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1. GĠRĠġ 

 
1.1. Kök Hücreler 

 

Kök hücreler, kendilerine özgü yenilenme ve yeni kök hücre üretiminde sınırsız 

mitoz bölünme yeteneğine sahip olup farklı vücut dokularını oluĢturmak üzere 

kontrollü ortamlarda çok yönlü farklılaĢma karakterine sahip olan hücrelerdir. Kök 

hücrelerin farklılaĢma aĢamaları gen ekspresyon analizi ile gösterilmektedir. Halen 

geliĢmekte olan bir bilim dalı olması nedeniyle kök hücrelerin tanımlanmasında 

kullanılan belirteçler bu hücreleri değerlendirme kriterleri için henüz tam olarak 

yeterli değildir. Hücrelerin elde edildiği türler, kök hücre popülasyonları arasındaki 

benzerlikler ve farklılaĢma safhalarındaki farklılıklar bu durumu daha karmaĢık hale 

getirmektedir (Hodgkiss-Geere, 2012). 

 
1.2. Kök Hücre Kaynakları 

 
Zigottan veya blastomerden elde edilen kök hücreler totipotent olarak kabul 

edilmekte ve her üç germ tabakasına da farklılaĢma kabiliyetleriyle bir birey 

oluĢturabilme kapasitesine sahiptirler. Embriyonun iç hücre kütlesi de her üç germ 

tabakasına farklılaĢabilmekte, fakat plasentaya farklılaĢamamaktadır. Bu hücrelerde 

pluripotent hücreler olarak sınıflandırılmaktadır (Dattena ve ark., 2009; Gade ve ark., 

2012). Embriyonik kök hücreler ilk olarak fareden elde edilmiĢtir. Daha sonrasında 

hamster, tavĢan, sıçan, maymun, tavuk, insan, köpek, kedi, at, domuz, inek, koyun, 

keçi ve mandadan embriyonik kök hücre elde edilmiĢtir.  Embriyonik kök hücreler 

insanlarda genellikle beĢ ila yedi günlük embriyolardan elde edilmektedir. 

Embriyonik kök hücrelerin izolasyonu embriyonun ölümü ile sonuçlanmakta 

olduğundan bu yöntemin kullanımı etik değildir. Bunların yanı sıra fötustan da kök 

hücre eldesi yapılabilmekte ve bu iĢlem için abort edilen fötuslar 

kullanılabilmektedir.  (Friedenstein ve ark., 1970; Gade ve ark., 2012). YetiĢkin kök 

hücreler ise elde edildikleri kaynağa göre mezenkimal kök hücreler, hematopoetik 

kök hücreler, nöral kök hücreler, deri kök hücreleri, retinal kök hücreler gibi farklı 
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tiplerdedir. Mezenkimal kök hücreler genellikle kemik iliği, yağ doku, göbek 

kordonu kanı (UCB), amniotik sıvı, plasenta, diĢ pulpası, tendon, sinovial membran 

ve iskelet kası gibi dokulardan elde edilmektedir (Quimby ve Dow, 2015; Toghraie 

ve ark., 2011). Multipotent olarak sınıflandırılan bu hücreler fibroblastlar, kas, 

kemik, tendon, ligament ve yağ doku gibi hücre ve dokulara farklılaĢabilme 

potansiyeline sahiptir. Fare kemik iliğinden mezenkimal kök hücreler ilk olarak 

Friedenstein ve arkadaĢları (1970) tarafından koloni birimleri oluĢturan fibroblastlar 

olarak izole edilmiĢ ve daha sonrasında Caplan (1971) tarafından bu terim literatüre 

eklenmiĢtir. Ġnsan, at, sıçan, fare, köpek, koyun, sığır gibi birçok farklı türden 

mezenkimal kök hücre izolasyonu yapılmıĢtır (Eslaminejad ve Fagihi, 2011; Gade ve 

ark., 2012). Mezenkimal kök hücreler, rejeneratif tıpta hücresel tedavi uygulamaları 

için oldukça kullanıĢlıdır. Birçok farklı dokudan mezenkimal kök hücre izolasyonu 

yapılmakla birlikte, çoğunlukla kemik iliği ve yağ dokudan elde edilen hücreler 

kullanılmaktadır. Kök hücreler allojenik, otolog veya zenojenik olarak insan ve 

hayvanlara uygulanabilmektedir.  

 
1.3. Kök Hücre Tedavisinin Avantaj ve Dezavantajları 

1.3.1. Kök Hücre Tedavisinin Avantajları 

 
Embriyonik kök hücreler, bütün hücre tiplerine farklılaĢabilmekte ve bu hücrelerin 

sonsuz mitoz kapasiteleri bulunmaktadır. Bu mitoz kapasiteleri ile embriyonik kök 

hücreler sınırsız hücre kaynağı olabilme potansiyelindedir. Kök hücre izole edilecek 

dokular in vitro fertilizasyon kliniklerinden elde edilebilmektedir (Brederlau ve ark., 

2006). 

YetiĢkin kök hücreler de embriyonik kök hücreler kadar olmasa da çok sayıda 

dokuya farklılaĢabilmektedir. Ayrıca otolog kullanıma imkan vermesi dolayısıyla 

immunojeniteleri oldukça düĢük olan bu hücreler birçok dokudan kolayca elde 

edilebilmektedir. YetiĢkin kök hücrelerde tümör oluĢma riski son derece düĢüktür. 

Bu hücreler genelde çok az invazif yöntemlerle donörden toplanabilmektedir (Lin ve 

ark., 2012). 
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1.3.2. Kök Hücre Tedavisinin Dezavantajları 
 

 

Kök hücre tedavisi halen geliĢme sürecinde olup  baĢarılı sonuçlar için henüz yeterli 

güveni kazanamamıĢtır. Ġnsanlar, kök hücre tedavileri gibi bir seçeneği kabul etmek  

için henüz yeterli bilince sahip değildir. Hücresel tedavi, son derece geliĢmiĢ araç 

gereçleri ve büyük bir harcama isteyen en son teknolojiyi gerektirmektedir (Frisbie 

ve Smith, 2010). 

 

 

Embriyonik kök hücrelerin izolasyonu, hücrelerin elde edildiği embriyoyu 

yok etmek anlamına gelmektedir. Bu nedenle etik olarak uygun görülmemektedir. 

Bununla birlikte bu hücrelerin transplantasyonu sonrasında immunolojik 

reaksiyonların gözlenmesi olasılığı yüksektir. Embriyonik kök hücrelerin uniform 

olarak tek bir hedef dokuya farklılaĢtırılabilmesi de yüksek farklılaĢma potansiyelleri 

nedeniyle daha zordur. Ayrıca embriyonik kök hücreler tümör oluĢumuna sebep 

olabilmektedir (Brederlau ve ark., 2006). 

 

 

YetiĢkin kök hücreler, embriyonik kök hücrelere nazaran daha düĢük bir 

farklılaĢma kapasitesine sahiptir ve daha az çoğalıp, daha kısa ömürlü olmaktadır. 

Bunun yanı sıra bazı durumlarda gerekli sayıda hücreyi elde etmek mümkün 

olamamaktadır (Lin ve ark., 2012).  

 
1.4. Kök Hücre Tedavisi 

 

 

Kök hücre tedavisi, bir hastalığın tedavisinde veya önlenmesinde herhangi bir 

biçimde kök hücrelerin uygulanmasıdır. Bu tedavi yöntemi hem insan, hem de 

veteriner hekimlik alanlarında büyük katkı sağlamaktadır. Kök hücre uygulamaları 

atlar, kediler ve köpeklerde birçok araĢtırmada kullanılmıĢ olmakla beraber, bu 

alandaki çalıĢmaların hala geliĢtirilmesi gerekmektedir. Hayvanlarda özellikle 

myokard infarktüsü, osteoartritis, tendinitis, osteokondrozis, kas distrofileri, inme 
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gibi birçok hastalıkta rejeneratif tedavinin popülerliği giderek artmaktadır (Gade ve 

ark., 2012). 

 

 

Kök hücreler trasnplante edildiklerinde, doku yenilenmesi direkt ve indirekt 

olmak üzere iki muhtemel mekanizma ile gerçekleĢmektedir. Dokuya özel hücrelere 

farklılaĢmak suretiyle direkt olarak; yangıyı azaltan, hücre ölümünü durduran ve 

dokunun rejenere olmasını sağlayan proteinleri sentezlemek suretiyle de indirekt 

olarak bu etkiler ortaya çıkmaktadır (Yagi ve ark., 2010). Veteriner hekimlikte kök 

hücrelerin klinik uygulaması, hücrelerin kökeni, izolasyon teknikleri, 

karakterizasyon, çoğaltma, uygulama ve dozaj konularında standardizasyonun henüz 

yapılamamıĢ olması nedeniyle halen araĢtırma aĢamasındadır (Lopez ve Jarazo, 

2015).  

 

 

 

1.5. Atlarda Amniotik Membran Histolojisi 

 

 

Amniotik membran kalın bir bazal membrana sahip epitel katman ve altındaki bağ 

dokudan oluĢmaktadır. Bu membran amniyon kesesinin duvarını oluĢturur. Kısraklar 

diffuz tip epiteliokorial plasentaya sahiptir (Banks, 1993) ve amniotik membran 

epiteli, tek katlı prizmatik epiteldir. Bu epitel katman avasküler bir bağ doku 

tarafından desteklenmektedir (ġekil 1.1). 
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ġekil 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 arası sınır bölge. (H & E) (Lange-

Consiglio ve ark., 2012).  

 
1.6. Kök Hücre Tedavisinin Büyük Hayvanlarda Kullanımı 

 

1.6.1. Tendinit 

 

 

Vücuttaki diğer dokulardan farklı olarak tendon ve ligamentlerin iyileĢme süreci 

zordur ve özel tedavi seçenekleri gerekmektedir. Mezenkimal kök hücreler 2010’da 

Crovace ve arkadaĢları tarafından atlarda tendinit tedavisinde baĢarı ile 

uygulanmıĢtır. Atlarda deneysel olarak fleksör süperfisiyal tendonda oluĢturulan 

tendinit vakalarında mezenkimal kök hücreler ve IGF’nin birlikte kullanımı ile 

iyileĢmede belirgin bir geliĢme görülmüĢtür. Mezenkimal kök hücre uygulamasının 

doku organizasyonunda, kompozisyonunda ve mekanik özelliklerini geri 

kazanmasında iyi sonuçlar sağladığı bildirilmiĢtir (Smith ve ark., 2003). Digital 

süperfisiyal fleksör tendon yaralanmaları sonrasında tedavi edilen hayvanların 

yaklaĢık % 90 oranında atletik fonksiyonlarını tamamen geri kazandıkları ve 
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herhangi bir nüks olayı olmadığı gözlenmiĢtir (Pacini ve ark., 2007). Ayrıca yağ 

dokudan elde edilen stromal vasküler fraksiyon tedavisinin, atlarda tendinitte belirgin 

bir iyileĢme sağladığı bildirilmiĢtir (Nixon ve ark., 2008). Yağ doku kaynaklı 

mezenkimal kök hücre tedavisi de atlarda deneysel olarak oluĢturulan tendinit 

modellerinde iyileĢmeyi arttırmıĢtır (de Mattos Carvalho ve ark., 2011). Bunların 

dıĢında kök hücrelerin klinik uygulamaları ile atlarda tendinopatiler ve ortopedik 

hasarlarda elde edilmiĢ baĢarılı sonuçlar da bulunmaktadır (Frisbie ve Smith, 2010; 

Koch ve ark., 2009). 

 

 

 

1.6.2. Kıkırdak Yaralanmaları / Osteoartritis 

 

 

Lateral trohlear çıkıntıda 15 mm çapında eklem kıkırdağı defekti olan 12 ata,  kemik 

iliği kaynaklı mezenkimal kök hücreler ile tedavi uygulandığında, otuz gün sonra 

yapılan muayenede hastaların durumlarının iyiye gittiği gözlenmiĢtir (Wilke ve ark., 

2007). Dahası preklinik araĢtırmalar insanlarda kök hücre tedavisinin menisküs ve 

kıkırdak yenilenmesinde tatmin edici sonuçlar alındığını göstermiĢtir (Najar ve 

ark.,2010; Yagi ve ark., 2010). Kemik iliği konsantresi de atlarda kıkırdak 

iyileĢmesinde kullanılmıĢtır (Fortier ve ark., 2010). TavĢan, fare, sıçan gibi küçük 

hayvanlarda mezenkimal kök hücrelerin otolog kullanımı ile deneysel olarak 

oluĢturulan kıkırdak defektlerinde rejenerasyonun daha iyi geliĢtiği gözlenmiĢtir 

(Chu ve ark., 2010). Hidaka ve arkadaĢları (2003) da atlarda oluĢturulan kıkırdak 

defektlerinde hyalin benzeri doku iyileĢmesinin hızlandığını belirtmiĢtir. 

 

 

 

1.7. Trombositten  Zengin Plazma (PRP) 

 

 

Trombositten zengin plazma (PRP) ilk olarak 1914’te Dimond ve arkadaĢları 

tarafından bulundu. 1974’e kadar trombositlerin sadece kan ve kan dolaĢımı ile ilgili 

olduğu düĢünülmekteydi. 1974’te Ross ve arkadaĢları düz kas hücre kültürü 

medyumuna trombosit ve kalsiyum verilmesiyle mitoz bölünmesinin ve hücresel 
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proliferasyonun arttığını göstermiĢlerdir. Bu araĢtırma trombositlerin sadece 

hemopoetik sistemde rol oynadığı fikrini yıkan devrimsel bir buluĢ olmuĢtur ve 

bilimsel alanda bu konu büyük bir ilgi çekmiĢtir. Takip eden dönemde yapılan 

araĢtırmalarda büyüme faktörlerinin keĢifleri gerçekleĢmiĢ ve sırasıyla, PDGF, TGF-

ß, IGF-1, VEGF büyüme faktörlerinin varlığı gösterilmiĢtir (Witte ve ark., 1978; 

Assoian ve ark., 1983; Karey ve Sirbasku, 1989;  Banks ve ark., 1998). 1987’de 

PRP’nin ilk otolog kullanımı yapılmıĢ ve uygulamanın gerçekleĢtirildiği kalp 

operasyonu sonrasında herhangi bir post operatif komplikasyon bildirilmemiĢtir 

(Ferrari ve ark., 1987). Zamanla birlikte PRP uygulamaları ameliyatlarda ve topikal 

uygulamalarda düĢük maliyeti, kolay kullanımı ve içerdiği büyüme faktörlerinin 

etkileri sayesinde sıkça kullanılan popüler bir tıbbi ürün haline gelmiĢtir (Elder ve 

ark., 2015; Zhang ve ark., 2005). Günümüzde PRP, düĢük maliyeti, bol miktarlarda 

elde edilebiliyor olması, immun red reaksiyonun düĢük olması, uzun süre 

depolanabilme ve geniĢ uygulama yelpazesi gibi özellikleri ile tedavilerde tercih 

edilmektedir (Rodriguez ve ark., 2014). 

 

 

 

1.8. PRP’nin Tanımlanması 

 

 

Trombositten zengin plazma, az miktardaki plazma içerisinde, granüllerinde bol 

miktarda büyüme faktörleri içeren trombositlerin toplanmasıyla elde edilen, anti 

enflamatuar, analjezik ve anabolik özelliklere sahip bir üründür. Trombosit 

konsantrasyonu, lökosit sayıları, büyüme faktörü miktarları gibi parametrelerdeki 

sayısal değiĢiklikler ve hazırlama metodları arasındaki farklılıklar sebebiyle ne beĢeri 

hekimlikte ne de veteriner hekimlikte PRP için üzerinde uzlaĢılmıĢ bir yöntem ve 

tanımlama bulunmamaktadır. PRP'de trombosit sayısı ile birlikte, lökositlerin 

optimal konsantrasyonu da tartıĢmalı konular arasındadır (Castillo ve ark., 2011; 

Dohan Ehrenfest ve ark., 2009; McLellan ve pelvin, 2011). Birçok araĢtırmada PRP, 

topikal veya intralezyonal kullanım için uygun bir ürün olarak tanımlanmaktadır 

(Anitua ve ark., 2004; Argüelles ve ark., 2006; Marx, 2004; Textor, 2011). BeĢeri 

tıpta PRP’nin hazırlanmasında kullanılan yöntemler hakkında daha kapsamlı 

çalıĢmalar bulunmaktadır (Yazawa ve ark., 2003). Boswell ve arkadaĢları (2003), 
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insanda PRP için en az 200×10
9
/L trombosit içeren plazmanın PRP sayılabileceğini 

öne sürmüĢlerdir. Bazı bilim insanları trombosit konsantrasyonunun tedavi amaçlı 

kullanımda etkili olabilmesi için  300×10
9
 trombosit/L ile 1500×10

9
 trombosit/L 

arası konsantrasyonda olması gerektiğini bildirmiĢlerdir (Anitua ve ark., 2004; Giusti 

ve ark., 2009; Textor, 2011). Diğer yandan bazı araĢtırmacılar veteriner hekimlikte 

de PRP terminolojisini kullansalar da atlarda PRP için güvenilir bir tanımlama hala 

yapılmamıĢtır (Jean-Claude Ionita, 2014; Textor, 2011). PRP tam kanın 

santrifüjlenmesi ile elde edilir. PRP’yi elde etmek kolay ve hızlı bir iĢlemdir. 

Santrifüj iĢleminden sonra elde edilen trombositlerdeki granüllerde bol miktarda 

bulunan büyüme faktörleri, aktivasyon sonrasında bu granüllerden salgılanırlar. Bu 

sayede farklı dokuların tedavisinde, hastanın kendi kanı bir büyüme faktörü kaynağı 

olarak otolog uygulama ile kullanılabilmektedir (Alsousou ve ark., 2009; Borrione ve 

ark., 2010; Lee ve ark., 2011; Nguyen ve ark., 2011; Soomekh, 2011). 

