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OZET

Amag: Yag dokusundan elde edilen Stromal Vaskuler Fraksiyon
(SVF) hicre stspansiyonun yara iyilesmesindeki roli giin gec-
tikce 6nem kazanmaktadir. Bu calismada enzimatik ve mekanik
yontemler ile izole edilen SVF hiicre popilasyonun yara iyiles-
mesindeki roli incelenecektir.

Gereg ve Yontem: 10 farkli hastadan yag alma yéntemi ile elde
edilen yag dokusu (esit miktarda iki farkli gruba bélindikten
sonra) mekanik ve enzimatik yontemler kullanilarak SVF hiicre
kokteyli izole edilmistir. Izolasyon sonrasinda hiicre canlihdi ve
hicre sayisi akis sitometrisi kullanilarak sayilmis, hiicre prolife-
rasyon hizlart WST-1 testi ile dl¢limlenmistir. Yara iyilesmesinde
in-vitro model olarak kullanilan Scratch Assay testi her iki grup
ile elde edilen hiicre kokteylleri ile gerceklestirilmistir. izolasyon
sonrasinda, yara iyilesmesinde rol aldigi bilinen kolajen tip 1 ge-
ninin ifade edilme seviyesi her iki grup icinde dlciimlenmistir.
Bulgular: Enzimatik yontem ile elde edilen SVF (E-SVF) hiicre
kokteyli 1,52x10%ml (£3,63, n=10, p=0,015) iken, mekanik yon-
tem ile elde edilen SVF (M-SVF) hiicre kokteyli sayisi 0,67x10¢/
ml (£1,69, n=10, p=0,015) olarak dlcimlenmistir. Iki farkli yon-
tem ile izole edilen SVF hiicre kokteylinin izolasyon sonrasi hiicre
canliliklari arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir. M-SVF hicre
kokteylinin, E-SVF ile karsilastinldiginda %10 daha fazla hicre
proliferasyon hizina sahip oldugu gordlmistdr. Ayrica, M-SVF
hlicrelerinin migrasyon hizlarinin ve Col1 gen seviyelerinin E-SVF
hicrelerine oranla daha fazla oldugu saptanmistir.

Sonug: M-SVF hiicre kokteylinin hiicre sayisinin E-SVF hiicre kok-
teylinin hiicre sayisindan az olmasina ragmen, M-SVF hicre kok-
teylinin kolajen tip 1 gen seviyesinin arttigr gorlilmis, bdylece
M-SVF hiicre kokteylinin daha ylksek yara iyilesme &zelliklerine
sahip oldugunu gdzlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Stromal vaskiler fraksiyon, kék hiicre, yara
iyilesmesi

ABSTRACT

Objective: The role of Stromal Vascular Fraction (SVF) cell
suspension obtained from adipose tissue in wound healing is
gaining importance day by day. In this study, the role of SVF cell
population, isolated by enzymatic and mechanical methods in
wound healing, will be examined in vitro.

Material and Method: An SVF cell cocktail was isolated by me-
chanical and enzymatic methods after adipose tissue was ob-
tained from 10 different patients by the liposuction method (the
adipose tissue was divided into two equal groups for enzymatic
and mechanical methods). After the isolation process is done,
cell viability and cell number were counted using flow cytometry,
and cell proliferation rates were measured by WST-1 assay. The
Wound Healing Scratch Assay test, which is used as an in vitro
model for wound healing, was performed with cell cocktails ob-
tained from both groups. After isolation, the level of expression
of the collagen type 1 gene, known to be involved in wound
healing, was measured in both groups.

Results: While the SVF (E-SVF) cell cocktail obtained bythe en-
zymatic method was 1,52x10¢/ml (£3,63, n=10, p=0,015), the
number of SVF (M-SVF) cell cocktails obtained by mechanical
method was 0,67x10%ml (+1,69, n=10, p=0,015). No significant
difference was observed between cell viability of SVF cell cock-
tails isolated by two different methods. The M-SVF cell cocktail
had a 10% higher cell proliferation rate compared to E-SVF. Fur-
thermore, M-SVF cell migration rates and Col1 gene levels were
found to be higher than E-SVF cells.

