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1. GIRIS

1.1. Kok Hiicreler

Kok hiicreler, kendilerine 6zgili yenilenme ve yeni kok hiicre iiretiminde sinirsiz
mitoz boliinme yetenegine sahip olup farkli viicut dokularini olusturmak iizere
kontrollii ortamlarda ¢ok yonlii farklilasma karakterine sahip olan hiicrelerdir. Kok
hiicrelerin farklilasma asamalar1 gen ekspresyon analizi ile gosterilmektedir. Halen
gelismekte olan bir bilim dali olmasi nedeniyle kok hiicrelerin tanimlanmasinda
kullanilan belirtegler bu hiicreleri degerlendirme kriterleri i¢in heniiz tam olarak
yeterli degildir. Hiicrelerin elde edildigi tiirler, kok hiicre popiilasyonlart arasindaki
benzerlikler ve farklilasma sathalarindaki farkliliklar bu durumu daha karmasik hale
getirmektedir (Hodgkiss-Geere, 2012).

1.2. Kok Hiicre Kaynaklari

Zigottan veya blastomerden elde edilen kok hiicreler totipotent olarak kabul
edilmekte ve her iic germ tabakasina da farklilagma kabiliyetleriyle bir birey
olusturabilme kapasitesine sahiptirler. Embriyonun i¢ hiicre kiitlesi de her ii¢ germ
tabakasina farklilagabilmekte, fakat plasentaya farklilasamamaktadir. Bu hiicrelerde
pluripotent hiicreler olarak siniflandirilmaktadir (Dattena ve ark., 2009; Gade ve ark.,
2012). Embriyonik kok hiicreler ilk olarak fareden elde edilmistir. Daha sonrasinda
hamster, tavsan, sican, maymun, tavuk, insan, kopek, kedi, at, domuz, inek, koyun,
keci ve mandadan embriyonik kok hiicre elde edilmistir. Embriyonik kok hiicreler
insanlarda genellikle bes ila yedi giinliik embriyolardan elde edilmektedir.
Embriyonik kok hiicrelerin izolasyonu embriyonun Oliimii ile sonuglanmakta
oldugundan bu yontemin kullanimi etik degildir. Bunlarin yani sira fotustan da kok
hiicre eldesi yapilabilmekte ve bu islem i¢in abort edilen fotuslar
kullanilabilmektedir. (Friedenstein ve ark., 1970; Gade ve ark., 2012). Yetiskin kok
hiicreler ise elde edildikleri kaynaga gore mezenkimal kok hiicreler, hematopoetik

kok hiicreler, noral kok hiicreler, deri kok hiicreleri, retinal kok hiicreler gibi farkli



tiplerdedir. Mezenkimal kok hiicreler genellikle kemik iligi, yag doku, gobek
kordonu kan1 (UCB), amniotik sivi, plasenta, dis pulpasi, tendon, sinovial membran
ve iskelet kas1 gibi dokulardan elde edilmektedir (Quimby ve Dow, 2015; Toghraie
ve ark., 2011). Multipotent olarak simniflandirilan bu hiicreler fibroblastlar, kas,
kemik, tendon, ligament ve yag doku gibi hiicre ve dokulara farklilasabilme
potansiyeline sahiptir. Fare kemik iliginden mezenkimal kok hiicreler ilk olarak
Friedenstein ve arkadaslar1 (1970) tarafindan koloni birimleri olusturan fibroblastlar
olarak izole edilmis ve daha sonrasinda Caplan (1971) tarafindan bu terim literatiire
eklenmistir. Insan, at, sican, fare, kdpek, koyun, sigir gibi bircok farkli tiirden
mezenkimal kok hiicre izolasyonu yapilmistir (Eslaminejad ve Fagihi, 2011; Gade ve
ark., 2012). Mezenkimal kok hiicreler, rejeneratif tipta hiicresel tedavi uygulamalar
icin oldukg¢a kullanighidir. Birgok farkli dokudan mezenkimal kok hiicre izolasyonu
yapilmakla birlikte, ¢ogunlukla kemik iligi ve yag dokudan elde edilen hiicreler
kullanilmaktadir. Kok hiicreler allojenik, otolog veya zenojenik olarak insan ve

hayvanlara uygulanabilmektedir.

1.3. Kok Hiicre Tedavisinin Avantaj ve Dezavantajlari

1.3.1. Kok Hiicre Tedavisinin Avantajlar:

Embriyonik kok hiicreler, biitiin hiicre tiplerine farklilagabilmekte ve bu hiicrelerin
sonsuz mitoz kapasiteleri bulunmaktadir. Bu mitoz kapasiteleri ile embriyonik kok
hiicreler sinirsiz hiicre kaynag1 olabilme potansiyelindedir. Kok hiicre izole edilecek
dokular in vitro fertilizasyon kliniklerinden elde edilebilmektedir (Brederlau ve ark.,
2006).

Yetiskin kok hiicreler de embriyonik kok hiicreler kadar olmasa da ¢ok sayida
dokuya farklilasabilmektedir. Ayrica otolog kullanima imkan vermesi dolayisiyla
immunojeniteleri olduk¢a diisiik olan bu hiicreler bircok dokudan kolayca elde
edilebilmektedir. Yetiskin kok hiicrelerde tiimor olusma riski son derece diisiiktiir.
Bu hiicreler genelde ¢ok az invazif yontemlerle dondrden toplanabilmektedir (Lin ve
ark., 2012).



1.3.2. Kok Hiicre Tedavisinin Dezavantajlar:

Kok hiicre tedavisi halen gelisme siirecinde olup basarili sonuglar i¢in heniiz yeterli
giiveni kazanamamustir. Insanlar, kok hiicre tedavileri gibi bir secenegi kabul etmek
icin heniiz yeterli bilince sahip degildir. Hiicresel tedavi, son derece gelismis arag
gerecleri ve biiyiik bir harcama isteyen en son teknolojiyi gerektirmektedir (Frisbie

ve Smith, 2010).

Embriyonik kok hiicrelerin izolasyonu, hiicrelerin elde edildigi embriyoyu
yok etmek anlamina gelmektedir. Bu nedenle etik olarak uygun goriillmemektedir.
Bununla birlikte bu hiicrelerin transplantasyonu sonrasinda immunolojik
reaksiyonlarin gozlenmesi olasilig1 yliksektir. Embriyonik kok hiicrelerin uniform
olarak tek bir hedef dokuya farklilagtirilabilmesi de yiiksek farklilagsma potansiyelleri
nedeniyle daha zordur. Ayrica embriyonik kdok hiicreler tiimoér olusumuna sebep

olabilmektedir (Brederlau ve ark., 2006).

Yetigkin kok hiicreler, embriyonik kok hiicrelere nazaran daha diisiik bir
farklilasma kapasitesine sahiptir ve daha az ¢ogalip, daha kisa 6miirlii olmaktadir.
Bunun yami sira bazi durumlarda gerekli sayida hiicreyi elde etmek miimkiin

olamamaktadir (Lin ve ark., 2012).

1.4. Kok Hiicre Tedavisi

Kok hiicre tedavisi, bir hastalifin tedavisinde veya Onlenmesinde herhangi bir
bi¢imde kok hiicrelerin uygulanmasidir. Bu tedavi yontemi hem insan, hem de
veteriner hekimlik alanlarinda biiyiik katki saglamaktadir. Kok hiicre uygulamalari
atlar, kediler ve kopeklerde bir¢ok arastirmada kullanilmis olmakla beraber, bu
alandaki calismalarin hala gelistirilmesi gerekmektedir. Hayvanlarda 6zellikle

myokard infarktiisii, osteoartritis, tendinitis, osteokondrozis, kas distrofileri, inme



gibi bir¢ok hastalikta rejeneratif tedavinin popiilerligi giderek artmaktadir (Gade ve
ark., 2012).

Kok hiicreler trasnplante edildiklerinde, doku yenilenmesi direkt ve indirekt
olmak {izere iki muhtemel mekanizma ile gergceklesmektedir. Dokuya 6zel hiicrelere
farklilasmak suretiyle direkt olarak; yangiy1 azaltan, hiicre 6liimiinii durduran ve
dokunun rejenere olmasini saglayan proteinleri sentezlemek suretiyle de indirekt
olarak bu etkiler ortaya ¢ikmaktadir (Yagi ve ark., 2010). Veteriner hekimlikte kok
hiicrelerin ~ klinik  uygulamasi, hiicrelerin  kokeni, izolasyon teknikleri,
karakterizasyon, ¢ogaltma, uygulama ve dozaj konularinda standardizasyonun heniiz
yapitlamamis olmasi nedeniyle halen arastirma asamasindadir (Lopez ve Jarazo,

2015).

1.5. Atlarda Amniotik Membran Histolojisi

Amniotik membran kalin bir bazal membrana sahip epitel katman ve altindaki bag
dokudan olusmaktadir. Bu membran amniyon kesesinin duvarini olusturur. Kisraklar
diffuz tip epiteliokorial plasentaya sahiptir (Banks, 1993) ve amniotik membran
epiteli, tek katli prizmatik epiteldir. Bu epitel katman avaskiiler bir bag doku
tarafindan desteklenmektedir (Sekil 1.1).
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Sekil 1.1. Amniotik membran histolojisi. A: Amniotik epitel katman; B:
Amniotik mezenkimal katman; C: Allantoik mezenkimal katman; D: Allantoik
epitel katman. Ok: Amniyon ve allantois aras1 sinir bolge. (H & E) (Lange-
Consiglio ve ark., 2012).

1.6. Kok Hiicre Tedavisinin Biiyiik Hayvanlarda Kullanimi

1.6.1. Tendinit

Viicuttaki diger dokulardan farkli olarak tendon ve ligamentlerin iyilesme siireci
zordur ve 6zel tedavi segenekleri gerekmektedir. Mezenkimal kok hiicreler 2010°da
Crovace ve arkadaslari tarafindan atlarda tendinit tedavisinde basar1 ile
uygulanmistir. Atlarda deneysel olarak fleksor siiperfisiyal tendonda olusturulan
tendinit vakalarinda mezenkimal kok hiicreler ve IGF’nin birlikte kullanimi ile
tyilesmede belirgin bir gelisme goriilmiistiir. Mezenkimal kok hiicre uygulamasinin
doku organizasyonunda, kompozisyonunda ve mekanik Ozelliklerini geri
kazanmasinda iyi sonuglar sagladigi bildirilmistir (Smith ve ark., 2003). Digital
stiperfisiyal fleksoér tendon yaralanmalari sonrasinda tedavi edilen hayvanlarin

yaklagik % 90 oraninda atletik fonksiyonlarini tamamen geri kazandiklar1 ve



herhangi bir niiks olayr olmadigi gozlenmistir (Pacini ve ark., 2007). Ayrica yag
dokudan elde edilen stromal vaskiiler fraksiyon tedavisinin, atlarda tendinitte belirgin
bir iyilesme sagladigi bildirilmistir (Nixon ve ark., 2008). Yag doku kaynakli
mezenkimal kok hiicre tedavisi de atlarda deneysel olarak olusturulan tendinit
modellerinde iyilesmeyi arttirmistir (de Mattos Carvalho ve ark., 2011). Bunlarin
disinda kok hiicrelerin klinik uygulamalan ile atlarda tendinopatiler ve ortopedik
hasarlarda elde edilmis basarili sonuglar da bulunmaktadir (Frisbie ve Smith, 2010;
Koch ve ark., 2009).

1.6.2. Kikirdak Yaralanmalari / Osteoartritis

Lateral trohlear ¢ikintida 15 mm capinda eklem kikirdag: defekti olan 12 ata, kemik
iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler ile tedavi uygulandiginda, otuz giin sonra
yapilan muayenede hastalarin durumlarinin iyiye gittigi gézlenmistir (Wilke ve ark.,
2007). Dahasi preklinik arastirmalar insanlarda kok hiicre tedavisinin meniskiis ve
kikirdak yenilenmesinde tatmin edici sonuglar alindigini gostermistir (Najar ve
ark.,2010; Yagi ve ark., 2010). Kemik iligi konsantresi de atlarda kikirdak
tyilesmesinde kullanilmistir (Fortier ve ark., 2010). Tavsan, fare, sican gibi kiiciik
hayvanlarda mezenkimal kok hiicrelerin otolog kullanimi ile deneysel olarak
olusturulan kikirdak defektlerinde rejenerasyonun daha iyi gelistigi gozlenmistir
(Chu ve ark., 2010). Hidaka ve arkadaslar1 (2003) da atlarda olusturulan kikirdak

defektlerinde hyalin benzeri doku iyilesmesinin hizlandigini belirtmistir.

1.7. Trombositten Zengin Plazma (PRP)

Trombositten zengin plazma (PRP) ilk olarak 1914’te Dimond ve arkadaslari
tarafindan bulundu. 1974’e kadar trombositlerin sadece kan ve kan dolagimu ile ilgili
oldugu diisliniilmekteydi. 1974’te Ross ve arkadaglar1 diiz kas hiicre kiiltiirii

medyumuna trombosit ve kalsiyum verilmesiyle mitoz boliinmesinin ve hiicresel



proliferasyonun arttigint  gostermislerdir. Bu arastirma trombositlerin sadece
hemopoetik sistemde rol oynadigi fikrini yikan devrimsel bir bulus olmustur ve
bilimsel alanda bu konu biiyiik bir ilgi ¢ekmistir. Takip eden donemde yapilan
arastirmalarda biiytime faktorlerinin kesifleri ger¢eklesmis ve sirasiyla, PDGF, TGF-
B, IGF-1, VEGF biiyiime faktorlerinin varligr gosterilmistir (Witte ve ark., 1978;
Assoian ve ark., 1983; Karey ve Sirbasku, 1989; Banks ve ark., 1998). 1987°de
PRP’nin ilk otolog kullanimi yapilmis ve uygulamanin gergeklestirildigi kalp
operasyonu sonrasinda herhangi bir post operatif komplikasyon bildirilmemistir
(Ferrari ve ark., 1987). Zamanla birlikte PRP uygulamalar1 ameliyatlarda ve topikal
uygulamalarda diisilk maliyeti, kolay kullanimi ve igerdigi biliylime faktorlerinin
etkileri sayesinde sikc¢a kullanilan popiiler bir tibbi iiriin haline gelmistir (Elder ve
ark., 2015; Zhang ve ark., 2005). Giiniimiizde PRP, diisiik maliyeti, bol miktarlarda
elde edilebiliyor olmasi, immun red reaksiyonun diisilk olmasi, uzun siire
depolanabilme ve genis uygulama yelpazesi gibi 6zellikleri ile tedavilerde tercih
edilmektedir (Rodriguez ve ark., 2014).

1.8. PRP’nin Tanimlanmasi

Trombositten zengin plazma, az miktardaki plazma igerisinde, graniillerinde bol
miktarda biiylime faktorleri igeren trombositlerin toplanmasiyla elde edilen, anti
enflamatuar, analjezik ve anabolik Ozelliklere sahip bir driindiir. Trombosit
konsantrasyonu, lokosit sayilari, biiylime faktorii miktarlar1 gibi parametrelerdeki
sayisal degisiklikler ve hazirlama metodlar1 arasindaki farkliliklar sebebiyle ne beseri
hekimlikte ne de veteriner hekimlikte PRP igin {izerinde uzlasilmis bir yontem ve
tanimlama bulunmamaktadir. PRP'de trombosit sayis1 ile birlikte, lokositlerin
optimal konsantrasyonu da tartismali konular arasindadir (Castillo ve ark., 2011;
Dohan Ehrenfest ve ark., 2009; McLellan ve pelvin, 2011). Bir¢ok arastirmada PRP,
topikal veya intralezyonal kullanim i¢in uygun bir {irlin olarak tanimlanmaktadir
(Anitua ve ark., 2004; Argiielles ve ark., 2006; Marx, 2004; Textor, 2011). Beseri
tipta PRP’nin hazirlanmasinda kullanilan yontemler hakkinda daha kapsamli

caligmalar bulunmaktadir (Yazawa ve ark., 2003). Boswell ve arkadaslar1 (2003),



insanda PRP i¢in en az 200x10%L trombosit igeren plazmanin PRP sayilabilecegini
One siirmiislerdir. Baz1 bilim insanlar1 trombosit konsantrasyonunun tedavi amacl
kullanimda etkili olabilmesi igin 300x10° trombosit/L ile 1500x10° trombosit/L
aras1 konsantrasyonda olmasi1 gerektigini bildirmislerdir (Anitua ve ark., 2004; Giusti
ve ark., 2009; Textor, 2011). Diger yandan bazi arastirmacilar veteriner hekimlikte
de PRP terminolojisini kullansalar da atlarda PRP i¢in giivenilir bir tanimlama hala
yapilmamistir  (Jean-Claude lonita, 2014; Textor, 2011). PRP tam kanin
santrifiijlenmesi ile elde edilir. PRP’yi elde etmek kolay ve hizli bir islemdir.
Santrifiij isleminden sonra elde edilen trombositlerdeki graniillerde bol miktarda
bulunan biiyiime faktorleri, aktivasyon sonrasinda bu graniillerden salgilanirlar. Bu
sayede farkli dokularin tedavisinde, hastanin kendi kan1 bir biiyiime faktorii kaynagi
olarak otolog uygulama ile kullanilabilmektedir (Alsousou ve ark., 2009; Borrione ve
ark., 2010; Lee ve ark., 2011; Nguyen ve ark., 2011; Soomekh, 2011).