 
1.9. PRP’nin HazırlanıĢı ve Aktivasyonu 

 

 

PRP hazırlanması ile ilgili ilk detaylı veriler Mehta tarafından 1970’te bildirilmiĢtir 

(Mehta, 2010). Sonrasında bilim insanları bu protokolü zamanla süre, hız ve mesafe 

gibi santrifüj fiziği ve mekanikleri ile geliĢtirmiĢlerdir. PRP hazırlanması ile ilgili iki 

önemli protokol bulunmaktadır. Bunlar tek adımlı ve iki adımlı PRP hazırlama 

olarak adlandırılmaktadır. Fakat tartıĢmaların ötesine geçebilen kesin ve somut bir 

protokol henüz bulunmamaktadır. Aynı zamanda PRP hazırlanıĢı ile ilgili ticari 

preparatlar da piyasada satılmaktadır (Gao ve ark., 2009; Grageda, 2004; Griffin ve 

ark., 2009). Büyüme faktörlerinin granüllerden salgılanması aktivasyona bağlıdır. 

PRP aktivasyonu ekzojen veya endojen yollarla yapılabilmektedir. Tekrarlayan 

dondurup çözdürme tekniği trombositleri parçalayarak endojen aktivasyonu 

sağlamaktadır. PRP aktivasyonunda diğer yaygın metod ise PRP’ye kalsiyum klorid 

ve/veya trombin eklenmesidir (Roh ve ark., 2016). PRP aktivasyonunda kalsiyum 

klorid ve/veya trombin eklenmesi ile yapılan aktivasyonlar arasında bir fark 

gözlenmediği bildirilmiĢtir. Trombinin pıhtılaĢtırıcı etkisi ve istenmeyen 
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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 alınmıĢtır. Fakat iki tür arasında normal trombosit 

konsantrasyonunda ve fizyolojilerinde farklılıklar vardır. 142000/ml trombosit 

konsantrasyonu ile atlar, memeliler arasında en düĢük trombosit konsantrasyonuna 

sahiptir  (Boudreaux ve Ebbe, 1998). Genellikle PRP’de trombosit konsantrasyonu 

normal kanın 3 ila 5 katı arasında olmaktadır. Bazı çalıĢmalarda atlarda, PRP'de 

trombosit konsantrasyonu 310.4±164.5×10
9 

trombosit/L olarak belirlenmiĢtir (Hessel 

ve ark., 2015). 

 
1.11. PRP’nin Uygulanması      

 

 

Trombosit granüllerinde bulunan ve aktivasyon sonrasında varlığı saptanan en az 

yedi önemli büyüme faktörü vardır. Bunlar epidermal büyüme faktörü (EGF), 

değiĢtirici büyüme faktörü ß (TGF-ß), trombosit kökenli büyüme faktörü (PDGF), 

vasküler endoteliyal büyüme faktörü (VEGF), fibroblast büyüme faktörü (FGF), 

insülin benzeri büyüme faktörü (IGF) ve keratinosit büyüme faktörüdür (KGF). 

Normal kan plazması ile karĢılaĢtırıldığında PRP yukarıda bahsedilen büyüme 

faktörlerini oldukça yüksek konsantrasyonlarda içermekte ve rejeneratif tıpta 

arzulanan terapötik etkileri bu sayede göstermektedir (Borrione ve ark., 2010; 

Yoshida ve ark., 2013; Yu ve ark., 2011). Mezenkimal kök hücrelerin proliferasyonu 

ve farklılaĢtırılması epidermal büyüme faktörü (EGF) ile uyarılmaktadır. EGF, 

mezenkimal kök hücrelerle yapılan in vivo deneylerde erken ve geç osteojenik 

belirteçlerin ekspresyonunu arttırmaktadır (Liu ve ark., 2013). PDGF, TGF, VEGF, 

IGF, EGF ve FGF’nin tendon iyileĢme sürecini hızlandırıcı etkileri vardır (Wang ve 

Nirmala, 2016).  
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Veteriner hekimlikte, PRP’nin yara iyileĢmesi, tendon ve ligament 

yaralanmaları gibi durumlarda, özellikle atların tedavisinde kullanımı gün geçtikçe 

artmaktadır (Bosch ve ark., 2010b, DeRossi ve ark., 2009, Schnabel ve ark., 2007). 

PRP’nin atlarda tendon yaralanmalarında otolog olarak lokal veya topikal yolla 

baĢarılı bir Ģekilde uygulandığı ve olumlu sonuçlar alındığı çalıĢmalar bulunmaktadır 

(Argüelles 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 Mekanizması 

 

 

PRP’nin çalıĢma mekanizmasi ile ilgili kesin bir bilgi olmaması ile birlikte 

trombositlerin degranülasyonu ile açığa çıkan yüksek konsantrasyondaki büyüme 

faktörlerinin dokulardaki iyileĢme ve yenilenme sürecinde önemli bir etkisi olduğu 

düĢünülmektedir (Anitua ve ark., 2004; Marx, 2004). Bu faktörler, yara iyileĢmesi, 

doku yenilenmesi ve hücre farklılaĢması ile yakından iliĢkilidir. Bazı araĢtırmacılar, 

bu büyüme faktörlerinin doku iyileĢmelerindeki pozitif etkilerini bildirmiĢlerdir 

(Eppley ve ark., 2004; Schnabel ve ark., 2007; Sutter ve ark., 2004). Bu büyüme 

faktörlerinin aynı zamanda potansiyel antienflamatuar, anabolik ve anjiogenik 

etkilerinin olduğu da bilinmektedir (Fortier ve ark., 2011). Dermal fibroblast 

kültüründe PRP’nin etkisi ile tip-1 kollajen ve matriks metalloproteinaz-1 

ekspresyonlarının arttığı gözlenmiĢtir (Kim ve ark., 2011). Doku yenilenmesi 

hücresel mitoz döngüsü ile doğrudan iliĢkilidir. Tip-1 kollajen ve matriks 

metalloproteinaz-1'de G1 fazının pozitif regülatörleridir. G1 fazı regülatörlerindeki 

artıĢ doku rejenerasyonunu arttırmakta ve böylelikle yara iyileĢmesi hızlanmaktadır 

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

 
Trombosit aktivasyonu ile salgılanan büyüme faktörlerinin arasında yakın iliĢki 

mevcuttur (Zimmermann ve ark., 2001). PRP'nin içerisinde intraselüler granüllere 

(çoğunlukla alfa granüller) sahip trombositler, daha az miktarda lökositler ve plazma 

bulunur. Lökositler de trombositler gibi kendi intraselüler granüllerini taĢımaktadırlar 

ve bu granüllerde bazı mikro ve makro moleküller bulunmaktadır. Plazmada yine 
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birçok makro ve mikro partikül kaynağıdır. Bu bağlamda trombosit ve lökosit 

sayısının ve büyüme faktörü konsantrasyonlarının PRP’nin klinik etkisini arttırmada 

ana parametreler olduğunu bazı bilim insanları öne sürmektedir (DeLong ve ark., 

2012). Bu biyomoleküller, aktivasyon esnasında trombosit reseptörlerine kollajen, 

trombin, trombosit aktive edici faktör, serotonin, kalsiyum, magnezyum, tromboksan 

A2 ve adenozin difosfat gibi moleküllerin bağlanması sonucu açığa çıkmaktadır 

(Evans, 2013). Trombositlerin mekanik yıkımı da PRP’yi aktive etme 

yöntemlerinden biridir ve bu yolla hücresel içerik açığa çıkarılabilmektedir. PRP'nin 

aktifleĢtirilmesinden hemen sonra büyüme faktörlerinin salınımı gerçekleĢir (El 

Backly ve ark., 2012). 

 
Ancak, PRP içerisinde bulunan lökositler, doku onarımı sırasında büyüme 

faktörlerinin aktivitesini etkileyebilmektedir. Lökosit granülleri içerisinde, kendi 

enflamatuar sitokinlerini içerir ve eğer bu granüller yeterli miktarda enflamatuar 

sitokin içeriyorsa, PRP içerisindeki bu lökositler bazı transfüzyon sonrası 

komplikasyonlara neden olabilmektedir (Bordin ve ark., 1994; Davenport ve Kunkel, 

1994). Dolayısıyla PRP içerisindeki lökositlerin azaltılması veya uzaklaĢtırılması 

enflamatuar sitokinlerin etkilerinden kaçınmak adına önemlidir (Muylle ve 

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

 

 

 

1.13. PRP ve Kök Hücreler 

 

 

Kök hücrelerin PRP ile kombine uygulanması daha iyi sonuçlar verip vermediği hala 

araĢtırılmakta olan bir konudur. PRP’lerin mezenkimal kök hücreler ile in vitro 

ortamda birlikte kullanımı birkaç makalede bildirilmiĢtir. Roubelakis ve arkadaĢları 

(2014), in vitro ortamda mezenkimal kök hücreler ile birlikte PRP kullanımının 

hücre proliferasyonunu arttırdığını fakat osteojenik farklılaĢma potansiyelini 

azalttığını bildirmiĢtir. Bunun yanı sıra hücre proliferasyonundaki artıĢa rağmen 

alkalin fosfataz aktivitesinin PRP tarafından baskılandığı görülmüĢtür (Mishra ve 

ark., 2009). Osteojenik farklılaĢmadaki bu düĢüĢün, hücresel proliferasyondaki 

artıĢtan dolayı hücre morfolojisinin değiĢmesi ve kemik üreten pre-osteoblastik 
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hücrelerin oluĢumunun modifiye olması ile bağlantılı olabileceği düĢünülmektedir 

(Xie ve ark., 2014). Az sayıda bilim insanı, mezenkimal kök hücrelerin in vitro 

olarak kemik dokuya farklılaĢtırılması için %2 ila %5 PRP oranının ideal 

konsantrasyon olduğunu önermektedir. Yüksek veya az PRP konsantrasyonlarının 

mezenkimal kök hücrelerin osteojenik potansiyellerini baskıladığı bildirilmiĢtir 

(Yamada ve ark., 2004). Fakat klinik uygulamalar için optimum PRP ve mezenkimal 

kök hücre konsantrasyonu henüz bilinmemektedir. Bu nedenle klinik uygulama 

yöntemlerine yönelik optimizasyon çalıĢmaları artarak devam etmektedir. Fakat bazı 

çalıĢmalar mezenkimal kök hücrelerin in vitro ortamda 7 gün PRP ile muamele 

edilmesinden sonra kondrojenik ve osteojenik gen belirteçlerinde artıĢ olduğunu da 

göstermiĢtir. ÇalıĢmada Sox 9 gibi kondrojenik biyobelirteçlerin ekspresyonu 10 

kattan fazla artarken, erken osteojenik farklılaĢma biyobelirteci olan RUNX2 

ekspresyonunun 2 kat daha az eksprese olduğu görülmüĢtür (Gobbi ve Fishmann, 

2016). Ġskelet kası kaynaklı mezenkimal kök hücrelerin in vitro olarak PRP ile 

muamele edilmesi ile proliferasyonun, adhezyonun ve hücre göçünün belirgin bir 

Ģekilde arttığı saptanmıĢtır (Mifune ve ark., 2013). Ġn vitro ortamda insan subkondral 

hücrelerinde PRP, subkondral progenitör hücrelerin vertikal göçünü uyarmakta ve 

kıkırdak matriksinin birikimini arttırmaktadır (Kruger ve ark., 2012). Bu çalıĢmalar 

mezenkimal kök hücreler ile PRP’nin birlikte kullanımının özellikle kıkırdak 

defektlerinin rejenerasyonunda umud vaad ettiğini göstermektedir. 

 

 

Ġnsanlarda PRP’nin hazırlanıĢı, karakterizasyonu (Yazawa ve ark., 2003), çok 

amaçlı kullanımı ve insan mezenkimal kök hücreleri üzerine etkileri bakımından 

birçok çalıĢma (Boswell ve ark., 2012) olmasına karĢın, atlarda PRP’nin kök 

hücrelerle birlikte kullanılmasına yönelik çalıĢma sayısı oldukça azdır. 

 

 

Hipotez: PRP'nin in vitro olarak amniotik membran kaynaklı kök hücrelerin 

proliferasyonunu arttıracağını varsaymaktayız. 

 

Amaç: Atlarda, tendo ve ligament hasarlarının tedavisinde, PRP ve kök hücrelerin 

birlikte kullanılabileceği etkili bir yöntemin geliĢtirilmesi amaçlanmaktadır.   
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Hedef 1: Atların amniotik membranından epitel ve mezenkimal kaynaklı kök 

hücreleri izole etmek ve bu hücrelerin gen düzeyinde kök hücre markırlarının 

ekspresyonunu göstermek 

Gerekçe: Önceki çalıĢmalar amniotik membran ve amniotik sıvı kaynaklı kök 

hücrelerin bazı pluripotent markırlar ile birçok multipotent markırları eksprese 

ettiklerini göstermiĢtir. Bu nedenle bu kök hücrelerin pluripotent ve multipotent 

arasında geçiĢ özelliğinde olduğu ve yetiĢkin kök hücrelerinden daha üstün 

özelliklere sahip olduğu düĢünülmektedir. 

Hedef 2: Amniotik epitel ve mezenkimal kök hücrelerin çoğalma potansiyallerini, 

adipojenik, osteojenik, kondrojenik ve nörosferlere farklılaĢmalarını göstermek. 

Gerekçe: Atların amniotik membranından elde edilen kök hücrelerin yağ hücreleri, 

kemik hücreleri ve kıkırdak hücreleri gibi çoklu farklılaĢma kapasitesine sahip 

olması bu hücrelerin tendon ve ligament yaralanmalarında tedavi amaçlı kullanım 

olasılığını güçlendirmektedir. 

Hedef 3: Atlarda büyüme faktörlerinden zengin PRP metodunu belirlemek. 

Gerekçe: Trombositin etkin bir Ģekilde aktivasyonu ile salgılanan büyüme 

faktörlerinin konsantrasyonu arasında yakın bir iliĢki mevcuttur. Bu büyüme 

faktörlerinin, yara iyileĢmesi, doku yenilenmesi ve hücre farklılaĢması üzerindeki 

pozitif etkileri bilinmektedir. Uygun PRP hazırlama yöntemiyle optimum 

konsantrasyonda büyüme faktörü elde etmek, tedaviden beklenen faydayı 

arttıracaktır.  

Hedef 4: Farklı Ģekillerde aktive edilen PRP gruplarının, amniotik epitel ve amniotik 

mezenkimal kök hücrelerinde proliferasyon üzerine etkisini göstermek ve uygun PRP 

konsantrasyonunu optimize etmek. 

Gerekçe: Tendon yaralanmalarında spontan iyileĢme hızı oldukça düĢüktür. Nedbe 

dokusu oluĢumu ve üçüncü tip kollajen miktarındaki artıĢla birlikte tendonun 

sağlamlığı azalmakta ve sakatlıklar nüks edebilmektedir. Uygun dozda uygulanan 

PRP ve kök hücre kombinasyonu daha hızlı bir Ģekilde proliferasyon sağlayarak 

tendon ve ligament iyileĢmelerinde daha etkili sonuçlar alma potansiyeline sahiptir. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 
2.1. At Amniotik Dokularının Toplanması 

 

 

Hayvanlardan doğum sonrası amniotik doku ve sıvı örneklerinin toplanabilmesi için 

Afyon Kocatepe Üniversitesi Hayvan Etik Kurulundan onay alındı (AKÜHADYEY-

01-16 ve 28.01.2016). Amniotik membranlar, Anadolu Tarım ĠĢletmesi Müdürlüğü 

Mahmudiye Harası'nda doğum yapan 6 adet kısraktan toplandı. 

 
Gebe kısrakların doğum semptomları yakından takip edilerek izlendi. 

Doğumdan kısa bir süre önce kısrağın perineum bölgesi %70 alkol ile silinerek 

dezenfekte edildi. Fötusun çıkıĢı esnasında tayın kafası gözlenir gözlenmez, tayın baĢ 

ve boyun bölgesine denk gelen dorsal ve dorso-lateral bölgesinden allanto-amniotik 

membran doku parçaları steril makas ve pens yardımı ile alınarak penisilin-

streptomisin (%2) ve amfoterisin-B (%0.2) içeren steril PBS içerisine konuldu. 

Allanto-amniotik membran doku parçaları antibiyotikli PBS solusyonunda 3-4 kez 

yıkandıktan sonra soğuk zincirde laboratuvara getirildi. 

 

 

 

 2.2. At Amniotik Membran Kaynaklı Epitel (AEH) ve Mezenkimal Kökenli 

Kök Hücrelerin (AMH) Elde Edilmesi 

 

 

Hücrelerin izolasyonu ve kültür iĢlemleri Consiglio ve arkadaĢları (2012) tarafından 

tarif edilen metodun kısmen modifikasyonu ile gerçekleĢtirildi. Tüm hücre kültürü 

iĢlemleri sınıf II biyogüvenlik kabini içerisinde yapıldı. Laboratuvara getirilen 

allanto-amniotik membran doku örnekleri antibiyotikli PBS içeren petri kaplarına 

konuldu. 3-4 kez petri kapları içerisinde antibiyotikli PBS ile doku örnekleri yıkandı. 

Amniotik membran mekanik olarak allantoisten ayrıldı (ġekil 2.1). Amniotik 

membran doku örnekleri 2.4 U/ml konsantrasyonunda dispase-II (Roche, Japonya) 

içeren PBS ile 37°C’de 9 dakika inkübe edildi. High Glikoz DMEM (HGMEM), 

%10 FBS, 2mM glutamin, %1 antibiyotik, %0,1 amfoterisin-B içeren solüsyon 

içerisinde doku örnekleri 5-10 dakika bekletildikten sonra, 250 ng/mL DNAse 
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(Roche, Almanya) 0,93 mg/mL kollajenaz tip IA (Gibco, A.B.D.) içeren enzim 

solusyonu ile 37°C'de 3 saat inkübe edildi. Doku örnekleri enzimatik olarak 

parçalandıktan sonra 100 µ’luk filtre süzgeçten (Grenier bio-one, A.B.D.) geçirildi 

ve 250 g'de 10 dakika santifüj edildi. Süpernatant uzaklaĢtırıldıktan sonra, hücreler 

HGMEM (Capricorn, A.B.D.), %15 FBS (Biochrom GmbH, Almanya), 2mM 

glutamin (Gibco, BirleĢik Krallık), %1 pen-strep (Gibco, A.B.D.), 10 ng/mL EGF 

(Sigma, A.B.D.) içeren kültür medyumu ile 38,5°C'de ve %5 CO2'li inkübatörde 

kültüre edildi. Kültüre edilen bu hücreler amniotik mezenkimal hücreler olarak 

adlandırılmaktadır. Amniotik epitel kökenli kücreleri elde etmek için kollajenaz ve 

DNAse içeren enzim solusyonu içerisinde parçalanmayan amniotik membran doku 

parçaları tekrar %0,25 Trypsin-EDTA (Gibco, BirleĢik Krallık) ile 37°C’de 2 dakika 

boyunca inkübe edildi ve enzimatik olarak parçalanan doku parçalarının 

filtrasyonunu takiben  250 g’de 10 dakika santrifüj edildi. Elde edilen hücre peleti 

aynı kültür medyumu ile flasklara ekildi ve 38,5°C'de, %5 CO2 içeren ortamda 

kültüre edildi . 

