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KISALTMA LiSTESI

ABD Amerika Birlesik Devletleri

ADK-MKH Adipoz doku-kaynakli mezenkimal kok hiicre
ALP Alkalin fosfataz

BAD Beyaz adipoz doku

CHO Cin hamster over hicresi

DAPI 4' 6-diamidino-2-fenilindol

DMEM Dulbecco’nun modifiye eagles mediumu
DMSO Dimetilsilfoksit

DPBS Dulbecco’nun fosfat tamponlu salin sollisyonu
EDTA Etilen diamin tetraasetik asit

EG Etilen glikol

ESM Ekstraseltler matriks

FBS Fetal bovin serumu

G3-PDH Gliserol-3-fosfat dehidrogenaz

GMP lyi Gretim uygulamalari (Good manufacturing practices)
HES Hidroksietil nigsasta

HSA insan serum albumini

IVD In vitro farklilagsma

HYL Hicre yardimli lipotransfer

KAD Kahverengi adipoz doku

KiK-MKH Kemik iligi-kaynakh mezenkimal kdk hicre
KKK-MKH Kordon kani-kaynakl mezenkimal kdk hicre

MKM Mikrokapiler kiltir metodu

MKH Mezenkimal kdk hiicre

PBS Fosfat tamponlu salin sollisyonu (Phosphate-buffered saline)
PEG Polietilenglikol

PGA Poliglikolik asit

PLA Polilaktik asit

PLGA Polilaktik-ko-glikolik asit

PrOH Propanediol

PVP Polivinilpirolidon

RBC Kirmizi kan hiicresi (Red blood cell)

SCID Agir kombine bagisiklk sistemi yetmezligi

SVF Stromal vaskdiler fraksiyon

TNFa Doku nekroz faktori o (Tissue Necrosis Factor o)
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VEGF Vaskiler endotelyal biuyime faktori
YOT Yardimla Gireme teknikleri
BFGF Bazik fibroblast biiyiime faktori
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OZET

INSAN ADIPOZ DOKUSU VE ADIPOZ KAYNAKLI MEZENKIMAL KOK
HUCRELERIN DOKU MUHENDISLiIGi UYGULAMALARINDA KULLANILMAK
UZERE KRIYOPREZERVASYONUNUN OPTiMiZASYONU

Necati FINDIKLI

Biyomihendislik Anabilim Dal
Doktora Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV

Amerikan Plastik Cerrahi Dernegi verilerine gore, Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD)
2012 yili igerisinde yaklasik 300.000 civarinda yumusak doku defekti tamiri amaci ile
mastektomi sonrasi meme, el ve yiiz genglestirme islemlerini de kapsayan cerrahi islem
gerceklestirilmistir. Bu rakamin her yil giderek arttigi bilinmektedir. Ulkemizde ise bu
alanda galismalar yapilsa da rakamsal bir bilgi bulunmamaktadir. Son yillarda yumusak
doku muhendisligi ve klinik doku tamiri uygulamalarinda kok/progenitor hiicrelerin
kullaniimasi ve bu yolla elde edilmis yapay dokularin olusturulmasi gibi yeni yaklasimlar
ve ¢alismalar, yer almaktadir. Bu baglamda lipoaspirasyon metodu ile elde edilebilen
otolog adipoz doku, icerdigi zengin kok/progenitor hiicre popullasyonu sayesinde adi
gecen yumusak doku defektlerinin giderilmesinde ve iyilestirilmesinde yiksek
potansiyele sahiptir. Dinya genelinde yilda milyonlarca lipoaspirasyon ve kozmetik
amagl adipoz doku rezeksiyonu uygulamasi yapilmaktadir. Bu uygulamalardan elde
edilen adipoz dokularin etkin ve verimli olarak yakin gelecekte yumusak doku
travmalari disinda pek cok farkhh doku mihendisligi veya rekonstriktif cerrahi
uygulamasi i¢in dogal otolog doku kaynagi olabilecegi distiniilmektedir.

Elde edilen adipoz dokunun veya igerdigi progenitor hiicrelerin daha sonra kullaniimak
Uzere kriyoprezervasiyonunun yapilmasi, kriyopbankta uzun sure saklanmasi ve
gerektiginde biyolojik 6zelliklerini kaybetmeden kriyobanktan ¢ikarilarak ¢éziilmesi, ve
ahicinin ihtiya¢ duyulan bolgesine nakli sonrasinda iyi sonuglarin elde edilmesi oldukga
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onemli olup, yumusak doku mihendisligi ve plastik/rekonstriktif cerrahinin esas
hedeflerinden biridir.  Ancak kriyobiyolojinin bu alaninda hiicre ve dokularin
dondurulma/gozilmeleri sonrasi klinik kullanimlariyla ilgili varolan ciddi problemler
(insan adipoz dokusu ve ayni dokudan elde edilen mezenkimal kdk hiicrelerin, ¢dzme
sonrasi disuk viabilite, nakledilen bdlgede vyiksek re-absorbsiyon vb.) halen
giderilememistir. Simdiye kadar diinyada bu alanda gesitli calismalar yapilsa da halen
verimli bir adipoz doku/adipoz doku kaynakli-mezenkimal kok hiicre kriyoprezervasyon
yontemi  gelistirilememistir.  Bunun nedenlerinden biri, simdiye kadar uygun
kriyoprotektanlarin, kriyoprotektan konsantrasyonlarinin, karigimlarinin, vitrifikasiyon
gibi onemli kriyoprezervasiyon yonteminin adipoz doku/adipoz doku kaynakli-
mezenkimal kok hicrelerde yeterince incelenmemis olmasidir. Ayrica mevcut
yaklasimlarin doku yenileme ve uygulanan bolgede mevcut hasarin tamirindeki etkinligi
konusunda bugtine kadar gergeklestirilen az sayida klinik-6ncesi ve klinik ¢alismada,
kok hiicre ve iginde bulundugu nis ozellikleri dikkate alinmadigindan galismalar her
zaman olumlu sonuglar vermemektedir.

Mevcut bilgilere dayanarak bu tez ¢alismasinin amaci, yumusak doku mihendisligi
uygulamalarinda kullanilmak Uzere insan adipoz dokusu ve ayni dokudan elde edilen
mezenkimal kok hicrelerin, mevcut konvansiyonel yontemler ile
kriyoprezervasyonundaki yapisal ve fonksiyonel dizeydeki etkinliklerinin belirlenmesi,
adipoz doku ve igerdigi kdk hicrelerin kriyoprezervasyonu ile ilgili mevcut problemlerin
giderilmesinde vitrifikasyon metodu ile kriyoprezervasyon rejimlerinin ve
yaklagimlarinin etkinliginin incelenmesi, elde edilen verilere dayanarak insan adipoz
doku/adipoz doku-kaynakli mezenkimal kok hiicre kriyoprezervasyon protokollerinin
optimize edilmesi ile klinik kullanima uygun doku ve hicre saklama amagh kriyobank
olusturulmasidir.

Belirlenen amag dogrultusunda galisma genelinde 10 farkli donérden lipoaspirasyon
(n=8) ve cerrahi eksizyon (n=2) uygulamalari sonrasi elde edilen adipoz doku 6rnekleri
kullanildi. Orneklerin 6’sina adipoz kaynakl mezenkimal kék hiicre izolasyonu amaci ile
enzimatik ayristirma teknigi uygulandi. Hiicre izolasyonu asamasinda ayrica manyetik
tabanli hiicre ayristirilmasi teknigi de kullanildi. izole edilen hiicrelerin kék hiicre olma
ozellikleri in vitro kiltirdeki morfolojik analiz, akis sitometrisi (CD90, CD105, CD29,
CD34, CD45) ve in vitro ekspansiyon/farklilasma testleri kullanilarak 6l¢tildi. Doku ve
hiicre kriyoprezervasyonu igin, icerisinde kriyoprotektan olarak DMSO, etilen glikol ve
sukroz’un farkl konsantrasyonlari veya kokteylleri bulunan asamali yavas dondurma
(%10 DMSO; %10DMSO+0,2M sikroz; 0,5M siikroz) ve vitrifikasyon teknikleri (%15
DMSO+%15 etilen glikol+0,5M siikroz; %30DMSO+%30 etilen glikol+0,5M siikroz)
kullanildi. Kriyoprezervasyon sonrasi dokularin yapisal durumlari immuinohistokimya
teknigi ile, hiicrelerin yapisal ve fonksiyonel durumlari ise Tripan mavisi boya dislama
testi, TUNEL testi ile DNA fragmantasyon analizi ve in vitro farklilasma analizi
kullanilarak 6lguldi. C6zme sonrasi dogrudan dondurulan veya dondurulmus dokudan
izole edilen hiicreler ayrica morfolojik ve in vitro ekspansiyon 6zellikleri bakimindan
incelendi. incelemeler ve dl¢iimler sirasinda elde edilen kantitatif veriler SPSS versiyon
10.0 for windows programi ile degerlendirildi ve degerlendirme sirasinda p<0,05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Deney ¢ asamada gerceklestirildi. ilk asamada elde edilen érneklerden 6’sinda (4
ornek lipoaspirasyon ve 2 o6rnek cerrahi eksizyon yontemi) enzimatik ayristirma
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metodu uygulanarak hiicre izolasyonu gergeklestirildi. EIde edilen bu hiicrelerin in vitro
kalturdeki gelisim ve morfolojik 6zellikleri, akis sitometrisinde elde edilen kdk hiicre
isaretgikleri sonuglari ve in vitro farklilagsma sonrasi mezoderm kaynakli farkh hicrelere
déniisim ozellikleri gdsterildi ve mezenkimal kék hiicre olduklari konfirme edildi. ikinci
asamada bu hicreler kullanilarak mevcut konvansiyonel kriyoprezervasyon ve
vitrifikasyon protokollerinde kullanilan DMSO ve etilen glikol (EG) kriyoprotektanlarinin
farkli konsantrasyonlari (%1 - %30), farkh kombinasyonlari ve hicre ile farkl
inkiibasyon sireleri (10 — 40 dakika) bakimindan sitotoksik ve genotoksik etkileri
incelendi. DMSO ve etilen glikolin %10’dan yliksek konsantrasyonlarinda ve 20
dakika’dan uzun inklibasyon sirelerinde hicresel canlilik diizeylerinde anlamli azalma
gozlendi (p<0,05). Hicre viabilite incelemesi ile es zamanh gergeklestirilen DNA
fragmantasyon testlerinde ise adi gegcen parametreler yoniinden istatistiksel olarak
anlamh bir artis gorilmedi (p>0,05). Calismanin Uglinci asamasinda, deney
kapsaminda elde edilen insan adipoz dokulari (n=4) ve adipoz doku-kaynakh
mezenkimal kok hicreleri (n=4), mevcut konvansiyonel ve vitrifikasyon protokolleri
kullanilarak doku ve hiicre dondurma programlarina alindi. Her iki grup, ayri ayri olarak
iki farkli metod (asamali yavas dondurma ve vitrifikasyon), farkli inkiibasyon siireleri ve
kriyoprezervasyon sonrasi farkh saklama sicakliklari yoniinden test edildi. Hicre
dizeyinde gergeklestirilen kriyoprezervasyon uygulamalarinda, asamali yavas
dondurma gergeklestiriien %10 DMSO ve %10DMSO+0,2M sikroz grubu ile,
vitrifikasyon uygulanan VS1 ve VS2 gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli olarak
yuksek canlilik oranlari elde edildi (sirasiyla %80,2, %88,9, %85,4, %68,2 ve %12,2;
p<0,01). Doku dizeyinde gergeklestirilen kriyoprezervasyon uygulamalarinda ise
vitrifikasyon uygulanan VS1 ve VS2 grubunda, asamali yavas dondurma uygulanan %10
DMSO ve %10 DMSO+0,2M siikroz gruplarindaki dokulara ve kontrol grubuna kiyasla
daha yiksek canlilik oranlari elde edildi (sirasiyla %90,2, %82,0, %50,0, %62,8 ve
%10,2; p<0,01). Asamali yavas dondurma grubunda dondurulan doku &érneklerinin ve
icerdikleri kok hicrelerin +4°C ‘de ve -20°C’de uzun sureli saklanmalari sonrasi canlilik
ve fonksiyonelliklerini kaybettikleri gozlendi. Gerek hiicre, gerekse doku diizeyinde
gercgeklestirilen dondurma ve ¢6zme islemleri sonrasi canli olarak tespit edilerek
kiltire edilen hicrelerin, yapilan in vitro ekspansiyon ve in vitro farklilasma
testlerinde, hiicre gelisim hizlarinda ve adipojenik, kondrojenik ve osteojenik
farkhlagsma potansiyelleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik gdzlenmedi.

Sonug¢ olarak bu tez g¢alismasi kapsaminda, ginimiizde kullaniimakta olan farkh
konvansiyonel doku ve hiicre kriyoprezervasyon protokollerinin ve mevcut literatiirde
ilk kez olarak farkl vitrfikasyon protokollerinin adipoz doku ve igerdigi mezenkimal kék
hiicreler Uzerindeki etkinlikleri es zamanli olarak incelenmistir. Elde edilen sonuglar,
asamali yavas dondurma ve vitrifikasyon yontemi kapsaminda kullanilan
kriyoprotektanlarin ve uzatilmig inkibasyon sirelerinin insan adipoz dokusu ve igerdigi
mezenkimal koék hicrelerinin viabilitesi ve fonksiyonelligi Gzerinde ciddi ve olumsuz
etkiler olusturabildigini gdstermistir. Sonuglar ayrica kriyoprezervasyon islemlerinin
klinik etkinliginin arttirilmasi amaci ile doku ve hiicre dondurma islemlerinin ayri ayri
optimize edilmesi ve uygulanmasi gerektigini de dogrulamistir. Bu bulgulara ilave
olarak, mevcut glincel galismalarda raporlanmis konvansiyonel saklama sicakliklarinin
(+4°, - 20°C ) adipoz doku ve igerdikleri ADK-MKH popilasyonunun uzun vadeli etkin
ve verimli saklanmasi igin yeterli olmadigi gérilmustar.
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Sonug olarak tez kapsaminda bir adipoz doku/adipoz doku kaynakl-mezenkimal kok
hiicre kriyoprezervasyonunda en uygun dondurma rejiminin doku igin vitrifikasyon,
ADK-MKH’ler igin ise asamali yavas dondurma oldugu saptanmistir. Bu bilgiye
dayanarak adipoz doku/adipoz doku kaynakli-mezenkimal kok hiicrelerin
kriyoprezervasiyon protokollari gelistirilmis ve optimize edilmistir.

Galismamiz sirasinda elde edilen sonuglar dogrultusunda ayrica etkin bir doku ve hiicre
kriyobanki olusturulmustur. Sonuglarimizin, yakin gelecekte koék hicre ve doku
muhendisligi alaninda gergeklestirilecek yeni arastirma, klinik ©6ncesi veya klinik
kullanim amagh Uretim teknikleri, hicre karakterizasyonu ve farklilastirma
¢alismalarinda kullanilmak tizere dnemli bir kaynak olusturacagi distintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Adipoz doku, ADK-MKH, Yumusak doku mihendisligi,
Kriyoprezervasyon, Asamali yavas dondurma, Vitrifikasyon.
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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF CRYOPRESERVATION PROTOCOLS FOR ADIPOSE
TISSUE AND ADIPOSE TISSUE-DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS AND
THEIR POTENTIAL USE IN TISSUE ENGINEERING

Necati FINDIKLI

Department of Bioengineering
Ph.D. Thesis
Advisor: Prof. Dr. Adil ALLAHVERDIYEV

According to American Society of Plastic Surgeons, in 2012, approximately 300.000
procedures have been performed for soft tissue repairs including breast and nipple
reconstruction (after mastectomy), hand and face rejuvenation and this number
continues to increase annualy. In Turkey, although the application of these procedures
have usually been performed in many clinics, such information is not available for the
public yet. Contemporary research in soft tissue engineering indicates that, numerous
soft tissue defects can be efficiently repaired when appropriate biomaterials, cells and
growth factors can be delivered together to the wounded location. For this reason,
novel approaches and works are currently directed to the creation of artificial tissues
by integrating stem/progenitor cells in natural scaffolds. Adipose tissue, which can be
obtained after lipoaspiration, has a high poteintial in repairing and healing of soft
tissue defects via its rich content of adipose mesenchymal stem cell (AD-
MSC)/progenitor cell populations. Every year, milions of lipoaspirations and adipose
tissue resections for cosmetic purposes are performed worldwide. Effective
cryopreservation of these tissues can be very important natural autologus tissue
sources for tissue engineering aplications other than soft tissue defects or
reconstructive surgery applications.
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Successful cryopreservation of adipose tissue, which is mostly obtained during
lipoaspiration procedures with the aim of using in the near future, and effective
warming and transplanting it into the defective site when needed has often been
applied in soft tissue engieering and plastic/reconstructive surgery. Although
cryopreservation of fat tissue have long been a preferred approach in several clinics
undergoing liposuction procedures, problems associated with their clinical use after
warming (low cellular viability upon warming, high reabsorbtion rates on recipient
sites etc.) have not been fully resolved. There is still a lack of successful and efficient
adipose tissue/AD-MSC cryopreservation protocol in the world. Moreover, the number
of studies on the ability and effectiveness of cryopreserved adipose tissue or AD-MSCs
in repairing a defect in the required site are scarce and the results are conflicting.

Based on current knowledge, our aim in this study is, to analyze the structural and
functional integrity of human adipose tissues and adipose tissue-derived mesechymal
stem cells during conventional cryopreservation procedures, to investigate the
potential role of vitrification regimes and approaches in solving current problems
associated with adipose tissue/ stem cell cryopreservation, and by optimizing the
human adipose tissue and adipose tissue-derived mesenchymal stem cell
cryopreservation protocols, to establish a tissue and cell cryobank that is suitable or
compatible for clinical use.

In accordance with the objectives set our study, 10 different tissue samples that were
obtained from different donors after lipoaspiration (n=8) and surgical excision (n=2)
were used in the study. In 6 of these samples, enzymatic dissociation method was used
in order to isolate mesenchymal stem cells. At this stage, magnetic-based cell
separation technique was also applied. Stem cell properties of these freshly isolated
cells were measured by in vitro culture and morphological analysis, flow cytometry
(CD90, CD105, CD29, CD34, CD45) and in vitro expansion/differentation tests. For
tissue and cell cyryopreservation, staged slow freezing (10% DMSO; 10% DMSO+0.2M
sucrose; 0.5M sucrose) and vitrfication (15% DMSO+15% Ethylene glycol+0.5M
sucrose; 30% DMS0O+30% ehylene glycol+0.5M sucrose) techniques that consists of
DMSO, ehylene glycol (EG) and sucrose in different concentrations and coctails were
used. Upon warming, tissue integrity was measured by immunohistochemistry and
structural and functional integrity of cells were measured by trypan blue dye exclusion
test, TUNEL test for DNA fragmentation and in vitro differentiation. Cryopreserved
cells and cells that were isolated upon warming of tissues were also investigated
according to their in vitro morphologies and in vitro expansion characteristics.
Quantitative data obtained during these investigations were evaluated by SPSS 10.0
for windows software programme and the p value of <0.05 was taken as statistically
significant.

According to the study plan, the experiment had been performed in three parts. In the
first phase of the study, cell isolation by enzymatic dissociation method was performed
on 6 of the tissue samples (4 samples after lipoaspiration and 2 samples after surgical
excision). Their stem cell properties were confirmed by their in vitro culture
behaviours, morphologies, results of flow cytometry analysis and in vitro differention
tests that shown their potential of differentiating in a variety of different mesodermal
cells. In the second phase of the study, by using the cells that were isolated and
characterized in the previous phase, cytotoxic or genotoxic effects of different
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cryoprotectant concentrations (1% - 30%), different combinations and different
incubation durations (10 -40 minutes) of DMSO and ethylene glycol were investigated.
In the presence of 10% and higher concentrations of DMSO and EG and upon more
than 20 minutes of incubation durations significant decrease in cellular survival was
observed (p<0.05). On the other hand, simultaneous analysis of DNA fragmentation on
the same cell populations did not show any statistically significant increase. In the
third phase of the study, adipose tissue samples obtained (n=4) and adipose tissue-
derived stem cells (n=4) were cryopreserved by conventional slow freezing and
vitrification techniques. In both cryopreservation groups, samples were subgrouped
according to different incubation durations as well as different storage temperatures.
In the cellular-level cryopreservation experiments, the groups of 10% DMSO and 10%
DMSO+0.2M sucrose in the conventional slow freezing arm and VS1 and VS2 in the
vitrification arm shown significantly higher viability compared to control groups
(80.2%, 88.9%, 85.4% and 68.2% vs. 12.2% respectively; p<0.01). In the tissue-level
cryopreservation experiments, significantly higher cellular survival values were
observed in VS1 and VS2 vitrification groups as compared to 10% DMSO and
10%DMS0+0.2M sucrose groups in the conventional slow freezing arm and controls
(90.2%, 82.0% vs. 50.0%, 62,8% and 10.2% respectively). It was observed that, samples
that were cryopreserved and stored at +4°C and -20°C in the conventional slow
freezing group did not show any signs of viability after long term storage conditions. In
groups showing comparable survival rates upon warming in both cellular and tissue-
level experiments, no significant differences were observed in in vitro expansion and in
vitro differentiation results.

As a result, in this study, both the conventional staged slow freezing protocols and, to
our knowledge for the first time in the literature, vitrification protocols were
simultaneously investigated for their effectivity on human adipose tissue and adipose
tissue-derived mesenchymal stem cell cryopreservation. Our results have shown that,
both the high concentration and longer incubation periods of cryoprotectants
negatively and dramatically affect the survival and functions of the adipose tissue as
well as mesenchymal stem cells in the same tissue. The results also confirmed that, in
order to set up a clinically acceptable cryopreservation programme, one needs to
optimize the cellular and tissue-level cryopreservation programmes separately. In
addition to the above results, our data also clarified and confirmed that conventional
storage temperatures (4°C and -20°C) are clearly ineffective in storing the functionality
of the tissue and the cells.

In conclusion, this study showed that, staged slow freezing is the most optimal route
for cryopreservation of AD-MSCs whereas vitrification protocol is the most convenient
for cryopreservation of adipose tissues. Based on this information, simultaneous
cryopreservation of adipose tissue and AD-MSCs has been developed and optimized
for future use. The findings of this study also helped us to generate a tissue and a
mesenchymal stem cell cryobank from the donated materials. Therefore the resuls
obtained in this study can be considered as a valuable source for experimental,
preclinical or clinical studies that can potentially be involved in stem cells and tissue
engineering.

Keywords: Adipose tissue, AD-MSC, Soft tissue engineering, Cryopreservation, Slow
freezing, Vitrification.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Yumusak doku, viicut genelinde organlari ve yapilari cevreleyen, baglayan ve koruyan
dokudur. Glnlik hayatta beklenmeyen sekilde karsilasilan akut ve kronik
yaralanmalar, timor teshisi nedeni ile cerrahi olarak organ/dokunun gikarilmasi ve
radyoterapi gibi nedenler ile yumusak dokularda hasar meydana gelebilmekte, bu
hasarlar da gerek insan saghg gerekse dokunun bulundugu bdlgedeki
yapisal/fonksiyonel gorevleri acgisindan ciddi problemler olusturmaktadir. Amerikan
Plastik Cerrahlar Dernegi verilerine gore, Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) 2012
yili igerisinde yaklagik 300.000 civarinda yumusak doku defekti tamiri amaci ile meme
(mastektomi sonrasi), bas ve yiiz cerrahi islem ger(‘;ekle§tirilmi§tir1 ve bu rakam her yil

artmaktadir.

Dogal ortamda viicudun adi gegen doku hasarina ilk tepkisi fizyolojik hasar tamiri
mekanizmalarinin  devreye girmesidir. Bununla birlikte dogal doku tamiri
mekanizmalarinin  her zaman vyeterli ve etkin bir doku restorasyon sireci
olusturamamalari ve hatta bazen iyilesme ve dokunun yeniden yapilanma sirecinin
daha ciddi yan etkiler olusabilmesinden dolayi alternatif doku tamir yaklagsimlarina

ihtiyac duyulmaktadir [1].

Yumusak doku hasarlarinin tamirinde gliniimizde en sik tercih edilen yaklasimlar,
hasarli dokunun flap yontemi ile cerrahi olarak tamiri ile biyolojik (kolajen,

hidroksiapetit, hiyaluronik asit vb.) veya sentetik (Polilaktik asit, poliglisik asit vb.)

! www.plasticsurgery.org



olarak Uretilmis greftler kullanilarak tamir edilmesi ve otolog adipoz doku nakli
yaklagimlaridir. Otolog doku flap yontemi dogal bir doku yapilanmasi saglasa da her
hasarli bolge igin uygulanabilir olmayip oldukga invaziv bir islemdir [2]. Ayrica alici
bblgede ciddi morbidite olusturmaktadir. Otolog doku flap yontemine alternatif
olarak kullanilan greftler/implantlar ise uzun sireli yer-degistirme, doku disina
¢ikabilme, ve nakledilen implant ¢evresinde kapsiler yapilarin olusmasi gibi ciddi

farkh problemler olusturabilmektedir [3].

Otolog adipoz doku nakli, kolajen, hidroksiapetit veya hiyoluronik asit gibi yapay doku
maddelerine kiyasla ucuz, kolay elde edilebilir ve alerjenik olmayigi gibi
ozelliklerinden dolayl hem rekonstriktif hem de estetik cerrahide siklikla uygulanan
bir yontemdir [4]. Tarihte ilk otolog adipoz doku nakli Neuber tarafindan 1893 yilinda
gerceklestirilmistir [5]. Takip eden donemde gogis (toraks) cerrahisi, ortopedik
cerrahi, abdominal cerrahi, norosiriirji ve meme cerrahisi alanlarinda otolog yag
nakillerinden faydalaniimistir. Otolog adipoz doku nakli, lipoaspirasyon metodu klinik
pratige girdikten sonra ise 1980°li yillarda oldukca popdlerlik kazanmistir [6], [7].
Fournier tarafindan “mikrolipoenjeksiyon” olarak da adlandirilan ve dokunun siringa
yardimi ile alinip nakledildigi basit bir islem olarak tanimlanmasi sonrasinda bu
teknigin daha da gelistirilerek uygulandigi pek ¢ok yeni yaklasim ve tedavi sekli ortaya
cikmistir [7].

Otolog olarak nakledilen adipoz dokunun doku tamirinde sagladigl pek ¢ok avantaj
yaninda nakledilen bolgede kalig suiresi ve yari akiskan bir haldeki dokunun nakil
sonrasi canliliginin ne kadarini korudugu sorusu halen tartismalidir. Cerrahi uygulama
sonrasi gergeklestirilen dizenli takiplerde, nakledilen yag dokusunun olgudan olguya
degisen bir sekilde 6nemli oranda geri emildigi gdzlenmistir [4]. Elde edilen degisken
geri  emilme sonuglari neticesinde pek ¢ok uygulamada ardigik yag
transplantasyonlarina gerek duyulmaktadir. Bu durum da hastaya hem maddi hem de
manevi olarak zorluk olusturmaktadir [8].

Dinya Uzerinde gerek lipoaspirasyon gerekse otolog yag enjeksiyonu uygulamalari
konusunda anatomik ve uygulama yoninden iyilestirmeler yapilabilmesi amaci ile
halen pek ¢ok klinik arastirma gergeklestirilmektedir. Mevcut uygulamalarin daha

etkin ve verimli hale gelebilmesi igin, yag hicrelerinin viicuttan alinmasi sirasindaki



canlilik dlizeyleri, islem sirasinda uygulanan anestezinin roli/etkisi, doku aspirasyonu
ve naklinde kullanilan siringa ve kandllerin gaplari ve farkl ¢aptaki malzemelerin islem
sonuglarina etkisi, nakledilen dokudaki mevcut kan ve kan hicre miktarlari ile
dokunun dis ortam ile (atmosferik oksijen ve patolojik mikroorganizmalar) temasinin
olup olmadigi gibi sorularin arastirilmasi, bu amacla ¢cok sayida calisma yapilmasi
gerekmektedir [5], [9] [10].