1.9. PRP’nin Hazirlamis1 ve Aktivasyonu

PRP hazirlanmasi ile ilgili ilk detayli veriler Mehta tarafindan 1970°te bildirilmistir
(Mehta, 2010). Sonrasinda bilim insanlar1 bu protokolii zamanla siire, hiz ve mesafe
gibi santrifiij fizigi ve mekanikleri ile gelistirmislerdir. PRP hazirlanmasi ile ilgili iki
onemli protokol bulunmaktadir. Bunlar tek adimli ve iki adimli PRP hazirlama
olarak adlandirilmaktadir. Fakat tartigmalarin Gtesine gecgebilen kesin ve somut bir
protokol heniiz bulunmamaktadir. Ayn1 zamanda PRP hazirlanis1 ile ilgili ticari
preparatlar da piyasada satilmaktadir (Gao ve ark., 2009; Grageda, 2004; Griffin ve
ark., 2009). Biiyiime faktorlerinin graniillerden salgilanmasi aktivasyona baglidir.
PRP aktivasyonu ekzojen veya endojen yollarla yapilabilmektedir. Tekrarlayan
dondurup c¢ozdirme teknigi trombositleri pargalayarak endojen aktivasyonu
saglamaktadir. PRP aktivasyonunda diger yaygin metod ise PRP’ye kalsiyum klorid
ve/veya trombin eklenmesidir (Roh ve ark., 2016). PRP aktivasyonunda kalsiyum
Klorid ve/veya trombin eklenmesi ile yapilan aktivasyonlar arasinda bir fark

gozlenmedigi bildirilmistir. Trombinin pihtilagtirict  etkisi  ve istenmeyen



reaksiyonlara sebebiyet verebilmesi nedeni ile tercih edilmemektedir (Textor ve
Tablin, 2012).

1.10. Atlarda PRP

Atlarda trombosit konsantrasyonunun belirlenmesinde insan PRP’sine ait
parametreler baz alinmistir. Fakat iki tiir arasinda normal trombosit
konsantrasyonunda ve fizyolojilerinde farkliliklar vardir. 142000/ml trombosit
konsantrasyonu ile atlar, memeliler arasinda en diisiik trombosit konsantrasyonuna
sahiptir (Boudreaux ve Ebbe, 1998). Genellikle PRP’de trombosit konsantrasyonu
normal kanin 3 ila 5 kati1 arasinda olmaktadir. Bazi1 calismalarda atlarda, PRP'de
trombosit konsantrasyonu 310.4+164.5x10° trombosit/L olarak belirlenmistir (Hessel
ve ark., 2015).

1.11. PRP’nin Uygulanmasi

Trombosit graniillerinde bulunan ve aktivasyon sonrasinda varligi saptanan en az
yedi Onemli biiyiime faktorii vardir. Bunlar epidermal biiyiime faktorii (EGF),
degistirici biiyiime faktorii B (TGF-8), trombosit kokenli biiylime faktérii (PDGF),
vaskiiler endoteliyal biiylime faktorii (VEGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF),
insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF) ve keratinosit biiyiime faktoridiir (KGF).
Normal kan plazmasi ile karsilastirildiginda PRP yukarida bahsedilen biiyiime
faktorlerini oldukca yiiksek konsantrasyonlarda icermekte ve rejeneratif tipta
arzulanan terapotik etkileri bu sayede gostermektedir (Borrione ve ark., 2010;
Yoshida ve ark., 2013; Yu ve ark., 2011). Mezenkimal kok hiicrelerin proliferasyonu
ve farklilagtirllmasi epidermal biiylime faktorii (EGF) ile uyarilmaktadir. EGF,
mezenkimal kok hiicrelerle yapilan in vivo deneylerde erken ve ge¢ osteojenik
belirteglerin ekspresyonunu arttirmaktadir (Liu ve ark., 2013). PDGF, TGF, VEGF,
IGF, EGF ve FGF’nin tendon iyilesme siirecini hizlandirici etkileri vardir (Wang ve
Nirmala, 2016).
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Veteriner hekimlikte, PRP’nin yara iyilesmesi, tendon ve ligament
yaralanmalart gibi durumlarda, 6zellikle atlarin tedavisinde kullanimi giin gectikge
artmaktadir (Bosch ve ark., 2010b, DeRossi ve ark., 2009, Schnabel ve ark., 2007).
PRP’nin atlarda tendon yaralanmalarinda otolog olarak lokal veya topikal yolla
basarili bir sekilde uygulandigi ve olumlu sonuglar alindig1 ¢alismalar bulunmaktadir
(Argtielles ve ark., 2008; Bosch ve ark., 2010b, Castelijns ve ark., 2011; Geburek ve
Stadler, 2011; Georg ve ark., 2010; Waselau ve ark., 2008).

1.12. PRP’nin Mekanizmasi

PRP’nin ¢aligma mekanizmasi ile ilgili kesin bir bilgi olmamasi1 ile birlikte
trombositlerin degraniilasyonu ile aciga ¢ikan yiiksek konsantrasyondaki biiylime
faktorlerinin dokulardaki iyilesme ve yenilenme siirecinde 6nemli bir etkisi oldugu
diisiiniilmektedir (Anitua ve ark., 2004; Marx, 2004). Bu faktorler, yara iyilesmesi,
doku yenilenmesi ve hiicre farklilagsmasi ile yakindan iligkilidir. Baz1 aragtirmacilar,
bu biiyiime faktorlerinin doku iyilesmelerindeki pozitif etkilerini bildirmislerdir
(Eppley ve ark., 2004; Schnabel ve ark., 2007; Sutter ve ark., 2004). Bu biiylime
faktorlerinin ayn1 zamanda potansiyel antienflamatuar, anabolik ve anjiogenik
etkilerinin oldugu da bilinmektedir (Fortier ve ark., 2011). Dermal fibroblast
kiiltirinde PRP’nin etkisi ile tip-1 kollajen ve matriks metalloproteinaz-1
ekspresyonlarinin arttigi goézlenmistir (Kim ve ark., 2011). Doku yenilenmesi
hiicresel mitoz dongiisii ile dogrudan iliskilidir. Tip-1 Kkollajen ve matriks
metalloproteinaz-1'de G1 fazinin pozitif regiilatorleridir. G1 faz1 regiilatorlerindeki
artis doku rejenerasyonunu arttirmakta ve boylelikle yara iyilegsmesi hizlanmaktadir

(Cho ve ark., 2012; van Pham ve ark., 2013).

Trombosit aktivasyonu ile salgilanan biiyiime faktorlerinin arasinda yakin iliski
mevcuttur (Zimmermann ve ark., 2001). PRP'nin igerisinde intraseliiler graniillere
(cogunlukla alfa graniiller) sahip trombositler, daha az miktarda lokositler ve plazma
bulunur. Lokositler de trombositler gibi kendi intraseliiler graniillerini tagimaktadirlar

ve bu graniillerde baz1 mikro ve makro molekiiller bulunmaktadir. Plazmada yine
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bircok makro ve mikro partikiil kaynagidir. Bu baglamda trombosit ve l8kosit
sayisinin ve bliylime faktorii konsantrasyonlarinin PRP’nin klinik etkisini arttirmada
ana parametreler oldugunu bazi bilim insanlar1 6ne stirmektedir (DeLong ve ark.,
2012). Bu biyomolekiiller, aktivasyon esnasinda trombosit reseptorlerine kollajen,
trombin, trombosit aktive edici faktor, serotonin, kalsiyum, magnezyum, tromboksan
A2 ve adenozin difosfat gibi molekiillerin baglanmasi sonucu agiga ¢ikmaktadir
(Evans, 2013). Trombositlerin mekanik yikimi da PRP’yi aktive etme
yontemlerinden biridir ve bu yolla hiicresel igerik agiga cikarilabilmektedir. PRP'nin
aktiflestirilmesinden hemen sonra biiyiime faktorlerinin salinimi gerceklesir (EI

Backly ve ark., 2012).

Ancak, PRP igerisinde bulunan lokositler, doku onarimi sirasinda biiyiime
faktorlerinin aktivitesini etkileyebilmektedir. Lokosit graniilleri igerisinde, kendi
enflamatuar sitokinlerini igerir ve eger bu graniiller yeterli miktarda enflamatuar
sitokin iceriyorsa, PRP igerisindeki bu lokositler bazi transfiizyon sonrasi
komplikasyonlara neden olabilmektedir (Bordin ve ark., 1994; Davenport ve Kunkel,
1994). Dolayisiyla PRP igerisindeki 16kositlerin azaltilmasit veya uzaklastirilmasi
enflamatuar sitokinlerin etkilerinden kac¢inmak adina Onemlidir (Muylle ve

Peetermans, 1994; Palmer ve ark., 1998).

1.13. PRP ve Kok Hiicreler

Kok hiicrelerin PRP ile kombine uygulanmasi daha iyi sonuglar verip vermedigi hala
arastirilmakta olan bir konudur. PRP’lerin mezenkimal kok hiicreler ile in vitro
ortamda birlikte kullanim1 birka¢ makalede bildirilmistir. Roubelakis ve arkadaslar
(2014), in vitro ortamda mezenkimal kok hiicreler ile birlikte PRP kullaniminin
hiicre proliferasyonunu arttirdigin1  fakat osteojenik farklilasma potansiyelini
azalttigimm1 bildirmistir. Bunun yami sira hiicre proliferasyonundaki artisa ragmen
alkalin fosfataz aktivitesinin PRP tarafindan baskilandigi goriilmiistiir (Mishra ve
ark., 2009). Osteojenik farklilagsmadaki bu diisiistin, hiicresel proliferasyondaki

artistan dolay1r hiicre morfolojisinin degismesi ve kemik iireten pre-osteoblastik
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hiicrelerin olusumunun modifiye olmasi ile baglantili olabilecegi dusiiniilmektedir
(Xie ve ark., 2014). Az sayida bilim insani, mezenkimal kok hiicrelerin in vitro
olarak kemik dokuya farklilastirilmasi i¢in %2 ila %5 PRP oraninin ideal
konsantrasyon oldugunu onermektedir. Yiiksek veya az PRP konsantrasyonlarimin
mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik potansiyellerini baskiladigi bildirilmistir
(Yamada ve ark., 2004). Fakat klinik uygulamalar i¢in optimum PRP ve mezenkimal
kok hiicre konsantrasyonu heniiz bilinmemektedir. Bu nedenle klinik uygulama
yontemlerine yonelik optimizasyon ¢alismalari artarak devam etmektedir. Fakat bazi
calismalar mezenkimal kok hiicrelerin in vitro ortamda 7 giin PRP ile muamele
edilmesinden sonra kondrojenik ve osteojenik gen belirteclerinde artis oldugunu da
gostermistir. Caligmada Sox 9 gibi kondrojenik biyobelirteglerin ekspresyonu 10
kattan fazla artarken, erken osteojenik farklilagma biyobelirteci olan RUNX2
ekspresyonunun 2 kat daha az eksprese oldugu goriilmiistiir (Gobbi ve Fishmann,
2016). iskelet kas1 kaynakli mezenkimal k&k hiicrelerin in vitro olarak PRP ile
muamele edilmesi ile proliferasyonun, adhezyonun ve hiicre gégiiniin belirgin bir
sekilde arttig1 saptanmistir (Mifune ve ark., 2013). in vitro ortamda insan subkondral
hiicrelerinde PRP, subkondral progenitdr hiicrelerin vertikal gdclinii uyarmakta ve
kikirdak matriksinin birikimini arttirmaktadir (Kruger ve ark., 2012). Bu calismalar
mezenkimal kok hiicreler ile PRP’nin birlikte kullanimimin o6zellikle kikirdak

defektlerinin rejenerasyonunda umud vaad ettigini gostermektedir.

Insanlarda PRP’nin hazirlanisi, karakterizasyonu (Yazawa ve ark., 2003), ¢ok
amacli kullanimi1 ve insan mezenkimal kok hiicreleri lizerine etkileri bakimindan
bircok calisma (Boswell ve ark., 2012) olmasma karsin, atlarda PRP’nin kok

hiicrelerle birlikte kullanilmasina yonelik ¢alisma sayis1 oldukc¢a azdir.

Hipotez: PRP'nin in vitro olarak amniotik membran kaynakli kok hiicrelerin

proliferasyonunu arttiracagini varsaymaktayiz.

Amag: Atlarda, tendo ve ligament hasarlarinin tedavisinde, PRP ve kok hiicrelerin

birlikte kullanilabilecegi etkili bir yontemin gelistirilmesi amaglanmaktadir.
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Hedef 1: Atlarin amniotik membranindan epitel ve mezenkimal kaynakli kok
hiicreleri izole etmek ve bu hiicrelerin gen diizeyinde kdk hiicre markirlarinin
ekspresyonunu gostermek

Gerekce: Onceki calismalar amniotik membran ve amniotik sivi kaynakli kok
hiicrelerin bazi pluripotent markirlar ile birgok multipotent markirlar1 eksprese
ettiklerini gostermistir. Bu nedenle bu kok hiicrelerin pluripotent ve multipotent
arasinda gegis Ozelliginde oldugu ve yetiskin kok hiicrelerinden daha {istiin
ozelliklere sahip oldugu diisiiniilmektedir.

Hedef 2: Amniotik epitel ve mezenkimal kok hiicrelerin ¢ogalma potansiyallerini,
adipojenik, osteojenik, kondrojenik ve norosferlere farklilasmalarini gostermek.
Gerekce: Atlarin amniotik membranindan elde edilen kok hiicrelerin yag hiicreleri,
kemik hiicreleri ve kikirdak hiicreleri gibi ¢oklu farklilasma kapasitesine sahip
olmasi bu hiicrelerin tendon ve ligament yaralanmalarinda tedavi amagli kullanim
olasiligin1 giiclendirmektedir.

Hedef 3: Atlarda biiyiime faktorlerinden zengin PRP metodunu belirlemek.

Gerekce: Trombositin etkin bir sekilde aktivasyonu ile salgilanan biiyiime
faktorlerinin  konsantrasyonu arasinda yakin bir iliski mevcuttur. Bu biiyiime
faktorlerinin, yara iyilesmesi, doku yenilenmesi ve hiicre farklilasmasi tizerindeki
pozitif etkileri bilinmektedir. Uygun PRP hazirlama yontemiyle optimum
konsantrasyonda biiylime faktorii elde etmek, tedaviden beklenen fayday1
arttiracaktir.

Hedef 4: Farkli sekillerde aktive edilen PRP gruplarinin, amniotik epitel ve amniotik
mezenkimal kok hiicrelerinde proliferasyon iizerine etkisini gdstermek ve uygun PRP
konsantrasyonunu optimize etmek.

Gerekce: Tendon yaralanmalarinda spontan iyilesme hizi oldukga diistiktiir. Nedbe
dokusu olusumu ve Tglincli tip kollajen miktarindaki artisla birlikte tendonun
saglamlig1 azalmakta ve sakatliklar niiks edebilmektedir. Uygun dozda uygulanan
PRP ve kok hiicre kombinasyonu daha hizli bir sekilde proliferasyon saglayarak

tendon ve ligament iyilesmelerinde daha etkili sonuclar alma potansiyeline sahiptir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. At Amniotik Dokularimin Toplanmasi

Hayvanlardan dogum sonras1 amniotik doku ve sivi drneklerinin toplanabilmesi igin
Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Etik Kurulundan onay alindi (AKUHADYEY -
01-16 ve 28.01.2016). Amniotik membranlar, Anadolu Tarmm Isletmesi Miidiirliigii
Mahmudiye Harasi'nda dogum yapan 6 adet kisraktan toplandi.

Gebe kisraklarin dogum semptomlar1 yakindan takip edilerek izlendi.
Dogumdan kisa bir siire dnce kisragin perineum bolgesi %70 alkol ile silinerek
dezenfekte edildi. Fotusun ¢ikisi esnasinda tayin kafasi gozlenir gézlenmez, tayin bas
ve boyun bolgesine denk gelen dorsal ve dorso-lateral bolgesinden allanto-amniotik
membran doku pargalari steril makas ve pens yardimi ile alinarak penisilin-
streptomisin (%2) ve amfoterisin-B (%0.2) igeren steril PBS igerisine konuldu.
Allanto-amniotik membran doku pargalar1 antibiyotikli PBS solusyonunda 3-4 kez

yikandiktan sonra soguk zincirde laboratuvara getirildi.

2.2. At Amniotik Membran Kaynakh Epitel (AEH) ve Mezenkimal Kokenli
Kok Hiicrelerin (AMH) Elde Edilmesi

Hiicrelerin izolasyonu ve kiiltiir iglemleri Consiglio ve arkadaslar1 (2012) tarafindan
tarif edilen metodun kismen modifikasyonu ile gergeklestirildi. Tiim hiicre kiiltiirii
islemleri smif II biyogiivenlik kabini igerisinde yapildi. Laboratuvara getirilen
allanto-amniotik membran doku ornekleri antibiyotikli PBS igeren petri kaplarina
konuldu. 3-4 kez petri kaplar1 i¢erisinde antibiyotikli PBS ile doku 6rnekleri yikandi.
Amniotik membran mekanik olarak allantoisten ayrildi (Sekil 2.1). Amniotik
membran doku ornekleri 2.4 U/ml konsantrasyonunda dispase-11 (Roche, Japonya)
iceren PBS ile 37°C’de 9 dakika inkiibe edildi. High Glikoz DMEM (HGMEM),
%10 FBS, 2mM glutamin, %1 antibiyotik, %0,1 amfoterisin-B iceren soliisyon
igerisinde doku ornekleri 5-10 dakika bekletildikten sonra, 250 ng/mL DNAse
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(Roche, Almanya) 0,93 mg/mL kollajenaz tip 1A (Gibco, A.B.D.) igeren enzim
solusyonu ile 37°C'de 3 saat inkiibe edildi. Doku ornekleri enzimatik olarak
pargalandiktan sonra 100 p’luk filtre siizgecten (Grenier bio-one, A.B.D.) gegcirildi
ve 250 g'de 10 dakika santifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra, hiicreler
HGMEM (Capricorn, A.B.D.), %15 FBS (Biochrom GmbH, Almanya), 2mM
glutamin (Gibco, Birlesik Krallik), %1 pen-strep (Gibco, A.B.D.), 10 ng/mL EGF
(Sigma, A.B.D.) igeren kiiltiir medyumu ile 38,5°C'de ve %5 CO;'li inkiibatdrde
kiiltiire edildi. Kiiltiire edilen bu hiicreler amniotik mezenkimal hiicreler olarak
adlandirilmaktadir. Amniotik epitel kokenli kiicreleri elde etmek i¢in kollajenaz ve
DNAse igeren enzim solusyonu igerisinde par¢alanmayan amniotik membran doku
pargalari tekrar %0,25 Trypsin-EDTA (Gibco, Birlesik Krallik) ile 37°C’de 2 dakika
boyunca inkiibe edildi ve enzimatik olarak pargalanan doku pargalarinin
filtrasyonunu takiben 250 g’de 10 dakika santrifiij edildi. Elde edilen hiicre peleti
ayni kiiltir medyumu ile flasklara ekildi ve 38,5°C'de, %5 CO, igeren ortamda
kiiltire edildi .