 

Allanto-amniotik membranın yıkanması  

 

Allanto-amniotik membranın yıkanması  

 

Amnionun allantoisten ayrılması  

 

Amnionun allantoisten ayrılması  

 
 

ġekil 2.1. Kısrak amniotik membranının elde edilmesi 
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2.3. At Amniotik Membran Kaynaklı  Kök Hücrelerin  Kültürü 

 

 

 Atların amniotik membranından elde edilen epitel ve mezenkimal kökenli hücreler 

38.5°C, %5 CO2'li ortamda HGMEM (Capricorn, A.B.D.), %15 FBS (Biochrom 

GmbH, Almanya), %1 L-Glutamin (Gibco, BK), 10ng/mL epidermal büyüme 

faktörü (EGF, Sigma, A.B.D.), %1 pen-strep (Gibco, BK) ve %0.1 amfoterisin-B 

(Biochrom GmbH, Almanya) içeren kültür medyumunda kültüre edildiler. 

Tutunamayan hücreleri uzaklaĢtırmak için 24 saat sonra kültür medyumu değiĢtirildi. 

YaklaĢık  %80-90 konfluense ulaĢan hücreler tripsin-EDTA ile toplandı ve aynı 

kültür medyumunda pasajlandı. Hücreler 10. pasaja kadar çoğaltıldı. Ġlk pasajdan 

sonra kültür medyumunda %15 yerine %10 FBS kullanıldı. Kültür medyumu üç 

günde bir değiĢtirildi. Üçüncü, beĢinci ve yedinci pasajlarda büyüme eğrisi ve 

farklılaĢtırma çalıĢmaları yapıldı. Canlı ve ölü hücrelerin sayısı trypan mavisi 

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

 

 

 

2.4. Ġkiye Katlanma Süresinin (Doubling Time) Hesaplanması 

 

 

AMH ve AEH’lerin proliferasyon potansiyelleri ikiye katlanma süreleri hesaplanarak 

belirlendi. Herbir kuyucuğa santimetrekareye 10,000 hücre konsantrasyonunda 

olacak Ģekilde altı kuyucuklu plakaların 3 kuyucuğuna hücreler ekildi. Hücreler %90 

konfluense ulaĢana kadar her üç günde bir kültür medyumu değiĢtirildi. %0,25 

tyrpsin-EDTA (Gibco, BirleĢik Krallık) kullanarak hücreler toplandı ve ölü-canlı 

hücre sayıları belirlendi. Yukarıda belirtilen konsantrasyonda 6 kuyucuklu plakalara 

hücre ekimi tekrar yapıldı. Bu iĢleme 10. pasaja kadar devam edildi.  AĢağıdaki 

formüle göre ikiye katlanma süresi hesaplamaları yapıldı. 
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2.5. AMH ve AEH’lerde Büyüme Eğrisinin (Growth Curve) Belirlenmesi 

 

 

Büyüme eğrisi oluĢturmak ve hücre proliferasyonunun davranıĢsal düzenini 

gösterebilmek amacıyla, üçüncü, beĢinci ve yedinci pasajda santimetrekareye 8,000 

hücre yoğunluğunda olacak Ģekilde 4 kuyucuklu plakalara (Thermo Scientific, 

Danimarka) amniotik mezenkimal hücreler ve amniotik epitel hücreleri ekildi. Her 

iki günde bir dört kuyucuktan hücreler toplanarak 14. güne kadar sayıldı. Bu iĢlem 

altı farklı attan elde edilen altıĢar örnekte tekrarlandı.  

 

 

 

2.6. Koloni OluĢturma Potansiyeli 

 

 

Birinci, üçüncü ve beĢinci pasajlarda kök hücrelerin koloni oluĢturabilme 

yeteneklerini değerlendirmek için santimetrekareye sırasıyla 100, 250 ve 500 hücre 

olacak Ģekilde altı kuyucuklu plakalara hücreler ekildi ve ekilen hücreler 15 gün süre 

ile kültür medyumu içerisinde kültüre edildi. Her üç günde bir kültür medyumu 

değiĢtirildi. 15 günün sonunda plakalardaki hücreler %4 paraformaldehit ile 30 

dakika tespit edildi. Distile su ile yıkandıktan sonra 15 dakika %0,02 kristal violet ile 

boyamaları gerçekleĢtirildi. Distile su ile 3 defa yıkandıktan sonra stereomikroskop 

altında incelendi. Değerlendirme aĢamasında en az 16-20 hücre içeren koloniler 

dikkate alınarak koloni sayımı yapıldı (Lange-Consiglio ve ark., 2013).  

 

 

 

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

 

 

Atlardan elde edilen AMH ve AEH’lerin yapıĢma profilleri Ģu Ģekilde saptandı; 96 

kuyucuklu plakalara 100µl içerisinde 10,000 hücre olacak Ģekilde hücreler ekildi ve 

38,5°C’de karbondioksitli inkübatörde 48 saat inkübe edildi. Kültür medyumu 

uzaklaĢtırıldıktan sonra kuyucuklar 200 µl PBS ile yıkandı ve %1 gluteraldehit tespit 

solusyounu ile hücreler 30 dakika tespit edildi. Tespit solusyonu uzaklaĢtırılıp PBS 

ile iki kez kuyucuklardaki hücreler yıkandıktan sonra, %0,02 kristal violet ile 15 

dakika hücreler boyandı. Boyamadan sonra akarsu ile yıkama yapıldı ve 96 
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kuyucuklu plaka ters çevrilip hafifçe vurularak plakadan su uzaklaĢtırıldı. Her 

kuyucuğa 150 µl %70 etanol eklendi. Plastik koruyucu bant ile plakalar kaplandı ve 

plaka aliminyum folyo ile sarılarak karanlık ortamda çalkalayıcı üzerinde 1 saat oda 

ısısında bekletildi. Elisa okuyucuda 595nm’de absorbans değerleri ölçüldü. 

 

 

 

2.8. Atlarda Yüksek Sayıda Trombosit Elde Etme Yönteminin Belirlenmesi 

 

 

Yüksek sayıda trombosit konsantrasyonunu elde edebilmek için farklı yöntemlerle 

PRP elde edildi. Çift santrifüj metodu ile trombositler toplandı. ÇalıĢmamızda daha 

önce baĢka türlerde denenen dört farklı metodu seçtik. Dokuz adet sağlıklı attan 

antikoagülanlı kan torbaları ile (Birsel kan torbası CPDA-1, model#BB-01, Türkiye) 

kan alındı. Alınan kanlarda kan sayım cihazı (Mindray BC-2800Vet) ile tam kan 

sayımı gerçekleĢtirildi. Birinci protokolde 1500 rpm’de 15 dakika ilk santrifüjü 

takiben 3000 rpm’de 15 dakika ikinci santrifüj yapıldı. Ġkinci protokolde Hessel ve 

arkadaĢlarının (2015) uyguladığı yöntemin modifiye edilmesi ile, ilk santrifüj 300 

g’de 10 dakika; ikinci santrüfüj ise 3000 g’de 12 dakika yapıldı. Üçüncü protokolde 

1000 rpm’de 10 dakika ilk santrifüjü takiben 3000 rpm’de 15 dakika ikinci santrifüj 

yapıldı. Dördüncü protokolde ise 800 rpm’de ilk santrifüjün ardından 3000 rpm’de 

15 dakika ikinci santifüj yapıldı. Hazırlanan PRP’lerde tekrar tam kan sayımı 

gerçekleĢtirildi. Elde edilen trombosit konsantrasyonlarını baz alarak yapılan 

istatistiksel çalıĢma ile en iyi trombosit elde etme metodu belirlendi. 

 
2.9. PRP’de PDGF ve EGF Konsantrasyonunun Ölçümü 

 

2.9.1. PDGF ELĠSA Protokolü 

 
ÇalıĢma üreticinin (Quantikine PDGF-BB, R&D Systems, ABD # DBB00) 

talimatlarını takip ederek yapıldı. 

 Örnekler Calibrator Dikuent RD6-3 ile oda sıcaklığında 3 katı dilue edildi. 
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 PDGF-BB deiyonize su ile sulandırıldı. Sonrasında Calibrator Diluent RD6-3 

kullanılarak standartlar hazırlandı. Calibrator Diluent sıfır standart olarak 

belirlendi. (0 pg/mL). 

 Bütün kuyucuklara 100 μl Assay Diluent RD1X eklendi. Sonrasında 100 μL 

standart veya örnek eklendi. Plastik koruyucu ile plaka üzeri kapatıldıktan 

sonra 2 saat inkubasyona bırakıldı. 

 Yıkama solusyonu ile dört defa yıkama yapıldı. Yıkama solüsyonu 48 ml 

deiyonize suya 2 ml konsantre yıkama solusyonu eklenerek hazırlandı. 

 Kuyucuklara 200 μl insan PDGF-BB konjugatı eklendi. Plastik koruyucu ile 

kapatılan ve aluminyum folyo ile sarılan plaka, oda sıcaklığında 2 saat inkübe 

edildi. 

 Yıkama solüsyonu ile aynı Ģekilde yıkama tekrarlandı ve kuyucuklara 200 μl 

substrat solüsyonu (100 μl Substrat solusyonu A + 100 μl Substras solusyonu 

B) eklendi. Plaka oda sıcaklığında ve karanlıkta 30 dakika inkübe edildi. 

 Kuyucuklara 50 μl stop solusyonu eklendikten sonra 450 nm’de okuma yapıldı. 

 
2.9.2. EGF ELĠSA Protokolü 

 
ELĠSA testi ile PRP’lerdeki EGF konsantrasyonları belirlendi. ÇalıĢma üreticinin 

(Bioassay Technology Laboratory# E0060Ho) belirlediği kullanım talimatlarını takip 

ederek yapıldı. 

 ÇalıĢmaya baĢlamadan yarım saat öncesinde 96 kuyucuklu plaka 4°C‘den oda 

sıcaklığına alındı. 

 2 ml konsantre yıkama solüsyonunu 48 ml deiyonize suya ekleyerek yıkama 

solüsyonu hazırlandı. 

 Standart solüsyonları aĢağıdaki Ģekilde hazırlandı: 

Orijinal standart = S6 

 200 µl standart + 200 µl standart sulandırıcı = S5 

200 µl S5 +200 µl standart sulandırıcı = S4 

200 µl S4 + 200 µl standart sulandırıcı = S3 
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200 µl S3 + 200 µl standart sulandırıcı = S2 

200 µl S2 + 200 µl standart sulandırıcı = S1 

 Standart ve örneklerin nasıl yerleĢtirileceğini gösteren diyagram önceden 

çizildi. 

 Belirlenen kuyucuklara 50 µl standart solüsyonları eklendi. 

 Belirlenen kuyucuklara 40 µl PRP örnekleri eklendi. 

 Örnek kuyucuklarına 10 µl Anti-EGF antikoru eklendi. 

 Blank haricindeki kuyucuklara 50 µl Streptavidin-HRP eklendi. 

 Kuyucuklar dikkatlice pipete edildi ve plastik koruyucu ile plaka kapatıldı. 

 37 °C’de bir saat inkubasyona bırakıldı. 

 Plastik koruyucu çıkarılarak bütün kuyucuklar yıkama solüsyonu ile beĢ defa 

yıkandı. 

 Bütün kuyucuklara 50 µl substrate A solüsyonu eklendi. 

 Bütün kuyucuklara 50 µl substrate B solüsyonu eklendi. 

 Plaka alüminyum folyo ile kaplanmak suretiyle ıĢıktan korunarak 37 °C’de 1 

saat inkube edildi. 

 Kuyucuklara 50 µl stop solüsyonu eklendi. 

 ELĠSA okuyucuda 450 nm’de absorbans değerleri ölçüldü. 

 

 

 

2.10. At Kanından PRP Hazırlanması 

 

 

Sağlıklı atların vena jugularislerinden antikoagülanlı kan torbalarına 300 ml kan 

alındı. ÇalıĢmamızda tüm PRP iĢlemleri steril Ģartlar altında ve sınıf II biyogüvenlik 

kabininde gerçekleĢtirildi. Toplanan kandan çift santrifüj yöntemi ile PRP elde 

edildi. Kan torbalarında toplanan kanlar her birinde 10 ml kan olacak Ģekilde 15 

ml’lik steril falkon tüplere alikotlandı ve tüpler 1000 rpm’de 10 dakika santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrasında plazma, buffy coat tabakası ile birlikte alınıp baĢka bir 

steril 15 ml falkon tüpe konuldu ve 3000 rpm’de 15 dakika santrifüj edildi (ġekil 

2.2.). Santrifüjden sonra üstte kalan 2/3'lük trombositten fakir plazma tabakası (PPP) 

uzaklaĢtırıldı. Kalan 1/3'lük trombositten zengin plazma alttaki trombosit, lökosit ve 

az miktarda eritrosit içeren hücre peleti ile süspanse edildi. Trombosit miktarları tam 
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otomatik kan sayım cihazında (Mindray BC2800Vet ) ölçüldü. Tüm örneklerde son 

trombosit konsantrasyonu, trombositten fakir plazma kullanılarak  700-725×10
6
/mL 

olacak Ģekilde ayarlandı.  

 

 PRP aktivasyonu, taze kandan hazırlanan PRP'de 100 µl %20 CaCl2 

eklenerek gerçekleĢtirildi (Van Pham ve ark., 2013). CaCl2 ile aktivasyondan sonra 

koagülasyonu engellemek için 2,4 U/ml heparin (Nevparin, Türkiye) eklendi. Hücre 

kalıntılarını uzaklaĢtırmak için tüpler (Hemeda ve ark., 2013) 3000g’de 30 dakika 

santrifüj edildi. Dondurma çözdürme ile PRP aktivasyonunda ise iki yöntem 

kullanıldı. 1- Dondurma çözdürme metodu (Hazırlanan PRP'nin -80°C'de 

dondurulması ve çözdürülmesi, 3 defa tekrarlanır). 2- PRP'nin CaCl2 ile aktive 

edildikten sonra dondurma metodu (Taze kandan 100µl %20 CaCl2 ile aktive 

edilerek hazırlanan PRP'nin, 1 kere -80°C'de dondurulması ve kullanılacağı zaman 

çözdürülmesi). 

 

 

 
a) Taze kan 

 
b) 1. santrifüj sonrası 

 
c) 2. santrifüj sonrası 

 

ġekil 2.2. Atlarda PRP'nin hazırlanması 
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2.11. MTT ile KarĢılaĢtırmalı Hücre Çoğalması Analizi 

 

 

Farklı yöntemlerle hazırlanan PRP'lerin etkinliğini görmek amacıyla 4 grup 

oluĢturuldu. PRP-1 grubu: Taze kandan hazırlanan inaktive PRP grubu; PRP-2 

grubu; Taze kandan hazırlanan ve CaCl2 ile aktive edilen PRP grubu; PRP-3 grubu: 

CaCl2 ile aktive aktive edildikten sonra dondurulan PRP grubu; PRP-4 grubu: 

Dondurma çözdürme yöntemi ile aktive edilen PRP grubu (Tablo 2.1). Herbir grup 

için %5, %10, %15 ve %20 PRP konsantrasyonları hazırlandı. Amniotik membran 

kaynaklı hücrelerin proliferasyonu üzerine PRP'nin etkisini değerlendirmek için 96 

kuyucuklu plakalara, her kuyucukta 7000 hücre olacak Ģekilde hücreler ekildi. Bu 

iĢlem %5 PRP, %10 PRP, %15 PRP, %20 PRP ve pozitif kontrol olarak %10 FBS 

içeren kültür medyumları kullanılarak tekrarlandı (Van Pham ve ark., 2013). 38.5°C 

ve %5 CO2 ortamında 48 saat inkubasyon sonrasında kuyucuklara 4,5 mg/ml 

konsantrasyonunda MTT solüsyonu (Biomatik, ABD) eklendi. Aynı ortamda 

hücreler 4 saat daha inkübe edildikten sonra kuyucuklardaki sıvı uzaklaĢtırıldı ve 

kuyucuklara 100 µl izopropil alkol eklenerek oda ısısında 4 saat inkubasyona 

bırakıldı (Karaöz, 2012). 96 kuyucuklu plakanın 570 nm’de ELĠSA okuyucuda 

absorbans değerleri ölçüldü. Hücrelerin çoğalması aĢağıdaki formül kullanılarak 

hesaplandı: 

 

 
 

 

Tablo 2.1. MTT'de kullanılan PRP grupları 

 

PRP-1 grubu Taze kandan hazırlanan inaktive PRP grubu 

PRP-2 grubu Taze kandan hazırlanan ve CaCl2 ile aktive edilen PRP grubu 

PRP-3 grubu CaCl2 ile aktive aktive edildikten sonra dondurulan PRP grubu 

PRP-4 grubu Dondurma çözdürme yöntemi ile aktive edilen PRP grubu 

Kontrol grubu %10 FBS grubu 
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2.12. Amniotik Membran Kaynaklı Kök Hücrelere Farklı Konsantrasyonlarda 

PRP Uygulamasının Hücre Proliferasyonuna Etkisi 

 

 

Amniotik membran kaynaklı epitel ve mezenkimal hücreler 24 kuyucuklu plakalara 

kuyucuk baĢına 7000 hücre konsantrasyonda olacak Ģekilde ekildi. HGDMEM kültür 

medyumu içerisine ilave edilen PRP'lerin (CaCI2 ile aktive edilip dondurulan ve 

dondurma çözdürme yöntemi ile aktive edilmiĢ) farklı konsantrasyonlarının  

amniotik membran kökenli hücreler üzerine etkilerini gözlemlemek amacıyla 

aĢağıdaki Ģekilde gruplar oluĢturuldu (Tablo 2.2.). 