Otolog olarak nakledilen adipoz doku, islem sirasinda eszamanl olarak alinip
nakledildigi gibi, daha oOnceki bir tarihte gerceklestirilen lipoaspirasyon islemi
sirasinda alinmis ve klinik kullanima uygun oldugu distnilen sartlarda (kisa veya
uzun silrelerde) saklanan yag dokulari kullanilarak da gergeklestirilebilmektedir.
Lipoaspirasyon veya farkli amagla gergeklestirilen cerrahi islemler sirasinda elde
edilen lipoaspiratlarin/adipoz dokularin tekrarlanabilir ve verimli bir sekilde
kriyoprezervasyonu, saklanmasi ve gerektiginde (6rnegin yumusak doku
yaralanmalari veya kozmetik ihtiyacin ortaya ¢ikmasi) ¢ozilerek klinikte etkin olarak
kullanilabilmesi son derece énemlidir. Bu sekilde dondurularak saklanabilen otolog
adipoz dokusu, ileri bir tarihte ihtiya¢ duyuldugunda tekrar bir cerrahi operasyona
gerek kalmaksizin ¢ozilerek adi gegen yumusak doku defektlerinin tamirinde veya
kozmetik cerrahi uygulamalarinda tedavi amagl kullanilabilir ve hasta agisindan
finansal, medikal ve ruhsal agidan 6nemli avantajlar saglayabilir. Uluslararasi Plastik
Cerrahi Dernegi tarafindan yayinlanan 2011 yilina ait istatistiklere goére diinya
genelinde en sik gergeklestirilen rekonstriktif/kozmetik cerrahi operasyonlar
arasinda lipoaspirasyon %20'lik bir oran ile basi cekmektedir
! Bu oranda gerceklestirilen bir islem hacmi géz éniine alindiginda, lipoaspirasyon
sirasinda alinan otolog vyag dokularinin (veya hiicrelerinin) etkin olarak
kriyobankalarda saklanabilmesi ve ihtiyagc halinde kullanilabilmesinin doku
muhendisligi ve klinik tedavilerde énemli 6lglide tibbi ve ekonomik avantaj yaratacagi
asikardir. Ozellikle son 15 yildir bazi arastirmacilar adipoz dokunun bu amaglar
dogrultusunda farkh yéntemler kullanilarak kriyoprezervasyonu ve dokunun ¢ézme
sonrasindaki yapisal ve fonksiyonel etkinligini incelemektedir. Bununla birlikte,

lipoaspirasyon islemi sonrasi alinarak birbirinden ¢ok farkli metodlarla ve sekilde

! http://www.isaps.org/Media/Default/global-statistics/ISAPS-Results-Procedures-2011.pdf



saklanan dokularin islem sirasinda ve sonrasindaki biyolojik 6zellikleri ve nakil
oncesi/sonrasi  biyolojik/klinik etkinlikleri konusunda halen dinya genelinde
standardize edilebilmis etkin bir yontem mevcut degildir. Dahasi, glinimuze kadar

gercgeklestirilen sinirh sayidaki ¢alisma birbirine zit veya farkl sonuglar vermistir [11].

Adipoz doku, yapisinda olgun adiposit, onciil adiposit (preadiposit), fibroblast,
vaskuler diiz kas hticresi, endotel hiicre, monosit/makrofaj ve lenfosit hiicreleri gibi
pek cok farkli hiicre iceren bir dokudur [12]. Doku yiiksek oranda preadipositlerden
ve olgunlasmis lipid damlaciklari iceren adiposit hiicrelerinden olusur (Sekil 1.1).
Adipositler disinda kalan heterojen hiicre grubu stromal-vaskiler fraksiyon (SVF)
olarak adlandirilir. Dokunun temel fonksiyonu metabolizma igin gerekli enerjinin lipid
formatinda depolanmasini saglamak ve viicut sicakligini dig ortamdan izole etmektir.
Son yillarda yapilan galismalarda adipoz dokunun ayrica pek ¢ok farkli hormonun
(leptin, estrojen, resistin, TNFa. vb.) Uretildigi bir endokrin organ olarak gorev aldigi

da ortaya konmustur [13].

Vicut dahilinde beyaz adipoz doku ve kahverengi adipoz doku olmak tzere iki farkl
adipoz doku mevcuttur. Beyaz adipoz doku (BAD) sari-beyaz renkte, farkli biytklikte
(20-200 pum) agsi bir yapiya sahiptir. Kanlanmasi kahverengi dokuya gore daha azdir.
Ozel boyalar yardimi ile bakildiginda adipoz dokunun fibroblast, immiin hiicreler,
retikiler lifler ve miyelinsiz sinir lifleri iceren bir doku oldugu goérulir. BAD saglikl
erkeklerin viicut agirhginin %15-20’sini kadinlarinsa %20-25’ini olusturur. BAD'In %70-
90’1 yag, % 10-30’u su geri kalani proteindir. Kahverengi adipoz doku (KAD) ilk olarak
isvicreli bilimadami Conrad Gessner tarafindan tanimlanmistir [14]. Siklikla
yenidoganlarda bulunur ve BAD’ye kiyasla doku i¢i kanlanma daha fazladir, dokuyu
olusturan adipositler daha kiguktir. KAD ayrica sempatik sinir sistemine sahiptir ve
termogenin adl uncoupling protein aracihgl ile proton gradiyentini bozarak isi
uretilmesinde roli vardir. Yetiskin bir bireyde adipoz doku deri altinda (subkutan), i¢
organlarin gevresinde (viseral), kemik iliginde (sari kemik iligi) ve meme dokusunda

bulunur. Viseral adipoz doku ayni zamanda karin igi yag dokusu olarak da adlandirilir.
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Sekil 1.1 Adipoz doku

1970’li yillarin basinda bir sovyet bilim adami olan Dr. Alexander Friedenstein, kemik
iliginde yer alan bir grup hiicrenin kemik ve kikirdak hiicrelerine doénusebildigini
gozlemlemistir [15]. Bu hiicreler morfolojik olarak fibroblast gériinimiinde olan,
distuk yogunlukta (low density) kiltir kaplarina ekimleri sonrasi klonal bir hiicre
gelisimi gosteren hicreler olarak tanimlanmistir ve mezoderm-kaynakl farkl hiicre
tiplerine dontsme oOzelliklerine dayanarak “Mezenkimal kok hiicre (MKH)” olarak
adlandiriimiglardir [16]. Gerek kok hiicre olma 6zellikleri, gerekse uzun siireli kendi
kendilerini yenileme potansiyelleri henliz tam olarak netlesmediginden, bu hiicreler
genel olarak multipotent mezenkimal kok hiicreler olarak da adlandirilirlar.
GUnumizde MKH, in vivo olarak kemik iliginde bulunan ve kemik iliginden elde
edilmis kiltirde biyitilen hiicrelere verilen genel addir (Kemik iligi-Kaynakli
Mezenkimal Kok Hiicre (KIK-MKH). Ayrica bu hiicreler mevcut durumlar itibariyle
progenitdr hiicrelerden matir stromal hiicrelere kadar genis bir yelpazedeki pek ¢ok

farkh agamadaki hiicreleri kapsamaktadir.

Kemik, kikirdak, kas gibi degisik hicre tipine donisim potansiyellerinin yaninda
MKH’ler urettikleri pek ¢ok farkh buylime faktori ve sitokinler nedeni ile ayrica

immun-baskilayici ve trofik etki potansiyeline de sahiptirler [13], [17]. Bu Ozellikleri



neticesinde 1990’li yillarin ortalarindan itibaren hicre-tabanli klinik tedavilerde
kullanilabilirlikleri  konusunda pek ¢ok c¢alisma gergeklestirilmistir  [18].
Gerceklestirilen calismalar ayrica MKH’lerin insanda ve memelilerde kemik iligi
disinda kordon kani da dahil olmak Uzere (Kordon Kani-Kaynakli Mezenkimal Kok
Hiicre; KKK-MKH) pek ¢ok organ ve dokuda varoldugunu gostermistir [19], [20]. 2001
yilinda Zuk ve arkadaglari tarafindan gergeklestirilen ¢alismada adipoz dokunun da
MKH ozelligi gosteren kdk hicreler icerdigi (ADK-MKH) ilk kez gosterilmis, sonrasinda
gercgeklestirilen pek ¢ok farkh arastirmada lipoaspirat volimiinin ¢ok dugik bir
miktarini olusturmalarina ragmen (<%1), bu hicrelerin adipoz doku igerisindeki
yogunlugunun kemik iligindeki MKH yogunluguna kiyasla 100 kat fazla oldugu
bildirilmistir [21], [22], [18], [23]. Diger taraftan De Ugarte ve arkadaslari, ayni
donérden elde edilen KiK-MKH ve ADK-MKH’leri karsilastirmislar ve her iki kaynaktan
elde edilen hicrelerin biylme kinetikleri, hiicre senesansi, farkli hiicre tiplerine
donisme ve gen nakli uygulamalarindaki transdiiksiyon potansiyellerinin anlamh
olarak farkhlik gostermedigini bildirmislerdir [24]. Bu bulgular, ADK-MKH hicrelerinin
doku icerisindeki yogunluklari ve elde edilebilirlikleri ydniinden KiK-MKH hiicrelerine
gore ciddi bir avantaj saglayabildiklerini, gelisim ve farklilasma potansiyelleri
bakimindan ise benzer olduklarini gdstermektedir. Bilimsel olarak ilk tanimlandiklari
2001 yilindan glinimize kadar gegen siirecte ADK-MKH’ler ile laboratuar ortaminda
ve klinikte pek ¢ok ¢alisma gergeklestirilmistir ve bu ¢alismalarin neticesinde ortaya
cikan sonuclar 6zellikle adipoz doku ve adipoz doku kaynakli kék hiicrelerin doku
muhendisligi uygulamalarindaki gerek arastirma gerekse klinik amach yiksek kullanim

potansiyellerini ortaya koymaktadir [18], [25], [26], [27].

Rekonstriktif ve rejeneratif tiptaki bu avantajli konumlari itibariyle ADK-MKH’lerin
de, ayni adipoz dokuda oldugu gibi gelecekte pek g¢ok farkh kullanim amagh
kriyoprezervasyonu, saklanmasi ve gerektiginde coziilerek dogrudan hiicre olarak
veya dogal/sentetik doku iskeletleri ile birlikte veya doku muhendisliginde ya da
tedavide kullanimi belirli bir stiredir gindemdedir. Calismalar, adipoz dokuya kiyasla
MKH’lerin kriyoprezervasyonunun ¢ok daha kolay ve ¢ézme sonrasi etkinliginin ve in
vitro farklilasma (IVD) potansiyellerinin yliksek oldugunu belirtseler de, mevcut

¢alismalarin bazilarinda elde edilen farkli sonuglar ve ¢6zme sonrasi gozlenebilen



canhlik ve fonksiyon degisiklikleri bu konuda da daha fazla ¢alisma yapma geregini

ortaya koymaktadir [28], [29], [30], [31].

Greft olarak kullanilan otolog yag dokusunun ayrica yaslanmayi engelleyici ve yarayi
tamir edici etkilerinin oldugu farkli arastirmalarda gosterilmistir [32], [33], [34].
Dokunun bu ve benzer pek ¢ok olumlu 6zelligin/sonuglarin altinda o6zellikle son
yillarda artan sayida ¢alismada, nakledilen doku ile igerdigi kok/progenitor hicrelerin
alici ortam ile olan etkilesimlerinin, bulunduklari “mikrogevre”nin uygunlugunun
yattigl vurgulanmaktadir [35]. K&k hicrede mikrogevre, diger bir tanim ile “Nis”
kavrami ilk olarak 1978 yilinda Schofield tarafindan hematopoietik kdk hicre
¢alismalari sonrasi ortaya atilmistir ve ginimizde g¢alismalar kok hicrelerin
ozelliklerinin uzun sureli korunabilmesinde ve nakilleri sonrasinda gerekli hiicresel
farkhlagsmanin ve fonksiyonel etkinligin saglanmasinda bulunduklari mikrogevrenin
son derece 6nemli oldugunu belirtmektedir [36], [37]. Alinan olumlu sonuglara ve
teknigin her gecen giin dilinya genelinde artan sayida cerrah tarafindan tercih
edilmesine ragmen, otolog adipoz doku transplantasyonlarinda karsilasilan 6énceden
ongorilemeyen oranlarda geri emilme ve diger yan etkileri [38] azaltabilmek amacgh
olarak Yoshimura ve arkadaslari, adi gegen problemleri biiylik miktarlarda nakledilen
iskemik yag dokusu genelinde olusan vaskilarizasyon eksikligi ve alici bélgenin gerekli
bu vaskdilarizasyonu saglayamamasindan dolayi nakledilen doku genelinde nekrozun
tetiklenmesine baglamislardir. Ayni arastirmacilar, “Hiicre yardimli lipotransfer” (HYL)
olarak adlandirdiklari metodu gelistirerek yiz ve gogis bodlgesinde gergeklestirilen

estetik/kozmetik operasyonlarda basari ile uygulamiglardir [39], [40].

Bu ve benzer sonuglar, otolog adipoz dokularin tek basina bir dolgu malzemesi olarak
degil, ayni zamanda hicresel zenginlestirme (cell enrichment) uygulanmasi ile
kombine kullaniminin  yumusak doku tamiri uygulamalarinda ciddi bir basari
sagladigini gostermektedir. Halen kesin mekanizmalar bilinmemesine ragmen, adi
gecen basarili sonuglarda ADK-MKH hcrelerinin pro-anjiyogenik, anti-apoptotik ve

pro-adipojenik etkilerinin dnemli élgtide rol oynadigi disiintilmektedir [41].

HYL uygulamalari sonrasi gézlemlenen olumlu sonuglar, sadece doku veya hiicre
olarak kullanimlarinin yaninda, adipoz doku ve progenitor hiicrelerin birlikte

kullanildigr doku muihendisligi veya rekonstriiktif cerrahi uygulamalarinin da yakin



gelecekte pek c¢ok farkli yumusak doku defekti tamirinde etkin olarak
kullanilabilecegini gdstermektedir [42]. Bununla birlikte gerek doku, gerekse ADK-
MKH ile gergeklestirilen sinirli sayida ve farkli sonuglarin alindigi arastirmalar, bu

konuda ¢ok daha kapsamli galismalarin yapilmasi gereksinimini dogurmustur.

Vitrifikasyon, yiksek kriyoprotektan konsantrasyonlari ve sogutma hizlari kullanarak
dondurulacak doku veya hiicrede bulunan su molekillerinin kristallesmesine imkan
vermeden camsilastirilmasi yontemidir. Yontem uzun vyillardir deney ve ciftlik
hayvanlarinda basari ile kullanilmaktadir. Son yillarda 6zellikle insan lireme sistemine
ait doku ve hicreleri ile gergeklestirilen basarili uygulamalar sonrasinda artan oranda
arastirmaci tarafindan tercih edilen bir yontem haline gelmistir [43], [44], [45], [46].
Mevcut literatiirde, son yillarda vitrifikasyon teknigi ile pek ¢ok farkli doku ve hiicre
sisteminin etkin ve verimli kriyoprezervasyonu saglandigi bildirilmektedir [47], [48],
[49], [50]. Bununla birlikte literatiirde heniiz insan adipoz dokusu veya igerdigi ADK-
MKH’lerin vitrifikasyon teknigi kullanilarak kriyoprezervasyonu ile ilgili bir deneysel,

klinik 6ncesi veya klinik bir galisma mevcut degildir.

Guncel literatlir incelendiginde, adipoz dokunun yumusak doku defektlerinin
tamirinde otolog olarak kullanim potansiyelinin yiksek oldugu, bununla birlikte
dokunun ve igerdigi kdk hicrelerin ileri bir tarihte adi gegen defektlerin tamirinde
otolog olarak kullanilabilmesi igin etkin ve verimli bir kriyoprezervasyon yaklagimina
ihtiyag oldugu gorilmektedir. Mevcut literatiirdeki bazi ¢calismalarda adipoz doku ve
icerdigi kok hucrelerin farkli saklama kosullari ve yontemleri kullanilarak etkinligi
incelenmis olsa da, galisma sayisinin ve kullanilan 6rnek sayisinin azligi, saklama
surelerinin ¢ok kisa olusu ve birbirine zit sonuglarin elde edilmis olmasi ve halen
diinya genelinde bu konuda etkin ve verimli bir protokoliin var olmayisi mevcut

¢alismanin gergeklestirilmesi geregini dogurmustur.

1.2 Tezin Amaci

Bu ¢alismanin amaci, yumusak doku mihendisligi uygulamalarinda kullaniimak tzere

insan adipoz dokusu ve ayni dokudan elde edilen insan ADK-MKH’lerin,

* Mevcut konvansiyonel yontemler ile kriyoprezervasyonundaki yapisal ve

fonksiyonel diizeydeki etkinliklerinin belirlenmesi,



* Adipoz doku ve ADK-MKH’lerin kriyoprezervasyonu ile ilgili mevcut
problemlerin  giderilmesinde ilk  kez vitrifikasyon = metodu ile
kriyoprezervasyon rejimlerinin ve yaklasimlarinin etkinliginin incelenmesi,

* Elde edilen verilere dayanarak insan adipoz dokusu ve igerdigi ADK-MKH’lerin
kriyoprezervasyon protokollerinin  optimize edilmesi ile klinik kullanima

uygun doku ve hiicre saklama amagli kriyobank olugturulmasidir.

1.3 Hipotez

Yumusak doku mihendisliginde ve yakin gelecekte gergeklestirilebilecek klinik
uygulamalarda etkin bir kriyobank olusturmak amaciyla, ¢alisma dahilinde
donoérlerden elde edilen adipoz doku ve ADK-MKH’ler ile gergeklestirilen
kriyoprezervasyon ve ¢dzme uygulamalarinin, nis temellerini gz online alarak doku
ve hiicre boyutunda ayri ayri optimize edilmesi ve doku ile kdok hlicrelerin birlikte
islenenebildigi kombine bir kriyoprezervasyon protokolii olusturulabilmesi ¢alismanin

temel hedef ve hipotezidir (Sekil 1.2).



insan Adipoz doku eldesi

Enzimatik metodlar ile
hiicre izolasyonu

Dokunun
dondurulmasi
ve saklanmasi

Coézme
¢ A \/\‘
/=) +ﬁ {mm
Hiicrelerin
o dondurulmasi

ve saklanmasi
Klinik amagh kullanima uygun

Kriyobanklar olugturulmasi

Sekil 1.2 Calismanin hipotezi

Bu hipotez dahilinde ve amaca ulagsmak igin asagidaki hedefler belirlenmistir:

* Arastirma amagh bagislanmis insan adipoz dokularindan farkli izolasyon
yontemleri (lipoaspirasyon ve cerrahi eksizyon) ile kok hiicre elde edilmesi ve
hicre izolasyon yontemlerin (enzimatik ayristirma ve/veya manyetik hicre
ayristirma) verimliliginin karsilastiriimasi,

* jzole edilen hiicrelerinin standart ve mikrokapiler kiiltir metodu (MKM) ile in
vitro ekspansiyonu,

* Elde edilen hiicrelerin, uluslararasi belirlenmis kriterlere gére mezenkimal kok
hicre olma 06zelliklerinin ileri hicre kiltarh, akis sitometresi ve in vitro
farkhlastirma sonrasi immunositokimya testleri ile tanimlanmalari,

* Tanimlanmis insan ADK-MKH’lerin, mevcut kriyoprezervasyon protokolleri

kapsaminda farkh kriyoprotektanlar ile inkiibasyonu sonrasinda, ortamdaki
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toksisiteye ve kriyohasarlara karsi gosterdikleri tepki ve dayanikhliklarinin,
tripan mavisi boya dislama testi, TUNEL testi ile ve morfolojik olarak
incelenmesi,
insan  ADK-MKH’lerin  konvansiyonel kriyoprezervasyon teknikleri ve
vitrifikasyon teknigi ile paralel olarak kriyoprezervasyonu,
Cozme sonrasi hicrelerin farkh metodlar ile canlihk, morfolojik, in vitro
ekspansiyon ve in vitro farklilasma potansiyelleri yéniinden incelenmesi,
= Tripan mavisi boya digslama testi,
= Faz-kontrast mikroskop altinda hiicre gelisimi ve morfolojisinin
tayini,
= Invitro farkhlagsma potansiyellerinin Alsiyan mauvisi, Oil red O ve
alkalin fosfataz testleri kullanilarak immuinositokimyasal analizi
insan adipoz dokularinin farkl kriyoprotektan kokteylleri ve konsantrasyonlari
kullanilarak konvansiyonel ve vitrifikasyon teknikleri ile paralel olarak
kriyoprezervasyonu,
Dokularin deney planina gore  farkl zamanlarda ¢Ozulerek
immuinohistokimyasal olarak incelenmesi,
Ayni dokulardan enzimatik metodla hiicre izolasyonu yapilmasi,
Elde edilen hiicrelerin,
= Yapisal batinlukleri, hiicre morfolojileri ve viabilite yoniinden
incelenmesi,
= Invitro ekspansiyon 6zelliklerinin incelenmesi,
= Invitro farkhlagsma potansiyellerinin Alsiyan mauvisi, Oil red O ve
alkalin fosfataz testleri kullanilarak immunositokimyasal analizi
Hicre ve doku diizeyinde elde edilen verilere gére en uygun ve etkin adipoz
doku ve ADK-MKH kriyoprezervasyon protokoliinin belirlenmesi.
Olusturulan optimize protokoller kullanilarak doku ve kdk hicre kriyobanki

olusturulmasi.
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BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Adipoz Doku Miihendisligi

Adipoz doku patolojileri ve defektleri, kazalar, ciddi ve derin yaniklar, timorli bir
dokunun ¢ikarilmasi sonrasi meydana gelen doku gevresi hasarlar (klgik bir kesiden
meme kanseri tanisi sonrasi gergeklestirilen mastektomi operasyonuna kadar genis
bir yelpazede), beklenmeyen bir travma veya konjenital anomaliler (6rn.
lipodistrofiler) nedeni ile hastalari sadece kozmetik olarak rahatsiz etmekle kalmayip
ayni zamanda fonksiyonel yetmezliklere de neden olabilmektedirler'. Bu durumlarda
dokunun mimkin olan en kisa siire igcinde ve etkin bir sekilde tamiri klinik agidan
blylk 6nem tasimaktadir [51]. Adipoz doku miihendisligi, yumusak doku defektleri ve
problemlerin dizeltiimesinde, rejenerasyonu tetiklemek ve kaybolan fonksiyonun
geri kazanimini saglamak amaciyla, muihendislik metodlarinin yasam bilimleri
icerisinde uygulamalari ile birlikte kullanimi neticesinde ortaya ¢ikan bir galisma
alanidir. ideal bir doku mihendisligi uygulamasinda, doku iskeleti, uygun hiicre
kaynagi ve dokunun yeniden modellenmesi igin gerekli farklilagsma sinyallerinin

saglandigi uygun bir mikrogevreye ihtiyag vardir.

Adipoz dokunun fonksiyonel olarak yapilandirilabilmesi siirecinde doku iskeletinin
mikrovaskuler ve ekstraselliler matriks (ESM) yapisi blylk 6énem tasimaktadir. Bu
amagla dogal veya sentetik kaynakli pek ¢ok biyomateryalin adipoz doku
muhendisliginde iskelet olarak kullanimi giindemdedir. Bu materyallerden bazilari

Cizelge 2.1’de verilmistir.

! www.plasticsurgery.org
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Sentetik polimerlerin en blyilk avantaji, kullanilmasi planlanan polimerin doku igin
gerekli ihtiyaca uygun olarak mekanik, kimyasal ve biyo¢ozinirlik 6zelliklerinin
diizenlenebilir olusudur [52]. Yumusak doku uygulamalarinda bu amagla en yaygin
kullanilan sentetik polimerler Polilaktik asit (PLA), Poliglikolik asit (PGA), Polietilen
glikol (PEG) ve Polilaktik-ko-glikolik asittir (PLGA) [10]. PLA ve PGA, adipoz doku
muhendisliginde, molekdler yapilarinin degistirilerek ¢ozundurluklerinin
diizenlenebilmesi gibi fizikokimyasal 6zellikleri sayesinde in vitro ve in vivo olarak Ug
boyutlu iskelet sistemleri veya greftlerin iretiminde kullaniimaktadirlar [53]. PLGA ise
bazi hayvan calismalarinda bliylime faktorlerinin neovaskilarizasyon etkilerinin
incelendigi sistemlerde doku iskeleti dahilinde bir kopolimer olarak kullanilmistir.
Ayrica PLGA, matrikste hicre boélinmesi ve farklilasmayi tetikleyen blylime
faktorlerinin (6rn. BFGF) kontrolli salinimlarina da imkan veren bir biyomateryal
olarak da kullanilmaktadir [54]. Adipoz doku miihendisliginde kullanimi konusunda
¢alismalar gergeklestirilen ve Umit verici bulunan diger sentetik biyomateryaller

polietilen tereftalat, polipropilen ve bazi silikon tabanli yapilardir [55], [56].

Cizelge 2.1 Adipoz doku muhendisliginde kullanilan gesitli biyomateryaller

Kaynak Biyomateryaller

Polilaktik asit, Poliglikolik asit, Polietilen glikol, Polilaktik-ko-

Sentetik
glikolik asit, Polietilen tereftalat, Polipropilen
Kolajen, ipek, Adipoz-kaynakl ESM, plasental deseliilerize
Dogal matriks, PDM-gapraz bagli hyaluronan, Omenta, Fibrin, Jelatin,

Hyaluronan, Matrijel, Miyojel

Dogal polimerlerin, mekanik ve biyolojik 6zellikleri, biyouyumlu olmalari ve normal
sartlarda dogal ESM’nin de komponentleri olmalari sebebi ile adipoz doku
muhendisliginde kullanimlari uzun yillardir gindemdedir. Dogal polimerler arasinda
kolajen, biyobozunurluk ve disiik antijenisite gibi 6zelliklerinden dolay! giinimizde
kullanim yayginhgi bakimindan basi cekmektedir. Kolajen ayrica pek ¢ok farkli formda

(3-boyutlu jel, elyaf, iskele, stingerimsi, mikrokapsiil vb.) da kullanilabilmektedir.
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Vashi ve arkadaslarinin yakin bir zaman once gergeklestirdikleri bir galismada,
icerisine FGF-2 buyume faktorl yerlestirilmis jelatin kapsilleri igeren kolajen
hidrojellerin in vivo sartlarda igerisine hiicre eklenmeksizin vaskilarize adipoz
dokunun gelisimini hizlandirdigi gésterilmistir [57]. Kolajen sonuglarina benzer sekilde
dogal polimer olarak jelatin segilerek gerceklestirilen ¢alismalarda da, 0Ozellikle
polimer igerisinde tasinip salinim yapilabilen biyime faktorleri (6rn. RFGF) sayesinde
adipojenezin arttig bildirilmektedir [58], [59]. Hiyoliranik asit-tabanli biyomateryaller
doku muhendisligi uygulamalarinda 6zellikle deri, kikirdak ve kemik dokusu onarimi
icin degerlendirilmekte olsalar da ¢alismalar preadipositlerin de belirli bir oranda
hiyluronik asit-tabanh doku iskeletlerine tutunabildiklerini géstermektedir [60]. Bu
implantlarin timusu alinmis farelere nakli sonrasinda nakil bélgesindeki preadiposit
hiicreleri Gzerindeki farklilagma etkisi neticesinde en azindan hayvan modellerinde
etkin olabildikleri bilinmektedir [61]. Polimer olarak Matrijelin kullanildig
¢alismalarda in vitro sartlarda Gmit verici sonuglar alinmis olsa da, polimerin fare
sarkom hiicreleri tarafindan Uretiliyor olusu nedeni ile (hayvan-kaynakli ve timor
hiicrelerinin Grettigi bir madde olmasi) klinik olarak kullanimi sinirhdir ve adipoz doku
miihendisligi acisindan basarisi bilinmemektedir [62]. Son yillarda matrijel’e alternatif
olarak kas dokusu-kaynakli Miyojel ile gergeklestirilen ¢calismalarda, polimerin in vitro
ve in vivo sartlarda preadiposit farklilasmasinin ve vaskiilarize adipoz dokusu
formasyonunu arttirdig gosterilmis olsa da bu konuda ¢ok sayida deneysel ve

preklinik ¢alismaya ihtiyag vardir [10], [63].

Basarili bir doku muhendisligi uygulamasinda saglanmasi gereken ikinci Gnemli unsur,
hiicre kaynagidir. Olgun adipositler son derece hassas bir yapida oluslari ve hiicre
proliferasyon o6zelliklerinin olmayisi nedeni ile hicre kaynagi olarak kullanimlari
sinirhdir [64]. Alternatif olarak preadipositlerin kullanimi Gmit verici olarak goriilse de,
ginimiize kadar gergeklestirilen pek ¢ok calisma, adipoz doku mihendisliginde
mezenkimal kok hicrelerin, hiicresel gelisim, morfoloji ve in vitro farklilasma
potansiyelleri bakimindan en uygun kaynaklardan biri oldugunu gostermektedir [65],
[66]. Bu Ozelliklere ek olarak Gimble ve arkadaslari yayinladiklari calismalarinda, doku
muhendisliginde kullanima uygun ideal bir kdk hiicre kaynaginin sahip olmasi gereken

ozellikleri su sekilde siralamislardir [67], [68]:

14



* Jstenildiginde tek bir islem sonrasi yiiksek sayida hiicre elde edilmesi
(milyondan milyara kadar sayilarda),

* Elde edilmeleriigin minimum invaziv bir islem gereksinimi,

* Tekrarlanabilir ve kontrol edilebilir bir sekilde farkli hiicre tiplerine
donisebilme 6zelliklerinin olmasi,

* Otolog veya alojenik bir aliciya giivenli ve etkin bir bicimde nakledilebilmeleri,

e lyi Uretim Uygulamalar (GMP) sartlarina uygun bir sekilde uretilebiliyor

olmalari.

insan ADK-MKH hiicreleri, gerek elde edilmeleri icin gerekli doku alim seklinin basitligi
ve minimal invaziv olmasi, gerekse dokunun igerdigi MKH oraninin diger kaynaklarin
100-500 kati fazla olmasi (1 gram adipoz dokudan yaklasik 5000 ADK-MKH elde
edilebilmektedir) nedeni ile 6zellikle son yillarda doku muhendisligindeki ¢alismalar
icin veya tedavi amagh gergeklestirilen cerrahi uygulamalar igin son derece dikkat

ceken bir kaynak haline gelmistir [12], [23], [69], [70], [71].

