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OZET

Gunumizde kordon kani (KK) kdk hiicre (KH) gadalarina ilgi giderek artmaktadir. Bunun
nedeni, KK'nin, kemik ilgi, periferik kan (PK) ve yadokusu ile kiyaslanginda daha genc¢
hicreleri icermesi, yayabilme yeteneklerinin yiksek olmasi gibi 6zedliild sahip olmasidir.
Mezenkimal kok hicrelerin ger bir kayng@ olan PK, kolaylikla elde edilebilmesi ve 6n
calismalar icin uygun bir kaynak olmasi nedeniyle tereitiimektedir. Kordon kanindan
MKH’lerinin kudltard, yapilmasinda mevcut olan zdklardan dolayl dinyanin az sayida
laboratuvarinda yapilmaktadir. Ulkemizde ise, buikde ilgili calismalar sadece KK’indan
hematopoetik ve MKH izolasyonu, immunofenotipleiidiesi, kriyoprezervasyonu (Prof. Dr.
Tulay IREZ) ve transplantasyonuyla sinirlhidir. Buna goee bl cagmanin amaci farkli
donorlerin periferik ve kordon kanindan elde ediltKH’lerin izolasyonuna,in vitro
kultirde adaptasyonuna ve proliferasyonuna etk egigitli faktorlerin (fiziksel, kimyasal,
donoére bah) etkisini incelemek olmgtur. Calsmalarda 15 Kordon kani ve 30 periferik kan
ornesi  kullanildi. Deneylerde farkh izolasyon yontemlefFicoll, eritrosit lizis ve
santrifigasyon), hicre sayimi ve canhlik tayinijcte kualtard, mikroskobik ve Flow
Sitometrik yontemler kullanildi. Bu cainada ilk kez olarak kordon kanindan mononukleer
hicre izolasyonunda Ficoll gradienti yonteminin@®@ hizda) incelenen yontemler arasinda
en uygun yontem oldiw, mezenkimal kok htcrelerinin izolasyon, ve adsypdaunda +%15
HyClone serum ve diik glikoz iceren DMEM besiyerinin kultirin yapiimada kullanilan
flasklardan ise Falcon marka flasklarin en uygudug@l tespit edildi. Flow Sitometrik
analizler sonucunda, kordon kanindaki mezenkim&l kdcre miktarinin, izolasyon oncesi
%0,04, izolasyon sonrasi %1,22 ve kultirde %10,R2igo belirlendi (p<0,05). Periferik
kanda izolasyon oncesi, izolasyon ve kultirde miepead kok hiicre miktari Flow Sitometrik
olarak incelendiinde ise sadece kultirt yapilan periferik kan MMidihden %0,001
mezenkimal kék hicre olgu belirlendi (p<0,05). Kordon kani MKH’lerin izolgsnu ve
kaltir ortaminda proliferasyonuna etki eden faldbitelirlenmesi sonucunda Turkiye'de ilk
kez olarak kordon kani mezenkimal kok hticrelerindsyonu sganmstir. Elde edilen bu
sonuclar, rejeneratif tip ve biyomuhendislikte dokilhendisii calismalarinda 6nemli
olabilir. Ayrica bu cakmada elde edilen sonuclar, TUB\K tarafindan yayinlanan 2003—
2023 Teknoloji Ongorii Caimasinda, Turkiye'de kok hiicre teknolojilerinin ggtilmesi ve
kok hucrelerin ozellikle rejeneratif tip uygulamateda kullanilabilir hale gelmesi gerekgii

talebine de uygun olarak yapilgtir.
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ABSTRACT

The very promising features of cord blood stem stlldies have been attracting more and
more interest nowadays. Compared to the well-knetem cell sources such as bone
marrow, peripheral blood and adipose tissue, céoddoconsists of younger cells with a
higher survival ability. However, in the prelimiyastudies, peripheral blood, which also
includes mesenchymal stem cells (MSC), has beefeqped much more since it can be
accessed easily. As likes to preripheral bloodd ddood include mesenchymal stem cells.
Nevertheless, due to presence of lower amount o€ M&cord bloos and some technical

difficulties in its in vitro culture, it is rarelgrocessed by research laboratories.

In our country, practiced studies of cord blood dimited with hematopoetic and
mesenchymal stem cell isolation, immunophenotypitryopreservation (Prof. Dr. Tilay
IREZ) and transplantation from cord blood. The aifmthes study was following to the
isolation of mesenchymal stem cells from pheriphand cord blood, donated from different
donors, to investigate the effects of a severakjay, chemical and donor-related factors on
cell proliferation and adaptation of these cellsitno culture conditions. 15 cord blood and
30 peripheral blood samples were processed indidy. Cells were isolated via ficoll,
erytrocyte lysis and centrifugation based differenéthods. In order to the assess the
efficiency of these isolation methods cell count aurvival assessment, cell cultuvation,

microscopic and flow cytometric methods were edfitly performed.

This present study proposed for the first time that use of Ficoll gradient method (900xg
speed) in mononuclear cell isolation from cord bls@more suitable than the other examined
methods. Additionally, cullture medium consisitio§ %15 HyClone serum and DMEM
(with low glucose) yielded higher amount of MSC apdbvided cells better cultural
environment. Finally, culture flask (Falcon BD, 81A) was the most appropriate in culture of
MSC. Flow cytometric analysis of MSCs revealed tihat percentage of MSC in cord blood
was gradually increased with a significant amoun@4% at pre-isolation, 1,22% during
isolation and 10,22% after culture (p<0,05). Inecad peripheral blood, flow cytometric
analysis of MSC at pre-isolation, during isolatiand in culture has pointed out that only

0,001% MSCs were blood mononuclear cells in cuttyreripheral (p<0,05).

This present study, for the first time in Turkegyealed out the factors that have effects on

the adaptation and isolation of MSC from cord blobdose obtained data could be beneficial
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for regenerative medicine and tissue engineeringioengineering field. Furthermore, this
study was performed adequately to the 2003-2023ndogy Vision Study that was
published by TUBITAK with the demand of developmehstem cell technologies in Turkey

and making stem cells especially employable inmeggtive medicine applications.

Keywords:
Umbilical cord blood, Peripheral blood, Flow Cytanye Mesenchymal Stem cell
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1. GIRIS

Son yillarda kok hiicre camalarina ilgi giderek artmaktadir. Bunun nedeni kilcrelerin
sahip olduklar farkhlgma 06zellikleri ile c¢eitli doku ve organlari olgturan hicrelere
donisebilme potansiyelleridir. Kok hicreler bu ozelliklele, rejeneratif tip gibi yeni bir
bilim dalinin gelymesine neden olngtur (Rosenbaum vd., 2008)eride rejeneratif tibbin
daha da gedmesi, ginimuizde tedavisi mimkin olmayan AlzheinRarkinson, diyabet,
kanser gibi hastaliklarin hticresel tedavisine, dokihendisl§i ile yeni doku ve organlarin
elde edilmesine imkan verebilir (Shihabuddin ve é&wp 2010; Yuan,2010; Luo, 2009).
Ancak, batin bu calmalarin temelini, kok hicrelerin izolasyonu ve fddsmasi olgturur
(Park vd., 2009; Atala, 2009).

Kok hicreler; embriyonik ve fetal dokularsthda, ergkinlerde kemik ilgi, kordon kani,
periferik kan, y& dokusu gibi csitli kaynaklardan elde edilebilir (Steinbock, 200@pore
vd. 2006; de Villiers vd., 2009). Embriyonik ve detkaynaklardan kok hicrelerin
izolasyonundaki zorluklar yaninda, bu kaynaklarulldniminin ceitli etik tartismalara yol
acmas! halen tagtimaktadir (de Kretser, 2007; Brignier ve Gewirt2010). Ergkin
kaynaklardan kok hicre elde edilmesinde dasitlcezorluklar bulunmaktadir. En c¢ok
kullanilan kok hiucre kaynaklarindan olan kemilgilin elde edilmesinde hasta acisindan
zorluklar olmasi, bu kék hicre kayhain kullanimini sinirlamaktadir (Mizuno H, 2008)r
diger ergkin kok hiicre kayn@ ise adipos dokudur. Adipos dokunun alinmasi lar cerrahi
islem gerektirdginden, izolasyonda da g#i problemlere neden olur (Brayfield vd., 2010;
Zuk, 2010). Ayrica egkin dokulardan elde edilen mezenkimal kdk hicraledondrin ys

ve sglik durumu gibi fizyolojik sartlarinin dgisken olmasi nedeniyle, adipos doku gibi
erigkin kaynaklardan elde edilen kdk hucrelennvitro gelisimi ve farklilasma potansiyelleri
de degiskendir (Zuk, 2010). Oysaki bir ameliyat @tolan kordon kani, donére zarar verme
riski tasimayan, 6zellikle Glkemiz gibi genc¢ nifusu olan d@um orani yuksek ulkelerde,
elde edilmesi kolay ve c¢ok bulunan bir kok hicreyriagidir. Kordon kani, kolay elde
edilmesinin yaninda,kemik #i ile karilastirildiginda digutk viral kontaminasyon oranina
sahiptir (Solves vd., 2003; Solves vd., 2003). Agrkriyojenik derecelerde hicre carguh
blyuk ol¢ctide koruyarak muhafaza edilebilen (M-Relorvd., 2000) ve etik taginalara yol
acmayan bir kaynaktir. Klinik kullanim agisindae,ikordon kani kok hicreleri, allojenik
antijenlere cevap veren sitotoksik T lenfositlefinetemediklerinden, yiksek immun tolerans

gosterirler. Gobek kordon kani hiicreleri ayricaiqftamatuar sitokin interferon-(IFNy) ve



tumor nekroz faktém(TNFa)'yl da Uretemediklerinden, klinik kullanim acisard allojenik
transplantasyona uygun hucrelerdir (Zeddou vd.,0R0Yapilan bircok cajmada, bir
mezenkimal kok hiicre kaype olarak kordon kanindan elde edilen mezenkimal kok
hicrelerinin  yg, kemik, kikirdak, sinir hatta kara@r hicrelerine farklikgabildikleri
gosterilmitir (Lee vd., 2004). Ancak tim bu avantajlaringman gdbek kordon kani kok
hicrelerinin izolasyonunda ve kultur ortamina adapbnunda halen gdi zorluklar
bulunmaktadir. Yapilan ¢camalarda farkli izolasyon ve kiltur kal parametreleri denengi
olmasina rgmen, baaril bir kordon kani mezenkimal kok hicre kiltiianelde edilmesi
ancak 1/15 (~%6,6) oranindaginmstir (Laitinen ve Laine, 2007; Zeddou vd., 2010).

Klinik kullanim potansiyeline sahip bir gier kok hiicre kayna olan periferik kan, aferizi
kolay ve istenildéi zaman hastadan elde edilmesi mumkin bir kok hétenma olmasi
nedeniyle ginimuzde kemikgine alternatif olarak kullanimina yonelik on calsmalar
baslatiimistir. Allojenik transplantasyonlarda Graft vesus Héssease (GvHD) yaniti ve
tumor olygturma riski nedeniyle kok hicre tedavilerinde kaikal sinirli olmasina gmen,
kok hucrelerin kalttrt ve farkhkana potansiyellerinin incelenmesi gahalarinda kullanim
icin uygun bir kaynaktir (Huss vd., 2000).

Kordon kanindan izole edilen mezenkimal kok htgmelsinirli olmasi, ayrica kaltirindn
yapilimasina ve adaptasyonuna etki edeaitlicaktorlerin yeteri kadar bilinmemesi, kordon
kani mezenkimal kok hicre kudltirinin ancak dinyamam sayida laboratuvarinda

yapilmasina neden olrgtur.

Ulkemizde ise, bu konu ile ilgili caimalarin buyik bolimi kordon kanindan izole edilen
hematopoetik ve mezenkimal kék hicrelerin immunofgrendirilmesi, kriyoprezervasyonu
ve transplantasyonuna yonelik olup 6zellikle Cepegh Tip Fakulltesi Kadin Hastaliklari ve
Dogum Anabilim Dali Tup Bebek Unitesi getim Uyesi Sn. Prof. Dr. TulayREZ
dansmanlginda yuratiimektedir. Batiin bunlarggraen, tlkemizin az sayida laboratuvarinda
(Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen TedavilerieMezi-KOGEM) kordon kani

mezenkimal kok hicrelerin izolasyonu ve kultirtildgli calismalar yapiimaktadir.

TUBITAK tarafindan yayinlanan 2003-2023 Teknoloji Orig@alsmasi'nda, Turkiye'de
kok hicre teknolojilerinin geftirilmesi ve kok hicrelerin  6zellikle rejeneratifipt
uygulamalarinda kullanilabilir hale gelmesi gerefiivurgulanmaktadir (Turkiye Bilimsel ve

Teknik Aragtirma Kurumu Kasim, 2004).

Buna goére cajmamizin amaci, ilk kez olarak farkli donérlerdedeelkedilen periferik ve



kordon kanindan Mezenkimal kék hicrelerin izolasywan in vitro kiltirde adaptasyonuna
ve proliferasyonuna etki eden fiziksel, kimyasal dendre bal faktorlerin etkisini

belirlemek olmuytur.
Amaca ulamak icin gagidaki calsmalar yapildi:

— Farkh dondrlerden izole edilen kordon ve perifetdnda mezenkimal kék hicrelerin

varhginin immanofenotipik olarak belirlenmesi,

— Kordon kani mezenkimal kdk hicrelerinin izolasyoawe proliferasyonuna etki eden

cesitli fiziksel faktorlerin
— Eritrosit lizis tamponu,
— Ficoll gradient ile ayirma yonteminde farkli safitrihizlari,
— Santrifigasyon ile ayirma yontemi,
— Flask ylizey yapisinin
Karsilastiriimasi,

— Kordon kani mezenkimal kok hticrelerinin izolasyodarve proliferasyonunda farkli

besiyerlerinin etkisinin incelenmesi,

— Kordon kani mezenkimal kok hucrelerinin izolasyoma adaptasyonunda farkli
kaynaklardan elde edilen serumlarin (otolog semigiik immunoglobulin G oranina

sahip HyClone Fetal &r Serumu, Fetal Dana Serumu) etkisinin incelenmesi

— Dustuk ve yuksek glikoz konsantrasyonu iceren DMEM Yesnin, kordon kani

mezenkimal kdk hiicrelerinin izolasyonu ve adaptaaya etkisinin incelenmesi



GENEL BILGILER

2.1 Kok Hicreler

Kok hicreler organizmayi ofturan ve organizmanin y@mi boyunca bircok hicre tipine
farklilasabilme, kendini yenileyebilme ve galabilme yeteng@ne sahip 6zel hicrelerdir
(Katsumoto vd., 2010; Nandoe Tewarie vd., 2009gwykaullarda ¢egitli doku ve organlari
olusturan farkh hicrelere dégébilme 6zellgine sahip olan kok hicreler, bu 6zellikleri ile
gunumuizde tibbin bircok alaninda ve doku mihergisgjalismalarinda ygun sekilde
kullaniimaktadir. Farkl hicre tirlerine démibilme potansiyeli olan kdk hicrelere olan bu
ilginin  nedeni, ileride bu hicrelerin laboratuvarrtasninda istenilen hicre tartne
donisturilebilmesiyle, vicutta hasar gorgnidloku veya organlarin hiicresel tedavisinde
uygulanabilmesinin Umit verici olmasidir (Liu vad2010). Kok hucrelerin bu 6zellikleri,
bircok argtirmacinin ilgisini ¢cekmi ve kemik iligi basta olmak uzere, farkli kék hicre
kaynaklarini kullanarak yapilan gatamalar ve uygulamalar sonucu, “rejeneratif tiglvkami
gelismistir (Keller, 2002). Kok hicrelerin ssiz islevlerinin surdartlmesi igin, hicrelerin
gelisebilecgi optimum kaullarin sg&lanmasi ve tibbi uygulamalarda kullaniimak Uzere
organizmada hasar ve red glirmayacak kgullarda dretilmeleri gerekmektedir (Bosse vd.,
2000).

Elde edildikleri kaynaklara gore farkl farklgima potansiyellerine sahip olan kék htcreler ile
yapilan cakmalar, hiicrelerin elde edilglikaynaklar ve kullanim alanlari, bircok tarhiayi

da beraberinde getirgtir (Tarnok vd., 2010). En cok tagtian kok hicre olan embriyonik
kok hacreler, farkli hicre hatlarina dgnie potansiyeli acisindan avantajli olmalarina
ragmen, etik sorunlar ve dondr @es1 acgisindan okturdusu tehlikeler sebebiyle bazi
calismalarda tercih edilmemektedirler (Lengner ve Andl@. Gobek kordon kanindan elde
edilen kok hicreler ise, farkldma potansiyeli ve birim hacimdeki kok hiicre sagg@sindan
avantajli olmalarinin yaninda, kemikili embriyo ve yg dokusu ile kiyaslanginda dondr
saligl, donor sayisi ve etik tagtnalara bgl sorunlar acisindan da en uygun kaynaklardan
biridir (Smith ve Wagner, 2009).



2.2 Kok Hicrelerin Genel Ozellikleri

Kok hucreler, kendini yenileme, klogkrak kendi kopyasini djturabilme ve farkh hicre
hatlarina farklilgabilme yetengine sahip 6zel hucrelerdir (Yu ve Estrada 2010). Bu
Ozelligin timune (Kendini yenileme, Klonjma, Farklilama) sahip olan bir hiicre kok hticre

olarak tanimlanabilir§ekil 2. 1).

=7
ey

Orellesmis
HHiacrelere
Farlkhilasmma

Sekil 2. 1 Kok hicrelerin genel 6zellikleri

2.2.1 Kendini Yenileme

Kok hicrelerin temel 6zelliklerinden biri olan kendyenileme terimi, hiicrenin galma
yetengini belirler. Kok hicreler bu yonden 6limsiz, silirele sinirsiz bélinme yetegiee
sahip hicrelerdir. Bunun yaninda, Houck ve arkkadienin yaptgl in vitro calsmalarda, kok
hicrelerden farkli olarak, somatik hicrelerin enlda80 kez boliunebil@i ve daha sonra bu

hicrelerin yaglanmasi sonucunda replikasyonlarinin azalgosterilmstir (Houck vd., 1971).

2.2.2 Klonlasma

Klonlasma; bir hicrenin ayni yapiya sahip birden fazlaréyicuretme kapasitesi olarak
tanimlanir. Klonlama 6zellgi hicrelere, kendi 6zelliklerine sahip yeni hicreleetebilme
yetengi kazandirir. Boylece hucrelerin homojen hicre taupolusturabilmelerini sglar.
Sonucgta tamamen ayni hucresel ve genetik yapiyg sahn hicrelerden bir hicre hatti
olusturulabilir (Lanza vd., 2004).



2.2.3 Farkhlasma

Kok hucreler, organizmada ihtiyac duyugadunda farkh hicrelere dégébilme potansiyeline
sahip hucrelerdir. Ancak, her kok hicre tird, ektldigi kayngsa bali olarak farkli
farklilasma potansiyeline sahiptir. Kok htcreler farkh sfigr verildiginde bu 6zellikleriin
vitro kosullarda da gosterebilir. Bkin kaynaklardan elde edilen kok hiicrelerde, endomly

ve fetls kaynakl kok hicrelerin sahip oiduyetenekler sinirlidir. Bu nedenle kdk hicrelerin
islevlerini tanimlamada, hicrelerin  farkglmaa potansiyellerinin  de g6z 6ninde

bulundurulmasi gerekmektedir (Watt ve Driskell, @D1

2.3 KOk Hucrelerin Farklila sma Potansiyel

Kok hicreler mezoderm, endoderm ve ektoderm oladikndirilan ¢ germ tabakasindan
meydana gelen hicrelerden @lu Bu ¢ germ tabakasi, tum vicut hicrelerinin eyonik
kaynaini olusturmaktadir. Vicudun ofumu sirasinda, bu 3 germ tabakasinin her biriifarkl

0zellesmis hicreleri meydana getirir (Cizelge 2. 1) (Est2009).

Cizelge 2. 1 Embriyonik Germ Tabakalarindan §gsliFarkli Dokular

Embriyonik Germ Tabakalari Farkhila smisDokular

Endoderm Timus, Tiroid, Paratiroid Bezi, Larinks,
Trake, Akcger, idrar kesesi, Vajina, Uretra
Gastrointestinal Dokular, Karagr,
Pankreas, Gastrointestinal SistégnYuizeyi,

Solunum Sistemic Yiizeyi

Mezoderm Kemikiligi, Kan, Adrenal Korteks, Lenf
Dokulari, Cizgili, Dz ve Kalp Kaslari, Ba
Doku (Kemik ve Kikirdak dahil), Urojenita
Sistem, Kalp ve Kan Damarlarn (Vaskuler

Sistem)

Ektoderm Deri, Sinir Sistemi (Noroektoderm), Adrepa
Medulla, Hipofiz Bezi, Ba ve Yuz B&
Dokulari, Goz, Kulak




Elde edildikleri kaynga bali olarak kok hicreler, totipotent, pluripotent, hipotent ve
unipotent olarak adlandirlan 4 farkli farkhlaa potansiyeli gosterirler (Watt ve Driskell,
2010).

2.3.1 Totipotent Hucreler

Totipotent terimi TotusTam, bdlinmemi ve PotentiaGlg, potansiyel anlamina gelen
kelimelerden tlreyen ve hegeyi yapabilen anlamina gelen Latince bir terimBgrtilizasyon
ile olusan tek htcreli embriyo (zigot) ilk totipotent hiiaskarak adlandirilir ve tek pma tim
organizmay! meydana getirebilecek genetik bilgiggutansiyele sahiptir.

Ayrica erken embriyonik donem olarak adlandirilé&stomerin olgtugu embriyonun ilk 4—
5. gunine kadar ofan hicrelere de “totipotent hicreler” adi verilnegkt. Totipotent
hicreler organizmanin tim yapilarini ve ekstra @&ohik yapilarda olan gébek kordonu,
amniyon kesesi, Wharton Jeli ve plasentay! datotabilecek yeternge sahiptirler. Totipotent
hicreler organizmanin ggiinini takiben farklilgma potansiyellerine goére pluripotent,

multipotent, Unipotent 6zellik gosterebilirler (Shialy vd., 2006).

2.3.2 Pluripotent Kok Hucreler

Pluripotent terimi Latince “gdtli, cok” anlamina gelen Plures ve PotentiaGulg
kelimelerinden turemstir. Pluripotent hcreler fertilizasyondan sonra;54 giinde olgan
blastosist evresindeki embriyoda bulunan hiicreleBli hiicrelerjn vivo embriyonik gekim
sirasinda vén vitro kosullar altinda embriyonun ti¢ germ tabakasi olan dedo, mezoderm
ve ektodermden meydana gelen her tarli hicre tigyaklastk 200 farkh hicre)
olusturabilme potansiyeline sahip hicrelerdir. Bsie farklilasma 6zellgine sahip olmalarina
ragmen pluripotent hicrelerglev goren bir organizmayi qjturabilecek kabiliyete sahip
degildirler. Pluripotent kok hicreler birgok farkli bie tlrind olgturmalarina rgmen
totipotent htcreler gibi ekstraembriyonik tabakalalusturamazlar. Yapilan camalarda
erken donem insan embriyolarindan alinan hicrééerfeatis dokusundaki gonad kokenli
hicrelerin de pluripotent 6zetk sahip olduklari gdsterilgtir (Munsie vd., 2000; Brignier ve
Gewirtz, 2010).

2.3.3 Multipotent Kok Hicreler

Embriyonik gelgsimin daha ileri evresinde gorulen bu hicreler sad&endi kdkeninde



bulunan 6zellgmis hicrelere ve doku gruplarina farkgdéoilirler. Bu hacreler sinirli
farklilasabilme kapasitesine sahip olmalaringgman yine de c¢ok sayida hcre tirine
farklilasabilmektedir. Multipotent hicreler, kemik ginde yiksek miktarda olmak Uzere
kordon kani ve y&a dokusunda da bulunur (Barlow vd., 2008; Secco 2608; Shoji vd.,
2010).

2.3.4 Unipotent Hucreler

Latince “tek, bir” anlamina gelemnuskelimesinden turetilngtir. Unipotent hticreler, sadece
bir ¢esit hiicre grubuna farklikabilen hicrelerdir. Bu hicreler, gkin organizmada, tek bir

seri boyunca farklikabilirler. Ayrica, doku yenilenmesinde de rol oyaar Ancak, daha

genk doku hasarlarinda, hasarli bélgenin tamiri iciariplotent kok hicreler devreye girer
(Young ve Black, 2004; de Kretser, 2007).



2.4 Kok Hucrelerin Elde Edildi gi Kaynaklar

Embriyonik kék hicre kaynaklari olan, erken embniyaddnemindeki blastosist, embriyonel
yapraklar ve fetal dokular gnda kok hticreler, bircok farkli gkin dokudan da izole edilir
(Cizelge 2. 2 ). Gunumuzde mevcut olan kok hucryméklarina ek olarak tibbi ve laboratuar
tekniklerinin gelgmesiyle ileride, daha farkli kok hicre kaynaklammnida kgfedilmesi
beklenmektedir (Can ve Karahlseyihg 2008).