 
Tablo 2.2. Proliferasyonu belirlemek amacıyla canlı hücre çoğalmasında kullanılan 

PRP grupları 

 

PRP-3 grubu CaCl2 ile aktive aktive edildikten sonra dondurulan 

PRP grubu 

PRP-4 grubu Dondurma çözdürme yöntemi ile aktive edilen PRP 

grubu 

Kontrol grubu %10 FBS grubu 

 

Hücreler 38,5°C ve %5 CO2 ortamında kültüre edildi. Kültür medyumu her üç günde 

bir değiĢtirildi ve altı gün sonra hücreler sayıldı. Son olarak %10 FBS içeren grup 

pozitif kontrol alınarak canlı hücre sayısı karĢılaĢtırması yapıldı. 

 

 

 

2.13. AEH ve AMH’lerin Osteojenik FarklılaĢması 

 

 

Üçüncü pasaj sonrasında kök hücreler toplanarak 24 kuyucuklu kültür plakalarına 

her kuyucuğa 29,000 hücre olacak Ģekilde ekildi ve farklılaĢtırma medyumu 

içerisinde kültüre edildi. FarklılaĢtırma medyumu,  αMEM (Lonza, Belçika) içerisine 

%10 FBS, 0,1 µM deksamethazon (Sigma, Belçika), 0,05mg/mL askorbik asit 

(Ehrenstorfer GmbH, Almanya), 10 mM β-gliserofosfat (Sigma-Aldrich, ABD), %1 

penisilin-streptomisin (Gibco, BK), %0,01 amfoterisin-B (BiochromGmbH, 

Almanya) olacak Ģekilde hazırlandı. Kültür medyumu üç gün arayla değiĢtirildi ve 

hücreler  düzenli olarak inverted mikroskop altında kontrol edildi. Osteojenik 

farklılaĢmayı kontrol amacıyla 21. günlerde hücreler 80 mM alizarin red ile boyandı. 
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Alizarin red solüsyonunun hazırlanıĢı: 80 mM alizarin red solüsyonu hazırlamak 

için aĢağıdaki protokol uygulandı: 

 1 gram alizarin red (Merck, Almanya) 50 ml  deiyonize distile suda 

çözdürüldü. 

 Manyetik karıĢtırıcı ile solüsyon iyice karıĢtırıldı. 

 Solüsyonun pH’sı amonyum hidroksit ile düzenlendi (pH 4.2). 

 Hazırlanan alizarin red solüsyonu oda ısısında karanlıkta saklandı (maksimum 

6 ay). 

 Hazırlanan solüsyonun taze kullanımının daha iyi boyama sağladığı 

görülmüĢtür. 

 

 

2.13.1. Alizarin Red Boyama Protokolü 

 

 

 Kuyucuklardaki medyum çekilerek uzaklaĢtırıldı. 

 Hücreler HBSS (Sigma-Aldrich, ABD) kullanılarak yıkandı. 

 Hücreler %4 paraformaldehit kullanılarak 12 dakika tespit edildi. 

 Paraformaldehit uzaklaĢtırıldı ve kuyucuklar distile su ile yıkandı. 

 Hücreler 35 dakika alizarin red solüsyonu ile boyandı. 

 Sonrasında distile su kullanarak boya dikkatlice uzaklaĢtırıldı ve bu iĢlem dört 

defa tekrarlandı. 

 Hücreler mikroskop altında incelenerek fotoğrafları çekildi. 

 
2.14. AEH ve AMH’lerin Yağ Dokusuna FarklılaĢması 

 
Üçüncü pasaj sonrasında kök hücreler toplanarak 24 kuyucuklu kültür plakalarına 

her kuyucuğa 29,000 hücre olacak Ģekilde ekilerek kültür medyumunda 24 saat 

inkübe edildi. Daha sonra adipojenik indüksiyon medyumunda (AĠM) 21. güne kadar 

kültüre edildi. Adipojenik indüksiyon medyumu; Low glucose (LG)-DMEM (Sigma-

Aldrich, ABD), %10 FBS (Biowest, Güney Amerika Orijinli), %1 penisilin-
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streptomisin (Gibco, BK), %0,1 amfoterisin-B (Biochrom GmbH, Almanya), 0,5 

mM 3-izobütil-1-metilksantin- IBMX (Sigma, Almanya), 1µM deksametazon 

(Sigma,Belçika), 10 µg/mL insülin (Sigma-Aldrich, Almanya) ve 100 µM 

endomethasin (Cayman Chemical Company, ABD) içerecek Ģekilde hazırlandı. 

Adipojenik maintanence medyumu (AMM) ise; LG-DMEM (Sigma-Aldrich, ABD), 

%10 FBS ( Biowest, Güney Amerika Orijinli), %1 penisilin-streptomisin (Gibco, 

BK), %0,1 amfoterisin-B (Biochrom GmbH, Almanya), 10 µg/ml insülin (Sigma-

Aldrich, ABD) karıĢımından meydana gelmektedir. 7. ve 15. günlerde AMM 

kullanılırken, diğer günlerde AĠM kullanıldı. Medyum ikiĢer gün arayla değiĢtirilip 

inverted mikroskop altında hücrelerin durumu kontrol edildi. FarklılaĢmayı 

gözlemlemek amacıyla hücreler 21. günde 5 mM Oil Red O ile boyandı. 

 
2.14.1. Oil Red O Boya Solüsyonunun HazırlanıĢı 

 

 

Stok Solüsyon: 12 mM stok solüsyon aĢağıdaki Ģekilde hazırlandı: 

 0,64 gram toz Oil Red O (Sigma-Aldrich, ABD), 125 ml izopropil alkol 

(Merck, Almanya) içerisine eklendi.  

 Solüsyon manyetik karıĢtırıcı yardımıyla tamamen çözünene kadar en az 2 saat 

karıĢtırıldı. 

 Kullanımından önce oda sıcaklığında karanlık ortamda bir gece bekletildi. 

ÇalıĢma Solüsyonu 

 

 2 ml stok solüsyonuna 3 ml deiyonize su eklendi. 

 Solüsyon filtreden geçirilerek 10 dakika dinlendirildi. 

 Hazırlanan solüsyon en iyi sonucu alabilmek için iki saat içerisinde kullanıldı. 

 

 

2.14.2. Oil Red O Boyama Protokolü 

 

 Kuyucuklardaki medyum uzaklaĢtırıldı. 

 Kuyucuklar PBS ile yıkandı. 

 Hücreler %70 etanol ile bir defa yıkandı. 
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 Hücreler tamponlu nötral formalin ile 20 dakika tespit edildi. 

 Tespit solüsyonu uzaklaĢtırılarak PBS ile bir kez yıkama yapıldı. 

 %70 etanol ile bir defa yıkama yapıldı. 

 Oil Red O solüsyonu ile hücreler 25 dakika boyandı. 

 Boya kuyucuklardan çekildi ve %70 etanol ile yıkama yapıldı. 

 Deiyonize su ile iki kez yıkama yapıldı. 

 Mikroskop altında boyama kontrol edildi. 

 Hematoksilen ile 30 saniye boyandı  

 Akarsuda 2-3 dakika yıkama yapıldı. 

 Mikroskop altında sonuçlar değerlendirildi ve boyama fotoğraflandı. 

 
2.15. AEH ve AMH’lerin Kondrojenik FarklılaĢması 

 

 

Amniotik membrandan elde edilen kök hücrelerin kondrojenik farklılaĢmasını 

yapmak üzere altı kuyucuklu plakalara santimetrekareye 15,000 hücre 

konsantrasyonunda olacak Ģekilde hücreler ekildi. Kontrol medyumu HGDMEM 

(Capricorn, Almanya), %10 FBS (Biowest, Güney Amerika Orijinli), %1 penisilin-

streptomisin (Gibco, BK), %0,1 amfoterisin-B (Biochrom GmbH, Almanya) içerecek 

Ģekilde hazırlandı. FarklılaĢtırma medyumu ise HGDMEM (Capricorn, Almanya), 

%5 FBS (Biochrome GmbH, Almanya), 0,1mM deksametazon (Sigma, Belçika), 50 

mM askorbik asit (Ehrenstorfer, Almanya), %1 ITS-premix (Corning, ABD), 1 mM 

sodyum pirüvat (Lonza, Belçika), 0,35 mM proline (Sigma, ABD), 10 ng/mL TGF-

ß3 (Peprotech, ABD), %1 NEAA (Lonza, Belçika), %1 penisilin-streptomisin 

(Gibco, BK), %0,1 amfoterisin-B (Biochrom GmbH, Almanya) olacak Ģekilde 

hazırlandı. Hücreler 21 gün süre ile 38,5°C, %5 CO2 ortamında inkube edildi. Her üç 

günde bir medyum değiĢtirildi. Kondrogenezise bağlı oluĢan glikozaminoglikan 

formasyonunu göstermek için hücreler %95 metanol ile 20 dakika tespit edildi. 

Tespit solusyonu uzaklaĢtırıldıktan sonra distile su ile yıkandı. 0,1 M hidroklorik asit 

içeren %1 alsian mavisi ile 30 dakika boyandı.  
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2.15.1. Alsian Mavisi Solüsyonunun Hazırlanması 

 

 

 1 gram Alsian mavisi tartılarak erlenmayere koyuldu. 

 100 ml 0,1M hidroklorik asit eklendikten sonra erlenmayer alüminyum folyo 

ile sarıldı. 

 Solüsyon manyetik karıĢtırıcı ile iyice karıĢtırıldı. 

 Solüsyon filtrelendikten sonra oda ısısında karanlık ortamda saklandı. 

 
2.15.2. Alsian Mavisi Boyama Protokolü 

 

 

 Hücreler %95 metanol ile 20 dakika tespit edildi. 

 Tespit solusyonu uzaklaĢtırıldıktan sonra distile su ile yıkandı 

 0,1 M hidroklorik asit içeren %1 alsian mavisi ile 30 dakika boyandı 

 Hücreler tekrar distile su ile yıkandı 

 
 2.16. Nörosfer Eldesi 

 

 

Kök hücrelerden nörosfer eldesi üçüncü ve yedinci pasajlardan sonra yapıldı.  

Nörosferleri kültüre etmek için %0,01 poy-L-Lizin (Sigma, ABD) ile kaplanan 4 

kuyucuklu kültür plakaları kullanıldı. Hücreler her kuyucuğa santimetrekareye 

50,000 hücre konsantrasyonunda ekildi. Her birinin 4 adet tekrarı olan 5'er AEH ve 

AMH örneklerinde deneyler yapıldı. Nörosfer kültüründe medyum olarak DMEM/F-

12 (Gibco, BK), %1 penisilin-streptomisin (Gibco, BK), %0,01 amfoterisin-B 

(Biochrom GmbH, Almanya), %1 insülin-transferin-selenyum (Gibco, ABD), 20 

ng/mL EGF (Sigma, ABD), ve 20 ng/mL FGF (R&D System, ABD) kullanıldı. 

38.5°C, %5 CO2 ve %95 nemli ortamda inkübe edildi. Farklı zamanlarda nörosfer 

Ģekillenmesi değerlendirildi ve kuyucukların fotoğrafları çekildi.   
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2.17. RNA Ġzolasyonu 

 

 

Toplanılan hücrelerde aĢağıdaki Ģekilde RNA izolasyonu gerçekleĢtirildi: 

RNA lizis tamponu: 1 ml Lizis tamponuna 20 µl 14.3 M beta-merkaptoetanol veya 

2 M DTT eklendi. 

Protein kinaz K solüsyonu: 10 µl proteinkinaz K, 590 µl TE tamponu içerisine 

eklendi. 

Tamponlu yıkama solüsyonu 1: 40 ml Tamponlu yıkama solüsyonu 1'e 10 ml 

etanol (%96-100) eklendi. 

Tamponlu yıkama solüsyonu 2: 23 ml Tamponlu yıkama solüsyonu 2'ye 39 ml 

etanol (%96-100) eklendi. 

 
Yöntem: 

 

 Toplanan hücreler etiketlenen tüpler içerisinde -80°C’den buz içerisinde 

getirildi. 

 600 µl lizis tamponu, tüplere eklendi. 

 Hücreler 30 saniye homojenize edildi. 

 Tüpler, 4°C sıcaklıkta  12000g’de 1 dakika santrifüj edildi (Thermo, IEC 

MICROMAX RF). 

 Süpernatant baĢka bir tüpe aktarıldı. 

 Tüpe 360 µl etanol (%96-100) eklendi; hemen ardından tüp vortekslendi. 

 700 µl hücre lizatı 2 ml’lik filtreli RNA toplama tüpüne aktarıldı. 

 Tüp 12000g’de 1 dakika santrifüj edildi. Bu teknik kalan hücre lizatına da 

tekrarlandı. 

 Filtrat uzaklaĢtırıldıktan sonra tüpe 700 µl tamponlu yıkama solüsyonu 1 

eklendi ve 12000 g’de 1 dakika santrifüj edildi. 

 Filtrat tekrar uzaklaĢtırıldıktan sonra 650 µl tamponlu yıkama solüsyonu 2 

eklendi. Sonrasında 12000 g’de 1 dakika santrifüj edildi. 

 Filtrat uzaklaĢtırıldı ve 250 µl tamponlu yıkama solüsyonu 2 eklenerek tekrar 

12000 g’de 2 dakika santrifüj yapıldı. 
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 Filtrat uzaklaĢtırıldıktan sonra 16000 g’de 1 dakika santrifüj yapıldı. 

 Filtre tübü 1,5ml’lik RNA tüpüne transfer edildi. 

 Filtre tüpüne 50 µl DNAse ve RNAse içermeyen su eklendi. Tüp önce 250 

g’de 1 dakika, sonrasında 12000 g’de 1 dakika santrifüj edildi. 

 RNA içeren filtrat solüsyonu elde edildi. RNA konsantrasyonu Qubit® 2.0 

Flurometer using Qubit
TM

 RNA HS assay kit (Invitrogen) ile belirlenerek 

sonraki çalıĢmalar için -80°C’de  solüsyon muhafaza edildi. 

 

 

 

2.18. RNA SaflaĢtırma 

 

 

BaĢarılı bir Ģekilde cDNA üretmek için önce RNA preparatlarından genomik 

DNA'nın çıkarılması gereklidir. Bu iĢlem aĢağıdaki Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 RNAse free santrifüj tüpüne aĢağıdaki içerikler eklendi: 
 

RNA 1 µg 

MgCl2’li10X reaksiyon bufferı 1 µl 

DNAse I RNAse free 1 µl 

DEFG uygulanmıĢ su 10 µl’ye tamamlayacak kadar 

Toplam hacim 10 µl 

 Bu karıĢım 37°C’de 30 dakika inkube edildi. 

 Her tüpe 1 µl EDTA (50 mM) eklendi ve 65°C’de 10 dakika inkübe edildi. 

 Böylelikle cDNA sentezinde kullanılan saf RNA elde edildi. 

 

 

2.19. cDNA Sentezi 

  

 

cDNA sentezi aĢağıdaki protokol ile gerçekleĢtirildi: 

 Her tüpe 1 µl Oligo (dt)18 eklendi ve 65°C’de 5 dakika inkubasyona bırakıldı. 

 AĢağıdaki karıĢım hazırlanarak tüplere eklendi: 

 

5X Reaksiyon buffer 4 µl 

Ribolock RNAse inhibitör 1 µl 
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10 mM dNTP karıĢımı 2 µl 

RevertAid M-muLV 1 µl 

 Ġyice pipete edildikten sonra tüpler 42°C’de 1 saat inkübe edildi. 

 Sonrasında 5 dakika 70°C’de inkubasyona alındı. 

 Hazırlanan cDNA sonraki aĢamalar için -80°C’de muhafaza edildi. 

 
2.20. Jel Elektroforez 

 
 

 Jeli hazırlamak için 1000 mg agaroz tozu (Biomax,EU) 50 ml tank solüsyonu 

ile karıĢtırıldı. 

 Hazırlanan karıĢıma 1 µl RedSafe (iNtRON, Güney Kore) eklendi. 

 KarıĢım iyice karıĢıtırıldı ve ocakta ısıtıldı. Sonrasında oda sıcaklığına 

soğutuldu. 

 Elde edilen ürün 30 dakika jel kutusuna konuldu sonrasında buzdolabında 

muhafaza edildi. 

 96 kuyucuklu plaka kullanarak 8 µl boya ve 3 µl örnek kuyucuklarda 

karıĢtırıldı. Sonrasında örnekler jel üzerinde 90 voltta 15 dakika koĢturuldu. 

 DNA transilluminator  (Biovision, Fransa) ile gözlendi ve kontrol edildi. 

 Bu protokol diğer örnekler ile tekrarlandı. 

 
2.21. Ġstatistiksel Analiz 

 
Elde edilen değerler ortalama ve standart hata olarak verildi (X ± SE). Verilerin 

normal dağılım gösterip göstermediği Shapiro-Wilk testi ile belirlendi. Normal 

dağılım gösterenlerde parametrik test olan student-t test ile ANOVA (general linear 

model) uygulandı. Farkın kaynağının belirlenmesinde ise Bonferroni veya Duncan 

testleri kullanıldı. Veriler normal dağılım göstermiyorsa ortanca (Q1-Q3) değerleri 

kullanılarak nonparametrik test olan Friedman’s 2-way ANOVA uygulandı. Bütün 

testlerde p<0.05, istatistiki olarak önemli görüldü. ÇalıĢmanın istatistiksel analizleri 

SPSS 22.0 (IBM, USA) programı kullanılarak yapıldı. 
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3. BULGULAR 
 

 

 

3.1. Morfolojik Bulgular 

 

 

Amniotik epitel kök hücreleri ve amniotik mezenkimal kök hücreleri kültüre 

edildiğinde 4. ve 5. günlerde kök hücre toplulukları görülmeye baĢlandı. BaĢlangıçta 

hücreler yavaĢ büyüme gösterirken, daha sonra hızlı çoğalma potansiyeli göstererek 

%70-80 konfluense ulaĢtılar. Faz kontrast invert mikroskop (Nikon T2 Eclipse) 

altında hücreler, morfolojileri ve çoğalma potansiyelleri yönünden 10. pasaja kadar 

değerlendirildi. 

