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OZET

ADIPOZ DOKU KOKENLI MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN
(AD-SCs) KULTURASYONUNDA VE ADIPOSITLERE
FARKLILASTIRILMASINDA TROMBOSITTEN ZENGIN
PLAZMANIN (PRP) ETKINLIGI

PRP, tam kanin santrifij edilmesi ile elde edilir. BlUylume
faktorlerini yogun icermesi nedeniyle son vyillarda bircok tedavi
alaninda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Insanin otolog olarak
kendi kanindan alinip elde edilebildigi icin PRP uygulamasi alerjik

etkilerin olusmasini da engellemektedir.

Mezenkimal kok hicreler (MKH) multipotent farklilasma
yetenegine sahip olan koék hicrelerdir. Kdken aldigi tabaka
mezoderm tabakasi oldugundan, in vivo ve in vitro sartlarda MKH
kondroblast, osteoblast ve adiposit gibi mezoderm kdkenli

hicrelere kolayca donlsebilme potansiyeline sahiptirler.

Calismamizda Ege Universitesi Tip Fakiltesi Plastik ve
Rekonstriktif Cerrahi Klinigine liposaksin islemi icin basvuran
goénalli  vericilerden etik komiteden onay alinarak alinan
lipoaspirat/lipektomi materyalinden adipoz doku kék hicreleri (AD-
SCs) saflastinlmistir. Hicreler kulltlre edildikten sonra adipositlere
farklilastinlmigtir. Ayrica, ayni vericilerden alinan periferal kan
orneklerinden PRP de elde edilmistir. AD-SCs’in klltirasyonu ve
adipositlere  farklilastirlmasi esnasinda gereksinim duydugu
blylime faktoérlerinin temininde hayvansal kaynakh fetal bovine
serum (FBS) veya fetal calf serum (FCS) yerine insan vericilerden
otolog olarak elde edilen PRP kullaniimistir. Boylece hayvansal
kaynakli materyalden meydana gelebilecek immin red ya da alerjik

reaksiyonun engellenmesi ya da azaltilmasi hedeflenmistir. Ayrica



AD-SCs’in adipositlere farklilastiriimasi esnasinda hayvansal FBS
yerine PRP kullanilmasi farkhlasma sirecini yaklasik iki kat
kisaltmistir. Ayni  zamanda, kultirasyonunda PRP kullanilan
ortamdaki hticre miktarinin FBS kullanilan ortamdaki hicrelere goére
yaklasik 2 kat fazla oldugu gézlemlenmistir. Ornedin %20 PRP
kullanilan kultirde dt (doubling time, ikilenme slresi, hlcrelerin
sayisal olarak ikiye katlanma suresi) 20.087 saat iken, %20 FBS

kullanilan htcrelerde dt 35.99 saat olarak saptanmistir.

Sonu¢ olarak MKH'in kiltirasyonunda FBS yerine PRP
kullanilmasinin daha etkin oldugu belirlenmistir. Klinik calismalarda
MKH'in kultirasyonu ya da diferansiyasyonu prosedirlerinde
gereksinim duyuldugunda hayvan kaynaklh FBS ya da FCS yerine
insan  kaynakl otolog PRP kullanimi  immun reddi de

onleyebileceginden ya da azaltabileceginden rahatlikla 6nerilebilir.

Anahtar kelimeler: Trombositten Zengin Plazma; PRP;
Mezenkimal K&ék hicreler; MKH; K&k Hlcre; AD-SCs; Bluyume

Faktorleri



ABSTRACT

EFFECTIVENESS OF PLATELET-RICH PLASMA (PRP) ON
CULTIVATION AND DIFFERENTIATION OF ADIPOSE TISSUE-
DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS (AD-SCs) INTO
ADIPOCYTES

PRP is obtained by centrifuging whole blood. Because it
contains growth factors intensively, it is used widely in many
therapeutic areas in recent years. Since PRP is obtained
autologously from individual’s own blood, its application also

prevents the formation of allergenic effects.

Mesenchymal stem cells (MSCs) are stem cells having
multipotent differentiation ability. since they are originated from
mesoderm layer, they have the potential of transforming into
mesoderm-derived cells such as condroblast, osteoblast and

adipocyte easily.

In our study, after getting ethical committee approval, AD-SCs
were purified from lipoaspirate/lipectomy material taken from the
voluntary donors who have applied to Ege University Faculty of
Medicine, Plastic and Reconstructive Surgery for the liposuction
procedure. After cultivation AD-SCs were differentiated into
adipocytes. PRP was obtained by centrifuging the peripheral blood
samples obtained from the same donors. During cultivation and
differentiation of AD-SCs into adipocytes, PRP derived autologously
from human donors were used in order to supply the growth
factors required instead of using fetal bovine serum (FBS) or fetal
calf serum (FCS) of animal origin. Thus, it was aimed to prevent or
reduce immuln rejection or allergenic reactions that may ocur

because of animal-derived material.



During the differentiation process of AD-SCs into adipocytes,
the use of PRP instead of animal serum shortened the
differantiation period approximately two-fold. At the same time, it
was observed that the amount of cells in the culture medium with
PRP was nearly two times greater than the cells in the medium with
animal serum. For example, it was determined that dt (doubling
time) was 20.087 hours in 20% PRP used culture medium, while dt
was 35.99 hours in the 20% FBS used one.

In conclusion, it was determined that using PRP instead of
FBS in culturing of MSCs was more effective. Since immun rejection
can be prevented or lessened by using autolog human material
instead of animal derived material, in requirement of FBS or FCS
for culturing or differantiation procedures of MSCs in clinical trials

the use of autolog PRP can be conveniently recommended.

Keywords: Platelet Rich Plasma; PRP; Mesenchymal Stem Cells;
MSCs; Stem Cell; AD-SCs; Growth Factors
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1. GIRIS

Trombositten zengin plazma (Platelet rich plasma; PRP), tam

kanin santrifij edilmesiyle elde edilen hlicre plazma komponentidir.

PRP, goéreceli olarak tam kandan daha ylksek miktarda
trombosit konsantrasyonuna sahiptir. Bazi yazarlar PRP’deki
trombosit iceriginin tam kandan yaklasik 5 kat daha fazla oldugunu
savunmaktadirlar. Tam kandaki trombosit sayisinin 150 000 -350
000/ul kadar, 5 ml plazmada ise 1 000 000/pl'nin Gzerinde oldugu
bilinmektedir. PRP, sahip oldugu ylksek orandaki biylme faktorleri

nedeniyle tipta bir cok alanda tedavi amach kullaniimaktadir.

PRP, doku iyilesmesindeki olumlu etkileri sayesinde basta
maksillofasiyal ve kardiyovaskliler cerrahi olmak lUzere yaklasik 20
senedir tip alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. Son
dénemlerde ise kas iskelet sistemi yaralanmalari tedavisinde de
uygulanmaya baslanan bir yontem haline gelmistir. Trombositlerin
icerdigi buyume faktorleri iyilesme slirecinde énemli role sahiptirler.
Yiksek konsantrasyonlu otolog trombosit enjeksiyonlar ile kronik,
iyilesmeyen kemik ve yumusak doku yaralanmalarinda iyilesme
slrecinin kisaltilmasi ve iyilesmenin uyariimasi saglanmaktadir.
Antienflamatuvar tedavilerin uzun dénemde sonug¢ vermeleri
nedeniyle, bu tedavi yéntemleri yerine kullanilan PRP enjeksiyonlari

ile dogal iyilesmeyi arttirarak kalici tedavi amacglanmaktadir.

8 dakikada 3000 devir/dakika ile santrifij edilerek elde edilen
PRP tedavi edilecek bélgeye mezoterapi veya dolgu yontemi ile
enjekte edilir. PRP uygulamasinin en dénemli avantaji hastanin
kendi kanindan elde edilmis olmasi ve alerji riski tasimamasidir.
Enjeksiyon yapilan bdlgelerde trombositler ve l6kositler (beyaz kan
hicreleri) sinerjik bir etki ile yogun konsantrasyonlarda blylme

faktorlerinin serbest kalmasini sadlarlar. PRP’'nin dermatolojide



kullanim alanlari; cilt genclestirme, ince c¢izgi ve kinsikliklarin
tedavisi, volumetrik (hacimsel olarak) doldurma (dolgu), akne
sikatrisleri (izleri), alopesi (kellik), selltlit, catlak ve vyara

iyilesmesini hizlandirma tedavileridir.