Cizelge 2. 2 Baz! gkin kok hucre kaynaklari

Kemik Ili gi

Kas Dokusu

Spongiyoz Kemik

Noral Krista

Dermis

Yag Dokusu

Periost

Perisit

Snovyal zar

Kan

Amniyon Sivisi

Wharton Jeli

Gobek Kordon Kani

Gobek Kordon Stromas

Dis Pulpasi
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Siniflandirmada bircok farkli gégiblmasina ramen kok hicreler temelde, kendini yenileme
ve farklilgsma yetengine gore iki gruba ayrilirlarSekil 2. 2). Bunlardan ilki embriyonik
digeri ise ergkin kok hicredir (Zhang ve Wang, 2008).

lligi Periferik Kan ~ Kordon Kan
leri Kok leri Kok Hucreleri

Embriyonik
Kok
Hiicreler Hematopoetik
Kok Hiicreler

Erigkin Mezenkimal

Hiicrel < .
iicreler y Kok 5 Kok Hiicreler

Hiicreleri

Epidermal
Embriyonik a ;2 Endotelyal
Olmayan 3 EEgIs
£ B Kok
Kok Hiicreleri E
Hiicreler : 3 Organlardaki v
Kok Hiicreler X Kil kkii

Kalp kasi

Kadavra . Korneal
Kok K
Hiicreleri Meme Bezi

Sekil 2. 2 Kok hucreler elde edilglikaynaklara gére, embriyonik ve embriyonik olmalak

hiicreler (nonembriyonik) olarak adlandirilirlar. Emyonik kaynaklarin yaninda, cok g

hicre hatlarina farkhkana 6zellgi gostermeleri, kolay kultire edilmeleri ve etikttgmalara
yol agmamalari nedeniyle, en ¢ok gdéin kok hiicre kaynaklari gkin kok hicre

kaynaklaridir.

2.4.1 Embriyonik Kok Hucreler

Fertilize yumurta, olgun bir organizmay! sluruncaya kadar bolunir ve farkkla Iinsanin
dahil oldigu tim ergkin memeliler, sinir (néronlar), kas (miyositlederi (epiteller), kan
(eritrositler, monositler, lenfositler, v.b.), kekni(osteositler) ve kikirdak hcreleri
(kondrositler) gibi 200’ den fazla hiicresginden olgur (Watt ve Driskell, 2010).
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Embriyonik kok hicrelerinin 1998 yilinda Wisconditadison Universitesinde James
Thomson tarafindan kiBnden (Thomson vd., 1998) 17 yil sonra 1998 y#inohsan
embriyonik kok hicrelerinin (IEKH) elde edilmesi kéltirinin yapilmasi, biyoloji bilimi
icin cok énemli bir ilerleme olmasinin yaninda dakiihendisii ve rejeneratif tip icin de
dev bir adim olmgtur (Placzek vd., 2009).

Insan embriyonik kok hiicrelerinin elde ediidembriyolar, blastosist adi verilen 4-5 gunlik
ici bos mikroskobik kurelerdir. Blastosist ti¢ yapidansoiu Blastosisti kaplayan katman olan
trofoblast; blastosistin icinde bulunanshd olan blastosdl ve blastosdlun bir ucunda bufuna

ve yaklgik 200 hiicreden odan i¢ hiicre kitlesiJekil 2. 3).

Blastosit

ic Hiicre Kitlesi (ICM)
(Embriyoblast)

Trofoblast

Blastosdl

Sekil 2. 3 Embriyonik kdk hticreler embriyonun 4-Sjik erken donem formu olan
blastosistin yaklgk olarak 64—200 arasi hiicredengal i¢c hticre kitlesinden elde edilirler.
(Vogelstein vd., 2002).

2.4.1.1 Embriyonik Kok Hicrelerin Ozellikleri

Embriyonik kdk hicreler (EKH), vicuttaki herhangi blicreye dongme ve kiltir ortaminda
sonsuza dek yayllma vyetemee sahiptirler (Vogelstein vd., 2002). Buss& islev

kombinasyonu, bu htcrelerin, hastaliklarin vesla@manin tedavisi igin sinirsiz  bir
farklilasmis hiicre kayngn potansiyeli sglayabilecgini gostermektedir. EKH’lerde bu
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islevleri salayan molekuiler sireclerin aglamasi, bunlarin potansiyellerinin kontrol altinda
tutularak ve farklilamayi kontrol eden yeni stratejiler ggirilmesini salayacaktir. Somatik
hicrelerin, embriyonik kok hicre benzeri hicrel@dadstirilmesi icin en son teknolojiler ile
kontrolli farkllagma uygulamalarinin birdémi, gelecekte hastaliklarin tedavisi icin hasta
kaynakli pluripotent hiicre tirlerinin aglwrulmasi icin umut vaat etmektedir.

Embriyonik kok htcrelerin, kiltir ortaminda ya daigen embriyo icinde embriyo ve gkin
organizmadaki tim htcreleri ghurma potansiyeli bu hucrelerin “pluripotent” 6zgihi
gosterir (Stewart vd., 2008). Pluripotent 6zelbk, memelinin embriyonik gelimi sirasinda
blastosistin i¢ hlcre kutlesindeki hicrelerde vénadaonra gastrilasyon embriyosundaki
epiblast icinde kisa bir sire var olan ve daha aongelsim evrelerinde ve egkinlerde

primordiyal germ neslinde korunan bir 6zelliktir.

I¢ Hiicre Kitlesi

-~ Phumipotent Hiicreler

Dillenmis Ymmuta  Totipotent Hitcreler

Elastosist

Sekil 2. 4 Pluripotent 6zeliie sahip embriyonik kok hicreler, déllerymumurtadan geden
ve kultir ortaminda ya da ggdn embriyo icinde embriyo ve gkin organizmadaki tim

hiicreleri olgturma potansiyeline sahiptir.

Embriyonik kék htcreler, pluripotent 6zelliklerikultir ortaminda da korurlar. Bu hicrelerin
pluripotentliginin sdrdartlmesi, buyime ortamina eklenen maddgkerda farklilamis
hicrelerden olgan bir besin katmani tzerinde blyume ilglaaan dg faktorleri gerektirir.
Bu faktorlerin, hicre icinde pluripotergli kontrol eden Kilit transkripsiyon ganin
surdurdlmesinden sorumlu olmalari muhtemeldir. Bg &aomeodomain transkripsiyon
faktorl Oct4, varyant homeodomain transkripsiydktdel Nanog ve yiuksek mobilite grubu
(HMG)-box transkripsiyon faktori Sox2'yi icerir. Baktorler tarafindan okturulan pek ¢ok
sistem ve kendi kendini dizenleyigiia tanimlanmasi, pluripotent 6zgilh anlagiimasi ve

kontrolu igin bir balangi¢ noktasi okturmaktadir (Johnson vd., 2008; Adachi vd., 2010)
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Sekil 2. 5 Pluripotent 6zellin surdartlmesi icin erken embriyonik hticrelerdiiNOG,
OCT4 ve SOX2 transkripsiyonel diizenlemesi. Plugpbtaktorlerin aktivitelerinin
azalmasina mezodermal hicre hatlarina 6zel, tige bmachyury (BRY) ve MESP

transkripsyonel aktivatorlerin agtieslik eder (Srivastava ve Ivey, 2006; Sauerzweig vd.,

2009). Gobek kordon kani pluripotent hiicreleri tin@inde nikleuslarinda Oct-4, Sox-2 ve
Nanog transkripsyon faktérlerini eksprese edeBeriic transkripsiyon faktori kok
hicrelerin farklilamama 6zellinin sglanmasi ve surduridlmesi igin gereklidir (Srivastaea
Ivey, 2006; Sauerzweig vd., 2009).

2.4.1.2 Embriyonik K6k Hicrelerin Kalttri:

Embriyonik kdk hicrelerin  (EKH) kadltart, farklgemams durumda korunmalart ve
farklilasmalarinin yonlendirilmesi icin ¢cok hassas bir melofi gerekmektedir. Geleneksel
EKH kaltdr prosesi, bir siurdirme/gelatme fazindan, bir embriyoid yapi (EY) elum
fazindan ve son olarak, istenen higzkline kalici olarak farklilgma fazindan okur. Her bir
faz, allmasi gereken zorluklara sahiptir. Embriyonik kdkicreler, ©zellikle de insan
EKH’leri, farkhilasmamg durumlarinin surddrtlmesi icin, fare embriyonikrbblast (EMF)
gibi besleyici hicreler tzerinde kilttre alinir{ent, 2009; King, 2010). Halen, EKH’lerden
farklilasmig hicreler olgturmak icin en kullagii yontem, EHK’lerin kultlr stspansiyonu
icinde kendiliklerinden farkhlgtiklari ve doku benzeri kiresel yapilar glurduklar
embriyoid yapilarin (EY) olgumudur. Embriyoid yapilarin kilttrinin siresi, &g hicre
turine gore dasir ve embriyoid yapilarin farklikgnasi, embriyolarin implantasyon sonrasi
gelisimine kagllik geleceksekilde ortaya cikar. Bir ka¢ giin icinde mezoderueakktodermal
prekirsorler olgur ve bazi endodermal hicre tirleri, pek cok EY’wilerinin baaldigl ve

kistik bir yapiya burtindukleri 10. giine kadar siidiir (Amit ve ltskovitz-Eldor, 2009).
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Sekil 2. 6insan embriyonik kék hiicrelerinin izolasyonu ve Wtilt insan embriyonik kok
hicreleri, blastosistte bulunan i¢ hicre kitlesimpgimde kultir ortami adi verilen ve besleyici
maddeler iceren bir medyum bulunduran plastik kikplarina aktariimasi ile
gerceklatirilir. Hucreler ¢cgalir ve kiltur kabinin yizeyine yayilir. Kulttr kalm ic kismi
genellikle, bolinme 6zelliklerini kaybetgiare fibroblast hiicreleri ile kaphdiig kismi

kaplayan bu tabakaya ayni zamanda besleyici taddikeerilir.

2.4.2 Eriskin Kok Hucreler

Eriskin ya da somatik kok hicreler, gkin viicudunda bulunan farkldemams hicrelerdir.
Bunlar, hasar goren dokulari tamir etmede kullanitdicreleri olgturan ve/veya o6len
hucrelerin yerini alan htcrelerdir ve Uretildikléarkli organlardaki 6zel yerlerde bulunurlar
(Hodgkinson vd., 2009). Ekin kok hicreler, 1950’ |i yillarda kemik ginden alinan kok
hicreler kullanilarak kdk hicre nakli yapiimasindan yana klinikte kullaniimaktadir. Bu
tarihten bu yana, alternatif doku onarim olasihkkunan ve kordon kani, gacilt, goblet
hicreleri ve periferik kan (PK) gibi elde edilmeésiha kolay hiicre kaynaklarindan elde edilen
diger kok hicre tarleri tanimlangtir. Erigkin kok htcreler farkhlgtiklari dokular temel
alinarak hematopoetik ve mezenkimal kok hicrelaraid 2 gruba ayrilirlar (Tarnok vd.,
2010).

2.4.2.1 Mezenkimal Kok Hicreler

Memeli kemik iligi mikro ¢evresi, kemik homeostazisi ve hematopdedastekleyen bircok
farkl elemandan okwr. Bu elemanlardan biri de mezenkimal hiicreleraiiaadlandirilan

hicrelerdir. Mezenkimal kok hicreler; ghaa kemik iliginde bulunan kemik, kas, kikirdak,
tendon, yg ve kemik iligi stromal hicrelerine farklifgna yetengine sahip olan multipotent

progenitor hiicrelerdir. Kemik ginde non-hematopoetik kok hiicrelerin varlik olarak 130
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yil 6nce Alman patolog Cohnheim tarafindan ile sufigtir. Friedenstein ve arkagdari,
1976'da fibroblast kolonisi yapan unitelerde (CF)J-Fhonhematopoetik kemik i
progenitorleri olan mezenkimal kok hicreleri (MKtanimlamgtir. Friedenstein, fetal buga
serumu iceren kemik fli materyalinin ortama yayilmasi sonucunda, adezyenegi olan,
morfolojik olarak fibroblastlara benzeyen, kemik yas hicrelerine farklilgma yetengine
sahip hucre kolonilerinin vagini bildirmistir (Friedenstein vd., 1976). Takip eden vyillarda
yapilan ¢cakmalarda mezenkimal kok hicrelerin her G¢ germ yapdan koken alan hticre
velveya dokulara farklikabilen non-hematopoetik multipotent kdk hicreleduddar
anlailmistir (Pittenger vd., 1999; Jiang vd., 2002). Gunuddibu hticreler genel olarak
mezenkimal tip hicrelere farklgama yeteneklerinden dolayr mezenkimal kok hicreadlar
adlandiriimglardir. Farkli hiicre hatlarina farklgi@abilme yeteng@ne sahip MKH’ler ile
yapilan ygun calgmalar sonucu bir¢cok farkli dokudan mezenkimal kdlcrielerin elde

edilmesi mumkin olmyur (Cizelge 2. 3).

Cizelge 2. 3 Mezenkimal kok hiicrelerin elde edildiaynaklar

Kemik ili zi

Kemik trabektler dokusu

Kordon kani

Plasenta

Wharton jeli

Amniyon mayi!

Yag dokusu

Tendonlar

Snovyal membran

Karaciger

Dis pulpasi
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Mezenkimal kdk hicreler (MKH), yayilma potansiyelan vein vitro olarak kondrojenik,

7). Yakin zamanda yapilan gahalarda, uygun kallar altinda, MKH’lerin, hepatosit ve

noron benzeri hiicrelere farkiglaa kabiliyetlerinin de oldgu gosterilmstir.

Kenik RS
T / Tendon
Mezenkimal Kok
Hiicreler
ey A
/ ' \
Kas 1lik Stroma
L My L TR
e
Kikndak i RSN
L 2',_ x5 ag
(300

Sekil 2. 7 Mezenkimal kok htcrelerin farkl hicreléiine farklilggma potansiyeli. MKH’ler
uygun kaullar altinda kemik, kikirdak, adipos, kas, tengerstroma hucrelerine
farklilasabilirler. iki yonlu olarak gosterilen oklar dediferensiasyaeuransdiferansiasyonu
belirtir (Song ve Tuan, 2004).

Mezenkimal kdk hicreler, MKH ve hematopoetik kdlkcralerin dnctlleri oldgu distntlen
farkli kok hicre gruplarini da icine alan heterof@n hiicre grubudur. Bunlar; multipotent
eriskin progenitor htcreler (MAPC), multilineage uyabllir kok hicre (MIAMI) ve cok
kucuk embriyonik hiicre benzeri kdk hiucrelerdir (\ML3ESauerzweig vd., 2009).

Mezenkimal kok hicreler, sahip olduklari farkfiea potansiyelleri ve zayif immin yanit
olusturma oOzellikleri sayesinde klinik kullanima uygumtr. Bu 6zellikleri ile mezenkimal
kok hiicreler Avrupa Birfii (AB) Tip Ajansi tarafindanitac Hiicre (Cell Drug)” kapsamina
almsglardir (Bey vd., 2010; Parekkadan vd., 2010).
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2.4.2.1.1 Mezenkimal Kok Hicrelerin Genel Ozellikleri:

Uluslararasi Hiicre Tedavileri Topl@u (ISCT) mezenkimal kdk hicreleri tanimlamak icin 3
Ozellik bildirmistir:
1. MKH’ler standart kultir ortaminda plastik yuzeyeunabilen hicrelerdir,

2. MKH’ler yuzeylerinde CD105 (SH2), CD73 (SH3/4)®&90 gibi non-hematopoetik hiicre
yluzey belirteclerini eksprese etmeleringman, CD45, CD34, CD14 veya CD11b, CD79
veya CD19 ve HLA-DR gibi tipik hematopoetik beligteri gdstermezler,

3. In vitro kosullarda kemik, yg ve kikirdak hicrelerine farklgabilirler (Togel ve
Westenfelder, 2007; Kucia vd., 2007; Horwitz vdd02; Dominici vd., 2006).

2.4.2.1.2 Mezenkimal Kok Hicrelerin Elde Edilmesi

Mezenkimal kok hicreler kemik #i disinda adipoz doku, gobek kordon kani, plasenta,
amniyotik sivi ve amniyotik membran gibi sgii fetal dokulardan izole edilebilir. Son
yillarda pek cok cama, insan gbtbek kordonundaki Wharton jelinin, ptiimMKH’ler
bakimindan zengin bir kaynak okglinu gostermsiir (Lee, 2008).

Klinik uygulamalarda kullaniimak Uzere izole edé&colan hematopoetik veya mezenkimal
kok hicreler icin kullanilan hiicre kaynaklari; k&nii gi, kordon kani, periferik kan ve ya
dokusudur. Kemikili ve kordon kanindan hematopoetik veya mezenkirdklhicreleri elde
etmek icin herhangi bir uyarici faktor kullanilmaaigerek yoktur. Ancak periferik kandan
kok hucrelerin elde edilebilmesi icin kan alimindance G-CSF ile indiikleme yapilmasi
gerekir (Demirer vd.,1996; Appelbaum, 1996; Rataczd., 2007; Korbling ve Anderlini,
2001; Grove vd., 2004; Hassan ve EI-Sheemy, 200 L. 2006).

Kaynaklarina bakilmaksizin, farkigimams MKH’ler, fibroblast benzeri morfolojiye ve
kendi kendilerini kopyalama kabiliyetine sahip relerdir. Dolayisiyla potansiyel olarak,
doku ve organ rejenerasyonu icin yeterli saylldegnoak tzere ¢galtilabilirler (Lee, 2008).
Mezenkimal koék hucreler, ya MHK'nin o6zelliklerineaganan dgrudan plakalama, ya da
hicre yluzey markerleri kullanimi ile elde edilireHiki metodoloji de belirli sinirlamalar
icerir. Kiltur plastgine dayali olarak elde edilen satiamlmis populasyonun homojegii
hicrelerin yalnizca yizde 10 ila 20'sinin multipentt farklilgma kabiliyetine sahip olmasi
nedeniyle yiksek dgddir. MKH’lerin kidlttr, doku kultirinde telomerataaliyetinin kaybi
ile telomerin kisalmasinin bir sonucu olarak izbilerelerin poptlasyonun 40 kez iki katina
citkmasi --yali dondrler icin 25 kez-- sinirh oldwnu gostermektedir. Ayrica, klinik

uygulamalar icin, kulturdeki htcreler, bu uzatgngengleme yontemi kullanilirken 250 kez
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iki katina c¢iktiktan sonra dnenglekilde genetik instabilite gostergterdir ve bu da, uzatilmi
ex vivokdilttr suresi olmaksizin yeterli sayida hedef bagr gelgtirilebilmesi igcin verimli
blyutme yontemleri ve etkin farklgarma protokolleri gergine isaret etmektedir (Placzek
vd., 2009).

2.4.2.1.3 Mezenkimal Kok Hiicrelerin Morfolojik Ozellikleri

Kadltar ortamindaki mezenkimal kok hicrelerin modideri, 1sik veya faz kontrast
mikroskobu ile incelendinde fusiform sekilli, ig seklinde ve fibroblast benzeri hicre
topluluklar1 olarak goralurler. Morfolojik 6zellilri fibroblastlara benzemekle birlikte en
onemli farklari ntkleus yer§@minin fibroblastlarda asimetrik olmasina kar bu hicrelerde
simetrik olmasidir (Wu vd., 2009).

2.4.2.1.4 Mezenkimal Kok Hucrelerin Fenotipik Ozellikleri

Mezenkimal kok hicrelerin fenotipik 6zellikleri il@gili calismalar genellikle primer
hicreden ziyade kiltirde galtilmis hicrelerde agariimistir. Primer mezenkimal kok
hicrelerin fenopik 0Ozellikleri hakkinda sinirl sdg calgma vardir. Kiltirde ggaltiimig
mezenkimal kok hucrelerin antijenik Ozelliklerin@koldiginda kendilerine has bir belirte¢
tasimadiklari; endotel, epitel ve kas hicrelerine leerfenotipik 6zelliklere sahip olduklari
gorulmektedir. Kultirde gealtilmis mezenkimal kok hicreler CD45, CD34, CD14, CD11
gibi hematopoetik belirtecleri ve CD80, CD86, CDgibi ko-stimulator molekilleri eksprese
etmezler. Mezenkimal kok htcre icgin tipik olarakbkia edilen belirtecler CD105 (SH2) ve
CD73 (SH3/4)'tur. Fibroblast yizey markeri olan ®FR mezenkimal kok hucreler
tarafindan da eksprese edilmektedir. Ayrica mezeakikok hicreler CD71 (transferin
reseptor) ve CD90 (thy—1)stalar. Farkli dokulardan elde edilen hiicreler geviatak benzer
fenotipik 6zelliklere sahip olmakla birlikte, batarkhiliklar da goze carpmaktadir. Ogie,
yag dokusundan elde edilen mezenkimal kok hicrelezeyinde CD49d tarken, CD106
tasimamaktadir; kemik ifii kaynakli mezenkimal kok hicreler de ise aksine4@d negaitif,
CD106 pozitiftir. Ergkin mezenkimal kok htcrelerin, hiicre ylzeyinde HLsAnf |
antijenlerini zayif eksprese ettikleri, HLA sinif &ntijenlerini tgimadiklari, ancak hicre
yluzeyinde tanmayan HLA sinif 1l antijenlerin sitoplazmada botlusu saptanngtir. Me-
zenkimal kok htcrelerin ko-stimilator molekullere \'HLA sinif Il antijenlerini eksprese
etmemeleri gibi 6zellikleri graft versus host (GvpHastalgl tedavisinde kullaniimalarina

olanak sglamistir. Fetal karag@er kaynakli mezenkimal kok htcrelerin ise HLA sihif
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antijenleri hem hicre ylzeyinde hem de intrastaplkzolarak icermedikleri gosterilrytir.
Bu bulgular MKH antijen ekspresyonunun fetakgmdan egkin yasama gegite desistigini
distindirmektedir.

Mezenkimal kdk hiicreler ve hematopoetik kdk hicréle cok adezyon molekilint ortak
olarak bulundururlar. Bunlarin fecalari fibronektin, laminin ve kollojene panmadan
sorumlu olan integrin ailesi ve L-Selektindir. Mekenal kok hicrelerin ayrica sitokin,
kemokin ve ekstraseluler matriks proteinlerini szfégme yeter@ vardir. Sekrete ettikleri
baslica sitokinler Interleukin—6 (IL-6), IL-7, IL-8,L-11, IL-12, IL-14, IL-15, Macrophage-
colony stimulating factor (M-CSF), Flt-3 ligand g&em cell faktordir (SCF). Ayrica kaltar
ortamlarina IL-& ilave edildginde, grandlosit-koloni stimule edici faktor (G-OSF
granilosit -makrofaj koloni stimile edici faktor M5CSF) sekrete etme yetefikazanirlar.
Mezenkimal kok hicrelerin GM-CSF, G-CSF, SCF veblkalgilama yetenekleri, allojeneik
ve otolog hematopoetik kok hicre nakillerinde, hespoetik kok hicrelerin yegin,
cogalma ve farklilamalarina katki sdayarak notrofil ve trombosit engrafmanini hizlandi
etki gosterdii dusunilmektedir (Newcomb vd., 2007; Buzanska ve Lukam008; Can,
2008; Lanza vd., 2004; Montaya vd., 2005).

2.4.2.1.5 Mezenkimal Progenitdr Huicreler:

Mezenkimal progenitor hicreler (MPH’ler) g bag dokulardan izole edilngiir ve yaygin
olarak mezenkimal kok hicreler olarak adlandiatiriBir kok hicre, klonal kendi kendini
yenileme ve cok ¢dtli farklilasma potansiyeline sahip bir hiicre olarak tanimlaBu.
cercevede "MKH” terimi, bir mezenkimal hicre kagnmadan tek hiicreden ortaya cikan
klonal populasyonlarin kendi kendilerini yenilemmeésgdsteren ¢ok az veri oldu igin
elestirilmektedir (Sarugaser vd., 2009).

2.4.2.1.6 Mezenkimal Kok Hucrelerin Farklila smasi

Eriskin kemik iliginden elde edilen mezenkimal kdk hicreler farkkildre farklilgabilir
(Adiposit, Miyofibroblast, Osteoblast, Endotelyaldne, Kondrosit, Noral hicre, Kalp kasi,
Karaciger hucresijskelet kasi, Bobrek tiibul hiicresi, Tenosit). Féagdnalarda rol oynayan
genlerin bir kismi yapilan camalarla belirlenmtir (Sekil 2. 8). Bu farklilamis hicreler
CD29, CD44, CD105 ve CD166 icin pozitiftir ve yaydaiki gunluk bir iki katina ¢ikma
omri vardir, alti kata kadar kultirde ggeyebilir ve biyolojik slevleri yaglanma ile azalmaz.
MKH’lerin basit bir kemik iligi aspiratindan 10 hafta icinde yajla50 kez ikiye katlanarak
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cogaltiimasi mamkundar. Bu ozellikleri ile, ilk ve ei trimesterde fetal kan, karger ve
kemikten, amniyotik sivi ve kordon kanindan velen periferal kandan, yassi kemikler ve
adipoz dokudan alinan htcrelere benzerdir. Ayriehangi bir telomer kisalmasi ya da
karyotipik anomali olmaksizin belirli kallar altinda ytzden fazla kez gatilabilen bu
hicrelerin CD133 pozitif bir alt populasyonunun|rnyaca mezenkimal hiicre tirlerinegle
(osteoblastlar, kondrositler, adipositler, miyasitlayni zamanda endotel ve néroektodermal
fenotip ve §leve sahip hiicrelere de farkktaa kabiliyeti de kanitlannstir. insan
MKH’lerinin (iMKH) fare iskelet miyositler ile kilire edildginde kas hicrelerine
farklilasmasi ve sinirl miyojenik potansiyel gostermesi MKH’lerin daha geni bir
farklilasma kabiliyeti oldgu da ©6ne surllmlr. Kardiyomiyosit farklilama da, uygun
morfoloji, fizyolojik kardiyomiyojenik yanit ve uygn adrenerjik ve muskarinik ylizey
reseptorlerinin ifadesi ile gosterilgtr (Placzek vd., 2009). Daha once, skim kemik
iliginden alinan kok hticrelerin, embriyonik hiicreleotipotent olmasi karsinda benzer bir
hicre turini Uret distintlmekteydi. Bu multipotent @kin kok hicrelerin kefi ile kaltsal
ya da dejeneratif hastaliklarin tedavisi ve kikkideemik ve miyokardiyum gibi dokularin

onarimi icin gelecek vaat eden ve daha bol birmmyal kaynak sunulmtur (Lin vd., 2006).
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osteogenez

adipogenez kondrogenez

Sekil 2. 8 MKH farklilagmasinda rol alan gen sayilari (Song vd., 2006 )e@&nez,
adipogenez ve kondrogenezin her tc¢iunde de rol eynggnler: Period homolog 1(PER1),
Nebulette (NEBL), ndronal hiicre adezyon molekikugonal cell adhesion molecule-NR-

CAM), FK506-BP 5 Interlokin 1 tip-1l reseptorii (IL1IR2), Cinko parmpkotein 145

(ZNF145), Doku inhibitéri MMP 4 (TIMP4), Serum awitdli A2 (Gorka vd., 2007,

Vambutas vd., 2009; Tanabe vd., 2008).