 
AMH'lerin, fibroblast benzeri bir morfolojiye sahip oldukları gözlendi. 

AEH'ler sadece pasaj (P) 0'da çok sayıda tipik poligonal morfolojiye sahip 

hücrelerden oluĢurken (ġekil 3.1), ilerleyen pasajlarda fibroblast benzeri morfolojiye 

sahip hücrelerin arttığı ve poligonal Ģekilli hücrelerin sayısının azalarak kaybolduğu 

belirlendi (ġekil 3.2, ġekil 3.3, ġekil 3.4).  
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ġekil 3.1. AEH ve AMH'lerin P0 ve P1'de morfolojik yapıları. 

 

 

 

AEH P0 8. gün 

 

 

AMH P0 5. gün  

 

AEH P0  

 

AMH P0  

 

AEH P1  

 

AMH P1  
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AEH P2  

 

AMH P2  

 

AEH P3  

 

AMH P3  

 

AEH P4  

 

AMH P4  

 

 

ġekil 3.2. AEH ve AMH'lerin P2, P3 ve P4'de morfolojik yapıları. 
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AEH P5  

 

AMH P5  

 

AEH P6  

 

AMH P6  

 

AEH P7  

 

AMH P7  

 

 

ġekil 3.3. AEH ve AMH'lerin P5, P6 ve P7'de morfolojik yapıları. 
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AEH P8  

 

AMH P8  

 

AEH P9  

 

AMH P9  

 

AEH P10  

 

AMH P10  

 

 

ġekil 3.4. AEH ve AMH'lerin P8, P9 ve P10'da morfolojik yapıları. 
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3.2. Ġkiye Katlanma Süresi (Doubling Time) 

 

 

Ġkiye katlanma süresi hesaplanmasında her iki hücre türünde de (AEH ve AMH) 

benzer veriler elde edildi. Ġkiye katlanma süresinin P1'den P4'e kadar azaldığı, P6'dan 

P10'a kadar derece derece arttığı gözlendi (Tablo 3.1, ġekil 3.5). Her iki hücre 

türünde de en düĢük ikiye katlanma süresinin P4 olduğu saptandı (p<0.05).  

 

 

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

(çeyrekler) değerleri. 

 

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
b
 (79.00-98.68) 82.92 (70.44-99.81) 

P4 69.73
a
 (52.60-126.03) 56.91

a
 (52.34-77.55) 

P5 84.32
c
 (58.14-112.15) 72.29 (55.73-108.90) 

P6 79.76
d
 (67.59-134.73) 74.72

b
 (69.09-78.24) 

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

P8 129.25
a,b

 (114.01-143.40) 104.40 (75.45-131.95) 

P9 113.05
a
 (100.72-160.91) 126.25

a, b
 (101.55-152.05) 

P10 153.23
a,b,c,d

 (119.10-167.40) 115.50
a
 (96.61-143.78) 

 

Sütundaki aynı harfler istatistiki olarak önemi gösterir (p<0.05) 

 

 

 



37 
 

 
 

ġekil 3.5. AEH ve AMH'lerin P1'den P10'a kadar ikiye katlanma süresi grafiği. 

 

 

 

3.3. Büyüme Eğrisi (Growth Curve)  

 

 

Büyüme eğrisi grafiği, AMH için baĢlangıç log (çoğalma) fazının AEH'lerin log 

fazından daha kısa olduğunu gösterdi. AMH'lerde log fazı 0-24 saatte dururken, 

AEH'lerde tüm pasajlar (P3, P5 ve P7) için bu süre 0-48 saat sürdü. AMH'lerde 

sonraki log fazı 1-8 gün arasında kaydedildi ve ardından değerlerde düĢme gözlendi 

(Tablo 3.2, ġekil 3.6). Büyüme modeli incelendiğinde P5'in hücre poliferasyonu için 

oldukça güçlü bir potansiyele sahip olduğu belirlendi. Pasajın ilerleyen aĢamalarında 

hücreler daha yavaĢ ve daha az miktarda üreme gösterdi. Bunun yanı sıra AEH'lerin 

düĢüĢ evresine geçmeden önce kademeli bir yükseliĢ eğrisi göstererek daha uzun 

süreli bir log fazına sahip olduğu gözlendi (2-10 gün) (Tablo 3.3, ġekil 3.7). 

AMH'ler gibi AEH'lerde de benzer bir poliferasyon modeli saptandı. Ayrıca P5'teki 

kök hücrelerin diğer pasajlardan (P3 ve P7) daha iyi bir büyüme kabiliyetine sahip 

olduğu görüldü.  

 



38 
 

 
 

ġekil 3.6. AMH'lerin P3, P5 ve P7'de büyüme eğrisi. 

 

 

 

Tablo 3.2. AMH'lerin P3, P5 ve P7'de büyüme eğrisi. 

 

Gün 

(n=24) 

Hücre sayısı/ml (AMH) 

Pasaj 3 

X ± SE 

Pasaj 5 

X ± SE 

Pasaj 7 

X ± SE 

0 15000 ± 0 15000 ± 0 15000 ± 0 

2 11562.50 ± 1175.98
ab

 23281.25 ± 2169.24
ab

 18984.38 ± 1513.79
a
 

4 28593.75 ± 2108.86 43437.50 ± 5510.43
a
 31093.75 ± 3024.47

a
 

6 47812.50 ± 4478.54
a
 81015.63 ± 10784.42

a
 29687.50 ± 4732.98

a
 

8 55312.50 ± 3633.52
a
 117656.30 ± 16952.09

a
 42578.13 ± 3594.71

a
 

10 66718.75 ± 6703.73
a
 106875 ± 10675.87

ab
 61406.25 ± 9497.15

b
 

12 62500 ± 6499.07 69062.50 ± 7443.29 66562.50 ± 10142.48 

14 55468.75 ± 6971.86
a
 38671.88 ± 4250.81 26484.38± 3443.19

a
 

 

Sütundaki aynı harfler istatistiki olarak önem gösterir (p<0.05) 
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ġekil 3.7. AEH'lerin P3, P5 ve P7'de büyüme eğrisi. 

 

 

 

Tablo 3.3. AEH'lerin P3, P5 ve P7'de büyüme eğrisi. 

 

Gün 

(n=24) 

Hücre sayısı/ml (AEH) 

Pasaj 3 

X ± SE 

Pasaj 5 

X ± SE 

Pasaj 7 

X ± SE 

0 15000.00 ± 0.00 15000.00 ± 0.00 15000.00 ± 0.00 

2 12500.00 ± 1311.87
ab

 18333.33 ± 2163.32
ab

 20729.17 ± 1888.41
a
 

4 24583.33 ± 2290.43
a
 50833.33 ± 4357.93

a
 33437.50 ± 2220.89

a
 

6 47500.00 ± 3378.32 65000.00 ± 9212.66
a
 46145.83 ± 4727.59

a
 

8 

(n=16) 

70000.00 ± 7582.88 127500.00 ± 17975.68
a
 49687.50 ± 4293.13

a
 

10 81666.67 ± 8218.41
a
 139166.67 ± 10647.80

ab
 61979.17 ± 10469.05

b
 

12 83333.33 ± 7589.54
a
 71250.00 ± 6818.36

b
 11979.17 ± 1489.54

ab
 

14 77708.33 ± 10274.67
ab

 28750.00 ± 4845.90
ab

 19687.50 ± 2788.24
a
 

 

Sütundaki aynı harfler istatistiki olarak önem gösterir (p<0.05) 
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3.4. Koloni OluĢturan Birim Analizi (Colony Forming Unit Assay)  

 

 

Farklı pasajlardaki (P1, P3 ve P5)  hücrelerin farklı yoğunluklarında oluĢan koloni 

sayıları incelendiğinde, her iki kök hücre türünde de (AEH ve AMH) hücre ekim 

konsantrasyonunun artmasıyla birlikte koloni geliĢimlerinde anlamlı bir artıĢ görüldü 

(ġekil 3.8). AMH'lerin koloni oluĢturmada daha yüksek bir potansiyele sahip olduğu 

ortaya kondu (Tablo 3.4). Her iki durumda da kolonilerin oluĢumunda P3'ün 

üstünlük gösterdiği belirlendi (ġekil 3.9). 

 

 

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

 

 Pasaj 

numarası 

Hücre yoğunluğu 

(hücre/cm
2
) 

Toplam 

hücre 

KOB 

X±SE 

Hücre/ 

KOB 

AEH P1 

(n=9) 

100 960 2.33 ± 3.57 411.49 

250 2400 8.67 ± 7.65 276.91 

500 4800 24.33 ± 9.89 197.26 

P3 

(n=8) 

100 960 10.00 ± 3.78
a
 96.00 

250 2400 44.50 ± 8.11
b
 53.93 

500 4800 70.25 ±10.49 
a,b

 

68.33 

P5  

(n=9) 

100 960 18.00 ± 3.57 53.33 

250 2400 29.33 ± 7.65
a
 81.82 

500 4800 46.00 ± 9.89 
a
 104.35 

AMH P1 

(n=9) 

100 960 4.33 ± 5.87 221.56 

250 2400 20.33 ± 9.53
a
 118.03 

500 4800 49.67 ± 12.77
a
 96.64 

P3 

(n=8) 

100 960 21.50 ± 6.23
a
 44.65 

250 2400 45.50 ± 10.11
a
 52.75 

500 4800 77.00 ± 13.55
a
 62.34 

P5 

(n=9) 

100 960 7.67 ± 5.87
a
 125.21 

250 2400 28.33 ± 9.53
a
 84.71 

500 4800 44.00 ± 12.77
a
 109.09 

 

Aynı pasajın farklı konsantrasyonlarındaki aynı harfler istatistiki olarak önemi 

gösterir (p<0.05) 
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ġekil 3.8. P3'te AEH ve AMH'lerin kolonileri. 

 

 

 

 
 

ġekil 3.9. P1, P3 ve P5'te AEH ve AMH'lerin koloni oluĢturan birim grafiği.  

 

AEH 

AMH 



42 
 

3. 5. YapıĢma Profili (Adhesion profile) 

 

 

Amniotik epitel hücrelerin ve amniotik mezenkimal hücrelerin yapıĢma özellikleri 

P1, P3 ve P5 olmak üzere üç pasajda kontrol edildi. AEH'lerin AMH'lerden daha 

yüksek bir yapıĢma potansiyeli gösterdiği belirlendi. Bu fark P3 ve P5'te daha yüksek 

bir anlamlılık gösterdi (Tablo 3.5, ġekil 3.10 ). 

 

 

Tablo 3.9. P1, P3 ve P5'te AEH ve AMH'lerin yapıĢma oranı. 

 

Pasaj Hücre türü Proliferasyon  

X ± SE 

P1 

(n=6) 

AEH 108.40 ± 19.03 

AMH 100.00 ±0.00 

P3 

(n=6) 

AEH 120.55 ±7.86
a
 

AMH 100.00± 0.00
a
 

P5 

(n=8) 

AEH 146.30± 17.63
a
 

AMH 100.00± 0.00
a
 

 

Aynı pasajdaki aynı harfler istatistiki önemi gösterir (p<0.05)  
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ġekil 3.10. P1, P3 ve P5'te AEH ve AMH'lerin yapıĢma oranı grafiği. Aynı iĢaretler 

AEH ve AMH'ler arasındaki istatistiki önemi gösterir (p<0.05). 

 

 

 

3.6. Osteojenik FarklılaĢma 

 

 

P3, P5 ve P7'de, AEH ve AMH'ler osteojenik farklılaĢma medyumu ile 21 gün 

kültüre edildikten sonra Alizarid Red S ile boyandı. Deney grubunda kalsiyum 

birikintileri kırmızı renkte boyanırken, normal kültür medyumundaki (kontrol grubu) 

hücrelerde boyanma gözlenmedi. Üç ayrı pasajda da osteojenik farklılaĢma görüldü 

(ġekil 3.11-12). 

 

 

 



44 
 

Kontrol, P3 

 

AEH osteojenik farklılaĢma, P3 

 

Kontrol, P5 

 

AEH osteojenik farklılaĢma, P5 

 

Kontrol, P7 

 

AEH osteojenik farklılaĢma, P7 

 

 

ġekil 3.11. AEH'lerde P3, P5 ve P7'de  21. günde osteojenik farklılaĢma.  
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Kontrol, P3 

 

AMH osteojenik farklılaĢma, P3 

 

Kontrol,P5

 

AMH osteojenik farklılaĢma, P5 

 

Kontrol, P7 

 

AMH osteojenik farklılaĢma, P7 

 

 

ġekil 3.12. AMH'lerde P3, P5 ve P7'de  21. günde osteojenik farklılaĢma.  
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3.7. Adipojenik FarklılaĢma 

 

P3, P5 ve P7'de, AEH ve AMH'ler adipojenik farklılaĢtırma medyumunda kültüre 

edildikten 21 gün sonra yağ dokuya farklılaĢma Oil Red O boyası ile gösterildi. Üç 

pasajda da adipojenik farklılaĢma belirlendi. Hücrelerin sitoplazmasında lipid 

damlacıklarının kırmızı renkte boyandığı gözlendi. Kontrol boyamada ise herhangi 

bir yağ damlacığı gözlenmedi (ġekil 3.13-14). 

 

Kontrol, P3 

 

AEH adipojenik farklılaĢma, P3 

 
Kontrol, P5 

 

AEH adipojenik farklılaĢma, P5 

 
Kontrol, P7 

 

AEH adipojenik farklılaĢma, P7 

 
ġekil 3.13. P3, P5 ve P7'de AEH'lerde  adipojenik farklılaĢma medyumu ile kültüre 

edildikten sonra 21. günde hücrelerin sitoplazmalarında Oil Red O ile parlak kırmızı 

renkte boyanmıĢ alanlar. 



47 
 

Kontrol, P3 

 

AMH adipojenik farklılaĢma, P3 

 

Kontrol, P5 

 

AMH adipojenik farklılaĢma, P5 

 

Kontrol, P7 

 

AMH adipojenik farklılaĢma, P7 

 

 

ġekil 3.14.  P3, P5 ve P7'de AEH'lerde  adipojenik farklılaĢma medyumu ile kültüre 

edildikten sonra 21. günde hücrelerin sitoplazmalarında Oil Red O ile parlak kırmızı 

renkte boyanmıĢ alanlar. 
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3.8. Kondrojenik FarklılaĢma  

 

 

P5'teki AEH ve AMH'ler kondrojenik farklıklaĢma medyumu ile 21 gün kültüre 

edildikten sonra alsian mavisi ile boyandı. Glikozaminoglikanlar mavi renkte 

boyandı. Kontrol grubunda herhangi bir boyanma gözlenmedi. AMH'nin AEH'lere 

kıyasla daha yüksek bir kondrojenik farklılaĢma kapasitesine sahip olduğu belirlendi. 

(ġekil 3.15). 

 

 

AEH Kontrol AMH Kontrol 

 

Kondrojenik FarklılaĢma 

 

Kondrojenik FarklılaĢma 

 

 

 

 

 

ġekil 3.15. AEH ve AMH'lerde kondrojenik farklılaĢma medyumu ile kültüre 

edildikten sonra 21. günde hücrelerin sitoplazmalarında alsian mavisi ile parlak mavi 

renkte boyanmıĢ alanlar. 
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3.9. Nörosfere FarklılaĢma 

 

 

P3 ve P7'de kök hücreler (AEH ve AMH) kültüre edildikten 48 saat sonra küre Ģekilli 

nörosferler oluĢmaya baĢladı. YaklaĢık 100. saatlerde irili ufaklı çok sayıda 

nörosferlerin tamamen olgunlaĢtığı ve serbestçe yüzdüğü gözlendi (ġekil 3.16-17). 

Nörosfer oluĢturma kabiliyeti P3'te P7'ye oranla daha düĢüktü. YaklaĢık 7 gün sonra 

nörosferlerin yapıları bozularak kayboldu.  

 

AEH P3, 24. saat AMH P3, 24. saat 

 
51. saat 

 
51. saat 

 100. saat 
 

 100. saat 

  
 

ġekil 3.16. AEH ve AMH'lerde 3. pasajda oluĢan nörosferler. 
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AEH P7, 22. saat AMH P7, 22. saat 

 

45. saat 

 

45. saat 

 

95. saat 

 

95. saat 

  

 

ġekil 3.17. AEH ve AMH'lerde 7. pasajda oluĢan nörosferler. 
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3.10. PCR 

 

P0, P3, P5 ve P7'de yapılan PCR analizlerinde, atların amnionundan elde edilen 

amniotik epitel ve amniotik mezenkimal kök hücrelerin, multipotent özelliklerden 

daha fazlasına sahip oldukları görüldü. Hücreler multipotent markırlar olan CD14, 

CD44, CD 73, CD 90, CD 105 ve pluripotent markırlar olan SOX 2 ve OCT 3/4 

bakımından pozitif ekspresyon gösterdi. Bunun yanında hemopoietik kök hücre 

markırı olan CD 45, MHC-II markırı CD 74 ve pluripotent markırlardan NANOG 

her iki hücre türünde de negatif sonuç verdi (ġekil 3.18). 