Adipoz doku muhendisliginde her ne kadar yukarida bahsedildigi Gizere son yillarda
oldukga ciddi ilerlemeler elde edilmis olsa da glincel klinik uygulamalarda en sik tercih
edilen doku kaynagi taze otolog adipoz dokudur. Bununla birlikte bireyin genetik
Ozellikleri, yasi, mevcut vicut kitle indeksi gibi pek ¢ok faktér dolayisi ile yumusak
doku zedelenmesi veya tamirinde tercih edilen taze adipoz dokunun tamir potansiyeli
ve icerdigi rejeneratif hlicre oranlari ciddi farkliliklar géstermektedir. Son yillarda bazi
plastik cerrahlar gergeklestirdikleri lipoaspirasyon uygulamalarinda hastalardan alinan
adipoz dokulari daha ileri bir tarihte ihtiya¢ duyulmasi halinde kullanim amaci ile
sogutarak veya dondurarak saklamaktadir. Cogu belirli bir bilimsel yaklasima/temele
dayanmayan bu doku saklama hizmetleri sonrasinda kullanilan dokularin, nakil
sonrasl ongorilemeyen sekilde vicut tarafindan emildigi, bu nedenle ardisik bir
cerrahi uygulamaya ihtiya¢ duyulabildigi pek ¢ok bilimsel ¢alismada rapor edilmistir
[4], [5] [10]. Bu amagla son vyillarda gergeklestirilen ¢alismalarda adi gegen adipoz
dokularin veya igerdigi rejeneratif hiicre havuzunun uygun sartlarda dondurulmasi,
saklanmasi ve gerektiginde etkin olarak ¢o6zllerek kullaniimasi ile adi gegen
problemlerin Gstesinden gelinebilecegi ve etkin bir otolog doku bankasi uygulama ve

saklama modeli olusturulabilecegi belirtilmektedir [10].
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Sekil 2.1’de 2012 yili itibariyle Amerikan Plastik Cerrahlar Dernegi’'nin yayinladig
resmi rakamlara gore lipoaspirasyon uygulamalari en sik uygulanan ilk 5 cerrahi
uygulama arasinda goriilmektedir. Sadece Amerika Birlesik Devletleri'nde
gerceklestirilen bu sayilar goz 6niine alinir ise, adi gecen islemlerde elde edilen yag
dokularinin uygun sartlarda dondurularak gelecekte etkin kullanimlarinin saglanmasi

ile gerek saglik gerekse ekonomik olarak ciddi bir faydanin saglanabilecegi asikardir.

2012 TOP FIVE COSMETIC SURGICAL PROCEDURES

Breast Augmentation
286,000

¥ -7% from 2011

Nose Reshaping

243,000 No change

Eyelid Surgery

204,000 * 4% from 2011

Liposuction

202,000 ¥ -1% from 2011 Q
Facelift T

126,000 * 6% from 2011

AMERICAN SOCIETY OF
PLASTIC SURGEONS*

Source: American Society of Plastic Surgeons

Sekil 2.1 islem sayilarina gére ABD’de en yaygin ilk 5 kozmetik cerrahi uygulamasi *

2.2 Adipoz doku ve ADK-MKH’lerin klinikte kullanimi

Adipoz doku ve ADK-MKH’lerin klinik olarak kullanim potansiyellerinin basinda,
¢alismanin da temelini olusturdugu sekilde yumusak doku defektlerinin cerrahi olarak
tamiri uygulamalari gelmektedir. Bu sekilde bir kullanim igin ADK-MKH’lerin herhangi
bir farklilasma asamasina ihtiyaclari olmadigindan basit ve dogrudan tedavi amacl
olarak kullanilabilmeleri pek gok arastirmaci igin cazip bir ortam olusturmaktadir. Bu
sebeple ADK-MKH’lerin klinikte farkli vakalarda ve klinik durumda kullanildiklari ile
ilgili ginimuzde ¢ok sayida yayin bulunmaktadir ve adi gegen galismalarin sayisi ve
uygulandig klinik sartlarin ¢cesidi her gegen giin artmaktadir [70]. Eylil 2013 itibariyle
diinya genelinde ADK-MKH’lerin tedavi amaci ile kullanildigi, bir kismi tamamlanmis

ve blyuk bir kismi halen devam eden 87 klinik ¢alismanin oldugu bildirilmistir [72]. Bu

1 .
www.plasticsurgery.org
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¢alismalarda ADK-MKH’lerin yumusak doku tamiri ve rekonstriktif cerrahideki
potansiyelinin yaninda kemik ve kikirdak tamirinde, miyokard enfarktlsi ve periferik
vaskuler hastalik gibi iskemik hastaliklarda, ¢esitli yara tedavilerinde, bagisiklik sistemi
hastaliklarinda ve diyabetteki kullanim potansiyelleri de arastiriimaktadir. Her ne
kadar ADK-MKH’lerin klinik kullanim imkanlari henliz daha baslangi¢c asamasinda olsa
da, sonuglarin Umit verici oldugu ve bugline kadar gergeklestirilen galismalarda ciddi
bir yan etki veya beklenmedik bir sonug ile karsilagilmamasi sebebi ile yakin gelecekte
standart bir tedavi olarak kullanilabilme olasiliklarinin arttigi bildirilmektedir [73],

[74].

2.3 Doku ve Hiicre Kriyoprezervasyonu Uygulamalari ve Bilimsel Temelleri

Kriyoprezervasyon, en basit tanimi ile doku ve hicrelerin canhliklarini ve
fonksiyonlarini korumak sureti ile geri dondurulebilir olarak dustk isilarda (<-130°C)
saklanmasi olarak tanimlanabilir. Organizmayi olusturan doku ve hicrelerin
anatomik, biyolojik ve molekiler yapilari birbirinden oldukga farkl olabildiginden, bu
amagla glnimize kadar farkli doku ve hicre igin pek ¢ok ozel
kriyoprezervasyon/¢6zme yontemleri ve teknikleri gelistirilmistir. Bununla birlikte her
kriyoprezervasyon/¢c6zme protokoli igin temelde olusturulmasi veya ¢ozllmesi
gereken en 6nemli asamalar/ problemler sirasi ile dondurma asamasi igin:

i) ortamdaki ¢6zlicl konsantrasyonu,

ii) sogutma hizi,

iii) hiicre i¢i donma sureci,
¢6zme asamasinda dikkat edilmesi gereken en 6nemli noktalar:

i) ozmotik sok riski
ii) hiicrelerin ¢6zme sirasinda maruz kaldiklari yuksek konsantrasyon

kriyoprotektan sollisyonlari kaynakl toksisitedir [75], [76], [77], [78], [79].

Kriyobiyolojide pek cok farkli kriyoprezervasyon yaklasimi veya protokoli bildirilmis
olmasina karsin, temelde buz kristaline bagh hasardan kaginarak azalan sicakhgin
koruyucu etkisini kullanan iki farkh yaklagim mevcuttur. Bu yaklasimlardan ilki, buz
kristali olusumunu dondurma islemi uygulanacak ornekte belirli bir bolgede (6rnek

icerisindeki doku ve hiicrelere zarar vermeyecek sekilde) tutarak ve dondurma hiz
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olarak olusumu kontrol ederek gergeklestirilen “konvansiyonel kriyoprezervasyon”
veya diger adi ile “asamali yavas dondurma”, digeri ise ¢ok yuksek bir hizda ortam
sicakhigini duslrerek buz kristali olusumuna izin vermeyerek gergeklestirilen
“vitrifikasyon” yaklasimidir. Her iki yaklasimda da temel amag, hiicre igi ve disinda
olusabilecek buz kristallerinin yaratabilecegi hasardan kaginmak ve dondurulan
doku/hiicreleri ¢ozme sonrasi fizyolojik butlnliiklerinde ve fonksiyonellikte geri

kazanmaktir (Sekil 2.2).

— Asamall yavas dondurma

----- Vitrifikasyon
oC
37 -
20 |
7 | Sogutma hasari riski olan
[} Sicaklik araligi
\
[
-37 4 !
1
1
1
1
-100 4 ‘1/
: gO 4‘5 !I.lO dakika

Sekil 2.2 Glinlimuzde doku ve hiicre kriyoprezervasyonunda en sik kullanilan
yontemler

Optimize  edilmemis  bir dondurma  protokolinde, ortamdaki  ¢6zlcu
konsantrasyonunun ortamda bulunan buz kristallerinden daha 6limcil sogutma
hasarlari olusturabilecegi gosterilmistir [80]. Buz kristali olusumu ise hiicre zari ve
organellerinde dogrudan fiziksel hasarlar vererek hiicre/organel i¢/dis dengesini
degistirmekte ve hicrenin viabilite kaybina yol agmaktadir [78]. Benzer sekilde
dizglin planlanmamis bir dondurma protokoliinde hatali dondurma hizlari hiicre
zarinin i¢ ve dig ortamdaki karsihkli su molekilt ahlgverisini uygun sekilde
tamamlayamamasina veya hiicre igin son derece zararl ve riskli olan yiuksek ozmotik

strese yol agabilmektedir [81].
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Kriyoprotektanlar, dondurma protokollerine eklendiklerinde sogutma isilarini
azaltarak buz kristali olusumunu ve olasi hiicre hasarini azaltirlar. ideal bir
kriyoprotektan suda kolaylikla ¢6ziinebilen, hiicre igerisine rahatlikla girebilen ve
duslik toksisiteye sahip bir kimyasal olarak tanimlanir [79], [82]. Diinya Uzerinde ilk iki
kosulu saglayabilen c¢ok sayida madde/molekil olmasina karsin, 6zellikle Gglincl
kosulu da birlikte saglayabilenlerin sayisi olduk¢a sinirlidir. Diinya Uzerinde
kriyokoruyucu etki gésterebilen pek ¢ok dogal veya sentetik kimyasal madde biliniyor
olsa da, pek ¢ogu yiksek toksisite olusturmalarindan dolayr doku/hiicre
kriyoprezervasyonu islemlerinde kullanilamaktadirlar. Kriyoprotektanlar, hiicre icine
girebilen (permeable) ve hiicre icine giremeyen (impermeable) olarak iki temel grup
olarak siniflandirilirlar. Hiicre igerisine girebilen kriyoprotektanlar hem hiicre iginde
hem de hiicre disinda bulunabildiklerinden, dondurma islemi sirasinda olusan artmis
tuz konsantrasyonlarini her iki kissmda da dizenleyici olarak gorev yaparlar. Hiicre
icine giremeyen kriyoprotektanlar da belirli bir dizeyde hiicresel canhhgl korurlar
fakat hiicre icerisine girebilen kriyoprotektanlara kiyasla sadece hiicre disindaki tuz

konsantrasyonu lzerinde dizenleyici bir etkileri vardir.

Gliserol, memeli hiicrelerinde gergeklestirilen kriyoprezervasyon uygulamalarinda ilk
kullanilan kriyoprotektandir. Polge, Smith ve Parkes, 1949 yilinda gergeklestirdikleri
¢alismalarinda salin sollisyonu igerisinde ¢o6zilmus gliserol kullanarak ve sicakhgi
kademeli olarak azaltarak spermatozoa hiicrelerini dondurmuglar ve -80C'de uzun
sure etkin olarak saklayabilmislerdir [83]. Dimetilsulfoksit (DMSO) ise hiicre zarindan
gliserol ile kiyaslandiginda daha hizli gegen ve hiicre Uzerinde daha disik ozmotik
stres olusturan ve gliserole alternatif bir kriyoprotektan olarak 1959 yilinda, Loveslock
ve Bishop tarafindan bildirilmistir [84]. Bu tanimlamaya gore her iki kriyoprotektan da
Lovelock’un belirttigi ilk iki temel gereksinimi karsilarlar. Gliserol DMSQ’ya kiyasla
daha dislk bir toksisiteye sahip olsa da hiicre igerisine girme hizi DMSO ile
kiyaslandiginda oldukga dusuktir ve kullanimi sirasinda hiicre lzerindeki ozmotik
stresin kontrolii olduk¢a zordur. Bu sebeple genel olarak gecerli baska bir neden
yoksa, standart bir kriyoprezervasyon protokolli olusturma asamasinda ilk tercih

edilen kriyoprotektan DMSO’dur.
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Kriyoprotektanlarin koruyucu o6zellikleri farkli hiicre tiplerine gore oldukga farkhlik
gosterebilmektedir. Doku ve hiicreler canliliklari ve fonksiyonellikleri icin pek gok
farkh ortam ve gereksinime ihtiyag duyduklarindan, belirli bir doku veya hiicre
uzerinde optimal sonuglarin alindig kriyoprezervasyon protokoli veya kriyoprotektan
bagka bir doku veya hiicre Gzerinde son derece verimsiz sonuglar dogurabilmektedir
[85]. Bu nedenle, literatiirde ayni kriyoprotektan ile farkh hicre tipleri tzerinde
gerceklestirilen arastirmalar birbirine tamamen zit sonuclar ortaya ¢ikarabilmektedir.
Bu nedenle, dondurma-¢ézme uygulamalarinda kullanilacak hiicre tipine gore hangi
kriyoprotektanlarin hangi sartlarda kullanilacaginin islem 6ncesinde optimizasyonu,
adi gecen hiicreler ile gerceklestirilecek calismalarda son derece 6nemlidir. Glincel
kriyobiyolojide doku ve hiicre tipine gore kullanilacak kriyoprezervasyon metodunun
belirlenmesinde belirli temel kurallar mevcuttur ve bu kurallarin her farkli doku ve
hiicre tipine gore degerlendiriimesi ve gerekli durumlarda optimize edilmesi

gereklidir.

Adipoz doku ve ADK-MKH hicre kriyoprezervasyonunda glnliimize kadar
gerceklestirilen calismalarda en sik kullanilan kriyoprotektanlar dimetilstfoksit
(DMSO), Etilen glikol, gliserol gibi hiicre igerisine girebilen kimyasallar ve hidroksietil
nisasta (HES), dekstran, polivinilpirolidon (PVP), siikroz ve trehaloz gibi hiicre icerisine
giremeyen makromolekdillerdir [11].

Etkin bir kriyoprotektan olarak gliserol ilk kez Polge ve arkadaslari tarafindan 1949
yilinda sperm (izerinde uygulanmistir [83]. Bu ¢alisma ayni zamanda
kriyoprezervasyon alaninda pek ¢ok g¢alismanin da baslangici olarak kabul
edilmektedir. Gliserol polihidroksile edilmis bir ¢dziinendir ve bu 6zelligi sayesinde su
molekdlleri ile hidrojen bagi kurarak hicre zarindan sinirli bir gegirgenlige sahip
olmaktadir. Gliserollin kriyoprotektan olarak etkinligi hiicre tipine gore degismekle
birlikte genellikle 5mol/l ‘ye kadar bir konsantrasyon sinirdadir. Gliserole kiyasla
DMSO ¢ok daha yuksek bir hiicre zari gegirgenligine sahiptir ve kriyoprotektan olarak
kullanildigi sartlarda, sicakliga bagh olarak degismekle birlikte oldukga hizli bir sekilde
hiicre igine girebildiginden islem sirasinda inkiibasyon surelerinin kisaltilabilmesi
acgisindan avantaj saglar. Ayrica hiicre zarinda yer alan fosfolipid molekdlleri ile de

ektrostatik etkilesime de girdigi bilinmektedir [86]. Bazi kriyoprotektanlar ayrica
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hiicre i¢i proteinler ile bag kurarlar veya proteinlerin ylzeylerinde bir tabaka
olusturarak dehidrasyon sirasinda olusabilecek yapisal degisikliklerden korur ve
termodinamik denge saglarlar.

Sukroz, trehaloz gibi hiicre igerisine giremeyen seker tabanh makromolekiillerin de
membranda yer alan fosfolipidlerin polar gruplari ile etkilesime gegerek benzer bir
dengeyi membran seviyesinde sagladigi gosterilmistir [87]. Yapilan g¢alismalarda,
hiicre igerisine giremeyen hidroksietil nisasta, PVP, dekstran gibi diger
makromolekdllerin eritrositlerin kriyoprezervasyonunda oldukga etkili olduklari, fakat
cekirdekli hiicrelerde gergeklestirilen kriyoprezervasyon galismalarinda bu etkilerinin
sinirh kaldigi gozlenmistir. [88], [89]. Glinimizde bu makromolekiiller, ozellikle
sukroz ve trehaloz, memeli hiicrelerin dondurulmasi protokollerinde tek baslarinda
olmalarindan ziyade kriyoprotektan kokteyli igerisinde kullaniimaktadir.
Kriyoprezervasyon protokollerinin basarisina dogrudan etki eden bir diger 6énemli
faktor, kullanilan kriyopropektanlarin toksisite seviyeleri/etkileridir. Kriyoprotektan
kaynakl toksisite ¢ogunlukla tek basina sabit bir etki olmayip, protokol igerisinde
¢Oziinen konsantrasyonuna, ¢ozlinen ile olan temas (inkibasyon) siliresine ve ortam
sicakligina vb. bagh olarak degisebilmektedir [90]. Dolayisi ile basarli bir
kriyoprezervasyon uygulamasi sadece dondurma asamasinin optimizasyonunundan
ziyade ¢6zme ve kriyokoruyucularin kademeli olarak uzaklastirilmasi asamalarini da

kapsayan ¢ok agamali bir stireg olarak ele alinmalidir.

Farkli kriyoprotektanlarin farkli doku/hicreler tzerinde olusturduklari ozmotik stres
farkh oldugundan ve hicre tipine gore adi gegen stresin hicre viabilitesi Gzerindeki
etkileri ciddi degiskenlik gosterdiginden, kriyoprezervasyon uygulamalarinda
kullanilacak kriyoprotektanin segimi ile birlikte bu madde veya maddelerin hangi
sartlarda eklenerek ¢6zme sonrasinda ortamdan uzaklastirilacaklari da
kriyoprezervasyonda basariyi etkileyen en dnemli temel unsurlardan biridir. Ornegin
konvansiyonel kriyoprezervasyon yaklasiminda (asamali yavas dondurma) eger hiicre
ornegi yeterince yavas dondurulur ise, buz kristalleri ilk etapta hicreyi cevreleyen
sollisyon igerisinde olusur ve hiicre bu durumda sadece azalan ¢6zlici miktari ve

artan tuz konsantrasyonlari nedeni ile degisim gosterir. Eger dondurma protokolu
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yeterince yavas yapilmaz ise hiicre i¢ci su molekilleri yeteri kadar hizh hiicreyi terk

edemedikleri igin kristallesir ve hiicre i¢i ciddi hasarlar meydana getirirler.

Sekil 2.3’de Mazur ve arkadaslarinin oosit, lenfosit ve eritrosit gibi ¢esitli hiicrelerle
gerceklestirdikleri calismada farkli dondurma hizlarinin hiicresel canlilik Gzerindeki

farkh etkileri gorilmektedir.
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Sekil 2.3 Farkli dondurma hizlarinin hiicresel canlilik Gzerindeki etkileri

Bu hasarlari 6nlemenin bir diger yolu dondurulmak istenen 6rnegin “vitrifiye”
edilmesidir. Vitrifikasyonda temel hedef, yiksek konsantrasyonda kriyoprotektanlarin
kullanilmasi ve son derece ylksek hizda sogutma gerceklestirilmesi ile doku veya
hiicrelerin  “camsilastiriimasi”dir.  Gilncel vitrifikasyon protokollerinde, yulksek
konsantrasyonda kullanilan  kriyoprotektanlarin  potansiyel toksik etkilerini
azaltabilmek igin genellikle birden fazla kriyoprotektan kokteyl seklinde
kullanilmaktadir (Sekil 2.4) [47]. Vitrifikasyon teknigi 6zellikle Greme biyolojisinde ve
yardimla Greme teknikleri (YUT) uygulamalarinda uzun vyillardir etkin olarak
kullaniimaktadir [91]. Vitrifikasyon tekniginin doku lzerinde uygulama protokolleri ve
potansiyel etkinligi tamamiyle dokunun igerigine ve kompleks yapisina bagh olarak
degiskenlik gdstermektedir. Kullanilan kriyoprotektan maddelerin doku genelinde

etkinliginin saglanabilmesi igin belirli bir inkiibasyon siiresine ihtiyag vardir ve bu siire
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ile kullanilan yiiksek konsantrasyondaki kriyoprotektanlarin toksik etkileri ters orantih

olarak degismektedir.

Hucre igine giremeyen
Kriyoprotektanlar
(polisakaridler) Antifriz proteinleri

Suikroz
Trehaloz
Rafinoz

+

Hiicre igine girebilen
Kriyoprotektanlar ‘
DMSO
Etilen Glikol ‘
Gliserol
Propanediol
+ [
Hicre igine giremeyen Polimerler
Kriyoprotektanlar
(hayvan kaynakli makromolekiiller) Fikol
Dekstran
Serum Polietilen glikol
Yumurta aki Polivinil alkol

Sekil 2.4 Kriyoprotektan kokteylleri hazirlama semasi

Son olarak, dondurma islemi uygulanmis doku/hlicrelerin ¢6zme asamasina kadar
olan siredeki saklama kosullari da etkin bir kriyoprezervasyon yaklagimi igin son
derece onemlidir [92]. -80°C’den daha yiliksek saklama sicakliklari genellikle uzun
siireli kriyoprezervasyon icin uygun degildir. Ozellikle; eger protokol dahilinde
kriyoprotektan olarak DMSO kullaniliyor ise, saklanan &érneklerin mimkin oldugu

kadar -180°C ve altinda saklanmasi gereklidir.

2.4 Adipoz Doku Kriyoprezervasyonu: Giincel Calismalar

Lipoaspirasyon veya cerrahi eksizyon seklinde elde edilen adipoz dokularin otolog
transplantasyonu, son 10 yilda yiz, el ve vicudun diger alanlari igin yumusak doku
iyilestirilmesi amagh uygulanan kozmetik ve rekonstriktif plastik cerrahi

operasyonlarinda yeni bir ¢igir agmistir [93]. Bununla birlikte, glinimuzde
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lipoaspirasyon sonrasi elde edilen yag dokulari sadece eszamanli olarak
gerceklestirilen otolog yag dokusu nakli uygulamalarinda kullanilabilmektedir. Bu
durum, kullanim fazlasi yag veya lipoaspirasyon &rneklerinin islem sonrasi atilmasi
anlamina gelmektedir. Glinliimiize kadar gergeklestirilen ¢alismalarda, lipoaspirasyon
veya cerrahi eksizyon ile elde edilen adipoz dokulari otolog doku tamiri amaciyla
gelecekte olasi bir kullanim igin kisa siireli saklanmasi ve ¢ézme sonrasi in vitro ve in
vivo Ozelliklerinin incelendigi bazi ¢alismalar mevcut olsa da, giincel literatirde bu
konuda yapilmis genis Olgekli ve uzun saklama sireleri sonrasi doku ve hicre
etkinliginin olglldUgl ¢alisma sayisi son derece sinirlidir. Ayrica kisa sireli saklama
sekilnde gergeklestirilen ve farkl saklama metodlarinin karsilastirildigi ¢alismalarda
birbirine zit sonuglar elde edilmesi bu konuda daha etkin galismalarin yapilmasi
ihtiyacini  dogurmaktadir [8]. Adipoz doku kriyoprezervasyonu konusunda
gercgeklestirilen ilk ¢alismalarda, lipoaspirasyon yontemi ile alinan adipoz dokulari
oncelikle kriyoprotektan ile muamele etmeksizin dogrudan konvansiyonel
sogutucularda (0°C ile -35°C arasinda) saklanmis ve bu sekilde gergeklestirilen
uygulamalarda kabul edilebilir sonuglar elde edildigi bildirilmistir [94], [95], [96].
Sonrasinda farkli arastirmacilar, bu sekilde bir saklama yaklasiminin doku ve igerdigi
hiicrelerin canliligi ve fonksiyonelligi agisindan oldukga kéti sonuglar verdigini, uygun
kriyoprotektanlarin kullanimi ve ilgili protokollerin optimizasyonu ile verimli ve
tekrarlanabilir bir dondurma metodunun olusturulabilecegini belirtmislerdir [93],
[97], [98], [99]. insan adipoz dokusu kriyoprezervasyonu konusunda giiniimiize kadar
gercgeklestirilmis ve 6zellikle hiicresel sonuglarin farkli yéntemler ile degerlendirildigi

¢alismalar gizelge 2.2’de verilmistir.

insan adipoz dokusu ile in vivo gerceklestirilen uygulamalar, dokularin
kriyoprezervasyon ve ¢dzme sonrasi dogrudan hastalara nakledildigi ve nakil sonrasi
klinik sonuglarin degerlendirildigi calismalar ile daha deneysel olarak insan adipoz
dokularinin kriyoprezervasyon ve ¢ézme sonrasi bagisiklik sistemi islevsel olmayan
deney hayvanlari modellerine nakilleri sonrasi incelendigi ¢alismalar olarak iki farkh

grupta incelenebilir.
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Cizelge 2.2 insan adipoz dokusu kriyoprezervasyonu konusunda giiniimiize kadar

gerceklestirilmis calismalar ve sonuglari

Yil Ref. Metod Saklam | Saklama Kriyo Koruyucu | Uygulanan testler
a L kullanimi
suresi
(°C)
2004 [100] | Asamali yavas -196 20 dak. DMSO, Akis sitometrisi,
dondurma/ Trehaloz G3PDH testi,
Hizh c6zme Histolojik inceleme
2008 [101] | Asamali yavas -196 6 ay Cell banker 1 in vitro hiicre gelisimi,
dondurma/ 12 ay in vitro farkhlasma,
Hizli ¢d . L.
1zl gozme Akis sitometrisi
2009 [93] Asamali yavas -196 4 ay DMSO, VolUmetrik inceleme,
dondurma 12 ay Trehaloz histolojik inceleme
/Hizli ¢ozme
2009 [97] Asamali yavas -196 20 dakika Trehaloz Histolojik inceleme,
dondurma/ G3PDH testi
Hizli ¢cdzme
2014 [102] | Asamali yavas -196 1 hafta DMSO In vitro farkhlasma,
dond . .
ondurma/ Akis sitometrisi,
Hizh cozme Gen ekspresyonu analizi
2005 [99] Konvansiyonel -20 2-30 gun | Farkh karisimda | MTT/XTT testi,
saklama -80 kriyoprotektan G3PDH testi
2007 [103] | Konvansiyonel +22 1-3 glin Yok Elektron mikroskopisi,
saklama +4 lay Akis sitometrisi
-20
2009 [104] | Konvansiyonel +4 15 giin Yok Supravital boyama
kl
saklama 20
-80
2009 [105] | Konvansiyonel -20 1giin Yok Tripan mavisi testi
saklama
2010 [106] | Konvansiyonel -15 1giin Yok XTT testi,
saklama 70 | 8hafta G3PDH testi
2010 [107] | Konvansiyonel -20 2 ay DMSO Akridin Oranj testi,
kl L
>akiama -80 12 ay In vitro farkhlasma
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2012 [8] Konvansiyonel -20 2-4 hafta Yok, MTT Testi
saklama -80 Hidroksietil
196 nisasta
2013 [11] Konvansiyonel -80 30 gilin DMSO In vitro hiicre gelisimi,
kl
>akiama Akis sitometrisi,
AnexinV apoptoz testi
2014 [108] | Konvansiyonel -80 1 hafta DMSO, MTT testi
kl
sakiama -196 lay Hidroksietil
nisasta
2005 [98] Konvansiyonel -20 4 ay DMSO, Supravital boyama,
kl
saklama/ Gliserol In vitro hiicre gelisimi

Moscatiello ve arkadaslari, lipoaspirasyon sonrasi alinan adipoz dokulari %10 DMSO
iceren %0,9 salin soliisyonu ile dengeleyerek kademeli olarak sogutmus (asamal
yavas dondurma) ve otolog olarak kullanima kadar -196°C’de saklamislardir. C6zme
sonrasi doku %0,9’luk salin soliisyonu ile yikanarak DMSO uzaklastirilmis ve hastaya
gluteal iyilestirme amaci ile nakledilmistir. Yazarlar, nakil sonrasi doku kaybinda
gorilen anlamh azalmayi kullandiklari kriyoprotektanin ve asamali yavas dondurma
protokollinin pozitif etkisi olarak yorumlamislardir [109]. Erol ve Agaoglu yakin bir
sire once gergeklestirdikleri bir ¢alismalarinda, son 10 yilda dondurulmus yag
dokulari ile gergeklestirdikleri 5199 otolog vyag enjeksiyonu uygulamasini
degerlendirmisler ve tekrari gereken cerrahi uygulamalarda dondurularak
saklanmakta olan yag dokularinin etkin bir kaynak olarak degerlendirilmesi gerektigini

belirtmislerdir [110].

insan adipoz dokusunun kriyoprezervasyonu ve ¢ézme sonrasi etkinliginin timusu
alinmis veya SCID farelere nakilleri sonrasi incelendigi ¢aligmalar da, insan
calismalarina benzer sekilde sinirlidir. Ullmann ve arkadaslari 7 ay boyunca -18°C’'de
sakladiklari adipoz dokuyu timusu alinmis 10 farkli fareye nakletmisler ve 15 hafta
sonra kontrol grubu olarak taze adipoz doku nakledilen 10 fareden elde edilen
sonuglar ile karsilastirmiglardir. Karsilastirma sonrasi dondurulmus/¢6zilmis adipoz
dokunun gerek histolojik gerekse volimetrik olarak taze adipoz dokuya gére daha

kalitesiz ve diguk oldugunu belirtmislerdir [111]. Ciu ve arkadaslari 2009 yilinda
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gercgeklestirdikleri ve in vitro ¢alismalarinin devami niteliginde olan galismalarinda,
DMSO ve Trehaloz kullanilarak dondurulan insan adipoz doku 6rneklerini 60 adet 6
haftalik CD-1 timusu alinmis fareye nakletmisler ve adi gegen kriyoprotektanlar
kullanilarak olusturulan kriyoprezervasyon protokollerinin klinik 6ncesi etkinligini
arastirmiglardir. 8 haftalik bir siire sonunda yapilan incelemelerde histolojik olarak
kontrol grubu ile esdeger bir sonug alinsa da kriyoprezervasyon uygulanan gruptaki
sonuglar taze doku nakli yapilan farelerdeki sonuglardan daha dusik seviyede tespit
edilmistir ve galismacilar bu konuda daha fazla optimizasyon yapilmasi gerektigini

belirtmislerdir [97].