2.4.2.1.7 Mezenkimal kék hicrelerin Avantajlari

Insan mezenkimal kok hicrelerinin hiicresel tedaviar temel olarak kabul edilmesinin
nedenleri; hastadan kolayca izole edilmeléni,vitro kosullarda hizla c¢@altilabilmeleri,
genetik muhendistine bali olarak ilgili genler ile tedavi yapilmasina uygwlmalari,
nontimorojenik olarak kdltir ortaminda stres sWtari olmaksizin  geri yayillma
gosterebilmeleri ve gdli mekanizmalarla doku hasarlarini onarabilmelgri Bu onarim
mekanizmalarginlardir; (a) dokuya 6zgu fenotipe farkhiaa, (b) hasarl hicrelerin onarimi
ve hucrelerin c¢galmasini sglayan kemokinlerin salgilanmasinin genmasi ve (c)

muhtemelen mitokondri veya mitokondrial DNA'ninnisder edilmesi (Prockop vd., 2008).

Kemik iligi, her 10.000 cekirdekli hiicreye kar 1 mezenkimal kok hicre igerir (Bu oran
kordon kaninda 1/f@& kadar diebilmektedir) (Sotiropoulou vd., 2006). Cocuklarge
CFU/1 milyon tek cekirdekli hiicre orani bulunurkdari yaslarda bu oran 3.2CFU/1 milyon
tek cekirdekli hiicre oranina kadarsdiektedir (Baxter vd., 2004). Yapilan stramalar fetal
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MKH'lerin sadece sayisal acidangdeeriskin kdk hicrelerden doku geiminde, hicre
bolinmesinde ve imminolojik antijen sunumunda nphayan genler agisindan da 6nemili
farkhiliklar tagidigini gostermektedir (Gotherstrom vd., 2005; Bobis, v2006). Ancak
MKH’lerin laboratuvarda farkllgtiriimasi ve dretilmesi ile bu farkhklar ortadan
kaldirabilmektedir.

Mezenkimal kok hicrelerin yuksek galma ve farklilama kapasitelerine sahip olmalari doku
muhendislgi icin ideal aday olmalarina neden olgtwr. Ayrica engrafmani hizlandirici ve
immunmodulatér etkilerinin k@ kemik iligi transplantasyonunda klinik kullanima
girmelerine olanak gfamistir. Mezenkimal kok hicrelerin b hematopoetik kék hicre
nakilleri, doku muhendighi ve gen tedavileri olmak Uzere birgok alanda klikullanim
potansiyeline sahip olmalari bu hiicrelere olaryilgiderek artirmgtir.
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2.4.2.2 Hematopoetik Kok Hucreler:

Hematopoetik kdk hucreler, kendini yenileme kaleitige ve 6Ozellgmis kan hicrelerine,
(eritrositler, trombositler ve l|okositlere) farldgma kabiliyetine sahip, farklifmams
hicrelerdir §ekil 2. 9).

Multipotential hematopoietic

stem cell
(Hemocytoblast)

Common myeloid Common lymphoid
progenitor progenitor

| |
T 1 | | |

® Erythrocyte Mast cell

Small lymphocyte '
Myeloblast / \ Natural killer cell
| (Large granular lymphocyte)

Basophil  Neutrophil ~ Eosinophil Monocyte

@
™ B lymphocyte T lymphocyte
Megakaryocyte

i
-

AN

Plasma cell
Thrombocytes

Macrophage
Sekil 2. 9 Multipotent 6zelfie sahip hematopoetik kok hticreler, farkli fonksgomicre
tiplerini (n6trofil, monosit/makrofaj, bazofil, eowfil, eritrosit, trombosit, mast hicreleri,

dendritik hiicreler, B ve T lenfositleri) clwrabilirler.

Gunumuzde 4 farkh kaynaktan (kemikgili kordon kani, periferik kan ve plasenta) elde
edilen hematopoetik kdk hicreler, miyeloablatif,yetioablatif benzeri ya da miyeloablatif
olmayan glemlerden sonra lenfohematopoetjlevin geri kazanimi icin kullanilmaktadir. E.
D. Thomas tarafindan 1963'te tanimlanan, kemikintlen elde edilen kok hucreler, klasik
kok hiicre kayna olarak kabul edilmektedir. Bir hematopoetik koliche kayngi olarak
periferal kan 1981’de kanitlangtir ve kordon kani bir kaynak olarak 1988'de tdmigtir.
Farkli kok hticre kaynaklari, hicrelerin sayi ve lliderine goére farkli rekonstriktif ve

immunojenik ozelliklere sahiptir (Korbling ve Andiei, 2001).



24

Ciddi kayiplar sonrasinda bile, kan hicrelerinirksgk rejeneratif potansiyeli ve kendini
yenileme yeteng ve lenfositlerin dongusi, hematopoetik kdk hiernel rejeneratif
potansiyelinin gostergesidir. Alman patolog Juli@hnheim 1867'de, kemik #inin
enflamatuar yara iyikeme sureclerinin icinde bulunan fibroblastlar da idatmak Uzere,
sirkilasyonda olan hucreleri Urgiti gostermgtir. Bununla birlikte, kan hicresi tirlerinin
klonojenitesi ve kok hiicre teorisi kavrami ancakIl'@e kanitlanmgtir. Bu nadir kemik ilgi
hicrelerinin kimlgi konusunda oldukga fazla bilgi birikimi olmasinargn, bu hicrelerin
tam kimligi halen targgmalidir ve bu hicreyi dgu bir sekilde tanimlamak igin tek bir belirtec
bulunmamaktadir. Bazi laboratuarlar tarafindanirlbglozitif belirteclerin gosterilmesini ve
farklilasma ya da dizi markerlerinin yokdunu gerektiren HKH’ler bakimindan zengin hticre
populasyonlarini tanimlangtir. Bununla birlikte tek bir hicrenin hematopoeki&k hicre
faaliyeti, 6ldurictu dozda radyasyona maruz biralgilivir farenin ilgili hiicre ile bgarih
tedavisi sonucu elde edilebilir. Hematopoetik kdkcteler, kolay esilebilirlikleri, cesitli
yuzey marker antikorlarina sahip olmalari ve klinikgulamalardaki gegikullanimlari da
dahil olmak tzere fare modellerinin bulunabilmesdeniyle, vicuttaki en iyi anjdan kok
hicrelerdir. Bununla birlikte 1990’larin sonundazb laboratuarlar, farklifana ve dizilere
ayriimanin geri cevrilemegi konusunda uzun suredir devam eden dogmalari Ey@u
HKH’lerin daha 6nceden bilinmeyen yesirtici 6zelliklerini kefettiler. Boylece, kemik il
kaynakli hucrelerin yalnizca @dal dizilerine ayrilmadii, kas ve karager hicrelerine
donistikleri de rapor edilmtir (Togel ve Westenfelder, 2007).

Farkh kaynaklardan izole edilen HKH’ler, buyuk ot benzer 6zelliklere sahiptir; ancak,
elde edilen hicre miktarlar 6nemli 6lguidezgkenlik gosterir. Hematopoetik kdk hicreler,
miyeloid ve lenfoid dizileri de icerecekekilde tim kan hucrelerini meydana getirme
kabiliyetine sahiptir. Hematopoetik kok hicrelerskelet kasi, kalp kasi, karger, endotel

hicreler ve noronlara farklgagini bildiren calgmalar da gunumizde mevculttur.
Hematopoetik kok hicrelerin surdrdlebilir simetdddlinme kabiliyetleri sayesinde, az
saylda HKH'nin bealtildiktan sonra kemik iini doldurabildgi gortulmektedir. Ayrica

hematopoetik kok hicrelerin hizli ve uzun siurehigeme kabiliyeti, bunlari biyoprosesler

icin uygun bir aday hiicre haline getirmektedir.

2.4.2.3 Hematopoetik Kok Hiicre Kaynaklari

Basglarda, kemik ilgi, allojenik transplantasyon icin kullanilan progén hcrelerin tek

kaynaiydi. 1990’larin bainda belirli avantajlar sgayan mobilize (¢cgunlukla grantlosit
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koloni stimule edici faktor-G-CSF) ile periferik kgPK)da klinik olarak onerildi. Periferik
kandan daha buyuk hacimde hucre alinabilmesi, naplahiicreler icindeki progenitor ve
yardimci hucrelerin sayisini arttigir.  Transplantasyon icin, sgamayi ve T-hicresi
kimerizmini kolaylgtiran daha hizh miyeloid ve lenfoid geri kazaniaglamaktadir. Ek
olarak, mobilize PK toplama ve G-CSF kullanimingkih kicuk riskler yaninda kemik di
bagisi ile iligkili riskler ve yan etkiler onemli 6lcide daha fadir. Bununla birlikte
biyoprosesler igin, hicrelerin buyuk boélimi sdk gengleme kabiliyetleri nedeniyle
cikariimakta ve bu da PK HKH’lerini, kemik ginden alinan kdk hiicrelerden daha az uygun
hale getirmektedir. Kordon kani, HKH kayheolarak kullaniimaya bdanms ve 2004 yil
itibariyle Avrupa'daki toplam allojenik transplastenlarin yiizde 3'U ve gkisiz allojenik
transplantasyonlarin ylzde 7'sinde, kordon karlakotaktadir. Ancak, diiik toplama hacmi
nedeniyle kordon kani kullanimi éninde klinik egelardir. Bu durum naklin barisiz
olmasi ya da relaps gibi komplikasyonlara nedenastadir. Bununla birlikte kordon kaninin
terapotik potansiyeli de azimsanmamahdirgidtiinsan I6kosit antijen uyumluluk (HLA)
kisitlamalari, dondrlerden alinma ile ilgili @ik risk ve alindiinda kullanima hazir halde
olmasi, kordon kaninin yeterli miktarda alinakildekdirde HKH'ler icin umut vaat eden bir
kaynak olarak karmiza ¢cikmasina neden olmaktadir. Sonug olarakgurum, cift kordon
kani transplantasyonu ve kordon kaninin bir GcUter@ftan haploidentik hematopoetik
progenitor hicreler ya da mezenkimal stroma higréle birlikte inflzyonu gibi farkl
yaklasimlarin test edildii aktif bir argtirma alanidir (Mahmoud vd., 1999).

2.5 Elde Edildikleri Kaynaklara Kok Hucrelerin Ozellikl eri

2.5.1 Dokulardan Elde Edilen Kok Hucreler

Embriyonik kok hicrelerin aksine, dokulardan elddilem MKH’ler, kanserli yapi
olusturmayan, etik sorunlara yol agmadan bireylerdelaytkla elde edilebilen kdk hicre
kaynaklaridir. Son yillarda dokulardan elde ediké&k hicrelerin argirmalarda ve klinikte
kullanimi giderek artmaktadir. Ayrica Kklinikte Ostenezis imperfecta, Hematopoetik
iyilesme ve Kemik dokusu onarimina yonelik hicresel tedaxgulamalarinda Barili
sonuclar gosterilngtir. Ancak tim bu avantajlarina gmen dokulardan elde edilen kok
hicrelerin etkin birsekilde saflatirilmalarinda ve tanimlanmalarinda zorluklar olmas
yaninda tedavilerde alicida yiksek orandagaik yaniti ortaya ¢ikma riski degwnaktadir.
Ayrica ergkin dokulardan elde edilen kok htcrelerin sahip u@ldri sinirli biyime

kapasiteleri nedeniyle kultir ortaminda uzun siretsaltiimalarr mimkin olmamaktadir
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(Horwitz vd., 2002; Kog vd., 2000; Petite vd., 2D00

2.5.1.1 Periferik kan kok hicreleri

Hayvan modelleri Gzerinde yapilan ilk gahalar, uyarilmy periferik kanda, kemik iiinden
daha fazla tek cekirdekli hiicre ofglinu gosternstir. Periferik kan kok hucrelerinin
hematopoetik nakil icin kaynak olarak kullaniimasiilylk sayida afereze ihtiya¢ duyulmasi
(genellikle 7 ya da daha fazla) sebebiyle oldukeadar. Kisa sire 6nce, kemoterapi
kullanimi ve/veya hematopoetik biylime faktorlegi ulyariima ile periferik kandaki CD34+
hicreleri olan hematopoetik progenitér sayisindendnbir artsa yol actg bildirilmistir. Bu
sebepten, periferik kan kok htcrelerinin kemilginie alternatif olarak kullanimina yonelik
yogun calsmalar balatiimistir. Otolog kullanim i¢in, granalosit koloni uyarf@aktor (GCSF)
ya da granulosit makrofaj koloni uyarici faktor (SB&F) ile tedavi gerekmektedir. Nakil
sonrasinda iyilgme icin mobilize periferik kan kok htcrelerinin kahilmasi kemik ilgi
kullanimi sonrasi iyilgmeden 6nemli 6lctide daha hizhdir. Periferik kaergierinin otolog
nakiller icin kullanimiyla ilgili endjeler, otolog kemik iine kiyasla timaor hicreleriyle
kirlenme ihtimalinin daha yiksek olmasindan dolagkincalidir. Allojeneik nakil icin T-
hicre miktarinin kemik ifiine gére daha yuksek olmasi da gadrericidir. Ancak, periferik
kan kok hucreleri kullaniminin hizli ve guvenilidln@asi verici icin cerrahi slemlerin
olmamasi gbz onunde bulunduruddmda periferik kan kdk hicrelerin kemikgiinin yerine

gecmesi olasidir (Appelbaum vd., 1996).

2.5.1.2 Noral kék hiicreler

Kisa slre oncesine kadar sinir sistemi hicrelericiandilerini yenileyemedikleri
distnuliyordu. Ancak son yillarda yapilan granalarda insan beyninde néral hiicrelerin
oncult olan kok htcrelerin olgu anlgildi. Bu kok hicrelerin, fetusun beyin ve sinir
sistemini olgturan ve nodron, astrosit ve oligodendrositleristluan kok hiicrelere benzegdi
belirlenmstir (Sekil 2. 10). Bu gelimelerin ardindan agarmacilar hayvan deneylerinde kok

hicreleri kullanarak bu sinirleri tamir etmeyiseamstir (Teng vd., 2002).
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Niral kiik hiicreler
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Astrositler

Naronlar

Oligodendrositler

Sekil 2. 10 Noéral kok hicreler sinir sistemini gluran ve néron, astrosit ve oligodendrositleri

olusturan kok hicrelere benzgdbelirlenmistir.

Noral kok hicreler (NKH) uzun sireli kendini yemileye yonelik kapasiteye sahip ve farkh
noral soylar iretebilen 6zel somatik hiicrelerdtirvivo olarak bilyiik 6lgiide pasif olduna
inanilan egkin NKH’lerin kimlikleri halen tartgma konusudur. Bir dizi genetik izleme
serisine dayall 6nde gelen model olan farmakolalilasyon, morfolojik ve immunositokimya
analizi, gliyal fibriller asidik protein (GFAP) aya koyan ve belli radyal gliyal 6zellikler
goOsteren 6zel astrositlerin subventrikiler bolge4sve subgraniler bélgede (SGZ) shin

NKH’lerin bulundusunu 6ne surmektedifékil 2. 11).

Sekil 2. 11 Ergkin noral kdk hicrelerin fare beyninin subventrigtibdlge ve subgrantler

bdlgedesinde bulungu gosterilmgtir.

Yaralanma halinde memeli ©&nbeynindeki karinciklaetrafindaki CD133 ependimal
hicreler etkinlgerek ergkin NKH gorevini goren radyal gliya benzeri hicreleddnigtigi
gOzlenmgtir. Eriskin SGZ'sinde cinsiyet belirleme bolgesi Y-kutuslyiZASox2) ifade eden



28

ve daha fazla Sox2hiicresinin, ndéron ve astrositin artmasina sebep bir grup hiicre
populasyonunun egkin NKH'si oldugu 6ne surilmgtir. Erigkin merkezi sinir sistemindeki
(MSS) bazi hucrelerin normahrtlarda ya da buyuk yaralanmalar sonrasinda nieag
aracilik etmede NKH rolu Ustleniyor olmasi, olfaktepiteldeki egkin ndrojenezinin
kanitidir.

Eriskin NKH’lerinin ozellikleri tamamen karakterize duliistir. Ornezin, insan beyninde
noron, astrosit ve oligodendrosit Uretme kapasitesahip tripotent NKH’nin vag in vivo
olarak gosterilmgtir (Duan vd., 2008)

Memeli beyninde hem kendini yenileyebilen hem dek®a sinir sistemin ¢ nesil yolu
boyunca Uretebilen bir NKH popilasyonu mevcuttakat NKH’nin postnatal MSS’dekn
vivo tanimlanmasi ve lokalizasyonunun zor @dwrtaya konmgtur. Kisa sire 6nce, farkh
calismalar kirpikli ependimal (CE) hiucrelerinin ve 0Ozalubependimal bdlge (SEZ)
astrositlerinin egkin beynindeki NKH icin aday olduklarini gostegtm. Baska bir calgmada
ise bu iki NKH adayininn vitro olarak multipotent kiresel klon — nérosfer —stlmma
potansiyelini incelenmgi ve postnatal ve ekin beyninden izole edilen ve multipotent
proliferatif klonlar — norosferler — olarak buylyem hicreler néron, astrosit ve
oligodendrosit olgturma 6zellgine sahip oldgu gbzlenmgtir. NOrosfer olgturan hicreler
noral kok hucre (NKH) olarak kabul edilebilir ve rhetemel néroge$im siregleri igin bir
model, hem de beyin yaralanmalari ve nérodejeridrastaliklarin tedavisi icin potansiyel bir
kaynak tekil etmektedir. NKH’nin biyolojisini anlamada ©6nembir adim da onlarin
tanimlanmalari ven vivo lokalizasyonlaridir. Periventrikiler subependirbélgenin (SEZ)
bir nérojenez kayna oldugu ve bu boélgenin muhtemelen postnatal vekeribeynindeki en
yiksek NKH y@unlugunu icerdgi gosterilmitir. Subependimal bdlgenin altindaki
ventrikuler sistemin etrafindaki kirpikli ependim@éCE) htcreler bgka bir dnerilen NKH
kaynadir. Kirpikli ependimal hucrelerinin etkin  memelilerde yeni noéronlar Uretme
yetengine sahip olma ihtimalinden uzun sirediiphe edilmgtir ve bu durum dgiik
omurgalilarda merkezi sinir sistemi (MSS) yaralalamasonrasinda CE’nin néron dretmesine
dair raporlarla desteklenstir (Laywell vd., 2000).

NKH’lerin anatomik konumu ve nesil dzellikleri arkcanihayet subependimal bélgede ve
koku alma bulbunda farkl$aak ya da etraftaki hipokampal noral devreye emteimak
amaciyla rostral migratér akimda migrasyogieayan progenitorler Gretmek icin boltindukleri

hipokampal dentat girus (DG) icinde tanimlandiklaaman tespit edilrgiir. HKH’lere
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benzer bicimde, nestin+ olan NKH’ledlevsel olarak sirekli kendini yenileyen ve hem gliy
hem de ndral nesilden ara ve olgun hicreler Urgtotensiyeline sahip olan hiicreler olarak
tanimlanabilir (Lin vd., 2006). Memeli santral sisisteminde yer alan néron ve ndroglial
hicreler ayni progenitor néronal kok hicresindenkekd almaktadir. Bu hucreler
farklilasmamg hicreler olarak, sinir sisteminin en az bulunaremeprimordial htcreleridir.
Noral kok hucrelerin tamasi gereken oOzelliklesu sekilde belirlenmgtir: (1) Multipotent
hicreler olmali ve sinir sistemi hicrelerinden mjrastrosit ve oligodendrositlerin buttin alt
turlerine farkhlgabilmelidir, (2) Sinir sistemi htcre tiplerine faksabilme ve sinir
sisteminin dejenere veya hasarlagimilgelerinde yeniden galabilme yetenginde olmalidir
(3) Seri olarak transplante edilebilir olmalidi4) (Kendi kendini yenileyebilir olmali, ayni
potansiyel ve 6zellikleri tayan yeni hicreler tretebilme yetgnale olmalidir. Multipotent
noral kok hicreler, santral sinir sisteminin gehi boyunca bulunan hicreler olmakla
birlikte, eriskinlerde, belirli bolgelerde bulunabilirler. Bir H®! box transkripsiyon faktort
olan, SOX2, farelerda vivo ve in vitro noral kok/progenitor hiicrelerde gostergtini Sinir
sistemi gemesi sirasinda, NKH’lerin, SSEA-1, HNK-1, PSA-NCAMrominin-1, gp130,
kondroidin sulfat proteoglikanlari, heparan sulfabteoglikanlari, cystatin C, galectin- 1,

glikolipidler, ve Notch | eksprese ettikleri goshenistir (Teng vd., 2002).

2.5.1.3 Karaciger Kok Hucreleri

Eriskin karacgerinde hepatik kdk hicrelerin vaniginimuizden yakigk 40 yil 6nce Wilson
ve Leduc tarafindan 6ne sirllgtir. Fareler tGzerinde yaptiklan gahada, safra kanalinin
distal kolanjiyollerindeki hucrelerin besinsel yaama sonrasinda karger kutlesinin
restorasyonunu gkadiklarini gostermglerdir. Deneysel c¢aimalarda, normal egkin
karacgerinin cerrahi reseksiyon ya da kanser yaralanrsasrasinda tamamen yenilegidi
gozlemlenmgtir. Boylece kayip karager kutlesinin yenilenmesinde hepatositlerin onarici

rolt anlgilmistir (Khan vd., 2006).

Salikli karacigerde doért ana hepatik progenitor tlrd hicre tammigtir. Bunlar oval
hicreler, kucuk hepatositler, karger epitelyal hiicreleri ve mezenkimal benzeri hienctf.
Oval hucreler hepatik yaralanmayaghk safra kanallarindan uretilir. Bipotent farkktirma
potansiyeli (hepatik ve biliyer hiicreler) gostemaal hiicreleiin vitro olarak ¢galtilabilirler.
Kiguk hepatosit htcrelerin izolasyonu ilk olarak tdkia ve arkadgari tarafindan bir
parankimal olmayan fraksiyondan izole edilen katecihicrelerinin santrifiji sonrasinda

gerceklatiriimistir. Bu hicreler hepatositlerden daha kuigcdik, vitro proliferasyon
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kapasitesine sahip \e vitro olarak ergkin hepatosite déryébilme kabiliyetinde hicrelerdir.
Karacger epitelyal hicreleri ise Tsao ve arkgalari tarafindan tanimlangir ve
bipotansiyel olarakin vivo ortamda hepatosit benzeri hicrelere farkkaldikleri
belirlenmstir. Eriskin insan karagerinden izole edilen mezenkimal benzeri hicre
populasyonunun da yiuksek seviye proliferasyon géstk MKH’ler gibi gens bir
farklilasma potansiyeline sahip olgu gosterilmgtir. Bu hicrelerin, MKH’lerin immuinolojik
Ozelliklerini nasil tardiklari hendiz belirlenemestir (Lysy vd., 2008).