Allanto-amniotik membranin yikanmast | Allanto-amniotik membranin yikanmasi

Sekil 2.1. Kisrak amniotik membraninin elde edilmesi
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2.3. At Amniotik Membran Kaynakh Kok Hiicrelerin Kiiltiirii

Atlarin amniotik membranindan elde edilen epitel ve mezenkimal kokenli hiicreler
38.5°C, %5 CO,'li ortamda HGMEM (Capricorn, A.B.D.), %15 FBS (Biochrom
GmbH, Almanya), %1 L-Glutamin (Gibco, BK), 10ng/mL epidermal biiyiime
faktorii (EGF, Sigma, A.B.D.), %1 pen-strep (Gibco, BK) ve %0.1 amfoterisin-B
(Biochrom GmbH, Almanya) igeren kiiltiir medyumunda kiiltiire edildiler.
Tutunamayan hiicreleri uzaklastirmak i¢in 24 saat sonra kiiltiir medyumu degistirildi.
Yaklasik  %80-90 konfluense ulasan hiicreler tripsin-EDTA ile toplandi ve ayni
kiiltir medyumunda pasajland1. Hiicreler 10. pasaja kadar cogaltildi. ilk pasajdan
sonra kiiltir medyumunda %15 yerine %10 FBS kullanildi. Kiiltiir medyumu iig
giinde bir degistirildi. Uglincii, besinci ve yedinci pasajlarda biiyiime egrisi ve
farklilastirma ¢alismalar1 yapildi. Canli ve Olii hiicrelerin sayist trypan mavisi

(Sigma, A.B.D.) ile boyanarak belirlendi.

2.4. Ikiye Katlanma Siiresinin (Doubling Time) Hesaplanmasi

AMH ve AEH’lerin proliferasyon potansiyelleri ikiye katlanma siireleri hesaplanarak
belirlendi. Herbir kuyucuga santimetrekareye 10,000 hiicre konsantrasyonunda
olacak sekilde alt1 kuyucuklu plakalarin 3 kuyucuguna hiicreler ekildi. Hiicreler %90
konfluense ulagana kadar her ii¢ giinde bir kiiltir medyumu degistirildi. %0,25
tyrpsin-EDTA (Gibco, Birlesik Krallik) kullanarak hiicreler toplandi ve 6lii-canli
hiicre sayilar1 belirlendi. Yukarida belirtilen konsantrasyonda 6 kuyucuklu plakalara
hiicre ekimi tekrar yapildi. Bu isleme 10. pasaja kadar devam edildi. Asagidaki

formiile gore ikiye katlanma siiresi hesaplamalar1 yapildi.

Sire = log (2)

Doubling Time =

log (Son Konsantrasyon) — log ( Baslangi; Konsantrasyonu)
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2.5. AMH ve AEH’lerde Biiyiime Egrisinin (Growth Curve) Belirlenmesi

Biiylime egrisi olusturmak ve hiicre proliferasyonunun davranigsal diizenini
gosterebilmek amaciyla, {igiincii, besinci ve yedinci pasajda santimetrekareye 8,000
hiicre yogunlugunda olacak sekilde 4 kuyucuklu plakalara (Thermo Scientific,
Danimarka) amniotik mezenkimal hiicreler ve amniotik epitel hiicreleri ekildi. Her
iki giinde bir dort kuyucuktan hiicreler toplanarak 14. giine kadar sayildi. Bu islem

alt1 farkl attan elde edilen altisar 6rnekte tekrarlandi.

2.6. Koloni Olusturma Potansiyeli

Birinci, ticlincii ve besinci pasajlarda kok hiicrelerin  koloni olusturabilme
yeteneklerini degerlendirmek i¢in santimetrekareye sirasiyla 100, 250 ve 500 hiicre
olacak sekilde alt1 kuyucuklu plakalara hiicreler ekildi ve ekilen hiicreler 15 giin siire
ile kiltir medyumu igerisinde kiiltiire edildi. Her {i¢ giinde bir kiiltiir medyumu
degistirildi. 15 giiniin sonunda plakalardaki hiicreler %4 paraformaldehit ile 30
dakika tespit edildi. Distile su ile yikandiktan sonra 15 dakika %0,02 kristal violet ile
boyamalar1 gerceklestirildi. Distile su ile 3 defa yikandiktan sonra stereomikroskop
altinda incelendi. Degerlendirme agamasinda en az 16-20 hiicre igeren koloniler

dikkate alinarak koloni sayimi yapildi (Lange-Consiglio ve ark., 2013).

2.7. AMH ve AEH’lerin Yapisma Profili (Adhezyon Profile)

Atlardan elde edilen AMH ve AEH’lerin yapisma profilleri su sekilde saptandi; 96
kuyucuklu plakalara 100pl icerisinde 10,000 hiicre olacak sekilde hiicreler ekildi ve
38,5°C’de karbondioksitli inkiibatorde 48 saat inkiibe edildi. Kiiltir medyumu
uzaklastirildiktan sonra kuyucuklar 200 ul PBS ile yikandi ve %1 gluteraldehit tespit
solusyounu ile hiicreler 30 dakika tespit edildi. Tespit solusyonu uzaklastirilip PBS
ile iki kez kuyucuklardaki hiicreler yikandiktan sonra, %0,02 kristal violet ile 15

dakika hiicreler boyandi. Boyamadan sonra akarsu ile yikama yapildi ve 96
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kuyucuklu plaka ters cevrilip hafifce vurularak plakadan su uzaklastirildi. Her
kuyucuga 150 pl %70 etanol eklendi. Plastik koruyucu bant ile plakalar kaplandi ve
plaka aliminyum folyo ile sarilarak karanlik ortamda calkalayici tizerinde 1 saat oda

1s1sinda bekletildi. Elisa okuyucuda 595nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii.

2.8. Atlarda Yiiksek Sayida Trombosit Elde Etme Yonteminin Belirlenmesi

Yiiksek sayida trombosit konsantrasyonunu elde edebilmek igin farkli yontemlerle
PRP elde edildi. Cift santrifiij metodu ile trombositler toplandi. Calismamizda daha
once baska tiirlerde denenen dort farklt metodu sectik. Dokuz adet saglikli attan
antikoagiilanli kan torbalar1 ile (Birsel kan torbast CPDA-1, model#BB-01, Tiirkiye)
kan alindi. Alinan kanlarda kan sayim cihazi (Mindray BC-2800Vet) ile tam kan
saymmi gergeklestirildi. Birinci protokolde 1500 rpm’de 15 dakika ilk santrifiijii
takiben 3000 rpm’de 15 dakika ikinci santrifiij yapildi. Ikinci protokolde Hessel ve
arkadaslarinin (2015) uyguladig1r yontemin modifiye edilmesi ile, ilk santrifiij 300
g’de 10 dakika; ikinci santriifiij ise 3000 g’de 12 dakika yapildi. Ugiincii protokolde
1000 rpm’de 10 dakika ilk santrifiiji takiben 3000 rpm’de 15 dakika ikinci santrifiij
yapildi. Dordiincii protokolde ise 800 rpm’de ilk santrifiijiin ardindan 3000 rpm’de
15 dakika ikinci santiflij yapildi. Hazirlanan PRP’lerde tekrar tam kan sayimui
gergeklestirildi. Elde edilen trombosit konsantrasyonlarini baz alarak yapilan
istatistiksel ¢aligma ile en iyi trombosit elde etme metodu belirlendi.

2.9. PRP’de PDGF ve EGF Konsantrasyonunun Olgiimii

2.9.1. PDGF ELIiSA ProtoKolii

Calisma treticinin (Quantikine PDGF-BB, R&D Systems, ABD # DBBO00)
talimatlarini takip ederek yapildi.
e Ornekler Calibrator Dikuent RD6-3 ile oda sicakliginda 3 kat1 dilue edildi.
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e PDGF-BB deiyonize su ile sulandirildi. Sonrasinda Calibrator Diluent RD6-3
kullanilarak standartlar hazirlandi. Calibrator Diluent sifir standart olarak
belirlendi. (O pg/mL).

e Biitiin kuyucuklara 100 pul Assay Diluent RD1X eklendi. Sonrasinda 100 uL
standart veya ornek eklendi. Plastik koruyucu ile plaka tizeri kapatildiktan
sonra 2 saat inkubasyona birakildi.

e Yikama solusyonu ile dort defa yikama yapildi. Yikama soliisyonu 48 ml
deiyonize suya 2 ml konsantre yikama solusyonu eklenerek hazirlandi.

e Kuyucuklara 200 pl insan PDGF-BB konjugati eklendi. Plastik koruyucu ile
kapatilan ve aluminyum folyo ile sarilan plaka, oda sicakhginda 2 saat inkiibe
edildi.

e Yikama soliisyonu ile ayni sekilde yikama tekrarlandi ve kuyucuklara 200 pl
substrat soliisyonu (100 ul Substrat solusyonu A + 100 ul Substras solusyonu
B) eklendi. Plaka oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edildi.

e Kuyucuklara 50 pl stop solusyonu eklendikten sonra 450 nm’de okuma yapildh.

2.9.2. EGF ELIiSA Protokolii

ELISA testi ile PRP’lerdeki EGF konsantrasyonlar: belirlendi. Caligma iireticinin
(Bioassay Technology Laboratory# E0060H0) belirledigi kullanim talimatlarini takip
ederek yapildi.
e (Calismaya baslamadan yarim saat 6ncesinde 96 kuyucuklu plaka 4°C‘den oda
sicakligina alindi.
e 2 ml konsantre yikama soliisyonunu 48 ml deiyonize suya ekleyerek yikama
soliisyonu hazirland.
e Standart sollisyonlar1 asagidaki sekilde hazirlandi:
Orijinal standart = S6
200 pl standart + 200 pl standart sulandirict = S5
200 pl S5 +200 pl standart sulandirict = S4
200 pl S4 + 200 pl standart sulandirici = S3
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200 pl S3 + 200 pl standart sulandirict = S2
200 pl S2 + 200 pl standart sulandirici = S1

e Standart ve oOrneklerin nasil yerlestirilecegini gosteren diyagram oOnceden
cizildi.

e Belirlenen kuyucuklara 50 pl standart soliisyonlar1 eklendi.

e Belirlenen kuyucuklara 40 pl PRP 6rnekleri eklendi.

e Ornek kuyucuklarmna 10 pl Anti-EGF antikoru eklendi.

e Blank haricindeki kuyucuklara 50 pl Streptavidin-HRP eklendi.

e Kuyucuklar dikkatlice pipete edildi ve plastik koruyucu ile plaka kapatildi.

e 37 °C’de bir saat inkubasyona birakildi.

e Plastik koruyucu ¢ikarilarak biitiin kuyucuklar yikama soliisyonu ile bes defa
yikandi.

¢ Biitiin kuyucuklara 50 pl substrate A soliisyonu eklendi.

¢ Biitlin kuyucuklara 50 pl substrate B soliisyonu eklendi.

e Plaka aliminyum folyo ile kaplanmak suretiyle 1giktan korunarak 37 °C’de 1
saat inkube edildi.

e Kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu eklendi.

e ELISA okuyucuda 450 nm’de absorbans degerleri dlgiildii.

2.10. At Kanindan PRP Hazirlanmasi

Saglikli atlarin vena jugularislerinden antikoagiilanli kan torbalarma 300 ml kan
alindi. Calismamizda tiim PRP islemleri steril sartlar altinda ve sinif II biyogiivenlik
kabininde gergeklestirildi. Toplanan kandan ¢ift santrifiij yontemi ile PRP elde
edildi. Kan torbalarinda toplanan kanlar her birinde 10 ml kan olacak sekilde 15
ml’lik steril falkon tiiplere alikotlandi ve tiipler 1000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda plazma, buffy coat tabakasi ile birlikte alinip baska bir
steril 15 ml falkon tiipe konuldu ve 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi (Sekil
2.2.). Santrifiijden sonra iistte kalan 2/3'liikk trombositten fakir plazma tabakasi (PPP)
uzaklastirildi. Kalan 1/3'liikk trombositten zengin plazma alttaki trombosit, 16kosit ve

az miktarda eritrosit igeren hiicre peleti ile siispanse edildi. Trombosit miktarlari tam
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otomatik kan sayim cihazinda (Mindray BC2800Vet ) 6l¢iildii. Tiim 6rneklerde son
trombosit konsantrasyonu, trombositten fakir plazma kullamlarak 700-725x10%/mL

olacak sekilde ayarlandi.

PRP aktivasyonu, taze kandan hazirlanan PRP'de 100 pl %20 CaCl;
eklenerek gergeklestirildi (Van Pham ve ark., 2013). CaCl, ile aktivasyondan sonra
koagiilasyonu engellemek i¢in 2,4 U/ml heparin (Nevparin, Tiirkiye) eklendi. Hiicre
kalintilarin1 uzaklagtirmak i¢in tiipler (Hemeda ve ark., 2013) 3000g’de 30 dakika
santrifiij edildi. Dondurma c¢ozdiirme ile PRP aktivasyonunda ise iki yoOntem
kullanildi. 1- Dondurma ¢6zdiirme metodu (Hazirlanan PRP'nin -80°C'de
dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi, 3 defa tekrarlanir). 2- PRP'nin CaCl, ile aktive
edildikten sonra dondurma metodu (Taze kandan 100ul %20 CaCl, ile aktive

edilerek hazirlanan PRP'nin, 1 kere -80°C'de dondurulmas: ve kullanilacagi zaman

¢ozdiiriilmesi).

a) Taze kan b) 1. santrifiij sonrasi C) 2. santrifiij sonrasi ]

Sekil 2.2. Atlarda PRP'nin hazirlanmasi
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2.11. MTT ile Karsilastirmah Hiicre Cogalmasi Analizi

Farkli yontemlerle hazirlanan PRP'lerin etkinligini goérmek amaciyla 4 grup
olusturuldu. PRP-1 grubu: Taze kandan hazirlanan inaktive PRP grubu; PRP-2
grubu; Taze kandan hazirlanan ve CaCl, ile aktive edilen PRP grubu; PRP-3 grubu:
CaCl; ile aktive aktive edildikten sonra dondurulan PRP grubu; PRP-4 grubu:
Dondurma ¢6zdiirme yontemi ile aktive edilen PRP grubu (Tablo 2.1). Herbir grup
icin %5, %10, %15 ve %20 PRP konsantrasyonlar1 hazirlandi. Amniotik membran
kaynakli hiicrelerin proliferasyonu iizerine PRP'nin etkisini degerlendirmek i¢in 96
kuyucuklu plakalara, her kuyucukta 7000 hiicre olacak sekilde hiicreler ekildi. Bu
islem %5 PRP, %10 PRP, %15 PRP, %20 PRP ve pozitif kontrol olarak %10 FBS
iceren kiiltiir medyumlar1 kullanilarak tekrarlandi (Van Pham ve ark., 2013). 38.5°C
ve %5 CO; ortaminda 48 saat inkubasyon sonrasinda kuyucuklara 4,5 mg/ml
konsantrasyonunda MTT soliisyonu (Biomatik, ABD) eklendi. Ayni ortamda
hiicreler 4 saat daha inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi uzaklastirildi ve
kuyucuklara 100 pl izopropil alkol eklenerek oda 1sisinda 4 saat inkubasyona
birakildi (Karadz, 2012). 96 kuyucuklu plakanin 570 nm’de ELISA okuyucuda
absorbans degerleri Ol¢iildii. Hiicrelerin ¢ogalmasi asagidaki formiil kullanilarak

hesaplandi:

Test OD

—— = 100
Kontrol OD

Cogalma =

Tablo 2.1. MTT'de kullanilan PRP gruplari

PRP-1 grubu Taze kandan hazirlanan inaktive PRP grubu

PRP-2 grubu Taze kandan hazirlanan ve CaCl; ile aktive edilen PRP grubu

PRP-3 grubu CacCl, ile aktive aktive edildikten sonra dondurulan PRP grubu

PRP-4 grubu Dondurma ¢6zdiirme yontemi ile aktive edilen PRP grubu

Kontrol grubu %10 FBS grubu
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2.12. Amniotik Membran Kaynakh Kok Hiicrelere Farkli Konsantrasyonlarda
PRP Uygulamasinin Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

Amniotik membran kaynakli epitel ve mezenkimal hiicreler 24 kuyucuklu plakalara
kuyucuk basina 7000 hiicre konsantrasyonda olacak sekilde ekildi. HGDMEM Kkiiltiir
medyumu igerisine ilave edilen PRP'lerin (CaCl; ile aktive edilip dondurulan ve
dondurma ¢ozdiirme yontemi ile aktive edilmis) farkli konsantrasyonlarinin
amniotik membran kokenli hiicreler iizerine etkilerini gozlemlemek amaciyla

asagidaki sekilde gruplar olusturuldu (Tablo 2.2.).