Conclusion: Although the cell number of the M-SVF cell cocktail
was less than the cell number of the E-SVF cell cocktail, the col-
lagen type 1 gene level of the M-SVF cell cocktail was found to
be higher, so the M-SVF cell cocktail had higher wound healing
properties.
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GiRiS

Yara iyilesmesi; homeostaz, inflamasyon, proliferasyon ve
matUrasyon adi verilen dért farkli evreden olusan fizyolo-
jik bir stirectir (1). Her ne kadar yara iyilesmesi uzun yillar-
dir calisiliyor olsa da gelistirilen yara tedavi yontemlerinin
cogu ylUksek maliyetli, distk etkinlikte ve yan etkileri ol-
masi sebebiyle yeterince tatmin edici bulunmamaktadir

).

Yag doku kaynakli SVF olarak adlandirilan heterojen hicre
popllasyonu, epitelizasyon, anjiyogenez ve immuino-mo-
dilasyon gibi kesin fizyolojik gerekliliklere dayali yara
iyilesmesi icin en umut verici terapdtik stratejilerden biri
olarak bilinir. Ancak, bazi dezavantajlarin halen ¢ézilmesi
gerekmektedir. Ornegin; kolajenaz enziminin SVF izolas-
yonunda kullaniimasi biyolojik kontaminasyon riskini art-
tirabilir. Ayrica bazi Ulke regilasyonlar enzim kullanimi ile
ilgili bircok kisitlama getirmistir (3).

Yag dokusu, ¢cogunlukla adipositlerden olugsmasina rag-
men &nemli bir mezenkimal kdk hicre rezervi olarak
bilinmektedir. SVF, cerrahi yéntemler ile toplanilan yag
dokusunun yikimi sonucunda elde edilen, mezenkimal
kok hicre, mezenkimal hicrelerin yansira pre-adiposit,
endotel hiicreleri, hematopoietik hiicreleri, fibroblast ve
perisitleri iceren heterojen bir hiicre kokteylidir. SVF, kok
hicre konsepti icinde énemli bir yere sahip plastik cer-
rahi ve diger klinik branglarda kullanimi olan son derece
glincel bir gelismedir (4). SVF, plastik cerrahi icin rutin bir
islem olan lipoaspirasyon islemi sonucunda elde edilen
lipoaspiratin izolasyonundan sonra kolaylikla elde edile-
bilmektedir.

SVF elde edilmesi icin izolasyon ydntemleri temelde,
manuel yontem (enzimatik yéntem), otomatik cihazlar ve
mekanik ayristirma yontemi olarak tge ayrilabilir. Genel-
likle, laboratuvar ortaminda enzim kullanilarak gercekle-
sen SVF izolasyonu enzimatik izolasyon yéntemi olarak
bilinmektedir. Enzimatik yontem ile izole edilen Lipoas-
piratin grami basina yaklagik 100,000- 1,300,000 ¢ekirdekli
hicre, %80'den fazla canlilikla elde edilebilir. Ancak, bu
yontem pahali, zaman alici (?0-120 dakika) ve yasal ve ida-
ri kaygilan artinc durumdadir (3).

Enzim ydnteminin dezavantajlar géz ontnde tutularak,
klinik ortaminda ve cerrahide kullanilmak tzere SVF izole
eden otomatik cihazlar yayginlasmaya baslamistir. Oto-
matik cihazlarin temel avantajlan arasinda kapali ortam
olmasi, kontaminasyon riskinin minimum olmasi, klinik
uygulamada standardizasyon saglamasi ve uygulamanin
ameliyat ortaminda veya klinikte gerceklesiyor olmasi
gibi sebepleri ile avantaj olusturmustur. Fakat bahsi ge-
cen otomatik bu cihazlarin ¢cok maliyetli oluslarindan ve
cihazi kullanacak ekstra bir kullaniciya ihtiya¢ duyulmasin-
dan dolayi fazla yayginlasamamistir. Bu nedenle, SVF'in
mekanik izolasyonu arastinlmaya baslanmistir. Bu bakis

acisi ile birlikte bircok mekanik ayristirma yéntemi denen-
mistir. Bu yontemler arasinda sadece c¢alkalama, titresim,
santrifjleme yontemlerine dayanan mekanik izolasyonlar
gercgeklestirilmistir.