 
ġekil 3.18. AEH ve AMH'lerin PCR analizi. 
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3.11. At Kanı için En Fazla Sayıda Trombosit Elde Etme Protokolünün Seçimi  

 

 

Yapılan çalıĢmada farklı protokoller kullanılarak hangisinde en fazla sayıda 

trombosit elde edilebileceği tespit edildi. Toplam trombositlerin sayısı temel alınarak 

en iyi PRP hazırlama protokolü belirlendi. Sonuçlar incelendiğinde protokol-3'te (1. 

santrifüjde 1000 rpm 10 dk, 2. santrifüjde 3000 rpm 15 dk), protokol-1 ve protokol- 

4'den anlamlı olarak (p<0.05) daha yüksek sayıda trombosit elde edildiği belirlendi 

(Tablo 3.6, ġekil 3.19). Tam kanda ortalama trombosit sayısı 122.42x10
9
L olarak 

tespit edildi. Protokol-3'te tam kana göre yaklaĢık 6 kat fazla trombosit elde edildi. 

ÇalıĢmamızın sonraki aĢamalarda PRP hazırlanırken, en fazla sayıda trombosit elde 

ettiğimiz 3. protokol kullanılarak PRP'ler hazırlandı.   

 

Tablo 3.10. Farklı protokoller kullanılarak elde edilen trombosit sayısı. 

Trombosit elde etme protokolü 

n=12 

Trombosit sayısı (10
9
/L) 

X ± SE 

Protokol-1 461.42 ± 29.16
 a
 

Protokol-2 563.00 ± 28.65 

Protokol-3 717.17 ± 43.34
 a,b

 

Protokol-4 509.92 ± 32.16 
b
 

Farklı harflar istatistiki önemi gösterir  (p<0.05) 
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ġekil 3.19. 4 farklı protokole göre elde edilen trombosit miktarları. Aynı iĢaretler 

protokoller arasındaki istatistiki önemi gösterir. 

 

 

Ayrıca lökosit ve eritrosit konsantrasyonları için de sayım yapıldı. Lökosit ve 

eritrosit sayıları bakımından kan ve Protokol-3'e göre hazırlanan PRP arasında 

istatistiki önemde farklılık (p<0.01) görüldü. PRP'deki lökositlerin, kandakinden 

yaklaĢık 2.7 kat daha yüksek bir konsatrasyona sahip olduğu belirlendi. Ancak 

eritrositlerin PRP'de daha düĢük konsantrasyonda olduğu saptandı (p<0.01) (Tablo 

3.7).  

 

Tablo 3.11. Kan ve PRP'de eritrosit, lökosit ve trombosit miktarları. 

 

Örnekler (n=9) Lökosit (10
9
/L) 

X ± SE 

Eritrosit (10
12

/L) 

X ± SE 

Trombosit (10
9
/L) 

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* 

Aynı sütunda * = istatistiki anlamda önemi gösterir (p<0.01) 
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3.12. Büyüme Faktörlerinin Ölçümü 

 

 

PRP'lerin etkili olabilmesi için aktive olması ve büyüme faktörlerini salgılaması 

gerekmektedir. Etkili PRP'yi tespit etmek için farklı Ģekillerde hazırlanan PRP'ler 

farklı kriterlere (EGF salınımı, PDGF salınımı, hücre proliferasyonu) göre 

birbirleriyle kıyaslandı. Bu amaçla 4 farklı PRP grubu oluĢturuldu: Taze kandan elde 

edilen ve aktive edilmeyen PRP grubu (PRP-1);  Taze kandan elde edilen ve CaCl2 

ile aktive edilen PRP grubu (PRP-2); CaCl2 ile aktive edildikten sonra dondurulan 

PRP grubu (PRP-3); Dondurma-çözdürme yöntemiyle aktive edilen PRP grubu 

(PRP-4). 

 

 

 

3.12.1. EGF (Epidermal Büyüme Faktörü) Konsantrasyonu 

 

 

Atlardan elde edilen PRP gruplarında ELĠSA ile EGF ölçümü yapıldı. EGF 

salınımları incelendiğinde PRP grupları arasında istatistiki anlamda bir fark 

görülmedi. Yapılan ölçümlere göre en yüksek EGF salınımı PRP-3’te belirlenirken 

onu PRP-4’ün takip ettiği görüldü (Tablo 3.8, ġekil 3.20). 

 

Tablo 3.8. PRP gruplarında 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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ġekil 3.20. PRP gruplarında EGF konsantrasyonu. 

 

 

3.12.2. PDGF (Trombosit Kökenli Büyüme Faktörü) Konsantrasyonu 

 

 

PRP grupları arasında PDGF konsantrasyonları incelendiğinde; PRP-4 grubunda 

istatistiki anlamda en yüksek PDGF salınımı belirlendi (p<0.05). PRP-3 grubunda ise 

kontrol grubu olarak bulunan PPP, PRP-1 ve PRP-2 gruplarına göre daha yüksek 

düzeylerde PDGF salınımı gözlendi (Tablo 3.9, ġekil 3.21). ELĠSA sonuçlarına göre 

PRP-4 grubundaki trombositlerin, diğer gruplara göre daha iyi aktive edildiği 

görüldü. 

 

Tablo 3.9. PRP gruplarında PDGF konsantrasyonları. 

 

Gruplar PDGF-BB (ng/L) 

X±SE 

PPP 1977.34 ± 436.18
a
 

PRP-1 2326.33 ± 202.83
a
 

PRP-2 1822.05 ± 448.20
a
 

PRP-3 3905.56 ± 329.98
b
 

PRP-4 5489.80 ± 575.60
c
 

Farklı harfler istatistiki önemi gösterir (p<0.05) 
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ġekil:3.21. PRP gruplarında PDGF konsantrasyonu. 

 

 

 

3.13. MTT ile KarĢılaĢtırmalı Hücre Proliferasyonu 

 

 

ÇalıĢmanın bu aĢamasında 4 PRP grubunda, %5, %10, %15 ve %20'lik 

konsantrasyonlarda 4 PRP altgrubu oluĢturuldu. Bu dört altgrup PRP'nin AEH'ler ve 

AMH'lerin poliferasyonu üzerine potansiyel etkileri değerlendirildi. Ayrıca kontrol 

grubu olan FBS ile PRP'ler arasında hücrelerin proliferasyonları karĢılaĢtırıldı. 

AEH'lerde en iyi hücre proliferasyonunun kontrole göre baskılanmasına rağmen 

(p<0.001) kontrol grubuna daha yakın bir değere sahip olan %5'lik PRP-4 grubunda  

(dondurma çözdürme ile aktive edilen PRP) olduğu belirlendi. Diğer PRP 

gruplarında hücre proliferasyonunun kontrole göre anlamlı derecede baskılandığı 

(p<0.001) gözlendi (Tablo 3.10, ġekil 3.22). 
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Tablo 3.10. Farklı konsantrasyonlardaki PRP'nin AEH'ler üzerine etkileri. MTT ile 

proliferasyon ölçümü. 

 

Hücre türü % PRP  PRP Grubu Proliferasyon 

X ± SE 

AEH %5 PRP PRP-1 23.02 ± 2.79
a *

 

PRP -2 41.33 ± 4.87
b *

 

PRP -3 46.72 ± 2.66
a *

 

PRP -4 75.01 ± 4.40
ab *

 

%10 PRP PRP-1 22.71 ± 2.79
 
* 

PRP -2 46.40 ± 4.87
a 
* 

PRP -3 32.40 ± 2.66
b 

* 

PRP -4 23.17 ± 4.40
ab 

* 

%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 2.78 ± 2.66
 
* 

PRP -4 7.06 ± 4.40
 
* 

10% FBS (kontrol)  100.00 ± 2.79 * 
Aynı harfler aynı konsantrasyondaki PRP'ler için istatistiki önemi gösterir (p<0.05) ;  

* iĢareti %10 FBS'ye göre PRP'lerdeki istatistiki önemi belirtir (p<0.001). 

 

 
 

ġekil 3.22. Farklı konsantrasyonlardaki PRP'nin AEH'lerin proliferasyonu üzerine 

etkileri.  
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AMH'lerde PRP-4 grubunun tüm konsantrasyonlarında (%5, %10, %15, %20) 

en yüksek proliferasyon elde edildi. PRP-3 grubunda ise düĢük konsantrasyonlarda 

(%5, %10) daha yüksek proliferasyon gözlendi. En düĢük oranda proliferasyon ise 

taze kandan hazırlanan PRP-1 ve PRP-2 gruplarında elde edildi (ġekil 3.23). PRP-4 

grubununda %5, %10 ve %15 konsantrasyonlardaki proliferasyon değerlerinin 

kontrol grubuna oldukça yakın olduğu (p>0.05), diğer PRP gruplarının tüm 

konsantrasyonlarında proliferasyon oranlarının önemli derecede baskılandığı 

(p<0.001) görüldü. Bununla birlikte, kontrol grubunun (%10 FBS) en yüksek 

proliferasyon oranına sahip olduğu belirlendi (Tablo 3.11).  

 

Tablo 3.11. Farklı konsantrasyonlardaki PRP'nin AMH'ler üzerine etkileri. MTT ile 

proliferasyon ölçümü. 

 

Hücre türü % PRP  PRP Grubü Proliferasyon 

X ± SE 

AMH %5 PRP PRP-1 53.05±7.47
 
* 

PRP -2 49.99±6.95
ab 

* 

PRP -3 77.86±4.51
a 
* 

PRP -4 83.49±8.21
b 
 

%10 PRP PRP-1 61.32±7.47 * 

PRP -2 58.30±6.95
a 
* 

PRP -3 80.34±4.51
a 
* 

PRP -4 89.25±8.21  

%15 PRP PRP-1 37.05±7.47
a 
* 

PRP -2 59.07±6.95 * 

PRP -3 59.75±4.51
a 
* 

PRP -4 88.88±8.21  

%20 PRP PRP-1 22.45±7.47
abc 

* 

PRP -2 54.55±6.95
a *

 

PRP -3 52.62±4.51
b *

 

PRP -4 73.47±8.21
c *

 

10% FBS (control)  100.00±2.79
 
* 

 

Aynı harfler aynı konsantrasyondaki PRP'ler için istatistiki önemi gösterir (p<0.05) 

* iĢareti %10 FBS'ye göre PRP'lerdeki istatistiki farklılıkları belirtir (p<0.001). 
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ġekil 3.23. Farklı konsantrasyonlardaki PRP'nin AMH'lerin proliferasyonu üzerine 

etkileri.  

 
3.14. Hücre Sayımı ile Hücre Proliferasyonunun Belirlenmesi  

  

MTT sonuçlarımızda en iyi proliferasyon gösteren grupların dondurularak saklanan 

(PRP-3 ve PRP-4 grubu) gruplar oldukları belirlendi. Bu çalıĢmada iki grup 

arasından (PRP-3 ve PRP-4 grubu) en iyi proliferasyon gösteren PRP grubunu 

belirlemek amaçlandı. Dondurulup çözdürülen PRP (PRP-4) ve CaCl2 ile aktive 

edilerek dondurulan PRP'nin (PRP-3) farklı konsantrasyonlarının kök hücrelerin 

poliferasyonu üzerine etkilerini belirlemek için hücre sayımı yapıldı. 24 kuyucuklu 

hücre kültürü plakasının her bir kuyucuğuna 7000 hücre ekildi, ardından 5 gün sonra 

tripsin ile muamele edilerek canlı hücreler sayıldı. AMH'lerde PRP-4 grubundaki, 

hem %5'lik hem de %10'luk konsantrasyonlardaki canlı hücre sayısının, PRP-3 

grubuna göre istatistiki önemde yüksek olduğu saptandı (p <0.05). Her iki PRP 

grubunun %20'lik konsantrasyonunda ise en az sayıda canlı hücre belirlendi (p 

<0.05). Bununla birlikte, %5 konsantrasyonundaki PRP-4 grubunda en yüksek sayıda 

canlı hücre elde edildi (ġekil 3.24; Tablo. 3.12). PRP-4 grubunda %10 ve %15 PRP 

konsantrasyonlarının, %5'lik konsantrasyona oranla daha düĢük sayıda bir hücre 

poliferasyonu göstermelerine karĢın, aralarında istatistiki açıdan bir fark 
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bulunmamaktadır. Bunun aksine, CaCl2 aktivasyonu ile dondurulan PRP grubunun 

(PRP-3) tüm konsantrasyonlarında, canlı hücre sayısının kontrole göre anlamlı 

oranda azaldığı belirlendi (p<0.05). 

 
Tablo 3.12. AMH'lerde farklı konsantrasyonlardaki PRP'nin hücre proliferasyonu 

üzerine etkisi. 

 

AMH 

n=6 

% PRP Hücre sayısı  

X ± SE 

 

CaCl2 ile aktive edilen ve dondurulan PRP grubu 

(PRP-3) 

%5 PRP 10625.00 ± 535.22 

%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-Çözdürülen PRP grubu 

(PRP-4) 

 

%5 PRP 26041.67 ± 1809.02 

%10 PRP 22291.67 ± 1627.14 

%15 PRP 18333.33 ± 1536.59 

%20 PRP 7083.33 ± 697.22 

%10 FBS 16041.67 ± 751.16 

 

 

 
 

ġekil 3.24. AMH'lerde farklı konsantrasyonlardaki PRP'nin canlı hücrelerin 

proliferasyonu üzerine etkisi. 

*= Farklı PRP gruplarının aynı konsantrasyonları arasında istatistiki önemi gösterir. 

Farklı harfler, Aynı PRP protokolünün farklı konsantrasyonları arasındaki istatistiki 

önemi gösterir (p<0.05).  
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AEH'lerde de AMH'lere benzer sonuçlar gözlendi. Buna karĢın elde edilen 

canlı hücre sayısı AMH'lerden oldukça düĢük çıktı. PRP-4 grubunda, %5, %10 ve 

%15 konsantrasyonları arasında istatistiki fark olmamasına rağmen, %5'lik 

konsantrasyonda en yüksek sayıda canlı hücre elde edildi. %20'lik konsantrasyonda 

ise canlı hücre sayısı baskılandı (p<0.05). PRP-3 grubunda ise istatistiki anlamda 

fark olmamasına karĢın %5, %10 ve %15'lik konsantrasyonlarda canlı hücre 

sayısının kontrol grubuna göre az olduğu ve %20'lik konsantrasyonda ise canlı hücre 

sayısının baskılandığı (p<0.05) belirlendi (Tablo 3.13, ġekil. 3.25). 

  

 

Tablo 3.13. AEH'lerde farklı konsantrasyonlardaki PRP'nin hücre proliferasyonu 

üzerine etkisi. 

 

AEH 

n=6 

% PRP Hücre sayısı  

X ± SE 

CaCl2 ile aktive edilen ve dondurulan PRP grubu 

(PRP-3) 

%5 PRP 5416.67 ± 527.05 

%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-Çözdürülen PRP grubu 

(PRP-4) 

 

%5 PRP 11041.67 ± 1090.52 

%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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ġekil 3.25. AEH'lerde farklı konsantrasyonlardaki PRP'nin canlı hücrelerin 

proliferasyonu üzerine etkisi. 

Farklı harfler, aynı PRP grubunun farklı konsantrasyonları arasında istatistiki önemi 

gösterir (p<0.05).  

 

 

PRP-4 grubunda, hücre çoğalması ile farklı konsantrasyonların iliĢkisi 

incelendiğinde ise, AMH ve AEH'lerde genel linear regresyon analizi ile hücre 

çoğalması ve PRP konsantrasyonları arasında kuadratik (non-linear) iliĢki bulundu. 

Bu iliĢkiye göre, PRP'nin %5 konsantrasyonuna kadar hücre sayısı artarken, %5'den 

sonra PRP konsantrasyonu arttıkça hücre sayısının azaldığı belirlendi (ġekil 3.26-

27).  
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ġekil 3.26. PRP-4 grubunda, farklı konsantrasyonların AMH proliferasyonuna etkisi. 

 

 

 

 

 

ġekil 3.27. PRP-4 grubunda, farklı konsantrasyonların AEH proliferasyonu üzerine 

etkisi. 
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4. TARTIġMA 

 
 

4.1. Amniotik Membran Kaynaklı Epitel ve Mezenkimal Kök Hücreler 

 
ÇalıĢmamızda at amniotik membran kaynaklı epitel ve mezenkimal kök hücreler 

enzimatik yöntem ile elde edildi. Amniotik membran kaynaklı kök hücreler 

pasajlanarak çoğaltıldı ve çok yönlü farklılaĢtırmaları yapıldı. Atların amniotik 

membranlarından elde edilen kök hücrelerin proliferasyon özellikleri ile ilgili çok az 

çalıĢma bulunmaktadır. Lange-Consiglio ve arkadaĢlarının (2012) yaptıkları çalıĢma 

bulgularına benzer olarak çalıĢmamızda AEH hücrelerinin poligonal bir morfolojiye 

sahip oldukları; AMH hücrelerinin ise fibroblast benzeri bir morfoloji gösterdikleri 

saptandı. Bununla birlikte Coli ve arkadaĢları (2011) bizim bulgularımızla uyumlu 

olarak ilk pasajlarda poligonal morfoloji sergileyen AEH hücrelerinin ilerleyen 

pasajlarda fibroblast benzeri bir morfoloji sergilediklerini bildirdiler.  

 
  4.2. Ġki Katına Çıkma Süresi 

 

 

ÇalıĢmamızda iki katına çıkma süreleri incelendiğinde AEH’lerin sekizinci pasajdan 

itibaren belirgin bir Ģekilde daha uzun sürede iki katı sayıya ulaĢtıkları görüldü. En 

hızlı proliferasyon ise dördüncü pasajda saptandı. AMH’lerde ise dokuzuncu 

pasajdan itibaren iki katına çıkma süresi belirgin bir Ģekilde daha yüksek ölçüldü 

(p<0,05). Ayrıca AMH’lerde dördüncü pasaj en kısa sürede hücrelerin iki katına 

çıktığı pasaj olarak belirlendi. Bu bulgular Lange-Consiglio ve arkadaĢları’nın 

(2012) bulguları ile de benzerlik göstermektedir.  Lange-Cosniglio ve arkadaĢları 

(2012) çalıĢmalarında en yoğun proliferasyonun dördüncü ila altıncı pasaj aralığında 

görüldüğünü; altıncı pasajdan itibaren ise proliferasyonun yavaĢladığını belirtmiĢtir. 