Lagasse ve arkaglari ergkin fare Kiinden alinan yilksek derecede sglalmis kok
hicrelerin, karagerdeki slevsel hepatositleri Uretebilglni gosterilmitir (Sharma vd.,
2005). Hepatositlerin galmi sirasinda mikroortamda ard arda bircok biydloglrec
gerceklgir. Hiicre buyimesi ve farklifaasinda rol oynayan en 6nemli hiicrgy dinyaller;
Nodal (aktivin), FGF'ler, BMP, hepatosit biylume ki (HGF) ve onkostatin M (OSM)dir.
Hucreler arasinda ise, transkripsiyon faktorlepdtesit nikleer faktor (HNF)a33, HNF4a,
HNF1a,, HNF6, ve CCAAT cgaltici balayici protein (C/EBP)a,p, belli gelsim
asamalarinda karagere 6zgu gen ifadesini dizenlerler (Lin vd., 2006)

2.5.1.4 Kemik Iligi Kok Hiicreleri

Kemik iligi uzun yillar boyunca oncelikle HKH kaygaolarak gorulmétur (Korbling vd.,
2001). Ancak son zamanlarda yapilan ggaéilarda kemik isinde embriyonun epiblastinda
bulunan cok kicik embriyonik benzeri bir kdok hiugepilasyonunun oldiw da tespit
edilmistir (Korbling vd., 2001). Boylece yeni tanimalamagére kemik ilginin icerdigi
hicreler temelde iki ana kategoriye ayrgtmi HKH ve MKH (Tdogel vd., 2007)

KI multipotent egkin progenitdr hicreleri (MAPC'ler) adi verilen pisten az bulunan
adherent bir kok hicre populasyonu, birka¢ ay bogupelli buytime faktoérleri iceren (6rn.,
epidermal buyime faktoru ve platelet kokenli buythaleori) biyume ortaminda kemikgii
hicrelerininin vitro blyimesiyle izole edilebilirken, nispetensdk hiicre ygunlugu 0.5-1.5
x 1Chiicre/crd muhafaza edilebilir. MAPC'ler, klasik endodermamezodermal ve
ektodermal olarak elde edilen hiicre turleri olapdiesit, endotelyal hiicreler ve néronlari
vitro olarak olgyturma 6zellgine sahiptir. MAPC’lerin pluripotansiyalitelem vivo olarak da
dogrulanmstir; MAPC’ler, MAPC’lerin erken blastosistlere ekgyonundan elde edilen
bircok fare dokusuna katkida bulunabilir (bunlaeyih, retina, ak@er, miyokard, iskelet,
kas, ba&irsak, bobrek, dalak, K kan ve cilt dahildir). Ayni zamanda MAPC'’ler satal
olarak sinmis eriskin obez olmayan diyabegiddetli bilesik iminohasarli (NOD/SCID)
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farelere intraventz olarak verifginde hematopoetik dokular (kan, kemikgilive dalak) ve
akciger, karacgter ve bgirsaklarin epitelyal hicrelerini sgayabilir. Hematopoetik
hicrelerden farkl olarak, farklgariimams MAPC’ler CD45, c-Kit, veya Sca-1 ifade
etmezler. Bu hicreler MKH ’lerin ender bir alt pdggyonunu temsil ederler, ya da
saflgstirilmalari icin kullanilan uzun strel vitro kiltdr sartlarinin bir yan artna olabilirler.
(Dulbecco vd., 1959). Ekin kemik iliginden alinan hematopoetik kok hucreler iyi
Ozelliklidir ve uzun suredir terapo6tik olarak kulidmaktadir. 70 kg @rligindaki bir ergkinin
yaklasik 1.75 L klevsel hematopoetik ilik hacmi vardir ve enfeksiygam da hemoraj gibi
artan talepler halinde alti katina cikabilir. Owl@lduklarindan veya riza gdsteren bir
vericiden alindiklarindan dolayr bu hiicrelerin kallmiyla ilgili ahlaki bir targma da yoktur.
Eriskin kemik iligi hicrelerinin potansiyel kullanimlari mezenkimabkk hiicre ile ilgili
kesiflerle birlikte hiz kazanngtir.

2.5.1.4.1 Yetiskin ilik MKH’lerinin Biyolojisi

Kemik iligi MKH’lerinin farklilasma yonu buyuk olcide sitokinlerden etkilenmektedir.
Ornesin kemik morfogenetik protein 6 (BMP-6) sadece kamjehez ya da osteojeneze
yonelik farklilggmayi etkilemez, ayni zamanda IL-6'nin hematopoensteojenez Uzerindeki
etkileri sayesinde kemik gi ortaminin dizenlenmesine yardimci olabilir. BMRt6 insan
kemik iligi mikroortamindaki duzenleyici roline yonelik iki uhtemel mekanizma 6ne
surtlmitar: (i) insan MKH’lerinin osteoblastik farklifasini gelitirebilir; ya da (ii) kemik
iligi stromasinda interlokin-6 uUretimini glirerek hematopoetik kemik gii hicrelerinin

osteoklastik farkhlgmasini azaltabilir.

2.5.1.4.2 Yetiskin Kemik iligi Kok Hucrelerinin Migrasyonu / Mobilizasyonu

Kemik iligi kaynakli hicreler élimcul bicimdginmis imminolojik olarak uyumlu ikincil
konain hematopoetik sisteminin repopulasyonu 6gielé sahip olan kemik ginden izole
edilen heterojen bir hiicre grubudur. Bu hucreler aan iki ana kategoriye ayrilgtir;
hematopoetik ve MKH’ler. HKH’ler geleneksel olarakanin bigimlenmy unsurlarini
olusturan hucreler olarak gordlurler ve insan kemikgiilinaklinde y@un bicimde
kullaniimaktadirlar. Dolayisiyla, HKH’ler Uzerindgogun bicimde cakilmistir ve ylzey
antijenlerine, biytime 6zelliklerine ve repoptlasymtansiyellerine gére tanimlangtardir.

Daha az iyi tanimlananlar ise MKH’lerdir (MortorQ70).
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Hayvan modellerinde, nakledilen kemikgilihlicreleri iskelet ve kardiyak kasta, vaskuler
endotelyum, karager, akcger, ba&irsak ve cilt epitelinde, pankreatik beta hicre
adaciklarinda, renal glomertiller ve noral dokudpiteedilmitir. Kemik iliginden elde edilen
MKH'’ler, intraserebral olarak asit sfingomiyelina&ksigi olan farelere enjekte ediighde
norolojik anormalliklerin bglangici gecikir ve hayvanlarin yam siresi uzar. Bu hicrelerin
yerel transplantasyonunun birgok vicut dokusunukemik, karagter, kardiyak kas, kalin
bagirsak, cilt — populasyonuna katkida bulunmasi dilifginsiyetten verilen hicreleri alan
hastalarda da gosterilgiir (Smith vd., 1960).

Kemik iligi yillar boyunca HKH’lerin “ana organi” olarak gdniUstir. Ancak son
calismalara gore kemik i de HKH gibi heterojen bir HKH -di populasyonu icermektedir.
Kemik iligindeki bu ceitli kok hiicre populasyonlarinin vaglnin ontojenez sirasinda kok
hicrelerin “gelsimsel migrasyonunun” bir sonucu olu ve bu hicreleri kemik i
dokusuna c¢eken secici ortamin varlyéninde bir hipotez vardir. HKH ve HKH olmayan
kemik iligi stroma hticreleri ve osteoblastlarda (6rn., stiokdkenli faktor-1 [SDF-1], ve
hepatosit buyime faktori [HGF]) mevcut olan falgdrtarafindan aktif bicimde kimyasal
olarak cekilir ve gebedin ikinci G¢ ayinin sonu ve dcunci U¢ aymniglaagicinda kemik

ili gini kolonize ederler.

2.5.1.5 Adipoz Doku Kaynakli Kok Hucreler
Adipoz doku tipki kemik i gibi mezenkimden koken alir ve zengin bir kok taic

kaynaidir. Bu hiicre grubunaslenmis lipoaspire hiicreler [processed lipoaspirate (PLag)i
verilir. Adipoz doku kaynakl kok hicreler galokusundan genellikle ggemme metoduyla
lokal anestezi altinda alinip vitro kalttrl yapilarak elde edilen pluripotent kok relerdir
(Sekil 2. 12).
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Sekil 2. 12insan yg dokusunun aspirasyonu

Kemik iliginde bulunan mezenkimal kok hicreler kadar, famjdna yetengine sahip olan
yag dokusu kdk hucrelerinin elde edilmesi de kemifginle gore daha azaci vericidir. Lokal
anestezi altinda, buyuk miktarlarda elde edilebyte® dokusundaki otolog eskin yag kok
hicrelerinin bulunduklar doku ve organlarda kugasarlarin giderilmesinde rol oyngdve
in vitro ortamda bu fibroblast benzeri hiicre topfiunun adipojenik, kondrojenik, myojenik,
ve osteojenik farklilgma yetenekleri gosterilgtir (Zuk vd., 2001). Doku hasarlarindagirn
otolog kaynak olma potansiyeli sebebiyle rejenétgita farkli biyomateryaller ile birlikte de

kullanilabilmeleri ile ilgili calsmalar yapiimaktadir (Oztel vd., 2009).

Son yillarda yapilan camalara goére, ya dokusu kaynakli mezenkimal kdk hicrelerinin
ciddi kemik hasarlarinin onariminda da kullanileb@i one surulebilmektedir. Mezenkimal
kok hucrelere alternatif olarak, dokumihengiside farkli biyo-materyaller Uzerinde
farklilastirilarak caitli rejeneratif tedavilerde kullanimlari Uzerindele calsmalar
yapilmaktadir. ipan, S. ve Ozbilgin, K., 2007)
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2.5.1.6 Kalp Kasi Kok Hucreleri:

Hasarli myokardiyumun rejenerasyonunda rol oyn&gadiak progenitor hiicreler bulunglw
gosterilmitir (Gherghiceanu ve PopEKHu, 2010; Ventura 201yrica mezenkimal ve
hematopoetik kok hicrelerin ve kahverengg y@gokusundaki CD133+, c-Kit— ve Sca-1-,
hicrelerin kardiyomyositlere farklgag: bildirilmistir. (Zaruba vd., 2000).

2.5.1.7 Epidermal K6k Hucreler:

Eriskin derisindeki her bir kil follikilt, kok hicreleicermektedir. Bu hucreler her kil
siklusunda, folliktl rejenerasyonunda ve yara iyilesi sirasinda reepitelizasyonda rol
oynaarlar. Kendini yenileyen ve multipotent olarkKiiicrelerin bir kismi, bazal lamina ile
temasini devam ettirirken, ghrleri suprabazal yedemlidir. Bu hicreler, kolay elde
edilebilmeleri agisindan 6nemli bir kok hucre kayinalarak dgerlendirilmektedir. Follikuler
epitel bir endodermal sinyal olan Sonic hedgehogpedse eden epidermal plakod
hicrelerinden kéken almaktadir (Li vd., 2010; Reits, 2009).

2.5.1.8 Sindirim Sistemi Epitel Kok Hucresi:

Organizmanin yami boyunca kok hicrelerden kdken alan fargiamsg epitel hicreleri
sindirim sisteminde hizli hiicre yenilenmesingladar. Epitel hiicre yenilenmesi; epitel ve
bag dokusu arasindaki hicre-hiicre ve hicre-hugrethatriks etkilgiminin kontroli
altindadir. Ozellikle kok hucre etrafindaki mikrege "niche” bu kontrolde ¢ok nemlidir ve
sindirim sisteminde gorilen bircok hastalik ve langelsiminde énemli rol oynamaktadir.
Sindirim sistemi epitelinin yenilenmesinde rol oyaa oOnemli faktorler: Wnt/T-hiicre
faktoru-katenin (TCF/beta-catenin), Notch, Soniddehog (Shh)/kemik morfogenik protein
(bone morphogenetic protein-BMP) sinyal yolaklaridi

2.5.1.9 Amniyon Sivisi K&k Hucreleri

Fetal kok hicrelerden olan amniyon sivisi kdk higerepluripotent farklilama 6zellgi
gosteren kok hucrelerdir. Yapilan gatialarda bu hicrelerin néron, kemik, kikirdak, adipo
ve duz kas hiucrelerine farklstaa kapasitesine sahip olduklari ve OCT—4 genindafa
ettikleri gosterilmgtir (Dobreva vd., 2010; Mauro vd., 2010; Da Sacdo, 2010; Feng vd.,
2009; Siegel vd., 2009; Galende vd., 2009; Gargéety).
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2.5.1.10 Kanser Kok Hicreleri:

Kanser progenitor hicreleri kok hlcre-benzeri didelli olan hcrelerdir ve kanser
baslangicinda, ilerlemesinde, lokal invaziv kanserleyiayginlamasi ve tedavisi olmayan
doneme girmesinde 6nemli rol oynarlar. Karsinogdeezgd¢ eden kanser progenitor
hicreleri, timor gedimindeki kaskadda rol oynayan hormonlar, buylimedidéri, sitokinler
ve integrinlerden etkilenmektedir. Kanser progresyula, lokal kanser progresyonu ve
mikrometastatik olaylar; onkojenik sinyal yolakiariaktive eder ve timér gjumu kemik
iligi gibi farkli alanlarda gedir. Tedavi olarak, kanser progenitor htcrelerinigemolekiler
olarak hedef alinmasi go lokal ve metastetik kanserirgkes ve tedavisinde dnemli olabilir
(Iinan ve Ozbilgin, 2007).
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3. GOBEK KORDONU

Insan gobek kordonu yakl&t 40g airliginda, uzunlgu yaklaik 60-65 cm ulgabilen, capi
1,5 cm olan, gobek kordon epiteli olarak adlandmitekli/coklu skuamé6z (pullu)-kibik
tabakalar ile sarili, amniyotik epitelyumdan kaylaaklgl disintlen bir dokudur. Bu
epitelyal hicreler keratinositlerde gortlen ultnangal ve fonksiyonel ozellikler gésterir ve
son zamanlarda kok hiicre karakte@ist sahip olduklar da gorilmektedic dokunun
mimarisi iki arter ve bir venden ¢an ve balica hyaluronik asit gibi proteoglikanlarca zengin
bir amorf madde ile icine gdmulmimast ve 6zelkgnis fibroblast benzeri hiicreleri iceren
mukozkonnektif bir matriks ile etrafi sarilghr. Gobek kordonunda kilcal damar ve
lenfatikler bulunmaz. Damarlar, normalde gidugibi sol spriral donglidir (saat yoninde).
Klinik uygulamalarda “kordon kivrilma indeksi” ile(tim kivrimlarin sayisi toplam kordon
boyunun uzunlguna bélindr ve ortalama santimetrede 0,24 kivrim@isin risk altinda

bulunup bulunmadgh belirlenebilir (Can ve KarahUseyigla, 2007).

Insan gobek kordonu, embriyolojik gastrulasyonun @fiinde fetiis ile plasenta arasinda
olusur ve arter, ven ve allantoisi kapsayan gobek #appmfalomezenterik sap ve orijinal
yolk kesesi bglantisinin kalintisini kapsayan yolk kesesingekillenir. Gobek kordonu,
gobek kordon kaninin ana rezervuarl olarak, norenalki umbilical atardamar ve
toplardamardan obur (ancak, tekiz gebeliklerin %2’inde, ikizlerin %%le ve diuklerin
%2,5'inde tek umbilikal arter mevcuttur). Bu danaarlWharton jel'i olarak bilinen ve
proteoglikanca zengin bir matrixe gomull olarakuowirlar Sekil 3. 1). Temel olarak iki
arter, bir ven ve bu yapilari cevreleyen Whartdmgien olgan gébek kordonu, intrauterin
donemde oksijene kani umbilikal ven aragiiie fetal portal dolggma ve duktus venosus’a
(dolayisiyla kalbe), deoksijenize kani ise fetalagiondan maternal dojana aktarilmasinda
gorev alir (Chantler ve Baum, 1969; Sepulveda2@0]).
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Plasenta

Gébek Kordon Veni

Gébek Kordon
Arterleri

Sekil 3. 1insan gébek kordon kani

3.1 Wharton Jeli:
Thomas Wharton tarafindan ilk kez 1656'da tanimtafa jel, poliliretan yash gibi,

plasenta ve fetis ile pantili olan ve énemli bir iletim cankurtarani olkardonu korumaya
yardim eden fiziksel 6zelliklere sahiptir. Son grla kordon veninin yaninda kok htcrelerin
elde edilmesi icin WJ'nin (Wharton jelly) de kulidabilecesi goOsterilmitir. Gobek
kordonundan kok hiicre elde edilmesinde siklikladkarveni ya da Wharton jelin kullantlir,
hicreler bu iki kaynaktan izole edilir ve kilttrapilir. Romanov 2003'te, Mezenkimal kok
hicre (MKH) benzeri hicrelerin insan gbébek kordaminin alt endothelial katmaninda
bulundigunu ve bagariyla izole edilebilir, kultirt yapilabilir ve mmt teknik yontemlerle
cogaltilabilir oldugunu bildirmitir. Morfolojik calismalarin ve insan gébek kordonundan elde
edilerek kaltart yapilngt MKH benzeri hicrelerin immunotiplendirmesi ile Ilniicrelerin
kemik iligi hticrelerinden ve ger kaynaklardan elde edilerek kultirti yapgmezenkimal
hicreler ile benzerlik gosterdikleri belirlerytii (Rachakatla ve Troyer, 2009; Troyer ve
Weiss, 2008). Ayrica, atilmiya da 6zel olarak izole edilmegninsan gtbek kordonu
perivaskuler hicrelerinin, fonksiyonel mezenkimadtip 6zellik gosterme yetegiae sahip
bir alt grup (subpopulation) hicreleri de icerei@idyosteriimitir. McElreavey de Wharton
jel’ni bir diger alternatif mezenkimal kok hicre kagnaolarak bildirmitir. Daha sonra
Naughton ve Purchio gbébek kordonu-WJ'nden onclrdéad hicrelerini izole etmesinin
ardindan Mitchell benzer bir yakian kullanarak WJ'den ndral hicrelere diferansiyel

olabilen fibroblast benzeri hiicreleri izole etti¢Ereavey vd., 1991).
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3.2 GObek Kordon Kant:

Onceleri bir ameliyat ati olarak gorilen gobek kordon kani (GKK), hem latoarda hem
de klinik ortamda, kemik ifi transplantasyonu ile ilgili sorunlarin biganu ortadan
kaldirmstir. GKK htcre transplantasyonu, Fanconi anemisitds 5 ygindaki bir cocgu
tedavi etmek icin ilk kez 1988'de 1 ile kullaniimstir. Daha sonra, gunlugu akrabalik

ili skisi olmayan dondrlerden olmak tzere, 6.000'detaf&zKK transplantasyonu yapilgir.
kemik iligi gibi, GKK kullanimi dasu ana kadar hematopoetik hastaliklar, kemigi ili
hastaliklari ve basiklik sistemi yetersizfii hastaliklarinda sinirlidir (Cizelge 3. 1) ancak
mevcut argtirmalar bunun ¢ok daha guclt bir klinik silah dlabegini gostermektedir
(Shlebak vd., 1999).

Cizelge 3. 1 Gobek kordon kaninin ginimuze dekgnale malign olmayan hastaliklardaki
klinik kullanimlari (Vemuri, 2007).

Bebeklik ¢ca&l Krabbe hastah

Epstein-Barr virtisi

Lizozomal ve Peroksizomal depo hastaliklari
Diamond-Blackfan anemisi

Cesitli akut ve kronik I6semiler (Akut lenfositik [6sa, Akut myelositik I6semi, kronik
myelojen I6semi, Juvenil kronik myelojen [6semi)
Noroblastoma

Hodgkin dgI lenfoma

Hodgkin lenfoma

Orak hicre anemisi

Cooley anemisi

Hurler sendromu

Lokosit adezyon hasari

Evans sendromu

Osteopetrosis (Mermer kemik hasgal

Spinal kord hasari

Gunther hastah

Idiyopatik Aplastik Anemi

Kostmann sendromu

Osteoporosis

Leich—Nyhan sendromu

Thalassaemia

Neuroblastoma

Blackfan—Diamond sendromu
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GKK’nin erigskin kaynaklarla kanlastirildiginda bgil hicresel hami, essiz bir esneklik
potansiyeli gostermektedir. Bunun kemikgiliransplantasyonuna alternatif olarak kullanimi,
etki mekanizmasi ve genterapotik kabiliyetleri daha iyi bigekilde tanimladik¢a artmaya
devam etmektedir. Cizelge 3. 2’de GKK’nin, kemiigilve ergkin periferal kan gibi eskin

kok/progenitor hiicre kaynaklarina kekullanimi icin bilinen avantajlari verilrgtir.

Cizelge 3. 2 Gobek Kordon Kaninin Avantajlari

Temin edilmesi kolay

Dondre zarar verme riskigamayan,

Kemik iligi ile karsilastirildiginda viral kontaminasyon orani ik,

Kriyojenik derecelerde hiicre canfiinda dnemli bir etki olmayacagekilde muhafaza

=

edilebilen,

Acil durumlarda elde edilmesi vestamasi kolay,

GKK hucreleri allojenik antijenlere cevap veren osiksik T lenfositlerini
Uretemediklerinden yiksek immune tolerans gostererayrica proinflamatuar sitokin

interferony(IFNy) ve tumor nekroz factaar{ TNFa)’ y1 da tUretemeyen

GKK kemik iligi ile karmilastirildiginda hematopoetik and nonhematopoetik
kok/progenitdr hucrelerin her ikisinin de yiksek kiarda (mononikleer hicrelerin
~%1’i) bulunabildgi bir kaynaktir.

Eriskin kaynaklara goére yiksek miktarda koloni bicimendinite-granulosit makrofaj
(CFU-GM) igerir.

Temini ve kullanimi icin embriyonik ve fetal dokudkaki gibi etik tartgmalara neden

olmaz.

3.2.1 insan Gébek Kordon Kani Hucreleri

GKK’nin hicresel bilgimi cogunlukla lenfositler ve monositlerden gtuaktadir. Bu, GKK’
nin ergkin periferik kan ile kaplastirildiginda benzer bir B-lenfosit popilasyonuna, daha
disiik mutlak T-lenfosit sayisina (CDB3ancak daha yiiksek CHEDS" oranina sahip
oldugunu gosterir. GKK ayrica, daha fazlagdd katil (Natural Killer NK) hiicreye ve daha
disuk sayida CD56 sitotoksik T-lenfositine sahiptir. GKK’nin akin hiicre kaynaklarina
gore farkhlamamsligl, daha yiksek sayida skin olmayan T-lenfosit orani (CB45RA
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azalan egkin hafiza T-lenfosit (CD45R0Q sayisi ile karakterize edilmektedir. GKK hiicreler
ayrica, egkin hiicre kaynaklarindan daha az mutlak sitokinegieri tretmektedir. Ek olarak,
GKK'da ifade edilen mRNA ile ilgili olarak antiemfinatuar sitokinler interferop{INF-y),
interlokin (IL)-4 ve IL-10, proenflamatuar sitokih-2’den daha yiksek miktarda. Bu olgun
immun klev eksikligi, GKK’'nin disiik GvHD insidansinin gostergesidir. Bu hicreseliyap
daha zayif GvH gerekliliklerine ve dolayisiyla, a@dicin daha kisa bekleme surelerine yol
acacaktir. Rocha, GvHD insidansinin, GKK transgapbnu geciren ¢ocuklarda, kaynak
HLA-identik karde oldugu takdirde, kemik igi alan cocuklardan daha gik oldusunu
gostermgtir. Rocha ayrica, ikisiz HLA eslesmesi olmayan GKK alicilarinda, HLA-identik
kemik iligi alicilarina gore daha gliik bir GvHD insidansi oldgunu gosterngtir (Tisato vd.,
1992; Gorin vd., 2002).

GKK’ nin transplantasyonlar icin uygun kok hlcreykagl olarak secilmesi, egkin
kaynaklar ile kaplastirildiginda bunun daha buyik bir hematopoetik kok/progeritiicre
populasyonu icerdinin bulunmasi ile bgamistir. Bu kolaylikla elde edilebilen, duk
immunojenik multi-potansiyel hicre kaynaklarinizebkasullar altinda vicuttaki herhangi
bir hiicre tirine dér@bilme kabiliyetine sahip olduklar giintlmektedir. GKK'nin yaklgik

% 1 CD34 hiicresi icermesi, bunun erken hematopoezdeki ighi bir marker goérevi
goérmesine karn, bu hiicreler, Kde bulunanlardan daha ham gérinmektedir. Genelgla
bir hiicrenin olgunluk dizeyi, hicrenin hiicre yluzayijenlerinin varlgl ya da yoklgu ile
tanimlanir. Orngin, GKK’deki CD34 popiilasyonu, daha yiiksek bir oranda pre-lenfoid
hiicreler igin bir marker olan CD38 icin negatif @liari nedeniyle Kde bulunanlardan daha
oncul olarak tanimlanabilir. GKK'de goéreceli olaralaha yilksek sayida bulunan CD34
hicrelerin dier bir alt kiimesi, daha ilkel olan CDI3Blcrelerdir. CD133hiicreleri, fetiis
beyninde tanimlanmgtir ve bu alanda, ndral kdk hicreler (NKH) olaradbll edilmektedir.
Bununla birlikte GKK’de bulunan CD133hiicrelerinin fenotipik olarak veslevsel olarak

fetls beyninde bulunan NKH’ler ile ayni olup olmadilinmemektedir (Cizelge 3. 3).



41

Cizelge 3. dnsan gobek kordon kani mezenkimal kok hiicrelegtiirey belirtecleri

Gibek Kordon Kam Mezenkimal Kol
Hiicrelerinin ¥Yizey Darlar Profili

GEE BWMEH markirlan Poztiff Megatif

CDio Negarnv
CIo s Posioiw
CDi4 MNegaov
1224 MNeganw
CD2o Posiow
31 MNeganov
CIx34 MNeganow
CID36 MNegariw
CID3E MNegaow
CIa4 Posioiv
CIDas MNegariv.
CD4od MNegariv-
CID73 Posiow
CIDo0 Pasiow
CID1ns Posiow
C121 06 Posiow
CDia7y MNegariv
CID133 MNegariv
CIDi g4 MNegariv
CI 66 Posiow
55EA-4 Neganov
HL A-ABC Posicivi
HLA-DR MNegaowv
BII tubulin Positiv
MAP-2 Posioiw

3.2.2 Gobek Kordon Kani Kok Hucreleri:

Ekstra embriyonik dokulardan olan, plasenta ve gokerdonu, embriyonun vicuduyla
birlesik olmamasina @men embriyonun gelimi icin zorunlu olan ve tek bir totipotent zigot
hicresinden veya fertilize yumurta hicresinden sgeli hiicreleri icerirler. Belgn
dogumunun ilk yarim saati icerisinde alinan plasen¢éagdbek kordon kani gkin kok
hicreler icin 6nemli bir kaynaktir. Kordon kani kbkcrelerinin avantajlari: geng hicreler
olmalari; ygaayabilme yeteneklerinin yiksek olmasi; fazla sayettie edilebilir olmalari ve
aliclya kolay uyum <sgamalandir. Kordon kani elde edildikten sonra resitler
uzaklgtirllarak, dondurularak, sivi nitrojen icerisinderééon kani bankacgl aivinde
saklanir. GObek kordon kani, kok hiucre kaynalarak 1988 yilindan beri gifli hastaliklarin

tedavisinde kullaniimaktadir.