Fakat mekanik izolasyon yontemleri, enzimatik izolasyon
teknikleriyle kiyaslandiginda hiicre sayisi ve canlilik agi-
sindan ¢ok dustk kalmistir (5). Daha sonra yapilan calis-
malarda, hicre sayisi ve canliliginin az oldugu mekanik
izolasyon ydntemlerinde hicre aktivitesinin, enzimatik
yontemler kullanilarak ayristirilan hiicre populasyonlarin-
dan daha fazla oldugu gdsterilmistir (6).

Bu calismada; literatirde daha dnce yara iyilesmesindeki
etkinligi kanitlanmis olan yag dokusu kullanilarak mekanik
ve enzimatik ydntem ile izole edilen SVF'in yara iyilesmesi
Uzerindeki etkisinin in vitro incelenmesi hedeflenmistir (7,
8,11).

GEREC VE YONTEM

Hiicre izolasyon yéntemi

Bu calisma igin 26-52 yaglan arasinda 25-27 kg/m? BMI
araliginda liposaksin yag alimi operasyonu gegiren top-
lamda 10 kadin secilmis ve kurumsal inceleme kurulumuz
tarafindan onaylanmigti. 2 mm capinda ¢ok delikli bir
kantl kullanarak her hastanin lateral kal¢a bdlgesinden
20 ml lipoaspirat yag dokusu toplanmistir. Dekantasyon
sonrasl, yag doku iki esit parcaya bolinmus, enzimatik ve
mekanik yontemler ile SVF izolasyonu icin 2 farkli gruba
ayrilmistir.

Enzimatik izolasyon (E-SVF)- Enzimatik izolasyon igin ay-
rilan 10 ml yag doku, 0.1 U/mL konsantrasyonunda ve 1:
1 (h/h) oranda GMP dereceli kolajenaz NBé (Serva Elect-
rophoresis, Heidelberg, Almanya) kullanilarak 30 dakika
boyunca 37°C su banyosunda sabit hiz ile calkalanmistir.
Calkalama sonunda adipoz doku PBS sollsyonu ile yi-
kanmis ve 5 dakika boyunca 300 G'de santrifij edilmistir.
Santriflj sonrasi sUpernatant (yad hicreleri ve yikama/
enzim sivisi) atilmig ve Uzerine 10 PBS eklenerek SVF hiic-
releri homojenize edilmistir. Daha sonra, homojenize edi-
len hiicre stspansansiyonu 70 um'’lik steril sizgecten (BD,
LSR00159) gegirilmistir.