Bizim calismamizin 6énemi PRP'nin  bu d&zelliklerinden
yararlanarak kultlir ortamindaki adipoz doku koékenli mezenkimal
kdk hicrelerden (AD-SCs) adiposit hicrelerinin farklilastinilarak
eldesinde geleneksel olarak kullanilan hayvansal kaynakl FBS ve
FCS yerine PRP’'nin kullanilarak etkinliginin degerlendirilmesidir ve

calismamizin sonuglari PRP'nin olumlu etkilerini géstermektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hiicre

2.1.1. Kok Hiicrenin Tanimi ve Tarihgesi

Kok hicreler temelde yasamin kaynadi olarak didstntlmektedir
(1). Alman bir bilim adami olan Carl Rudolph Wirchow, 1800'lG
yillarin baslarinda "Omnis cellula e cellula = tim hucreler baska
hicrelerden gelisir" dislUncesiyle kdk hlcre kavramiyla ilgili ilk
onemli fikri ortaya koymustur (2). K&k hicre izolasyonu ilk kez
1981 yilinda Evans ve arkadaglarinin calismalariyla

gerceklestirilmistir (3).

Kok hicreler gereksinim duydudgu uygun bir sinyal ile
uyarildiklarinda cesitli bircok hlcreye doénusebilme potansiyeline

sahip htcrelerdir (4).
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Sekil 1: Kemik iligi kdk hicrelerinin farkhlastigi diger hicreler (4)



Kbk hucreler sahip olduklarn kendilerini yenileme, doku ve
organlara farklilasabilme gibi o6zellikleri sayesinde oldukca
onemlidirler. Kok hicrelerin bu kendini yenileyebilme 6zelligi ilk kez
1950'li yillarin basinda kesfedilmistir (5). Bu 6zellikleri sayesinde in

vitro kultir ortamlarinda da kolaylikla cogalabilmektedirler (2).

Daha sonra yapilan calismalarda kdk hicrelerin in vivo ve in
vitro kosullarda sadece kdken aldiklari doku ve organlarin
hiicrelerine donidsmedikleri, vicudumuzun diger farklh htcrelerine
de donisebilme 6zelligine sahip olduklari ortaya konmustur ve bu

Ozellik ‘farklilasma’ (plastisite) olarak adlandirilmaktadir (4).

Kok Hucre Farklilagma Potansiyeli

(&) Totipotent
Pluripotent

Multipotent @ Vlulttpote-nt

Hemapoe ik kok hiicre Mezenkimal kék hiicre
Kirmizi kan Bgyu // \\
hiicreleri  kan hiereleri
Diger kok hucreler?? ? ? Unipotent

Kas Sinir Kemik Diger

Sekil 2 : Kok hicrelerin farklilasma potansiyelleri (6)

Bircok laboratuvar calismasi sayesinde kok hicrelerin sinirsiz
bélinebilme 06zelligine sahip oldugu saptanmistir. Glnimuzde
tedavisi mimkin olmayan bircok hastaligin tedavisindeki basarilar

kdk hicrelere olan ilgiyi arttirmaktadir (4).



2.1.2. Kok Hiucrelerin Siniflandirilmasi
2.1.2.1. Totipotent Hiicreler

Insanda sperm ve yumurtanin déllenmesiyle olusan zigottaki
embriyonik kdk hucrelerin organizmadaki tim hicrelere
donlsebilme 6zelligine ‘totipotent’ denilmektedir. Totipotentin
kelime anlami ‘her seyi yapabilen’ olarak acgiklanabilir. Totipotent
kdk hucreler yeni bir organizmaya dontsebilme yetisine sahip
hicrelerdir (4).

-§-O-9-()

Totipotent Hiicreler  BJastosist Fetus

Sekil 3 : Totipotent kék hlcrelerin yeni bir organizmaya

dénudsmesi (4)

2.1.2.2, Pluripotent Hiicreler

Fertilizasyonun (doéllenme) yaklasik olarak besinci glnlnde,
ortalama 150 hicreden olusan ve igi sivi dolu kistik bir yapi
meydana gelir. Bu yapiya ‘blastokist’ adi verilmektedir. Blastokistin
ic hlcre kitlesinde bulunan hicreler endoderm, mezoderm ve
ektoderm kdkenli bircok farkh hicreye farklilasabilmektedir. Bu

hicre tipine ‘pluripotent’ hiicreler denilmektedir (2).



2.1.2.3. Multipotent Hiicreler

Bulunduklari dokunun hicre tipine gére hicre Uretebilen yani

birbirine yakin hlcrelere dénisebilen kék hicrelerdir (2,4).

2.1.2.4. Oligopotent Hiicreler

Yalnizca birkag farkli hiicre tipine dontsebilen kdk hicrelerdir.

Bunlara drnek olarak myeloid ve lenfoid seri hlcreleri verilebilir (4).
2.1.2.5. Unipotent Hiicreler
Yalnizca tek bir hiicreye déniisebilen kék hiicrelerdir. Ornedin,

bu hicreler sadece kas dokusundaki uydu (satellite) hucrelerini

meydana getirmektedir (1,4).
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Sekil 4: Farklilasma 6zelliklerine gére kok hticreler (4)



2.1.3. Kaynaklarina Gore Kok Hiicreler

Kok hlcreler temelde kaynaklarina gbére 2 cesittirler. Bunlar
‘embriyonik kék hlcreler’ ve ‘embriyonik olmayan kék hdicreler’
dir.

2.1.3.1. Embriyonik Kok Hiicreler (EKH)

Zigotun besinci veya altinci defa bdlinmesi sonucu olusan
yaplya ‘blastokist’ adi verilir. Insanda blastokist yapisinin 4.
glininde sahip oldugu i¢ hilcre kitlesinde bulunan hicreler
EKH’lerdir. Totipotent hlcreler ileri donemde pluripotent htcrelere

ddénisebilme potansiyeline sahiptirler (7).

' x‘] Fertilize Dosit (Totipotent)
I\x\-_-__./l

\ Blastesist

f”_“\ ic hiicre kitlesi

/)I'\ . ool  Embriyonik kék hiicre
Trofoblast ™~ / .,H T
-
l e l s T
Plasenta Mezoderm Endoderm Ektoderm Kendini yenileyebilme

Sekil 5 : Embriyonik kék htcrelerin gelisim streci (8)

James Thomson ve arkadaslari 1988 yilinda dondurulmus
embriyolardan insan embriyonik kok htcreleri (iEKH) Urettiler.
Insan embriyosunun tedavi amach kullaniimasi etik acidan birgok

soruna yol acmaktadir ve bu sebeple glinimizde hala tartisma



konusudur. Ozellikle de iEKH calismalarinda etik agidan ¢ok biytik

kisitlamalar mevcuttur (4).

Hayvanlar Uzerinde yapilan calismalarda EKH'lerin Alzheimer,
diyabet, multipl skleroz ve diger bircok hastaligin tedavisinde
basarili olmasi bu hicrelerin, rejeneratif tibbin gelecedi acisindan

onem kazanmasina yol acmistir (1).

Son yillarda, EKH’lere benzer 6zelliklere sahip yeni bir hiicre grubu
tanimlanmistir. Indiklenmis pluripotent kék hiicreler (iPKH) denilen bu
hucreler, somatik bir hiicreye, EKH’lere benzer pluripotent kék hicre
ozelligi kazandimak icin pluripotens genlerinin aktariimasi yoluyla
yapilan islemle elde edilen kék hucrelerdir. Oct4, Sox2, KiIf4 ve c-Myc

genlerinin somatik hlicrelere aktarimi ile iPKH elde edilmektedir (1).

2.1.3.2. Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler
Bu kok htcrelerin gesitleri sunlardir;

a) Eriskin kok hicreler (mezenkimal kok hiicreler, hematopoetik
kdk hicreler)

b) Kadavradan izole edilen kdk hucreler

c) Fetls kok hucreleri

d) Plasenta ve kordon kani kék hicreleri (4)

Kan, ylksek yenilenme kapasitesine sahip olan dokulardan biridir.
Hematopoetik kdk hlicrelerin ve bunlardan tlrevlenen kan

hicrelerinin temel kaynagi kemik iligidir. (9)



2.1.3.2.1. Mezenkimal Kok Hiicreler

MKH, ilk kez 1976 vyilinda Fridenstein tarafindan ortaya
konmustur (10). MKH calismalan ilk olarak kemik iligi nakilleri ile
baslamistir (11).

MKH’ler multipotent farklilasma potansiyeline sahip kdk
hicrelerdir ve mezoderm tabakadan kdken alirlar. In vivo ve in
vitro kosullarda MKH’ler mezoderm kdkenli olan kondroblast,

osteoblast ve adiposit gibi hlicrelere dontsebilirler (12).