Tablo 2.2. Proliferasyonu belirlemek amaciyla canli hiicre gogalmasinda kullanilan
PRP gruplari

PRP-3 grubu CaCly; ile aktive aktive edildikten sonra dondurulan
PRP grubu

PRP-4 grubu Dondurma ¢ozdiirme yontemi ile aktive edilen PRP
grubu

Kontrol grubu %10 FBS grubu

Hiicreler 38,5°C ve %5 CO, ortaminda kiiltiire edildi. Kiiltiir medyumu her ti¢ giinde
bir degistirildi ve alt1 giin sonra hiicreler sayildi. Son olarak %10 FBS igeren grup

pozitif kontrol alinarak canli hiicre sayis1 karsilagtirmasi yapildi.

2.13. AEH ve AMH’lerin Osteojenik Farkhilagsmasi

Ugiincii pasaj sonrasinda kék hiicreler toplanarak 24 kuyucuklu kiiltiir plakalarma
her kuyucuga 29,000 hiicre olacak sekilde ekildi ve farklilastirma medyumu
igerisinde kiiltiire edildi. Farklilastirma medyumu, aMEM (Lonza, Bel¢ika) igerisine
%10 FBS, 0,1 puM deksamethazon (Sigma, Belcika), 0,05mg/mL askorbik asit
(Ehrenstorfer GmbH, Almanya), 10 mM B-gliserofosfat (Sigma-Aldrich, ABD), %1
penisilin-streptomisin  (Gibco, BK), %0,01 amfoterisin-B (BiochromGmbH,
Almanya) olacak sekilde hazirlandi. Kiiltiir medyumu ii¢ giin arayla degistirildi ve
hiicreler  diizenli olarak inverted mikroskop altinda kontrol edildi. Osteojenik

farklilasmay1 kontrol amaciyla 21. giinlerde hiicreler 80 mM alizarin red ile boyanda.
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Alizarin red soliisyonunun hazirlamsi: 80 mM alizarin red soliisyonu hazirlamak
icin asagidaki protokol uygulandi:
e 1 gram alizarin red (Merck, Almanya) 50 ml deiyonize distile suda
¢Ozduriildii.
e Manyetik karistirici ile soliisyon iyice karistirildi.
e Soliisyonun pH’s1 amonyum hidroksit ile diizenlendi (pH 4.2).
e Hazirlanan alizarin red soliisyonu oda 1sisinda karanlikta saklandi (maksimum
6 ay).
e Hazirlanan soliisyonun taze kullanimimin daha iyi boyama sagladigi

gOriilmiistiir.

2.13.1. Alizarin Red Boyama Protokolii

e Kuyucuklardaki medyum cekilerek uzaklastirildi.

e Hiicreler HBSS (Sigma-Aldrich, ABD) kullanilarak yikandi.

e Hiicreler %4 paraformaldehit kullanilarak 12 dakika tespit edildi.

e Paraformaldehit uzaklastirildi ve kuyucuklar distile su ile yikandi.

e Hiicreler 35 dakika alizarin red soliisyonu ile boyandi.

e Sonrasinda distile su kullanarak boya dikkatlice uzaklastirildi ve bu islem dort
defa tekrarlandi.

e Hiicreler mikroskop altinda incelenerek fotograflar ¢ekildi.

2.14. AEH ve AMH’lerin Yag Dokusuna Farkhilasmasi

Uciincii pasaj sonrasinda kok hiicreler toplanarak 24 kuyucuklu kiiltiir plakalarina
her kuyucuga 29,000 hiicre olacak sekilde ekilerek kiiltiir medyumunda 24 saat
inkiibe edildi. Daha sonra adipojenik indiiksiyon medyumunda (AIM) 21. giine kadar
kiiltiire edildi. Adipojenik indiiksiyon medyumu; Low glucose (LG)-DMEM (Sigma-
Aldrich, ABD), %10 FBS (Biowest, Giiney Amerika Orijinli), %1 penisilin-



25

streptomisin (Gibco, BK), %0,1 amfoterisin-B (Biochrom GmbH, Almanya), 0,5
mM  3-izobiitil-1-metilksantin- IBMX (Sigma, Almanya), 1uM deksametazon
(Sigma,Belgika), 10 pg/mL insiilin (Sigma-Aldrich, Almanya) ve 100 uM
endomethasin (Cayman Chemical Company, ABD) igerecek sekilde hazirlandi.
Adipojenik maintanence medyumu (AMM) ise; LG-DMEM (Sigma-Aldrich, ABD),
%10 FBS ( Biowest, Giiney Amerika Orijinli), %1 penisilin-streptomisin (Gibco,
BK), %0,1 amfoterisin-B (Biochrom GmbH, Almanya), 10 ug/ml insiilin (Sigma-
Aldrich, ABD) karisimindan meydana gelmektedir. 7. ve 15. giinlerde AMM
kullanilirken, diger giinlerde AIM kullanildi. Medyum ikiser giin arayla degistirilip
inverted mikroskop altinda hiicrelerin durumu kontrol edildi. Farklilagmay1

gozlemlemek amaciyla hiicreler 21. giinde 5 mM Oil Red O ile boyandi.

2.14.1. Oil Red O Boya Soliisyonunun Hazirlanisi

Stok Soliisyon: 12 mM stok soliisyon asagidaki sekilde hazirlandi:
e 0,64 gram toz Oil Red O (Sigma-Aldrich, ABD), 125 ml izopropil alkol
(Merck, Almanya) icerisine eklendi.
e Soliisyon manyetik karistirict yardimiyla tamamen ¢oziinene kadar en az 2 saat
karigtirildi.

e Kullanimindan 6nce oda sicakliginda karanlik ortamda bir gece bekletildi.

Calisma Soliisyonu

e 2 ml stok soliisyonuna 3 ml deiyonize su eklendi.
e Soliisyon filtreden gecirilerek 10 dakika dinlendirildi.

e Hazirlanan soliisyon en iyi sonucu alabilmek i¢in iki saat igerisinde kullanildu.

2.14.2. Oil Red O Boyama Protokolii

e Kuyucuklardaki medyum uzaklagstirildi.
e Kuyucuklar PBS ile yikandi.

e Hiicreler %70 etanol ile bir defa yikandi.
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e Hiicreler tamponlu nétral formalin ile 20 dakika tespit edildi.

o Tespit soliisyonu uzaklastirilarak PBS ile bir kez yikama yapildu.
e %70 etanol ile bir defa yikama yapild1.

e Oil Red O soliisyonu ile hiicreler 25 dakika boyandi.

e Boya kuyucuklardan ¢ekildi ve %70 etanol ile yikama yapildi.

e Deiyonize su ile iki kez yikama yapildi.

e Mikroskop altinda boyama kontrol edildi.

e Hematoksilen ile 30 saniye boyandi

e Akarsuda 2-3 dakika yikama yapildi.

e Mikroskop altinda sonuglar degerlendirildi ve boyama fotograflandi.

2.15. AEH ve AMH’lerin Kondrojenik Farkhilasmasi

Amniotik membrandan elde edilen kok hiicrelerin kondrojenik farklilagsmasini
yapmak Tlizere alti kuyucuklu plakalara santimetrekareye 15,000 hiicre
konsantrasyonunda olacak sekilde hiicreler ekildi. Kontrol medyumu HGDMEM
(Capricorn, Almanya), %10 FBS (Biowest, Giiney Amerika Orijinli), %1 penisilin-
streptomisin (Gibco, BK), %0,1 amfoterisin-B (Biochrom GmbH, Almanya) igerecek
sekilde hazirlandi. Farklilastirma medyumu ise HGDMEM (Capricorn, Almanya),
%35 FBS (Biochrome GmbH, Almanya), 0,1mM deksametazon (Sigma, Bel¢ika), 50
mM askorbik asit (Ehrenstorfer, Almanya), %1 ITS-premix (Corning, ABD), 1 mM
sodyum piriivat (Lonza, Belgika), 0,35 mM proline (Sigma, ABD), 10 ng/mL TGF-
B3 (Peprotech, ABD), %1 NEAA (Lonza, Belgika), %1 penisilin-streptomisin
(Gibco, BK), %0,1 amfoterisin-B (Biochrom GmbH, Almanya) olacak sekilde
hazirlandi. Hiicreler 21 giin siire ile 38,5°C, %5 CO; ortaminda inkube edildi. Her ii¢
giinde bir medyum degistirildi. Kondrogenezise bagli olusan glikozaminoglikan
formasyonunu gostermek icin hiicreler %95 metanol ile 20 dakika tespit edildi.
Tespit solusyonu uzaklastirildiktan sonra distile su ile yikandi. 0,1 M hidroklorik asit

igeren %1 alsian mavisi ile 30 dakika boyandi.
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2.15.1. Alsian Mavisi Soliisyonunun Hazirlanmasi

e 1 gram Alsian mavisi tartilarak erlenmayere koyuldu.

e 100 ml 0,1M hidroklorik asit eklendikten sonra erlenmayer aliiminyum folyo
ile sarildu.

e Soliisyon manyetik karistirici ile iyice karistirildi.

¢ Soliisyon filtrelendikten sonra oda 1sisinda karanlik ortamda saklandi.

2.15.2. Alsian Mavisi Boyama Protokolii

Hiicreler %95 metanol ile 20 dakika tespit edildi.

Tespit solusyonu uzaklastirildiktan sonra distile su ile yikandi

e 0,1 M hidroklorik asit iceren %1 alsian mavisi ile 30 dakika boyand1

Hiicreler tekrar distile su ile yikandi

2.16. Norosfer Eldesi

Kok hiicrelerden norosfer eldesi iigiincii ve yedinci pasajlardan sonra yapildi.
Norosferleri kiiltiire etmek igin %0,01 poy-L-Lizin (Sigma, ABD) ile kaplanan 4
kuyucuklu kiltiir plakalart kullanildi. Hiicreler her kuyucuga santimetrekareye
50,000 hiicre konsantrasyonunda ekildi. Her birinin 4 adet tekrar1 olan 5'er AEH ve
AMH orneklerinde deneyler yapildi. Norosfer kiiltiiriinde medyum olarak DMEM/F-
12 (Gibco, BK), %1 penisilin-streptomisin (Gibco, BK), %0,01 amfoterisin-B
(Biochrom GmbH, Almanya), %] insiilin-transferin-selenyum (Gibco, ABD), 20
ng/mL EGF (Sigma, ABD), ve 20 ng/mL FGF (R&D System, ABD) kullanildi.
38.5°C, %5 CO; ve %95 nemli ortamda inkiibe edildi. Farkli zamanlarda norosfer
sekillenmesi degerlendirildi ve kuyucuklarin fotograflar: ¢ekildi.
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2.17. RNA lizolasyonu

Toplanilan hiicrelerde asagidaki sekilde RNA izolasyonu gerceklestirildi:

RNA lizis tamponu: 1 ml Lizis tamponuna 20 pl 14.3 M beta-merkaptoetanol veya
2 M DTT eklendi.

Protein kinaz K soliisyonu: 10 pl proteinkinaz K, 590 ul TE tamponu igerisine
eklendi.

Tamponlu yikama soliisyonu 1: 40 ml Tamponlu yikama soliisyonu 1'e 10 ml
etanol (%96-100) eklendi.

Tamponlu yikama soliisyonu 2: 23 ml Tamponlu yikama soliisyonu 2'ye 39 ml
etanol (%96-100) eklendi.

Yontem:

e Toplanan hiicreler etiketlenen tiipler icerisinde -80°C’den buz igerisinde
getirildi.

e 600 pl lizis tamponu, tiiplere eklendi.

e Hiicreler 30 saniye homojenize edildi.

e Tiipler, 4°C sicaklikta 12000g’de 1 dakika santrifiij edildi (Thermo, IEC
MICROMAX RF).

e Siipernatant baska bir tiipe aktarildi.

e Tiipe 360 pl etanol (%96-100) eklendi; hemen ardindan tiip vortekslendi.

e 700 pl hiicre lizat1 2 mI’lik filtreli RNA toplama tiipiine aktarildi.

e Tiip 12000g’de 1 dakika santrifiij edildi. Bu teknik kalan hiicre lizatina da
tekrarlandi.

e Filtrat uzaklastirildiktan sonra tiipe 700 pl tamponlu yikama soliisyonu 1
eklendi ve 12000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Filtrat tekrar uzaklastirildiktan sonra 650 ul tamponlu yikama soliisyonu 2
eklendi. Sonrasinda 12000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

e Filtrat uzaklastirildi ve 250 pl tamponlu yikama soliisyonu 2 eklenerek tekrar
12000 g’de 2 dakika santrifiij yapildi.



29

o Filtrat uzaklastirildiktan sonra 16000 g’de 1 dakika santrifiij yapildi.

e Filtre tiibii 1,5mI’lik RNA tiipiine transfer edildi.

e Filtre tliptine 50 ul DNAse ve RNAse icermeyen su eklendi. Tiip 6nce 250
g’de 1 dakika, sonrasinda 12000 g’de 1 dakika santrifiij edildi.

e RNA iceren filtrat soliisyonu elde edildi. RNA konsantrasyonu Qubit® 2.0
Flurometer using Qubit™ RNA HS assay kit (Invitrogen) ile belirlenerek

sonraki caligmalar i¢in -80°C’de soliisyon muhafaza edildi.

2.18. RNA Saflastirma

Basarili bir sekilde cDNA iiretmek i¢cin once RNA preparatlarindan genomik
DNA'nin ¢ikarilmasi gereklidir. Bu islem asagidaki sekilde gerceklestirilmistir.
e RNAse free santrifijj tiipline asagidaki icerikler eklendi:

RNA 1 pg

MgCI2’1i110X reaksiyon buffer1 1 pul

DNAse | RNAse free 1 ul
DEFG uygulanmis su 10 ul’ye tamamlayacak kadar
Toplam hacim 10 pl

e Bu karisim 37°C’de 30 dakika inkube edildi.
e Her tiipe 1 pl EDTA (50 mM) eklendi ve 65°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
e Boylelikle cDNA sentezinde kullanilan saf RNA elde edildi.

2.19. cDNA Sentezi

cDNA sentezi asagidaki protokol ile gergeklestirildi:
e Her tiipe 1 pl Oligo (dt)1g eklendi ve 65°C’de 5 dakika inkubasyona birakildi.

e Asagidaki karisim hazirlanarak tiiplere eklendi:

5X Reaksiyon buffer 4 ul
Ribolock RNAse inhibitor I ul
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10 mM dNTP karigimi 2 ul
RevertAid M-muLV 1 ul

Iyice pipete edildikten sonra tiipler 42°C’de 1 saat inkiibe edildi.
Sonrasinda 5 dakika 70°C’de inkubasyona alindi.
Hazirlanan cDNA sonraki agsamalar i¢in -80°C’de muhafaza edildi.

Jel Elektroforez

Jeli hazirlamak i¢in 1000 mg agaroz tozu (Biomax,EU) 50 ml tank soliisyonu
ile karistirildi.

Hazirlanan karisima 1 pl RedSafe (iNtRON, Giiney Kore) eklendi.

Karigim iyice karigitirildi ve ocakta 1sitildi. Sonrasinda oda sicakligina
sogutuldu.

Elde edilen iirtin 30 dakika jel kutusuna konuldu sonrasinda buzdolabinda
muhafaza edildi.

96 kuyucuklu plaka kullanarak 8 pl boya ve 3 pl 6rnek kuyucuklarda
karistirildi. Sonrasinda 6rnekler jel tizerinde 90 voltta 15 dakika kosturuldu.
DNA transilluminator (Biovision, Fransa) ile gozlendi ve kontrol edildi.

Bu protokol diger 6rnekler ile tekrarlandi.

2.21. istatistiksel Analiz

Elde edilen degerler ortalama ve standart hata olarak verildi (X = SE). Verilerin

normal dagilim gosterip gostermedigi Shapiro-Wilk testi ile belirlendi. Normal

dagilim gosterenlerde parametrik test olan student-t test ile ANOVA (general linear

model) uygulandi. Farkin kaynaginin belirlenmesinde ise Bonferroni veya Duncan

testleri kullanildi. Veriler normal dagilim gdstermiyorsa ortanca (Q1-Q3) degerleri

kullanilarak nonparametrik test olan Friedman’s 2-way ANOVA uygulandi. Biitiin

testlerde p<0.05, istatistiki olarak onemli goriildii. Calismanin istatistiksel analizleri

SPSS 22.0 (IBM, USA) programi kullanilarak yapildi.



31

3. BULGULAR

3.1. Morfolojik Bulgular

Amniotik epitel kok hiicreleri ve amniotik mezenkimal kok hiicreleri kiiltiire
edildiginde 4. ve 5. giinlerde kok hiicre topluluklari goriilmeye baslandi. Baslangigta
hiicreler yavas biiyiime gosterirken, daha sonra hizli ¢ogalma potansiyeli gostererek
%70-80 konfluense ulastilar. Faz kontrast invert mikroskop (Nikon T2 Eclipse)
altinda hiicreler, morfolojileri ve ¢ogalma potansiyelleri yoniinden 10. pasaja kadar

degerlendirildi.

AMH'lerin, fibroblast benzeri bir morfolojiye sahip olduklari gozlendi.
AEH'ler sadece pasaj (P) 0Oda c¢ok sayida tipik poligonal morfolojiye sahip
hiicrelerden olusurken (Sekil 3.1), ilerleyen pasajlarda fibroblast benzeri morfolojiye
sahip hiicrelerin arttig1 ve poligonal sekilli hiicrelerin sayisinin azalarak kayboldugu

belirlendi (Sekil 3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4).