Mekanik Yontem ile SVF izolasyonu (M-SVF)- Mekanik sin-
dirim igin aynlmis olan 10 ml yag doku ¢ yollu musluk
yardimi ile 20 cc'lik luer-lock baglantili sirngalara aktaril-
mistir. Ddner bir gdébek yoluna sahip ¢ luer-lock portun-
da 3 farkli filtre bulunan kip seklinde bir aparat kullanila-
rak mekanik izolasyon gergeklestirilmistir. Yag doku dolu
enjektdr birinci porta yerlestirilmis, bos enjektor ise ikinci
porta yerlesilmistir. Portlarin birinde 1000 mikron deliklere
sahip bir filtre bulunmaktadir. Bu iki port arasinda adipoz
doku 10 kez ileri geri gegirilerek kiictk parcalara ayrilmis-
tir. Dénen godbek yolu ikinci ve Gglinct portlar arsinda bu-
lunan 750 mikronluk filtreye dogru cevrilmistir. Yag doku
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dolu enjektor ikinci porta, bos enjektér ise Uglincl porta
baglanmis ve bu filtre arasinda 10 defa gecirilmistir. Boy-
lece yag doku daha ki¢ik parcalara ayrilmistir. Ayni islem
Uglinel ve dérdiincl port arasinda bulunan 500 mikronluk
filtre icin de tekrarlanmistir. Boylece yad doku tam olarak
parcalanmistir. Pargalanan yag doku Uzerine 1:3 oranda
kalsiyum-magnezyum (Ca-Mg) dengeli bir tampon ¢ozel-
tisi eklenmis ve 10 dakika boyunca oda isisinda inkiibas-
yon gerceklestirilmistir. Bu tampon ¢ézeltisini eklemenin
asil amaci eritrositlerden kurtulmak ve kontaminasyonu
engellemektir. Santrifij islemi ve kapali ortami saglamak
amaci ile, 20 cc luer- lock sinngalarin gévde kisimlari, ic-
bukey, hiicre yapigkanli contalara sahip 6zel yapilmis ayri-
labilir pistonlarla degistirilmistir. Parcalanan yag doku bu
pistonlara aktarilmis, pistonlarin bas kisimlar cikartilarak
2000 G'de 10 dakika santrifij edilmistir. Bu igslem sirasinda
SVF'in icblkey contalar iginde birikebilmesi icin luer-lock
uclart ice dogru yerlestirilmistir. Santriflj sonrasinda, pis-
tonlarin cikartilmis bas kisimlari tekrar takilmis ve hicre
pelleti digindaki yag doku ve tampon ¢ézeltisi bir t¢ yollu
musluk yardimi ile bos bir enjektére aktarlmistir. Hicre
pelleti salin solisyonu ile homojen haline getirilmistir.

Hiicre sayisi ve canliigi analizi

E-SVF ve M-SVF ile izole edilen hiicre popllasyonun top-
lam ¢ekirdekli hiicre sayisi ve canliligi, kirmizi kan hicresi
lizizinden sonra akis sitometresi (Muse CellTM Analyzer)
ile dlcimlenmistir.

Hiicre proliferasyonu testi

Yukarida 2 farkli ydntem ile izole edilen SVF hiicre popu-
lasyonu, hiicre kilttrt kosullarinda biyutilmustar. Hicre
proliferasyon analizi icin, iki farkli yontem ile izole edilen
hiicre kokteyllerinden 3x10% hicre/kuyucuk olacak sekil-
de, 96 oyuklu hicre kiltir kaplarina ekilerek, %10'luk fetal
sigir serumu (Gibco, UK) ile desteklenmis dustik glukozlu
DMEM besiyerinde 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele
edilmistir. Hlcre proliferasyonu testi, literatirde belirti-
len WST-1 testi (BioVision, CA) ile degerlendirilmistir ().
WST-1 test sonuglari Absorbans degeri, 540 nm’de spekt-
rotometre kullanilarak élgtimlenmistir. Bu deney, 3 biyolo-
jik tekrar yapilarak tamamlanmistir. Kontrol grubu olarak
ATCC (American Type Culture Collection) siparis edilmis
ve blylime ortamiyla muamele edilmis adipoz kaynakli
kok hiucreler kullaniimistir.

Yara iyilesmesi scratch assay

ki farkli ydntem ile izole edilen SVF hiicre popiilasyonu 6
oyuklu hicre kiltird tabaklarina (TPP, isvigre) 1x10° hiicre/
kuyucuk konsantrasyonunda ekilmistir. 1000 pL steril uc
kullanilarak, yara iyilesmesi modeli olusturulmustur. iki
grup da %2 FBS iceren taze besiyeri ile beslenmistir. Hiic-
reler inklbatdrde 24 saat inklbe edilerek, yara kapanmasi
invert ters mikroskop (Nikon Eclipse TE200: Nikon, Tokyo,
Japonya) kullanilarak dl¢tlmustir. Kontrol grubu olarak
ATCC (American Type Culture Collection) siparig edilmis

ve blylime ortamiyla muamele edilmis adipoz kaynakli
kok hucreler kullaniimistir.