Ko ve arkadaslari, benzer bir ¢alismada dogrudan sivi nitrojen ile temas ettirilerek
dondurulan -70°C'de 8 hafta dondurularak saklanmis insan adipoz dokusunu,
dondurma 6ncesi ayni dokudan izole edilerek kiiltiirde gogaltilmis ADK-MKH hiicreleri
ile karigtirarak 6 haftalik BAB/c timusu alinmis fareye nakletmis ve nakil sonrasi
dokunun canliligini ve doku kalitesini incelemistir. Calisma sonunda taze olarak izole
edilmis ADK-MKH’ler ile karistiriimis grupta nakil edilen doku hacminin ve histolojik

yapinin kontrol grubuna gore anlamli olarak daha iyi oldugu bulunmustur [112].

Gerek son yillarda artan sayida vakada tercih edilen hiicre yardimli lipotransfer
uygulamalari, gerekse deney havyanlarinda gergeklestirilen ve ADK-MKH eklenmesi
ile elde edilen basarili adipoz doku nakilleri galismalari, adipoz dokunun yakin
gelecekte doku nakli amagh dondurulmasi, saklanmasi ve gerektiginde ¢ozllerek
kullaniimasi halinde otolog ADK-MKH hiicreleri ile kombine edilmesinin klinik etkinligi

ve basariyi arttiracagi yonindedir.

2.5 ADK-MKH’lerin Kriyoprezervasyonu: Giincel Galismalar

Taze dokudan izole edilmis ve tanimlanmis ADK-MKH hiicreleri ile son donemlerde
gerceklestirilen kriyoprezervasyon calismalarinin sonuclari da adipoz doku lzerinde
yuratilen galismalarda oldugu gibi birbiri ile gelisik ve tartismahldir. James ve
arkadaslari (%90 FBS/%10 DMSO igeren) kriyoprezervasyon mediumu ile
dondurduklari  ve ¢o6zdikleri  ADK-MKH hiicrelerinin  hiicre  morfolojileri,
proliferasyonlari, osteojenik ve adipojenik farklilagma potansiyellerinin ciddi oranda

negatif olarak etkilendigini belirtmistir [113]. Diger taraftan Gonda ve arkadaslari %10
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FBS iceren medium ile gergeklestirdikleri kriyoprezervasyon ¢alismasinda, hicrelerin
adi gecen sekilde dondurulup 6 aya kadar saklanmasi sonrasi morfolojik,
proliferasyon veya farklilasma potansiyelleri bakimindan herhangi bir kayip
yasamadiklarini bildirmiglerdir [101]. Trihumala ve arkadaslari ¢alismalarinda farkli
kriyoprotektanlarin etkilerini incelemis ve hiicrelerin serum kullanmaksizin %2’lik
DMSO ve %10’luk PVP soliisyonlari igerisinde etkin olarak dondurulup ¢ozilebildigini
ifade etmislerdir [114], [115]. Benzer sekilde farkli zamanlarda De Rosa ve arkadaslari
ile Liu ve arkadaslarinin gergeklestirdigi ¢alismalarda kriyoprezervasyonun adipoz
hiicre fenotipinde ve farklilasma potansiyelinde negatif bir etki olusturmadig

raporlanmistir [31], [116].
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BOLUM 3

MATERYAL /METOD

3.1 Materyaller

* 10,50, 100, 1000 pl‘lik mikropipetler (Thermo, Pippetman)

e 1-10, 10-100, 100-1000 pl‘lik Tek Kullanimlik Pipet Uglari (AxyGen)

* SantrifQj tipleri 1, 2, 15, 50 ml, (BD, Eppendorf, IsoLAB)

e 25cm’ hiicre kiltiir kabi, 4-kuyucuklu kiltiir kabi, merkezi-kuyucuklu kiltir
kabi (BD, TPP, Corning, NUNC)

* Steril 6rnek toplama kabi (Firatpen)

* Serolojik Pipet Tabancasi (Thermo)

* Serolojik pipetler 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml (Corning)

* Kriyotlpler 2ml, 4.5 ml (TPP, NUNC)

* 100 um’lik steril hiicre slizgeci (BD Biosciences)

* 50-1000 ml’lik otoklavlanabilir cam siseler (ISOLAB, SCHOTT)

e 1-2,5-5,10-50 cc’lik enjektor (Ayset)

* 0,22 um ve 0, 45 um’lik siringa filtreleri (MILLIPORE, TPP, Sartorius)

* Lateks eldiven (Broche, ISOLAB)

3.1.1 Cihazlar

*  pH Metre (inolab WTW Level 1)

* Hassas terazi (Precisa Gravimetrics AG)

* Santriflij (Eppendorf, Thermo Micromax RF)
* Vorteks (Heidolph REAX top)
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Bidistile Su Cihazi

Isiticili Manyetik Karistirici (Heildolph MR 3001)

Laminar-Hava Akisli Kabin

inkiibatdr (37 °C %5 CO2’li Binder Etiiv)

inverted mikroskop (Olympus CKX41)

Isik mikroskobu (Olympus)

Manyetik karistirici (Heidolph MR3000)

-20 ° C Derin Dondurucu

QuadroMACS Manyetik Hiicre separatéri (Miltenyi Biotech)
Akis sitometresi (Becman Coulter Cell Lab Quanta SC)

Buz makinesi (Scotsman AF100)

Vortex (LMS (laboratuvary medical supplies) VTX-3000L)

Su banyolari (GFL (gesselschaft fir labortechnik) mbH, Kerman)
Isiticili karistirici (Heidolph instruments)

Dondurucular (Beko (+4,-20°C), Arcelik (+4,-20°C), GFL (-80°C))
-196°C Azot Tanki ve Azot tasima tanklari (DMC air liquid systems)
Otoklav (Kerman, HIRAYAMA)
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3.1.2 Kimyasallar

Galismada kullanilan soltisyon ve kimyasallar Cizelge 3.1’de verilmistir.

Gizelge 3.1 Calismada kullanilan solliisyon ve kimyasallar

Madde adi Uretici Firma Katalog No
Alsian Mavisi Soliisyonu %1’lik, Sigma B8438
Antibiyotik-Antimikotik (100x) Invitrogen™ 15240-062
Deplesyon antikoru kokteyli Miltenyi Biotech | 130-092-211
DMSO (Hybrimax) Sigma D2650

DPBS Ca-Mg-(icermeyen) Invitrogen 14040094
DPBS Ca-Mg (iceren) Invitrogen 14040091
Dulbecco’s Modifiye Eagle Mediumu (DMEM) | Gibco 11880

Etilen Glikol Sigma 102466

FBS Gibco 10270-106
Formaldehit %37’lik Merck 1.04002.2500
Glutamax™-I (100x) Gibco 35050-079
HSA Irvine Scientific 9988

Hiicre yikama sollisyonu (Rinsing solution) Miltenyi Biotech | 130-091-222
Kolajenaz A Tip | Sigma C0130
Lokosit Alkalin Fosfataz Kiti Sigma 86R

Oil Red O Soliisyonu, %0.2’lik izopropanol ile | Sigma 01391
Paraformaldehit Sigma P6148

PBS MPLabs 2810305
RBC Lizis Tamponu eBioscience 00-4333-57
Sodyum Sitrat Sigma $1804

31




STEMPRO® Adipogenez Farkhlasma Kiti Gibco A10070-01
STEMPRO® Kondrogenez Farklilasma Kiti Gibco A10071-01
STEMPRO® Osteogenez Farklilagsma Kiti Gibco A10072-01
Sitikroz Sigma 51888

Tripan mavisi (%0,5) Biol. Industries 628255
Tripsin, 0.05% (1X) EDTA 4Na igeren, sivi Gibco 25300-054
Triton-X Sigma T8787

TUNEL Kiti (In situ Cell Death Detection Kit) Roche 11.684.795.910

3.1.3 Galismada Kullanilan Soliisyon ve Kriyoprotektanlarin Hazirlanmasi

Komplet hiicre kiiltiir soliisyonu: L-glutamin iceren bazal hiicre kultiir sollisyonu
(DMEM) igerisine antibiyotik/antimikotik ve %10 oraninda FBS eklenerek hazirlandi.
Tum deneylerde islem glinl taze olarak hazirlanmis veya hazirlandiktan sonra azami 3

giin +4°C’de buzdolabinda saklanmis olan komplet hiicre kltur soltisyonu kullanild.

%10 DMSO: Komplet hicre kiltiir soliisyonu igerisine stok DMSO sollisyonundan
eklenerek hazirlandi. Genel kullanimda 10 ml %10 DMSO sollisyonu hazirlamak igin 9
ml komplet hicre kiltir sollisyonu igerisinde 1 ml stok DMSO damlalar halinde

yavasca ve sirekli karistirilarak eklendi.

%1, %7,5, %10, %30 DMSO: Deneyde toksisite calismalarinda kullanilmak Uzere
%1'den %30’a kadar farkh konsantrasyonlarda DMSO igeren komplet hicre kultlr
solliisyonu %10 DMSO hazirlanmasinin anlatildigi sekilde, komplet kiltir mediumu

icerisine ilgili oranda DMSO katilarak gergeklestirildi.

%1, %7,5, %10, %30 EG: Deneyde toksisite calismalarinda kullanilmak Gizere %1’den
%30’a kadar farkli konsantrasyonlarda EG iceren komplet hicre kiltir soliisyonu %10
DMSO hazirlanmasinin anlatildigi sekilde, komplet kultiir mediumu igerisine ilgili

oranda EG katilarak gergeklestirildi.

%10 DMSO+0,2M siikroz: Sollisyonun hazirlanis sekli %10 DMSO ile benzerdir.

Oncesinde hazirlanmak istenen voliime bagh olarak uygun miktarda siikroz tartildi ve
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komplet hiicre kiltlr sollsyonu igerisinde ¢6zlldi. Daha sonra bu sollisyonun
icerisine stok DMSO solisyonundan eklenerek hazirlandi. Genel kullanimda 10 ml
%10 DMSO+0,2M siikroz soliisyonu hazirlamak igin 8 ml komplet hicre kultlr
sollisyonu igerisinde 0.68 gr siikroz tartilarak ¢6zildu. Daha sonra volim 9 ml'ye
tamamlandi. Bu solisyon tzerine 1 ml stok DMSO damlalar halinde yavasga ve siirekli

karistinlarak eklendi.

0,5M siikroz: Hazirlanmak istenen son volime bagl olarak uygun miktarda siikroz
tartildi ve komplet hiicre kiltir sollisyonu igerisinde ¢6zildi. Genel kullanimda 10 ml
0,5M siikroz soliisyonu hazirlamak igin 8 ml komplet hiicre kiltir sollisyonu igerisinde
1.71 gr stikroz tartilarak ¢6zilda. Daha sonra final voliim 10 ml olacak sekilde komplet

hiicre kultlr solisyonu eklendi.

ES soliisyonu (%7.5 DMSO+%7.5 Etilen Glikol): Komplet hiicre kiltiir solisyonu
icerisine stok DMSO ve Etilen glikol sollisyonlarindan eklenerek hazirlandi. Genel
kullanimda 10 ml ES soliisyonu hazirlamak icin 8.5 ml komplet hiicre kiltir sollisyonu
icerisinde 0.75 ml stok DMSO damlalar halinde yavasca ve siirekli karigtirilarak
eklendi. Daha sonra karistiriimaya devam edilmek sureti ile 0.75ml Etilen glikol
eklendi ve final hacim 10 ml'ye tamamlandi. DMSO eklenmesi yukarida da

bahsedildigi Gizere damlalar halinde ve yavasca gergeklestirildi.

VS1 soliisyonu (%15 DMSO+%15 Etilen Glikol+0,5M siikroz): Soliisyonun hazirlanig
sekli ES sollisyonu ile benzerdir. Bununla birlikte dncesinde hazirlanmak istenen
voliime bagli olarak uygun miktarda stikroz tartildi ve komplet hiicre kultiir sollisyonu
icerisinde ¢6zlldu. Daha sonra bu sélisyonun igerisine stok DMSO ve Etilen Glikol
soliisyonundan uygun miktarlar eklenerek hazirlandi. Genel kullanimda 10 ml VS1
sollisyonu hazirlamak icin 6 ml komplet hicre kiltiir soliisyonu igerisinde 1.71 gr
sukroz tartilarak ¢6zuldi. Daha sonra soliisyon karistirilmaya devam edilmek sureti ile
1.5 ml DMSO ve 1.5 ml Etilen glikol eklendi ve komplet kiltir solisyonu kullanilarak

final hacim 10 ml’ye tamamlandi.

VS2 soliisyonu (%30 DMSO+%30 Etilen Glikol+0,5M siikroz): Soliisyonun hazirlanig
sekli VS sollisyonu ile benzerdir. Bununla birlikte 6ncesinde hazirlanmak istenen
voliime bagli olarak uygun miktarda stikroz tartildi ve komplet hicre kiltiir soliisyonu

+ Etilen glikol igerisinde ¢6ziildi. Daha sonra bu soliisyonun igerisine stok DMSO
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soliisyonundan uygun miktarlar eklenerek hazirlandi. Genel kullanimda 10 ml VS2
sollisyonu hazirlamak igin 3 ml komplet hiicre kiltlr solisyonu igerisinde 3 ml Etilen
glikol eklendi ve 1.71 gr siikroz tartilarak bu sollisyon igerisine ¢6ziildi. Daha sonra
sollsyon karistiriilmaya devam edilmek sureti ile 3 ml DMSO eklendi ve komplet

kaltur soliisyonu kullanilarak final hacim 10 ml’ye tamamlandi.

1M siikroz: Hazirlanmak istenen final volime bagh olarak uygun miktarda sikroz
tartildi ve komplet hiicre kiltir sollisyonu igerisinde ¢6zildi. Genel kullanimda 10 ml
1 M siikroz soltiisyonu hazirlamak igin 8 ml komplet hiicre kiltlr sollisyonu igerisinde
3.42 gr sukroz tartilarak ¢6zildi. Daha sonra final volim 10 ml olacak sekilde komplet
hiicre kultir solisyonu eklendi. Yiiksek konsantrasyon oldugundan hazirlanmasi
sirasinda stikrozun ¢6zUnilurlGgund arttirmak amaci ile 37°C’de isitici tabla Gzerinde

hazirlandi.

Tripan Mavisi (TB) soliisyonunun hazirlanmasi
100mL’lik ambalajlarda % 0.5 konsantrasyon seklinde olan Tripan mavisi sollisyonu
(Biological Industries) ticari olarak satin alindi. Hiicre sayimi igin 10ul Tripan mavisi

boya, 90ul distile su ile seyreltilerek sayim sollisyonu hazirlandi.

STEMPRO® farkhlagma besiyerlerinin hazirlanmasi

Calisma siresi icerisinde elde edilen ADK-MKH hiicrelerinin in vitro farklilasma
potansiyelinin tespit edilmesi igin bolim 4.1.2."de detaylari belirtilmis ve ticari olarak
uretilmis STEMPRO® marka adipogenez, kondrogenez ve osteogenez farklilasma
kitleri kullanildi. Adi gecen kitler, bazal medium ve adi gecen hiicre tipine donlisimu
tetikleyen blylime faktorleri kokteyli iceren ve katki (supplement) mediumu olmak
tizere iki bilesenden olusmaktadir. Uretici firma tarafindan tavsiye edilen hazirlik sekli
Cizelge 3.2'de belirtiimektedir. Hazirlanan komplet sollsyonlar deneylerde
kullanimlari  6ncesinde 2-8°C'de buzdolabinda muhafaza edildiler. Calismada
kullanimlarindan hemen énce su banyosunda bekletilerek ¢alisma sirasinda 37°C ye

gelmeleri saglandi.
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Gizelge 3.2 STEMPRO in vitro farkhlagma soliisyonlarinin hazirlanisi

STEMPRO® adipogenez farklilasma mediumu (komplet)

STEMPRO® adiposit farklilasma bazal mediumu 90 ml
STEMPRO® adipogenez katki sollisyonu 10 ml
Gentamisin (10 mg/ml) 50 ul

Total volim: | 100 ml

STEMPRO® osteogenez farklilasma mediumu (komplet)

STEMPRO® osteosit/kondrosit farklilasma bazal mediumu | 90 ml

STEMPRO® ostegenik katki sollisyonu 10 ml

Gentamisin (10 mg/ml) 50 ul

Total volim: | 100 ml

STEMPRO® kondrogenez farklilasma mediumu (komplet)

STEMPRO® osteosit/kondrosit farklilasma bazal mediumu | 90 ml

STEMPRO® kondeogenik katki sollsyonu 10 ml

Gentamisin (10 mg/ml) 50 ul

Total volim: | 100 ml

3.2 Metod

3.2.1 insan Adipoz Dokularin Orneklenmesi

Galismada kullanilan insan adipoz doku 6rnekleri, kozmetik amagh lipoaspirasyon
veya cerrahi eksizyon operasyonu gegiren, herhangi ciddi bir genetik veya sistemik
hastalik hikayesi olmayan 25-65 yas araligindaki 10 bayandan gerekli bilgilendirilmis
onam formlari alinarak Op.Dr. Tung Tiryaki ve Op.Dr. Ali Sakinsel tarafindan elde

edildi. Adipoz doku 6rnekleri ile ilgili detayli bilgiler Cizelge 3.3’te verilmistir.
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Gizelge 3.3 Calismada kullanilan adipoz doku 6érnekleri ile ilgili bilgiler

No: I_Z)ohér _ Dondr _ Doku Ornekleme Kullanim sekli
Cinsiyeti Yasi miktari (cc) metodu

1 Kadin 28 100 Lipoaspirasyon Hicre izolasyonu
2 Kadin 35 120 Lipoaspirasyon Hicre izolasyonu
3 Kadin 39 50 Lipoaspirasyon Hlcre izolasyonu
4 Kadin 42 150 Lipoaspirasyon Hicre izolasyonu
5 Kadin 25 380 Cerrahi eksizyon Hicre izolasyonu
6 Kadin 60 200 Cerrahi eksizyon Hlcre izolasyonu
7 Kadin 65 250 Lipoaspirasyon Doku dondurma
8 Kadin 42 400 Lipoaspirasyon Doku dondurma
9 Kadin 38 400 Lipoaspirasyon Doku dondurma
10 Kadin 48 350 Lipoaspirasyon Doku dondurma

Lipoaspirasyon islemi genel anestezi altinda, ucuna 2.4 mm’lik kantl takilmis 10ml’lik
siringa ile aspirasyon seklinde gergeklestirildi ve elde edilen lipoaspirat 6érnekleri steril

gazli bezlerden suziilmek sureti ile gevreleven sivi ve kan hiicrelerinden uzaklastirildi.

Doku dondurma deneylerinde kullanilan 4 farkh bireyden lipoaspirasyon yontemi ile
alinmis adipoz doku 6rnekleri, cerrahi islem sonrasindaki 60-120 dakika igerisinde
Medicana Bahcelievler Hastanesi Yardimci Ureme Teknikleri Laboratuarina aseptik
kosullarda nakledilerek ilgili bolimde detayli olarak anlatildigi sekilde doku dondurma

deneylerinde kullanilmak tzere islendi.

Hicresel deneylerde kullanilan adipoz doku ornekleri 6 farkhh dondrden (4 6rnek
lipoaspirasyon sonrasi, 2 6rnek karin germe operasyonu sirasinda cerrahi eksizyon
sonrasi) elde edildi. Doku 6rnekleri cerrahi operasyonu takip eden 2 saat icerisinde
Yildiz Teknik Universitesi Biyomiihendislik Béliimii Hiicre Kiiltiir Laboratuarina aseptik

kosullarda ulastirilarak enzimatik hiicre izolasyonu uygulanmak tizere islendi.
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3.2.2 Taze Adipoz Doku Orneklerinden ADK-MKH izolasyonu ve Ekspansiyonu

Taze adipoz dokudan ADK-MKH izolasyonu, literatliirde etkinligi farkh gruplar
tarafindan tanimlanmis olan klasik enzimatik ayristirma metodu kullanilarak

gerceklestirildi [21], [117], [118].

Hicre izolasyonu yapilacak doku 6rnekleri (lipoaspirasyon veya doku eksizyonu ile
elde edilen) ncelikle 25 cm? hiicre kiiltir kaplari igerisine alindi, sonrasinda 10 ml
%0.02’lik Tip | kolajenaz enzimi ve antibiyotik/antimikotik iceren DMEM sollsyonu ile
37°C’'de 30-60 dakika inkiube edildi. Her 10 dakikada bir kap nazikge g¢alkalanmak
sureti ile enzimatik reaksiyonun doku genelinde homojen olmasi saglandi. inkiibasyon
sonras! elde edilen heterojen suspansiyon son c¢alkalama sonrasi 15 dakika 37°C'de
bekletilerek hicrelerin hiicre maturasyonuna gore tabakalar halinde ayrigmasi

saglandi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Enzim ile inklibasyon sonrasi ayrismis tabakalar

Alt tabakada yer alan SVF hucreleri 10 ml’lik steril pipet kullanilarak Ust tabakayi
rahatsiz etmeden nazikce aspire edildi ve temiz bir flask icerisinde 1:1 oraninda
komplet hiicre kaltir mediumu ile karnistirilmak sureti ile enzimin aktivitesi

durduruldu.
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Ornek icerisindeki bag dokusu artig1 veya doku debrisi siispansiyonun 100 um’lik steril
hiicre stizgecinden gegirilmesi ile uzaklastirildi ve stispansiyon 15 ml’lik konik falcon
tupler icerisine nakledildi. Sonrasinda tiip 300g’de 10 dakika santrifij edilerek
hiicrelerin pelet olusturmasi saglandi. Stpernatan atildiktan ve pelet komplet hicre
kiltir mediumu ile resuspanse edildikten sonra ikinci bir santriflij asamasi ile yikama

yapildi (Sekil 3.2).

Pelet resuspanse edilerek lizerine RBC Liziz tamponu eklendi ve oda sicakliginda 5
dakika inkibe edilmesini muteakip son bir santrflij yilkama asamasi sonrasi hiicre
sayimi ve viabilite degerlendirilmesi yapilarak daha 6nceden belirlenmis deney

planina gore islendi.

Sekil 3.2 RBC Liziz tamponu ile muamele 6ncesi hiicre pellleti

3.2.2.1 Manyetik Tabanh Hiicre Ayristirilmasi

Galismada manyetik tabanh hicre ayristirilmasinin  gergeklestirilmesi amaciyla
QuadroMACS hiicre ayristirma sistemi kullanildi. Bolim 3.2.2 sonrasi elde edilen
hiicreler, 6ncelikle Uretici firma tarafindan tavsiye edilen %0,2 HSA igeren yikama
sollsyonu ile resuspanse edildi. Mevcut hiicre suspansiyonu igerisindeki bagisikl

sistemi kokenli hiicreleri ayrimak igin Uretici firma tarafindan tavsiye edilen ve CD2,
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CD3, CD11b, CD14, CD15, CD16, CD19, CD56, CD123 ve CD235a ylizey antijenlerine
karsi gelistirilmis biyotin-kojuge deplesyon antikoru koktelyi kullanildi. Uretici firma
tarafindan saglanan protokole goére ilk olarak hiicre stispansiyonu igerisine 40 ul
deplesyon antikor kokteyli eklenerek 10 dakika 4-8 °C’de nkibe edildi ve inkiibasyon
sonrasi ylkama solGsyonu ile 300 g‘de 10 dakika sanrijij edilerek yikandi ve
supernatan kismi uzaklastirildi. Pelet 80 ul yikama soliisyonu ile resuspanse edildikten
sonra icerisine 20 ul Anti-Biyotin mikrotanecikler, (microbeads) eklenerek 10 dakika
4-8 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi yikama soliisyonu ile 300 g‘de 10 dakika
sanrijuj edilerek yikanan hicre peleti son asamada 500 wl yikama soliisyonu ile
resuspanse edilerek manyetik ayristirma asamasina gegildi. Manyetik ayristirma
asamasinda oOncelikle ayristirmada kullanilacak kolon (LS kolonu) cihaza
(QuadroMACS) yerlestirilerek 3 ml yikama sollisyonu ile yikandi. Yikama sonrasi bir
Oonceki agamada inkiibasyonu tamamlanan hiicre slispansiyonu kolona yiklenerek,
olusan manyetik alan yardimi ile sispansiyon igerisindeki bagisiklik sistemi
hicrelerinin kolona yapismasi ve antijenlerin baglanmadiklari progenitor/kok
hiicrelerin  kolondan akarak saflagtirilmasi saglandi. Bu sekilde ayristirilan
progenitor/kok hiicreler takip eden asamada in vitro kiltlire alinarak bolim 3.2.3’te

belirtildigi sekilde buyatalduler.

3.2.3 In Vitro Hiicre Kiiltiiri

Elde edilen primer hiicre kiiltliri 6rnekleri, tim calisma boyunca, deney planina goére
aksi belirtilmedikge %10 FBS iceren DMEM-tabanli komplet hiicre kiltir mediumu
kullanilarak 25 cm?®lik hiicre kiltiir kaplari icerisinde buyutaldi. Hiicreler,
bulunduklari deney grubuna ve asamasina gore her 4-7 giinde bir, kiltlir kabi
yuzeyinin yaklasik %80-90’inin kaplamalarini muteakip 1:3 veya 1:4 oraninda
Tripsin/EDTA solUsyonu kullanilarak pasajlandi ve ekspanse edildi. Pasaj asamasi

disinda her 2-4 giinde bir hiicre kiltlir mediumu yenilendi.

4-10. pasaj sayilari arasinda hiicrelerin kok hiicre olma kriterleri bakimindan gerekli

degerlendirilmeleri yapildi.
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3.2.3.1 Mikro Kapiler Metod (MKM) ile In Vitro Hiicre Kiiltiri

Primer hiicre kiltirt ornekleri tim kultir kabi ylzeyini %90 oraninda kapladiklar
gozlendiginde tripsin-EDTA sollsyonu kullanilarak kiltir kabi ylzeyinden ayrilmalari
saglandi. Stispansiyon halde toplanan hiicrelerden, tripan mavisi boyamasi ile canlilik
tayini sonrasinda 60-70 wl alindi ve 1 ml’'lik enjektorler kullanilarak mikrokapiler
tiplere ekimleri gergeklestirildi. TUplerin agik uglari steril sartlarda regine ile kapatildi
ve tlpler %5’lik CO2 ve 37C'de inklibe edildi. Ekim islemini takip eden 4.glinlin
sabahinda hiicre gelisimi ve morfolojisi invert mikroskop altinda 200X biyutmede

degerlendirildi ve deney planina gore pasajlama gergeklestirildi.