: . . .. . Farkhl _
Isim Hiicre Tipi (Yerlesim) e:;in:igi;ma Farklhilasma yonii
EKH | Morula asamasndalkd hicreler Totipotent Embriyon ve embrivon dig tabakalar
Blasiokist asamasindaki i¢ hiicre kiflesi ) Ermbriyon govdes (tum somatik ve
EKH | hicreleri Pluipotent | germ hiicreleri
EKH | Gastrua agamasindaki epiblast hicreleri | Phripotent [ Endoderm, mezoderm ve ektoder
ENEs | SIOCNTI, GGV Eoh Pluripotent | Tim somatik hilcreler
hiicreler
. Hilcrenin bulundudu dokuya gore bir
MKH | Ozgiin doku hicreler Mutipotent | veya daha fazia tirde hilcre
(om. hematopoetik kok hicre)
. . e It . Bir hilcre tipi (&m. kas dokusundaki
MKH '
Bir dokudaki yerlesik hiicreler Unipotent s hiicreler)

Tablo 1 : Farklhlastiklar hicre tipi ve yonune goére kok hicreler (1)

2.1.3.2.1.1. Adipoz Doku Kokenli Mezenkimal Kok Hiicreler

AD-SCs deri alti adipoz dokudan liposaksin ybntemi ile
kolaylikla elde edilebilir. AD-SCs’i kas, kartilaj ve kemik hicreleri
gibi hiicre tiplerinden ayirt etmenin mimkin oldugu ilk olarak Zuk

ve arkadaslari tarafindan ele alinmigtir (13).
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vag dokusu

Sekil 6 : Vicutta adipoz doku lokalizasyonu (14)

Adipoz doku klinik uygulamalar icin kullanilan en elverigli
kaynaktir. Bunun nedeni az sayida dondérden liposaksin yontemiyle

cok miktarda ve kolayca elde edilebilir olmasidir (15).

Baska bir MKH tlri olan AD-SCs bazi kaynaklarda ASC olarak
kisaltilmaktadir. Patricia Zuk ve meslektaglari AD-SCs’i karakterize
ettiler. Patricia Zuk ve arkadaslan lipoaspirat ile AD-SCs'i izole
ettikten sonra in vitro kosullarda codalttilar ve bu hicrelerin
multipotent olduklarini belli kaltir ortamlarinda bu hicrelerin
adipojenik, osteojenik, kondrojenik, ndrojenik ve myojenik

Ozelliklerini gbstererek kanitlamislardir (16).

Kemik iliginden ve adipoz dokudan alinan MKH’in toplanma
tekniklerini karsilastirdigimizda, kemik iligi kokenli mezenkimal kok

hicrelerin (BMSC) elde edilmesi icin kemidin delinmesi gerekir
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buna karsiik AD-SCs daha kolay bir ydntem olan liposaksin
yoéntemiyle elde edilebilir ve ayni zamanda adipoz doku alinan
dondrlerde estetik acidan da pozitif sonug saglar. Ayrica, kdk hlicre
verimi adipoz dokularda daha yulksektir. Bu nedenle, adipoz doku
diger dokulara gore otolog ve heterolog hiicre nakillerinde bol
miktarda ve kolayca AD-SCs elde edilebilen multipotent kék hicre
kaynagidir (16).

AD-SCs’in  izolasyon protokolinde adipoz doku vya da
lipoaspirat kollajenaz tip IV ile enzimatik muameleden sonra
santrifij yapilir. AD-SCs stromal vaskiler fraksiyon (SVF) olarak
adlandirilan, heterojen hlcre popullasyonu igerir. Bu hicreler;
fibroblast, kirmizi kan hiucreleri, diz kas hicreleri, perisitler ve
preadipositlerdir. Taze izole edilmis SVF kultir ortamina (DMEM, %
10 FBS) alinip kualtire edilince vyapisik (adherent) hicre
populasyonu c¢ogalmaya baslar ve c¢ogu kez birkac pasajlama
sonrasi bu hulcrelerin karyotip anormallikleri olmadan sayilari artar.
Bu yapisik popullasyon AD-SCs olarak kabul edilir. Bu hicreler
belirli ylzey mezenkimal belirtegleri acgisindan pozitif olarak
karakterize edilirlerken (CD13, CD29, CD44, CD49, CD90 ve CD105
gibi) hematapoietik belirtecler (CD11, CD14, CD31, CD45 ve
CD144) acisindan da negatiftirler (16).

Bircok hastalijin tedavisinde, kok hiicre bazli tedavilerin
kullanimi énemli hale gelmektedir. Yetigskin kdk htcreler doku
muhendisliginde ve doku onariminda kullanim agisindan en uygun
hicreleri temsil etmekte ve minimal dizeyde mudahaleler ile elde
edilebilmektedir. Buna ek olarak MKH, kdk hucre temelli tedavilerde
en sik kullanilan koék hicrelerdir ve kikirdak, kemik, kas, yag
dokusu ve bag dokusuna farklilasabilme kapasitesine sahiplerdir.
Eskiden kemik iligi, MKH’lerin ana kaynagi olarak kabul edilirken,

son vyillarda, insandan elde edilen yetiskin adipoz dokunun, MKH
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icin en iyi, en uygun, alternatif kaynak olabilecegi belirtiimektedir
(17).

AD-SCs yetiskin insanlarin deri altindaki adipoz dokularindan
bol miktarda elde edilebilir. SVF direkt olarak calisilabilir ya da
yapisik populasyonun ayrilmasi igin kultire edilebilir. Son yillarda,
SVF hlcreleri ve AD-SCs’le ilgili literatirler oldukca artmistir. Son
yapilan calismalarda SVF ve AD-SCs’in in vivo hayvan modellerinde
etkili ve glvenli oldugu gosterilmistir. Bu gozlemlere dayanarak
cogu uUlkede SVF ve AD-SCs iceren bazi klinik calismalara izin
verilmistir (17). Bu calsmalar SVF hicrelerinin etkinligini ve
guavenli kullanimini in vivo olarak hayvan modellerinde ortaya
koymustur. International federation for adipose therapeutics and
science'in (IFATS) raporlarina gére AD-SCs bircok nedenden dolayi
rejeneratif tip uygulamalari igin ideal gérinmektedir. AD-SCs'in
ideal olmalarindaki nedenler; noninvaziv, kolay ve etkin bir sekilde

toplanip saklanabilirler, islenebilirler ve gogaltilabilirler (17).

1960'larda Rodbell ve arkadaslari, ilk olarak AD-SCs izolasyon
metodunu bildirmislerdir. Daha sonra 2001 yilinda, bu proseduir
Zuk ve arkadaslari tarafindan insan yag dokusu 6rneklerinden kok
hicre izolasyonu saglamak icin modifiye edilerek kullaniimistir.
Hala laboratuvar sonuglarinda kullanilan yontemlerin farkliligindan
kaynaklanan tutarsizliklar olabilmektedir. Bu sorunu asmak igin
Nicoletti ve arkadaslari enzimatik parcalanma yéntemini kullanarak
insan adipoz dokularindan AD-SCs’i elde etmek igin yeni bir

standart protokol gelistirmislerdir (17).
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Adipose stem cells

Sekil 7 : Adipoz doku kdkenli mezenkimal kék hicre

izolasyonu (17)

Bu yeni protokol, AD-SCs’in saflik ve canlihdinin daha yliksek
oranda olmasini garanti eder. Tek bir standart protokolin
kullanilmasi, otolog adipoz doku nakilleri yapan farkli kurumlar
arasinda takip ve izin belgeleri temini agisindan kolaylk saglar
(17).

Zuk ve arkadaslarn tarafindan sunulan galismada AD-SCs'in
multipotentliginin ve verimliliginin diger MKH kadar etkili oldugu

gosterilmistir (18).

MKH'lerin bir cesidi olarak AD-SCs rejeneratif tipta terapotik
ajanlar (tedavi edici hicreler) olarak 6énemli bir potansiyele
sahiptirler. Sayisiz hayvan calismalarinda AD-SCs kas, kemik,
kikirdak ve tendon gibi diger dokulara diferansiye edilerek AD-

SCs’in multipotentligi gosterilmistir. Ancak, insanlarda eklem icgine
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otolog AD-SCs enjeksiyonlari yeni basladigindan glvenilirligi

konusunda veriler henliz yeterli degildir (19).