AEH PO 8. giin AMH PO 5. giin

Sekil 3.1. AEH ve AMH'lerin PO ve P1'de morfolojik yapilart.
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Sekil 3.2. AEH ve AMH'lerin P2, P3 ve P4'de morfolojik yapilari.
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Sekil 3.3. AEH ve AMH'lerin P5, P6 ve P7'de morfolojik yapilari.
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AEH P10

Sekil 3.4. AEH ve AMH'lerin P8, P9 ve P10'da morfolojik yapilari.
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3.2. Ikiye Katlanma Siiresi (Doubling Time)

Ikiye katlanma siiresi hesaplanmasinda her iki hiicre tiiriinde de (AEH ve AMH)
benzer veriler elde edildi. ikiye katlanma siiresinin P1'den P4'e kadar azaldig1, P6'dan
P10'a kadar derece derece arttigi gozlendi (Tablo 3.1, Sekil 3.5). Her iki hiicre

tiiriinde de en diisiik ikiye katlanma siiresinin P4 oldugu saptandi (p<0.05).

Tablo 3.7. AEH ve AMH’lerin ikiye katlanma siiresi, ortanca ve quartiles (Q)

(ceyrekler) degerleri.

Pasaj

AEH Ortanca (Q1-Q3)
n= 18 (P1-P5)
n= 12 (P6-P10)

AMH Ortanca (Q1-Q3)
n= 18 (P1-P8)
n= 12 (P9-P10)

P1 | 125.55 (89.41-157.43) 106.08 (81.97-136.23)

P2 | 113.33 (103.38-135.75) 97.67 (81.33-118.25)

P3 | 89.54° (79.00-98.68) 82.92 (70.44-99.81)

P4 | 69.73% (52.60-126.03) 56.91°% (52.34-77.55)

P5 | 84.32°(58.14-112.15) 72.29 (55.73-108.90)

P6 | 79.76 (67.59-134.73) 74.72" (69.09-78.24)

P7 | 88.82(68.34-128.69) 89.22 (63.53-95.46)

P8 | 129.25°"(114.01-143.40) | 104.40 (75.45-131.95)

P9 | 113.05° (100.72-160.91) 126.25*" (101.55-152.05)
P10 | 153.23*P%%(119.10-167.40) | 115.50° (96.61-143.78)

Siitundaki ayni harfler istatistiki olarak 6nemi gosterir (p<0.05)
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Sekil 3.5. AEH ve AMH'lerin P1'den P10'a kadar ikiye katlanma siiresi grafigi.

3.3. Biiyiime Egrisi (Growth Curve)

Biiylime egrisi grafigi, AMH i¢in baslangi¢ log (¢ogalma) fazinin AEH'lerin log
fazindan daha kisa oldugunu gosterdi. AMH'lerde log fazi 0-24 saatte dururken,
AEH'lerde tiim pasajlar (P3, P5 ve P7) icin bu siire 0-48 saat siirdi. AMH'lerde
sonraki log faz1 1-8 giin arasinda kaydedildi ve ardindan degerlerde diisme gozlendi
(Tablo 3.2, Sekil 3.6). Biiyiime modeli incelendiginde P5'in hiicre poliferasyonu i¢gin
oldukca gii¢lii bir potansiyele sahip oldugu belirlendi. Pasajin ilerleyen asamalarinda
hiicreler daha yavas ve daha az miktarda tireme gosterdi. Bunun yan1 sira AEH'lerin
diisiis evresine gegmeden Once kademeli bir yiikselis egrisi gostererek daha uzun
stireli bir log fazmna sahip oldugu gozlendi (2-10 giin) (Tablo 3.3, Sekil 3.7).
AMH'ler gibi AEH'lerde de benzer bir poliferasyon modeli saptandi. Ayrica P5'teki
kok hiicrelerin diger pasajlardan (P3 ve P7) daha iy1 bir biiylime kabiliyetine sahip
oldugu goriildii.
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Sekil 3.6. AMH'lerin P3, P5 ve P7'de biiylime egrisi.
Tablo 3.2. AMH'lerin P3, P5 ve P7'de biiylime egrisi.
Giin Hiicre sayisi/ml (AMH)
(n=24) Pasaj 3 Pasaj 5 Pasaj 7
X+ SE X £+ SE X+ SE
0 15000+ 0 15000+ 0 15000+ 0
2 11562.50 + 1175.98%™ | 23281.25+2169.24® | 18984.38 + 1513.79°
4 28593.75+ 2108.86 43437.50 £ 5510.43* | 31093.75 +3024.47%
6 47812.50 + 4478.54* | 81015.63 + 10784.42% | 29687.50 + 4732.98?
8 55312.50 +3633.52% | 117656.30 + 16952.09% | 42578.13 +3594.71%
10 66718.75 + 6703.73% 106875 + 10675.87" | 61406.25 + 9497.15°
12 62500 + 6499.07 69062.50 = 7443.29 | 66562.50 £10142.48
14 55468.75 + 6971.86° 38671.88 = 4250.81 26484.38+ 3443.19°

Siitundaki ayn1 harfler istatistiki olarak dnem gosterir (p<0.05)
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Sekil 3.7. AEH'lerin P3, P5 ve P7'de biiyiime egrisi.

Tablo 3.3. AEH'lerin P3, P5 ve P7'de biiylime egrisi.

Giin Hiicre sayisi/ml (AEH)
(n=24) Pasaj 3 Pasaj 5 Pasaj 7
X+ SE X+ SE X+ SE
0 15000.00 + 0.00 15000.00 = 0.00 15000.00 = 0.00

2 12500.00 £ 1311.87%® | 18333.33+£2163.32%® | 20729.17 + 1888.41°

4 24583.33 +£2290.43° 50833.33 + 4357.93% 33437.50 + 2220.89°

6 47500.00 + 3378.32 65000.00 + 9212.66° 46145.83 £ 4727.59°

8 70000.00 + 7582.88 127500.00 + 17975.68% | 49687.50 + 4293.13°

(n=16)

10 81666.67 + 8218.41% | 139166.67 + 10647.80% | 61979.17 + 10469.05°

12 83333.33 + 7589.54° 71250.00 + 6818.36° | 11979.17 + 1489.54%®

14 | 77708.33 £ 10274.67® | 28750.00 + 4845.90®° | 19687.

50 + 2788.24°

Stitundaki ayni harfler istatistiki olarak dnem gosterir (p<0.05)
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3.4. Koloni Olusturan Birim Analizi (Colony Forming Unit Assay)

Farkli pasajlardaki (P1, P3 ve P5) hiicrelerin farkli yogunluklarinda olusan koloni
sayilar1 incelendiginde, her iki kok hiicre tliriinde de (AEH ve AMH) hiicre ekim
konsantrasyonunun artmastyla birlikte koloni gelisimlerinde anlamli bir artis goriildii
(Sekil 3.8). AMH'lerin koloni olusturmada daha yiiksek bir potansiyele sahip oldugu
ortaya kondu (Tablo 3.4). Her iki durumda da kolonilerin olusumunda P3'in
uistlinliik gosterdigi belirlendi (Sekil 3.9).

Tablo 3.8. P1, P3 ve P5'te AEH ve AMH'lerde koloni olusturan birim (KOB) analizi.

Pasaj Hiicre yogunlugu Toplam KOB Hiicre/
numarast (hiicre/cm?) hiicre X+SE KOB
AEH P1 100 960 2.33+3.57 | 411.49
(n=9) 250 2400 8.67+7.65 | 276.91
500 4800 2433+9.89 | 197.26

P3 100 960 10.00 = 3.78° | 96.00

(n=8) 250 2400 4450 +8.11° | 53.93

500 4800 70.25 £10.49 68.33

P5 100 960 18.00 +3.57 | 53.33

(n=9) 250 2400 29.33 +7.65° | 81.82
500 4800 46.00 +£9.89° | 104.35
AMH P1 100 960 433+5.87 | 22156
(n=9) 250 2400 20.33 £9.53% | 118.03

500 4800 49.67 +12.77° | 96.64

P3 100 960 21.50 £ 6.23% | 44.65

(n=8) 250 2400 4550 +10.11° | 52.75

500 4800 77.00 + 13.55° | 62.34
P5 100 960 7.67+5.87° | 125.21

(n=9) 250 2400 28.33£9.53% | 84.71
500 4800 44.00 = 12.77° | 109.09

Ayni pasajin farkli konsantrasyonlarindaki ayn1 harfler istatistiki olarak 6nemi
gosterir (p<0.05)
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Sekil 3.8. P3'te AEH ve AMH'lerin kolonileri.
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Sekil 3.9. P1, P3 ve P5'te AEH ve AMH'lerin koloni olusturan birim grafigi.
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3. 5. Yapisma Profili (Adhesion profile)

Amniotik epitel hiicrelerin ve amniotik mezenkimal hiicrelerin yapisma 6zellikleri
P1, P3 ve PS5 olmak iizere ii¢ pasajda kontrol edildi. AEH'lerin AMH'lerden daha
yiiksek bir yapisma potansiyeli gosterdigi belirlendi. Bu fark P3 ve P5'te daha yiiksek
bir anlamlilik gosterdi (Tablo 3.5, Sekil 3.10).

Tablo 3.9. P1, P3 ve P5'te AEH ve AMH'lerin yapisma orani.

Pasaj Hiicre tiirti Proliferasyon
X £ SE

P1 AEH 108.40 £19.03
(n=6) AMH 100.00 £0.00
P3 AEH 120.55 +7.86°
(n=6) AMH 100.00= 0.00°
P5 AEH 146.30+ 17.63%
(n=8) AMH 100.00+ 0.00?
Ayni pasajdaki ayn1 harfler istatistiki dnemi gosterir (p<0.05)
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2007

Yapigma orani (XXSE)

Pasaj

Sekil 3.10. P1, P3 ve P5'te AEH ve AMH'lerin yapisma orani grafigi. Ayni igaretler
AEH ve AMH'ler arasindaki istatistiki 6nemi gosterir (p<0.05).

3.6. Osteojenik Farklhilasma

P3, P5 ve P7'de, AEH ve AMH'ler osteojenik farklilagma medyumu ile 21 giin
kiiltire edildikten sonra Alizarid Red S ile boyandi. Deney grubunda kalsiyum
birikintileri kirmizi renkte boyanirken, normal kiiltiir medyumundaki (kontrol grubu)

hiicrelerde boyanma gozlenmedi. Ug ayr1 pasajda da osteojenik farklilasma goriildii
(Sekil 3.11-12).
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Kontrol, P3 AEH osteojenik farkhilasma, P3

AEH osteojenik farkhilasma, P5

AEH osteojenik farkhilasma, P7

Sekil 3.11. AEH'lerde P3, P5 ve P7'de 21. giinde osteojenik farklilagma.
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AMH osteojenik farklilasma, P3

MH osteojenik farkhilasma, P5

MH osteojenik farkhlasma, P7

Sekil 3.12. AMH'lerde P3, P5 ve P7'de 21. giinde osteojenik farklilagsma.
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3.7. Adipojenik Farkhlagsma

P3, P5 ve P7'de, AEH ve AMH'ler adipojenik farklilagtirma medyumunda kiiltiire
edildikten 21 giin sonra yag dokuya farklilasma Oil Red O boyas: ile gosterildi. Ug
pasajda da adipojenik farklilagma belirlendi. Hiicrelerin sitoplazmasinda lipid
damlaciklarinin kirmizi renkte boyandigi gézlendi. Kontrol boyamada ise herhangi

bir yag damlacigi gozlenmedi (Sekil 3.13-14).

Kontrol, P3 AEH adipojenik farkhilasma, P3

& A mv
AEH adipojenik farkhilasma, P5

-

Kontrol, P7 -

3
L

sy o
z Qe

Sekil 3.13. P3, P5 ve P7'de AEH'lerde adipojenik farklilasma medyumu ile kiiltiire
edildikten sonra 21. gilinde hiicrelerin sitoplazmalarinda Oil Red O ile parlak kirmizi
renkte boyanmis alanlar.
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Kontrol, P3

MH adipojenik farkhilasma, P3

MH adipojenik farklhilasma, P5

Kontrol, 7

Sekil 3.14. P3, P5 ve P7'de AEH'lerde adipojenik farklilasma medyumu ile kiiltiire
edildikten sonra 21. giinde hiicrelerin sitoplazmalarinda Oil Red O ile parlak kirmizi
renkte boyanmis alanlar.
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3.8. Kondrojenik Farklhilagsma

P5'teki AEH ve AMH'ler kondrojenik farkliklasma medyumu ile 21 giin kiiltiire
edildikten sonra alsian mavisi ile boyandi. Glikozaminoglikanlar mavi renkte
boyandi. Kontrol grubunda herhangi bir boyanma gozlenmedi. AMH'nin AEH'lere
kiyasla daha yiiksek bir kondrojenik farklilagma kapasitesine sahip oldugu belirlendi.
(Sekil 3.15).

AEH Kontrol AMH Kontrol

Sekil 3.15. AEH ve AMH'lerde kondrojenik farklilasma medyumu ile kiiltiire
edildikten sonra 21. giinde hiicrelerin sitoplazmalarinda alsian mavisi ile parlak mavi
renkte boyanmis alanlar.
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3.9. Norosfere Farkhilasma

P3 ve P7'de kok hiicreler (AEH ve AMH) kiiltiire edildikten 48 saat sonra kiire sekilli
norosferler olusmaya basladi. Yaklasik 100. saatlerde irili ufakli ¢ok sayida
norosferlerin tamamen olgunlastigi ve serbestce ylizdiigii gozlendi (Sekil 3.16-17).
Norosfer olusturma kabiliyeti P3'te P7'ye oranla daha diistiktii. Yaklagik 7 giin sonra

norosferlerin yapilar: bozularak kayboldu.

y L3 v
€ o -3
* el > - -
cé?' P ",;p- .
’\1 o o o -

100. saat

Sekil 3.16. AEH ve AMH'lerde 3. pasajda olusan norosferler.
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AEH P7, 22. saat AMH P7, 22. saat

Sekil 3.17. AEH ve AMH'lerde 7. pasajda olusan norosferler.
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3.10. PCR

PO, P3, P5 ve P7'de yapilan PCR analizlerinde, atlarin amnionundan elde edilen
amniotik epitel ve amniotik mezenkimal kok hiicrelerin, multipotent 6zelliklerden
daha fazlasina sahip olduklar1 goriildii. Hiicreler multipotent markirlar olan CD14,
CD44, CD 73, CD 90, CD 105 ve pluripotent markirlar olan SOX 2 ve OCT 3/4
bakimindan pozitif ekspresyon gosterdi. Bunun yaninda hemopoietik kdk hiicre
markirt olan CD 45, MHC-II markir1i CD 74 ve pluripotent markirlardan NANOG
her iki hiicre tiiriinde de negatif sonug verdi (Sekil 3.18).

AMC AEC
PO _P3 P5 P7 PO P3 P5 P7

S —— CD44

- CD14

Sekil 3.18. AEH ve AMH'lerin PCR analizi.
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3.11. At Kam icin En Fazla Sayida Trombosit Elde Etme Protokoliiniin Secimi

Yapilan c¢alismada farkli protokoller kullanilarak hangisinde en fazla sayida
trombosit elde edilebilecegi tespit edildi. Toplam trombositlerin sayisi temel alinarak
en iyi PRP hazirlama protokolii belirlendi. Sonuglar incelendiginde protokol-3'te (1.
santrifiijde 1000 rpm 10 dk, 2. santrifiijde 3000 rpm 15 dk), protokol-1 ve protokol-
4'den anlamli olarak (p<0.05) daha yiiksek sayida trombosit elde edildigi belirlendi
(Tablo 3.6, Sekil 3.19). Tam kanda ortalama trombosit sayis1 122.42x10°L olarak
tespit edildi. Protokol-3'te tam kana gore yaklasik 6 kat fazla trombosit elde edildi.
Calismamizin sonraki asamalarda PRP hazirlanirken, en fazla sayida trombosit elde

ettigimiz 3. protokol kullanilarak PRP'ler hazirlandi.

Tablo 3.10. Farkli protokoller kullanilarak elde edilen trombosit sayzst.

Trombosit elde etme protokolii | Trombosit sayis1 (10°/L)
n=12 X +SE
Protokol-1 461.42 +£29.16°
Protokol-2 563.00 = 28.65
Protokol-3 717.17 + 43.34*°
Protokol-4 509.92 +32.16 "
Farkli harflar istatistiki 6nemi gosterir (p<0.05)
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Sekil 3.19. 4 farkl1 protokole gore elde edilen trombosit miktarlart. Ayni isaretler
protokoller arasindaki istatistiki 6nemi gosterir.

Ayrica lokosit ve eritrosit konsantrasyonlari i¢in de sayim yapildi. Lokosit ve
eritrosit sayilari bakimindan kan ve Protokol-3'e gore hazirlanan PRP arasinda
istatistiki 6nemde farklilik (p<0.01) goriildii. PRP'deki lokositlerin, kandakinden
yaklasik 2.7 kat daha yiiksek bir konsatrasyona sahip oldugu belirlendi. Ancak
eritrositlerin PRP'de daha diisiik konsantrasyonda oldugu saptandi (p<0.01) (Tablo
3.7).

Tablo 3.11. Kan ve PRP'de eritrosit, 16kosit ve trombosit miktarlari.

Ornekler (n=9) | Lékosit (10°/L) | Eritrosit (10*/L) | Trombosit (10°/L)
X +SE X +SE X +SE

Kan 6.10+0.37* 7.25+0.47* 122.42 + 5.81*

Protokol-3 16.51 = 1.16* 2.11 £0.29* 717.17 £ 43.34*

Ayni siitunda * = istatistiki anlamda 6nemi gosterir (p<0.01)
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3.12. Biiyiime Faktérlerinin Ol¢iimii

PRP'lerin etkili olabilmesi i¢in aktive olmasi ve biiylime faktorlerini salgilamasi
gerekmektedir. Etkili PRP'yi tespit etmek igin farkli sekillerde hazirlanan PRP'ler
farkli kriterlere (EGF salimimi, PDGF salinimi, hiicre proliferasyonu) gore
birbirleriyle kiyaslandi. Bu amagla 4 farkli PRP grubu olusturuldu: Taze kandan elde
edilen ve aktive edilmeyen PRP grubu (PRP-1); Taze kandan elde edilen ve CaCl,
ile aktive edilen PRP grubu (PRP-2); CaCl; ile aktive edildikten sonra dondurulan
PRP grubu (PRP-3); Dondurma-¢ozdiirme yontemiyle aktive edilen PRP grubu
(PRP-4).