3.2.4 Akis Sitometrisi Yontemi ile immiinofenotipleme

Hiacrelerin - immiinofenitiplendirilmesi igin akis sitometrisi teknigi kullanildi.
Fenotipleme vyapilmasi planlanmis hiicreler gelismekte olduklar kuiltir kaplarn
ylzeyinden %0,05’lik Tripsin-EDTA sollUsyonu ile kaldirildi ve hiicre sayimi/viabilite
degerlendirmesini muteakip 2 saat igerisinde farkh floresan isaretgikler ile bagli,
CD34, CD45, CD73, CD90, CD29 ve CD105 yiizey antikorlari ile +4 °C'de 30 dakika
inkibasyon sonrasi Becman Coulter Cell Lab Quanta SC akis sitometrisi cihazi ve CXP
yazilimi kullanilarak degerlendirildi. Degerlendirme sirasinda her bir ylzey antijen

Olciimi igin kanallanmis en az 10000 sayim gergeklestirildi.

3.2.5 Tripan Mavisi Boya Dislama Testi ile Viabilite Tayini

Viabilite tayini yapilmasi planlanan 6rneklerden hicre yogunluguna gore 2-10 pl
alindi ve 5 pl hazirlanmig tripan mavisi sollisyonu ile lam {izerinde karigtirildi. Boyanin
homojen olarak dagilmasi saglandiktan sonra uzeri lamel ile kapatilarak 1sik
mikroskobu yardimiyla hiicre sayimi gergeklestirildi. Degerlendirme sirasinda canh
hiicrelerde boya hiicre icerisine giremediginden parlak beyaz renkte, 61l hiicreler ise
hiicre zarindan boyayi gegirdikleri igcin mavi renkte géruldi. Degerlendirilen her bir
ornekte 3 farklh alanda en az 100 hiicre sayimi yapildi ve canhlik asagidaki formile

gore hesaplandi.
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Viabilite (%) = (canl hiicre sayisi + toplam sayilan hiicre sayis1)x100

3.2.6 TUNEL testi ile DNA fragmantasyonu analizi

DNA hasar 6lgimu yapilacak hicreler dncelikle bulunduklar kiltir kabindan tripsin
enzimi yardimi ile kaldirilarak stispansiyon haline getirildi. Suspansiyondan 50-100
pl’lik bir 6rnek alinarak kuru bir lam Uzerine damlatildi ve hafifge lam (zerine
yayillarak kurumaya birakildi. Sonrasinda lam Uzerine sabitlenmis hicreler %4’lik
paraformaldehit kullanilarak fikse edildi. Fikse edilen lamlar +4°C’'de taze olarak
hazirlanmis %0.1’lik Triton-X / %0.1’lik sodyum sitrat sollisyonu karisiminda 2 dakika
inkibe edildi. Sonrasinda lamlar iki kez PBS ile yikanarak oda sicakliginda kurumaya
birakildi. Calisilacak alan uygun bir sekilde isaretlenerek bu alana taze olarak
hazirlanmis 10 pl Tunel mix solisyonu (1 pl enzim solisyonu + 9 ul isaretleme
sollisyonu) eklendi ve alan 22x22 lamel ile kapatildi ve 37°C'de 1 saat nemli ortamda
inkGibe edildi. Lam slre sonunda 3 kez PBS ile yikanarak kurumaya birakildi. Son
asamada 6rnek tzerine DAPI boyasi damlatilarak hiicreler sayima ve degerlendirmeye
alindi.  Sayim islemi en az 2 farkh alanda 100 hiicre (nikleus) degerlendirmesi ve

ortalamalar alinarak gergeklestirildi.

3.2.7 In Vitro Farkhlasma Amagh Hiicre Kiiltiiri

In vitro farklilasma uygulanacak hiicreler, ilk asamada 25 cm?lik hiicre kiltir kaplari
icinde 37 °C'de %5 CO, ortamda inkilibe edilerek, ¢ogalmalar saglandi. 2-7 giin
suresince hiicresel ¢gogalma gozlenen ve hiicrelerin kabin ylzeyini %70-90 oraninda
kapladigi gozlenen gruplarda hicreler 2 kez Ca-Mg igermeyen DPBS tamponu
kullanilarak yikandi ve tripsin solisyonu eklenerek hiicrelerin kabin yizeyinden
ayrilmalari saglandi. Elde edilen hiicre siispansiyonu Uzerine, tripsin enzimini bloke
etmesi amaci ile 5 ml komplet hicre kiltir mediumu eklenerek stispansiyon her bir
deney grubu icin (her bir kap icerisinde 1 ml hiicre siispansiyonu olacak sekilde) 4
adet merkezi-kuyucuklu (center-well) kiltlr kaplari igerisine pasajlandi. Kalan 2 ml’lik
hiicre suspansiyonu, 2 farkli 6 cm’lik kiltir kabi igerisine 10 wl’lik damlaciklar halinde
(mikrokiitle-micromass) ylzeyde belirli aralklarla ekildi ve mevcut literatiirde

aciklandigi sekilde 37 °C’'de %5 CO, ortaminda ve yiksek nem igeren inklibatorde 3
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saat inktbe edildi [21], [119]. Mikrokitle yontemi uygulanmamis kaplarda pasajdan

24 saat sonra hucre kiltir mediumu tazelendi.

Dort adet merkezi-kuyucuklu kiltir kabinin 2’si kontrol grubu olarak segildi ve bu
gruptaki hicrelerin iginde buyataldtgi kaltir mediumu 14 giin boyunca her 2-3
glnde bir taze komplet hiicre kiltir mediumu olarak tazelendi. Bu kaplar disinda
kalan 2 kap sirasi ile adipojenik ve osteojenik farklilasmanin indiklenmesi igin daha
once bolim 3.1.3’te agiklanan STEMPRO ticari in vitro farkhlastirma mediumlari ile
inkGibe edildiler. Bu kaplarin disinda hazirlanmis olan mikrokutle kaplarinin biri
komplet hiicre kiltir solisyonu ile (kontrol), digeri de kondrojenik farklilasmanin

tayini amaci ile STEMPRO kondrogenez farklilasma mediumu ile kiltire edildi.

Kontrol grubu ve farklilasma grubundaki tim kaplar ayni zaman diliminde (14 giin
boyunca) biyatildiler ve kaplardaki hiicrelerin iginde blyttilduga kaltir mediumlari

deney koluna gore her 2-3 glinde bir tazelendi.

3.2.8 Hiicresel Farklilagmanin Immiinohistokimyasal Boyama Yontemleri ile

incelenmesi

in vitro farklilasma amagh inkiibasyon siiresinin sonunda tiim kaplar %4’liik
paraformaldehit ile fikse edildi ve farklilasmanin beklendigi hiicre tipinin tayini igin Qil
Red O (adipojenik), Alsian mavisi (kondrojenik) ve Alkalin fosfataz (ALP) boyama

(osteojenik) teknikleri uygulandi.

3.2.8.1 Adipojenik farklilagsmanin immiinohistokimyasal tayini

Adipojenik farklilasma igin Oil Red O boyama protokoli literatiirde daha 6nce
belirtildigi sekilde uygulandi [23]. Paraformaldehit ile fikse edilmis hiicreler dnce
deiyonize su ile yikandi. Sonrasinda %60 izopropanol igerisinde %0.2’lik Oil Red O
boyama solilisyonu ile oda sicakliginda 15 dakika inkibe edildi. Sonrasinda ikinci bir
deiyonize su ile ylkama agsamasini takiben hiicreler adipojenik farklilasma bakimindan
(kirmizi boyanmis olan lipid vesikilleri tayin edilerek) 1sik mikroskobu kullanilarak

incelendi.
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3.2.8.2 Kondrojenik farklilasmanin immiinohistokimyasal tayini

Kondrojenik farklilasma tayini igin, mikrokitle yontemi ile hazirlanmis ve 14 gin
suresince kontrol ve kondrojenik farklilasma mediumu ile inkibe edilmis farkl
kaplarda Alsian mavisi boyama yontemi kullanildi. Paraformaldehit ile fiksasyon
sonrasi hicreler 2 kez deiyonize su ile yikandi ve %70’lik etanol igerisinde
bekletildiler. Dehidrasyon asamasini takiben mikrokdtle yapilari parafine gdmdaldi ve

5-mm’lik kesitler alinarak Alsian mavisi boyama protokoli ile incelendi [120].

3.2.8.3 Osteojenik farklilagsmanin immiinohistokimyasal tayini

Osteojenik farklilasmanin tespiti icin Alkalin fosfataz boyama ydntemi kullanildi.
Paraformaldehit ile fiksasyon sonrasi hiicreler daha 6nce literatlirde anlatildigi sekilde
[121], 2 kez deiyonize su ile yikandiktan sonra ALP boyama sollsyonu ile 15 dakika
inkGibe edildi. Boyanin deiyonize su ile tekrar yikanmasi sonrasinda renk degisimi

mikroskop altinda incelendi.

3.2.9 insan ADK-MKH érneklerinin Kriyoprezervasyonu ve Coziilmesi

CGalisma kapsaminda elde edilmis ADK-MKH 6rneklerinin kriyoprezervasyonu, asamali

yavas dondurma ve vitrifikasyon teknikleri kullanilarak gergeklestirildi.

3.2.9.1 Asamali Yavas Dondurma Protokolii

ADK-MKH o6rneklerinin agamali yavas dondurma metodu ile islenmesi tek asamali
olarak gergeklestirildi. Kriyoprezervasyon oncesinde hiicreler buyataldikleri kaltir
kaplarindan tripsin-EDTA enzimi uygulanarak kaldirildi ve 300 g’de 10 dakika santrifij
edilerek 15 ml’lik konik tlip icerisine toplandi, supernatan sollsyonu uzaklastirildi.
Ornekler sonrasinda ilgili kriyoprotektan soliisyonu ile oda sicakhginda (22°C - 24°C)
10 dakika inkiibe edildiler. inkiibasyon sonrasinda hiicre &rnekleri kriyotipler
icerisine konularak sogutma hizinin programli olabilmesi amaci ile 6nce 4 saat -
20°C’de daha sonra gece boyunca -80°C’de bekletildi ve son asamada sivi nitrojen

icerisinde saklandi.
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3.2.9.2 Vitrifikasyon Protokolii

ADK-MKH orneklerinin asamali yavas dondurma metodu ile islenmesi iki agamali
olarak gerceklestirildi. Kriyoprezervasyon oncesinde hiicreler blyutuldikleri kiltir
kaplarindan tripsin-EDTA enzimi uygulanarak kaldirildi ve 15 ml’lik konik tiip igerisine
300g’de 10 dakika santriflij edilerek toplandi, supernatan sollisyonu uzaklastirildi.
Birinci asamada ADK-MKH o&rnekleri ilgili gruba gore belirlenmis dengeleme
sollisyonu/kokteyli ile oda sicakhginda (22°C - 24°C) 10 dakika inkiibe edildiler. Adi
gecen dengeleme siirelerinin bitiminde tlip icindeki dengeleme soliisyonu 300 g’'de 5
dakika santriflj edilerek uzaklastirildi, pellet reslispanse edildi ve igerisine
vitrifikasyon soliisyonu eklenerek 10 dakika bu soliisyon ile inkiibe edildi. inkiibasyon
slresi bitiminde hicreler 300 g’'de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiraldl, Ust
kissmdaki fazla vitrifikasyon sollsyonu uzaklastirildi ve pellet kalan vitrifikasyon
sollisyonu ile nazikce resilispanse edilerek kriyotipler icerisine bolindi. Kriyotlipler
zaman kaybetmeden sivi nitrojen igerisine daldirildi ve sonrasinda kriyoprezervasyon
isleminin tamamlanmasini miteakip -196°C’'de incelenekleri giine kadar saklandi.
Sekil 3.3’te vitrifikasyon Oncesi hazrilanmis kriyoprotektan kokteyl sollisyonlari ve

islem bitiminde hicrelerin nakledilip dondurulacagi kriyotlpler gérilmektedir.

Sekil 3.3 Vitrifikasyon igin hazirlanmig sollsyonlar ve kriyotipler
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3.2.9.3 ADK-MKH Orneklerinin ¢oziilmesi

Dondurularak belirli bir stre saklanan ADK-MKH &rnekleri planlanan saklama

surelerinin bitiminde hizli ¢6zme yontemi kullanilarak ¢ézilduler.

ilk asamada sivi nitrojen icerisinde saklanan érnekler oda sicakligina getirildi ve 5
dakika oda sicakhginda bekletilerek tlpin etrafinda bulunabilecek mevcut sivi
nitrojen artiklarinin buharlagsmasi saglandi. Daha sonra kriyotlpler 37°C’deki su

banyosunda inkiibe edilerek tiip igerigi ¢ozilda.

Tup igindeki tim Ornegin ¢6zildUglinin gorildigld asamada tlpler uygulanan
dondurma protokoliine gére yikama islemlerine tabi tutuldu ve Ornek igindeki

kriyoprotektanlar kademeli olarak uzaklastirildi.

Asamali yavas dondurma uygulanan grupta bu asamada hicreler dncelikle 15 ml’lik
konik tip igerisine alindi ve 2 kez komplet kiltir mediumu eklenmek ve 300g’de 10

dakika santrifiij etmek sureti ile kriyoprotektan uzaklastirildi.

Vitrifikasyon teknigi uygulanan gruptaki ADK-MKH hicreleri 10’ar dakikalik
inkGibasyon sureleri ile sirasiyla 1M ve 0,5M Suikroz solliisyonu igerisine alinarak
inklibe edildiler. Son asamada dokular 10 dakika komplet klltiir mediumu ile yikandi,
inklibasyon ve yikama asamalari arasindaki gecisler 300 g’de 10 dakika santrifij

yapilarak saglandi.

3.2.10 insan Adipoz Doku Orneklerinin Kriyoprezervasyonu ve Coziilmesi

Galisma kapsaminda arastirma amagh elde edilmis adipoz doku Orneklerinin
kriyoprezervasyonu, asamali yavas dondurma ve vitrifikasyon teknikleri kullanilarak
gerceklestirildi. Kriyoprezervasyon oncesi adipoz dokularin stiziilmesi, calisma planina
gore ilgili inkiibasyon kaplarina alinmasi ve farkli kriyoprotektan solisyonlari ile

inkibe edilmeleri Sekil 3.4, 3.5 ve 3.6’da gortlmektedir.

45



Sekil 3.4 Lipoaspirat 6rneklerinin doku dondurma asamasi igin ayrilmasi

Sekil 3.5 islemde kullanim &ncesi lipoaspirat érneginin siiziilmesi
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Sekil 3.6 Dengeleme agsamasi 6ncesi ilgili kaplara ayrilmis doku 6rnekleri

3.2.10.1 Asamali yavas dondurma Protokolii

Adipoz doku 6rneklerinin asamali yavas dondurma metodu ile islenmesi tek asamall
olarak gerceklestirildi. Ornekler, Cizelge 3.4’te belirtilmis deney planina gore steril
kaplar icerisinde ilgili kriyoprotektan sollisyonu ile oda sicakliginda (22°C - 24°C) 10
dakika inkiibe edildiler. inkiibasyon sonrasinda érnekler mevcut rutin asamali yavas
dondurma protokoliine gére her bir deney grubu icin 4 ayri tlip icerisinde 3 ml doku
ornegi olacak sekilde kriyotlipler icerisine konularak sogutma hizinin programli
olabilmesi amaci ile 6nce 4 saat -20°C’de daha sonra gece boyunca -80°C’de bekletildi

ve son asamada sivi nitrojen icerisinde saklandi.

Cizelge 3.4 Asamali yavas dondurma uygulanan dokularda altgruplara gore kullanilan
dengeleme soliisyonlari

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4
Dengeleme Komplet %10 DMSO %10 DMSO+ 0,5M Siikroz
Solilisyonu medium 0.2 M Siikroz
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3.2.10.2 Vitrifikasyon Protokolii

Adipoz doku o6rneklerinin vitrifikasyon metodu ile islenmesi iki asamali olarak
gercgeklestirildi. Birinci asamada dokular deney planina gore ayrildiklari kaplar
icerisinde ilgili gruba gore belirlenmis kriyoprotektan sollisyonu ile oda sicakliginda
(22°C - 24°C) Cizelge 3.5'te belirtildigi sekilde 10, 20 ve 40 dakika olmak Uzere 3 farkli
alt grupta dengeleme amacgh inkibe edildiler. Adi gegen dengeleme sirelerinin
bitiminde her bir alt gruba ait kap igindeki dengeleme sollisyonu uzaklastirilarak
icerisine vitrifikasyon solisyonu eklendi ve 10 dakika vitrifikasyon sollsyonu ile
inkiibe edilen dokular 3 ml’lik kriyotipler igerisine alinarak (her bir altgrup 4 tip

olacak sekilde) sivi nitrojen igerisine daldirmak sureti ile vitrifiye edildiler.

Cizelge 3.5 Vitrifikasyon uygulanan dokularda altgruplara gére kullanilan dengeleme
ve vitrifikasyon solusyonlari

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Dengeleme Komplet medium %7.5 DMSO+ %7.5 DMSO+ | 0,5M Siikroz
Sollisyonu %7.5 EG %7.5 EG

Vitrifikasyon | Komplet medium %15 DMSO+ %30 DMSO+ | 0.5M Siikroz
Soliisyonu %15 EG %30 EG
+ 0.5 M Suikroz | +0,5M Siikroz

3.2.10.3 Adipoz Doku Orneklerinin Céziilmesi

Dondurularak belirli bir sire saklanan doku 6érnekleri, ilgili dondurma grubuna bagh
olarak (asamali yavas dondurma veya vitrifikasyon) planlanan saklama sirelerinin

bitiminde (1, 3, 12 ve 24 ay) ¢dzme islemine tabi tutuldular.

Asamali yavas dondurma protokolii uygulanan grupta, +4°C’de saklanan dokular oda
sicakligina alinmalarini mateakip komplet kiltir mediumu ile 300g’de 10 dakika
santrifiij edilmek sureti ile 2 kez yikandi. -20 °C’de ve -196°C’de saklanmakta olan

doku o6rnekleri 37°C'de hazir bulunan su banyosuna alinarak o6ncelikle dokunun
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¢O6zinmesi saglandi. Sonrasinda ilk grupta oldugu gibi yikama asamalari

gerceklestirildi.

Vitrifikasyon teknigi uygulanan gruptaki dokularda ¢ézme islemi dncesi tim 6rnekler
37 °C’de hazir bulunan su banyosuna alinarak 6ncelikle dokunun ¢6ziinmesi saglandi.
Sonrasinda tim gruplarda 6rnekler 10’ar dakikalik inkGibasyon sireleri ile sirasiyla 1M
ve 0,5M Sikroz sollisyonu igerisine alinarak inklibe edildiler. Son asamada dokular 10

dakika komplet kiltir mediumu ile yikandi.

3.2.11 Histolojik Inceleme

Deney zaman gizelgesine gore ¢6zme islemi uygulanan dokularin bir kismi histolojik
inceleme yapilmasi amaci ile ayrildi. inceleme 6ncesi doku érnekleri %10’luk formalin
soltsyonu kullanilarak fikse edildi. Seri olarak farkli konsantrasyondaki etanol ve en
son asamadaki ksilen yikamalarindan sonra parafin igerisine gémilerek 5um’lik
kesitler alindi. Alinan kesitler daha sonra hematoksilin&eozin boyamasi yapilarak
incelendi. inceleme 6ncesinde kesitlerin bulundugu lamlar rastlantisal olarak ve
incelemeyi yapan kisiden bagimsiz biri tarafindan numaralandirildi ve degerlendirme
islemi tek-kor galisma olarak gergeklestirildi. Her bir 6rnek, dokunun olasi yapisal

hasari, dejenerasyonu ve hiicresel butinligi yoninden degerlendirildi.

3.2.12 GCézme Sonrasi Adipoz Doku Orneklerinden ADK-MKH izolasyonu ve

Ekspansiyonu

Deney zaman gizelgesine gére ¢ézme islemi uygulanan dokularin histolojik inceleme
icin ayrilan kisim diginda kalan miktari adipoz dokudan ADK-MKH izolasyonu amaci ile
islendi. Hicre izolasyonu, bolim 3.2.2°de anlatildig1 sekilde gerceklestirildi. Hicre
izolasyonu yapilacak doku ornekleri 6ncelikle 25 cm® hiicre kiltir kaplari icerisine
alindi, sonrasinda 10 ml %0,02’lik Tip | kolajenaz enzimi ve antibiyotik/antimikotik

iceren DMEM sollsyonu ile 37 °C’de 30-60 dakika inkube edildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7 C6zme sonrasi adipoz dokulardan hiicre izolasyonu

Her 10 dakikada bir kap nazik¢e calkalanmak sureti ile enzimatik reaksiyonun doku
genelinde homojen olmasi saglandi. inkiibasyon sonrasi elde edilen heterojen
suspansiyon son calkalama sonrasi 15 dakika 37°C’'de bekletilerek hicrelerin hiicre

maturasyonuna goére tabakalar halinde ayrismasi saglandi

Alt tabakada yer alan SVF hucreleri 10 ml’lik steril pipet kullanilarak Ust tabakayi
rahatsiz etmeden nazikce aspire edildi ve temiz bir flask icerisinde 1:1 oraninda
komplet hiicre kaltir mediumu ile karnistirilmak sureti ile enzimin aktivitesi
durduruldu ve sispansiyon 15 ml’lik konik falcon tlpler igerisine nakledildi.
Sonrasinda tlip 300 g’de 10 dakika santrifiij edilerek hiicrelerin pelet olusturmasi
saglandi. Silpernatan atildiktan ve pelet komplet hiicre kiltir mediumu ile
resuspanse edildikten sonra ikinci bir santrifij asamasi ile yikama yapildi. Pelet
resuspanse edilerek lizerine RBC Liziz tamponu eklendi ve oda sicakliginda 5 dakika
inklibe edilmesini miteakip son bir santrfiij yilkama asamasi sonrasi hiicre sayimi ve
viabilite degerlendirilmesi yapilarak daha dnceden ayrilmis hiicre kaplarina ekimleri

gerceklestirildi.

ilk gruptaki tipler (#1-4), doku diizeyinde inceleme kisminda oldugu gibi
konvansiyonel asamali yavas dondurma ¢alismalarinda kullanilan kriyoprotektan

iceriklerine gore gruplandilar. Tipler ilk olarak 300 g’'de 5 dakika santrifiij edildi ve
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supernatan atildi. Pelet resuspanse edilerek her bir tlip icerisine isaretlendigi deney
grubu solliisyonundan 3 ml eklenerek karistirildi. Her bir tiip igerigi, daha énceden
isaretlenip etiketlenmis 3 kriyotip igerisine, her bir kriyotlipte 1 ml sollisyon olacak
sekilde aktarildi. Tlpler (toplamda 12 adet) sirasi ile +4°C’de, -20°C’de bekletildiler ve
son asamada sivi nitrojen igerisine aktarilmak sureti ile asamali yavas dondurma

protokoll uygulandi.

ikinci gruptaki tiipler (#5-8; Vitrifikasyon grubu) ilk olarak 300 g’de 5 dakika santrifijj
edildi ve supernatan atildi. Pelet resuspanse edilerek her bir tiip igerisine isaretlendigi
deney grubu sollisyonundan (Bu asamada VS1 ve VS2 icin ayni ES soliisyonu) 2 ml
eklenerek karistirildi ve 300g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi supernatan
hizla uzaklastirildi ve her bir tlp igerisine isaretlendigi deney grubu solisyonundan 3
ml eklendi. Tip igerikleri daha 6nceden isaretlenip etiketlenmis 3 kriyotiip igerisine,
her bir kriyotlipte 1 ml sollisyon olacak sekilde aktarildi. Tiipler (toplamda 12 adet)

dogrudan sivi nitrojen igerisine aktarild.

Dondurularak 15 giin saklanan hicre 6rnekleri, ilgili dondurma gurubuna bagli olarak

(asamali yavas dondurma veya vitrifikasyon) ¢ozme islemine tabi tutuldular.

Asamali yavas dondurma protokolli uygulanan grupta, -196 °C’de saklanmakta olan
hiicre 6rnekleri 37°C’de hazir bulunan su banyosuna alinarak 6ncelikle tip igeriginin
¢ozlinmesi saglandi. Sonrasinda 37 °C’de isitilmis komplet hicre kiltir mediumu
kullanilarak 300 g de 10 dakika santriflj uygulayarak yikandi ve kriyoprotektan
uzaklastinldi. Bu asamada bolim 3.2.1.6’da detayli olarak anlatildigi sekilde tripan
mavisi boya dislama testi kullanilarak hiicresel diizeyde canlilik tayini gergeklestirildi.
Son asamada pelet resuspanse edildi, hiicrelerin taze komplet hticre kiltir mediumu
eklenerek 25 cm”lik flasklarin icine aktarildi. Her bir gruba ait siispansiyon hiicre

gelisiminin gozlenmesi ve takibi icin 37 °C'de %5 CO, ortaminda inkube edildi.

Vitrifikasyon teknigi uygulanan gruptaki hiicreler de ilk grupta oldugu gibi 37 °C’de
hazir bulunan su banyosuna alinarak oncelikle tlp igeriginin ¢déziinmesi saglandi.
Sonrasinda tim gruplarda 6rnekler 10’ar dakikalik inkibasyon sireleri ile sirasiyla 1M
ve 0,5M Siikroz sollisyonu icerisine alinarak inkiibe edildiler. Son asamada hiicreler 10

dakika komplet kiltlir mediumu ile yikandiktan sonra bolim 3.2.1.6’da detayl olarak
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anlatildig1 sekilde tripan mavisi boya dislama testi kullanilarak hiicresel dizeyde
canhlik tayini gerceklestirildi. Daha sonra hiicresel gelisiminin gézlenmesi ve takibi igin

37 °C’de %5 CO, ortaminda inkibe edildi.

3.2.13 istatistiksel Analiz

Elde edilen sonuglar her bir parametre igin en az 4 farkh 6l¢im seklinde alinmis ve
sonuglar ortalamaz=standart sapma olarak belirtilmistir. Gruplarin karsilastiriimasinda

t-test kullaniimistir ve p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli degerlendirilmistir.
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BOLUM 4

DENEY SONUCLARI

4.1 insan Adipoz Dokularindan ADK-MKH izolasyonu ve In Vitro Kiiltiirii

Galismanin hiicresel diizeydeki kisminda kullanilmak tzere, ilk asamada bolim
3.2.1’de detayl olarak anlatilan sekilde lipoaspirasyon (n=4) ve karin germe (n=2)
ameliyati geciren 6 farkh kadin donodrden elde edilmis adipoz dokulari, ADK-MKH
izolasyonu amaci ile enzimatik ayristirmaya tabi tutuldu. Ayristirma sonrasi elde
edilen SVF suspansiyonlarinin asagidaki sekilde laboratuar ortaminda kultirleri

gerceklestirildi:

i) SVF sispansiyonlari dogrudan kiltir ortamina alindi (n=4). Hicreler 25
cm?lik hicre kiiltir kaplari icerisine komplet kiiltir mediumu eklenerek
aktarildi ve buyatalda.

ii) SVF siispansiyonlari MidiMACS manyetik hiicre ayristirma sistemleri ve
Lineage depletion kit kullanilarak cihaza bagli kolonlardan gegirildi (n=2).
Bu sayede SVF igerisinde yogun miktarda bulunan kan ve bagisiklik sistemi
kokenli mononukleer hiicrelerin siispansiyondan uzaklastirilmasi saglandi
(Sekil 5.1). Suzllen ve progenitor hiicreler bakimindan zenginlestirilmis
yeni stispansiyon 25 cm?lik hiicre kiltir kaplari igerisine komplet kiiltir

mediumu eklenerek aktarildi ve buyataldu.
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Sekil 4.1 Manyetik hiicre ayristirma sistemi ile ADK-MKH izolasyonu

Her iki izolasyon grubundaki hicreler in vitro kiltir ortaminda paralel olarak
blyatildia ve gozlendi. Manyetik tabanl hiicre ayristirma islemine tabi tutulan SVF
orneklerinde, ayristirma sonrasi yapilan hicre sayiminda baslangictaki hiicre
sayllarinin yariya yakin bir oranda azaldigl gozlendi. Ayristirma sonrasi kiltlr
kaplarina ekimi yapilan hicrelerin, 1.grupta SVF hiicrelerinin dogrudan kiiltlire alinip
blyutildiglu kaplara kiyasla morfolojik olarak homojen bir goriinimde oldugu
gozlendi. Ayni hiicreler ile yapilan in vitro ekspansiyon karsilagtirilmasinda hiicrelerin
kaba yapismasini takip eden giinlerdeki hiicresel gelisimde istatistiksel olarak anlamli
bir farkhlik gdzlenmedi. Manyetik ayristirma islemi uygulanmadan dogrudan kiltdra
yapitlan hicre gurubunda morfolojik homojenite ancak 4. pasaj sonrasinda

saglanabildi.