Yine aynı çalıĢmada AEH’lerin AMH’lere kıyasla daha yavaĢ prolifere oldukları 

belirtilmiĢ olup yaptığımız bu tez çalıĢmasında da benzer sonuçlar elde edildi.  

2012’de atların amniotik sıvılarından, göbek kordon kanından ve Wharton jelinden 

elde edilen kök hücrelerinde sekizinci pasaja kadar güçlü bir proliferasyon gözleyen 
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Iacono ve arkadaĢları (2012) tarafından da iki katına çıkma süresi bakımından benzer 

sonuçlar elde edildi. Coli ve arkadaĢları (2011) ise, atlarda amnion kaynaklı kök 

hücrelerde onuncu pasajdan sonra hücrelerde yaĢlanma görüldüğünü saptadılar. 

Atların amniotik mezenkimal hücrelerinde üçüncü ve beĢinci pasajlarda daha yüksek 

proliferasyon saptandığını belirten Corradetti ve arkadaĢları (2014) tarafından da 

benzer gözlemler bildirildi. Ġnsanlardan elde edilen amniotik kök hücrelerde de hücre 

proliferasyonunun altıncı pasaja kadar daha güçlü olduğunu gösteren çalıĢmalar 

mevcuttur (Miki ve ark., 2010; Soncini ve ark., 2007). Atların kök hücre 

tedavilerinde kullanılabilecek en uygun hücrelerin 3. ila 6. pasajlar arasındaki AEH 

ve AMH'lerin olduğunu söyleyebiliriz. 

 
4.3. Büyüme Eğrisi 

 

 

Bu çalıĢmada üçüncü, beĢinci ve yedinci pasajların üçünde de yapılan büyüme eğrisi 

grafiklerinde amniotik mezenkimal hücrelerin (0-24 saat), amniotik epitel hücrelere 

(0-48 saat) kıyasla daha kısa log fazına sahip oldukları saptandı. AMH'ler de plato 

fazı 6. ve 8. günler arasında gözlenirken, AEH'ler de 8. ve 10. günler arasında 

gözlendi. Dolayısıyla AMH'lerde proliferasyon AEH'lerden daha iyidir. BeĢinci 

pasajdaki hücreler 3. ve 7. pasajlardan daha iyi çoğalma gösterdi. Bu durum 

çalıĢmadaki iki katına çıkma süresi analizini de desteklemektedir. Sonuçlarımız diğer 

çalıĢmaların (Corradetti ve ark., 2014; Lange-Consiglio ve ark., 2012; Lange-

Consiglio ve ark., 2013) verileri ile de uyumludur.  

 
4.4. Koloni OluĢturabilen Birim Analizi 

 

 

Her iki tip hücre (AEH, AMH) için de birinci, üçüncü ve beĢinci pasajda farklı 

yoğunluklarda hücre ekimi yapılarak hücrelerin koloni oluĢturma yetenekleri 

değerlendirildi. Ġki tip hücrede, ekilen hücre konsanrasyonu arttıkça koloni oluĢturma 

yeteneklerinin de belirgin bir Ģekilde (p<0,05) arttığı görüldü. Öncesinde Lange-

Consiglio ve arkadaĢları (2012) tarafından amniotik epitel hücrelerde 
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santimetrekareye 250 hücre ekildiğinde 226,66 hücre/koloni oluĢturan birim (KOB) 

ve santimetrekareye 500 hücre ekildiğinde 237,5 hücre/KOB ölçümleri ile uyumlu 

olarak çalıĢmamızda P1'de benzer değerler elde edilirken, P3 ve P5'te hücre/KOB  

değerinin P1'e göre azaldığı gözlendi. Bahsi geçen çalıĢmada amniotik mezenkimal 

hücrelerde ise santimetrekareye 250 ve 500 hücre ekildiğinde sırasıyla 116,8 

hücre/KOB ve 79,61 hücre/KOB sonuçları alındığı bildirildi. Bu sonuçlar da 

çalıĢmamızdaki P1'de elde ettiğimiz değerlerle uyumludur. P3 değerlerimiz daha 

düĢükken, P5'teki 500 hücre ekiminde elde ettiğimiz hücre/ KOB değerinin daha 

yüksek olduğu belirlendi. ÇalıĢmamızda koloni oluĢturabilen birim analizinde  

amniotik epitel ve mezenkimal hücrelerde 3. pasajda, pasaj 1 ve 5'e oranla daha çok 

sayıda koloni görülürken bu kolonilerin az miktarda hücrenin bir araya gelerek 

oluĢturulduğu gözlendi. Koloni oluĢturma kabiliyetinin, hücre yoğunluğundaki artıĢa 

paralel olarak yükseldiği görüldü. Bu bulgular Bourzac ve arkadaĢlarının (2010) 

atların kemik iliğinden elde edilen kök hücrelerde pasaj 0 ve pasaj 1'de elde ettiği 

sonuçlar ile benzerlik göstermektedir. Lange-Consiglio ve arkadaĢları (2012) ve 

Bourzac ve arkadaĢları (2010) bu pozitif korelasyonu sıfırıncı ve birinci pasajda 

gösterirken, yaptığımız çalıĢmada atların amnionundan elde edilen kök hücrelerde 

birinci, üçüncü ve beĢinci pasajlarda bu paralel artıĢ belirlendi.    

 

  

 

4.5. YapıĢma Profili 

 

 

ÇalıĢmamızda AEH ile AMH'ler arasında hücrelerin plastik yüzeye tutunma 

(yapıĢma) özellikleri bakımından karĢılaĢtırmaları yapıldı. Plastik yüzeye tutunma, 

kök hücrelerin düzgün bir Ģekilde geliĢip prolifere olabilmesi için önemli 

faktörlerden birisidir. Yaptığımız çalıĢmada, üçüncü ve beĢinci pasajlarda AEH'lerin 

yüzeye tutunma potansiyellerinde, AMH'lere göre belirgin bir üstünlük gözlendi. 

YapıĢma profili bakımından epitel ve mezenkimal hücreler arasında karĢılaĢtırmalı 

analiz ilk defa tarafımızdan yapıldı. 
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4.6. Çok Yönlü FarklılaĢma 

 

 

ÇalıĢmamızda AEH ve AMH'lerin farklılaĢma potansiyellerini göstermek üzere, 

spesifik farklılaĢtırma medyumlarında hücrelerin osteojenik, adipojenik ve 

kondrojenik farklılaĢmaları yapıldı. Osteojenik farklılaĢmada alizarin red boyaması 

ile ekstraselüler kalsiyum demonstrasyonu, adipojenik farklılaĢtırmada Oil Red O 

boyaması ile adipositlere farklılaĢan hücrelerde intraselüller yağ damlacıklarının 

varlığı, kondrojenik farklılaĢtırmada ise alsian mavisi ile intrasellüler 

glikozaminoglikanlar gösterildi. Atlarda amniotik epitel hücreler (Lange-Consiglio 

ve ark., 2012), amniotik mezenkimal hücreler (Coli ve ark., 2011; Lange-Consiglio 

ve ark., 2012), amniyon sıvısı kaynaklı kök hücreler, göbek kordonu kanı kaynaklı 

kök hücreler (Barberini ve ark., 2014), wharton jeli kaynaklı kök hücreler (Iacono ve 

ark., 2012), kemik iliği kaynaklı kök hücreler (Barberini ve ark., 2014; Bourzac ve 

ark., 2010; Lange-Consiglio ve ark., 2013) ve yağ doku kaynaklı kök hücreler 

(Alipour ve ark., 2015; Barberini ve ark., 2014)  gibi birçok kök hücre türünde 

benzer farklılaĢma sonuçları bildirildi.  

 

 

 

4.7. Nörosfer OluĢumu 

 

 

AMH ve AEH'lerin, oval veya küresel sinir progenitör hücreleri olan nörosferleri 

oluĢturma yeteneklerini görmek için lizin kaplı pleytler kullanıldı. Nörosferlerin 

olgunlaĢtıktan sonra üç boyutlu, küre benzeri yapılar halinde yüzmeye baĢladıkları 

görüldü. Bu bulgu Boia’nın (2012) köpek olfaktör mukozasının lamina epiteliyalis ve 

lamina propriyalarından elde edilen kök hücreler ile yaptığı çalıĢmanın nörosfer 

bulguları ile örtüĢmektedir. ÇalıĢmada elde ettiğimiz nörsoferlerin 3. pasaja göre 7. 

pasajda daha fazla oluĢtuğu belirlendi.  
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4.8. PCR Analizi 

 

 

Lange-Consiglio ve arkadaĢlarının  (2012) atların amnionundan elde edilen kök 

hücrelerde yaptıkları çalıĢmanın bulguları ile uyumlu olarak, gen ekspresyonu 

analizlerimiz sonucunda, AEH ve AMH'lerin CD 14, CD 44, Cd 73, CD 90, CD 105 

gibi multipotent kök hücre markırlarının ekspresyonu bakımından pozitif sonuç 

verdiği görüldü. Ġmmunojenik MHC-II markırı CD 74 ekspresyonu ise negatifti. 

MHC-II ekspresyonunun negatif olması bu hücrelerin allojenik kullanımının önünü 

açması nedeniyle son derece önemlidir. Bulgularımızla uyumlu olarak farklı 

araĢtırmacılar da gen ekspresyon sonuçlarını bildirmiĢlerdir. Iacono ve arkadaĢları 

(2012) atların amniotik sıvılarından elde edilen kök hücrelerinde, CD 73 gen 

ekspresyonunu göstermezken, CD 90, CD 105 ve CD 44 genlerinin pozitif 

ekspresyonlarını göstermiĢtir. Coli ve arkadaĢları (2011)'da atların amniotik 

mezenkimal hücreleri üzerine yaptıkları araĢtırmadaki flow sitometri sonuçlarında 

CD 14, CD 44, CD 90, CD 105 ve CD 45 markırları bakımından pozitif sonuçlar 

bildirmiĢlerdir. ÇalıĢmamızda multipotent markırların yanı sıra, SOX2 ve OCT3/4 

gibi pluripotent markırlarında eksprese olması bu hücrelerin multipotentliğin 

ötesinde bir potansiyele sahip olabileceğini göstermektedir. Bulgularımızla uyumlu 

olarak, Lange-Consiglio ve arkadaĢları (2012)'da yaptıkları çalıĢmada atların 

amnionundan elde edilen hücrelerde OCT4’ün pozitif ekspresyonunu bildirmiĢlerdir. 

Atların amnion kaynaklı kök hücrelerinde OCT4 ekspresyonunun varlığına dair 

baĢka çalıĢmalar da mevcuttur (Coli ve ark., 2011; Corradetti ve ark., 2014). Bu 

bulgular, bazı araĢtırmacıların (Miki ve ark., 2005)'da önerdiği gibi, bu hücrelerin 

epiblastik hücreler olabileceği veya bu hücrelerin embriyonun trofoektoderm ve 

epiblast katmanlarından köken alıyor olabileceği (Vejlsted, 2010) ihtimallerini akla 

getirmektedir. 

 
4.9. Atlarda Yüksek Sayıda Trombosit Elde Etme Protokolünün Belirlenmesi 

 

 

PRP, kandaki trombositlerin santrifüjlenerek yüksek konsantrasyonlara 

çıkarılmasıyla elde edilen bir üründür. Textor (2011), PRP’nin tam kana oranla daha 
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yüksek konsantrasyonda trombosit içermesi gerektiğini; aksi halde elde edilen 

ürünün PRP olarak nitelendirilemeyeceğini belirtmektedir. Denediğimiz dört farklı 

protokolde de trombosit sayısının belirgin bir Ģekilde arttığı gözlendi. Atlarda PRP 

tanımı için trombosit konsantrasyonu aralığını belirten birkaç çalıĢma bulunmaktadır. 

Her ne kadar uygulanan dört protokolde de trombosit konsantrasyonu belirgin bir 

Ģekilde artsa da üç numaralı protokolde PRP hazırlamada en iyi sonuçlar elde edildi. 

Hessel ve arkadaĢları (2015), atlarda yerçekimsel trombosit ayrıĢtırma sistemi ile 

761×10
9
/L; santrifüj ile 310.4×10

9
/L konsantrasyonunda trombosit elde etmiĢtir.  

ÇalıĢmamızda üç numaralı protokol yöntemi ile belirgin bir Ģekilde (p<0,001) 

yüksek trombosit konsantrasyonu (717.17±43.34×10
9
/L) elde edildi. Protokolümüzde 

21.17±4.72×10
9
/L konsantrasyonunda akyuvar bulunmaktadır ve bu konsantrasyon 

Hessel ve arkadaĢlarının (2015) elde ettiği değerler ile (18.2×10
9
/L) uyumludur. 

Atlarda PRP’yi, trombosit sayı aralığının oldukça geniĢ olduğu düĢünüldüğünde, 

trombosit sayısına bakarak tanımlamak zor olmaktadır. Zuffova ve arkadaĢları 

(2013), atlardan elde ettikleri PRP’de 490±188×10
9
/L konsantrasyonunda trombosit 

ve 184±1035×10
9
/L konsantrasyonunda lökosit bildirmektedir. Fontenot ve 

arkadaĢları (2012) elde ettikleri PRP'nin, tam kandan 2,58 kat daha fazla trombosit 

içerdiğini belirtmektedir. BaĢka çalıĢmalarda ise at PRP’lerinde 304×10
9
/L (Giraldo 

ve ark., 2013), 221.4±60.3×10
9
/L (Jean-Claude Ionita, 2014) gibi daha düĢük 

trombosit konsantrasyonları bildirilmiĢtir. ÇalıĢmamızda kullandığımız yöntemle tam 

kana göre yaklaĢık 6 kat daha fazla sayıda trombosit elde edildi.  

 
4.10. MTT ile KarĢılaĢtırmalı Hücre Proliferasyon Analizi 

 

 

Bu kolorimetrik analiz ile tetrazolyum bileĢenlerinin kromojenik bir ürünü olan 

formazanın seviyesine göre hücrelerin metabolik aktivitesi ölçülmektedir. PRP, 

aktivasyondan sonra büyüme faktörlerince zengin haldedir. ÇalıĢmamızda %5, %10, 

%15 ve % 20 olmak üzere dört farklı konsantrasyonda hazırlanan PRP’nin AEH ve 

AMH'lerin proliferasyonu üzerine olan etkileri değerlendirildi. ÇalıĢmamızda AEH, 

ve AMH'lerde PRP-4 grubunda (Dondurma çözdürme ile aktive edilmiĢ) en iyi 

proliferasyon sonuçları elde edildi. AEH'lerde %5 PRP'nin, diğer PRP 
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konsantrasyonlarının tamamından daha iyi sonuç verdiği gözlendi. Diğer yandan 

%10 konsantrasyondaki PRP-2 grubunun, %5 değerinden sonraki en iyi sonuçları 

verdiği belirlendi. Elde ettiğimiz bulgular, Kakudo ve arkadaĢlarının 2008’de insan 

yağ dokusu kaynaklı kök hücrelerinde yapmıĢ olduğu, kalsiyum klorür ile aktive 

edilmiĢ %5 PRP’nin maksimum proliferasyon sağladığını bildirdikleri çalıĢma 

sonuçları ile örtüĢmektedir. Kakudo ve arkadaĢları (2008) çalıĢmalarında ayrıca %20 

PRP’nin proliferasyonu arttırmadığı sonucunu bildirmiĢlerdir. ÇalıĢmamızda %20 

PRP içeren hem kalsiyum klorür ile aktive edilen hem de dondurma çözdürme ile 

aktive edilen gruplarda elde ettiğimiz düĢük proliferasyon bulguları da bu çalıĢma 

sonuçları ile uyum içerisindedir. Bazı araĢtırmacılar PRP’nin proliferasyon üzerine 

doza bağlı etkisinin olduğunu belirtmiĢlerdir. Li ve arkadaĢları (2013), %10 

konsantrasyonda trombin ile aktive edilmiĢ PRP ile, %20 FBS ile kültüre edilen 

insan iskelet kası progenitör hücreleri arasında benzer etkilerin olduğunu 

göstermiĢtir. Kakudo ve arkadaĢları (2008) ise, insan yağ dokusundan elde edilen 

kök hücrelerinde ve insan dermal fibroblastlarında doza bağlı olarak hücre 

proliferasyonunun değiĢtiğini bildirmektedir. Van Pham ve arkadaĢları (2013), 

yaptıkları araĢtırmada insan yağ dokusu kaynaklı kök hücrelerinde %10 FBS ile %15 

PRP'yi karĢılaĢtırdıklarında, PRP’nin daha iyi proliferasyon sağladığını 

göstermiĢlerdir. Del Bue ve arakadaĢları (2007), atların yağ dokusu kaynaklı kök 

hücrelerinde %3,125 ve üzeri konsantrasyonda trombosit lizatının hücre 

çoğalmasında belirgin bir etkisinin olduğunu ortaya koymuĢlardır. Yaptığımız 

çalıĢmada, AEH ve AMH'lerde 5% konsantrasyonda PRP-3 ve PRP-4 gruplarının 

(dondurup çözdürme grupları), PRP-1 ve PRP-2 gruplarına (taze kan grupları) göre 

belirgin derecede daha yüksek proliferasyon sağladığı belirlendi (p<0,05). %15 

konsantrasyonda ise AEH ve AMH'lerde PRP-4 grubu, diğer gruplara göre daha 

yüksek proliferasyon sağlarken; %20 konsantrasyonun ise bütün PRP tiplerinde en 

düĢük proliferasyon ile sonuçlandığı görüldü. Elde edilen bulgular ile hücre 

proliferasyonunda daha baĢarılı sonuçlar elde etmek için AEH'lerde %5 PRP, 

AMH'lerde ise %5, %10 ve %15 PRP kullanımınının önemli olduğu sonucuna 

varıldı. 
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4.11. Hücre Sayımı ile KarĢılaĢtırmalı Hücre Proliferasyonu  

 

 

MTT bulgularımızda AEH ve AMH'lerde en iyi proliferasyonun dondurma 

çözdürme gruplarında olduğu belirlendikten sonra iki dondurma çözdürme grubu 

olan kalsiyum klörür ile aktive edildikten sonra dondurulan PRP grubu (PRP-3) ile 

dondurma çözdürme yöntemi ile aktive edilen PRP grubunun (PRP-4) farklı 

konsantrasyonlarının (%5, %10, %15 ve %20) hücre çoğalmasına etkileri incelendi. 