Gercek zamanl PZR ile gen ekspresyonu analizi

Yara iyilesmesinde etkin role sahip Kolajen tip | primeri,
Ulusal Biyoteknoloji Merkezi'nden (Bethesda, MD, ABD)
Primer-BLAST yazilimi kullanilarak tasarlanmistir. iki farkls
metotla izole edilen SVF hiicre populasyonlarindan top-
lam RNA izolasyonu, Ureticinin protokolline gére Total
RNA Saflastirma Arti Kiti (Norgen, CAN) kullanilarak izole
edilmistir. RNA'nin cDNA'ya dénustirilmesi icin Quanti-
Tect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Fransa) kullanil-
mistir. Kollajenaz tip 1 geninin mRNA ekspresyon seviyesi,
QuantiTect SYBR Green PCR kiti (Qiagen, Fransa) kulla-
nilmistir. Reaksiyonlar Ureticinin protokoliine gére iCycler
RT-PCR sistemi (Bio-Rad, Hercules, CA) kullanilarak oku-
tulmustur. Analiz sirasinda, 18S rRNA referans geni olarak
kullanilmistir. Kontrol grubu olarak ATCC (American Type
Culture Collection) siparis edilmis ve blylime ortamiyla
muamele edilmis adipoz kaynakli kok hicreler kullanil-
mistir.

istatistiksel analiz

Istatistiksel analiz icin yiizde bazinda tek yoénli varyans
analizi (ANOVA) ve GraphPad Prism 5 (GraphPad, La Jol-
la, CA) yazilimi kullanilmistir. P<0.05 degerleri istatistiksel
olarak anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Hiicre sayisi ve canlihigi analizi

E-SVF yontemi ile izole edilen hiicre populasyonun top-
lam cekirdekli hiicre sayisi 1,52x10° iken M-SVF ile edilen
ortalama ¢ekirdekli hiicre sayisi 0,67x10° olarak dl¢ciimlen-
mistir. izolasyon sonrasinda elde edilen hiicre popiilas-
yonlarinin hicre canlliklart E-SVF grubunda %96,6 iken
M-SVF grubunda %97,5 dur. Hiicre canliklar arasinda an-
lamli bir fark gézlenmemistir (Sekil 1).

Hiicre Sayia fec (:10%) Hiicre Canlilgi (%)
A MSVF 067 95
ESYF 152 96,6

izolasyon Mekanik izolasyon

Enzima

Sekil 1: a. Mekanik izolasyon ve enzimatik izolasyon
sonrasi elde edilen hiicre kokteyli hicre sayisi ve hicre
canllid sonuglan b. Mekanik izolasyon ve enzimatik
izolasyon sonrasi elde edilen hicre kokteyli cekirdekli
hicre boyamasi ardindan faz-kontast mikroskopu
altindaki gorintuleri.
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Hiicre proliferasyon testi

Yukarda bahsedildigi tzere, M-SVF ile izole edilen hiicre
popllasyonun in vitro yara iyilesmesi modelinde hiicre pro-
filasyonun kontrol grubuna ve E-SVF grubuna kiyasla daha
fazla oldugu saptanmistir. E-SVF grubunda A490 nm degeri
72. Saat sonunda 199+0,3, M-SVF grubunda 191+0,1 kont-
rol grubunda ise 100+0,1 olarak tespit edilmistir (P<0,05).
Hicre popllasyonu Sekil 2'de goruldigu Gzere mekanik
yolla elde edilen hicrelerin proliferasyonu E-SVF ile izole
elde edilen hicrelere oranla daha fazla bulunmustur.

10001 Il 24 saat
4 0 48 saat
N 72 saat
B 1007
< ]
]
(W]
i~
]
T 10+
1
Kontrol  E-SVF  M-SVF Kontrol  E-SVF  M-SVF Kontrol  E-SVF M-SVF
Sekil 2: Huicre proliferasyonu WST-1  testi ile

gerceklestirilmistir. Analiz mekanik yéntem ve enizmatik
yontem ile izole edilen SVF hicre kokteylinin 24., 48. ve
72. saat sonrasi Slcimlerinin gdstermektedir.