AD-SCs'i de iceren MKH, gelecekte rejeneratif tip uygulamalari
icin buyuk bir potansiyele sahiptirler. AD-SC’s’in tedavi edici
potansiyelleri; MKH Uzerinde yapilan in vitro, in vivo ve Klinik
deneyler Uzerinde gdsterilmistir. MKH kalca ve omurga kemik
iliginden; karin, uyluk ve kalca yag dokularindan kolayca elde
edilebilir. Insan kemik ve kikirdak yenilenmesi icin MKH’in 6zellikle
de AD-SCs’in basarih bir sekilde kullanildigi birgcok calismayla
gosterilmistir (19). Ancak tedavilerde otolog MKH kullanimi ile ilgili
guavenilir veriler eksiktir. Centeno ve arkadaslari ortopedik
uygulamalarda BMSC'in kullaniminin gtvenilirligini ve komplikasyon
oranlarini bildirmislerdir. Ancak, ortopedik uygulamalarda AD-SCs
kullaniminin glvenli olduguna dair henliz herhangi bir glvenilirlik

verisi bulunmamaktadir (19).

Ele alinmasi gereken guvenlik konularindan biri, bu kok
hicrelerin timor olusturabilme potansiyelleridir. Bu endiseye, in
vitroda kdultire edilen MKH’lerde (AD-SCs icermeyen) kromozomal
anormalliklerin bildirilmesi sebep olmustur. Ancak bu hicreler in
vitroda 60 ginden daha az sireyle kiltire edildiginde, hcre
mutasyonu veya timor olusumu riskinin olmadigi daha 6nceki
calismalarda bildirilmistir. Ayrica insanlarda kartilaj onarimi igin
kullanilan otolog MKH’in  uzun sdreli izlemlerinde timoér
olusturmadiklari gdésterilmistir. Buglne kadar insanlarin klinik
tedavisinde kullanilan MKH'lin glvenli tedavi edici ajan olduklari
bildirilmistir (19).

Cok fonksiyonel bir metabolik doku olan adipoz doku, MKH'den
zengindir. Yapilan bir calismada obez hastalarin beyaz yag dokusu

hicrelerinden (WAT) izole edilen AD-SCs’in farklilasma
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potansiyellerinin daha dislk oldugu ve daha az proanjiyogenik
olduklart  bildirilmistir. Bu nedenle obez hastalarin adipoz
dokularindaki AD-SCs’in spontan veya terapdtik onarim kapasitesi
obez olmayan metabolizmasi normal bireylere gére daha dustktar
(20).

Son 10 vyilda Dbircok <calismada PRP veya AD-SCs
kardiyovaskdller calismalardan kornea uygulamalarina kadar cok
cesitli alanlarda kullanildigi bildirilmistir. Yine de, PRP ve AD-SCs'in
pratik uygulamalarinda bir takim sinirlamalar vardir. AD-SCs'in
dretimi icin iyi Gretim uygulamalari (GMP) yéntemlerine gereksinim
vardir. Ayrica bazi galismalarda AD-SCs’in malign hucrelere
donlsme potansiyelinin olabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle kok
hicre bazli tedaviler icin birgok galismada PRP ve AD-SCs etkinlik

ve guvenilirlik agisindan arastinimaktadir (21).

MKH’in izolasyonu igin adipoz doku, kemik iligine gbére daha
ulasilabilir, verimli ve guvenilir bir bdlgedir. Adipoz doku her
graminda 100 000 MKH igerir. Kollajenaz sindiriminin ardindan
adipoz dokunun santrifiji sonrasi elde edilen SVF adipoz doku
kokenli stromal hicreler olarak distndlebilir. SVF ‘nin igeriginde
sadece AD-SCs yoktur; bunun disinda endotel hucreleri, duz kas
hicreleri, perisitler, fibroblastlar, l|6kositler, hematopoetik kdk
hicreler veya endotelyal progenitdér hicreler gibi pek cok hicre
turlerini de igerir. AD-SCs Uretimi igin GMP yéntemlerine gereksinim
duyulmasinin sebebi, cok miktarda hilicre elde edilmesi igin in vitro
ortamda cogaltiimaya gereksinim duyuldugundan; coklu pasajlarda
MKH’lerin fenotipik ve genotipik dengesini korumak gerekliligidir.
Ancak bu islem cok masraflidir ve ¢ok zaman alicidir. Ayrica AD-
SCs'in in vitro godaltilabilmelerini saglamak igin Food and Drug
Administration (FDA)'dan onay almak gerekmektedir. Bu slireg

karmasik ve zordur. Hlcre tabanli tedavinin kozmetik cerrahide
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kullanimi kolaydir ve sistematik etki riski dustktir. SVF ylzeysel
bir hazirlik olarak kabul edilebilir. CinkUl nispeten hizlica hazirlanir
ve her ne kadar baska huicreler icerse de uygulama bdlgeleri icin
yeterli oranda AD-SCs’i saglayabilir. Bu nedenle, bazi cerrahi
uygulamalar icin, AD-SCs’in safligi cerrahi kolaylik lehine feda
edilebilir. Ancak SVF'nin yararh etkileri hentz bilimsel olarak
kanitlanmis degildir. SVF c¢ogunlukla plastik ve rekonstriktif
cerrahide meme blUyUtme ya da sekil bozukluklarinin tedavisi icin
yag dolgusu amaciyla kullanilmaktadir. Yoshimura’nin arastirmalari
hicre destekli yag transferi olarak bilinen bir strateji Uzerine
odaklanmistir. Bu ydntemde SVF lipoaspiratin yarisindan izole
edilmektedir ve re-enjeksiyon sirasinda lipoaspiratin geri kalan

diger yarisiyla rekombine edilerek uygulanmaktadir (21).

2.2.Trombositten Zengin Plazma (PRP)

PRP, klgUk bir hacimde ylksek konsantrasyonda otolog insan
trombositleri iceren plazmadir. PRP trombositlerdeki alfa grantllerin
degranulasyonu ile etkili olur. Alfa grandllerinde 7 temel biyume
faktoértd bulunur. Bunlar; trombosit (platelet) buyuime faktérinin 3
izomeri (PDGF-aa, PDGF-aB, ve PDGF-BB), donustlrtci
(transforming) buyume faktérandn 2 izomeri (TGF-B1 ve TGF-B2) ,
vaskuler endotelyal buylume faktéri (VEGF) ve epitelyal bluyime
faktort (EGF) ‘dir (21).

BlylUme faktérlerinin aktif salgisi kanin pihtilasma slreci ile
baglar. Pihtilasmadan sonra 10 dakika igerisinde baslayan bu
sirecte daha 0©nceden sentezlenip depolanmis olan buylime
faktorlerinin %95’den fazlasi 1 saat igerisinde salgilanmis olur. Bu
nedenle PRP antikoagulle bir durumda hazirlanmali ve pihtilagsmanin

baslatilmasindan sonraki 10 dakika icerisinde uygulama bdlgesinde
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kullanilmahdir. Bu ilk salgilamanin ardindan trombositlerde yeni
ilave proteinler (bluylime faktérleri) sentezlenir ve salgilanir ve

salgilanma trombositlerin yasamina bagh 5-10 gin slrer (21).

PRP'nin anjiyogenez (damar olusumu) sdrecindeki ve
farklilastirilmamis (undifferentiated) kdk hicrelerin cogalmasindaki
pozitif etkileri deneysel olarak gdésterilmistir. Anjiyojenez ile ilgili
olarak Eppley ve arkadaslari, PRP’nin uygulandigi bélgenin
yakinindaki endotelyal hicreleri uyararak cogalmasini ve yeni kilcal
damar olusumunu destekledigini bildirmislerdir. Ayrica in vitro bir
calismada Hu ve arkadaslari, PRP uygulayarak sican kemik iligi
stromal hucre farklilagsmasini indiklemigler ve bu sirada PDGF ve
VEGF'nin mRNA ekspresyonunda artis belirlemislerdir. Bdylece,
PRP’'nin anjiyogenezi baslatarak, kan damarlarini déseyen endotel
hicrelerini iyilestirerek ve kemik yenilenmesini baslatarak etkili

olabilecegini bildirmislerdir.

PRP hem farklilastiriimamis kok htcrelerin godalmasini uyarabilir
hem de hicre farklilasmasini stimlle ederek doku yenilenmesini
saglayabilir. Farkhlastirimamis kok hicreler PRP'nin  blylime
faktorlerinin yogun oldugu yere goc¢ ederler ve biylme faktorleri
bu bdlgeye gelen kok hicrelerin codalmasini tetiklerler. Bazi
arastirmacilar trombositler kemik morfojenik proteini (BMP)
icermediklerinden PRP’nin  kemik iyilesmesindeki bu yararh
etkilerinin yumusak doku iyilesmesindeki olumlu etkilerinden

kaynaklandigini belirtmislerdir (21).