42

Ayrica, kemik iligi ve kordon kanindan elde edilen kok hiicre nakjlleadyoterapi ve
kemoterapi sonrasinda hasar géren kan hicreleygrime konulmasini ggamak amaciyla
kanser tedavisinde kullaniimaktadir (Zuk vd., 2001)

Uzun yillar bir hematopoetik kok hiicre kagmaolarak bilinen GKK’da hematopoetik
olmayan mezenkimal kok hicreler (MHK) de bulurstow, ancak kemik ifiine gore cok
daha dguk sayillardadir. GKK'dan elde edilen MHK, osteoli@s kondroblastlar,
adipositler, hematopoetik ve noéral hicreler (agleysve noronlar) gibi ¢gtli fenotipler
ortaya clkarabilmektedir. Bu hiicre populasyonunanimilanmasi, halen belirleyici bir
fenotipin olmamasi ve hangi ylzey antijenlerinin bicreyi tanimlagn konusunda bir
uzlasma olmamasi nedeniyle zordur. Yang ve arkkg kordon kanindaki MKH'leri, CD13,
CD29, CD44, ve CD90 icin pozitif markerler ve CD1@D31, CD34, CD45, CD51/61,
CD64, CD106, ve HLA-DR negatif markerler olarak iratamslardir ve Robinson ve
arkadalari ise, kordon kani MKH’leri CD73, CD90, CD10% D166 icin pozitif ve CD31,
CD34, CD45, CD80, ve HLA-DR icin negatif olarak saamslardir. Bunlarin GKK
icindeki gercek miktarlari belirlenmeden 6nce bwerelerin fenotipleri konusunda evrensel
bir anlgmaya variimalhdir. Buna bakiimaksizin, kemilgiie gore GKK'de daha az MKH

bulundigu konusunda genel bir uzkaa vardir.

GKK Klinik uygulamalari, hematolojik rejenerasyormalaklanmgtir. Ancak aratirmalar,
heterojen MNC populasyonunun, osteoblastlar, kdoldstlar ve hatta ndronlar ve astrositlere
farklilasabileceini gostermektedir Sekil 3. 2). GKK'nin, icerdgi yuksek kok/progenitor
hicre orani nedeniyle, gt hastaliklarin tedavisi icin tagmali embriyonik ve fetal kok
hicrelerin kullanimina @amhihgin yerini alabilecgi distnuliyor. D@ru kosullar altinda
yonlendirildiginde, GKK hicrelerinin  multipotent nitgini gosteren c¢agmalar

yayinlanmgtir.
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Flasenta
Gibelk Eordonu

Gibel kordon kam
mezenkimal kik hiicrelerinin
Kiiltiirs

Hiicreler

Sekil 3. 2 Kordon kani mezenkimal kok hicreleri ugdusullardain vitro, hepatositlere,

kondrobsitlere, hatta néronlar ve astrositlerelfeabilir

3.2.3 Insan Gobek Kordon Kaninin Klinik Uygulamalari

Insan gobek kordonu kani kok hiicreléGKK-KH), eriskin kemik iligi kok hiicrelerinin (K-
KH) tersine, daha az olgundur ve dolayisiyla daharanunojeniktir ve uzun dmri ve daha
uzun telomerler ile ifkilendirilen daha yuksek bir yayllma potansiyelirda. Kordon kan
hicreleri 15 yildan uzun siredir klinik uygulamatabir parcasidir ve klinik transplantasyon
konusunda belirli avantajlar sunarlar. Kordon kaminhematopoetik kok hucreler,
mezenkimal kok hicreler ve endotel prekirsor hécrelicerdgi gosterilmitir.
(Domanskajanik vd., 2008).
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Cizelge 3. 4 Hayvan Modellerinde Hastalik ve Yamalalari Tedavisinde bari ile

uygulanan Gobek Kordon Kaninin Klinik uygulamal@tewcomb vd., 2007).

Lou Gehrig hastag

A"

Sanfilippo B tipi sendromu B

Omurilik hasari

Travmatik beyin hasari

Felc

Miyokardial enfarktis

1940 yilinda, yeni dganlarin gobek kordonunda kemikgiindeki kok hicrelere benzer
hicrelerin oldgu fark edilmi, bunlarin tedavi amacli olarak kullanilabilgcdisinulmis ve
1948 yilindan itibaren tedavi amaclh kullaniimayal&dnmstir. Kordon kani kaynakh kok
hicrelerin (hematopoetik kok hicrelerin) kan sistemyeniden yapilandirilmasina yonelik
tedavilerde kullanilmasindaki temel giknoktasi esas olarak ¢ nedene dayanmaktadir; Bu
kaynaktan elde edilen kdk hiicreler cok genctirlemgattr hicreler), der ergkin kaynakh
kok hucrelerle kaulastirildiginda daha yuksek telomeraz enzim aktivasyonungptsidéi
(dolayisiyla daha fazla galma potansiyeline sahiptirler), ggmmsligin yipranmgligi olarak
da adlandirabileg@miz yaslanma, radyasyon, gugeisinlari, toksinler, kimyasallar ve
enfeksiyonlar sonucu ojabilen DNA replikasyonundaki hatalar dolayisiylataga
cikabilecek mutasyonlari icerme olagildaha azdir. Kordon kani kék hicrelerinin (KKKH)
kan sistemini yerine koymayl amaclayan tedavi pkotlerinde kemik ilgi ve periferik kan
kok hicrelerine alternatif bir kaynak olarak kullamasina yonelik ¢cagmalar artmaktadir.
Son yillarda hiicre esasli tedavilerde (rejeneraif reparatif tip amacli) kullaniimasina
yonelik girisimler de belirgin sekilde artmgtir. Bazi aratirmacilar, deneysel inme/felg
(stroke) modelinde (Wistar sicanlarda orta seredmalr oklizyonu ile) ve deneysel muskiiler
distrofi modelinde disferlin-noksan farelere ind@KH’lerini uygulayarak olasi tedavi edici
etkilerini argtirmislardir. Sonucta, her iki ¢cagmada da onemli fonksiyonel iydmenin

oldugu gosterilmgti. Bu calsmalar, KKKH’lerinin in vivo plastisitesini ve
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rejeneratif/reparatif tiptaki olasi kullanim alamlagdsteren 6nemli bir kanit olarak
sunulmuytur. Ayrica, insan kordon kani kok hicrelerinin NGQID farelere inflizyonu
sonrasli, hicre fuzyonu olmaksizin hepatositlerastieransiye olduklari tespit edilgtir.
Son olarak, Guney Kore'de 20 yildir felcli olan #@dinin, kordon kani kdk hucreleri
kullanarak yeniden yuUrimesinin gandgi bildirilmistir (Kang vd., 2004). Omurilik
sakatlanmalarinin iyiktirilmesi yolunda ileriye yonelik bir adim olgunu belirten Gliney
Koreli bilim adamlari, bu yontemin embriyonlardaikikhiicre elde edilmesine etik ve gtvenli

bir alternatif olabilecgini vurgulamslardir.
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4. HUCRE KULTURU

Hucre kaltart canli dokulardan izole edilen hiucnelein vitro kosullarda ygaama ve
uremelerini sglamak amaciyla kullanilan bir yontemdizole edilen hiicreler, gigli tuzlar,
tampon maddeler, aminoasitler, vitaminlegiisiveya at serumu iceren besleyici sivilarda

suispanse edilerek steril tip veygelerde uretilirler.
4.1 Hicrelerin Tzolasyonunda ve Kiiltiiriinde Kullanilan Maddeler

4.1.1 Besiyerleri

41.1.1 EMEM (Eagle’s Minimum Esential Medium)

Hucrelerin Uremesi ve devam@inin sglanmasi kullanilan temel bir besiyeridir. BSS
(Balanced salt solution-Dengeli tuz soliisyonu) vEfgSS (Hank’s BSS) icerisinde 12 temel
aminoasit, 7 temel vitamin, glikoz, tuz, bikarbortatnpon sistemi ve fenol red bulunur.
Besiyerlerinin ticari olarak 1x ve 10x solisyonmte edilebilir ve uzun sire saklanabilir. Bu
besiyerinde L-Glutamin bulunmaz, kullanilmadan orssgum, sodyum bikarbonat ve L-
Glutamin eklenmesi gerekir. Hicre kulturleri icin@lutamin temel bir aminoasittir. L-
Glutamin besiyerine son konsantrasyonu 2 mM olagekilde eklenir. Sivi haldeki
besiyerlerinde L-Glutamin bulunmazken toz haldedsierlerinde genellikle bulunur. Ayrica
hicre kalturlerine bzl olarak besiyerlerinde L-Glutamin konsantrasyamtiirilabilmektedir.
Ticari olarak satilan besiyerlerinde hicrelerin nie¢eri icin gerekli olan aminoasit ve
vitaminler bulunmaktadir. Bazi 6zel gahalar icin gerekli oldgu durumlarda ticari olarak
temin edilen aminoasit karmlari besiyerlerine eklenebilir (Finegold ve Baroi986;
Isenberg, 1992).

4.1.1.2 Dulbecco’ nun Modifiye Ettigi Eagle Medyumu (DMEM)

Eagle besiyerinin litertirdeki ilk orijinal formidgonundan beri bircok modifikasyona
ugratilarak gunimuze kadar ggirilmistir. En yaygin olarak kullanilan modifikasyonu ise
DMEM besiyeridir. DMEM Besiyeri; Eagle’in (Basal Mieim Eagle (BME)) aminoasit ve
vitaminlerinin ve bunlarin yaninda ghir destekleyici bilgklerin de fazla bulundgu
modifikasyonudur. Orijinal DMEM formulasyonu ilk adak fare embriyonik htcrelerin
kultirinde gosterilmgtir ve 1000mg/L glukoz icerir. 4500ml/L glukoz eklmis olan daha

gelismis bir modifikasyonunun da belirli hicre tipleri icidaha optimum kallari
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olusturdusu belirlenmgtir (Dulbecco ve Freeman, 1959; Smith vd., 1960;rtgio, 1970;
Rutzky ve Pumper 1974).

4.1.1.3 Iscove’ un modifiye ettgi Dulbecco Medyumu (Iscove’s Modified
Dulbecco’s Media) (IMDM)

Guilber ve lIscove, albumin transferrin, lesitin welenyum ile desteklenen serumsuz
besiyerinde eritrosit ve makrofaj prekirsor huaiala kiltarinin yapildiini gosterdiler. Bu
medyum DMEM’ in selenyum, ek aminoasitler ve vitatar, sodyum piruvat, HEPES icerir
ve ayrica ferik nitrat yerine potasyum nitrat igenmodifikasyonudur. Onceki cainalar,
Iscove Dbesiyerinin fare B lenfositlerini, kemik gili kaynakli hematopoetik dokulari,
lipopolisakkarit ile uyarilan B hicrelerini, T lesditlerini ve hibrit hiicrelerin bircok gelini

desteklediini gostermgtir (Iscove ve Melchers, 1978; Iscove vd. 1980).

4.1.2 Serum

Serum; albumin, globulin, Greme uyaricilari ve Ueemhibitorlerini bulunduran son derece
zengin bir kaynaktir. Hticrelerin ggihesi icin 6nemli olan komponentler serumdglobulin
fraksiyonunda yer alir. Serumda, hicrelerin Uremegimule eden insilin, glukokortikoidler
(hidrokortizon, deksametazon) ve tiroid hormonlgibi hormonal faktorler ile hicrelerin
yluzeye tutulmasini ve yayllmasinigkgyan fibronektin, fetuin gibi proteinler, kortizol
hormonlar, F&, Zn™, Cu"™ gibi mineraller, prostoglandinler, kolesterol \iroleik asit gibi
lipitleri tasityan albumin ve trasferrin benzeri proteinler bulunAyrica serumda DNA
sentezini ve hicre bdlinmesini stimile eden fildeblireme faktért ve epidarmal treme
faktort gibi faktorler bulunur. Serumun, hicrelekiltir ortaminda gejmesine yardimci
olmasinin yaninda, tripsin gibi hucrelerin agrnlmasi icin kullanilan proteazlarin da
aktivitesini inhibe etmesi, bakteri toksinleri gitsaz1 inhibitor bilgiklerin detoksifikasyonu ve
hicre mebranindan substratlarin transportungtaisaasi gibi gorevleri vardir (Doyle vd.,
1995; Murray vd., 1995).

Hanks gibi dengeli tuz soltisyonlari icerisine s&dgerum, laktalbumin hidrolizat ya dael
bilesenler eklendiinde hicre Uuremesinin gandg goralmitir. Serumda esansiyel
aminoasitler, nikleik asit prekursorleri, hormonteryas asitleri bulunur. Hiicre Gremesi igin
genellikle %5-15 konsantrasyonlarda, tek tabakatrda kilttrlerinin devami icin ise %0-2
konsantrasyonlarda fetal ya da yengao buzg serumu kullanilirinsan, siir ve at serumu

en fazla kullanilan serumlar arasinda olmasigmesn en c¢ok tercih edilen FBS’ dur. Zor
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dreyen hucreler icin Fetal @r Serumu (FBS) kullaniimasi tavsiye edilir. FBSkyék
oranlarda biyotin ihtiva eder. EMEM gibi bazi besigrinde biyotin olmagindan dolayi
FBS kullanimi uygun olur (Baker ve Breach, 1980).

Doku kdalttrlerine eklenen serumlar mikoplazma kamteasyonu acisindan en 6nemli
kaynaktir. Bu nedenle serumlarin kullanilmadan oOrgieotoksik etkileri yoninden

kontroliiniin yapilmasi gerekmektedir. Satin alinatezir serumlar hicreleri tdretmesi
yonunden test edilmelidir. Serumlar -70 °C’de sakialidir (Freshney, 1987; Shalaby, 1991,
Isenberg, 1992).

Fetal serumlar, efkin serumlarda hicrelerin galmalarini énleyen bircok enfeksiydz ajan
bulunabilme olasigindan dolay! tercih edilmez. Ayrica serum kagnalarak hayvan
kullanilacaksa, hayvan gencg veslsii olmalidir. Ticari olarak temin edilebilen \reormonlar

ve matriks proteinleri gibi serum vyerine gecebilémzi maddelerin kullaniimasiyla
besiyerlerine eklenmesi gerekli olan FBS'un miktamaltilabilir. Sonucta bu maddelerin
kullanilmasi FBS’un kullaniimasindan daha ekonomikh vitro sartlarda organ ve hiicre
fonksiyonlarini dizenleyen endokrin faktorleri sapak ve antikor purifikasyonu igin ucuz
ve pratik olan serumsuz kilturleri kullanmak oldakgvantaj s#ar. Ticari olarak satilan
serumlu besiyerlerinin kullaniminin bazi dezavdatajvardir. Serumun yapisinda zamanla
bozulmalar olabilir ve en fazla bir yil saklanabilserumlar kilttrdeki htcreler Gzerinde
toksik etki gOsterebilir. ger birden fazla htcre tipi kullanilacaksa bunldrer biri icin farkli
serum gerekebilir. Bu ise, ¢ok sayida serumun agda saklanmasi anlamina gelir. Sonugta
ayni anda birden fazla serum tipinin kullaniimaszib problemler yaratabilir. Serumlu
besiyerlerinin kullaniminin bir dezavantaji isewsada hicrelerin Gremesi Uzerine inhibitor
etkileri tam olarak bilinmeyen bircok maddenin buhasidir (Freshney, 1987; Isenberg,
1992).

4.1.2.1 Fetal sgir serumu (FBS)
Fetal sgir ya da dana serumu (sirasiyla FBS ve FCS), giceleki yiksek dizeydeki

blyumeyi hizlandirici ve gik dizeydeki bluylimeyi yaylatici faktérler nedeniyle, hicre
kultirinde en sik kullanilan bilenlerden biridir. Kompleks ve dal bir katki maddesi olan
FBS ve FCS’nin icegj, Uretici firmaya gore d&sebildigi gibi, buyimeye etki eden esas
bilesenlerin ve proteinlerin konsantrasyon ve niteliklde de&iskenlik gosterebilir. Bu
nedenle Ureticiler icin arilh ve surekli yikek etki gdsterebilen Urinledesletmek zor

olabilmektedir. Fetal gir ve dana serumlari icin kullanilan kalite kontygdntemleri de,
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serumlarin karmgkligi nedeniyle oldukca zor ve pahalidir. Ayrica butlégsicin blyik
miktarlarda FBS ve FCS kullanmak gereklidir. Serumeticileril975’ten bu yanaserum
Uretiminde, kimyasal, hormonal ve protein acisindaiyuk deisiklikler yapmslardir.
Bununla birlikte, icinde bulundurgu faktorlerin spesifik olarak kantitasyonu yapiimam
serumlarin kullanild@ deneylerin sonuclarinin ortaya konulmasiylasitge 6nlemlerin
alinmasi gerekgini vurgulanmaktadir. Yakin zamanda yapilan ggaslarda FBS bulunan
ortamda ektraseltler matriks ve hicre biyume irdikaolan ceitli yapisal proteinlerin
miktarinin zamanla arfit sonucuna ukalmistir. Bu tarz ceitlilikler, laboratuarlari, kendi
FBS/FCS taramalarini yapmaya mecbur birakmaklaiktarl “referans gosterilngi
malzemelerin kullanimini da zorunlu kilmaktadirrkhiaaragtirmacilarin elde ettikleri verileri

karsilastirmak da bu nedenle zogtaaktadir.

Gunumizde, kok hicre ggiirmek icin kullanilan izolasyon ve galtma protokollerinin
cogunda kudltir ortami, zararli olabilecek zenojenik leg@nler iceren FBS ile
desteklenmektedir. &r serumu proteinleri, iminojeniteyi desteklemelergzkok hicrelere
verildiginde, bunun sonucunda viral ya da prion gepiotansiyel problemler ortaya ¢ikabilir,
kultir ortamindaki antijenik substrat olarafev yapan hicrelere Bnan sgir proteinleri,
immunolojik reaksiyonlara yol acabilirler. Orgia, FBS destgiyle hazirlanan Kultir
ortaminda gedtirilmi s lenfositlerin ailandigl hastalarda arthus benzeri reaksiyonlarsges,
FBS ile gelstiriimis iskeletsel miyoblastlarin kullaniiglihticresel kardiyomiyoplasti, kanserli
ventrikiler ritim bozukluklarina ve hastalarda éfiimlere neden olmu bloke olmyg insan
kalp kasl icindeki FBS degieile gelistirilmi s MKH’lerin intrakoroner nakli dahi ventriktler
ritim bozuklygunu engellemekte barili olamany, adenozin deaminaz eksiklinedeniyle
klinik gen terapisi denemesi uygulanan hastalarS Fl8 desteklenmgi ortamda buydtilen
otolog T hucreleri nedeniyle, FBS proteinlerine 165 bagisikligl gelistirmislerdir. Bu
bilinen “yan etki”lerin dginda, serum kayranin ve serum uygulamasinin (6gne 1SI
inaktivasyonu) hicrelerin hareketiine olan etkisi uzun zamandir gérmezden gelinmekted
Serum kimyasal agidan bir sorun olarak belirgildialde,in vitro kultir ¢calsmalarinda halen

vazgecilmezdir.

Sigir serumu, hicrelere panarak onemli metabolik/morfolojik @ssiklikleri azaltabilen
cesitli polipeptidler icerir. Orngin, kiltir ortaminda ¢ozinmiolarak ya da polivinil
substratlariyla kaplangihalde bulunan FBS’nin kullanimi merkezi sinir sisindeki noral
kok hicre potansiyeline etki ederek, hiicre dagranve morfolojik tlrevienmeyi belirgin
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sekilde deistirir. Kemik iliginden elde edilen mezenkimal progenitor hiicreldfBS iceren
kultir ortaminda is1 inaktivasyonu olsun ya da admaleisik davranglar gozlenmg, FBS
ile desteklenen ortamda ggirilen otolog T hiicrelerinde @ir lipoproteinlerine kan belirgin
bir antikor tepkisi gorilmg FBS’nin diik yogunlukta lipoprotein icergd gozlemine bali
olarak, bunlarin insandaki reseptorlere glaadgl tespit edilmg, FBS icindeki
mikrovezikullerde bulunan fosfolipidlerin, insandréleri tarafindan okturulan antikorlarla
rekabet ederek, antikardiyolipin antikorlari tretdanlarin tespitini engelledi belirlenmk,
uzun vadeli biyume ve egkin noral progenitér hicrelerin galma oraninin, N2 iceren
sitokinsiz FBS kdlttir ortaminda 6énemli 6lclide araldozlenmgtir. FBS, ayrica, yuksek
konsantrasyonda, hucre blyumesi ve farkhiasi acisindan biyolojik fonksiyonlari oldukga
genk spektrumlu bir glikoprotein olan fettin-A iceripu madde FBS destekli ortamdaki,
otantik disulfir koprulh cift zincir yapilarindampatriks metalloproteinazlar ve MKH ve
EKH farklilasmasinin diizenlenmesinde etkili anahtar proteinezfaliuyla ayrilabilir. TGm
bu goriler, FBS'nin, hucresel terapide kullanilacak kokctaler icin etkili bir acilim
yapmaya uygun olmagh hipotezini destekler ve hicre kultirii ortami gml@erinin

hayvansal Urtinlerden uzak olmasini 6nerir nitetikte

Ote yandan, tamami FBS destekli kultir ortamindastiyi@mis insan mezenkimal kok
hicrelerini (IMKH) caitli hastaliklarin tedavisi icin kullanmayi denegkr FBS’nin dnemli
yan etkileri olmadiini goéstermeye ¢ahn klinik calsmalar da yapilmtir. FBS, néroprotektif
fonksiyonlari olan kucik molekdl kutleli biyoakfi&ktorler icerir (0r, serofendik asit), bunlar
noral glutamat reseptorlerce gianan nekrotik ve apoptik sinyallerlgiddetlenms olan
sitotoksik sonugclarin (mitokondriyal membran depia@syonu ve kaspaz—3 aktivasyonu gibi)
azaltiimasinda onemli bir rol oynar. FBS desteklitlr ortaminda geitirilen iIMKH ile
trombosit-lizat icerikli kiltir ortaminda ystirilen MKH arasinda 6nemli dizeyde morfoloji,
fenotip ve farklilama kapasitesi farklari gorilngiir. Ustelik FBS icerisindeki iMKH,
alloantijen tevikli lenfosit ¢asaltmasinda daha verimli olrgiwir, bu da FBS destekli kultir
ortaminin alloreaktivite kaynakli immunite yan é&kin onlenmesi/agiriimasi icin daha
uygun oldgunu gosterir. FBS Kkalitesi, EKH ve MKHnin coklu rkklasma ve
immunosupresif kapasitelerini ghurduklari sirada ggalmasini 6nemli oranda etkilerken,
diger kilttr parametrelerinin (besiyeri, glukoz konsasyonu, stabil L-Glutamin, kék hiicre

ekimi, pasajlama ygunlugu ve plastik yiizey kalitesi gibi) son trinu etki@dkanitlanmstir.

Tam bu gorgler, tedbirli bir sekilde ilerlenmesi gerelgini vurgular, aksi takdirdex vivo
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kaltir fazinda, kok hicrelerin biyolojisinde gizlve beklenmeyen modifikasyonlar

gO6zlenebilir.

4.1.2.2 HyClone Serum:

Hucre kultarinde kullanilan FBS'nin iceplilgG duzeyi, bazi hicre kultir uygulamalar igin
yuksek olabilir. Bu nedenle IgG’nin dnemli olguideatiimasi icin Protein G Kromatografisi
kullanilarak hazirlananslenmis, HyClone Super Diilkk IgG Fetal Bovine Serum (FBS),
gelistirilmi stir. HyClone Super Diuk 1gG Fetal Bovine Serum (FBS) 6zellikle mezenKkima
kok hucrelerin kultiriinde onerilen bir besiyeriebdnidir. IgG dizeyi serumun elde edidi
hayvansal kayng gore farkl duzeylerdedir (Cizelge 4. 1).

Cizelge 4. 1 Farkli Serumlarin Ortalama IgG seagjel

Serum IgG Seviyesi
Dana Serumu 14.09 mg/mL
Fetal Sgir Serumu 0.20 mg/mL
Dogal Disuk 1gG’ li Fetal Sgir Serumu 0.02 mg/mL
HyClone Fetal Sir Serumu <0.005 mg/mL

4.1.2.3 insan serumu:

Teoride, insan kani ve turevlerinin kullanimi, FBifsenlerinin yan etki riskini azaltir ya da
yok eder. Cgtli gorisler, eit miktarda insan serumu ve plazma kullanarak,
koagulasyon/fibrinolitik yollarin birlgirilmesi olangini gz ardi etmemek gerekii
belirtir. Gergekte, rejeneratif tip, hiicre terapesidoku kayng olarak insan embriyonik kok
hiicreleri (iEKH) kullanma gereklii olusturma ve yayma politikalarini iyi Uretim
Uygulamalari-Good Manufacturing Practice” kaliterajdiliklerine gore geltirir, bununla
hayvansal maddeler iceren kultir ortamlarinin esif@a ve immunojenlik riskini ortadan
kaldirmsg olur, sonug olarak, genetik ve epigenetik acidarm@al hicre ve dokular elde
edilmis olur. Insan serumundan elde edigmnatriks icinde bulyutilen iEKHnin, devamli
kultirde, G¢ embriyonik katmanda da go6zlenensgelive dokusal farklilgma potansiyelleri
de dahil olmak iizere tim embriyonik kok hiicre dklgiini tasidigi kanitlanmgtir. Ote
yandan, iIEKH hicre hatlan ekstraselller matrikedaadaz bamli olacak sekilde adapte

olmustur, buin vitro olarak hayatta kalmgansini artirir, tim hucrelerde paralel bicimde bir
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karyotip deisimi sergiler.