3.12.1. EGF (Epidermal Biiyiime Faktorii) Konsantrasyonu

Atlardan elde edilen PRP gruplarinda ELISA ile EGF olgiimii yapildi. EGF
salinimlar1 incelendiginde PRP gruplari arasinda istatistiki anlamda bir fark
goriilmedi. Yapilan olgiimlere gore en yiiksek EGF salinimi PRP-3’te belirlenirken
onu PRP-4"tin takip ettigi gortildi (Tablo 3.8, Sekil 3.20).

Tablo 3.8. PRP gruplarinda EGF konsantrasyonu.

Gruplar EGF (ng/L)
X+ SE

PRP-1 373.64 + 34.51
PRP-2 314.80 + 38.78
PRP-3 478.47 + 69.16
PRP-4 380.80 = 37.70
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400

EGF konsantrasyonu (X+SE)

200

PRP-1 PRP-2 PRP-3 PRP-4
PRP grubu

Sekil 3.20. PRP gruplarinda EGF konsantrasyonu.

3.12.2. PDGF (Trombosit Kokenli Biiyiime Faktorii) Konsantrasyonu

PRP gruplari arasinda PDGF konsantrasyonlar1 incelendiginde; PRP-4 grubunda
istatistiki anlamda en yiiksek PDGF salinimi belirlendi (p<0.05). PRP-3 grubunda ise
kontrol grubu olarak bulunan PPP, PRP-1 ve PRP-2 gruplarina gore daha yiiksek
diizeylerde PDGF salinim1 gdzlendi (Tablo 3.9, Sekil 3.21). ELISA sonuglarma gore
PRP-4 grubundaki trombositlerin, diger gruplara gore daha iyi aktive edildigi

goriildii.

Tablo 3.9. PRP gruplarinda PDGF konsantrasyonlari.

Gruplar PDGF-BB (ng/L)
X+SE

PPP 1977.34 + 436.18°

PRP-1 2326.33 +202.83%

PRP-2 1822.05 + 448.20%

PRP-3 3905.56 + 329.98°

PRP-4 5489.80 + 575.60°
Farkl1 harfler istatistiki 6nemi gosterir (p<<0.05)
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Sekil:3.21. PRP gruplarinda PDGF konsantrasyonu.

3.13. MTT ile Karsilastirmah Hiicre Proliferasyonu

Calismanin bu asamasinda 4 PRP grubunda, %5, %10, %15 ve %20'lik
konsantrasyonlarda 4 PRP altgrubu olusturuldu. Bu dort altgrup PRP'nin AEH'ler ve
AMH'lerin poliferasyonu iizerine potansiyel etkileri degerlendirildi. Ayrica kontrol
grubu olan FBS ile PRP'ler arasinda hiicrelerin proliferasyonlari karsilagtirildi.
AEH'lerde en iyi hiicre proliferasyonunun kontrole gére baskilanmasina ragmen
(p<0.001) kontrol grubuna daha yakin bir degere sahip olan %5'lik PRP-4 grubunda
(dondurma ¢ozdirme ile aktive edilen PRP) oldugu belirlendi. Diger PRP
gruplarinda hiicre proliferasyonunun kontrole goére anlamli derecede baskilandigi

(p<0.001) gozlendi (Tablo 3.10, Sekil 3.22).
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Tablo 3.10. Farkli konsantrasyonlardaki PRP'nin AEH'ler tizerine etkileri. MTT ile
proliferasyon dl¢iimii.

Hiicre tiirii % PRP PRP Grubu Proliferasyon
X+ SE

AEH %5 PRP PRP-1 23.02£2.79%"
PRP -2 4133 +4.87°

PRP -3 46.72 +2.66°
PRP -4 75.01 + 4.40%"

%10 PRP PRP-1 22,71 £2.79*

PRP -2 46.40 + 4.87**

PRP -3 32.40 £ 2.66°*
PRP -4 23.17 + 4.407 *

%15 PRP PRP-1 17.46 £2.79*

PRP -2 33.99 +4.87*

PRP -3 29.75+£2.66*

PRP -4 36.28 £4.40*

%20 PRP PRP-1 5.54+2.79*

PRP -2 4.19+4.87*

PRP -3 278 £2.66*

PRP -4 7.06+4.40*
10% FBS (kontrol) 100.00 £ 2.79 *

Ayni1 harfler ayni1 konsantrasyondaki PRP'ler i¢in istatistiki nemi gosterir (p<0.05) ;
* isareti %10 FBS'ye gore PRP'lerdeki istatistiki onemi belirtir (p<0.001).

Poliferasyon potansiyeli (X SE)

5% PRP 10%PRP 15%PRP 20%PRP  10% FBS

Sekil 3.22. Farkli konsantrasyonlardaki PRP'nin AEH'lerin proliferasyonu tizerine
etkileri.
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AMH'lerde PRP-4 grubunun tiim konsantrasyonlarinda (%5, %10, %15, %20)
en yiiksek proliferasyon elde edildi. PRP-3 grubunda ise diisiik konsantrasyonlarda
(%5, %10) daha yiiksek proliferasyon gozlendi. En diisiik oranda proliferasyon ise
taze kandan hazirlanan PRP-1 ve PRP-2 gruplarinda elde edildi (Sekil 3.23). PRP-4
grubununda %S5, %10 ve %15 konsantrasyonlardaki proliferasyon degerlerinin
kontrol grubuna olduk¢a yakin oldugu (p>0.05), diger PRP gruplarmnin tim
konsantrasyonlarinda proliferasyon oranlarinin  6nemli derecede baskilandigi
(p<0.001) goriildii. Bununla birlikte, kontrol grubunun (%10 FBS) en yiiksek

proliferasyon oranina sahip oldugu belirlendi (Tablo 3.11).

Tablo 3.11. Farkli konsantrasyonlardaki PRP'nin AMH'ler {izerine etkileri. MTT ile
proliferasyon dl¢iimii.

Hiicre tiirii % PRP PRP Grubii Proliferasyon
X £+ SE
AMH %5 PRP PRP-1 53.05+7.47 *
PRP -2 49.99+6.95 *
PRP -3 77.86+4.51%*
PRP -4 83.49+8.21°
%10 PRP PRP-1 61.32+7.47 *
PRP -2 58.30+£6.95%*
PRP -3 80.34+4.51%*
PRP -4 89.25+8.21
%15 PRP PRP-1 37.05+£7.47%*
PRP -2 59.07+6.95 *
PRP -3 59.75+4.51%*
PRP -4 88.88+8.21
%20 PRP PRP-1 22.45+7 473 *
PRP -2 54.55+6.95%
PRP -3 52.62+4.51°7
PRP -4 73.47+8.21°"
10% FBS (control) 100.00+2.79 *

Ayni harfler ayn1 konsantrasyondaki PRP'ler i¢in istatistiki 6nemi gosterir (p<<0.05)
* isareti %10 FBS'ye gore PRP'lerdeki istatistiki farkliliklart belirtir (p<0.001).
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Sekil 3.23. Farkli konsantrasyonlardaki PRP'nin AMH'lerin proliferasyonu iizerine
etkileri.

3.14. Hiicre Saymm ile Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi

MTT sonuglarimizda en iyi proliferasyon gosteren gruplarin dondurularak saklanan
(PRP-3 ve PRP-4 grubu) gruplar olduklar1 belirlendi. Bu c¢alismada iki grup
arasindan (PRP-3 ve PRP-4 grubu) en iyi proliferasyon gosteren PRP grubunu
belirlemek amaclandi. Dondurulup ¢ozdiirilen PRP (PRP-4) ve CaCl, ile aktive
edilerek dondurulan PRP'nin (PRP-3) farkli konsantrasyonlarinin kok hiicrelerin
poliferasyonu iizerine etkilerini belirlemek i¢in hiicre sayimi yapildi. 24 kuyucuklu
hiicre kiiltiirii plakasinin her bir kuyucuguna 7000 hiicre ekildi, ardindan 5 giin sonra
tripsin ile muamele edilerek canli hiicreler sayildi. AMH'lerde PRP-4 grubundaki,
hem %5'lik hem de %10luk konsantrasyonlardaki canli hiicre sayisinin, PRP-3
grubuna gore istatistiki onemde yiiksek oldugu saptandi (p <0.05). Her iki PRP
grubunun %?20'lik konsantrasyonunda ise en az sayida canli hiicre belirlendi (p
<0.05). Bununla birlikte, %5 konsantrasyonundaki PRP-4 grubunda en yiiksek sayida
canlt hiicre elde edildi (Sekil 3.24; Tablo. 3.12). PRP-4 grubunda %10 ve %15 PRP
konsantrasyonlarinin, %5'lik konsantrasyona oranla daha diisiik sayida bir hiicre

poliferasyonu gostermelerine karsin, aralarinda istatistiki agidan bir fark
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bulunmamaktadir. Bunun aksine, CaCl, aktivasyonu ile dondurulan PRP grubunun
(PRP-3) tiim konsantrasyonlarinda, canli hiicre sayisinin kontrole gore anlamli

oranda azaldigi belirlendi (p<0.05).

Tablo 3.12. AMH'lerde farkli konsantrasyonlardaki PRP'in hiicre proliferasyonu
lizerine etkisi.

AMH % PRP Hiicre sayisi
n=6 X +SE

CacCly ile aktive edilen ve dondurulan PRP grubu | %5 PRP | 10625.00 + 535.22

(PRP-3) %10 PRP | 11666.67 + 1148.67

%15 PRP | 11458.33 £751.16
%20 PRP | 4166.67 +697.22
%10 FBS | 16875.00+ 1434.33

Dondurulup-Cozdiiriilen PRP grubu %5 PRP |26041.67 + 1809.02

(PRP-4) %10 PRP|22291.67 + 1627.14

%15 PRP [ 18333.33 + 1536.59
%20 PRP| 7083.33 + 697.22
%10 FBS | 16041.67 +751.16
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PRP konsantrasyonu

Sekil 3.24. AMH'lerde farkli konsantrasyonlardaki PRP'nin canli hiicrelerin
proliferasyonu iizerine etkisi.

*= Farkli PRP gruplariin ayni1 konsantrasyonlar: arasinda istatistiki dnemi gosterir.
Farkli harfler, Ayn1 PRP protokoliiniin farkli konsantrasyonlari arasindaki istatistiki
Onemi gosterir (p<0.05).
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AEH'lerde de AMH'lere benzer sonuglar gozlendi. Buna karsin elde edilen
canlt hiicre sayisi AMH'lerden oldukg¢a diisiik ¢ikti. PRP-4 grubunda, %5, %10 ve
%15 Kkonsantrasyonlar1 arasinda istatistiki fark olmamasina ragmen, %5'lik
konsantrasyonda en yiiksek sayida canli hiicre elde edildi. %20'lik konsantrasyonda
ise canli hiicre sayisi baskilandi (p<0.05). PRP-3 grubunda ise istatistiki anlamda
fark olmamasina karsin %5, %10 ve %15'lik konsantrasyonlarda canli hiicre
sayisinin kontrol grubuna gore az oldugu ve %20'lik konsantrasyonda ise canli hiicre

sayisinin baskilandigi (p<0.05) belirlendi (Tablo 3.13, Sekil. 3.25).

Tablo 3.13. AEH'lerde farkli konsantrasyonlardaki PRP'nin hiicre proliferasyonu
tizerine etkisi.

AEH % PRP Hiicre sayist
n=6 X +SE
CaCl2 ile aktive edilen ve dondurulan PRP grubu | %5 PRP | 5416.67 + 527.05
(PRP-3) %10 PRP| 6666.67 + 697.22

%15 PRP| 6041.67 +596.58
%20 PRP| 4166.67 +263.52
%10 FBS| 8958.33 + 678.28
Dondurulup-Cozdiiriilen PRP grubu %5 PRP | 11041.67 £ 1090.52
(PRP-4) %10 PRP | 10416.67 + 1054.09
%15 PRP| 8333.33 + 768.30
%20 PRP| 3333.33 +263.52
%10 FBS| 9375.00 + 1007.78
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Sekil 3.25. AEH'lerde farkli konsantrasyonlardaki PRP'nin canli hiicrelerin
proliferasyonu iizerine etkisi.

Farkli harfler, ayn1 PRP grubunun farkli konsantrasyonlari arasinda istatistiki dnemi
gosterir (p<0.05).

PRP-4 grubunda, hiicre cogalmas: ile farkli konsantrasyonlarin iligkisi
incelendiginde ise, AMH ve AEH'lerde genel linear regresyon analizi ile hiicre
cogalmasi ve PRP konsantrasyonlari arasinda kuadratik (non-linear) iligki bulundu.
Bu iligkiye gore, PRP'nin %35 konsantrasyonuna kadar hiicre sayisi1 artarken, %5'den

sonra PRP konsantrasyonu arttik¢a hiicre sayisinin azaldigi belirlendi (Sekil 3.26-
27).
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Sekil 3.26. PRP-4 grubunda, farkli konsantrasyonlarin AMH proliferasyonuna etkisi.
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Sekil 3.27. PRP-4 grubunda, farkli konsantrasyonlarin AEH proliferasyonu iizerine

etkisi.
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4. TARTISMA

4.1. Amniotik Membran Kaynakh Epitel ve Mezenkimal Kok Hiicreler

Calismamizda at amniotik membran kaynakli epitel ve mezenkimal kok hiicreler
enzimatik yontem ile elde edildi. Amniotik membran kaynakli kok hiicreler
pasajlanarak cogaltildi ve ¢ok yonlii farklilastirmalari yapildi. Atlarin amniotik
membranlarindan elde edilen kok hiicrelerin proliferasyon 6zellikleri ile ilgili cok az
caligma bulunmaktadir. Lange-Consiglio ve arkadaslarinin (2012) yaptiklari ¢aligma
bulgularina benzer olarak ¢alismamizda AEH hiicrelerinin poligonal bir morfolojiye
sahip olduklari; AMH hiicrelerinin ise fibroblast benzeri bir morfoloji gosterdikleri
saptandi. Bununla birlikte Coli ve arkadaslar1 (2011) bizim bulgularimizla uyumlu
olarak ilk pasajlarda poligonal morfoloji sergileyen AEH hiicrelerinin ilerleyen

pasajlarda fibroblast benzeri bir morfoloji sergilediklerini bildirdiler.

4.2. iki Katina Cikma Siiresi

Calismamizda iki katina ¢ikma siireleri incelendiginde AEH’lerin sekizinci pasajdan
itibaren belirgin bir sekilde daha uzun siirede iki kati sayiya ulastiklar1 gorildi. En
hizli proliferasyon ise dordiincli pasajda saptandi. AMH’lerde ise dokuzuncu
pasajdan itibaren iki katina ¢ikma siiresi belirgin bir sekilde daha ytiksek 6l¢iildii
(p<0,05). Ayrica AMH’lerde dordiincii pasaj en kisa siirede hiicrelerin iki katina
ciktigi pasaj olarak belirlendi. Bu bulgular Lange-Consiglio ve arkadaslari’nin
(2012) bulgular ile de benzerlik gostermektedir. Lange-Cosniglio ve arkadaglari
(2012) calismalarinda en yogun proliferasyonun dordiincii ila altinci pasaj araliginda
goriildiigiinii; altinc1 pasajdan itibaren ise proliferasyonun yavasladigini belirtmistir.
Yine ayni ¢calisgmada AEH’lerin AMH’lere kiyasla daha yavas prolifere olduklari
belirtilmis olup yaptigimiz bu tez c¢alismasinda da benzer sonuglar elde edildi.
2012’de atlarin amniotik sivilarindan, gobek kordon kanindan ve Wharton jelinden

elde edilen kok hiicrelerinde sekizinci pasaja kadar giiclii bir proliferasyon gozleyen
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Iacono ve arkadaslar1 (2012) tarafindan da iki katina ¢ikma siiresi bakimindan benzer
sonuclar elde edildi. Coli ve arkadaslar1 (2011) ise, atlarda amnion kaynakli kdk
hiicrelerde onuncu pasajdan sonra hiicrelerde yaslanma goriildiigiinii saptadilar.
Atlarin amniotik mezenkimal hiicrelerinde {iglincii ve besinci pasajlarda daha yiiksek
proliferasyon saptandigini belirten Corradetti ve arkadaslar1 (2014) tarafindan da
benzer gdzlemler bildirildi. Insanlardan elde edilen amniotik kok hiicrelerde de hiicre
proliferasyonunun altinc1 pasaja kadar daha giiclii oldugunu gdsteren g¢alismalar
mevcuttur (Miki ve ark., 2010; Soncini ve ark., 2007). Atlarin kok hiicre
tedavilerinde kullanilabilecek en uygun hiicrelerin 3. ila 6. pasajlar arasindaki AEH

ve AMH'lerin oldugunu sdyleyebiliriz.

4.3. Biiyiime Egrisi

Bu caligsmada iigiincii, besinci ve yedinci pasajlarin {igiinde de yapilan biiylime egrisi
grafiklerinde amniotik mezenkimal hiicrelerin (0-24 saat), amniotik epitel hiicrelere
(0-48 saat) kiyasla daha kisa log fazina sahip olduklar1 saptandi. AMH'ler de plato
faz1 6. ve 8. gilinler arasinda gozlenirken, AEH'ler de 8. ve 10. giinler arasinda
gozlendi. Dolayisiyla AMH'lerde proliferasyon AEH'lerden daha iyidir. Besinci
pasajdaki hiicreler 3. ve 7. pasajlardan daha iyi ¢ogalma gosterdi. Bu durum
calismadaki iki katina ¢ikma siiresi analizini de desteklemektedir. Sonuglarimiz diger
caligmalarin (Corradetti ve ark., 2014; Lange-Consiglio ve ark., 2012; Lange-
Consiglio ve ark., 2013) verileri ile de uyumludur.