Klinik calismalarin ¢odunda PRP’nin iyilesmesi zor olan
yaralarda, maksillofasiyal kemik defektlerinde ve kozmetik
cerrahideki uygulamalarda basarili oldugu bildirilmistir. Ancak,
PRP'nin az yararli oldugu ya da higbir yararinin olmadigini bildiren

calismalar da bulunmaktadir. Bu calismalarin basarisiz olma
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nedeninin yetersiz cihazlarla ya da kitlerle Uretilen distk kaliteli
PRP oldugu soylenebilir. Cinkd glnimuizde pazarlanan PRP
hazirlama kitlerinin hepsi ayni kalitede degildir. PRP Uretimine ve
karakterizasyonuna iliskin yeterli fikir birligi yoktur. ilk olarak, PRP
icerigindeki trombositlerin baslangictaki konsantrasyonuna gore
artis derecesi icin tek bir dneri yoktur. Bazi arastirmacilar PRP'nin
baslangictaki trombosit konsantrasyonundan 3 ila 8 kat artis
gostermesi gerektigini ileri suirmuslerdir. Ikinci olarak, santrifiij
islemi steril kosullarda olmahdir. Trombositler kirmizi  kan
hicrelerinden tam olarak aynlmahdir ve ayrilma islemi
trombositlerin parcalanmamasina ve zarar gérmemesine dikkat
edilerek gergeklestiriimelidir. Bdylece PRP aktif buylime faktdrlerini
salgilayabilir. Trombosit canliigini 6lgmek igin kullanilan testler pH,
hipotonik stres, P-selektin ve trombosit agregasyonu dlzeylerini
icerir. P-selektin, alfa grandillerinin membraninin i¢ yldzinde yer
alan bir proteindir. Trombosit aktivasyonu sirasinda alfa grandal
membrani trombosit membrani ile birlesir (flizyon) ve P-selektin
trombosit ylzeyinde eksprese olur. Bdylece P-selektin &lgllerek
trombosit aktivasyonunun derecesi belirlenebilir. P-selektin
diizeyinin dislk olmasi trombositlerin daha kaliteli oldugu anlamina
gelir. Bu nedenle, P-selektin 6lgimid PRP hazirlanmasinin basarisi

hakkinda 6nemli bilgiler saglar (21).

PRP, otolog bir hazirlama ydntemi oldugu igin glvenlidir ve bu
nedenle HIV, hepatit, Bati Nil hummasi ve Creutzfeldt-Jakob
hastaligi (CID) gibi bulasici hastaliklar acisindan
endiselenilmemelidir. Buna ragmen PRP’nin guvenilirligi son
glnlerde sorgulanmaktadir. PRP'nin PH degeri 6.5 ila 6.7
arasindadir. Olgun bir kan pihtisinin ise 7.0 ila 7.2 arasindadir. PRP
aktivasyonu icin kullanilan en yaygin ydntem, PRP’ye kalsiyum

klordr ve trombin eklenmesidir (21).
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Trombositler icerisinde bulundurduklari bliylime faktdrleri ve
mediatdrler ile doku yenilenmesinde 6énemli rol oynarlar. In vitro'da
kalsiyum klorar ile aktive edilen trombositlerin, buyume
faktorlerinin saliniminin hemen indiklendigi gosterilmistir. Otolog
kandan elde edilen PRP, otolog buylume faktérlerini yliksek oranda
icerir.  PRP'nin  kalsiyum klorir ile muamele edilmesiyle
trombositlerin degrantlasyonu indiklenir. PRP hicre kulturlerinde
otolog MKH’in c¢odaltilmasi ve farkllastiriimasi icin basarili bir
sekilde kullaniimaktadir (19).

Genel olarak PRP ve AD-SCs otolog oldugundan, temel
arastirmalarda ve preklinik galismalarda kullaniminin diger hicre
bazli terapilere gére daha glvenli ve pratik oldugu bilinmektedir.
Son 10 yilda bircok calismada PRP veya AD-SCs kardiyovaskdller
calismalardan kornea uygulamalarina kadar c¢ok cesitli alanlarda
kullaniimiglardir. Ancak PRP ve AD-SCs'in pratikteki
uygulamalarinda belirli sinirlamalar vardir. PRP’nin tedavi etme
potansiyelini belirlemek igin bazi kiguk caplh temel calismalar ve
preklinik uygulamalar yapilmistir. Calismalarin ¢ogu mikemmel
sonug vermesine ragmen bircogu sinirli olgu calismalar ya da
serilerden olusmaktadir. AD-SCs’nin ise in vivo ve in vitro'daki

yararh etkileri bilimsel olarak kanitlanmistir (21).

Otolog PRP ilk olarak 1987 vyilinda Ferrari tarafindan
kullanilmaya baslanmistir. Ferrari M. ve arkadaslari otolog PRP’yi
kalp cerrahisinde kullanmislardir (22). Ginimuizde PRP’nin diger

kullanim alanlari;
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2.2.1. PRP Uygulama Alanlari

B Dis hekimligi

B Oral maksillofasiyal cerrahi (Adiz, cene, yliz cerrahisi)

B Plastik cerrahi

B Ortopedi

B Romatoloji

B Kronik yaralar ve kas, tendon zedelenmelerinin tedavisinde

B Dermatoloji ve kozmetoloji gibi bircok alanda kullaniimaktadir
(23).

PRP alfa grandllerinde sayisiz biaytime faktérta barindirir ve bu

bliylime faktorleri cok ©6nemlidir. PRP icegindeki bazi biylime

faktorleri Tablo 2 ‘de gésterilmistir (24).

epidermal blyume faktori EGF

platelet biyume faktori PDGF
transforming buylime faktéri TGF-a

alpha

transforming buylme faktoéri TGF-B1

beta

keratinosit biyime faktéri veya KGF veya FGF-7
fibroblast blylime faktéria-7

fibroblast bluyime faktori-1 aFGF veya FGF-1
;asidik

fibroblast bliylime faktéri-2 ; bFGF veya FGF-2
bazik

vaskiler endotelyal bliylime VEGF

faktord
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bag dokusu blylime faktoru CTGF
granulosit/makrofaj koloni- GM-CSF veya
uyarici faktor CSF-a

insulin benzeri bliiyime faktori IGF

tumor nekrozis faktoéri-alfa TNF-a
interlokin-1 IL-1 B
interlokin-8 IL-8

Tablo 2: PRP blyume faktoérleri ve kisaltmalarn (24)
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada kullanilan tim Kkimyasal

firmasina aittir.

Kullanilan malzemeler :

maddeler Sigma-Aldrich

Kollajenaz Tip IV (SIGMA)

PBS

FBS

CaCl>

Distile Su

Tripsin-EDTA

Penisilin-Streptomisin

Serumlu Besi Ortami

Trypan Blue

Serumsuz Besi Ortami

DMEM

T3

Deksametazon

Apo Transferrin

Insilin

IBMX

Rosiglitazon

Oil Red

Isopropanol

Alkol

Ksilen

Blocking Buffer

Antikorlar (CD34, CD45, CD90, CD105)

0.2um Naylon Filtre

Falkon tlpler

Flask
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Plak (plate)

Steril Lameller

Toma Lami

Petri kaplari

Entellan

Mikrotlpler

Pipet ve pipet uclari

Tablo 3 : Kullanilan malzemeler

3.1. MKH’lerin Adipoz Dokudan Izolasyonu

Kollajenaz tip IV hazirlama :

0,1 mg/ml konsantrasyonda kollajenaz stok hazirlamak igin,

5 gr kollajenaz tartildi ve 50 ml serumsuz besi ortami iginde

cozuldd.

e Bu solisyon kullanilmadan 6nce 0,2 upm’lik naylon filtreden
gegirildi.

e (Calisma sirasinda stok soltsyonu distile su ile 10 kat seyreltildi.

e 0,01 mg/ml olan son konsantrasyon (final concentration),

lipoaspirattaki yag parcaciklarinin ¢dzilmesi igin kulllanildi.

1) Etik onay alinarak temin edilen lipoaspiratin Ustlindeki ince

ylzen sivi yag tabakasi uzaklastirildi.

2) Sivi yag tabakasinin altinda kalan kati yag dokusu tabakasinin
altindaki tabakada bulunan kan ve PBS kismi da 50 ml'lik pipetle

tamamen uzaklastinldi.
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Resim 1: Lipoaspirattaki yag hiicrelerinin ayristiriimasi

3) Geride kalan yag dokusu Uzerine esit miktarda 1xPBS eklendi ve
iyice kanstirilarak 5 dk bekletildi.