Yara iyilesmesi scratch assay

iki farkli yolla elde edilen SVF hiicre popiilasyonun yara
iyilesme slrecindeki etkilerini gézlemleyebilmek ve hiic-
relerin migrasyon &zelliklerindeki muhtemel degisimi in-
celemek amaci ile, 6 kuyucuklu kiltir tabaklarina 100,000
hicre/kuyucuk olacak sekilde hicreler ekilmistir (10,11).
Hicreler kap ylzeyini tam olarak kapladiklarinda 200 plL
pipet ucu yardimiyla kabin tam ortasinda steril kosullarda
bir yark modeli olusturulmustur. Olusturulan bu yarngin

KONTROL GRUBL
N T

0.5aat

14. Saat

kapanma hizi ve araligi isik mikroskobu yardimiyla 24, 48
ve 72. saatlerde &lcimlenmigti. M-SVF ile elde edilen
hicre kokteylinin migrasyon egilimi bir diger deyisle yara
iyilesmesi potansiyellerinin daha yiksek oldugu saptan-
mistir (Sekil 3).

Gercek zamanli PZR ile gen ekspresyonu analizi
Gergek zamanli PZR deneyi, anlatimi yapilan gen miktarlari-
nin belirlenmesini saglayan bir ydontemdir (12). Floresan isi-
ma veren boya (SYBR) DNA ya baglanarak yeterli miktarda
Uriin olustugu zaman 1sima verir ve gen anlatimi belirlenir.
(13) Yukarida bahsedilen hicre canliligi ve yara kapanmasi
analizlerinin sonuglarina anlamli olarak, yara iyilesmesinde
rol aldigi bilinen kolajen tip 1 geninin ifade edilme sevi-
yesi M-SVF ile elde edilen hiicre populasyonunun, E-SVF
ile elde edilen hiicre populasyonundan 1,5 kat daha yik-
sek oldugu gézlemlenmistir. (Kontrol; 1,15x10¢+1,3; E-SVF;
8,5x10°+2,4; M-SVF;1,4x107+1,2: P<0,05) (Sekil 4).

Col1A Geni

10°

104

10

Gen Ekspresyom Seviyesi

10"

Kontrol Grubu E-SVF M-SVF
Sekil 4: Mekanik izolasyon ve enzimatik izolasyon sonrasi

elde edilen hicrelerin kolajen tip1 seviyesinin 18sRNA
referans genine oranla ifadesinin gz-PZR ile tespiti.

M-SVF

prael

Sekil 3: Mekanik izolasyon ve enzimatik izolasyon sonrasi elde edilen hicrelerin ¢izik
analizi ve yara kapanma oranlari. Kontrol: ATCC (American Type Culture Collection)
siparig edilmis ve blylme ortamiyla muamele edilmis adipose kaynakli kék hicreler,
goruntiler invert mikroskopunda, biytutme orani 40x olarak alinmstir.
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Bu sonuclardan yola ¢ikarak, yag dokudan mekanik yol
ile elde edilen SVF hiicre kokteylinin, enzimatik yolla elde
edilen hiicrelere gore yara iyilestirici 6zelliginin daha fazla
oldugu yapilan deneylerce gdzlemlenmistir.