1. gruptaki hiicrelerin primer kiltir sonrasi gerceklestirilen ilk pasaj sirasinda, tripsin-
EDTA sollisyonu ile kaldirilarak stispansiyon halde toplanan hiicrelerin bir kismi farkli
hicre yogunluklarinin adipoz-kaynakli mezenkimal kok hilicre ekspansiyonuna
etkisinin tespit edilebilmesi amaci ile 25 cm?® ve merkezi-kuyucuklu kiltiir kaplari
kullanilarak gergeklestirilen konvansiyonel hiicre kiltir metoduna paralel olarak

mikro kapiler metod kullanilarak byatalda.
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Cizelge 4.1‘de bu asamada test edilen farkli in vitro ekspansiyon metodlari igin

kullanilan farkh hiicre yogunluklari gérilmektedir.

Cizelge 4.1 Mikro kapiler metodu ile konvansyonel kiltir karsilastirilmasinda
kullanilan hiicre yogunluklari

25cm? Merkezi-kuyucuklu | Mikro Kapiler

kiltar kabi kiltlr kabi Tilp
50000 100 100
(hticre/ml)
1000 10 10

Konvansiyonel kiiltirde 25 cm®lik kiiltir kaplarinda 50.000 hiicre/ml hiicre
yogunlugu ile ekimi yapilan hiicrelerin 24 saat sonrasinda kabin ylizeyine tutunarak
gelismeye basladigi gozlendi. ilk pasajda farkh biyiikliklerde ve morfolojilerde
olduklari gézlenen hiicreler, ikinci pasajdan itibaren morfolojik olarak daha homojen
bir yapi gosterdiler ve hicrelerin 7-10 glin igerisinde kabin yuzeyinin %80’lik bir
kismini kapladigi gozlendi. 3. ve 4. pasaj ve sonrasinda ise kiltirdeki hucreler
morfolojik olarak homojen bir yapi gosterdiler. Alternatif olarak 1:50 oraninda dille
dilerek 1000 hiicre/ml olarak ekim yapilan kultir kaplarindaki hicreler, ayni kaltar
takibi siiresince paralel olarak islendi ve gbzlendi. Bu ikinci grupta, baslangigta kabin
tabanina tutunarak mezenkimal kok hicreye-benzer bir morfolojik yapi gosteren
hiicreler, kultlrin ilerleyen dénemlerinde gogalma gostermeyerek, hiicrelerde genel
olarak sitoplazmik granilasyon, canlilik kaybi ile sonuglanan sitoplazmik uzantilar ve

dejenerasyon isaretleri gozlendi.

Konvansiyonel kiltiirde merkezi-kuyucuklu kiltir kaplarina 100 hiicre/ml olarak ekim
yapilan hiicrelerin 25 cm?lik kiltir kaplarinda oldugu gibi bulunduklari kabin
tabanina tutunarak c¢ogalmaya basladigi gozlendi. Mikroskobik inceleme sonrasi
hiicrelerin literatiirde tanimlanmis kok hiicre morfolojisine sahip olduklari ve in vitro
kaltirde beklendigi sekilde ¢ogaldiklari, ilk asamada 50000 hiicre/ml olarak 25 cm?lik
kaltur kabi igerisine ekimi yapilan hiicreler ile benzer bir proliferasyon ve yogunluk

olusturduklari goézlendi. Merkezi-kuyucuklu kaplar igerisine 1:10 oraninda dilue
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edilerek ekimi yapilan (10 hicre/ml yogunlukta) hicrelerde ise, ilk grupta dilte
edilerek 25 cm?lik kaplara ekimi yapilan hiicrelere benzer sekilde gelisim durmasi ve
dejenerasyon gozlendi. Bu grupta, takip sonrasi verimli bir in vitro ekspansiyon ve

adaptasyon elde edilemedi.

Merkezi-kuyucuklu kaplar ile ayni hiicre yogunlugu kullanilarak mikro kapiler metod
ile cam kapiler tuplere ekimi yapilan hiicrelerde ise her iki farkh yogunlukta (100
hicre/ml ve 10 hicre/ml) da takip stiresi sonunda hiicrelerin eksponansiyel olarak
cogaldiklari, kok hilicre-benzeri morfolojik yapilarini koruduklari gozlendi. Bu
gruplarda in vitro kiltirin 11. gininde MKM metodu ile buydtilen hicreler
pasajlanarak sirasi ile merkezi-kuyucuklu kaplara ve 5-6 glnlik bir in vitro kiltar

sonrasinda ise 25 cm?lik kiiltiir kaplarina alinarak in vitro ekspansiyonlari saglandi.

4.2. ADK-MKH’lerin K6k Hiicre Olma Ozellikleri Bakimindan Karakterizasyonu

Galismanin bu agamasinda insan adipoz dokularindan enzimatik ayristirma metodu ile
elde edilmis insan ADK-MKH’leri, literatiirde bildirilmis, mezenkimal kok hiicre olarak
adlandirilabilmek igin hiicrelerin sahip olmasi gereken minimum kriterler bakimindan

degerlendirildi [122], [123], [124].

Hucreler ilk olarak mevcut kiltir kosullarinda farkli gelisim glinlerinde faz kontrast
mikroskobu altinda hiicresel gelisim ve morfoloji bakimindan olarak incelendi. Primer
pasajlarini (p=0) takiben, izolasyonu gergeklestirilen tim hiicrelerin ardisik pasajlarda
icinde bayataldikleri kabin tabanina yapisarak fibroblastik hiicre morfolojisi-benzeri

bir yapida gelisip ¢ogaldiklari gdzlendi (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3).

Hicreler bu siirecte ayrica adipoz dokunun elde edilme yontemine (lipoaspirasyon
veya cerrahi eksizyon), SVF slispansiyonunun manyetik hiicre ayristirma yontemleri
ile stizilup stzilmemesine veya dondr yasina gore degerlendirildi ve degerlendirme
sonrasi gruplar arasinda belirgin hiicresel ve morfolojik farklilik olmadig gézlendi.
GOzlem yapilan dénemdeki (1. ve 10. pasaj arahgi) hiicre gelisimi, hiicre bélinmeleri
ve morfolojilerinde de pasajlar arasinda herhangi bir degisiklik (senesans, nekrotik ve
apoptotik hiicre oranlarinda) gézlenmedi. Hcrelerin farkh pasaj asamalarindaki faz
kontrast mikroskobu altindaki gorintileri Sekil 4.4 — Sekil 4.7’da gosterilmektedir.

Ayni hicreler ile gergeklestirilen immunofenotipleme ¢alismasi sonrasinda, elde
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edilen hicrelerin kok hiicre olma kriterlerinde belirtilen ylizey antijenleri yoniinden
(pozitif ve negatif) mevcut literatir ile uyumlu oldugu gozlendi. Calisma dahilinde
elde edilen farkli ADK-MKH’lerin immiinofenotipleme sonrasi akis sitometrisi
bulgulari Cizelge 4.2'te, pozitif/negatif ylizey antijenleri ile ilgili CD90, CD73, CD34 ve
CD45’e ait ornek akis sitometrisi 6lcimleri sonucu 6rnek gorintileri Sekil 4.8'te

gosterilmektedir.

Sekil 4.2 ADK-MKH izolasyonu sonrasi 24 saat sonraki hiicre kiltlr goérintisi
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Sekil 4.3 ADK-MKH hicrelerinin in vitro ortamda 1 haftalik kiltiir sonrasi kiltir
kabinin tabanini kaplamis goriintis

Sekil 4.4 ADK-MKH’lerin in vitro kultiir(i, 2.pasaj
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Sekil 4.5 ADK-MKH’lerin in vitro kiltird, 4.pasaj
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Sekil 4.7 ADK-MKH’lerin in vitro kaltlrd, 10.pasaj
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Cizelge 4.2 Calismada elde edilen farkli ADK-MKHlara ait akis sitometrisi sonuglari

Yiizey Antijenleri % pozitif (en distk-enyuksek)
CD34 1,37-2,40
CD45 2,09-4,72
CD73 97,0-99,2
CD29 (IntergrinB1) 99,0-99,4
CD90 (Thy-1) 99,4 -99,7

2

CD34 FITC

CD90 FITC
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Sekil 4.8 Hiicresel diizeyde inceleme asamasinda kullanilan ADK-MKH hiicrelerinin
akis sitometrisi sonuglari
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Son olarak, in vitro kiltliri yapilan hicreler in vitro sartlarda kemik, kikirdak ve
adiposit hiicresine doniisebilme potansiyelleri acisindan degerlendirildiler. 14 giinlik
in vitro farklilagsma ortaminda hiicreler, kiilttre edilmeleri sonrasinda etkin bir sekilde
adipojenik, kondrojenik ve ostejenik yonde farkhlastilar. Sekil 4.9, 4.10 ve 4.11’de

adipojenik farklilagmaya ait resimler gorilmektedir.

Sekil 4.9 ADK-MKH’lerin IVD potansiyellerinin dlglilmesi - 14 giinlik IVD sonrasi
kontrol grubu hicreleri

Sekil 4.10 14 glinltk IVD sonrasi adipojenik farklilasma
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Sekil 4.11 14 glinltk IVD sonrasi adipojenik farklilagsmanin Oil Red O boyamasi sonrasi
gorinumu

Bulgular dogrultusunda, calisma kapsaminda izole edilerek kiltirld yapilan adipoz
doku-kaynakli mezenkimal kok hicrelerin uluslararasi kék hiicre arastirmalari
tarafindan belirlenmis “kdk hiicre olarak tanimlanabilme” kriterlerini sagladiklari

gosterildi.

4.3 Kriyoprotektan Konsantrasyonunun ve Inkiibasyon Siiresinin Hiicresel

Diizeydeki Toksik Etkilerinin ADK-MKH’ler Kullanilarak incelenmesi

Calismanin bu asamasinda, calisma dahilinde test edilen protokollerde birincil
kriyoprotektanlar olarak kullanilan DMSO ve Etilen glikol (EG) maddelerinin ADK-MKH
hiicrelerinin  kriyoprezervasyonu  sirasinda  olusturabilecekleri  sitotoksisite,
genotoksisite ve olasi farkli morfolojik etkileri, tripan mavisi boyamasi, TUNEL DNA

fragmantasyon testi ve rutin mikroskopik incelemeler dogrultusunda incelendi.

Bu amagla, 7-10. pasaj araliginda buyltilen ADK-MKH hiicreleri, bulyitilmekte
olduklari 25cm”lik kultir kaplarindan kaldirilarak planlanan deneyler kapsaminda

homojenize edildiler ve asagida detayli olarak anlatildigi sekilde incelendiler.
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ilk olarak hiicreler, dért grup halinde 4-kuyucuklu kaplar icerisinde (her bir grupta 5,
toplamda 20 adet 4-kuyucuklu kap) ve her bir kuyucukta yaklasik 50 bin hiicre olacak
sekilde es zamanh olarak ekildi ve gece boyunca buyatildid. Ertesi giin tim
gruplardaki hiicrelerin Gizerindeki kiltiir mediumlari aspire edildi ve yerlerine Cizelge
4.2’te belirtilen oranlarda DMSO ve EG igeren komplet kiltir mediumu konuldu.
Cizelge 4.3’de belirtilen gruplara gore ayrilmig kaplarin igerisindeki hiicreler, belirtilen
inkibasyon sirelerinin sonunda tripsin enzimi ile kaldirildi. Hiicre stispansiyonundan
alinan 50 pl'lik 6rnekler ile Tripan mavisi boya dislama testi kullanilarak hiicre

viabilitesi, TUNEL DNA fragmantasyon testi kullanilarak DNA hasari 6lguldu.

Cizelge 4.3 DMSO ve EG ile gergeklestirilen toksisite testinde kullanilan farkl
inkibasyon sureleri ve kriyopotektan konsantrasyonlari

inkiibasyon
Kriyoprotektan Test Konsantrasyonu
suresi
Grup 1 20 dak - %1 %7,5 %10 | %30
DMSO
Grup 2 40 dak - %1 %7,5 %10 | %30
Grup 1 20 dak - %1 %7,5 %10 | %30
EG
Grup 2 40 dak - %1 %7,5 %10 | %30

Deney kapsaminda farkli kriyoprotektan konsantrasyonlari ve siireleri ile inkiibasyon
sonrasl hicrelerde incelenen parametrelere gore hiicreler tGzerinde anlamli herhangi
bir morfolojik degisiklige/bulguya rastlaniimadi. Analiz sonrasi elde edilen hiicresel

canhlik ve DNA fragmantasyon oranlari Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’te gorilmektedir.

Farkl konsantrasyondaki DMSO ile bizzat karsi karsiya kalan hiicreler arasinda vitalite
sonuclari 20 dakikalik inklibasyon siireleri arasinda degisiklik gostermezken, 40
dakikalik inkiibasyon sonrasinda %10 ve (izeri konsantrasyonda kriyoprotektan iceren

gruplarda %6-8'lik ve istatistiksel olarak anlamli bir azalma gorildi.

EG igin 20 dakikalik inkiibasyon sirelerinde hiicresel canlilik oranlari arasinda fark
gozlenmedi. Bununla birlikte 40 dakikalik inkiibasyon surelerinin sonunda %30’luk EG
ile inkiibe edilen hicrelerden elde edilen canlilik oranlarinda istatistiksel olarak

anlamli azalma gozlendi.
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Sekil 4.12 Farkh DMSO konsantrasyonu ve inklibasyon sirelerine gore hiicresel

canhligin ve DNA fragmantasyonunun degerlendirilmesi
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Sekil 4.13 Farkh EG konsantrasyonu ve inklibasyon siirelerine gore hiicresel canliligin

ve DNA fragmantasyonunun degerlendirilmesi
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Vitalite testi ile ayni deney plani ¢ergevesinde gerceklestiriien TUNEL DNA
fragmantasyon testi sonuglarinda da incelenen tim ana ve altgruplarda DNA
fragmantasyon oraninin %1.2 ile %5.6 arasinda degistigi tespit edildi. Bununla birlikte
incelenen farkh konsantrasyonlar ve inklibasyon sirelerine goére istatistiksel olarak
anlamh bir farkhlik bulunmadi. TUNEL testi sonrasi negatif (DNA hasari bulgusuna
rastlanilmayan) ve pozitif (DNA yapisal hasar bulgusa rastlaniimis) hiicre ¢ekirdegi

gorintuleri sirasi ile Sekil 4.14 te ve Sekil 4.15te gosterilmistir.

Sekil 4.14 TUNEL test sonrasi DNA fragmantantasyonu gdstermeyen bir insan ADK-
MKH nikleus gérintisu

Sekil 4.15 TUNEL test sonrasi DNA fragmantasyonu gosteren bir insan ADK-MKH
nikleus gorintisa
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Bu bulgulara gore gerek DMSO, gerekse EG ajanlarinin artan konsantrasyonlarinin ve
20 dakikaya kadar olan inklibasyon siirelerinin, hiicrelerde yapisal, fiziksel ve islevsel
olarak anlamli bir farklihk olusturmadigi tespit edildi. 40 dakika inkliibasyon sonrasi
her iki grupta da gozlenen canlilik oranlarindaki azalmaya karsin TUNEL testi bulgular
40 dakikalik inkiibasyon sonrasi tiim gruplardaki DNA hasarlari oranlarinin benzer ve

disik dizeyde oldugunu gosterdi.

4.4 Kriyoprotektan Kokteyllerinin ve inkiibasyon Siiresinin Hiicresel Diizeydeki

Toksik Etkilerinin ADK-MKH’ler Kullanilarak incelenmesi

Galisma dahilinde asamali yavas dondurma ve vitrifikasyon protokolleri igerisinde
kullanilmasi planlanan kriyoprotektan kokteyllerinin ADK-MKH hiicreleri lzerinde
olusturabilecekleri sitotoksisite, genotoksisite ve olasi farkli morfolojik etkiler, iki
farkli dondurma teknigi ve Ug¢ farkh inkiibasyon siiresi bakimindan (t=10 dakika, t=20
dakika ve t=40 dakika) tripan mavisi boyamasi, TUNEL DNA fragmantasyon testi ve
rutin mikroskopik inceleme yontemleri ile Sekil 4.16 gosterildigi ¢alisma plani

dogrultusunda incelendi.

insan Adipoz Doku-Kaynakli Mezenkimal Kék Hiicreleri

Konvansiyonel Kriyoprezervasyon Vitrifikasyon
] m ® [ ] ® [ ] ™
Kontrol %10 DMSO %10 DMSO 0.5M Siikroz Kontrol ES+VS1 ES+VS2  0.5M Siikroz
+
0.2M Siikroz

Ug farkli inkiibasyon siiresinin karsilastiriimasi

10 dakika 20 dakika 40 Dakika

W 7

Sekil 4.16 Hiicre diizeyinde toksisite incelemesi galisma plani
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Kriyoprotektan ile

inklibasyon sirecinde,

asamali

yavas dondurma yaklasimi

uygulanan ve farkl kriyoprotektanlar ile muamele edilen hiicrelerde morfolojik olarak

gruplar arasi belirgin farkhliklar gézlenmedi.

Asamali yavas dondurma protokoli dahilinde kullanilan farkh kriyoprotektan ve

kokteyllere ait viabilite sonuglari Cizelge 4.4’te gbsterilmektedir.

Cizelge 4.4 Asamali yavas dondurma yontemi ile kriyoprezervasyon dncesi
kriyoprotektan ile farkli inklibasyon siirelerinin hiicre canhlg Gzerindeki etkisi

Hucresel canlilik ") Kontrol %10 DMSO | %10DMSO+ 0,5M
(%) 0,2M Siikroz | Sukroz
t10 dakika 98,2+2,4 98,0+2,3 96,7+3,2 97,0+4,2
t20 dakika 97,0+2,6 98,3%3,5 96,8+2,8 96,6+4,3
140 dakika 98,4+2,2 91,6+3,6 95,2+2,2 96,4+2,6

) Sonuglar ortalamazstandart sapma olarak verilmistir. ). p<0.05

Bu asamada sonuglar bir 6nceki deneyde farkli konsantrasyonlardaki DMSO ve
inkGibasyon sireleri ile elde edilen hicresel canlilik sonuglarina benzer bulundu. Tim
gruplarda 10, 20 ve 40 dakikalik inkiibasyon sonrasinda ylksek canlilik goézlendi,
bununla birlikte 40 dakikalik inkiibasyon sonrasinda %10 DMSO kullanilan grupta
anlamli bir viabilite dustkligi saptandi. Sekil 4.17’te asamali yavas dondurma
uygulanan grupta elde edilen sonuglar grafik olarak gosterilmektedir. Dolayisi ile
¢alisma kapsaminda asamali yavas dondurma uygulanan grupta kullanilan
kriyoprotektan konsantrasyonlarinin degisen inkibasyon sireleri sonunda hicre

viabilitesinde herhangi bir degisiklik olusturmadigi gosterildi.

Vitrifikasyon protokolii dahilinde kullanilan farkli kriyoprotektan ve kokteyllere ait

viabilite sonuglari Cizelge 4.5'te gosterilmektedir.
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Yavas dondurma uygulanmis hiicrelerde farkh inkiibasyon siireleri
sonrasi hiicresel canlilik oranlan

100,0% r i =
95,0% I % \ﬁ‘f
90,0%

85,0%

80,0%

75,0%
70,0% %10 DMSO+0.2M Siikroz

—&—Kontrol

—#— %10 DMSO

Canhihk

65,0% —»—0.5M Sikroz
60,0%
55,0%
50,0%

t=10 dakika t=20 dakika t=40 Dakika
Sekil 4.17 Asamali yavas dondurma yontemi ile kriyoprezervasyon oncesi

kriyoprotektan inkiibasyon surelerinin hiicresel canhlik Gizerine etkisi

Cizelge 4.5 Vitrifikasyon yontemi ile kriyoprezervasyon éncesi farkli dengeleme
surelerinin hicre canhligi Gzerindeki etkisi

Hiicresel canlilik ") Kontrol VS1 VS2 0,5M

(%) Sikroz

110 dakika 98,2+2,2 97,2+2,3 96,7+4,3 94,2+2,3
t20 dakika 97,0+2,4 83,7+3,3"" | 56,2+3,6!" 95,2+2,6
140 dakika 98,4+3,4 65,3x3,6) | 24,4258 90,1+3,1""

) Sonuglar ortalamazstandart sapma olarak verilmistir. =), p<0.05

Vitrifikasyon grubunda, kriyoprezervasyon amacli sogutma islemlerinin baslangic¢
noktasi olan t, zamaninda metilen mavisi ile hemositometre kullanilarak 6lgilen
hiicresel canhlik degerleri tiim gruplar igin benzer iken, inkiibasyon zamani ilerledikge

Ozellikle yuksek konsantrasyonda DMSO ve Etilen Glikol iceren VS1 ve VS2
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sollsyonlarinda inkibe edilen hiicrelerin canllik seviyelerinde Sekil 4.18’te belirtildigi
sekilde belirgin azalmalar gozlendi. Bu azalmanin, 6zellikle VS1 ve VS2 soliisyonu
icerisindeki hicreler igin to zamanindan baslayarak anlaml olarak distk oldugu

goraldu.

Vitrifikasyon uygulanmis hiicrelerde farkh inkiibasyon siireleri
sonrasi hiicresel canlilik oranlan

100,0% = =3
E
90,0%

80,0%

70,0%

60,0% —&— Kontrol

A

50,0% ——Vs1

Canlilik

40,0% VS2
30,0% T —>—0.5M Sikroz
20,0% 1
10,0%

0,0%
t=10 dakika t=20 dakika t=40 Dakika

Sekil 4.18 Vitrifikasyon teknigi ile kriyoprezervasyon oncesi farkli kriyoprotektan ile
inkGibasyon surelerinin hicresel canhlik Gizerindeki etkisi

Deney dahilinde yliksek konsantrasyondaki kriyoprotektanlardan olusan kokteyller ile
inkGibe edilen hicrelerde ilk 10 dakika suresince canlilik dizeylerinde herhangi bir
farklihk goriilmemesine ragmen (Sekil 4.19), sitoplazmik biliziilmeler ve yapisal sekil
bozukluklari kontrol grubuna gore anlaml derecede yiksekti. Gruplar arasi yapilan
karsilastirmalarda, yapisal degisikliklerin bir kisminin, sollsyonlarin igerdigi yuksek
konsantrasyondaki siikroza bagh oldugu anlasildi. Bununla birlikte, t;o zamanindan
itibaren oOzellikle VS2 grubundaki hiicrelerdeki yiksek kriyoprotektan ve ozmotik stres
seviyelerine baglh olusan toksik etkinin kendini hicre morfolojisi UGzerinde de
gostermeye basladigl, hiicrelerdeki nekroza benzer sitoplazmik tomurcuklanmalar ve

canlilik kaybinin belirgin olarak arttigi gozlendi Sekil 4.20 - 4.29).
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Sekil 4.19 Kriyoprezervasyon oncesi farkl kriyoprotektanlar ile inkiibasyon sonrasi

canlilik degerlendirmesi (t=10 dakika)

A) Kontrol; B) VS1; C) VS2; D) 0,5M Siikroz

Sekil 4.20 Dengeleme sollisyonu ile 20 dakika inkiibasyon sonrasi- Kontrol grubu

hicreleri (40X)
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Sekil 4.21 Dengeleme sollisyonu ile 20 dakika inklibasyon sonrasi-VS1 grubu hiicreleri
(40X)

Sekil 4.22 Dengeleme sollisyonu ile 20 dakika inklbasyon sonrasi -VS2 grubu hiicreleri
(40X)
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Sekil 4.23 Dengeleme sollsyonu ile 20 dakika inkiibasyon sonrasi-0,5M silikroz grubu
hicreleri (40X)

Sekil 4.24 Dengeleme sollsyonu ile 40 dakika inkiibasyon sonrasi-kontrol grubu
hicreleri (40X)
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Sekil 4.25 Dengeleme sollisyonu ile 40 dakika inkiibasyon sonrasi-VS1 grubu hiicreleri
(40X)

2

Sekil 4.26 Dengeleme sollisyonu ile 40 dakika inklibasyon sonrasi-VS2 grubu hiicreleri
(40X)
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Sekil 4.27 Dengeleme sollsyonu ile 40 dakika inkiibasyon sonrasi-0,5M slikroz grubu
hicreleri (40X)

Sekil 4.28 VS2 grubunda 40 dakika dengeleme sollisyonu ile inkiibasyon sonrasi
hiicrelerde gozlenen sitoplazmik tomurcuklanma
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Sekil 4.29 VS2 grubunda 40 dakika dengeleme sollisyonu ile inkiibasyon sonrasi
hicrelerin tripan mavisi boyamasi ile canlilik degerlendirmesi

Bu sonuglara goére vitrifikasyon igin kullanilan VS1 ve VS2 kriyoprotektan
kokteyllerinin 10 dakikadan fazla inkibasyon sireleri igin ADK-MKH hiicreleri

Uzerinde belirgin bir sitotoksik etki gdsterdigi belirlendi.

4.5 iki Farkh Metod ile Dondurulan ADK-MKH’lerin C6zme Sonrasi Canhlik, In Vitro

Ekspansiyon ve in vitro Farklilasma Potansiyellerinin incelenmesi

Onceki asamalardaki bulgulara dayanarak calisma kapsaminda elde edilen ve
bayataldakleri kaltir kabinin %90’in1 kaplamig olan 10. Pasaj asamasindaki ADK-MKH
hiicreleri, Tripsin-EDTA kullanilarak bulunduklari kaplarin yizeyinden kaldirildi, 300g
‘de 10 dakika santrifiij edilerek tek bir tlipte toplandi. Hiicreler daha sonra Sekil
5.30’da belirtilen deney planina gore 8 farkli grupta donduruldular ve ve -196°C’de 1

hafta boyunca saklandilar.

Saklama suresinin sonunda hiicreler kullanilan teknige uygun sekilde ¢ozilelerek

¢6zme sonrasi viabiliteleri tripan mavisi testi ile incelendi.
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: %10 DMSO

: %10 DMSO+0.2M Siikroz
: 0.5M Siikroz
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: Kontrol
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: 0.5M Siikroz
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Sekil 4.30 ADK-MKH’lerin farkli dondurma protokollerine goére gruplanmasi ve
kriyoprezervasyonu

Sekil 4.31'da taze dokudan izole edilmis ADK-MKH hiicrelerinin deney planina gore 8
ayri grupta dondurularak c¢ozilmesi sonrasinda elde edilen canliik oranlari
gosterilmektedir. Her iki grupta da (asamali yavas dondurma ve vitrifikasyon) kontrol
grubu olarak dondurulup c¢ozilen hiicrelerde viabilitenin dramatik olarak disik
seviyelerde oldugu gozlendi. Gruplar arasinda en yiiksek canlilik oranlari sirasi ile %10

DMSO0+0,2M sikroz grubu > VS1 grubu >%10 DMSO grubu > VS2 grubu seklinde idi.

Kriyoprotektan olarak 0,5M siikroz’un kullanildigi hiicreler ile gergeklestirilen asamali
yavas dondurma ve vitrifikasyon uygulamalarinda, ¢6zme sonrasi vitrifikasyon

uygulanan grupta anlamli olarak daha yiksek oranda canli hiicre elde edildi.
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Kriyoprezervasyon sonrasi canlilik (%)

100
90
B Kontrol (AYD)
80
%10 DMSO
70
B%10 DMSO+0,2M stikroz
60
B 0,5M suikroz
50
40 E Kontrol (VT)
(|
30 VS1
avs2

20

10 B0,5M Sukroz

Sekil 4.31 Asamali yavas dondurma ve vitrifikasyon ile kriyoprezervasyon uygulanan
ADK-MKH’lerin ¢g6zme sonrasi canlilik degerlendirmesi

Cozme sonras! viabilite degerlendirmeleri yapilan hiicreler 25cm? kaltir kaplari
icerisine alinarak 37°C’de %5 CO; iceren inkubator ortaminda kiltiir edildi. Yaklasik 4
glinllik kdltur siiresi sonunda kontrol grubu ve 0,5M slikroz grubu hiicrelerinde yeterli
hiicre gelisimi gozlenmediginden c¢alisma disi dirakildi. Diger kiltir kaplarinda
hicreler kiltir kaplarinin - yizeylerini %90 kaplamalarini mditeakip in vitro
ekspansiyon incelemesine tabi tutuldular. Bu amagla ilgili gruplara ait hicreler
tripsin-EDTA sollisyonu ile pasajlanarak her bir kiltir kabi icerisinde yaklasik 25.000
hiicre olacak sekilde 6 adet 25 cm®lik kiltiir kabina ekim yapildi. Ekim yapilan giin
0.gilin olarak belirlendi ve sonrasinda her 2 giinde bir kiiltlr kaplarindaki hiicreler

Tripsin-EDTA soliisyonu ile kaldirilarak hiicre sayimi yapildi.