Ayrica, MKH agisindan, uygun FBS hjenlerinin neler olabilegg tzerine de birgok
tartisma yapiimgtir. Adiposit prekirsor hicrelerin farklgaasinda énemli oldiu distnulen
faktorleri (biyime hormonu ve insilin gibi) icegdisaptanan insan plazmasindarskaa
otolog serumun kullanimina dikkat ceken kimi galalar da yapilmtir. Bu amacla
yayimlanan birka¢c calmada, otolog serum ve ya plazmanin farkida kapasitesini
korudyzunu, daha gesibir hiicre amplifikasyonuna sebep gidau ve mezenkimal ve kemik
iligi kok hacrelerin canlifini tesvik ettigini gostermgtir. Fakat,su anda iIMKH'nin ygaam
suresinin, replikatif senesens ve telomerlerin [ksalyla alakall olarakin vitro olarak
kaldigi kabul edilmektedir. Bu nedenle, otolog/otojenilazma/serum kullanimi, 6zellikle
kemoterapi goren hastalarda, iIMKH’nin klinik kullamni ve serum ¢lili gini arttirmak igin
gerekli otolog ilavelerin miktariyla kisittanmaktadoununla birlikte otolog stratejisi bile ayri
bir tartsma konusudurSimdiye dek, insan plazmasi ve serumu arasindakokinyyasal
farklhiliklar bilindigi halde, otolog/otogenik plazma ve serumun iIMKH’hiiacre 6zelliklerine
nasil etki edebileg@ni ortaya koyan hicbir veri elde edilmegtir. Literatirdeki, allogenik
serum ve plazma sonugclari ggllidir. Bazi calsmalar heterolog serumdan iMKH izole etme
ve caaltmakta bgarili olmu, bazilarlysa iIMKH'de ¢ok ani senesensler ve buyénre
durmasiyla kawlasmislardir. insan serumunun iIMKH’ninin vitro gelisimini tam olarak
desteklemegs One sirulmg olsa da, dondurulmuplazma, trombosit, trombosit-lizat,
trombosit acisindan zengin plazma, trombositlerédsie edilm§ blylume faktorleriyle
desteklenen kilttir ortaminda wéitilmis olan iIMKH'nin, dinamik bir ¢cgalma ve hareket
etme yetens, yuksek klonogenik verimlilik, imminosupresif dlidder ve osteogenik,
kondrogenik ve adipogenik olarak farkliaa kapasitesi gostegini belirten calsmalar
bulunmaktadir; bu kanitlar, serum ve plazma arakinf@rklari baz alan hipotezde birghak
birakmakla birlikte, trombosit agisindan zenginzptanin, iIMKH kullanarak dokusal ve
hicresel olaraksienen drinlerin gedtiriimesinde, guicli ve guvenli bir FBS alternatfarak
ortaya konulabilegéni Onermektedir. Yakin zamandaki 6zel bir gada, uzun sureli
kultirde, adipoz doku IMKH uzerinde, heterolog imsAB serumunun, trombinle aktive
olmus trombosit zengin plazma kadar 6nemli 6lctidgatma etkisi ve bgkalasim kapasitesi
sgiladigini gostermytir. Optimal kaltdr sartlarinin argtirmasinda, minimal miktarda insan
AB serumu ya da seruma alternatif olarak, bitkisedteinler iceren insan otolog plazmasi
karisiminin iMKH’lerinin buytume ve farklilgmasinda, FBS ya da hayvansal proteinler iceren

serumla kiyaslanabilir dizeyde getie gosterdii ve karsimin unit-F formasyonunda koloni
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olusumunda sinerjist etkileri oldiw belirlenmitir. Ustelik serum icermeyen zayif kiltir
ortaminda bile hgica fenotipler belirlenebilngtir, bununla birlikte dgik serum
konsantrasyonunda hucreggdmasi sinirlangg halde, terapatik kullanim amagh hucrelerin
cogalmasi sglanabilmitir (Mannello ve Tonti 2007).

4.1.3 L-Glutamin:

4.1.3.1 L-Glutamin

L-Glutamin hicre kiltirinde enerji tretimi ile peot ve nikleik asit sentezi icin gerekli bir
amino asittir (Tritsch ve Moore, 1962). Fakat hiiiiétri ortaminda L-Glutamin agekilde
bozulmaya grar. Bunun sonucunda yan Uriin olarak toksik bir deadlan (Hassell vd.,
1991), protein glikosilasyonuna etki edebilen (YamgButler, 2002; Yang ve Butler, 2000),
protein Uretimini azaltarak ve glikosilasyon Orrezkhi desistirerek hicre canlifini
sonlandirabilen “amonyak” ofur. DisUk oranda amonyak konsantrasyonlari, 6zellikle
amonyak zehirlenmesine duyarh hicrelerde yikseknwelde etmede avantaj @ayabilir
(Christie ve Butler, 1994). Toksik olmayan diuzegkerdahi amonyak vagina duyarl
hicrelerin gekimi inhibe olabilir (Brand vd., 1989).

4.1.3.2 Glutamax:

Glutamax L-alanyl-L-Glutamine, hucre kudltirinde lu@min’e alternatif bir dipeptidtir.
Glutamax, memeli hicre kaltirinde, minimal dizeyde hatta hic sekil degisimi
g6zlenmeksizin, gt mol sayisinda L-Glutamin yerine direk olarak lkallabilir. Glutamax
memeli hicre kalttr sistemlerinde, biyuime miktawer performansini arttirir. Glutamax
inkiibasyon sirasinda L-Glutamin’de gozlenen anilrkalardan kaynaklanan problemleri
ortadan kaldirir§ekil 4. 1).



54

Amonyak
NH;
o)
il *
?“NHZ CH, — CH,
CH I |
| 2 sicaklik . C CH
CH pH 4/ N 7 N
2 (0] NH C—OH

I
H:N—CH—COOH !I)

L-glutamin Pyrrolidon karboksilik asit

Sekil 4. 1 Hucre kilturine eklenen L-Glutaminde @&n ani kirilmalar sonucu amonyak

olusur.

Glutamax, sulu c¢ozeltilerde blyuk oranda ¢ozununsrgla bozulma gdstermez. Glutamax

ilavesi, hicbir enerji ve ya fonksiyon kaybi olmadg&ekrar tekrar dondurulup c¢oézulebilir
(Butler, 1994; Christie ve Butler, 1994; Yang vetlBy 2002).

PCA + NH; DNA
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Besiyeri Hiicrs

Sekil 4. 2 Glutamax, stabilize formda L-Glutaminpeptid L-Alanil-L-Glutamin icerikleri ile

ortam stabilitesi gdar ve amonyak okumunu onler.

Glutamax, stabilize formda L-Glutamin, dipeptid LaAin-L-Glutamin icerikleri sayesinde

uzun sdreli kultirde bile bozulmayr ve amonyak solaunu o6nleyen standart kalttr
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ortamlaridir. Sulu solisyonlarda oldukca stabil akia birlikte, dipeptid, saklama ve
inkiibasyon sirasinda bozulmaz. Glutamax dipeptidnapeptidazlarla ayrilarak L-Glutamin
ve L-Alaninin serbest kalmasi @anir. Dipeptidin kullanim mekanizmasi, kiltir swada,
ortamdaki dipeptidin g@amali olarak hidrolizi icin gerekli olan peptidazgalgilanmasini
beraberinde getirir. Sonucta; verimli bir enerjitedmlizmasi ve yiksek blylime performansi
meydana gelir. Glutamax dipeptidi minimal dizeydeda higsekil desisimi gézlenmeden
direk olarak L-Glutamin yerine kullanilabilir. Basge, ortamin sureklgini artirabilir, toksik
amonyak olgumunu en aza indirebilir ve hicre performansini simakm dizeye

cikarilabilir.

Sonuclar dgiskenlik gosterebilse de, hicre kuoltirinde L-Glutanyerine Glutamax
kullanimi hucresel canlgi ve buyumeyi, verimlilik seviyesi potansiyellerirarttirir.
Glutamax kullanilan kdltirlerdeki artan hicre saywerimliligi kanitlar. Glutamax hucre

kaltart zamanini artirabilir, bu da hiicre pasajsay azaltir.

Glutamax ile desteklenmkultir ortamlarinin uygulamalari, hem aderent ltensispansiyon
haldeki memeli hiicre kultirlerindgunlar icin uygundur: « Besleme olmaksizin uzun kure
inkilbasyon gerektiren kultir sistemleri (6r, klank tahlilleri) ¢ Optimum ayarlama
gerektiren uzun sdreli kaltir ortamlari (6r, kankécreleri, pasajlanan uzun sureli kilturler,
toksisite testleri) « Amonyga duyarh kilttr sistemleri (6r, yuksek unlukta biyoreaktorler)
(Brand vd.,1989).

4.1.4 Dengeli Tuz Solisyonu (Balanced Salt Solution; BSS)

Ister HBSS (Hank’s BSS), isterse EBSS (Earle’s B&S)n BSS'lari inorganik tuzlar ve
sodyum bikarbonat tampon sistemindensoiu BSS’ler temel besiyeri icersinde fizyolojik
sartlarda osmotik basin¢g ve pH’nin devam ettiriletabi icin izotonik cozeltiler olarak
kullanilir. Hatta BSS viral transport besiyerindduent ve komponenet olarak siklikla
kullaniimaktadir. Sodyum bikarbonatin tamponlayg6revinin olmasinin yaninda besleyici
gorevi de vardir ve birgok hticre icinde gerekli@SS’da glukoz da bulunmaktadir. HBSS'li
besiyerlerinde sodyum bikarbonat sdk miktarlarda bulunur ve kapal sistemler icin
kullanilir. Yani burada kiltur kabinirga sikica kapatiimalidir. Acgik sistemlerde ise sgede

yuksek dozda sodyum bikarbonat bulunan EBSS bésiy&ullanilir. Burada kultisisesinin

kapazl gewek birakilir ve bu kultirler % 5’lik C&li ortamlarda inkiibe edilmelidir. C£i
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ortamlarda inkiibasyon sirasinda kaltir kaplar kigganin gegek birakilmalari dikkat

edilmesi gereken 6nemli bir noktadir (Freshney,7138enberg, 1992).

4.1.5 Antibiyotikler

Kdltar ortamindaki bakteri ve mantar kontaminasymnudnlemek icin besiyerine
antibiyotikler ilave edilir. Kontaminasyon amaclullanilan antibiyotikler antibakteriyel
ajanlar ve antimikotikler olmak Uzere iki grup atta incelenebilir. Bakteri ve mantar
kontaminasyonunu kontrol edebilmek amaciyla hidiktki besiyerine antibakteriyal ve
antimikrobiyal ajanlar katiimahdir. Genellikle kitlerde antimikrobiyal ajanlarin géi
kombinasyonlari kullanilir. Bu antimikrobiyal kommaisyonlar steril olarak ticagartlarda
temin edilebilir. Ancak burada antimikrobiyal ajanh hiicreye olabilecek toksik etkilerini de
g6z ardi etmemek gerekmektedir. Qtimedoku kiltiirlerinde penisilin kullanimi bakterile
L-formunun ortaya ¢ikmasina neden olur (Baker veaBh, 1980; Koneman vd., 1992; Doyle
vd., 1995). Antibiyotik kullaniminda bir bka dezavantaj ise bakteri veya mantar
infeksiyonunu baskilayarak, kultirde kronik ya déeht bir infeksiyonun siirmesine neden
olmaktadir. Antimikrobiyal ajanlar dokulardan hiemrn ayrstirilmasi esnasinda ya da klinik
numunelerin kultire inokulasyonu gibi yuksek koni@@syon riski olan durumlarda
kesinlikle kullaniimalidir. Ancak hicre kualtarlenm subkdlttrleri esnasinda antimikrobiyal
ajanlarin kullanimindan kaginilmalidir. Boyle dutarda mikrobiyal risk aseptik teknikler
kullanilarak ortadan kaldirilmalidir. Sonucta mibigal kontaminasyonu 6nlemek icin yuksek
oranlarda antibiyotik kullanilmamalidir. Laboratizada gelgigtizel antibiyotik kullanimi da
onlenmelidir. Aksi taktirde bakteri ve mikoplazmatadirecli sglari olusabilir. Siklikla gerg
spektrumlu antibiyotiklerin streptomisin, penisilwe amfoterisin B (fungizone) ya da
gentamisin, ampoterisin B ve Nystatin (10U/ml) kanasyonlari kullanilmaktadir (Baker ve
Breach, 1980). Laboratuvarlar da antibiyotikler lgarcu ajanlar olarak kullaniimaktadir.
Rutin olarak kullanilan antibiyotiklerin kullanimankontamine olan kdlturlerin tespiti icin

zaman zaman ara verilmelidir.

4.1.6 Ficoll
Ficoll 1.077 g/ml ygunlukta sodyum diatrizoat kanmindan olgan ve tek cekirdekli insan

hicrelerinin hazirlanmasinda kullanilan bir gradiygogunluk ortamidir. Soltiisyon, kemik
iligi, periferal kan ve kordon kanindan elde edilen ¢ekirdekli hiicrelerin ¢cok miktarda
izolasyonu icin kullanilan Ficoll-Paque’l temelralSoliisyon, Bgyum tarafindan basit bir
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santrifilj tekngi kullanilarak izole edilen tek cekirdekli insanriperal kan hticrelerinin buyik
ya da kucguk Olcekte saffariimasi icin geltirilmistir (Sekil 4. 3) ( Bayum, 1968; Dabbah,
2004).

Lenfosit @ 100 1 @ Monosit
Eazofil 5 f :r': { Of ——t— 5

P e .@_Nuh‘uﬁl

Eozinofil o; 100 |

: 'T_-(::_) Eritrosit

=

Yuﬁgi_m.lﬁl? g—-’ml

Sekil 4. 3 Yagzunluk farki ile tam kanda bulunan hicrelerin ayasn

4.1.6.1 Ficoll ile Yogunluk Farki Olu sturarak Kandan Mononukleer Hucrelerin
izolasyonu

Kan, insandaki her tarli sistemin stralmasi amaciyla kullanilabilecek olan en dnemli
kaynaktir. Tek cekirdekli hticrelerin ve kanda b@nrdiger elementlerin, ygunluk farkindan
yararlanarak ayrilmasi icin kullanilan Ficoll gmluk gradiyent santriftj tekgiyle
saflaggtirilmasi muamkuandur. Tek cekirdekli hicreler ventaositler, kirmizi kan hucreleri
(RBC) ve granilositlere kiyasla gik yogunluklari nedeniyle Ficoll katmaninin en ustiinde
kalir; kirmizi kan hicreleri ve granulositler iseedi’iin olusturdugu tabakanin en altinda
bulunur §ekil 4. 4).
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Fan — Plazma
™\ Iononiikleer hiicreler
Ficoll — Ficall

| I
e E J_ku*mm kam hiicrelen ve graniilositler
L LN

Sekil 4. 4insan kanindaki tek cekirdekli hiicrelerin Ficolldjsent santrifij ile izolasyonu

Trombositler ile tek ¢ekirdekli hiicreler yikama yglla ya da yalniz tek ¢ekirdekli hiicrelere
nifuz eden fetal gir serumu (FBS) ile santriftj yoluyla birbirinderyrdir. Tek ¢ekirdekli
hiicre 6rng monositlerinden hdanma ya da L-Leucine metil estere maruz birakmaya
ayrilabilir. Bebeklerde kordon kani ve periferahkaek cekirdekli hiicre tabakasinda énemli
derecede kontaminasyona neden olabilen, cekiréektiizi kan hiicreleri gibi olgunjenams
hicreler icerir. Bu tip hicrelerin ortamdan ¢ikaalsi birkag¢ ekstra basamakla mamkuanddr.
Bu teknik insan lenfoid htcrelerinin kullanifgicalsmalarin birggunun balangic noktasi
olmustur. Genel olarak, Ficoll-Hypaque santrifiju, izokdilmis tek cekirdekli hicre
populasyonunun fenotipini ya da fonksiyonlarinigigeérmez. Yine de, bu gosi ¢ssitli
hastalardan alinan hucreler Gzerindekisgadilarla incelenmeli ve goulanmalidir (Niku vd.,
1987; Boyum, 1968; Kaplan vd., 1982; Ridings vd.994; Thiele vd.,1983).
Monosit/makrofaj yoklgunda lenfosit fonksiyonlarini ya da lenfosit yaoklmda
monosit/makrofaj fonksiyonlarini camak Uzere tek cekirdekli hicre populasyonundan
monositler/makrofajlar cikarilrgtir. Bebeklerden alinan kordon kani ve periferain ka
sonuglari, Ficoll-Hypaque yoinluk ayrimiyla cgtli sonuglar vermgtir. Tek c¢ekirdekli hiicre
tabakasl, siklikla, tek cekirdekli yapinin alt kiamn tutunan hicre kiimelenmelggklinde
gorulen eritrositlerle kontamine olgtur. Flow sitometre analizi, olgun eritrositlerigik
sacma temeline dahil edilmgthde bile kayda dger miktarda CD45htcrelerinin kaldiini
gOsterir. Bu hucreler, sayica glikoporin pozitif riaizi  htcre prekursorleri, CD45
hicrelerinden daha az oklw halde glikoporin pozitif kirmizi hiicre prekursgihi barindirir
(Ridings vd., 1996). CD4%ucrelerinin sayisi kordon hazirlanmasir@al0 ile>%50 gibi
bir miktarda dgiskenlik gosterir. Kordon kani ayrica, az sayida CDRak hiicreleri de
bulundurur. Bu hicreler fenotipi belirggekilde deistirmek igin yeterli sayida olmasa da
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fonksiyonel hiicreleri etkileyebilir. CD4hcre sayisinin kirmizi hiicre prekursorlerinden ta
olarak sorumlu olamayaga bunun sonucunda da fonksiyonel hucrelere etlebien
karakterize olmamgihicrelerin bulunabile@e gercesi goz 6ntinde bulundurulmalidir.

4.1.6.2 Ficoll ile Yogunluk Farki Olu sturarak Kandan Mononiikleer Hiicrelerin
Izolasyonunda Kritik Parametreler ve Sorun Giderme

Periferal kandan alinan tek cekirdekli htcrelerrimliligi, kontaminasyona neden olan
granulositlerin ve trombositlerin yuzdesine ve resitden kurtulma verimlifine balidir.
Maksimum verimlilik ve saflik icin, Ficoll interfamdaki tim materyallerin ortamdan
uzaklgtiriimasi ve ortamda hi¢ Ficoll solisyonu ya daesaptantinin bulunmagindan emin
olunmasi gerekmektedir. Ficoll telgmin granulosit, sdpernatantin da trombosit
kontaminasyonu riskini arttiragag6z onune alinginda, eritrositlerin bir araya gelebilgge
ve kimelenmelerine lenfositleri katabilecekleri itimaldir. Bu kimelenmeler pellette
cOkelti olusturarak lenfosit verimini dgiirtir. Kani, Ficoll santriftiji dncesi PBS ile seymatk
kimelenmeyi azaltir. Ayrica, santrifijin sicgklda lenfosit verimini etkileyebilir. Diilk
sicakliklarda lenfosit verimi azalir, ¢unki; saftfristresi artar. Yuksek sicakliklarda ise,
lenfosit canlilgl azalir ve eritrosit kimelenmesi artar. Gradiysantriflj sirasinda sicaklik
18°C ile 20°C arasinda bir sicaklikta sabitlenmelidimi zaman, tek cekirdekli hiicreleri kan
pihtisindan ayirmak gerekebilir. Bglem, kan pihtisini streptokinazda c¢ozerekabigla
gerceklatirilebilir. Pihtilasmis kandan izole edilen lenfositler, heparinli kanda&nfosit
verimi %60 civarinda oldiu halde, bazi yonlerden heparinli kandan izoleneidihticrelerle
benzerlik gosterir (Niku et al., 1987; Boyum, 196&plan vd., 1982; Ridings vd., 1996;
Thiele vd.,1983).

4.1.7 Hucre Kultirinde Kullanilan Flasklar
Plastge yapsma hicre Uretiminde son derece onemli glchdan kullanilan hicre kaltar

kaplarinin plastik 6zellikleri 6nem giamaktadir. Kemik ilgi mezenkimal kok hicreleri ile
yapilan bir cahmada 4 farkli firma tarafindan Uretilen flasklarrdstirilmis ve en iyi
sonucun Falcon, ikinci sirada ise Costar kutigelerinde oldgu rapor edilmgtir. Flasklar
arasinda gozlenen bu fark, bu polisitren flasklairetimi sirasinda reaktif gaz plazmasi
olusturarak yiksek voltajli korona g ile sivanmasi yontemindeki farklardan
kaynaklandgl belirtilmistir. Bu islem Falcon marka flasklarda kapali bir kabin icinde
gerceklgtiginden hava ile temasi sonucu ylzeyde gin be gig@nsichen gozlenmedii

bildirilmi stir. Oysaki dger marka flasklarin hazirlanmasi sirasinda dam acik hava
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ortaminda yapilggndan flask ylizeyi zamanlaiair (Sotiropoulou vd., 20065€kil 4. 5).

Sekil 4. 5 Hucre kultarinde kullanilan flasklar. mlEon Marka flask, B: Techno Plastic
Products (TPP) Marka flask

4.1.8 Tripan Mavisi (TM):
Hucre kaltirinde kullanilan Tripan mavisi molekidpysi C34H23N6014S4Na4 olan, canli

hicreleri boyamayip, 6li hicreleri boyayan boyleaali hicre sayisini tespit etmekte
kullanilan vital bir boyadir.

NH5 HoN
OH HO
s (S ()
Dm0yl

SOzH HO3S

Sekil 4. 6 Tripan mavisi molekdl yapisi.
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5. FLOW SIiTOMETRE

Flow Sitometre (Akim Sitometresi); tek bir hiicrenmorfolojik 6zelliklerinin, hiicre dongusu
ve DNA miktarinin yaninda hiicre yuzeyinde bulunasitic antijenik yapilarin ayni anda
incelenebilmesi imkani veren bir sistemdir. Flovo8ietrik uygulamalar cihazi Greten firma
ve cihaz 6zelliklerine gore farkliliklar goster8orting 6zellgi olan modellerde cihaza verilen

ornekler incelenen dzelliklere gore ayird edilesedril sartlarda izole edilebilir.

Flow Sitometre tekm, stspanse hucrelerirgik demeti yayllan dedektorlerden akmasi
sonucu cgtli parametrelerin olcilmesini icerir. Flow Sitotnenin ana sinirlayici etkeni;
analizin yapilabilmesi amaciyla hicrelerin stispasiicerisinde teker teker bulunmasidir.
Bu gereksinim, kan ve gier akskanlarda kolayca gtanabilir (Bieback, 2004; Luider, 2004,
Stewart, 2005). Teknik 5000-10000 htcrenin anadinlanak sglar.

5.1. Flow Sitometrenin Kullanim Alanlari

e Heterojen hiicre populasyonlarinin tanimlanmasi,

e Tek hiicre seviyesinde analiz imkani,

e Hucre buyuklgl ve granularite dlgctima,

e Hucre ici ve yuzey antijenlerinin saptanmasi,

e Total DNA icerginin 6lcim,

e Kromozomlardaki DNA igegiinin belirlenmesi,

e Total hiicre proteini miktarinin belirlenmesi,

e Enzim aktivitesi ve lokalizasyonu,

e Hucre “sorting” slemi,

e Apoptosis 6lcim,

e GO ve G1 fazinda bulunan hicrelerin ortalama DNgiginin belirlenmesi,

e Hicre siklusunda her fazda bulunan hiicre sayiseb@k, 2004; Luider, 2004;
Stewart, 2005)

5.2. Flow Sitometrenin avantajlari
* Hizli sonug verir,
* 500-5000 aras! aslili suspanse partikili -ki bugéarellikle hicrelerdir- saniye haa

analiz etme Ozelli saslar,
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* Multiparametriktir. Hucreleri; fonksiyonel, biyokipasal, morfolojik veya sitogenetik
Ozelliklerine ayirabilir,

* Butan hacmi dgil; hiicreleri teker teker bir seferde ele alir,

* Heterojen populasyonlarin siniflandiriimasini miamkiar,

« Immiinfloresarisaretleme yapar

Floresan antikorlar ile; spesifik ylizey reseptonlier yogunlugunu ve bdylece farkli hicre

tiplerinin alt populasyonlarini belirlemede kullan(Cizelge 4. 1) (Roberts, 2004; Reyes ve

Verfaillie 2001). Floresan ile kdk hicreler, virlga da hormonlarin hicre ylzey

reseptorlerine tutunmasi 6élculebilir.
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Cizelge 5. 1 Mezenkimal Kok Hucrelerin Flow SitdnieBelirtecleri

Pozitif belirtecler CD 105,CD 90 ,CD 73, CD 106

CD45,CD 34,CD 14(CD 11b)
Negatif belirtecler
CD 7% veya CD 19,HLADR

Karakteristik belirtecler
SH2, SH3, SH4,STRO-1

EGF,PDGF ,NGF, IGF-1
Reseptorler
B-1 integrin reseptorleri

Integrinler , ICAM-1, ICAM-2,

Adhezyon
VCAM-1, ALCAM-1,LFA-3,
Molekulleri
L-selectin,endoglin, CD44
Ekstrasellller Kollajen tip I, I, IV, V ve VI
Matriks Fibronektin, laminin

proteoglikanlar
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Imminfloresansaretleme igin direk ve indirek metodlar kullanilir.
1. Direk metod;

e Antikorla konjuge olmsg florokrom kullantlir.

e Florokrom maddeler olarak FITC (fluorescein isotlyanate) ve PE (rhodamin,
phycoerythrin) kullanilabilir.

e Baglanmalarin spesifik olmasi avantaj iken c¢oksigki yogunluga sahip ylzey
antijenlerinin gosterilememesi bir dezavantajdir,

e Non-spesifik bglanma ¢ok azdir.