4) Yad hucreleri yukarida, kan ve PBS asadida kalacak sekilde
ayristirildi.
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Resim 2 : Yag hcrelerinin yikama islemlerinden sonra 2 flaska

ayrilmasi

5) Altta kalan kan ve PBS kismi tekrar uzaklastinldi. 3-5
arasindaki basamaklar yag tabakasi altin sarisi renginde elde
edilinceye kadar yikama islemlerine devam edildi. (En son

ylkamada altta kalan PBS tabakasl da pembeden beyaza déntstu.)

6) Yikama islemleri sirasinda lipoaspirat 5'er dk bekletildi ve altta

kalan ve seffaflasan PBS tabakasi dikkatle uzaklastirildi.

7) Yag tabakasi ile esit miktarda Tip IV Kollajenaz hazirlandi ve
filtreden gegcirildi.

8) Yikanmis lipoaspirat materyali 1:1 oraninda Tip IV Kollajenaz

ile kanistinlarak inktUbatére yerlestirildi.

9) 37 °C’de 30 dk inkibe edilirken 5-10 dakikada bir karistirildi.
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Resim 3 : Kollajenaz eklenen hicrelerin inktibasyonu

10) Enzimatik asamanin sonunda yag tabakasi tamamen ¢ozUldu.
11) Alttaki SVF'de yer alan hiicre tabakasi 25 ml seklinde 50 ml’lik
falkonlara aktarldi ve Uzerine 25 ml %20'lik FBS iceren serumlu
besi ortamindan eklendi.

12) Kollajenazin inaktive olmasi icin 5 dk oda isisinda bekletildi.

13) 10 dk 1200 rpm’de santriftij edildi.

14) Ustteki stipernatant kisim uzaklastirildi ve alttaki SVF 50 ml’lik
2 falkona ayrildi.

15) 10 dk 1200 rpm’de santriftij edildi ve slipernatant kisim atildi.
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16) Kirmizi kan hucreleri varsa 10 ml Red Blood Cell Lysis Buffer
ekleyip 10 dk oda isisinda bekletildi.

17) Supernatant uzaklastirildiktan sonra dipteki kisim 9%20-%40

FBS iceren besi ortami iginde kultire edildi.

18) 4-5 gun 37 °C’de flasklar hareket ettirilmeden inklbe edildi.

19) Daha sonra kan hlcreleri ve ylizeye yapismayan hucreler

uzaklastirildi ve yeniden serumlu besi ortami eklendi.

Resim 4 :inkiibasyona birakilacak olan hiicreler
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3.2. PRP Hazirlama Yontemi

1) 20 ml’lik kan érnekleri 50 ml’lik falkon tUplere aktarildi.

Resim 5 : Gontullulerden alinan kan 6rnekleri

2) 300 g’de 10 dk oda isisinda santrifij edildi.

3) Kani kanistirmadan cok yavas bir sekilde tupler santrifijden

alindi ve steril kabine koyuldu.

4) Butin plazma ve buffy coat kismi dikkatle 15 ml’lik falkona
aktarildi.

5) 3000 g'de 15 dk oda isisinda santriftj edildi.

6) Ustte kalan platelet poor plasma (trombositten fakir plazma)
atildi.

7) Alttaki fazda 2 x 10°trombosit/ml elde edildi.

8) PRP kullanilacagi zaman 5 ml %10 CaCl; ile aktiflestirildi.
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%010’luk CaCl, soliisyonu hazirlama yontemi

1 ml distile suda 100 mg CaCl; ya da 100 ml distile suda 10 gr

CaCly cozulerek hazirlandi.

3.3. Kok Hiicrelere PRP Muamelesi

1. Inkibatérden alinan %90 konfluent (konfluensi'ye ulasmis)

olan flasklardaki besi ortami uzaklastirildi.

2. T75 cm?lik flaska 3-4 ml , T25 cm?lik flaska 2 ml PBS
ekleyerek yikama islemi yapildi.

3. T75 cm?lik flaska 3 ml , T25 cm?’lik flaska 1 ml %0.25 ml
tripsin-EDTA enzimi eklendi 6-10 defa calkalanip fazlasi
uzaklastirihp 3 dk inklbatdrde bekletildi.

4. InkUbatérden alinan flasklar avug¢ icine vurularak yapisik
hicrelerin ylzeyden ayriimalarini sagladiktan sonra mikroskop

altinda incelendi.

5. Flasklara %?20'lik FBS iceren besiyeri eklendi. (T25 cm?lik
flaska 2 ml, T75 cm?lik flaska 6 ml FBS’li besiyeri eklendi). FBS

eklenmesiyle enzim aktivitesi durduruldu.

6. FBS'li besiyeri ylzeye temas ettirilerek iyice karistirildi.
Hlcreler ve FBS pipetleme yoéntemiyle karistirilarak hcreler

dikkatlice ayristirildi.
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Resim 6 : Hicrelere besi ortami muamelesi

7. 2 flasktaki hicreler alinarak 15 ml’lik bir falkona koyuldu.

8. 1200 rpm’de 5 dk santrifij edildi.

9. Santrifijden c¢ikarilan falkonun silpernatanti tamamen
uzaklastirildi ve dipte kalan hicrelerin Gzerine 1 ml serumlu besi
ortami eklenerek pipetleme yapildi.

10. 96'lik plaklara 30 ul hicrelerden ekleyip Uzerine ayni miktarda
%0.5’lik trypan blue boyasi eklendi. Noubar lama vyerlestirilerek

mikroskopta sayim yapildi.

11. 1 ml PRP basina 50 ul %10 CaCl>'den eklendi.
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12. 2 adet 6 kuyucuklu plaklarin her bir kuyucuguna Sekil 8 ve
9’da gosterildigi gibi PRP ya da FBS eklendikten sonra serumsuz
besi ortami eklenerek 3’er ml'ye tamamlandi ve her kuyucuda
20.000 hicre eklendi.

Resim 7 : Plaklara ekim yapilmasi
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%5 PRP igin %10 PRP igin %15 PRP igin
150 pl PRP 300 pl PRP 450 pl PRP

%20 PRP igin
600 pl PRP

Sekil 8 :Plaklara farkli oranlarda PRP eklenmesi

%S FBS igin %10 FBS igin %15 FBS igin
150 ul FBS 300 ul FBS 450 ul FBS

%20 FBS igin
600l FBS

Sekil 9 :Plaklara farkli oranlarda FBS eklenmesi

13) Plaklar inkUbatére kaldirldi ve 3 glin sonra cikarilip tekrar
hicre sayimi yapild.
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Resim 8 : Hlicre sayimi

3.4. AD-SCs’in Adiposit Yag Hiicrelerine Farklilastirilmasi

1) 3x10°> AD-SCs steril lamel Gzerinde 6 kuyucuklu plaklarda
normal besiyerinde kultlre edildi. PRP ya da FBS iceren 2 farkl

grup olusturuldu.

2) Hucreler %80 konfluent olana kadar 37°C’de inklbatdrde
bekletildi.

3) Besi ortami uzaklastirildi.

4) Ilk énce Indiklenme besi ortami eklendi. Bu besi ortami 2

gunde bir yenilenerek 6 gin kdlttre edildi.

5) Ardindan Adiposit farklilastirma besi ortami eklendi. Hucreler 2

hafta kdlttre edildi. Besi ortamlar 2 ginde bir yenilendi.
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Indiiklenme besi ortami : igerigi; %20 FBS ya da %20 PRP
iceren DMEM, 0,2 pM T3, 1 pM deksametazon, 10 pg/ml Apo
transferrin, 0,85 uM insulin ve 500 pM IBMX)

Adipositlere farklilastirma besi ortami : icerigi; %20 FBS ya da
%20 PRP iceren DMEM, 0,2 pM T3, 10 pg/ml Apo transferrin, 0,85

MM insilin, 1 uM rosiglitazon.

3.5. Oil Red Boyama

AD-SCs’in adipositlere dontsmesini kontrol etmek icin Oil Red

boyama islemi yapildi.

1- Farkhlastirma besi ortami uzaklastirildi ve hicreler 2 ml PBS ile
yikandi.
2- Hucreler uygun bir fiksatif (%4 paraformaldehit) ile muamele

edildi. Fiksatif uzaklastirildiktan sonra 1 ml distile su ile yikandi.
3- 1.5 ml %60 isopropanol ilave edilerek 5 dk bekletildi.

4- Isopropranol uzaklastirildi. 1.5 ml Oil red soliisyonu ilavesi
yapildi ve 5 dk inklUbe edildi.

5- Oil red uzaklastirildi ve distile su ile 5 dk bekletilerek 2 kez
yikandi.

6- Hucreler isik mikroskobu altinda degerlendirildi.