Sekil 4.32 ‘de 6 gilinlik hicre gelisimi takibi sonucunda elde edilen farkl
kriyoprezervasyon gruplarina ait hicre gelisim egrileri gorilmektedir. Deney
sonucunda ¢6zme sonrasi yuksek canlilik oranlari gézlenen gruplardan elde edilen

hiicrelerin, taze hiicreler ile elde edilen hicre gelisimine benzer bir gelisim
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sergiledikleri gozlendi. Ayrica gruplar arasinda, ¢alisma kapsaminda degerlendirilen

dondurma teknikleri agisindan hiicre gelisimi bakimindan bir fark gézlenmedi.

In vitro kiiltiirde zamana bagl hiicresel gelisim

0,9

0,8

0,7

-
HH

0,6

0,5

x1068 hiicre

0,3 I
0,2

0,1

H A

0.glin 2.gln 4.gln 6.gln 8.gln 10.glin 12.glin

Taze Kontrol %10 DMSO %10 DMSO+0.2M siikroz VS1 VS2

Sekil 4.32 Cozme sonrasi farkli dondurma gruplarindaki hiicrelere ait zaman bagl
hicre gelisimi

In vitro ekspansiyon asamasi sonrasi kiltiirde buydtilen hicreler, ¢gézme sonrasi
ayrica in vitro farklilasma testi kapsaminda islendiler ve adi gegen gruplara ait
hiicrelerin adipojenik, kondrojenik ve osteojenik farklilagsma 6zellikleri degerlendirildi.
Bu asamadaki hiicre farkhlagsmasina ait 6rnek gorseller Sekil 4.33 — 4.35te

gorilmektedir.
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Sekil 4.34 Kondrojenik farkhlasma (Alsian mavisi boyamasi)
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Sekil 4.35 Osteojenik farkhlasma (Alkalin fosfataz boyamasi)

Elde edilen sonuclar, ¢cozme sonrasi hiicrelerin her iki protokol uygulamasi sonrasi
ADK-MKH hicresi olma 6zelliklerini koruduklarini, in vitro kiltir sartlarinda ¢ogalma
ve in vitro farklilasma potansiyellerinin dondurma-¢ézme uygulamalari 6ncesine

benzer ve karsilastirilabilir bir sekilde yiksek oldugunu gésterdi.

4.6 insan Adipoz Dokularinin Farkli Metodlarla Kriyoprezervasyonu

Galismanin doku incelemesi kisminda, bolim 3.2.1’de detayl olarak anlatilan sekilde
elde edilmis adipoz dokular, asamali yavas dondurma ve vitrifikasyon olmak tzere iki
ayri yontem dahilinde, sekil 4.36’da belirtiimis deney planina goére farkl

kriyoprotektan soltisyonlari kullanilarak donduruldu.
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insan Adipoz Dokusu

Konvansiyonel Kriyoprezervasyon Vitrifikasyon
Kontrol Kontrol %10 DMSO %10 DMSO 0.5M Siikroz Kontrol ES+VS1 ES+VS2  0.5M Siikroz
+
0.2M Siikroz
Ug farkl saklama sicakliginin karsilastirilmasi Ug farkli inkiibasyon siiresinin karsilastiriimasi
+4°C -20°C -196°C 10 dakika 20 dakika 40 Dakika
B (B & = W =

Sekil 4.36 Doku dizeyinde kriyoprezervasyon incelemesi ¢alisma plani

Yirmidort aylik bir saklama stresinin sonunda 1, 3, 12 ve 24 ay olarak daha 6nceden
belirlenmis zamansal noktalarda ¢oziilerek belirtilen saklama siiresi sonunda dokunun
genelinde mevcut olabilecek olasi degisiklikler, doku butunligl ve yapisi bakimindan

histolojik inceleme gergeklestirildi.

4.7 Histolojik inceleme ve Bulgular

4.7.1 Konvansiyonel Kosullarda (+4°C, -20°C ve -196° C) Saklanan Doku Orneklerinin

C6zme Sonrasi Histolojik Degerlendirilmesi

Sekil 4.37-4.40 arasindaki resimlerde +4°C’de saklanan, Sekil 4.41 ve 5.42'de -
20°C’'de saklanan ve sekil 4.43-4.46 arasindaki resimlerde ise -196°C’de saklanan
farkli doku orneklerine ait 24 aylik saklama stiresinin sonunda fikse edilerek incelenen

kesitlerin farkli mikroskobik biytutme altindaki gérintuleri gérilmektedir.
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incelenen farkh kesitlerde, tiim altgruplarda ve tiim zaman dilimlerinde doku
mimarisinin korundugu, adipositlerin yapisal olarak hasar diizeyinin oldukca duslik
oldugu gozlendi. Bu gozlemlere dayanarak adi gecen saklama kosullarinda ve
kriyoprotektan ile muamele sonrasi saklanan doku orneklerinde doku ve hicre

batinltginin korundugu gorilda.

s «bﬂ

Sekil 4.37 +4°C'de saklanan kontrol grubu 6rnegine ait doku kesiti (10X)
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Sekil 4.39 +4°C'de saklanan %10 DMSO+0,2M sikroz grubu 6rn. ait doku kesiti (10X)
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Sekil 4.40 +4°C'de saklanan 0,5M sikroz grubu 6rnegine ait doku kesiti (10X)

Sekil 4.41 -20°C'de saklanan kontrol grubu 6rnegine ait doku kesiti (10X)
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Sekil 4.43 -196°C'de saklanan kontrol grubu 6rnegine ait doku kesiti (40X)
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Sekil 4.45 -196°C'de saklanan %10 DMSO+0,2M stikroz grubu 6rn. ait doku kesiti
(40X)
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Sekil 4.46 -196°C'de saklanan 0,5M slikroz grubu 6rneg.ne ait doku kesiti (40X)

4.7.2 Vitrifikasyon Sonrasi -196°C‘de Sivi Nitrojen igerisinde Saklanan Doku

Orneklerinin C6zme Sonrasi Histolojik Degerlendirilmesi

Sekil 4.47 — 4.50 arasindaki resimlerde farkli vitrifikasyon gruplari ve dengeleme
solisyonu ile gerceklestirilen farkli inklibasyon siirelerine ait doku kesitleri
gorilmektedir. Adipoz dokularin vitrifikasyon teknigi ile dondurulup incelendigi
grupta da, konvansiyonel asamali yavas dondurma yontemi ile dondurulup saklanan
doku o6rneklerinde oldugu gibi doku mimarisinin ve adiposit hiicrelerin yapisal
biatinlGginin artan inklbasyon sirelerinden bagimsiz sekilde belirgin olarak
korundugu gorilda. Bununla birlikte tek kor olarak yapilan histolojik degerlendirmeye
gore, asamali yavas dondurma grubunda elde edilen ve incelenen kesitler ile
karsilastirildiginda, vitrifikasyon grubunda incelenen 6rneklerin doku ve hiicresel
Ozelliklerin 6zellikle VS1 ve VS2 grubunda taze dokudan alinan kesitlere kiyasla daha

ylksek dlizeyde uyum gosterdigi gozlendi.

Histolojik incelemeler sirasinda vitrifikasyon yontemi ile kriyoprezervasyonu yapilan

orneklerde gozlenen bir diger belirgin farkhlik; 0,5M siikroz ile dengelenen gruptaki
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inklibasyona bagli zamansal degisim sirecinde idi. Asamali yavas dondurma grubunda
0,5M siikroz iceren grupta alinan kesitlerde diger gruplara (kontrol, %10 DMSO ve
%10 DMSO+0,2M siikroz) kiyasla belirgin bir histolojik farkhlik gézlenmemis iken,
vitrifikasyon uygulanan 0,5M siikroz grubunda 6zellikle artan inklibasyon sireleri ile
paralel olarak genel adiposit ceperlerinde kigilmeler ve dizensizlikler (volim
azalmasi ve dismorfizm artisi) belirgin olarak géze carpti. Sekil 5.49’da 0,5M sikroz ile
20 dakika dengelenen ve vitrifiye edilen doku érneginin 10X blyitme glici altindaki
histolojik yapisi ve Sekil 5.50’de 0,5M siikroz ile 40 dakika dengelenen ve vitrifiye

edilen doku 6rneginin 40X biuylutme glcu altindaki histolojik yapisi goriilmektedir.

Sekil 4.47 Dengeleme asamasinda 10 dakika inklibasyon sonrasi kontrol grubu doku
ornegi kesiti (10X)
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Sekil 4.48 Dengeleme asamasinda 10 dakika inkiibasyon sonrasi VS1 grubu doku
ornegi kesiti (10X)

Sekil 4.49 Dengeleme asamasinda 10 dakika inkiibasyon sonrasi VS2 grubu doku
ornegi kesiti (10X)
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Sekil 4.50 Dengeleme asamasinda 10 dakika inkiibasyon sonrasi 0,5M siikroz grubu
doku 6rnegi kesiti (10X)

Sekil 4.51 Dengeleme asamasinda 20 dakika inkiibasyon sonrasi 0,5M siikroz grubu
doku 6rnegi kesiti (10X)
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Sekil 4.52 Dengeleme asamasinda 40 dakika inkiibasyon sonrasi 0,5M siikroz grubu
doku 6rnegi kesiti (40X)
4.8 Dondurulmus/Coéziilmiis Dokulardan Elde Edilen Hiicrelerin Viabilite incelemesi

Sonuglari

Sekil 4.36’da gosterilen calisma protokolil dogrultusunda dondurulmus olan doku
orneklerinden, calisma sliresi boyunca farkli saklama zamanlarinda (1., 3., 12. ve
24.ncl aylarda) ¢ozme islemi uygulanarak bolim 3.2.2’de belirtilen hiicre izolasyonu

gerceklestirildi.

Elde edilen hiicre siispansiyonlarinda, bolim 3.2.5’te belirtilen Tripan mavisi boya
dislama testi kullanilarak hiicresel canhlik 6lgtildii. Boyanin hiicre igerisine giremedigi
icin 151k mikroskobu altinda sitoplazmasi parlak ve beyaz gézlenen hiicreler canli (Sekil
4.53), hiicre membraninin fonksiyonunu kaybetmesi nedeni ile Tripan mavisi boyasini
hicre icine alarak mavi renkli olarak goézlenen hicreler 6l hiicre olarak

degerlendirildi (Sekil 4.54).
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Sekil 4.53 Tripan mavisi boyamasi sonrasi canlilik tayini (canli hiicreler)

Sekil 4.54 Tripan mavisi boyamasi sonrasi canlilik tayini (61U hiicreler)

Calisma kapsaminda tim gruplarda elde edilen hiicresel canlilik degerleri, asamal
yavas dondurma grubunda farkh saklama igin Cizelge 4.6'de ve vitrifikasyon grubunda
dengeleme soliisyonu ile farkl sirede yapilan inklbasyonlar igin Cizelge 4.7’de

gosterilmektedir.
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Cizelge 4.6 Asamali yavas dondurma uygulanan adipoz doku 6érneklerinde farkli
saklama sicakliklarinin canlilik Gzerindeki etkisi

% Canhlik Saklama No %10 %10 0,5M
(Ort=SD)* siiresi Kriyo DMSO DMSO+0,2M | Sitkroz
(ay) Siikroz
Asamali yavas dondurma (+4°C)
0 94,2+3,6 94,8+2,8 94,2+3,8 94,2+3,9
1 3,5+4,8 4,8+5,2 3,5%4,10 3,5%4,11
3 0,0%0,0 0,0%0,0 0,0%0,0 0,0%0,0
12 0,0%0,0 0,0%0,0 0,0%0,0 0,0%0,0
24 0,0%0,0 0,0%0,0 0,0%0,0 0,0%0,0
Asamali yavas dondurma (-20°C)
0 97,2+2,5 97,8+1,8 97,1+2,0 97,3+2,0
1 5,8+6,7 16,9+6,2 20,416,8 12,0+7,8
3 2,8%4,6 4,615,7 6,815,9 4,0+4,8
12 0,0%0,0 5,2+4,6 4,0+3,9 3,0+4,2
24 0,0%0,0 0,0%0,0 0,0%0,0 0,0%0,0
Asamali yavas dondurma (-196°C)
0 92,4+4,2 94,2+4,5 96,0+2,9 95,6%4,0
1 5,845,0 65,218,2 68,016,8 60,2+7,0
3 4,8+3,9 62,015,0 68,416,2 58,4+4,9
12 3,4+2,8 52,215,0 65,216,2 48,4+6,8
24 4,0+3,0 50,015,2 62,816,4 40,214,2

! Canlihk degerlendirmesi her bir 6rnek icin 4 farkh olgim seklinde yapildi ve sonuglar ortamaz=

standart sapma olarak ifade edildi.
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Cizelge 4.7 Vitrifikasyon uygulanan adipoz doku orneklerinde farkl inkibasyon
surelerinin hiicresel canhlik Gizerindeki etkileri

% Canlilik Saklama No Kriyo VS1 VS2 0,5M
(Ort=SD)" suresi (Ort£SD) (Ort+SD) (Ort=SD) Silkroz
(@) (Ort=SD)
Vitrifikasyon (1. Asama sollsyonu ile inklibasyon siiresi 10 dakika)
0 95,0+4,0 94,8+3,8 95,2+4,2 94,414,2
1 18,245,0 90,245,2 85,0+4,8 62,0+2,9
3 15,243,9 88,0+4,9 82,245,8 55,2+3,8
12 12,0+2,8 88,6+2,0 80,0+2,8 55,0+2,0
24 10,2+3,0 90,2+4,3 82,0+3,8 48,8+3,0
Vitrifikasyon (1. Asama sollsyonu ile inklibasyon siiresi 20 dakika)
0 92,4+4,2 94,8+2,8 95,2+4,2 94,4+4,2
1 15,845,0 90,245,2 80,4+4,8 62,0+2,9
3 14,843,9 88,0+4,9 80,245,8 52,4%3,8
12 18,4+2,8 86,6+2,0 74,5%2,8 0,0+0,0
24 17,243,0 85,2+4,3 75,4%3,8 0,0+0,0
Vitrifikasyon (1. Asama sollsyonu ile inklibasyon siiresi 40 dakika)
0 94,4+4,2 95,4+1,8 96,1+2,0 95,6+2,0
1 12,845,0 78,0+6,2 52,616,8 65,0+7,8
3 12,3+3,9 75,6%5,7 48,215,9, 54,0+4,8
12 12,4+2,8 60,0+4,6 38,0£3,9 58,0%4,2
24 10,4+3,0 58,2+4,8 35,2+,5,0 48,2+3,8

Olgiilen hiicresel canhlik degerlerinin gruplara goére sematik sonuglar farkli

sicakliklarda saklanan asamali yavas dondurma uygulanmis 6rnekler igin Sekil 4.55 —

! Canlilik degerlendirmesi her bir 6rnek icin 4 farkh 6l¢lim seklinde yapildi ve sonuglar ortama=

standart sapma olarak ifade edildi.




4.57 arasinda, dengeleme asamasinda farkl inkibasyon sireleri uygulanarak
vitrifikasyon gergeklestirilmis  ornekler igin Sekil 4.58 - 4.61 arasinda

gosterilmektedir.

Bu asamada sonuglar, bolim 4.1.1’de elde edilen histolojik sonuglarin aksine, 1.
aydan itibaren 6zellikle +4°C’de ve -80°C’de saklanan grupta ciddi ve dramatik oranda

canhlik kaybinin olustugunu gosterdi.

+4 °C'de saklanan adipoz dokulardaki zamana bagl canlilik oranlari

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%

60,0%
50,0% —#—-%10 DMSO

—&—No Kriyo

Canlilik (%)

40,0% —4— %10 DMSO+0.2M Siikroz

30,0% —%—0.5M Siikroz

20,0%

10,0%
0,0%

O.ay 1lay 3.ay 12.ay 24.ay

Sekil 4.55 +4 °C'de saklanan asamali yavas dondurma protokolii uygulanmis adipoz
doku 6rneklerinde ¢6zme sonrasi hiicresel canlilik oranlari
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-20 °C'de saklanan adipoz dokulardaki zamana bagh canlihk
oranlar

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%

60,0%
50,0% | —#—%10 DMSO

—&—No Kriyo

Canlilik (%)

40,0% | —2&— %10 DMSO+0.2M Siikroz

30,0% | —%—0.5M Siikroz
20,0%
10,0%

0,0% 8
O.ay lay 3.ay 12.ay 24.ay

Sekil 4.56 -20°C'de saklanan asamali yavas dondurma protokolii uygulanmis adipoz
doku 6rneklerinde ¢c6zme sonrasi hiicresel canlilik oranlari

-196 °C'de saklanan adipoz dokulardaki zamana bagh canlilik
oranlar

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%

60,0% | -
50,0% | —#—-%10 DMSO

—®—No Kriyo

40,0% | —2—%10 DMSO+0.2M Siikroz

Canlilik (%)

30,0% | —%—0.5M Siikroz
20,0%
10,0%

0,0%

O.ay 1lay 3.ay 12.ay 24.ay

Sekil 4.57 -196°C'de saklanan asamali yavas dondurma protokoli uygulanmis adipoz
doku 6rneklerinin ¢cézme sonrasi hiicresel canhlik oranlari
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1. asamada 10 dakika inkiibasyon sonrasi adipoz dokulardaki
zamana bagh canlilik oranlari

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

—®—No Kriyo

—&—Vs1

Canlilik

—&—VS2

—%—0.5M Sikroz

0.ay l.ay 3.ay 12.ay 24 .ay

Sekil 4.58 Dengeleme solilisyonu ile 10 dakika inkiibe edilen adipoz doku 6rneklerinde
¢6zme sonrasi canlilik oranlari

1. asamada 20 dakika inkiibasyon sonrasi adipoz dokulardaki
zamana bagh canhlik oranlari

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%

60,0% -
50,0% - —&—Vs1

—®—No Kriyo

Canhilik

40,0% ——VSs2

30,0% —%—0.5M Sitkroz

20,0%

10,0%
0,0%

O.ay l.ay 3.ay 12.ay 24.ay

Sekil 4.59 Dengeleme soliisyonu ile 20 dakika inkibe edilen adipoz doku
orneklerinde ¢dzme sonrasi hiicresel canlilik oranlari
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1.asamada 40 dakika inkiibasyon sonrasi adipoz dokulardaki

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%
40,0%
30,0%
20,0%
10,0%

0,0%

Canlilik

zamana bagh canlilik oranlari

—®—No Kriyo
Ay
—2—\/S2

—%—0.5M Sikroz

0.ay l.ay 3.ay 12.ay 24 .ay

Sekil 4.60 Dengeleme solilisyonu ile 40 dakika inkiibe edilen adipoz doku 6rneklerinde

¢6zme sonrasi hiicresel canlilik oranlari
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4.9 Dondurulmus/Coziilmiis Dokulardan Elde Edilen Hiicrelerin In Vitro Kiiltiirde

Ekspansiyonu

Adipoz dokularin asamali yavas dondurma ve Vvitrifikasyon teknigi ile
kriyoprezervasyonu sonrasi kabul edilebilir seviyede canlilik gozlenen gruplardan
%10 DMSO0+0,2M siikroz ve VS1 gruplarina ait ADK-MKH’ler, agsamali yavas dondurma
ve vitrifikasyon metodlarinin hiicrelerin in vitro ekspansiyon potansiyelleri Gzerindeki
olasi etkilerinin degerlendirilmesi amaci ile in vitro kiltlre alindi. Bir 6nceki asamada
viabilite tayini sonrasi 25cm?lik kiltiir kaplarina ekilen hiicreler, %80 kabin yiizeyini
kaplamalarini takiben pasajlandi ve cm®ye 25000 hiicre gelecek sekilde 6 adet yeni
25cm”lik kaplara ekildiler. Ekim yapilan giin 0.giin olarak belirlendi ve sonrasinda her
2 giinde bir kaltur kaplarindaki hiicreler Tripsin-EDTA soltsyonu ile kaldirilarak hiicre

sayimi yapild.

Sekil 4. 61‘de 6 gunlik hiicre gelisimi takibi sonucunda elde edilen farkl

kriyoprezervasyon gruplarina ait hiicre gelisim egrileri gérilmektedir.

Deney sonucunda ¢ézme sonrasi yuksek canhlik oranlari gézlenen gruplardan elde
edilen hicrelerin, taze hicreler ile elde edilen hiicre gelisimine benzer bir gelisim
sergiledikleri gozlendi. Ayrica gruplar arasinda, ¢alisma kapsaminda degerlendirilen

dondurma teknikleri agisindan hicre gelisimi tGizerinde bir fark gdzlenmedi.
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In vitro kiiltiirde zamana bagh hiicresel gelisim
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Sekil 4.61 Cozme sonrasinda yiksek canhlik gdzlenen gruplarda in vitro ekspansiyon
degerlendirilmesi

4.10 Dondurulmug/Co6zilmiis Dokulardan Elde Edilen Hiicrelerin In Vitro Farklilasma

Potansiyelleri

In vitro ekspansiyon asamasi sonrasi kiltiirde buydtilen hicreler, ¢gézme sonrasi
ayrica in vitro farklilasma testi kapsaminda islendiler ve adi gegen gruplara ait
hiicrelerin adipojenik, kondrojenik ve osteojenik farklilagsma 6zellikleri degerlendirildi.
GozUlmis dokulardan elde edilen hiicrelerin kisa sureli ekspansiyonu ve sonrasinda

gercgeklestirilen in vitro farklilagsma testi sonuglari Cizelge 4.8 ‘de verilmistir.
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Gizelge 4.8 Dondurulmus ve 24 ay sonra ¢6zulmus dokulardan elde edilen hiicrelerin
in vitro ekspansiyon ve in vitro farklilagsma sonuglari

Asamali yavas dondurma

(-196 C) Vitrifikasyon
(@] (@] S
>

§ ¢ g2 a2 ¢ ~ ° &
X X o e ©

+
ADK-MKH eldesit + ++ ++ ++ + +++  +++ ++
Adipojenik farklilasma v v v v 4 v v
Kondrojenik farkllasma v v v v v 4 v v
Osteojenik farklilasma v oV v v v v v v

Dondurulmus dokudan elde edilen ve sonrasinda kiltir kaplarina ekimi yapilan
hiicrelerin gergeklestirilen in vitro ekspansiyonunda, tripan mavisi boya diglama testi
sonuglari ile paralel veriler elde edildi. Asamali yavas dondurma grubunda +4°C’de ve
-20°C’'de saklanan doku 6rneklerinden elde edilen ¢ok disik orandaki canli hiicreler

ile basarili bir in vitro kiltir ve hiicre ekspansiyonu saglanamadi.

Asamali yavas dondurma uygulanmis ve -196°C’'de saklanan doku 6rneklerinden ve
vitrifikasyon metodu uygulanmis doku oOrneklerinden izole edilen hiicrelerde, tim
gruplarda in vitro ekspansiyon goézlendi. Bununla birlikte gozlenen in vitro
ekspansiyon basarisi, tripan mauvisi testi ile elde edilen canhlik oranlarindan belirgin

olarak daha disk idi.

Birbirinden farkli sayida hiicre ile baslayan in vitro hiicre kilturi ve ekspansiyonu

sonrasinda elde edilen in vitro farklilasma sonuglarinda dondurma yontemleri, farkl

! (+): Baslangi¢ hiicre yogunlugu 20000 hiicre/ml’den az, (++): Baslangi¢c hiicre yogunlugu 100000

hicre/ml’den az, (+++): Baslangig hiicre yogunlugu 100000 hiicre/ml’den fazla.
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kriyoprotektan konsantrasyonlari ve farkli inkiibasyon sirelerine bagh belirgin
farkhliklar gozlenmedi. Tim gruplarda hicrelerin adipojenik, kondrojenik ve

miyojenik farklilasmalarinin etkin ve birbirine benzer oldugu gorald.
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Yumusak doku defektleri, kazalar, ciddi ve derin yaniklar, timorli bir dokunun
¢ikarilmasi sonrasi meydana gelen doku gevresi hasarlar veya konjenital anomaliler
gibi nedenler ortaya ¢ikmaktadir. Defektin buylkligine ve lokasyonuna gore
hastalar, cogu zaman sadece kozmetik olarak rahatsiz olmakla kalmayip ayni zamanda
fonksiyonel yetmezlik te yasayabilmektedir. Bu durumlarda dokunun miimkiin olan
en kisa sure iginde ve etkin bir sekilde tamiri klinik agidan buyik énem tasimaktadir

[51].

Adipoz doku muhendisligi kullanilarak elde edilen dogal veya sentetik iskeletler,
iskelet ile birlikte hiicre nakli uygulamalari, belirli bir diizeye kadar etkin olabilseler de
halen adi gegen yapay bagl yasanan sorunlar (nakil bolgesinde uyumsuzluk, sinirh
fonksiyonellik vb.) nedeni ile en ¢ok tercih edilen yontem otolog adipoz doku naklidir.
Gunumizde otolog adipoz doku nakilleri, yumusak doku defekti tamiri yaninda ayrica
plastik/estetik cerrahide meme ve go6gls ucu rekonstriksliyonlarinda, yiz ve el
genglestirme uygulamalarinda ve HIV’e bagl lipodistrofilerde de her gegen yil artan
oranda tercih edilmektedir [125]. Sayica az olmalarina karsin, bu uygulamalara son
yilllarda radyasyon tedavisi sonrasi olusmus doku hasarlarinin tamiri, Poland’s
sendromu ve Parry-Romberg sendromu gibi asimetrik doku olusumlarinin

iyilestirilmesi gibi uygulamalar da eklenmistir [126], [127], [128].

Adipoz doku insan viicudundaki en zengin mezenkimal kok hicre kaynaklarindan
biridir. Pek ¢ok diger organ ve dokuya kiyasla kolay érneklenebiliyor olusu (kemik

iligine kiyasla ¢ok daha az invaziv), alinabilecek uygun doku miktarinin ve dokunun
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icerdigi kok/progenitor hiicre miktarinin diger mezenkimal kok hiicre kaynaklarina
kiyasla yiiksek olusu (Adipoz dokudan elde edilen SVF slspansiyonu igindeki
multipotent kok hiicre orani %2, kemik iligindeki multipotent kék hiicre orani ise
%0,002’dir) adipoz dokuyu 6zelikle son 10 yilda pek ¢cok doku arastirma, klinik éncesi
ve klinik uygulamada birincil tercih edilen bir kék hiicre kaynagi konumuna getirmistir
[42], [129], [130]. Arastirma ve klinik kullanimdaki yliksek potansiyellerinin yaninda
halen otolog adipoz doku transplantasyonlarinda énemli bazi sorunlar da mevcuttur.
Bu sorunlarin basinda, nakledilen dokunun canliliginin degiskenligi veya dokunun alici
bblge tarafindan 6ngorilemeyen oranda absorbe edilmesi nedeniyle karsilagilan
dizensizlikler gelmektedir [131].

ilk uygulamalardan giiniimiize kadar gegen siirecte bazi arastirmacilar otolog adipoz
doku nakli uygulamalarinda daha etkin bir yéntem gelistirebilmek amaci ile metod ile
ilgili degiskenleri (donor yasi, viicut kitle indeksi, adipoz dokunun 6érneklendigi bolge,
anestezi kullanimi, lipoaspirasyonda kullanilan kaniliin ebadi vb.) ve sonuglarla olan
baglantilarini sorgulamislardir. Literatlirde her ne kadar bazi calismalarda farkl
sonuglar bildirilmis olsa da genel sonuglar ve mevcut bulgular dondr yasinin, viicut
kitle indeksinin, adipoz doku orneklenen bdlgenin ve lipoaspirasyon sirasinda
kullanilan anestezinin aspire edilen adipoz dokunun canlilik oranlarinda bir farkhlik
olusturmadig! yonindedir [132], [133], [134], [135], [136], [137], [138]. Otolog adipoz
doku nakillerinde, islemlerin basarisinda roliu olabilecegi distinilen ve sorgulanan
parametrelerden biri de adipoz dokunun &rneklenme seklidir ve ¢alismalar doku
orneklemesinde kullanilan “cerrahi eksizyon” ve “lipoaspirasyon” yontemlerinin,
islem sirasinda canhligini yitiren adipoz hiicre orani agisindan anlamh bir fark
yaratmadigini gostermektedir [69], [139], [140], [141], [142], [143], [144], [145],
[146], [147]. Calismamizda kullanilan ve toplam 10 farkh donérden alinan adipoz doku
orneklerinin 8’i lipoaspirasyon sonrasi, 2’si ise cerrahi eksizyon sonrasi elde edilmistir.
CGalisma dahilinde hiicre izolasyonu ve in vitro kiltiir sonrasi elde edilen sonuglara
gore, lipoaspirasyon veya cerrahi eksizyon sonrasi elde edilen ADK-MKH hcreleri
arasinda morfoloji, hiicre gelisimi parametreleri, in vitro farklilasma potansiyelleri ve
¢alismanin temel hedefi olan kriyoprezervasyon sonrasi etkinlik agisindan belirgin ve

anlamli bir fark gérilmemistir. Bu sonuglar adi gegen cerrahi islemlerin sadece doku
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kaynagi agisindan degil ayni zamanda cerrahi isleme gére alinan dokularin igerdikleri
ADK-MKH’ler agisindan da birbiri ile esdeger olduklarini gdstermektedir.
Calismamizda hiicre izolasyonu asamasinda ilk olarak, elde edilen SVF
suspansiyonlarinda mevcut literatiirde en sik kullanilan dogrudan kiltur kaplarina
ekim yaklagimi ile, ayni SVF hiicrelerinin manyetik tabanli hiicre ayristirma teknigi ile
saflastirilmasi sonrasi ekimi arasindaki olasi hiicresel morfolojik ve gelisim farkliliklari
incelendi. Manyetik tabanli hiicre ayristirma, glincel literatiirde insan ADK-MKH’lerin
klinik kullanimi sirasinda tercih edilen bir yontem olup, nakledilen hiicrelerin belirli bir
gurup olarak saflastirilmasi ve bdylece hicresel etkinliklerinin arttirilmasi amaci ile
kullanilmaktadir [148]. GCalismamizda, manyetik tabanl hiicre ayrigtirma tekniginin
kullanimi sonrasi elde edilen ve kiltlire ekimi yapilan hiicre popilasyonunun,
ayristirma oncesi mevcut hiicre poptlasyonuna kiyasla ciddi olarak azaldigi, bununla
birlikte hicresel gelisim ve in vitro ekspansiyon 6zellikleri bakimindan bir farkhlik
olusturmadigi gozlendi. Morfolojik olarak homojen bir hiicre kaltliri olustursa da,
elde edilen sonuglar manyetik-tabanl hiicre ayristirma metodunun dogrudan kultlr
kaplarina ekim metoduna kiyasla anlamli bir avantaj saglamadigini gosterdi. Bu
sonuglar, Griesche ve arkadaslarinin elde ettigi sonuglar ile benzer olup, in vitro
ekspansiyon planlanan uygulamalarda veya calismalarda klasik izolasyon ve kiltir
yonteminin tercih edilmesinin daha basaril sonuglar verecegi dislncesini de
dogrulamaktadir [149].