4.4, Koloni Olusturabilen Birim Analizi

Her iki tip hiicre (AEH, AMH) i¢in de birinci, ii¢iincli ve besinci pasajda farkli
yogunluklarda hiicre ekimi yapilarak hiicrelerin koloni olusturma yetenekleri
degerlendirildi. Iki tip hiicrede, ekilen hiicre konsanrasyonu arttik¢a koloni olusturma
yeteneklerinin de belirgin bir sekilde (p<0,05) arttig1 goriildii. Oncesinde Lange-

Consiglio ve arkadaslar1 (2012) tarafindan amniotik epitel hiicrelerde
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santimetrekareye 250 hiicre ekildiginde 226,66 hiicre/koloni olusturan birim (KOB)
ve santimetrekareye 500 hiicre ekildiginde 237,5 hiicre/KOB o6l¢timleri ile uyumlu
olarak calismamizda P1'de benzer degerler elde edilirken, P3 ve P5'te hiicre/KOB
degerinin Pl'e gore azaldig1 gozlendi. Bahsi gegen ¢alismada amniotik mezenkimal
hiicrelerde ise santimetrekareye 250 ve 500 hiicre ekildiginde sirasiyla 116,8
hiicre/KOB ve 79,61 hiicre/KOB sonuglar1 alindigi bildirildi. Bu sonuglar da
calismamizdaki Pl'de elde ettigimiz degerlerle uyumludur. P3 degerlerimiz daha
diisiikken, P5'teki 500 hiicre ekiminde elde ettigimiz hiicre/ KOB degerinin daha
yiikksek oldugu belirlendi. Calismamizda koloni olusturabilen birim analizinde
amniotik epitel ve mezenkimal hiicrelerde 3. pasajda, pasaj 1 ve 5'e oranla daha ¢ok
sayida koloni goriiliirken bu kolonilerin az miktarda hiicrenin bir araya gelerek
olusturuldugu gozlendi. Koloni olusturma kabiliyetinin, hiicre yogunlugundaki artisa
paralel olarak yiikseldigi goriildii. Bu bulgular Bourzac ve arkadaslarinin (2010)
atlarin kemik iliginden elde edilen kok hiicrelerde pasaj 0 ve pasaj 1'de elde ettigi
sonuglar ile benzerlik gostermektedir. Lange-Consiglio ve arkadaslar1 (2012) ve
Bourzac ve arkadaslari (2010) bu pozitif korelasyonu sifirinci ve birinci pasajda
gosterirken, yaptigimiz c¢alismada atlarin amnionundan elde edilen kok hiicrelerde

birinci, ligiincli ve besinci pasajlarda bu paralel artis belirlendi.

4.5. Yapisma Profili

Calismamizda AEH ile AMH'ler arasinda hiicrelerin plastik yiizeye tutunma
(yapisma) ozellikleri bakimindan karsilastirmalar1 yapildi. Plastik ylizeye tutunma,
kok hiicrelerin diizgiin bir sekilde gelisip prolifere olabilmesi i¢in G6nemli
faktorlerden birisidir. Yaptigimiz ¢alismada, ligiincii ve besinci pasajlarda AEH'lerin
yiizeye tutunma potansiyellerinde, AMH'lere gore belirgin bir istiinliik gozlendi.
Yapigma profili bakimindan epitel ve mezenkimal hiicreler arasinda karsilagtirmali

analiz ilk defa tarafimizdan yapildi.
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4.6. Cok Yonlii Farkhilasma

Calismamizda AEH ve AMH'lerin farklilasma potansiyellerini gostermek tizere,
spesifik farklilastirma medyumlarinda hiicrelerin  osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik farklilasmalar: yapildi. Osteojenik farklilasmada alizarin red boyamasi
ile ekstraseliiler kalsiyum demonstrasyonu, adipojenik farklilastirmada Oil Red O
boyamasi ile adipositlere farklilasan hiicrelerde intraseliiller yag damlaciklarinin
varligi, kondrojenik farklilastirmada ise alsian mavisi ile intraselliiler
glikozaminoglikanlar gosterildi. Atlarda amniotik epitel hiicreler (Lange-Consiglio
ve ark., 2012), amniotik mezenkimal hiicreler (Coli ve ark., 2011; Lange-Consiglio
ve ark., 2012), amniyon sivis1 kaynakli kok hiicreler, gobek kordonu kani kaynakli
kok hiicreler (Barberini ve ark., 2014), wharton jeli kaynakli kok hiicreler (Iacono ve
ark., 2012), kemik iligi kaynakli kok hiicreler (Barberini ve ark., 2014; Bourzac ve
ark., 2010; Lange-Consiglio ve ark., 2013) ve yag doku kaynakli kok hiicreler
(Alipour ve ark., 2015; Barberini ve ark., 2014) gibi bir¢ok kok hiicre tiiriinde

benzer farklilasma sonuclar1 bildirildi.

4.7. Norosfer Olusumu

AMH ve AEH'lerin, oval veya kiiresel sinir progenitor hiicreleri olan norosferleri
olusturma yeteneklerini goérmek icin lizin kapli pleytler kullanildi. Norosferlerin
olgunlastiktan sonra ii¢ boyutlu, kiire benzeri yapilar halinde yiizmeye basladiklari
goriildii. Bu bulgu Boia’nin (2012) kdpek olfaktor mukozasinin lamina epiteliyalis ve
lamina propriyalarindan elde edilen kok hiicreler ile yaptigi ¢alismanin norosfer
bulgular ile ortiismektedir. Calismada elde ettigimiz norsoferlerin 3. pasaja gore 7.

pasajda daha fazla olustugu belirlendi.
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4.8. PCR Analizi

Lange-Consiglio ve arkadaslarmin (2012) atlarin amnionundan elde edilen kok
hiicrelerde yaptiklar1 ¢alismanin bulgulart ile uyumlu olarak, gen ekspresyonu
analizlerimiz sonucunda, AEH ve AMH'lerin CD 14, CD 44, Cd 73, CD 90, CD 105
gibi multipotent kok hiicre markirlarinin ekspresyonu bakimindan pozitif sonug
verdigi goriildii. Immunojenik MHC-II markiri CD 74 ekspresyonu ise negatifti.
MHC-II ekspresyonunun negatif olmasi bu hiicrelerin allojenik kullanimimin 6niini
acmast nedeniyle son derece Onemlidir. Bulgularimizla uyumlu olarak farkli
arastirmacilar da gen ekspresyon sonuglarini bildirmislerdir. lacono ve arkadaslar
(2012) atlarin amniotik sivilarindan elde edilen kok hiicrelerinde, CD 73 gen
ekspresyonunu gostermezken, CD 90, CD 105 ve CD 44 genlerinin pozitif
ekspresyonlarint  gostermistir. Coli ve arkadaglart (2011)'da atlarin amniotik
mezenkimal hiicreleri {izerine yaptiklari arastirmadaki flow sitometri Sonuglarinda
CD 14, CD 44, CD 90, CD 105 ve CD 45 markirlar1 bakimindan pozitif sonuglar
bildirmislerdir. Calismamizda multipotent markirlarin yani sira, SOX2 ve OCT3/4
gibi pluripotent markirlarinda eksprese olmasi bu hiicrelerin multipotentligin
Otesinde bir potansiyele sahip olabilecegini gostermektedir. Bulgularimizla uyumlu
olarak, Lange-Consiglio ve arkadaslar1 (2012)'da yaptiklar1 ¢alismada atlarin
amnionundan elde edilen hiicrelerde OCT4’ilin pozitif ekspresyonunu bildirmiglerdir.
Atlarin amnion kaynakli kok hiicrelerinde OCT4 ekspresyonunun varligina dair
baska calismalar da mevcuttur (Coli ve ark., 2011; Corradetti ve ark., 2014). Bu
bulgular, bazi arastirmacilarin (Miki ve ark., 2005)'da 6nerdigi gibi, bu hiicrelerin
epiblastik hiicreler olabilecegi veya bu hiicrelerin embriyonun trofoektoderm ve
epiblast katmanlarindan koken aliyor olabilecegi (Vejlsted, 2010) ihtimallerini akla
getirmektedir.

4.9. Atlarda Yiiksek Sayida Trombosit Elde Etme Protokoliiniin Belirlenmesi

PRP, kandaki trombositlerin  santrifiijlenerek  yiiksek  konsantrasyonlara

cikarilmasiyla elde edilen bir tirlindiir. Textor (2011), PRP’nin tam kana oranla daha
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yiiksek konsantrasyonda trombosit icermesi gerektigini; aksi halde elde edilen
tirlinlin PRP olarak nitelendirilemeyecegini belirtmektedir. Denedigimiz dort farkli
protokolde de trombosit sayisinin belirgin bir sekilde arttigr gozlendi. Atlarda PRP
tanimi i¢in trombosit konsantrasyonu araligini belirten birka¢ ¢alisma bulunmaktadir.
Her ne kadar uygulanan dort protokolde de trombosit konsantrasyonu belirgin bir
sekilde artsa da ii¢c numarali protokolde PRP hazirlamada en iyi sonuglar elde edildi.
Hessel ve arkadaglar1 (2015), atlarda yergekimsel trombosit ayristirma sistemi ile
761x10°%L; santrifiij ile 310.4x10%L konsantrasyonunda trombosit elde etmistir.
Calismamizda {i¢ numarali protokol yontemi ile belirgin bir sekilde (p<0,001)
yiiksek trombosit konsantrasyonu (717.17+43.34x10%/L) elde edildi. Protokoliimiizde
21.17+4.72x10%/L konsantrasyonunda akyuvar bulunmaktadir ve bu konsantrasyon
Hessel ve arkadaslarimin (2015) elde ettigi degerler ile (18.2x10%/L) uyumludur.
Atlarda PRP’yi, trombosit say1 araliginin oldukg¢a genis oldugu diisiiniildiigiinde,
trombosit sayisina bakarak tanimlamak zor olmaktadir. Zuffova ve arkadaslari
(2013), atlardan elde ettikleri PRP’de 490+188x10%/L konsantrasyonunda trombosit
ve 184+1035x10%L konsantrasyonunda 16kosit bildirmektedir. Fontenot ve
arkadaslar1 (2012) elde ettikleri PRP'nin, tam kandan 2,58 kat daha fazla trombosit
icerdigini belirtmektedir. Baska calismalarda ise at PRP’lerinde 304x10%/L (Giraldo
ve ark., 2013), 221.4+60.3x10%/L (Jean-Claude Ionita, 2014) gibi daha diisiik
trombosit konsantrasyonlari bildirilmistir. Calismamizda kullandigimiz yontemle tam

kana gore yaklagik 6 kat daha fazla sayida trombosit elde edildi.

4.10. MTT ile Karsilastirmah Hiicre Proliferasyon Analizi

Bu kolorimetrik analiz ile tetrazolyum bilesenlerinin kromojenik bir {iriinii olan
formazanin seviyesine gore hiicrelerin metabolik aktivitesi Olglilmektedir. PRP,
aktivasyondan sonra biiyiime faktorlerince zengin haldedir. Calismamizda %S5, %10,
%15 ve % 20 olmak iizere dort farkli konsantrasyonda hazirlanan PRP’nin AEH ve
AMH'lerin proliferasyonu iizerine olan etkileri degerlendirildi. Calismamizda AEH,
ve AMH'lerde PRP-4 grubunda (Dondurma ¢ozdiirme ile aktive edilmis) en iyi
proliferasyon sonuglari elde edildi. AEH'lerde %5 PRP'nin, diger PRP
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konsantrasyonlarinin tamamindan daha iyi sonu¢ verdigi gozlendi. Diger yandan
%10 konsantrasyondaki PRP-2 grubunun, %5 degerinden sonraki en iyi sonuglari
verdigi belirlendi. Elde ettigimiz bulgular, Kakudo ve arkadaglarinin 2008’de insan
yag dokusu kaynakli kok hiicrelerinde yapmis oldugu, kalsiyum kloriir ile aktive
edilmis %5 PRP’nin maksimum proliferasyon sagladigimi bildirdikleri ¢aligma
sonuglari ile ortiigmektedir. Kakudo ve arkadaglar1 (2008) calismalarinda ayrica %20
PRP’nin proliferasyonu arttirmadigi sonucunu bildirmislerdir. Calismamizda %20
PRP iceren hem kalsiyum kloriir ile aktive edilen hem de dondurma ¢6zdiirme ile
aktive edilen gruplarda elde ettigimiz diisiik proliferasyon bulgular1 da bu g¢alisma
sonuclart ile uyum igerisindedir. Baz1 aragtirmacilar PRP’nin proliferasyon iizerine
doza bagli etkisinin oldugunu belirtmislerdir. Li ve arkadaglar1 (2013), %10
konsantrasyonda trombin ile aktive edilmis PRP ile, %20 FBS ile kiiltiire edilen
insan iskelet kasi progenitor hiicreleri arasinda benzer etkilerin oldugunu
gostermistir. Kakudo ve arkadaslart (2008) ise, insan yag dokusundan elde edilen
kok hiicrelerinde ve insan dermal fibroblastlarinda doza bagli olarak hiicre
proliferasyonunun degistigini bildirmektedir. Van Pham ve arkadaslar1i (2013),
yaptiklari arastirmada insan yag dokusu kaynakli kok hiicrelerinde %10 FBS ile %15
PRP'yi karsilagtirdiklarinda, PRP’nin daha iyi proliferasyon sagladigini
gostermislerdir. Del Bue ve arakadaglar1 (2007), atlarin yag dokusu kaynakli kok
hiicrelerinde  %3,125 ve 1lzeri konsantrasyonda trombosit lizatinin hiicre
cogalmasinda belirgin bir etkisinin oldugunu ortaya koymuslardir. Yaptigimiz
calismada, AEH ve AMH'lerde 5% konsantrasyonda PRP-3 ve PRP-4 gruplarinin
(dondurup ¢ozdiirme gruplar1), PRP-1 ve PRP-2 gruplarina (taze kan gruplari) gore
belirgin derecede daha yiiksek proliferasyon sagladigi belirlendi (p<0,05). %15
konsantrasyonda ise AEH ve AMH'lerde PRP-4 grubu, diger gruplara gore daha
yiiksek proliferasyon saglarken; %20 konsantrasyonun ise biitiin PRP tiplerinde en
diisiik proliferasyon ile sonuclandigr goriildi. Elde edilen bulgular ile hiicre
proliferasyonunda daha basarili sonuglar elde etmek i¢in AEH'lerde %5 PRP,
AMH'lerde ise %5, %10 ve %15 PRP kullanimiminin 6nemli oldugu sonucuna

varildi.
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4.11. Hiicre Sayim ile Karsilastirmal Hiicre Proliferasyonu

MTT bulgularimizda AEH ve AMH'lerde en iyi proliferasyonun dondurma
¢Ozdiirme gruplarinda oldugu belirlendikten sonra iki dondurma ¢6zdiirme grubu
olan kalsiyum Kkloriir ile aktive edildikten sonra dondurulan PRP grubu (PRP-3) ile
dondurma ¢ozdiirme yontemi ile aktive edilen PRP grubunun (PRP-4) farkli
konsantrasyonlarinin (%5, %10, %15 ve %20) hiicre cogalmasina etkileri incelendi.
Kontrol grubuna gore istatistiki anlamda énem olmasa da, AEH ve AMH'lerde PRP-
4 grubunun %5 PRP konsantrasyonlarinda en yiiksek oranda proliferasyon belirlendi.
AEH ve AMH'lerde %5, %10 ve %15 PRP konsantrasyonlarinda PRP-4 grubundaki
proliferasyon orani, PRP-3 grubundan daha yiiksekti. Her iki tip hiicrede de %?20
PRP’de canli hiicre sayisi1 tiim gruplarda belirgin bir sekilde diisiik gozlendi
(p<0,05). Diger yandan, PRP-3 grubunda AEH ve AMH'lerde, %5, %10 ve %15
konsantrasyondaki PRPnin, kontrol grubuna gore anlamli oranda proliferasyonu

baskiladig: belirlendi.

Kakudo ve arkadaslar1 (2008), insan yag dokusundan elde edilen kok
hiicrelerinde ve insan dermal fibroblastlarda kalsiyum kloriir ile aktive edilen %5
PRP ile kiiltiire edilen hiicrelerin tam kan ve aktive edilmemis PRP’ye gore canli
hiicre sayisinda belirgin bir sekilde (p<0,05) 2,5-3 kat1 daha yiiksek sonuclar elde
etmislerdir. Ayn1 ¢alismada %10 PRP konsantrasyonunun daha diisiik proliferasyon
sagladigi gosterilmistir. Cho ve arkadaslarinin (2011) galigmasina gore, insan
mezenkimal kok hiicrelerinde %10 PRP; %1, %3 ve %30 PRP konsantrasyonlarina
gore daha 1yi proliferasyon saglamistir. Bu konuda bazi arastirmacilarin sonuclari ise
bizim bulgularimiza gére farkli sonuglar vermistir. Ornegin Kurita ve arakdaslari
(2008), insan yag dokusu kaynakli kok hiicreler ve insan fibroblastlarinda %10
PRP’nin 5% PRP’ye oranla daha 1yi sonuclar verdigini bildirmistir.