3.6. Ikilenme Siiresinin (Doubling Time: dt) Hesaplanmasi

1- AD-SCs 6 kuyucuklu plaklara konuldu. (Her kuyucukta 20.000
hlcre olacak sekilde)

2- 72 saat kultire edildi.

3- Tripsin ile hicreler kaldirildi.

4- Trypan blue ile hicreler boyandi.



5- Toma Lam ile hlcreler 1sik mikroskobunda sayildi.

Kirmiziya boyanan hiicrelerin hesaplanmasi

Oil Red boyamadan sonra, kirmiziya boyanan hcreleri hesaplamak

icin ‘Imagl’ programi kullanildi. https://imagej.nih.gov/ijl)

PRP veya FBS icinde adipositlere farklilastiriimis hicreler:
%20 PRP............. > %325 farkllasti

%20 FBS ......... > %7 farkhlasti

3.7. Flow sitometri YOntemi

1- Hucreler T75 cm?’lik flasklarda 48 saat kiltire edildi.
2- Tripsin ile htcreler kaldirildi.

3- 1200 rpm'de , 5 dk santrifdj edildi.

4- 1 defa PBS ile yikandi.

5- 1200 rpm'de , 5 dk santrifij edildi.

6- Hucrelere blocking buffer eklendi.

7- Hucreler +4 °C'de 30 dk bekletildi.

8- Hucre sayimi yapildi.

35


https://imagej.nih.gov/ijl

Resim 9 : Flow Sitometri Cihazi

3.8. Hiicre Sayimi

1- 1,5 ml'lik mikrotUplerin her birine 500.000 hlcre eklendi. (4
tip+ kontrol)

2- 1200 rpm , 3 dk santrifj edildi.

3- Silpernatant atildi.

4- 100 pl blocking buffer eklendi.

5- Her tupe 10 pl farkl antikor eklendi. (CD45, CD34, CD90,
CD105)

6- 45 dk buz Uzerinde galkalayicida bekletildi.

7- Uzerlerine 1 ml staining buffer (boyama tamponu) eklendi ve
2500 rpm'de 5 dk santriftij edildi. Bu islem 3 defa tekrarlandi.

8- Son santrif(j isleminden sonra 100 pl PBS eklendi.
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9- Flow sitometri cihazinda (BD Accuri C6 Flow Cytometer)

okundu.

3.9. ikilenme Siiresi Formiilii

bekletme siresi (saat) x log(2)

dt=Doubling time =

Log(son konsantrasyon) — log(ilk konsantrasyon)

Baslangigta 20.000 hicre vardi. 6 kuyucuklu plaklarda, 5. pasaj

hicreleri kullanildi ve 72 saat sonra ikilenme sireleri hesaplandi.

3.10. Trypan Blue ile Canhilik Testi

Canlihik testi, %20 PRP veya %20 FBS iceren besi ortaminda
klltire edilen hlcrelerle yapildi. Canli ve 6lG hicre adetleri sayildi

ve ml'deki hicre miktarlari verildi.

3.11. istatistiksel Veri Analizi

Bu calismadaki veriler, SPSS 18 (Statistical Package for the
Social Sciences) programi kullanilarak, grup karsilastirmalar ve
analizleri icin Mann-Whitney U testi kullanildi. Istatistiksel anlamlilik
acisindan p < 0.05 dizeyi anlamli kabul edildi. Parametrelerin
gruplar arasi karsilastirmalarinda ise one-way ANOVA testi
kullanildr.

37



4. BULGULAR

Ikilenme siresi (Duplication time: dt) olarak kiiltiir ortaminda
%?5-20 oranlarinda PRP kullanilan hlcreler %5-20 oranlarinda FBS
kullanilan htcrelere gére yaklasik 2 kat daha hizli farkhlasti. PRP
kullanilan hicrelerin canlihdr daha iyiydi. (icerdikleri yogun orandaki

blylume faktorlerinden dolayi)

PRP FBS
% hicre sayisi=>dt (saat) hicre sayisi=>dt (saat)

5 0.8x10° hiicre> 35 saat | 0.48x10° hiicre> 57.037

saat

10 1.1x10° hiicre>29.289 0.67x10° hiicre> 41.2782

saat saat

15 1.5x10° hiicre> 24.7679 | 0.7x10° hiicre=> 39.84 saat
saat
20 2.4x10° hicre> 20.087 0.8x10° hiicre> 35.99 saat

saat

Tablo 4 : PRP ve FBS icin hicre sayilari ve ikilenme sliresi

(istatistiksel agidan anlamlilik degeri p<0.05)

PRP kullanilan hicreler 2 ginde %80 konfluent oldular. FBS
kullanillanlar ise 3 gunde %80 konfluent oldular. 2 kdultar de
konfluent olduktan sonra 21 gln farklilasma igin bekletildi ve oil red
boyama uygulandi. Oil red boyamanin sonucuna goére PRP
kullanilan kadltarler FBS kullanilan kiltlrdeki hicrelere gére 2 kat

daha fazla ve daha hizli gogaldiklari tespit edildi.
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4.1. PRP ve FBS icin Ikilenme Siireleri

PRP ve FBS icin hticrelerin ikilenme sireleri(dt)

60 57.037
50
41.2782 2984
40 3 35.99
29.289
30
24.7679
20.087

20
) I

0

5% 10% 15% 20%

Hprp (dt) MWserum (dt)

Grafik 1 : PRP ve FBS icin hticrelerin ikilenme
streleri(dt)(istatistiksel anlamlilik degeri p<0.05)
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4.2. Oil Red Boyama Sonuglari

Oil Red

PRP ile FBS ile

Resim 10 :0il Red boyama sonucu PRP ve FBS'li hlicrelerin

yogunlugu
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A ve B’deki adipojenik farklilasma besi ortamlari ayni, sadece
farkh olarak A’da PRP, B’de FBS kullanildi. PRP kullanilan hicreler

daha fazla, FBS kullanilan hicreler ise daha az farklhlasti.

Ikilenme siireleri; PRP kullanilan hicreler FBS kullanilan

hlcrelere gore yaklasik 2 kat daha hizli farkhlasti.

PRP icerdigi yogun blylme faktorleri nedeniyle PRP kullanilan
hicrelerin FBS’li hlicrelere goére canhliginin daha iyi oldugu

gbézlemlendi.

Boyanmamis hucreler; PRP iceren hicreler 2 ginde %80 oraninda
konfluent olurken, FBS igeren hicreler 3 ginde %80 oraninda
konfluent oldular. %80 oraninda konfluensi sonrasi iki kiltire de
21'er gun farkhlasma doénemi tanindi. Farklilastirma fotograflari

besi ortamlari eklendikten sonra gérintilendi.

41



4.3. Flow sitometri Sonuclari

Count

Count

Resim 11 : Flow Sitometri sonuglari
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Flow sitometri sonuclarina gére AD-SCs, CD34 ve CD45 yuzey
belirtecleri icin negatif sonu¢ verirken; CD90 ve CD105 ylzey

belirtecleri icin pozitif sonug verdi.

4.4. Trypan Blue Canhilik Testi Sonucglari

Trypan Blue Testinde PRP’de 53 canh 2 6l hlicre, FBS'de 27

canli 11 6lG hicre géruldi.

PRP; T75 cm?'lik flaskta (1ml'de)
53 x 20.000 (canli hicreler igin)
2 x 20.000 (6lG hiacreler igin)

FBS; T75 cm?'lik flaskta (1ml’de)

27 x 20.000 (canli hicreler igin)
11 x 20.000 (6lG htcreler igin)

TRYPAN BLUE CANLILIK TESTI

SONUCLARI
1,200,000
1,060,000
1,000,000 = Canli Hicre = OlG Hicre
800,000
600,000 540,000

400,000
220,000

200,000

40,000

0

o

RP

-
(%]

B

Grafik 2 : Trypan Blue Canlilik Testi Sonuclari



5. TARTISMA

PRP, tam kanin santrifij edilmesiyle elde edilen ve tam kandan
daha yuksek oranda trombosit konsantrasyonuna sahip olan

hicresel icerikli plazma komponentidir (22).

PRP uygulamasi, insandan alinan az miktardaki kanin 6zel bir
santrifij isleminden gecirilerek, Ustte kalan plazma ve dibe ¢coken
eritrositler arasinda bulunan ve trombositten zengin oldugu igin
PRP denilen plazmanin yine ayni kisiye enjeksiyon yoluyla geri
verilmesi islemidir. PRP yiksek oranda blyime faktord
icermektedir. Trombositlerden salinan blyume faktoérleri hlicrelerin
onarim mekanizmasini devreye sokmaktadir ve bdylece yaralarin
iyilesmesi, cildin onarimi, kemik ve kikirdak rejenerasyonu gibi
hasarli  bdlgelerin  tedavisinde etkin bir ydntem olarak
kullanilmaktadir. Otolog PRP ilk olarak 1987 yilinda Ferrari M. ve
arkadaslari  tarafindan  kullanilmaya baslanmistir ve kalp

cerrahisinde kullaniimistir (24).