Galismamizda elde ettigimiz bir diger 6nemli sonug, ¢ok diisik miktarlarda elde
edilebilen kaynaklardan da mikrokapiler kiltir medotu ile verimli bir kok hiicre
izolasyonu saglanabildigidir. Mikro kapiler kiltir metodu hicrelerin karbondioksit
bakimindan zengin, hicrelerin proliferasyonunun ve adaptasyonunun optimize
edilebildigi bir mikroaerofil ¢evre yaratma amaci ile ilk olarak Allahverdiyev ve
arkadaslari tarafindan 2005 yilinda kullanilmistir [150]. Adi gegen yaklasim,
¢aismamizda ¢ok disuk sayllarda elde edilen mononikleer hiicre
suspansiyonlarindan etkin, tekrarlanabilir, distik maliyetli kdk hiicre izolasyonu amaci
ile ADK-MKH izolasyonu ve ekspansiyonunda ilk kez kullanilmistir. Bdylece,
konvansiyonel kultir sonrasi elde edilen adipoz kaynakl kok hicreler ile ayni
Ozellikleri gosteren ve fonksiyonlara sahip ADK-MKH’leri elde edilmistir[25]. Elde

ettigimiz bulgular, bu yaklasimin sadece dusik miktarlarda elde edilen adipoz
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dokudan ADK-MKH eldesi igin degil, ayni zamanda elde edilmesi son derece kisith ve
disik miktarlardaki kok hiicre kaynaklarindan da kok hiicre izolasyonunda etkin
olarak kullanilabilecegini gbstermesi agisindan 6nemlidir.

Yumusgak doku hasarlari veya problemlerinin tedavisi amagli gergeklestirilen otolog
adipoz doku nakillerinde karsilagilan problemlerin azaltilmasi veya ortadan
kaldirilmasi amaci ile son yillarda klinikte uygulanmaya baslanan yaklasim hiicre
yardimli lipotransfer (HYL) yaklagimidir. HYL, otolog doku nakli amagli aspire edilen
adipoz dokunun iki kisma ayrilarak ilk kissmdaki dokudan enzimatik metodla SVF
hiicreleri ayrilmasi, elde edilen hicrelerin doku olarak ayrilmis ikinci kisim ile
karistirilarak ilgili bolgeye nakledilmesi seklinde uygulanmaktadir ve bu yontem ile
gerceklestirilen calismalarda nakledilen dokunun geri emilmesi probleminin blyulk
Olgiide azaldigi ve olgularin pek ¢ogunda ardisik operasyonlara gerek kalmadig
bildiriimektedir [40], [41], [42], [151]. Yakin bir stre 6nce gerceklestirdigimiz ve ayni
zamanda bu ¢alismamizda doku kaynagi olarak kullanilan érneklerin bazilarinin elde
edildigi klinik bir ¢calismamizda, YHL benzeri bir yaklagim kullanilarak, insan adipoz
doku ornekleri ve bu oOrneklerin bir kismindan paralel olarak izole edilen SVF
hicreleri, iyilesme amacglanan bodlgeye ayri ayri nakledilerek rekonstriktif amaglh
olarak kullanilmigtir [42]. Adi gegcen g¢alismamizda 29 hasta Uzerinde elde edilen
sonuglar, klinik agidan doku ve hiicrelerin birlikte kullaniminin konvansiyonel doku
nakli uygulamalarina kiyasla anlamh olarak daha basarili (islem sonrasi takip
surecinde operasyon tekrari gereken hasta sayisi belirgin olarak azalmistir) oldugunu
gostermekle birlikte, islemsel olarak doku ve hicrelerin nakil éncesi ayni giin elde
edilip islenmesi geregini de ortaya koymaktadir. Mevcut galismalarimizda elde
ettigimiz sonuglar, adipoz dokularin ve igerdikleri ADK-MKH’lerin ayri protokoller
dahilinde dondurulup saklanmasi ile, gerektiginde HYL uygulamalarina paralel bir
sekilde ¢cozlilerek hasarl veya iyilestirme gereken bolgede kullanimina imkan vermesi

agisindan son derece 6nemlidir.

Kriyobiyoloji, solid organ ve dokulardan, slispansiyon halindeki hicrelere kadar ¢ok
genis bir yelpazedeki farkh érneklerin dondurularak uzun sireli saklanmaya calisildig
bir bilim alanidir. Cok dusuk sicakliklar metabolizmanin timiyle durmasina sebep

oldugundan, uzun yillardir savunulan genel bilimsel yaklasim, doku ve hiicrelerin uzun
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sureli kriyoprezervasyonu ve saklanmasinda ¢ok disik sicakliklarda sivi nitrojen
icerisinde muhafaza edilmeleri (-196°C’de) gerektigidir [79], [152]. Gluncel literatilirde,
adipoz dokular veya ADK-MKH’ler ile gergeklestirilen kriyoprezervasyon
¢alismalarinda genellikle birkag glinden birka¢ aya kadar degisen saklama sireleri
kullanildigi bildirilmektedir [125]. Mevcut literatlirdeki bu heterojen saklama
kosullari, adi gegen bilimsel g¢alismalarin g¢ogunlukla plastik cerrahi kliniklerinde
gerceklestiriimesine ve modern bir kriyoprezervasyon altyapisinin (sivi nitrojen-
tabanl sogutma ve saklama olanaklari) olmayisina baglidir. Teorik olarak sivi nitrojen
icerisinde saklanan doku veya hiicre 6rneklerinde saklama siiresinin 6rnek tGzerindeki
canhhiga zamansal olarak bir etki yapmasi beklenmemektedir fakat literatiirde
bildirilen -196°C den ylksek saklama sicakliklarinin (+4°C—80°C arasinda) hicre
metabolizmasi ve membran yapisi Gzerindeki geridonlisi olmayan olumsuz etkileri
nedeniyle ciddi farkliliklar raporlanmistir. Calismamizda glincel mevcut doku ve hiicre
dondurma/¢6zme stratejileri ayni donérlerden alindan doku ve hiicrelerde kisa/uzun
saklama streleri ve farkli saklama sicaklklari (+4°C’den -196°C’ye kadar) bakimindan
degerlendirilmistir. Boylelikle ylksek saklama sicakliklarinin uzun saklama sirelerinde
yetersiz oldugu ve hiicresel canlligin hem doku hem de hiicre diizeyinde kayboldugu

acik bir sekilde gosterilmistir.

Thirumala ve arkadaslari yayinladiklari  bir ¢alismalarinda ADK-MKH’ler ile
gercgeklestirilen kriyoprezervasyon uygulamalarinda kullanilan kriyoprotektan cinsi ve
konsantrasyonunun yaninda sogutma ve ¢6zme sicaklklarinin ve sicaklik degisim
hizinin da ¢6zme sonrasi hiicresel canlilik tzerinde 6nemli etkiler olusturdugunu
bildirmislerdir. Adi gecen calismada ayrica ¢ézme sonrasi elde edilen sonuglarin ayni
hiicre susunun farkl pasaj asamalarinda farkhlik gosterdigi de bildirilmektedir [153].
Galismamiz dahilinde kullanilan agsamali yavag dondurma yaklasimi, uzun yillardir kdk
hiicreler de dahil olmak Gzere pek ¢ok hiicrenin basarili bir sekilde dondurulup geri
kazanilabildigi bir protokoldir. Dolayisi ile gerek galisma sonuglarimiz, gerekse
mevcut literatiir degerlendirildiginde, ylksek dondurma sicakliklarinin kullanildig
(+4°C, -20°C) dondurma ve saklama kosullarinin uzun sureli (1 ay ve sonrasi) optimal
olmadigl, bu sekilde dondurulan ve saklanan doku &rneklerinde histolojik olarak

yapinin korundugu gorllse de kok hiicre/progenitér hiicresel seviyesinde ciddi
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kayiplar yasandigi gorilmektedir. Diger taraftan -196°C’de saklanan doku ornekleri
dondurma ve saklama sicakligi disiik oldugundan ¢ézme sonrasi ciddi azalmis bir
oranda da olsa hiicresel canhlik belirtileri gdstermistir. Bu sonuglara gore, pek ¢ok
plastik ve rekonstriiktif cerrahi kliniginde halen adi gegen sartlarda saklanmakta olan
adipoz dokularin ¢dézme sonrasi etkinlik dlzeyleri ciddi olarak bozulmus olarak

beklenmektedir.

Doku ve hiicre kriyoprezervasyonunda ¢oziilmesi gereken bir diger 6nemli problem,
disik sogutma ve saklama sicakliklarinda hicre ici ve disinda bulunan su
molekdllerinin kristalize olmasi sebebi ile olusan hiicresel ve yapisal hasarlardir. Bu
problemin ortadan kaldiriimasi amaci ile kriyoprezervasyon uygulamalarinda donma
sicakliklari sudan daha disuk olan kriyoprotektanlar kullaniimaktadir. Bu konuda
ginimize kadar gergeklestirilen galismalarda en sik ve yogun tercih edilen
kriyoprotektan DMSO’dur. DMSO, genellikle %10’luk bir konsantrasyonda, %5’ten
%90’a kadar degisen oranlarda FBS veya insan serumu ile karigtirilarak
kullanilmaktadir. Son vyillarda 6zellikle klinikte gergeklestirilen bazi kok hicre
transplantasyonu uygulamalarinda DMSO ile iliskilendirebilen problemler gérilmesi
sonrasi DMSO’nun 6zellikle klinik tedavi amagh kriyoprezervasyon uygulamalarinda
kullanimi ve olasi toksik etkileri sorgulanmaktadir ve glincel calismalar DMSO
oranlarinin azaltilabildigi veya DMSO icermeyen alternatif kriyoprotektan kullanimi ile
basarilh bir kriyoprezervasyon protokolii olusturma konusunda yogunlasmaktadir
[154], [155], [156], [157], [158]. Thirumbala ve arkadaslari DMSO ve metil seliiloz ile
11 farkli kombinasyon vyaratarak insan ADK-MKH’leri ile  gergeklestirdikleri
¢alismalarinda, metil sellloz ile birlikte kullanildiginda %2’lik bir DMSO oraninin,
sadece %10 DMSO iceren klasik kriyoprozervasyon mediumu ile elde edilen viabilite
ve in vitro farkhlasma sonuglari ile benzer oldugunu gostermistir [115]. Ayni
¢alismada elde edilen bir diger 6nemli sonug, ADK-MKH’lerin kriyoprezervasyonu igin
mevcut kosullarda DMSO igermeyen bir kriyoprezervasyon mediumunun oldukga
disik viabiliteye ve artmis apoptoza (2-10 kat) neden oldugudur [115]. DMSQO’dan
sonra en yogun olarak tercih edilen diger kriyoprotektanlar etilen glikol (EG) ve
propanedioldiir (PrOH). EG, 6zellikle son yillarda vitrifikasyon protokollerinde DMSO

ile birlikte yuksek konsantrasyonda ve kokteyl olarak kullanilmaktadir. PrOH ise daha
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yakin bir zaman iginde, DMSO’nun klinik kullanimi sonrasinda baglantili oldugu
disiandlen (yukarida adi gecen) bazi yan etkileri ve riskleri azaltmak amaci ile
DMSQ’ya alternatif olarak vitrifikasyon protokollerinde yer almaya baslamistir. Her g
kriyoprotektan da uzun yillardir doku ve hiicre bankaciliginda kullaniliyor olsa da, bu
maddelerin 6zellikle kdk hiicreler ile birlikte kullanimlari ve hiicreler tGzerindeki olasi
etkileri konusunda yeterli galisma bulunmamaktadir [159], [160]. Kriyoprotektanlarin
sitotoksik etkileri zamana, ortam sicakligina ve konsantrasyona bagh olarak
degisebilmektedir [161]. Calismamizda bu kriyoprotektanlardan DMSO ve EG’nin
farkh konsantrasyonlari ve inkiibasyon sirelerinin insan ADK-MKH hicreleri
uzerindeki olasi sitotoksik ve genotoksik etkileri degerlendirilmis ve %30’a kadar
kullanilan konsantrasyonlarin kisa inklibasyon siirelerinde (< 20 dakika) hicreler
uzerinde belirgin olumsuz bir etki olugturmadigi, sirasi ile tripan mavisi vitalite testi ve
TUNEL in situ apoptoz testi ile gosterilmistir. Sonuglar, yakin bir siire dnce Aye ve
arkadaslari tarafindan CHO hiicreleri ile gergeklestirilen sonuglar ile de biylk 6lglide
benzer bulunmustur [162]. Sonuglar ayrica literatiirde adi gegen kriyoprotektanlar
konusunda raporlanmig olasi yan etki veya beklenmedik problemlerin,
kriyoprezervasyon islemleri igin gerekli olan sireden ¢ok daha uzun (>12 saat)
inkiibasyon sireleri neticesinde gelistigi, daha kisa sureli inkiibasyon sirelerinde (< 3
saat) adi gecen kriyoprotektanlarin hicre Gzerindeki olumsuz ve zararli etki
olusturmadigi sonuglarini da dogrulamaktadir. Calismamizin sonuglarina gore, ayrica
20 dakikadan uzun sireli inkiibasyon sonrasinda hiicresel canlik dizeylerinde
gozlenen azalmanin dogrudan kriyoprotektan toksisitesine degil, hicrelerin oda
sicakliginda inkiibe edilmesine ve kullanilan sollsyonlarin getirdigi ozmotik strese

bagh olabilecegini isaret etmektedir.

Histolojik inceleme, taze veya islenmis dokular ile gergeklestirilen in vitro
¢alismalarda siklikla kullanilan ve dolayli olarak islem yapilan doku igerisindeki
hiicresel aktiviteyi degerlendiren indirekt bir analiz yontemidir. Bununla birlikte
dokunun canlilik dizeyinin tayinindeki basarisi ve roli sorgulanmaktadir [98].
Galismamizin doku kriyoprezervasyonu kisminda, farkli dondurma metodlar ve
saklama sicakliklari kullanilarak kriyoprezervasyonu gergeklestirilen adipoz dokularin

histolojik incelemeleri sonrasi elde edilen olumlu sonuglarin, ayni dokudan enzimatik
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yolla elde edilen ADK-MKH hiicre popilasyonu viabilitesi ile korelasyon géstermedigi
gozlenmistir. Doku diizeyindeki inceleme (Eozin-hematoksilin ile histolojik analiz) ve
hiicresel analiz yontemi (tripan mauvisi viabilite testi) arasindaki adi gegen belirgin
farkhliklar 6zellikle in vivo ¢alismalarda histolojik incelemelerin yaninda ek tetkiklerin
eklenmesi gerekliligini gostermistir. Doku nakillerinde karsilagilan 6ngoriilemeyen geri
emilme sonuglarinin da histolojik olarak pozitif goérinen fakat hiicresel viabilite veya
metabolizma bakimindan zarar gormus orneklerdeki farklilik nedeni ile olusabilecegi,

¢alismamizda ortaya ¢ikan sonuglardan biridir.

Adipoz doku ve igerdigi hiicrelerin analizi konusunda glinimiize kadar gergeklestirilen
¢alismalarda hiicresel viabilite icin pek ¢ok farkli testin kullanimi glindeme gelmistir.
Galismalarda en sik tercih edilen metod adipoz dokunun kolajenaz enzimi ile
ayristirilmasi sonrasi hiicre slispansiyonu lzerinde uygulanan tripan mavisidir [163].
Guncel hicre kiltir ¢alismalarinda siklikla kullanilan MTT testi, icerdigi formazan’in
suda ¢6zlnlr olmasi sebebi ile adipoz doku g¢alismalarinda anlamh sonuglar
vermemektedir [164]. XTT, AnnexinV, Glukoz transport testi ve G3PDH testi doku
bitinligini bozmadan adipoz dokuda viabilite tayinine imkan verseler de, bu
testlerde olgun adiposit/kék hilicre ayrimi yapilmasi mimkin degildir [106], [165]
[133], [140]. Calismamizda hiicre viabilitesinin dokunun rejenerasyon kapasitesinde
etkin olan SVF/ADK-MKH hiicreleri kullanilarak olgiilmesi planlandigindan, viabilite
tayini testi olarak adi gegen testlerin kullanimlarinin bir avantaj saglamadigina karar

verilmis ve tercih edilmemistir.

Calismamizda elde edilen bulgular, pek ¢ok hiicre veya doku kiryoprezervasyonu
sonuglari ile kiyaslandiginda kriyoprotektan kullanmaksizin veya sadece sikrozun
kriyoprotektan olarak kullanildigi ¢alisma gruplarinda da ¢ézme sonrasi bir miktar
canhhik gorildigini gostermektedir. Etkin bir doku veya hiicre kriyoprezervasyon
protokoll olusturulmasi galismalarinda nihai amag¢ her zaman mevcut membran
yapisal butinliginl koruyarak hicre igi buz kristali olusumunu engellemektir. Bu
acidan adipoz doku ve igerdigi adiposit hicreleri, yapilarinin biyutk bir miktar
lipidlerden olustugundan ve dusiuk oranda sitoplazmik organel/intrasitoplazmik su
molekdlleri igerdiklerinden, kriyoprezervasyon uygulamalarina bagh hiicresel hasar

gorme olasiliklari da orantisal olarak daha digsik olarak beklenmektedir. Nitekim
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¢alismamizda elde edilen sonuglar ile uyumlu olarak yakin gegmiste gergeklestirilen
bazi ¢alismalarda, herhangi bir kriyoprotektan kullanilmadigi halde diisiik oranda da
olsa gozlenen viabilite ve hicre gelisimi, matlr adipositlerin sitoplazmalarinda

bulunan distk su orani ile iliskilendirilebilir.

Dondurma protokollerinde agamali yavas dondurma ve belirli oranda kriyoprotektan
kullanimi beraberinde disik canhlik oranlarini  kabul edilebilir rakamlara
¢ikarabilmektedir. Diger taraftan, mevcut canlilik 6lcen boyama teknikleri ile yapilan
degerlendirmeler gercek hicre viabilite oranlarini oldugundan daha yiksek bir
seviyede de gosterebilir. Bu anlamda hiicresel canliigin en etkin olclim yolu ve
yontemi, dokularin farkh metodlar ile dondurulup ¢6ziilmesi sonrasi dokudan hiicre
izolasyonu ve izole edilen hicrelerin klltir ortamindaki gelisimi ve in vitro farklilasma
gibi  fonksiyonel testlerin sonuglandir. Calismamizda farkhh metodlar ile
dondurma/¢6zme uygulanan adipoz doku ve ADK-MKH’lerin canllik diizeyleri sadece
¢6zme sonrasi membran permeabilitesi bakimindan incelenmemis, ayni zamanda
doku ve hicrelerin in vitro sartlarda hiicresel ve fonksiyonel verimliligi de in vitro
farkhlagsma testleri kullanilarak olgllmustiir. Boylece, mevcut kosullarda doku ve

hiicre seviyesinde en uygun kriyoprezervasyon yaklasimi belirlenmeye ¢ahsiimistir.

Vitrifikasyon teknigi, 6zellikle son yillarda doku ve hiicrelerin etkin ve verimli olarak
dondurulmasi ¢alismalarinda siklikla kullaniimaya baslanan bir tekniktir. Ozellikle son
10 yilda memeli kaynakh pek ¢ok dokunun ve hiicre tipinin vitrifikasyon teknigi ile
basarili bir sekilde donduruldugu bildirilmistir. Bununla birlikte teknigin adipoz doku
ve igerdigi kok hucreler Gzerindeki etkinligini degerlendiren bir ¢alisma heniz
literatlirde mevcut degildir. Calismamiz, glincel literatlirde vitrifikasyon tekniginin
adipoz doku ve igerdigi kok hicrelerin  kriyoprezervasyonunda etkin
kullanilabilirliginin test edildigi ilk ¢calisma olmasi agisindan énemlidir. Ozellikle doku
diizeyinde konvansiyonel kriyoprezervasyon sonrasi gézlenen disik canhlik oranlari
¢alismamizda bu metod ile asilmis ve dokunun yapisi korunarak igerdigi ADK-
MKH’lerin de fonksiyonel olarak etkin geri kazanimlari saglanmistir. Bununla birlikte,
hiicresel diizeyde gergeklestirilen vitrifikasyon deneylerinde, kisa inkiibasyon sureleri
ve hicrelerin farkli kriyoptrotektan kokteylleri ile inkiibasyon asamalari arasinda

gerekli olan yikama amagli ardisik sentrifligasyon uygulamalari, teknigin hiicre
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dizeyinde kullanimini zorlastirmistir ve adi gegen zorluklar vitrifikasyon metodu
disinda, tamamen islem kaynakli hiicre ve canlilik kaybini arttirabildigi gérilmustar.
Dolayisi ile galismamizda elde edilen deneysel sonuglar, adipoz doku ve ADK-
MKH’lerin sirasiyla vitrifikasyon ve asamali yavas dondurma ydntemleri ile ayri ayri

dondurularak saklanmasinin en etkin kriyobank yéntemi oldugunu gostermistir.

Calismamizda elde edilen ve mevcut teknikler ile kék hiicre olduklari tanimlanmis
ADK-MKH’ler ile, ¢alismanin amaci dogrultusunda kurum igi bir kriyobank
olusturulmustur ve bu hiicreler mevcut ¢alismalarimizda ve projelerimizde etkin birer

hiicre kaynagi olarak literatlire ge¢mistir ve halen kullanimaktadir [25], [26].

Calismamizda elde edilen bulgular, ayrica adipoz dokudan enzimatik yolla elde edilen
ADK-MKH hiicreleri ile izolasyonlari sonrasi programli ve uygun kriyoprotektanlar
kullanilarak dondurulmasi ve saklanmasinin adipoz dokunun dogrudan dondurulup
saklanmasi yaklasimina kiyasla anlaml olarak avantajli oldugunu gostermektedir.
Gerek volimetrik agidan gerekse kriyoprezervasyon ve saklama kosullari agisindan
doku yerine hiicrelerin saklanmasi 6zellikle ¢ézme sonrasi kabul edilebilir hiicresel
canhlik, hiicresel butinliginin ve fonksiyonelligin korunmasi, dondurma ve saklama
alani ihtiyacini ciddi oranda azaltmasi gibi avantajlar sebebi ile yakin gelecekte yliksek

oranda tercih edilecek bir yaklagimdir.

Calismamizda elde edilen ve mevcut giincel literatiire 6nemli katkilar saglayabilen
sonuglar yaninda, ¢alisma siiresi igerisinde gergeklestirilmesi miimkin olmayan veya
cevaplanamayan sorular da mevcuttur. Bu sorulardan ilki, deneylerde kullanilan
serum kaynaginin doku ve hiicre dondurulmasi sonuglarina etkisidir. Calisma
stresince tum doku/hiicre kultird uygulamalarinda ve kriyoprezervasyon/¢ézme
protokollerinde serum kaynagi olarak %10’luk oranda FBS kullanilmistir. Bazi hassas
doku ve hiicrelerin gerek izolasyonunda gerekse dondurma ve saklanmasinda yiiksek
oranl FBS kullaniminin ¢ézme sonrasi viabiliteyi anlamli olarak arttirabildigi de bilinen
bir gergektir. Bununla birlikte ADK-MKH hiicreleri ile her glin artan sayida klinik dncesi
ve klinik tedavi ¢alismalari gergeklestirmekte, bu durum da beraberinde patojenik
olmayan ve hayvan kaynakli-olmayan etkin bir alternatif arayislarini getirmektedir.
Kocaoemer ve arkadaslari bu amagla gergeklestirdikleri calismalarinda FBS’ye

alternatif olarak havuz halinde birka¢ bireyden toplanmis ve hiicre kiltird igin
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hazirlanmis AB grubu insan serumu ile trombin-aktive edilmis Trombosit yéniinden
zengin plazmayi (PRP) karsilastirmiglar, her iki alternatifin de gerek hiicresel gelisim,
viabilite ve imminofenotipleme yodniinden, gerekse farkli dokulara ve hiicrelere
farkhlagsma potansiyelleri yoniinden daha etkin olduklarini géstermislerdir [166].
Yukarida da belirtildigi gibi calismamizda tim asamalarda serum olarak hayvan
kaynakh FBS kullanildigindan, elde edilen sonuglarin insan serumu veya PRP kullanimi
sonrasl ne olacagl bilinmemektedir ve bu soru tartismaya agik bir konu olarak
beraberinde yeni arastirmalari da indiklemektedir. Son yillarda o6zellikle klinik
kullanima uygun kok hiicre-tabanl tedavilerde kullanilan kék hiicre kaynaklarinin,
tedavi edici etkilerinin yaninda beraberinde farkl patojen veya parazit enjeksiyonu
riskini de arttirabildigi, bu c¢alismamizda elde edilen ADK-MKH’ler ile

gerceklestirdigimiz baska bir calismamizda bildirilmistir[26].

Galismamiz dogrultusunda tim deneyler kriyoprezervasyon protokollerinin in vitro
etkinligini test etmek amaciyla gergeklestirildiginden, arastirmasi ve optimizasyonu
yapilan protokollerin ve etkinliklerinin in vivo sartlardaki sonuglari bilinmemektedir.
Guncel literatiirde, farkli kriyoprezervasyon modelleri ile gergeklestirilmis ve deney
hayvanlari modellerinde testi yapilmis ¢ok az sayida c¢alisma bulunmaktadir. Bu
amagla, galismamizda elde edilen sonuglarin in vivo hayvan modellerinde veya
preklinik calismalarda incelenmesi ve klinik kullanimdaki performanslarinin detayli

olarak test edilmesi amaciyla laboratuarimizda yeni bir ¢alisma baslatilmistir.

Sonug olarak bu ¢alismada, yumusak doku miihendisligi uygulamalarinda kullaniimak
Uzere, insan adipoz dokusu ve igerdigi ADK-MKH’lerinin kriyoprezervasyonunda
kullanilan farkh kriyoprotektanlarin adipoz doku ve igerdigi kdk hiicreler Gzerindeki
toksik etkileri belirlenmistir. Mevcut konvansiyonel agamali yavas dondurma yontemi
ve literatirde ilk kez vitrifikasyon ydntemi kullanilarak kriyoprezervasyonlarinin
gerceklestiriimesi sonucunda, bu yodntemlerin doku ve kok hicreler Uzerinde
olusturdugu olasi yapisal ve fonksiyonel degisiklikler saptanmigtir. Elde edilen
verilere dayanarak insan adipoz dokusu ve igerdigi ADK-MKH’lerin kriyoprezervasyon
protokolleri optimize edilmis, bdylece giincel galismalarda veya yakin gelecekte

arastirma veya klinik kullanim amagh doku ve kok hiicre kriyobanki olusturulmustur.
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