TARTISMA

Cilt batinlugd, dokuda herhangi bir bozulma durumun-
da cildin surekliligini korumak icin is birligi yapan sitokin-
lerden ve blyime faktorlerinden kaynaklanan uyarilar
kadar icsel ve digsal faktorler dizisi ile saglanir. Ayrica,
kollajen gibi hicre digi matriks bilesenleri, yara iyilesme-
sinde 6nemli bir rol oynar. Yara iyilesme stireci, dnceden
sekillendirilmis fibrin pihtinin kollajen matriks tip | ile
degistirilmesini gerektirir. Hlcreler tarafindan Uretilen
kollajen, cilt iyilesmesi sirasinda hem hicre yapismasini
hem de hiicre gdcini kontrol eder. Hicre go¢l ve pro-
liferasyon yara iyilesme oranini sinirlayan faktérlerdir. Bu
calismada enzimatik ve mekanik yontemler ile izole edi-
len SVF hiicre kokteyl kullanilarak bahsi gegen faktorler
uyarlanmaya calisilmistir. M-SVF hiicre sayisi, E-SVF hicre
sayisinin %30-50'si kadar oldugu goérilmektedir. Sadece
hicre sayisi agisindan bakildiginda enzimatik yoéntem
ile izole edilen SVF hicre kokteyli bir avantaj sayilabilir.
Ancak, ileri calismalar yapildiginda, bulgularimiz M-SVF
hicre kokteylinin izolasyon sonrasi hiicre sayisinin daha
az olmasina ragmen, hicre bélinme hizinin daha yiksek
oldugunu ve buna ek olarak kollajen tip | gen ifadesi du-
zeyini arttirdigini gdstermektedir. Ayrica, bu artisin kolla-
jen uretimiyle sonuglandigini ve yara iyilesme sirecinde
hicrelerinin ¢cogalmasini ve gé¢lini arttirdigini kuvvetle
vurgulamaktadir.

Mekanik izolasyon, adipositlerin, adipoz matriksinden ay-
rlmasi sonucu SVF hiicrelerinin santrifij yontemi ile ¢ok-
mesine dayanir. Bazi calismalar, mekanik manipulasyonun
ve mekanik kuvvetlerin, hicre islevselligini ve etkinligini
pozitif anlamda etkileyebilecegini géstermistir (8). Hicre
aktivitesinin artmasi, hlcrelerin gen ekspresyon seviyele-
rinde artisa ve buna bagl olarak protein sentezinin daha
fazla olmasini saglar.

Enizmatik yontemlerde kullanilan enzim kimyasalinin,
Clostridium gibi bakterilerin patogenezi sonucu elde
edilmekte ve bu enzimin insan sagligi Gzerinde etkisi
tam olarak bilinmemektedir. Bu sebepten dolayi bircok
Ulkede bu kimyasalin insan doku ve hiicrelerinin iglen-
mesinde kullaniimasi dnerilmemektedir (14). Enzimatik
SVF izolasyonunun dezavantajlarinin Ustesinden gel-
mek icin, bircok mekanik SVF izolasyon metodu orta-
ya cikmistir. Mekanik izolasyon yéntemi, ameliyathane
ortaminda gerceklestirebileceginden enzimatik izolas-
yon yontemlerine oranla daha kolay, daha kisa ve tercih
edilebilir bir yéntem olarak degerlendirilebilir. Mekanik
izolasyonun dezavantaji ise enzimatik yéntem ile elde
edilen hicre sayinin en fazla %10 kadar hiicre sayisi izo-
le edebilmektir (15). Gelistirilen yeni mekanik izolasyon

yontemleri ile birlikte bu oran %50-60'a kadar yiksel-
mistir (16, 17). Ayrica Banyard DA ve arkadaglar tara-
findan yayinlanan bir ¢calismada hiicre sayisinin etkisinin
cok dnemli olmadidi, hicre aktivitesinin daha énemli
oldugu vurgulanmistir (8). Bu 1sik cercevesinde bakildi-
ginda mekanik izolasyon yéntemi ile edilen SVF hiicre
kokteylinin yara iyilesmesinde ¢ok buiylk umut vaat et-
tigi 6n gorilmektedir.

SONUC

Bu calismada, in vitro yara iyilesme modeli kullanilarak
2 farkl yontemle edilen kok hiicrelerin karsilastirmali
yara iyilestirici tedavisinin potansiyel kullanimi belirlen-
mistir.

Sonuglanimiz, M-SVF hicre kokteylinin kolajen tip 1 gen
seviyesinin arttigi gorilmus, bdylece M-SVF hicre kok-
teylinin daha ylksek yara iyilesme &zelliklerine sahip
oldugunu goézlemlenmistir. Tum bu bilgiler sonucunda
bulgular, cilt yaralanmalarinin tedavisi icin mekanik yon-
tem kullanilarak elde edilen SVF kokteylinin alternatif bir
tedavi olmasini dngdérmektedir.
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