik parcacikla iligkili termoplastik polimer olan mg.
PLA'nmm eksozom ile iligkisi, kemik dokusu miihendisligi uygulamalar1 i¢in 1y1 bir

kombinasyon olarak degerlendirilebilir.

6.2. SONUC

Bu c¢alisma, hAdMSC 'min osteojenik farklilasmasinda kanser hiicrelerinden tiiretilen
eksozomla yiiklii mg. PLA'nin roliinii arastirmay1 hedeflemekteyiz. ilk olarak basilan PLA ve
mg.PLA'nin yapisim1 XRD, FTIR ve SEM analizlerini kullanarak yapilar1 ve kimyasal
kompozisyonu degerlendirdik. Sonug¢larimiz PLA'nin yapismi  ve kimyasal bilesimi
vurgulayarak mg.PLA'da manyetik pargacigin varligin1 dogrulamaktadir. Kalsifikasyon orani,
alkalen fosfataz aktivitesi, hiicre proliferasyonu ve gen ekspresyonu degerlendirdik. Genel
olarak, manyetik parcaciklarm Ca?* birikimini, hiicre biiyiimesini ve proliferasyonunu tesvik
eden hiicre aktivite kontrolii i¢in iyi bir uyarici oldugu gosterilmistir. Hiicreler tarafindan
salgilanan bir nanovezikiil olarak eksozomun tek basmna mg.PLA veya PLA'nin aktivitesini
gelistirdiginden bahsedildi. Bu disiincelerin 1s1ginda, eksozomlarla zenginlestirilmis yap1
iskelesinden olusan hiicresiz bir sistem, elde eden doku iskeleleri islevsellestirmek igin
eksozomlarm kullanimini, iskeletlerin/ doku iskelelerin immunojenik etki olmadan osteojenik
yetenegini gelistirmek i¢in Onerdik. Bu c¢alismanin ortaya koydugu ana hatlar (zerine
kurgulanacak hiicre farklilagmasi ve aktivitesi tizerinde etki ettigi mekanizmanin aydinlatilasi
calismasi, kemik yenilenme mekanizmasi ile ilgili bazi spesifik miRNA'larin farklilasma

uzerindeki rolund belirlemeyi yonelik ileri ek ¢alismalar ile, manyetik par¢aciklarin eksozom
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ifadesi iizerindeki rollerinin ortaya koyulmasina yonelik caligmalar mekanik iletim ve kemik

yenilenmesi arasindaki iliskiye yeni bir yol kazandiracaktir.
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EKLER

Ek 1. Teghizat listesi

Kullanilan Makine — Techizat Listesi

Adi/Modeli

Kullanim Amaci

TEM gorintileme igin JEOL/
JEM100CX Il

Eksozomlarin tespiti ve gorsellestirilmesi

Leica/DMIL LED Fluo-459487
microscopy

Hucre goruntulemeleri

Tehtnica/Centric-322A
centrifuge

Hiicre ¢oktirmek igin

Himac CP100WX, Hitachi, USA
ultrancentrifuge

Eksozomlar1 ¢oktiirmek i¢in

GeneLab laboratory oven

PLA degadasyon caligmalar1 sirasmda kurutmak
icim

Hettich  Zentrifugen universal

320

Ultrasantrifiijden 06nce hiicre

kademeli santriftji icin

atik  Orneginin

Oil bath one 7 memmert

PLA ve mg.PLA nin degradasyon ¢aligsmasi

Themofisher multiscan

Protein taayimni

NanoDrop,
Thermoscientific, ABD

ND-1000,

RNA kantifikasyonu
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Ek2. BCA’nin standart grafigi
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Abstract

Food iis a vital need for everyone. Today, there is food for all, but the world still suffers from under-
and cover-rutrition and risk of cancer development and dhronic diseases can follow both cases.
‘Worldwide, cancer is a leading cause of mortality after cardiovasoular diseases it is considered the
second reason for death globally. Role of nutritional habits, the quality of food, the consumption
of canned foods, genetically modified fruits and vegetables and exposed food to certain pesticides
and carcinogens agents, and unhealthy lifestyle behaviours such as smoking, alcohol, obesity,
and fast-foods consumption may be at risk to the development of some cancers. In recent
decades, researchers have camied out attention in this field to improse the quality of life and o
limit nutrition problems. Thus, this study aims to summarize current evidenoe on the melationship
betwreen nutritional factors and cancer expansion, how nutrition can be a heal and a source of fatal
illness leading to death. In detail, this reviesw will highlight the influence of specific foodstufis on
the threat of cancer incidence and recumrence by providing some examples of most cancinogenic
compounds.

Ky wards: cancer, cancinogens; oo nutritional hahies

Intradisetinn ar throueh sembeane receston by causise the alberation of the
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# 5. Uluslararas: ngndﬁamuzyum Blldirller Kitabi-7- Fen Blllmlerl-Ziraat-Saghk

Therapeutic Strategies used Against Glioblastoma: The Intervention

of Gene Therapy and Medicinal Plants

Rihab Ksouri

Abstract: Glioblastoma known as glioblastoma multiforme (GBM) is a tumour of the central nery-
ous system. Itis a type of malignant brain tumour has as sources the astrocytes which are star-
shaped glial cells, and according to World health organization, its degree of differentiation is IV,
the finale stade. The causes of glioblastomas are still unknown and unclear until nowadays, the
thing that made this type of brain cancer considered as one of the most aggressive and rare can-
cer, furthermore, because it can develop and spread quickly which made its ireatment limited.
The prognosis of patients with malignant glioma stays ominous despite advances in the treat-
ment of brain tumours.

Typically, chematherapy and radiotherapy which are used after surgery represent the first forms
of treatment of glioblastoma. Hence, given the side effects presented by these conventional
treatments, medicing and research or novel treatments sustained by progressions in molecular
biology and treatment with natural extracts persists. The use of medicinal plants, advances in
herbal medicine and gene manipulation has evolved over the last decades as they have pro-
gressed, the effectiveness of their use in various fields has improved. Thus, it was highlighted
that these extracts are mostly devoid of any side effects, the thing that encouraged the search
for their benign effects in cancer. In particular, various tests were highlighted, but this treatment
remains restricted because data about the use of herbal remedies in the treatment of glicblastoma
are limited. This study highlights the therapeutic strategies developed for glioblastoma brain
cancer such as gene therapy and some examples of medicinal plants such as an extract from
Artemisia L, Ellagic Acid and other extracts, and their effects on tumour cells derived from the
brain based on a few studies in Turkey and some other international studies.

Keywords: Cancer, Glioblastoma. Strategies, Medicinal Plants, Herbal Remedies
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