2014 yihinda Richard J. Griffeth ve arkadaslari yunuslarda
rejeneratif tip uygulamalari kapsaminda PRP’yi ve AD-SCs'i birlikte
uygulamiglardir. Bu calisma yunuslardaki yaralarin PRP ile tedavi
edilebilecegini gostermistir. Bu calismada 9 farkli yunustan tam kan
ornekleri toplanmistir ve trombositleri iki katindan fazla konsantre

eden basit bir 6zgln protokol gelistirilmistir (25).

Geleneksel adipoz doku naklinde (transplantasyonunda)
hicrelerin yasama yetenedi oldukca dislktlr ve zayif absorbsiyon
oranina sahiptirler. Gincel calismalar PRP, SVF ve AD-SCs’in
kombinasyonu ile tedavinin nakledilen adipoz dokunun sag kalim
oranini arttirdigini bildirmektedir. 2014 yilinda Deok-Yeol Kim ve
arkadaslari bu konuda yaptiklari calismalarinda PRP, AD-SCs ve

SVF kombinasyonu ile nakillerin sag kalimininin ilk olarak es
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zamanli kiyaslamasini  yapmislardir ve olumlu sonuglar elde
edildigini bildirmislerdir (26).

2014 yihinda Ariadne Cristiane Cabral Cruz ve arkadaslari,
kemik rejenerasyonu ve maturasyonunda PRP’ye kombine edilen
insan AD-SCs'in in vivo etkinligini degerlendirmislerdir ve PRP ile
birlikte AD-SCs kombinasyonunun kemik rejenerasyonunu ve in

vivo kemik maturasyonunu gelistirdigini géstermislerdir (27).

2014 yihinda Jaewoo Pak ve arkadaslari, 43 yasinda erkek bir
hastada AD-SCs ve PRP kombinasyonu ile femur basi avaskduler
nekrozunun tedavi edildigini bildirmislerdir. Bu calismada AD-SCs
iceren SVF, PRP ve hyaluronik asit ile karistirilarak uygulanmistir
(28).

Tendon yaralanmalar ya da incinmeleri yaygindir, iyilesmesi
zordur ve genellikle tedavisi fibrozis ve skar olusumuyla
sonlanmaktadir. 2014 vyilinda Lei Chen ve arkadaslar asil
tendinopatili farelerde tendondan tlretilen kék htcreleri ve PRP'yi
birlikte kullanarak etkinligini degerlendirmislerdir. Bu calisma ile
tendondan tdretilen MKH'in sican asil tendonunun tedavisinde

PRP’ye destek oldugunu géstermislerdir (29).

Farkli literatlrlerde FBS/FCS yerine PRP kullanilarak in vitro
adipositlere farklilastirma esnasinda etkinligi arastiriimis ve
birbiriyle celiskili sonuglar bildirilmistir (30). Insan MKH’lerinde
adipositlere farklilastirma esnasinda PRP'nin etkinliginin arastirildigi
bazi calismalarda AD,SCs ve BM-SCs'in PRP ile kombinasyonunun
adipogenezi azalttigi gosterilirken bazi calismalarda ise farkhlik
gozlenmedigi belirtilmistir (30). Chieregato ve ark. nin calismasinda
bizim calismamizda da oldugu gibi 06zellikle ileri pasajli MKH
secilmistir ve PRP’nin FBS’ye gobre ikilenme siresini kisalttigi,

canhligi ve hlcre sayisini arttirdigi tespit edilmistir (31). Ayrica,
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Cervelli ve ark. da PRP'nin insulin ile kombine verilince etkili

oldugunu bildirmislerdir.

Bu celiskili durumlarin aydinlatilmasi icin yaptigimiz bu
calismada AD-SCs’in hem kdltirasyonu sirasinda hem de
adipositlere farklilastiriilmasi esnasinda hayvansal kaynakli FBS/FCS
yerine insanin kendi kanindan alinip elde edilen PRP kullanilarak
etkinligi FBS ile kiyaslamali olarak arastirilmistir ve PRP agisindan
olumlu sonuclar elde edilmistir. Calismamizda adipoz doku
kullanmamizin nedeni adipoz dokunun liposaksin veya lipektomi
gibi basit cerrahi girisimler sirasinda kolayca elde edilebilmesi yani
sira kemik iligi ve diger MKH kaynaklarina gére daha fazla miktarda
MKH icerigine sahip olmasi ve in vitro ortamda daha kisa slirede
daha fazla hiicre elde edilebilmesidir. Kullandigimiz kok hicreler
nispeten yash yani ileri pasajli (pasaj 5-6) olan hcrelerdi. Erken
pasaj hilcreleri segmememizin, 5.-6. pasaj hicreleri tercih
etmemizin sebebi ileri pasajlarda hlicre godalmasinin yavaslamasi
ve zorlasmasindandir. Fazla hicre elde edebilmek igin ileri
pasajlara gereksinim vardir ve PRP ve FBS'nin ileri pasajlardaki

etkinligini gérmek bu konuda fikir verebilecektir.

Bizim calismamizda elde ettigimiz sonuglar PRP'nin in vitro
ortamda kdk hicrelerin codaltilmasi ya da farkhlastirilarak 6zgin
doku hicrelerine doénistiridlmesi esnasinda da yararli oldugunu
gbéstermektedir. FBS yerine PRP kullaniminin in vitro kultirasyon ve
diferansiyasyon asamalarinda hiicre ¢ogalmasini arttirmasi ve dt'
kisaltmasi ve bunu ileri pasaj hlicrelerinde bile saglayabilmesi kisa
slirede daha fazla miktarda hilicre eldesini de saglayacadgindan

oldukca 6nemlidir (32).
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6. SONUC VE ONERILER

AD-SCs’in kuiltlirasyonunda ve adipositlere farkhlastiriimasi
esnasinda hicre kaltdrd ortamina bldydme faktoérlerini igeren
hayvansal serum olan FBS veya FCS kullanildigi bilinmektedir.
Farkh literatlirlerde FBS/FCS vyerine PRP kullanilarak etkinligi
arastirilmis ve birbiriyle c¢eligkili sonucglar bildirilmistir. Oysa
hayvansal kaynakli materyal yerine otolog kaynaklh materyal
kullanmak bircok acidan daha avantajlidir. FBS/FCS yerine insanin
kendi kanindan alinip otolog olarak elde edilen PRP kullanilarak bu
hicrelerin tedavi amaciyla kisiye uygulanmasi sirasinda alerjik
reaksiyonlarin ve immin reddin engellenmesi en dnemli
avantajlarindan biridir. Ayrica PRP, icerisindeki buytme faktorleri
sayesinde FBS’ye gore hicrelerin cogalma hizini arttirarak, ikilenme
suresini kisaltir ve daha kisa slrede daha c¢ok htcre elde
edilebilmesini sadlar. Bizim c¢alismamizda bu celiskili durumu
aydinlatmak icin hem AD-Scs'in kultirasyonunda hem de
adipojenik farkhlastirma esnasinda FBS vyerine PRP kullanilarak
PRP'nin daha etkin oldugu gosterilmistir (p<0.05). Bu gline kadar
PRP oOzellikle rejeneratif tip alaninda ve doku tamirinde daha c¢ok
kdk hiucre uygulamalarina kombine edilerek kullaniimistir ve
icerigindeki buylime faktorleri, sitokinler ve kemokinler sayesinde
parakrin etki yoluyla kék hicrelerinin etkisini arttirdigi bildirilmistir.
Bizim calismamizda elde ettigimiz sonuglar PRP'nin in vitro ortamda
kok hicrelerin c¢ogaltiimasi ya da farkhlastinlarak 6zgin doku
hicrelerine dondstlrilmesi esnasinda da vyararh  oldugunu
gOstermektedir. FBS yerine PRP kullaniminin otolog oldugu igin
sagladigi avantajlart  yani sira in vitro kiltlirasyon ve
diferansiyasyon asamalarinda hiicre ¢ogalmasini arttirmasi ve dt'
kisaltmasi ve bunu ileri pasaj hlicrelerinde bile saglayabilmesi kisa

slrede daha fazla miktarda hlicre eldesini de saglayacagindan
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oldukca 6nemlidir ve in vitro uygulamalarda otolog PRP kullanimi

rahatlikla 6nerilebilir.
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