2. indirekt metot

e Hucrelerin 6nce saretsiz bir monoklonal antikora, daha sonsaretli ikinci bir
monoklonal antikorunsaretsiz monoklonal antikora glanmasiyla olur.

e Avantaji; cok digik yogunluga sahip ytzey antijenlerinin gosterilebilmesi, dexrdaj
non-spesifik bglanmalarin olmasidir.
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6. DENEYSEL CALI SMALAR

6.1 Deneysel Cakmalarda Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

6.1.1 Deneysel Cakmalarda Kullanilan Cihazlar
* Etuv

« pH Metre {nolab WTW Level 1)

* Hassas Terazi (Precisa XB 220A)

» Santrifij (Hettich ZENTRIFUGEN — EBA20)
* Vorteks (Heidolph REAX top)

» Bidistile Su Cihazi

* Isiticih Manyetik Karstirici (Heildolph MR 3001)
e Laminar-Hava Akgli Kabin

« Inkibator (3C %5 CQ'li)

* Ters Mikroskop

e -45°C Derin Dondurucu

* Sivi Azot Tanki

« Otoklav

* Flow sitometre (Becman Coulter Cell LabQuanta SC)

6.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler
Cizelge 6. 1 Deneylerde kullanilan sarf malzemeler

Madde adi Uretici Firma Katalog No
Dulbecco’s Modified Eagle Invitrogen 31053
Media (DMEM) 4.5 g/L D-

Glucose

HyClone Fetal Bovine, South Thermo Scinetific sSvaea3
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American Origin

Dulbecco’s Modified Eagle Invitrogen 11880
Media (DMEM) 1.0 g/L D-
Glucose(1X)

Glutamax™-I (100x) Invitrogen 35050-079
Antibiotic-Antimycotic Invitrogen 15240-062
(100x)

Tripan blue (%0,5) Biologycal Industry 628255
Trypsin, 0.05% (1X) with Invitrogen 25300-054

EDTA 4Na, liquid

FBS Biochrom AG 1038K

Red Blood Lysis Buffer Roche 11814389001
Ficoll GE Healtcare 17-1440-03
FITCH antihuman CD34BiolLegend 343603

(Thy1)

PE antihuman CD90 (Thyl)] BiolLegend 328109

Red Blood Cell Lysis Buffer| Roche 118 814 389 001

6.2 Deneyde Kullanilan Cozeltiler

6.2.1 PBS (Fosfat Tamponlu Tuz Soltusyonu) Cozeltisi
Fosfat Tamponlu Tuz Soltsyonu (PBS) hucre ici wendaki ozmotik basinci dengede tutan

bir soliisyonduricerigindeki inorganik tuzlar ve su, hiicre metabolizmadestekler. Ortamin
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pH’InI tamponlayarak hiicreler icin uygun bir ortagslar.

6.2.2 1x PBS Cozeltisinin Hazirlanmasi
NacCl 49

KCI 024
Na2HPO4 144¢g
KH2PO4 0,244

olacak sekilde tartildi. Distile deiyonize su ile 800 ml'yamamlandi. Cozeltinin pH 7,4
olacaksekilde ayarlandi. Son hacim 1 litreye deiyonizelstamamlandi. Otoklav da 1 atm
basingta 122C’ de 20 dakika tutularak steril edildi.

6.2.3 Tripsin-EDTA Soliisyonunun Hazirlanmasi
Tripsin hicre pasajlamalarinda kullanilan serintgam tipi temel bir enzimdir. Tripsin, lizin

ve arjinin aminoasitlerinden peptidleri yikarak hglerin yapgtiklari yizeyden ayrilmalarini
sgilar. Calgmalarimizda literatirde kordon kanindan izole edileononikleer hiicrelerin
pasajinca oOnerilen %0,25 EDTA’ll tripsin solUsyorkullanildi. Tripsin-EDTA ticari
solisyonu, enzim aktivitesinin azalmamasi icin sigksi ile laboratuvara getirildikten sonra

15ml steril Falcon tiplerine boélinerek -20 °C’dklaadi.

6.3 Gobek Kordonu igin Tasima Ortami Hazirlanmasi
6.3.1 Antikoagulant Olarak Heparin
Tek kullanimhik 50 ml’ lik sterilsiringa icerisine antikoagulant olarak 45ul hepdsitu/ml)

steril kabin icinde cekildi,gnenin &z steril olarak tekrar kapatilarakinga hazirlandi.

Kordon kani alindiktan sonrasleme konulmadan ©Once oda sicgkida tutulmasi
gerektginden kapali bir tama kutusu hazirlandi.

6.3.2 Antikoagulant Olarak Liquemine
Tek kullanimlik 50 ml’ lik sterilsiringa icerisine antikoagulant olarak 90ul liqueensteril

kabin icinde c¢ekildi,gnenin &zi kapatilarak hazirlandi.

6.4 Dono6run Calisma Hakkinda Bilgilendirilmesi Ve Etik Kurul Onay!1 A linmasi

Sezaryen ile dgum 6ncesi dondr ¢alma hakkinda bilgilendirildi, onay! alinan gonulléike
Kurul Onam Formu’nu doldurup imzaladi. Ameliyatipgaak olan doktor da konu hakkinda
bilgilendirildi ve islemin herhangi bir risk tamadgl onayl alindi. Onay almasglemine



hastane personelinden bigikile sahitlik etti (Ek 1).

6.5 GoObek Kordonunun Alinmasi
Dogumdan sonra gobek kordonunu iki kiskag ile biridgebdigeri plasentaya yakin olacak

sekilde tutuldu Sekil 6. 1).

g

Sekil 6. 1 Sezaryen ile goam sonrasi insan gobek kordonun hazirlanmasi.

Yenidaggan ile plasenta arasindaki kordon kesigBkil 6. 2), gbbek kordonunu kani, glona
katilan uzman kilerce d@gumu takiben 15 dakika i¢cinde kordon venind8ekil 6. 3) 50ml

enjektor ile cekildi, enjektor %70'lik alkol ilelgierek kapall pozisyona getirildi.

Yenidogan

Sekil 6. 2 Sezaryen ile gom sonrasi insan goébek kordonunun kesilmesi.
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Kordon -r‘terléi:if

HKordon veni

Sekil 6. 3 Gobek kordon ven ve arterleri.

Enjektor icindeki kordon kani laboratuargiteana kadar hemoliz olmamasi hafifce alt-Ust
edilerek heparinin kagmasi salandi. Kordon kani enjektor icinde yaxga alt-tst edilerek 2
saat icinde laboratuara getirilergleime alindi.

6.6 Gobek Kordon Kanindan Mononiikleer Kok Hiicrelerin izolasyonu
Mezenkimal kok hucrelerin kaygmdan alindiktan sonra izolasyonu icin galamizda

kullanilan 2 temel yontem vardir. Bunlar; #luk gradienti ve santrifiigasyon ile ayirma

yontemleridir.

6.6.1 Santrifiigasyonile izolasyon Yontemi
Yogunluk gradient yontemi ile izolasyonda kullanilarcdi’in hiicre lzerinde toksisite

olusturma olasig nedeniyle kullanimi tagma konusudur. Bu nedenle 0zellikle Klinik
kullanim icin mezenkimal kdk hicre izolasyonundatstiigasyon yontemi onerilmektedir
(Chang vd., 2009). Seyreltil;mkan 6rnekleri santrifigasyon ile ayirim yapabilmgk 1000
rom’de 10 dakika santrifiij edildi. Buffy coat talask steril pasteur pipeti ile ¢ekilerek temiz
bir falkon tipune alind1 (Kawasaki vd., 2008). Kandkanindaki mononukleer hicreler, kanin
santrifigasyon ile ayrilan bufy-coat tabakasindgeki{ 6. 4) cekilerek dikkatli bigekilde
yeni santrifij tiplerine alindi. Yeni santrif(j tiipe aktarilan hicreler icin yikamgeimi 1x
AntiAnti iceren 5ml besiyeri ile 4°C’ da 1000 rpnde 8 dakika santrifij edilerek
gerceklatirildi. Supernatant uzakgarnldi, pellet tGzerine 5ml besiyeri ilave edildPellet
besiyeri icinde slUspanse edildikten sonra yikagtemi bir kez daha tekrar edildi ve

supernatant uzakgdarildi.
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W Plazma

- Buffy Coat

Eritrositler

Sekil 6. 4 Santrifigasyon ile ayirmgeminde tam kanda bulunan eritrositler, buffy coat

tabakasi ve plazmanin ayrilmasi

6.6.2 Yogunluk Farkiyla Ayirma fle Mononukleer Hiicrelerin izolasyonu
Calismamizda mononukleer hicrelerin Ficoll,gyoluk gradienti yontemi ile ayrilmasinda

literatiide Onerilen 2 farkli santrifij hizi kullésht Farkli zamanlarda alinan ortalama 30
donor kordon kani, 2 farkli santriftij hizi (360xg 900xg) ile 30 dakika santrifuj edildi.

6.6.2.1 Mononukleer Hiicrelerinin Yogunluk Farkiyla Ayirma ile izolasyonunda
360xg Santriftij Hizi

Laboratuara getirilen kordon kani, 1:1 oranindaredéimek tzere 50 ml konik falkon
tiiplerine bélundi. Uzerinesié hacimde 1x AntiAnti iceren besiyeri eklendi. Tép hafifce
alt-Ust edilerek besiyeri ve kanin kagnasi sglandi. Temiz 50 ml konik falkon ttplerine kan
ile esit hacimde Ficoll eklendi. Seyreltiimikan ve besiyeri kagimi 10ml’lik serolojik pipet
yardimiyla tipun kenarindan 45°lik aci ile Ficotterinde faz olgturacaksekilde yavaca
eklendi. Tuplerin gzi sikica kapatilarak hi¢ sarsmadan santrifij eiekonuldu ve 20°C’ da
360xg’de 30 dakika santifllj edildi. Santrifijdems® mononukleer hiicreler Ficoll-Hypaque
(2.077 g/L ygunlukta) solusyonundan daha sdld yogunluga sahip olduklari icin bu
soliisyonun tizerinde bir sis bulutu halinde goruldét kisimda olgan plazma tabakasi daha
sonra kullaniimak Uzere pasteur pipeti yardimiyalarak temiz bir tipe aktarildi. Daha
sonra tum tuplerde Ficoll ile plazma arasindakiakaisinda sis tabakasi gibi goriinen
mononukleer hicreler tek kullanimhk steril pestgypeti yardimiyla cekilerek 15 ml’ lik
steril santrifilj tlplerine alindi, Uzerine 5ml 1xnthAnti iceren besiyeri eklendi ve oda
sicaklginda 10 dakika 300xg'de santrifij edildi. Supernataklgtirildi. Supernatant
uzaklgtirlldiktan sonra geriye kalan pellet %15 HyclonBSF 1x AntiAnti ve 2 mM
Glutamax iceren 7,5 ml tam besiyeri icinde siispasditerek 25crfilik kltiir flasklarina
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ekildi (Sekil. 6. 5).

1:1 orammnda besiyeri ile

seyreltilmis kordon kam

A Ficoll eklenir
x . -53.& Santrifiy
300xg

Plazma —
Mononiikleer |
Hiicreler

Hiicreler
Toplamr

Ficoll—
Fritrositler ve diger kan
hiterelern v

Sekil 6. 5 Ygunluk farkiyla kordon kanindan mononikleer hiicialeaolasyonu

MMononikleer
Hiicreler

6.6.2.2 Mononiikleer Hiicrelerinin Yogunluk Farkiyla Ayirma ile izolasyonunda
900xg Santriftij Hizi

Laboratuara getirilen kordon kani, 1:1 oranindaredéimek tzere 50 ml konik falkon
tiiplerine bélundi. Uzerinesié hacimde 1x AntiAnti iceren besiyeri eklendi. Tép hafifce
alt-Ust edilerek besiyeri ve kanin kaniasi sglandi. Temiz 50ml konik falkon tlplerine kan
ile esit hacimde Ficoll eklendi. Seyreltiimikan ve besiyeri kagimi 10ml’lik serolojik pipet
yardimiyla tipun kenarindan 45°lik aci ile Ficotterinde faz olgturacaksekilde yavaca
eklendi. Tuplerin gz1 sikica kapatilarak hi¢ sarsmadan santrifij eiekonuldu ve 20°C’ da
900xg’'de 30 dakika santifllj edildi. Santriflijdennsm mononukleer hiicreler Ficoll (1.077
g/L) solisyonundan daha ik yogunluga sahip olduklari i¢in bu soliisyonun Uzerinde lsr s
tabakas! halinde goruldiS€kil 6. 6). Ust kisimda ojan plazma tabakas! daha sonra
kullanilmak tizere pasteur pipeti yardimiyla ayakatemiz bir tipe aktarildi. Daha sonra tim
tuplerde Ficoll ile plazma arasindaki tabakasingatabakasi gibi gorinen mononukleer
hicreler tek kullanimlik steril pesteur pipeti yandyla cekilerek 15ml’ lik steril santrif(j
tuplerine alindi, Uzerine 5ml 1x AntiAnti icerendpgeri eklendi ve oda sicakinda 10
dakika 300xg’'de santriftij edildi. Sipernat uzaktaldi.
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1:1 orammnda besiyeri ile

seyreltilmig kordon kam
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Sekil 6. 6 Ygunluk farkiyla kordon kanindan mononikleer hiicialeaolasyonu

MMononikleer

Hiicreler

6.6.3 Eritrosit Lizis Tamponu ile Mononiikleer Hiicrelerin izolasyonu
Laboratuara getirilen kordon kani, 1:1 oranindaredéimek tzere 50 ml konik falkon

tiiplerine bélundi. Uzerinesié hacimde 1x AntiAnti iceren besiyeri eklendi. Tép hafifce
alt-Ust edilerek besiyeri ve kanin kaniasi sglandi. Temiz 50ml konik falkon tlplerine kan
ile esit hacimde Ficoll eklendi. Seyreltiimikan ve besiyeri kagimi 10ml’lik serolojik pipet
yardimiyla tipun kenarindan 45°lik aci ile Ficotterinde faz olgturacaksekilde yavaca
eklendi. Tuplerin gz1 sikica kapatilarak hi¢ sarsmadan santrifij eiekonuldu ve 20°C’ da
900xg’'de 30 dakika santiflj edildi. Santrifijdennsm mononukleer hiicreler Ficoll (1.077
g/L) solisyonundan daha ik yogunluga sahip olduklari i¢cin bu soliisyonun Uzerinde lsr s
tabakasi halinde goruldi. Ust kisimdasalu plazma tabakasi daha sonra kullaniimak (izere
pasteur pipeti yardimiyla ayrilarak temiz bir tigdearildi. Daha sonra tum tuplerde Ficoll ile
plazma arasindaki tabakasinda sis tabakasi giingarmonontkleer hicreler tek kullanimlik
steril pesteur pipeti yardimiyla cekilerek 15mK &teril santriftij tiplerine alindi, Gzerine 5ml
1x AntiAnti iceren besiyeri eklendi ve oda sicgkhda 10 dakika 300xg’de santriftj edildi.
Supernat uzakiarldi. Tupun dibinde kalan pellet Uzerine 100uitiBsit Lizis Tamponu
(Red Blood Cell Lysis Buffer) eklendi. Pellet pipgile tampon icinde resispanse edildi, oda
sicaklginda arada kagtirilarak 10 dakika bekletildi. 2500rpm’de 25°C’8adakika santrifij
edildi. Santriflj sonunda sUpernatant uzgtktddi.
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6.7 Hucrelerin Kultire Alinmasi
Izolasyonun ardindan siipernatant uzgkiédiktan sonra geriye kalan pellet %15 Hyclone

FBS 1x AntiAnti ve 2 mM Glutamax iceren 7,5 ml besi icinde suspanse edilerek
25cnflik kdltir flasklarinaekildi. Cakmamizda farkl besiyerlerinin insan gébek kordon
kani mezenkimal kék hicreleri Gzerine etkisininitehmesi icin dgik ve yuksek glikozlu
DMEM ile IMDM besiyerleri kullanildi. Bu 3 farkli ésiyeri ile hazirlanan besiyerleri ile
ekimi yapilan hicreler 37°C’ da %5 G695 nem igceren etiivde inkiibasyona birakildi.
Hucrelerin besiyerleri gunlik olarak gstirildi ve morfolojileri invert mikroskop altinda

incelendi.

6.7.1 Mononukleer Hucrelerin Kulttirinde Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi
Kordon kanindan izole edilen mononikleer hicrelekiltirinde kullanilan farkl

besiyerlerinin hazirlanmasi igin Oncelikle -20°GA dhuhafaza edilen serum, Glutamax ve
AntiAnti 37°C’ lik etlv iginde 1sitildi. 50 ml'liksteril falkonlar i¢cine son konsantrasyonlari
%15 serum, 2 mM glutamax ve 1x AntiAnti olacgékilde hesaplanarak eklendi. Farkli

besiyerleri ile 50 ml'ye tamamlandi.

6.7.2 Mononukleer Hucrelerin Kiltiriinde Kullanilan Seruml arin Hazirlanmasi
Calismamizda kordon kani mezenkimal kok hucrelerinirtikiinde Onerilen 3 farkli serum

kullanildi. insan kordon kani mezenkimal kok hiicrelerin kiiltdeirkullanilacak olan en
uygun serumun belirlenmesi icgin literattirde onerifeetal Sgir Serumu (FBS), diilk 1gG
oranina sahip HyClone Fetalg81 Serumu ve insan gébek kordon kani otolog sertimu

deneylerde, besiyerlerindeki son konsantrasyonu étdcaksekilde hazirlanarak kullanildi.

6.7.2.1 Fetal SgIr Serumu
Kordon kanindan izole edilen mononikleer hiicrelédittirinde kullanilan ve -20°C’ da

muhafaza edilen FBS stok solisyonu 56°C’ lik suybanonda inaktive edildikten sonra

besiyerindeki konsantrasyonu %15 olagekilde hazirlandi.

6.7.2.2 Hyclone Fetal Sgir Serumu
Kordon kanindan izole edilen mononikleer hicreléditirinde kullanilan ve -20°C’ da

muhafaza edilen FBS stok solisyonu 37°C’ lik etlgdeiinduruldukten sonra besiyerindeki
konsantrasyonu %215 olacgdkilde hazirlandi.

6.7.2.3 Otolog serum
Kordon kani mezenkimal koék hicrelerinin kiltirineBS’ye alternatif olarak kordon kani
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otolog serumu kullanimi ile kiltiriin 3 pasajina&aBBS iceren besiyerlerine kiyasla MKH
proliferasyonunun belirgirgekilde yiksek oldgu bildirilmistir. Kordon kanindan otolog
serumu literattrde belirtildi sekilde tam kan 6rrig 15 ml Falcon ttpu icinde 1000xg’ de 30
dakika 20°C’da santrifij edildi. Ust fazda ¢dun temiz serum fazi steril pasteur pipeti ile
dikkatlice cekilderek steril Falcon tip icne alindserum 0.22-pum’lik steril filtreden
gecirildikten sonra 56°C’da 30 dakika inaktive ddilBesiyerindeki konsantrasyonu %15
olacaksekilde hazirlandi (Shetty vd., 2007).

6.7.3 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

6.7.3.1.1 Dusik Glikozlu Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu (DMEM)

50 ml Falcon tupu igerisine 41,5 DMEM eklendi Umeri0,5 ml Anti-Anti ve 0,5 ml
Glutamax ilave edildi. Son konsantrasyonu %15 daekilde 1si ile inaktive edilmngiserum

ilave edildi ve tip yauga alt-tst edilerek kagtirildi.

6.7.3.1.2 Yiksek Glikozlu Dulbecco’nun Modifiye Eagle Medyumu(DMEM)
50 ml Falcon tupu icerisine 41,5 DMEM eklendi Umeri0,5 ml Anti-Anti ve 0,5 ml

Glutamax ilave edildi. Son konsantrasyonu %15 daekilde inaktive edilmi serum ilave
edildi ve tlp yavsgca alt-Ust edilerek kagtirildi.

6.7.3.1.3 Iscove’'un Modifiye Eagle Medyumu (IMDM)
50 ml Falcon tupu icerisine 41,5 Iscove’nin modifigttgi Dulbecco mediumu eklendi.

Uzerine 0,5 ml Anti-Anti ve 0,5 ml Glutamax ilavelilgli. Son konsantrasyonu %15 olacak

sekilde inaktive edilmi serum ilave edildi ve tlip yayga alt-tst edilerek kagtirildi.

6.7.4 Hucre Kaltarinin Tripsinizasyonu
Inkiibasyon sonrasi hiicrelerle kaplanan flask icgekinbesiyeri dokulerek flask yiizeyi

1xPBS ile yikandi ve 1 ml %0.05’lik Tripsin/EDTAawWe edilerek 5-10 dakika inklibatorde
bekletildi. Ylzeyden ayrilan hiicreler 5 ml PBS lie falkon tlpe aktarildi. Oda isisinda
1.000 rpm de 5 dk santrifij edildi. Santrifilj sodantst sivi uzakigrildi. Ttpin dibinde
kalan hicre pelleti restispanse edildi. Olggmia hiicrelerin daha iyi bir geine gostermesi
icin yeni bir flask i¢cine pasajlanarak ekimi yapild

6.7.5 Mononukleer Hucrelerin Kultiriinde Kullanilan Flaskl ar
Calsmamizda kordon kanindan izole edilen mononukleardiérin kultirinde Falcon ve

Techno Plastic Products (TPP) marka 28tknflasklar kullanildi.
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6.7.6 Morfolojik inceleme
Kordon kanindan izole edilip kultlr yapilan monkier hiicrelerin morfolojileri invert faz

kontrast mikroskobunda incelendi.

6.7.7 lizole edilen mononiikleer hiicrelerin Tripan Blue boyar ile canhliklarinin
belirlenmesi ve Thoma laminda sayilmasi:

6.7.7.1 Thoma lam:
Hucre kdlturinde hicrelerin sayilmasi igin kullanilThoma lami tzerinde Uglu cgizgilerle
birbirinden ayrilmg 16 buylk kareden ofan yivler bulunan 6zel bir mikroskop lamidir. Her
bilyiik karenin alani 1mfidir (Sekil 6. 7).

e

s
e

siaresiaes

el L

Sekil 6. 7 Thoma lami Uzerindeki yivler

Lam Gzerine konulan sivinin derigli0,1 mm’dir. Sonucta her buylk kare Uzerindekil siv
hacmi 10* ml'dir. Thoma lami tizerindeki karelerin icine s@in hiicrelerin sayisi, seyreltme
faktord ve thoma lami sabiti olan 10.000 ile ¢caak 1 ml' deki hiicre sayisi bulunur. Daha
sonra @agidaki formul ile istenilen dilisyon yapildi.

Baslangictaki Dilisyon x Ortalama Sayilan Hicre x0DD
Icin Katilan Miktar Sayisl (Sabit)
Dilusyon Miktari =

ml. delstenilen Hiicre Sayisi
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Ornezin ml'de 100.000 hiicre olacalekilde hiicre suispansiyonu elde etmek istiyoruz. ¥om
laminin bir tarafindaki 16 karede sayilan hicreisa§0, dger tarafindaki hiicre sayisi 40
olsun. Balangigtaki hticre pelleti 5 ml Gretme besiyeri ilgige edilmi olsun. Buna gore;

Ortalama hiicre sayisi = 60 + 40 = 50
Dilusyon miktari = (5 x 50 x 10.000) / 100.000 5 2

Hucre pelleti Gzerine toplam 25 ml olacgkilde besiyeri konulursa her mI'de 100.000 hicre
olucaktur. Buna goére bngicta 5 ml olan hiicre siispansiyonuna 20 ml iediesiyeri ilave

edilmelidir.

6.7.7.2  Tripan Mavisi (TM) ile Canli Hiicrelerin Sayilmasi
Hucrelerin sayiminin kolay yapilmasi icin 100 kayretme tercih edildi. Besiyeri ile

yikanarak santrifilj edilen, stpernatanti uzstikddan ve ardindan resispanse edilen hicre
suspansiyonundan 2 pl otomatik pipet ile cekiletegk ml'lik steril eppendorf tipu igine
aktarildi. Uzerine 98 pl %0,4 tripan mavisi solisyove 100 pl besiyeri eklenerek iyice
pipetaj yapildi. Thoma laminin her iki bolimine lden ile lamel arasina 10 ar pl hicre
suspansiyonundan dikkatlice yayildi. Ters mikroskalpnda tripan mavisi ile maviye
boyanmamy olan hicreler sayildi.