Kakudo ve arkadaslar1 (2008), hem insan yag dokusu kaynakli kok hiicrelerde,
hem de dermal fibroblastlarda kalsiyum kloriir ile aktive edilmis %5
konsantrasyonundaki PRP’nin proliferasyona etkisinin giinden giine belirgin bir

sekilde daha iyiye gittigini gostermislerdir. Yazar ayrica %20 PRP
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konsantrasyonunda en diisiik cogalma wverilerini elde etmistir. Kocaoemer ve
arkadaglar1 (2007), insan yag dokusu kaynakli kok hiicrelerde trombin ile aktive
edilmis %10 konsantrasyondaki PRP’nin fotal buzagi serumuna kiyasla daha iyi
cogalma kinetikleri gosterdigini (p<0,05) bildirmistir. Calismamizda arastirmacilarin
sonuglariyla uyumlu olarak, dondurma c¢ozdiirme yontemiyle aktive edilen %5
PRP'nin her iki kok hiicre tiiriinde de en yiiksek oranda proliferasyonu sagladigi,

bunun yaninda PRP konsantrasyonu yiikseldikge, proliferasyonun azaldigi belirlendi.

4.12. Farkh Yontemlerle Hazirlanan PRP'lerde EGF Degerleri

Calismamizda PRP gruplarinda ELISA ile EGF &l¢iimii yapildi. Yapilan 6l¢iimde en
yiiksek degerler PRP-3’te alinirken onu PRP-4’{in takip ettigi gortildi. PRP gruplar
arasinda belirgin bir fark goriilmedi. Atlarda EGF’nin 0Olglimii ve normal
konsantrasyonu hakkinda olduk¢a sinirli bilgi bulunmaktadir. Arteriocyte Medical
Systems firmas1 2013°te at PRP’sinde EGF miktarin1 163.3+49.4 ng/L olarak
Olemiistiir. Bu konsantrasyon, ¢alismamizda elde edilen bulgulardan diistiktiir. Bunun
yani swra Anitua ve arkadaslarn  (2005), 470+75.02x10%ml  trombosit
konsantrasyonundaki insan PRP’sinde yaptiklar1 6lgiimde EGF konsantrasyonunu
442.50+£37.05 ng/L olarak oOlgmiislerdir. Rauch ve arkadaslar1 (2011) ise 15000
x10°/mL trombosit igeren insan PRP’sinde 18340 ng/L konsantrasyonunda EGF
Ol¢miislerdir. Bazi baska arastirmalarda ise insanlarda 188+11/ml trombosit
konsantrasyonunda 265 ng/L gibi daha diisiik konsantrasyonlarda EGF sonuglar1 elde
etmislerdir (Jeanne Adiwinata, 2012; Kurita ve ark., 2008). Elde ettigimiz sonuglarda
gruplar arasinda farklihik bulunmamaktadir. Bu sonuglarla, EGF'nin trombosit

aktivasyonunu belirlemede bir kriter olarak degerlendirilemeyecegi sonucuna varildi.

4.13. Farkh Yontemlerle Hazirlanan PRP'lerde PDGF Degerleri

Yaptigimiz ¢alismada dondurma ¢ozdiirme ile aktive edilmis PRP’nin (PRP-4) en
yiilksek PDGF-BB degerlerine (5489.80+575.60 ng/L) sahip oldugu goriildii. Bu
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bulgular, Hessel ve arkadaslarmin (2015), 761.0+240.0x10° trombosit/ml
konsantrasyonundaki PRP’nin dondurma ¢dzdiirme ile aktivasyonu sonrasinda elde
ettikleri 5160+1120 ng/L PDGF-BB bulgusu ile paralellik gostermektedir. Ancak
bircok arastirmaci tarafindan daha diisiik konsantrasyonlar da saptanmuistir.
Hauschild ve arkadaslari (2017), 327x10° trombosit/ml konsantrasyonundaki
PRP’den 3569+1597.23 ng/L PDGF-BB konsantrasyonu elde etmislerdir. Giraldo ve
arkadaglar1 (2013), PRP’de (327x10° trombosit/ml) 1259.7+418.6 ng/L ;PPP’de ise
601.8+339.3 ng/L PDGF-BB konsantrasyonu elde ettiklerini bildirmektedir. Atlar
iizerine yapilan baska bir ¢alismada ise, PRP’de (221.4+60.3x10° trombosit/ml)
3630+1160 ng/L PDGF-BB konsantrasyonu bulunmustur (Jean-claude lonita ve ark.,
2014). Bu farkliliklar, hazirlanan PRP’lerdeki trombosit sayilarinin farkindan
kaynaklaniyor olabilecegi gibi aktivasyon sonrasinda trombositlerin o graniillerinden
daha fazla bliylime faktoriinlin salgilanmasindan da kaynaklaniyor olabilir. Jean-
claude Ionita ve arkadaslari (2014) PDGF-BB’nin belirgin bir sekilde trombosit
sayist ile dogru orantili oldugunu bildirmektedir. Yaptigimiz ¢alismada PRP-3’{in
daha diisitk PDGF-BB konsantrasyonuna sahip oldugu goriildii. Dondurma ¢ézdiirme
ile yapilan aktivasyonun, en yiiksek konsantrasyonda PDGF salgilanmasina neden
oldugu sonucuna varildi. Fakat biiyime faktorleri ve aktivasyon iligkisinin
belirlenebilmesi i¢cin PRP aktivasyon metodlari alaninda daha fazla c¢aligmaya

ithtiya¢ duyulmaktadir.
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5. SONUC

1- Morfoloji ve Fiziksel Karakteristik Ozellikler

Amniotik epitel kaynakli kok hiicreler primer kiiltiirde poligonal morfolojide
gozlendi. Amniotik mezenkimal kok hiicreler ise fibroblast benzeri bir morfolojiye
sahipti. Bununla birlikte diger pasajlarda (P2’den P10’a) hiicreler fibroblast benzeri
morfolojide gozlendi. Her iki hiicre tipi de plastik yiizeye yapisma bakimindan
basarili olsa da amniotik epitel hiicrelerin P3 ve P5’te bu konuda daha iyi oldugu

goriildil.

2- Iki Katina Cikma Siiresi, Biiyiime Egrisi ve Koloni Olusturma Y etenegi

Her iki hiicre grubunda da proliferasyon potansiyeli birbirine paralel gozlendi.
Dordiincii pasajdaki hiicreler, en kisa iki katina ¢ikma siiresi ile en yiiksek mitoz
kabiliyetindeki hiicreler olarak goze ¢arparken 3. ile 6. pasaj arasindaki hiicrelerde de
yakin sonuglar elde edildi. Her iki hiicre tipinde de besinci pasajin en iyi ¢ogalma
kinetiklerine sahip oldugu ortaya kondu. Biiylime egrisi analizinde her iki hiicre
tipinin de onuncu giine kadar ¢ogalmaya devam ettigi; ¢ogalma yavaslamadan once
8. 1ile 10. gilinler arasinda daha 1yi ¢ogalmanin oldugu goriildi. Koloni
formasyonunun her zaman ekilen hiicre sayisi ile pozitif iliskide oldugu ve iki hiicre

tipi i¢in de tiglincii pasajdaki hiicrelerin bu konuda daha basarili oldugu gozlendi.

3- Farklhilasma Potansiyeli

Amnion kaynakli kok hiicreler ¢ok yonlii farklilasma potansiyeline sahiptir. Bu
Ozelliklerinden yararlanarak hiicrelerde osteojenik, adipojenik, kondrojenik
farklilasma calismalar1 yapilarak her iki hiicre tipinin de multipotent karakterleri

saptandi. Bunlara ek olarak her iki hiicre tipinde de norosfer eldesi gerceklestirildi.
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4- PCR Analizi

AEH ve AMH'lerde yapilan PCR analizlerinde pluripotent markirlar olan OCT3/4 ve
SOX2 ekspresyonlarinin varligi ile bu hiicrelerin multipotent 6zelliklerden fazlasina
sahip olduklar1 goriildii. Yapilan analizlerde hemopoietik kok hiicre markirt CD 45
negatif gozlendi. Hiicreler mezenkimal markirlar olan CD 73, CD 90 ve CD 105
bakimindan; metastatik kok hiicre belirteci CD 44 bakimindan ve non-malignant kok
hiicre belirteci CD 14 bakimindan pozitif ekspresyon gosterdi. MHC-II belirteci CD
74 her iki hiicre tipinde de negatif sonu¢ verdi. Bu bulgular ¢alismada kullanilan

hiicrelerin allojenik uygulamalar i¢in kullanilabilir oldugunu gostermektedir.

5- Trombosit Elde Etme Protokoli

Toplanilan trombosit sayis1 bakimindan basarili sonuglar elde edildi. Kullanilan ¢ifte
santrifiij teknigi ile 6nce 1000 rpm’de 10 dakika; sonrasinda 3000 rpm’de 15 dakika
santrifiijlenen kandan, taze kana oranla yaklasik 6 kat daha fazla trombosit elde
edildi (Taze kanda 122.42+5.81x10%/L; protokol sonrasi 717.17+43.34x10%/L). Bu
protokoliin, at kanlarindan PRP hazirlamada olduk¢a etkili bir yontem oldugu

sonucuna varildi.

6- Karsilastirmali MTT Analizi

MTT analizlerinin sonuglari ile dondurma ¢6zdiirme yontemi ile aktive edilen (PRP-
4) %5 PRP igeren grubun diger PRP gruplarina gore AEH'lerde yiiksek proliferasyon
sagladigr goriildi. AMH'lerde ise yine PRP-4 grubunda %5, %10 ve %15
konsantrasyonu ile en yiiksek proliferasyon elde edildi. Bununla beraber, dondurma
¢cozdiirme yontemi ile aktive edilen ve kalsiyum klortir ile aktive edilen dondurulmus
PRP’nin, taze inaktif PRP ve kalsiyum kloriir ile aktive edilmis taze PRP’ye gore

daha iyi sonuglar sagladigi ortaya kondu.
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7- Canli hiicre sayimi ve PRP konsantrasyonu

En 1yi proliferasyonu saglayan PRP-3 ve PRP-4 gruplarinda hiicre sayimmi ile
proliferasyon sonuglar1 degerlendirildi. Yapilan canli hiicre sayimi ile AMH ve
AEH'lerde %5 konsantrasyonda dondurma ¢ozdiirme ile aktive edilmis PRP’nin
(PRP-4) en yiiksek hiicresel proliferasyonu sagladigi goriildii. %5, %10 ve %15
konsantrasyonlarda kullanilan PRP ile elde edilen proliferasyon oranlari birbirine
yakinken, PRP konsantrasyonu yiikseldik¢e, proliferasyonun azaldigi belirlendi. %20
konsantrasyonda PRP kullaniminin ise her iki hiicre tipinde de hiicre ¢ogalmasini

baskiladig goriildii.

Bu sonuglar ile en iyi kok hiicre proliferasyonu igin, %5 konsantrasyonda

dondurma ¢ozdiirme ile aktive edilen PRP'nin en ideal se¢enek oldugu ortaya kondu.
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OZET

Amniotik Membran Kaynakh Kok Hiicreleri Uzerine Trombositten Zengin
Plazmanin Etkisi

Kok hiicreler gelisen teknoloji ile birlikte biyomedikal alaninda olduk¢a 6nemli bir
tedavi araci haline gelmistir. Amniotik membran, kok hiicre kaynaklar1 arasinda daha
az immunojenite ve multipotentten daha yiiksek potansiyelleri ile O6nemli bir
kaynaktir. Bu c¢alismada atlarin amniotik membranindan elde edilen kok hiicreler
izole edilerek, kiiltiire edildi ve onuncu pasaja kadar ¢ogaltildi. Bununla beraber
hiicreler iizerinde adipojenik, osteojenik, kondrojenik farklilagmalar ve norosfer
olusumu galismalar1 yapildi. Iki katina ¢ikma siiresi analizi ile iiciincii pasaj ile
altinci pasaj arasinda hiicre ¢ogalmalarinin daha giiglii oldugu ve dordiincii pasajda
hem epitel (AEH) hem de mezenkimal hiicrelerde (AMH) ¢ogalmanin en yiiksek
oldugu belirlendi. Biiylime egrisi analizinde AEH ve AMH'lerde besinci pasajin en
iyi bliyime kinetigi oOzelligini sergiledigi goriildi. At kanindan yiiksek
konsantrasyonda (717.17+43.34x10%/L) tombosit iceren PRP hazirlanigi icin ¢ift
santriifiijlii bir teknik gelistirildi. Caligmada, taze ve inaktif (PRP-1), taze ve CaCl,
ile aktive edilen (PRP-2), CaCl, ile aktive edildikten sonra dondurulan (PRP-3) ve
dondurma c¢ozdiirme islemi ile aktive edilen (PRP-4) dort grup PRP kullanildi.
Calismada PRP gruplar1 arasinda belirgin bir fark olmaksizin yiiksek konsant-
rasyonda Epidermal biiylime faktorii (EGF) gozlendi. PRP-4 grubunda en yiiksek
konsantrasyonda Trombosit kokenli biiylime faktorii (PDGF) saptandi. MTT analizi
ile hem AEH hem de AMH’de dondurma ¢6zdiirme ile aktive edilen PRP’nin (PRP-
4) daha iyi ¢ogalma sagladigi ortaya kondu. Canli hiicre sayimi da dondurma
¢ozdliirme ile aktive edilen PRP’nin (PRP-4) daha iyi hiicre proliferasyonunu
sagladigin1 gosterdi. Farkli dozlardaki PRP kullanimlarinda, dondurma ¢6zdiirme ile
aktive edilen %5 PRP konsantrasyonunun hem AEC hem de AMC’lerde biitiin
analizlerde hiicre c¢ogalmasinmi arttirdigi  belirlenirken, %10 ve %15 PRP
konsantrasyonlari ile de yakin sonuglar elde edildi. Farklilagma ¢aligmalarinda iki tip
hiicre de basari ile osteojenik, adipojenik ve kondrojenik hiicrelere farklilagtirildi; bu
farklilagsmalar alizarin red boyamasi, Oil Red O boyamasi ve alsian mavisi boyamasi

ile gosterildi. Norosfer olusumunda iki tip hiicrenin de kiire benzeri, {i¢ boyutlu sinir
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doku progenitér hiicreleri olusturabilme yeteneginde oldugu go6zlendi. PCR
analizinde pluripotent hiicre belirtegleri olan SOX2 ve OCT3/4’te olduke¢a giiclii
ekspresyon gozlendi. Hem AMH hem de AEH’lerde PO, P3, P5 ve P7’de multipotent
kok hiicre belirtecleri CD14, CD44, CD73, CD90 ve CDI105 ekspresyonlar1 iyi
seviyede gozlendi. Hemotopoetik hiicre belirteci CD45 iki tip hiicre i¢in de negatif
bulundu. Ayrica MHC-II belirteci (CD74) de her iki hiicre tipinde negatifdi. Bu
sonuglar, hem pluriopotent hem de multipotent kok hiicre karakterizasyonu gosteren
amnion membranindan elde edilen kok hiicrelerinin, allojenik uygulamalar igin

kullanilabilecek 6nemli bir kok hiicre kaynagi olduklarint géstermektedir.

Anahtar kelimeler: Amniotik Membran Kaynakli Kok Hiicre, PRP, PDGF, EGF, At
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SUMMARY

The Effect of Platelet Rich Plasma on Amniotic Membrane Derived Stem Cells

Stem cells become very important apparatus in this cutting edge technology in the
field of biomedical science. Amniotic membrane is one of the vital sources of stem
cells that give the cells with lesser immunogenicity having the strength more than
multipotency. Thus equine amniotic membrane derived stem cells were isolated,
cultured and propagated till passages ten. Along with these osteogenic, adipogenic,
chondrogenic differentiation as well as neurospheres formation were also performed.
In proliferative study, doubling time revealed that passage three (P3) to passage Six
(P6) had the higher growth and passage four (P4) was the highest proliferation in
both epithelial (AEC) and mesenchymal stem cells (AMC). In AECs and AMCs,
growth curve analysis showed that passage five (P5) was the best for growth kinetics
properties. A handy double centrifuged laboratory technique was developed to yield
a PRP from horse blood with higher platelets (717.17+43.34x10%L) concentration.
Four types of PRP was made such as fresh and inactivated (PRP-1), fresh and CaCl,
activated (PRP-2), stored and CaCl, activated (PRP-3) as well as stored and freeze-
thaw activated (PRP-4). Epidermal Growth Factor (EGF) concentration was recorded
in higher concentration having without any significant difference among different
types of PRPs. Platelet-derived growth factor (PDGF) concentration was the highest
in the freeze-thaw activated PRP. MTT procedure showed that PRP activated by
freezing-thawing method (PRP-4) was related with higher propagation of both AECs
and AMCs. Viable cells counting also favoured the freeze-thaw activated PRP (PRP-
4) in terms of growth of cells. In case of different dosages of PRP, 5% concentration
of freeze-thaw PRP had over all improved relation with all cellular growth indexes
for both AECs and AMCs although 10% and 15% concentration of PRP had the
close results. In differentiation study both types of stem cells were successfully
differentiated into osteogenic, adipogenic and chondrogenic lineage that were
confirmed by alizarin red stain, Oil Red O stain and alcian blue stain, respectively. In
neurospheres generation, both cells proved their ability to produce progenitor cells
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for nerve tissue by creating well defined, spheroid, three dimensional structures. In
PCR analysis, strong expression of two pluripotent markers (SOX 2 and OCT 3/4)
was recorded. Besides these, multipotent stem cell markers like CD 14, CD 44, CD
73, CD 90 and CD 105 had good expression in this study (PO, P3, P5 and P7) for
AECs and AMCs. On the contrary hemopoietic cell marker (CD 45) was negative for
both cell types. In addition, MHC-1I marker (CD 74) had also negative. These results
have shown that the amniotic membrane derived stem cells which have both of
multipotent and pluripotent characteristics are an important source of stem cells for

allogenic treatments.

Key words: Amniotic Membrane Derived Stem Cell, PRP, PDGF, EGF, Horse
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