Kontrol grubuna göre istatistiki anlamda önem olmasa da, AEH ve AMH'lerde PRP-

4 grubunun %5 PRP konsantrasyonlarında en yüksek oranda proliferasyon belirlendi. 

AEH ve AMH'lerde %5, %10 ve %15 PRP konsantrasyonlarında PRP-4 grubundaki 

proliferasyon oranı, PRP-3 grubundan daha yüksekti. Her iki tip hücrede de %20 

PRP’de canlı hücre sayısı tüm gruplarda belirgin bir Ģekilde düĢük gözlendi 

(p<0,05). Diğer yandan, PRP-3 grubunda AEH ve AMH'lerde, %5, %10 ve %15 

konsantrasyondaki PRPnin, kontrol grubuna göre anlamlı oranda proliferasyonu 

baskıladığı belirlendi. 

 
 Kakudo ve arkadaĢları (2008), insan yağ dokusundan elde edilen kök 

hücrelerinde ve insan dermal fibroblastlarda kalsiyum klörür ile aktive edilen %5 

PRP ile kültüre edilen hücrelerin tam kan ve aktive edilmemiĢ PRP’ye göre canlı 

hücre sayısında belirgin bir Ģekilde (p<0,05) 2,5-3 katı daha yüksek sonuçlar elde 

etmiĢlerdir. Aynı çalıĢmada %10 PRP konsantrasyonunun daha düĢük proliferasyon 

sağladığı gösterilmiĢtir. Cho ve arkadaĢlarının (2011) çalıĢmasına göre, insan 

mezenkimal kök hücrelerinde %10 PRP; %1, %3 ve %30 PRP konsantrasyonlarına 

göre daha iyi proliferasyon sağlamıĢtır. Bu konuda bazı araĢtırmacıların sonuçları ise 

bizim bulgularımıza göre farklı sonuçlar vermiĢtir. Örneğin Kurita ve arakdaĢları 

(2008), insan yağ dokusu kaynaklı kök hücreler ve insan fibroblastlarında %10 

PRP’nin 5% PRP’ye oranla daha iyi sonuçlar verdiğini bildirmiĢtir. 

 
Kakudo ve arkadaĢları (2008), hem insan yağ dokusu kaynaklı kök hücrelerde, 

hem de dermal fibroblastlarda kalsiyum klörür ile aktive edilmiĢ %5 

konsantrasyonundaki PRP’nin proliferasyona etkisinin günden güne belirgin bir 

Ģekilde daha iyiye gittiğini göstermiĢlerdir. Yazar ayrıca %20 PRP 
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konsantrasyonunda en düĢük çoğalma verilerini elde etmiĢtir. Kocaoemer ve 

arkadaĢları (2007), insan yağ dokusu kaynaklı kök hücrelerde trombin ile aktive 

edilmiĢ %10 konsantrasyondaki PRP’nin fötal buzağı serumuna kıyasla daha iyi 

çoğalma kinetikleri gösterdiğini (p<0,05) bildirmiĢtir. ÇalıĢmamızda araĢtırmacıların 

sonuçlarıyla uyumlu olarak, dondurma çözdürme yöntemiyle aktive edilen %5 

PRP'nin her iki kök hücre türünde de en yüksek oranda proliferasyonu sağladığı, 

bunun yanında PRP konsantrasyonu yükseldikçe, proliferasyonun azaldığı belirlendi.  

 
4.12. Farklı Yöntemlerle Hazırlanan PRP'lerde EGF Değerleri 

 

 

ÇalıĢmamızda PRP gruplarında ELĠSA ile EGF ölçümü yapıldı. Yapılan ölçümde en 

yüksek değerler PRP-3’te alınırken onu PRP-4’ün takip ettiği görüldü. PRP grupları 

arasında belirgin bir fark görülmedi. Atlarda EGF’nin ölçümü ve normal 

konsantrasyonu hakkında oldukça sınırlı bilgi bulunmaktadır. Arteriocyte Medical 

Systems firması 2013’te at PRP’sinde EGF miktarını 163.3±49.4 ng/L olarak 

ölçmüĢtür. Bu konsantrasyon, çalıĢmamızda elde edilen bulgulardan düĢüktür. Bunun 

yanı sıra Anitua ve arkadaĢları (2005), 470±75.02×10
6
/ml trombosit 

konsantrasyonundaki insan PRP’sinde yaptıkları ölçümde EGF konsantrasyonunu 

442.50±37.05 ng/L olarak ölçmüĢlerdir. Rauch ve arkadaĢları (2011) ise 15000 

×10
6
/mL trombosit içeren insan PRP’sinde 18340 ng/L konsantrasyonunda EGF 

ölçmüĢlerdir. Bazı baĢka araĢtırmalarda ise insanlarda 188±11/ml trombosit 

konsantrasyonunda 265 ng/L gibi daha düĢük konsantrasyonlarda EGF sonuçları elde 

etmiĢlerdir (Jeanne Adiwinata, 2012; Kurita ve ark., 2008). Elde ettiğimiz sonuçlarda 

gruplar arasında farklılık bulunmamaktadır. Bu sonuçlarla, EGF'nin trombosit 

aktivasyonunu belirlemede bir kriter olarak değerlendirilemeyeceği sonucuna varıldı. 

 

 

 

4.13. Farklı Yöntemlerle Hazırlanan PRP'lerde PDGF Değerleri 

 

 

Yaptığımız çalıĢmada dondurma çözdürme ile aktive edilmiĢ PRP’nin (PRP-4) en 

yüksek PDGF-BB değerlerine (5489.80±575.60 ng/L) sahip olduğu görüldü. Bu 
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bulgular, Hessel ve arkadaĢlarının (2015), 761.0±240.0x10
6
 trombosit/ml 

konsantrasyonundaki PRP’nin dondurma çözdürme ile aktivasyonu sonrasında elde 

ettikleri 5160±1120 ng/L PDGF-BB bulgusu ile paralellik göstermektedir. Ancak 

birçok araĢtırmacı tarafından daha düĢük konsantrasyonlar da saptanmıĢtır. 

Hauschild ve arkadaĢları (2017), 327x10
6
 trombosit/ml konsantrasyonundaki 

PRP’den 3569±1597.23 ng/L PDGF-BB konsantrasyonu elde etmiĢlerdir. Giraldo ve 

arkadaĢları (2013), PRP’de (327x10
6
 trombosit/ml) 1259.7±418.6 ng/L ;PPP’de ise 

601.8±339.3 ng/L PDGF-BB konsantrasyonu elde ettiklerini bildirmektedir. Atlar 

üzerine yapılan baĢka bir çalıĢmada ise, PRP’de (221.4±60.3x10
6
 trombosit/ml) 

3630±1160 ng/L PDGF-BB konsantrasyonu bulunmuĢtur (Jean-claude Ionita ve ark., 

2014). Bu farklılıklar, hazırlanan PRP’lerdeki trombosit sayılarının farkından 

kaynaklanıyor olabileceği gibi aktivasyon sonrasında trombositlerin α granüllerinden 

daha fazla büyüme faktörünün salgılanmasından da kaynaklanıyor olabilir. Jean-

claude Ionita ve arkadaĢları (2014) PDGF-BB’nin belirgin bir Ģekilde trombosit 

sayısı ile doğru orantılı olduğunu bildirmektedir. Yaptığımız çalıĢmada PRP-3’ün 

daha düĢük PDGF-BB konsantrasyonuna sahip olduğu görüldü. Dondurma çözdürme 

ile yapılan aktivasyonun, en yüksek konsantrasyonda PDGF salgılanmasına neden 

olduğu sonucuna varıldı. Fakat büyüme faktörleri ve aktivasyon iliĢkisinin 

belirlenebilmesi için  PRP aktivasyon metodları alanında daha fazla çalıĢmaya 

ihtiyaç duyulmaktadır. 
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5. SONUÇ 
 

 

 

1- Morfoloji ve Fiziksel Karakteristik Özellikler 

 

 

Amniotik epitel kaynaklı kök hücreler primer kültürde poligonal morfolojide 

gözlendi. Amniotik mezenkimal kök hücreler ise fibroblast benzeri bir morfolojiye 

sahipti. Bununla birlikte diğer pasajlarda (P2’den P10’a) hücreler fibroblast benzeri 

morfolojide gözlendi. Her iki hücre tipi de plastik yüzeye yapıĢma bakımından 

baĢarılı olsa da amniotik epitel hücrelerin P3 ve P5’te bu konuda daha iyi olduğu 

görüldü.  

 

 

 

2- Ġki Katına Çıkma Süresi, Büyüme Eğrisi ve Koloni OluĢturma Yeteneği 

 

 

Her iki hücre grubunda da proliferasyon potansiyeli birbirine paralel gözlendi. 

Dördüncü pasajdaki hücreler, en kısa iki katına çıkma süresi ile en yüksek mitoz 

kabiliyetindeki hücreler olarak göze çarparken 3. ile 6. pasaj arasındaki hücrelerde de 

yakın sonuçlar elde edildi. Her iki hücre tipinde de beĢinci pasajın en iyi çoğalma 

kinetiklerine sahip olduğu ortaya kondu. Büyüme eğrisi analizinde her iki hücre 

tipinin de onuncu güne kadar çoğalmaya devam ettiği; çoğalma yavaĢlamadan önce 

8. ile 10. günler arasında daha iyi çoğalmanın olduğu görüldü. Koloni 

formasyonunun her zaman ekilen hücre sayısı ile pozitif iliĢkide olduğu ve iki hücre 

tipi için de üçüncü pasajdaki hücrelerin bu konuda daha baĢarılı olduğu gözlendi. 

 

 

 

3- FarklılaĢma Potansiyeli 

 

Amnion kaynaklı kök hücreler çok yönlü farklılaĢma potansiyeline sahiptir. Bu 

özelliklerinden yararlanarak hücrelerde osteojenik, adipojenik, kondrojenik 

farklılaĢma çalıĢmaları yapılarak her iki hücre tipinin de multipotent karakterleri 

saptandı. Bunlara ek olarak her iki hücre tipinde de nörosfer eldesi gerçekleĢtirildi. 
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4- PCR Analizi 

 
AEH ve AMH'lerde yapılan PCR analizlerinde pluripotent markırlar olan OCT3/4 ve 

SOX2 ekspresyonlarının varlığı ile bu hücrelerin multipotent özelliklerden fazlasına 

sahip oldukları görüldü. Yapılan analizlerde hemopoietik kök hücre markırı CD 45 

negatif gözlendi. Hücreler mezenkimal markırlar olan CD 73, CD 90 ve CD 105 

bakımından; metastatik kök hücre belirteci CD 44 bakımından ve non-malignant kök 

hücre belirteci CD 14 bakımından pozitif ekspresyon gösterdi. MHC-II belirteci CD 

74 her iki hücre tipinde de negatif sonuç verdi. Bu bulgular çalıĢmada kullanılan 

hücrelerin allojenik uygulamalar için kullanılabilir olduğunu göstermektedir.  

 
5- Trombosit Elde Etme Protokolü 

 
Toplanılan trombosit sayısı bakımından baĢarılı sonuçlar elde edildi. Kullanılan çifte 

santrifüj tekniği ile önce 1000 rpm’de 10 dakika; sonrasında 3000 rpm’de 15 dakika 

santrifüjlenen kandan, taze kana oranla yaklaĢık 6 kat daha fazla trombosit elde 

edildi (Taze kanda 122.42±5.81×10
9
/L; protokol sonrası 717.17±43.34×10

9
/L). Bu 

protokolün, at kanlarından PRP hazırlamada oldukça etkili bir yöntem olduğu 

sonucuna varıldı. 

 

 

 

6- KarĢılaĢtırmalı MTT Analizi 

 

 

MTT analizlerinin sonuçları ile dondurma çözdürme yöntemi ile aktive edilen (PRP-

4) %5 PRP içeren grubun diğer PRP gruplarına göre AEH'lerde yüksek proliferasyon 

sağladığı görüldü. AMH'lerde ise yine PRP-4 grubunda %5, %10 ve %15 

konsantrasyonu ile en yüksek proliferasyon elde edildi. Bununla beraber, dondurma 

çözdürme yöntemi ile aktive edilen ve kalsiyum klorür ile aktive edilen dondurulmuĢ 

PRP’nin, taze inaktif PRP ve kalsiyum klorür ile aktive edilmiĢ taze PRP’ye göre 

daha iyi sonuçlar sağladığı ortaya kondu. 
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7- Canlı hücre sayımı ve PRP konsantrasyonu 

 

 

En iyi proliferasyonu sağlayan PRP-3 ve PRP-4 gruplarında hücre sayımı ile 

proliferasyon sonuçları değerlendirildi. Yapılan canlı hücre sayımı ile AMH ve 

AEH'lerde %5 konsantrasyonda dondurma çözdürme ile aktive edilmiĢ PRP’nin 

(PRP-4) en yüksek hücresel proliferasyonu sağladığı görüldü. %5, %10 ve %15 

konsantrasyonlarda kullanılan PRP ile elde edilen proliferasyon oranları birbirine 

yakınken, PRP konsantrasyonu yükseldikçe, proliferasyonun azaldığı belirlendi. %20 

konsantrasyonda PRP kullanımının ise her iki hücre tipinde de hücre çoğalmasını 

baskıladığı görüldü. 

 
 Bu sonuçlar ile en iyi kök hücre proliferasyonu için, %5 konsantrasyonda 

dondurma çözdürme ile aktive edilen PRP'nin en ideal seçenek olduğu ortaya kondu. 
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ÖZET 

 

 

Amniotik Membran Kaynaklı Kök Hücreleri Üzerine Trombositten Zengin 

Plazmanın Etkisi 

 
Kök hücreler geliĢen teknoloji ile birlikte biyomedikal alanında oldukça önemli bir 

tedavi aracı haline gelmiĢtir. Amniotik membran, kök hücre kaynakları arasında daha 

az immunojenite ve multipotentten daha yüksek potansiyelleri ile önemli bir 

kaynaktır. Bu çalıĢmada atların amniotik membranından elde edilen kök hücreler 

izole edilerek, kültüre edildi ve onuncu pasaja kadar çoğaltıldı. Bununla beraber 

hücreler üzerinde adipojenik, osteojenik, kondrojenik farklılaĢmalar ve nörosfer 

oluĢumu çalıĢmaları yapıldı. Ġki katına çıkma süresi analizi ile üçüncü pasaj ile 

altıncı pasaj arasında hücre çoğalmalarının daha güçlü olduğu ve dördüncü pasajda 

hem epitel (AEH) hem de mezenkimal hücrelerde (AMH) çoğalmanın en yüksek 

olduğu belirlendi. Büyüme eğrisi analizinde AEH ve AMH'lerde beĢinci pasajın en 

iyi büyüme kinetiği özelliğini sergilediği görüldü. At kanından yüksek 

konsantrasyonda (717.17±43.34×10
9
/L) tombosit içeren PRP hazırlanıĢı için çift 

santrüfüjlü bir teknik geliĢtirildi. ÇalıĢmada, taze ve inaktif (PRP-1), taze ve CaCl2 

ile aktive edilen (PRP-2), CaCl2 ile aktive edildikten sonra dondurulan (PRP-3) ve 

dondurma çözdürme iĢlemi ile aktive edilen (PRP-4) dört grup PRP kullanıldı. 

ÇalıĢmada PRP grupları arasında belirgin bir fark olmaksızın yüksek konsant- 

rasyonda Epidermal büyüme faktörü (EGF) gözlendi. PRP-4 grubunda en yüksek 

konsantrasyonda Trombosit kökenli büyüme faktörü (PDGF) saptandı. MTT analizi 

ile hem AEH hem de AMH’de dondurma çözdürme ile aktive edilen PRP’nin (PRP-

4) daha iyi çoğalma sağladığı ortaya kondu. Canlı hücre sayımı da dondurma 

çözdürme ile aktive edilen PRP’nin (PRP-4) daha iyi hücre proliferasyonunu 

sağladığını gösterdi. Farklı dozlardaki PRP kullanımlarında, dondurma çözdürme ile 

aktive edilen %5 PRP konsantrasyonunun hem AEC hem de AMC’lerde bütün 

analizlerde hücre çoğalmasını arttırdığı belirlenirken, %10 ve %15 PRP 

konsantrasyonları ile de yakın sonuçlar elde edildi. FarklılaĢma çalıĢmalarında iki tip 

hücre de baĢarı ile osteojenik, adipojenik ve kondrojenik hücrelere farklılaĢtırıldı; bu 

farklılaĢmalar alizarin red boyaması, Oil Red O boyaması ve alsian mavisi boyaması 

ile gösterildi. Nörosfer oluĢumunda iki tip hücrenin de küre benzeri, üç boyutlu sinir 
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doku progenitör hücreleri oluĢturabilme yeteneğinde olduğu gözlendi. PCR 

analizinde pluripotent hücre belirteçleri olan SOX2 ve OCT3/4’te oldukça güçlü 

ekspresyon gözlendi. Hem AMH hem de AEH’lerde P0, P3, P5 ve P7’de multipotent 

kök hücre belirteçleri CD14, CD44, CD73, CD90 ve CD105 ekspresyonları iyi 

seviyede gözlendi. Hemotopoetik hücre belirteci CD45 iki tip hücre için de negatif 

bulundu. Ayrıca MHC-II belirteci (CD74) de her iki hücre tipinde negatifdi. Bu 

sonuçlar, hem pluriopotent hem de multipotent kök hücre karakterizasyonu gösteren 

amnion membranından elde edilen kök hücrelerinin, allojenik uygulamalar için  

kullanılabilecek önemli bir kök hücre kaynağı olduklarını göstermektedir. 

 

Anahtar kelimeler: Amniotik Membran Kaynaklı Kök Hücre, 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±43.34×10
9
/L) concentration. 

Four types of PRP was made such as fresh and inactivated (PRP-1), fresh and CaCl2 

activated (PRP-2), stored and CaCl2 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 (P0, 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-II 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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