6.8 Flow Sitometrik analiz

6.8.1 Kordon Kani (Tam Kan) Flow Sitometrik Analizi
Mononukleer hiicre izolasyonu igin gébek kordonundagparinli enjektor icinde, 30 mL

kordon kani 2 saat iginde laboratuara getirildi.rdn kani mezenkimal kok hicrelerinin
immunofenotiplendirilmesinde negatif kontrol olar@b34-FITC (BioLegend), pozitif olarak
ise CD90-PE (BioLegend) immunofloresan antikorlaldnildi. Her bir antikordan 2gér pl,
Flow tluplerine (Bechman Coulter, ABD) eklendi. Kordkani érnginden 100uL alinarak
tzerine eklenir ve 1 dakika vortekslenir. Karanbkamda 20-30 dakika, oda isisinda
antikorlarin ytzey antijenlerine panmasi icin beklenir. Bekleme sonunda kordon kani
orneklerinin Uzerine 50Qu isodiluent eklenerek, 5 dakika 1000 rpm’de saintredildi.
Supernatant uzaldarildi. Daha sonra tuplere 5Q0 isodiluent eklenerek Flow Sitometre
(Beckman Coulter, Cell Lab Quanta, USA ) cihazioRatuldu (Cizelge 6. 2).
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Tam Kordon Kani ile Flow Sitometrik Analiz $Semasi

Kordon Kari (100 L)

CD34-CD%0 Antikor Eklenmesi

|

Vorteks

|

Karanlkta Bekletme (Oda Isisi, 20-30 Dakika)

!

Isodiluentile Yikama (1000 rpm, 5 dak.)

|

Flow Sitometrik Cihaz Okumasi

6.8.2 Periferik Kan (Tam kan) ile Flow Sitometrik Analiz
Mononukleer hticre izolasyonu icin 5 mL EDTA'l plerik kan 2 saat icinde laboratuara

getirildi. Periferik kan mezenkimal kok hicrelennimminofenotiplendiriimesinde negatif
kontrol olarak CD34-FITC, pozitif olarak ise CD9E&Pmminofloresan antikorlar kullanildi.
Her bir antikordan 2@er ul, Flow tiplerine (Bechman Coulter, ABD) eklenderPerik kan
orngzinden 100ul alinarak antijem (zerine eklendi ve 1 dakika gkslendi. Karanhk
ortamda 20-30 dakika, oda Isisinda antikorlarineyiantijenlerine bdanmasi icin
bekletildi. Bekleme sonunda periferik kan drnekieriizerine 50Qul isodiluent eklenerek, 5
dakika 1000 rpm’de santrifilj edildi. Stpernatanakiatirildi. Daha sonra tuplere 5Q0
isodiluent eklenerek Flow Cytometer (Beckman Caul@ell Lab Quanta, USA) cihazinda

analiz edildi (Cizelge 6. 3).
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Cizelge 6. 3 Tam periferik kanin Flow sitometrikidi icin hazirlanmasi

Tam Periferik Kan ile Flow Sitometrik Analiz $emasi

Kordon Kani (100 L)

CD34-CD20 Antikor Eklenmesi

|

Vorteks

|

Karanhkta Bekletme (Oda Isisi, 20-30 Dakika)

!

Isodiluent ile Yikama (1000 rpm, 5 dak.)

|

Flow Sitometrik Cihaz Okumasi

6.8.3 Kordon Kani Monontikleer Hucrelerinin Flow Sitometri k Analizi
Heparinli tupler icinde laboratuvara getirilen kord kanindan, eritrosit liziz tamponu ve

yogunluk gradiyent ayirma yontemleri ile mononikleércteler izole edildi.izole edilen
mononukleer hicrelerin Tripan Blue ile hicre sayyapildi. Kordon kani mezenkimal kok
hicrelerinin immunofenotiplendiriimesinde negatifnkrol olarak CD34-FITCpozitif olarak
ise CD90-PE immunofloresan antikorlar kullanildierHbir antikordan 2@er pl, Flow
tiiplerine (Bechman Coulter, ABD) eklendi. Sayimpyan mononiikleer hiicrelerden 1 x10
hicre alinarak antikorlarin tzerine eklendi ve kikkavortekslendi. Karanlk ortamda 20-30
dakika, oda isisinda antikorlarin yizey antijenkeribglanmasi icin beklenir. Bekleme
sonunda mononukleer hicrelerin Gzerine pOGsodiluent eklenerek, 5 dakika 1000rpm’de
santrifij edildi. Stpernatant uzakiauldi. Daha sonra tiplere 50d isodiluent eklenerek

Flow Cytometer (Beckman Coulter, Cell Lab Quant&A) cihazinda analiz edildi (Cizelge
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6. 4).
Cizelge 6. 4 Kordon kanindan izole edilen mononéiklgicrelerin Flow sitometrik 6lcim

icin hazirlanmasi

Kordon Kanl Monondkleer Hlcrelerinin Flow Sitometrik Analiz $Semasi

Monontikleer Hiicre izolasyonu

!

Hdicre Sayimi (1 x10° Hiicre )

CD34-CD90 Antikor Eklenmesi

|

Vorteks

|

Karanlikta Bekletme (Oda Isisi, 20-30 Dakika)

|

Isodiluentile Yikama (1000 rpm, 5 dak.)

|

Flow Sitometrik Cihaz Okumasi

6.8.4 Kordon Kani Mezenkimal Kok Hucre Kultarinin Flow Si tometrik Analizi
Kordon kanindan izole edilen monontkleer hicrelésikl ve yiiksek glukoz DMEM

besiyerinde %5C@ 37°C’de inkiibe edildi.inkiilbasyondan 7 gun sonra flask yizeyine
tutunan hucreler tripsinize edildi. Tripsinasyoa dyrilan hicrelerin Tripan Blue ile hicre
sayimi yapildi. Kordon kani mezenkimal kok hucreier imminofenotiplendiriimesinde
negatif kontrol olarak CD34-FITCpozitif olarak ise CD90-PE immunofloresan antikorl
kullanildi. Her bir antikordan 2@ér ul, Flow tiplerine (Bechman Coulter, ABD) eklendi.
Sayimi yapilan hiicrelerden 1 x°1ficre alinarak antikorlarin tizerine eklendi veakikia
vortekslendi. Karanlk ortamda 20-30 dakika, odainsla antikorlarin ylzey antijenlerine
baglanmasi icin beklendi. Bekleme sonunda hiicrelezierine 50Qul isodiluent eklenerek, 5
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dakika 1000rpm’de santriflj edilir. Stupernatant Klagtirildi. Daha sonra tiplere 500
isodiluent eklenerek Flow Sitometri (Beckman Caylt€ell Lab Quanta, USA) cihazinda
okutuldu (Cizelge 6. 5).

Cizelge 6. 5 Kordon kanindan izole edilen monongéiktgicrelerin kulttriinin Flow

sitometrik dlgtim icin hazirlanmasi

Kordon Kani Mezenkimal Kék Hicre Kiltlirindn Flow Sitometrik Analiz $emasi

Flask Yiizeyine Tutunan Hdicrelerin Tripsinizasyonu

|

Hiicre Sayimi (1 x10° Hiicre }

CD34-CD90 Antikor Eklenmesi

|

Vorteks

|

Karanhkta Bekletme (Oda Isisi, 20-30 Dakika)

|

Isodiluent ile Yikama (1000 rpm, 5 dak.)

Flow Sitometrik Cihaz Okumasi

6.8.5 Periferik Kan Mezenkimal Kok Hiicre Kultiranin Flow Sitometrik Analizi
Periferik kandan izole edilen mononikleer hicrefgksek glukoz DMEM besiyerinde

%5CQ, 37°Cde inkube edildinkiibasyondan 14 giin sonra flask ylizeyine tutunaneber
tripsinize edildi. Tripsinasyon ile ayrilan hicreteTripan Blue ile sayimi yapildi. Periferik
kan mezenkimal kok hucrelerinin immunofenotiplendiesinde negatif kontrol olarak
CD34-FITC, pozitif olarak ise CD90-PE imminoflorasantikorlar kullanildi. Her bir
antikordan 2Qer ul, Flow tuplerine (Bechman Coulter, ABD) eklendiayami yapilan
hiicrelerden 1 x fOhiicre alinarak antikorlarin iizerine eklenir ve dkida vortekslendi.
Karanlk ortamda 20-30 dakika, oda isisinda arakor ylizey antijenlerine gganmasi igin
beklendi. Bekleme sonunda hiicrelerin tzerine pD&odiluent eklenerek, 5 dakika 1000

rom’de santriflj edildi. Stpernatant uzaitlaldi. Daha sonra tiplere 500 isodiluent
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eklenerek Flow Sitometre (Beckman Coulter, Cell aanta, USA) cihazinda analiz edildi
(Cizelge 6. 6).

Cizelge 6. 6 Periferik kandan izole edilen monoeéklhticrelerin kilttrinin Flow sitometrik

Olciim icin hazirlanmasi

Periferik Kan Mezenkimal K&k Hicre Kiltdrdndn Flow Sitometrik Analiz $Semasi

Flask Yiizeyine Tutunan Hdcrelerin Tripsinizasyonu

!

Hdcre Sayimi (1 x10° Hiicre)

CD34-CD20 Antikor Eklenmesi

|

Vorteks

|

Karanlikta Bekletme (Oda Isisi, 20-30 Dakika)

|

Isodiluent ile Yikama (1000 rpm, 5 dak.)

|

Flow Sitometrik Cihaz Okumasi
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7. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTI SMA
Calsmamizda 15 dondrden sezaryen ilgwno sonrasi insan kordon veninden enjektor ile

alinan kordon kani ve 30 dondrden alinan perifiealar kullanildi.

7.1 Kordon Kanindan Mononiikleer Hiicrelerin Izolasyonu ve Kiltiriiniin yapiimasi
Donor 1:

Sezaryen ile dgum sonrasi kordon veninden 20 ml kan alindi. Hepaniktarinin az olmasi
sebebiyle laboratuvara getirilen kanin kismen [agitgl goruldi. Koagtile olmwinsan gobek
kordon kani 6rng bolim 5.3.3.2" de belirtildii sekilde mononikleer hicrelerin ayrilmasi
icin hazirlandi. Tupler dikkatlice santrifije kodul ve 20°C’da 2200 rpm’de 20 dakika
santrifij yapildi. Santrifij sonunda Ficoll ile pfaa arasinda kalan orta tabakada az miktarda
mononiikleer hiicrenin olgu gorildi. izolasyon sonrasi kultiiriin 72. saatinde flasklardaki
yapsmayan hucreler ve besiyerleri uzagtialdi. Flaskin ylzeyine tutunan hicrelerin ¢ok az

saylda ve yuvarlak hiicre formunda gidwgoérulda §ekil 7. 1).

Sekil 7. 1insan kordon kani monontkleer hiicrelerinin farkiperlerindeki mikroskobik
gorinimu (72. saat, 10x). A: DMEM+%15FBS, B: IMDM1%-BS

Hucre ygunlugu az oldgundan kultirdeki hicrelerin besiyerleri 48 saattedagistirildi.
Kdltarin durumu her gin invert mikroskop altindacatendi. Besiyerlerinin hicre
morfolojisine etkisi kaplastirildiginda, DMEM besiyerinde kiltiri devam eden fibroblas
benzeri morfolojiye sahip hicre sayisinin, IMDM igesne gore daha fazla sayida qidu
goOzlendi Sekil 7. 2).
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Sekil 7. 2insan kordon kani mononiikleer hiicrelerinin farkiperlerindeki mikroskobik
goranima (96. Saat, 10x). A: DMEM+%15FBS besiyegiRdltiire edilen mononukleer
hiicreler, B: IMDM+%15FBS besiyerinde kiltire edilmononukleer hiicreler

Kaltaran ilerleyen ginlerinde hiicre sayisindasartiorfolojilerinde yuvarlaklgma gozlendi
(Sekil 7. 3;Sekil 7. 4)

Sekil 7. 3insan kordon kani mononiikleer hiicrelerinin farkbiperlerindeki mikroskobik
gorinimu (9. gun, 20x). A: DMEM+%15FBS besiyeritkdéttre edilen mononukleer
hiicreler, B: IMDM+%15FBS besiyerinde kiltire edilmononukleer hiicreler
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Sekil 7. 4insan kordon kani mononiikleer hiicrelerinin farkbiperlerindeki mikroskobik
goranima (10. gun, 20x). A: DMEM+%15FBS besiyerikdéttire edilen monontikleer
hiicreler, B: IMDM+%15FBS besiyerinde kiltire edilmononukleer hicreler

izolasyon sonrasi kiiltirii yapilan hiicrelerin 10.dgimsonra sayilarinda azalma gorildi.
Besiyerlerine gore kanastirildiginda DMEM besiyerinde kilttr yapilan hiicrelerigisanin
IMDM besiyerindeki hiicrelerden daha fazla gldwgozlendi §ekil 7. 5).

Sekil 7. 5insan kordon kani mononiikleer hicrelerinin farkbiperlerindeki mikroskobik
gorinimu (12. guin, 20x). A: DMEM+%15FBS besiyerikdéttre edilen mononikleer
hicreler, B: IMDM+%15FBS besiyerinde kultiire edilononikleer hiicreler

Kaltdrin 15. gundnde, her iki besiyerinde bulunaicre sayilarinin azalgh ve yuzeye
tutunma 6zelliklerini kaybetmeye gadiklari gozlendi.
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Sekil 7. 6insan kordon kani mononiikleer hiicrelerinin farkiperlerindeki mikroskobik
goranima (15. gun, 20x). A: DMEM+%15FBS besiyerikdéttire edilen monontikleer
hiicreler, B: IMDM+%15FBS besiyerinde kiltire edilmononukleer hiicreler

Izolasyondan sonra, kultirin 18. guniindgikh hiicre morfolojisine sahip hiicre vasina
rastlanmadi. Dondrden alinan 20 ml kordon kani gime heparin miktarinin az olmasina
bagli olarak pihtilamasina bgl olarak izolasyonu yapilacak mononikleer hicielearar
gormesinden dolay! uzun sireli kiltirigsenamadi disunuldi.



86

Donor 2

Sezaryen ile dgum sonrasi kordon veninden steril enjektor icinBemdl kan alinarak 2 saat
icinde laboratuvara getirildinsan gébek kordon kani 6gigbolum 5.3.3.2' de belirtildi
sekilde mononikleer hicrelerin ayrilmasi icin handi. Mononukleer hiicrelerin izolasyonu
icin onceki orneklerden daha yiksek olan 2500 r@ntrgl) hizi uygulandi. Santrif(j
sonunda Ficoll ile plazma arasinda kalan orta tafdalsis bulutu gortntisinde monontikleer
hicrelerin olgtugu goéraldi. Stuspanse edilen hicre pelletinin haecmyairisi %15 Hyclone
FBS, 2 mM Glutamax ve 1x AntiAnti iceren DMEMgir yarisi ise %15 Hyclone FBS, 2
mM Glutamax ve 1x AntiAnti iceren IMDM besiyerldte kilttire alindi. Flasklar invert faz
kontrast mikroskobu altinda gunlik incelendi. Hleri@ tutunabilmesi icin 96 saat boyunca
besiyeri dgistirilmedi. Ortamda ¢ok sayida tutunmayan hiicre wlFkalintisi kaldgindan

flasklarin icindeki hiicrelerin net goéruntuleri eldeilemedi $ekil 7. 7, 7. 8)

Sekil 7. 7insan kordon kani monontkleer hiicrelerinin farkBiperlerindeki mikroskobik
goranima (24. saat, 20x). A: DMEM+%15FBS besiyegidltiire edilen mononukleer

hicreler, B: IMDM+%15FBS besiyerinde kultiire editaononikleer hiicreler
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Sekil 7. 8insan kordon kani mononiikleer hiicrelerinin farkbiperlerindeki mikroskobik
goranima (48. Saat 20x). A: DMEM+%15FBS besiyerikidkire edilen mononikleer
hiicreler, B: IMDM+%15FBS besiyerinde kiltire edilmononukleer hiicreler

izolasyonun 96. saatinde flask yizeyine tutunmaydicreter, besiyeri dgstirilerek
uzaklgtirlldi. Tutunan hicrelerin bir kisminin kiguk fitmast benzeri, bir kisminin ise
yuvarlak hiicre formunda ol@u gozlendi §ekil 7. 9).

Sekil 7. 9insan kordon kani mononiikleer hicrelerinin farksiperlerindeki mikroskobik
goranima (96. saat, 20x). A: DMEM+%15FBS besiyegiRdltire edilen mononukleer
hicreler, B: IMDM+%15FBS besiyerinde kultiire edilononikleer hiicreler

Izolasyondan sonra kiiltiriin 6. giininde DMEM begiygkrifibroblast benzeri morfolojiye
sahip hicre sayisinin, IMDM besiyerine gore daHesgk oldgu gozlendi.
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Sekil 7. 10insan kordon kani mononiikleer hiicrelerinin farkiperlerindeki mikroskobik
gorandma (6. gun, 20x). A: DMEM+%15FBS besiyerirkiddttire edilen monontikleer
hicreler, B: IMDM+%15FBS besiyerinde kultire edilononikleer hicreler

Kdltarin 7. ve 8. guninde DMEM besiyeri icindekbrioblast benzeri morfolojiye sahip
hiicre sayisinin argn gozlendi. IMDM besiyerinde ise fibroblast benzeorfolojiye sahip az
saylida hicre goruld$ékil 7. 11, 6. 12).

Sekil 7. 11insan kordon kani mononukleer hiicrelerinin farkBiperlerindeki mikroskobik
gorinumu (7. gun, 20x). A: DMEM+%15FBS besiyeritkdéttre edilen mononukleer
hicreler, B: IMDM+%15FBS besiyerinde kuiltiire edilmononikleer hiicreler
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Sekil 7. 12insan kordon kani mononiikleer hiicrelerinin farkbiperlerindeki mikroskobik
goranima (8.Gun10x).A: DMEM+%15FBS besiyerinde étgtedilen mononukleer hiicreler,
B: IMDM+%15FBS besiyerinde kiltire edilen mononigdaucreler

Kdltarin 9. gininde IMDM besiyerinde ise fibrobldsnzeri morfolojiye sahip hicrelerin

varligina rastlanmadsSgekil 7. 13).

Sekil 7. 13insan kordon kani mononiikleer hiicrelerinin farkiperlerindeki mikroskobik
gorinumu (9. Gin, 20x).A: DMEM+%15FBS besiyerindgétlire edilen mononukleer
hiicreler, B: IMDM+%15FBS besiyerinde kiltire edilmononukleer hiicreler

Kdltarin 14. guninde tutunan hicreler pasaj yapldaere Tripsin-EDTA ile muamele
edildi ancak flask yuzeyinden tim hicrelerin aya#n sglanamadi. Flask yizeyinden
ayrilabilen hiicreler 25 cfilik flaska ekildi. Flask yiizeyinden ayriimayan héterin tizerine
taze besiyeri eklendi ve tekrar inkiibatore kaldiriP4 saat sonra Hyaluronidaz enzimi ile
hicreleri flask yuzeyinden ayirmalami tekrar denendi ancak yine hicrelerin ayriimasi
sgzlanamadi. Flask ylzeyinden ayrilan hicreler teleami flaska ekilerek kiltire devam

edildi. Tripsinizasyon ile ayrilip pasaji yapiladdnelerin oldgu flasklarda 3-4 gin sonra
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sazlikli morfolojiye sahip hiicre vaghina rastlanmadi. Tripsinizasyon ile ayrilmayan ve
Uzerine tekrar taze DMEM besiyeri eklenen hucreldsulundgu flasklarda 17. glinde

fibroblast benzeri hiicre sayisinin azgidyozlendi Sekil 7. 14).

Sekil 7. 14insan kordon kani mononiikleer hiicrelerinin DMEM+ % B8 besiyerindeki
mikroskobik gérinimu, 17. gan (A: 10x, (B: 20x).

Kultdrin 21. gununde DMEM besiyerinde kulturli devaden flasklarda gakli hicre
morfolojisine sahip, adezyon gdsteren hiicre garé rastlanmadi.

Kordon kani monontkleer hticrelerinin izolasyonundanra, literattrde ilk kulttr fazi icin
96 saatlik hicrelerin tutunma suresi onerilmekteflimcak kultir ortamindaki yiksek serum
konsantrasyonu ve inklbasyon suresinin uzgwnlukiltir ortaminda mezenkimal kok
hicrelerin dginda dger monontkleer hicrelerin de tutunmasina neden kbéda. Boylece
homojen bir hiicre populasyonu elde edilememektediyrica uzun sureli kaltara
sglanamayan mononukleer hdcrelerin  kultir ortamindazakigtiriimasi igin yapilan
pasajlar sirasinda hucrelerin tripsin ile flask eyinden ayrilmalarinin muankin
olamamasindan dolay! hlcreler tripsine uzun streumialdi. Tripsinin hicreler Gzerine
bilinen toksik etkisinin de bu uzun sureli inkiibasysebebiyle kultlir ortaminda hicrelerin
gelisimini etkilemesine bg olarak ve kultirin devamlginin sglanamamasina neden

olabilir.
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Donor 3

Sezaryen ile dgum sonrasi kordon veninden steril enjektor icinBex kan alindi ve 2 saat
icinde laboratuvara getirildinsan gébek kordon kani 6gigbolum 5.3.3.2' de belirtildi
sekilde mononkleer hicrelerin ayrilmasi icin handi. Mononukleer hiicrelerin izolasyonu
icin 20°C’da 2500 rpm’de 20 dakika santrifilj yampildFicoll ile plazma arasinda alan,
monontukleer hicrelerin bulungu sis tabakasinin gonlugunun oldukga az oldw goraldu.
Toplam kordon kanindan ayrilan monontkleer hucirel2rayri besiyerinde kultart yapildi.
Besiyerleri ayri ayri %15 Hyclone FBS, 2 mM Glutama 1x AntiAnti icereceksekilde
hazirlanan DMEM ve IMDM besiyeri kullanilarak hdamdi. Flasklar invert faz kontrast
mikroskobu altinda gunlik olarak incelendi. Kultiortaminda c¢ok sayida adezyon
gostermeyen hicre ve Ficoll kalintisi kglddan hicrelerin net gortntileri elde edilemedi
(Sekil 7. 14)

Sekil 7. 15insan kordon kani mononukleer hicrelerinin farkBiperlerindeki mikroskobik
gorinimi (24.saat, 20x). A: DMEM+%15FBS besiyerikidkire edilen mononukleer

hicreler, B: IMDM+%15FBS besiyerinde kultiire editaononikleer hiicreler

izolasyonun ardindan kultiire alinan hiicrelerin 4&tisde adezyon gostermeyen hiicre ve
besiyerleri uzaklgtinldi. Her iki besiyeri bulunan ortamda da fiblagt benzeri morfolojiye
sahip hucrelerin sayisinin oldukca az @agdzlendi §ekil 7. 16).
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Sekil 7. 16insan kordon kani mononukleer hiicrelerinin farkBiperlerindeki mikroskobik
gorinimu (48.saat, 10x). A: DMEM+%15FBS besiyerikdkire edilen mononukleer
hicreler, B: IMDM+%15FBS besiyerinde kultiire editmononikleer hiicreler

Izolasyonun ardindan devam eden kultiriin 5. guntiiideelerin prolifere oldgu gézlendi.

Hucrelerin besiyerleri glinluk olarak getirildi (Sekil 7. 17).

Sekil 7. 17insan kordon kani mononukleer hiicrelerinin farkBiperlerindeki mikroskobik
gorandma (5. Gun, 20x). A: DMEM+%15FBS besiyerika#tire edilen mononukleer
hicreler, B: IMDM+%15FBS besiyerinde kultiire edilmononikleer hiicreler

Besiyerlerinin gunluk olarak d@sstiriimesiyle flask yuzeyine tutunmayan hucreler tkil
ortamindan uzakfarildi, bdylece invert faz kontrast mikroskobuiadta daha homojen bir
hicre goruntist elde edilebildi. 2 farkli besiyden kiltiri devam eden hicrelerin
morfolojileri kasilastirildiginda, fibroblast benzeri morfolojiye sahip hlcreleDMEM
besiyerinde, IMDM iceren besiyerine gore daha faawda oldgu gozlendi Sekil 7. 18).
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Sekil 7. 18insan kordon kani mononukleer hiicrelerinin farkBiperlerindeki mikroskobik
gorandma (6. gun, 20x). A: DMEM+%15FBS besiyerirkidéttire edilen monontikleer
hicreler, B: IMDM+%15FBS besiyerinde kultiire edilmononikleer hiicreler

Izolasyondan sonra kiltirin 7. gininde DMEM begigeri hiicrelerin, yuvarlak hiicre
formunda oldgu ve mezenkimal kok hiicrelerin de 6zgllolan koloni goruntusine sahip
hicre kiimeleri olgturduklari gozlendi§ekil 7. 19).

Sekil 7. 19insan kordon kani mononiikleer hiicrelerinin farkbiperlerindeki mikroskobik
gorunimu, DMEM+%15FBS besiyerinde kiltire edilemontiikleer hiicreler (7. gin, A:
10x, B: 20x).

izolasyondan sonra kiiltiriin 7. giininde IMDM besigsj hiicrelerin yuvarlak hiicre

formunda oldgu ve koloni formunda huicre kiimeleri glurduklar gozlendigekil 7. 20).
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Sekil 7. 20Insan kordon kanindan izole edilen mononiikleer héignemikroskobik
goranima. IMDM+%15FBS besiyerinde kultire edilennooikleer hiicreler (7. gin, 20x).

izolasyondan sonra devam eden kiltiriin 8. gunind@MMbesiyerinde kultirii yapilan
hiicrelerin sayisinda azalma ofdug6zlendi. DMEM besiyerinde kilturd yapilan hieret
ise yuvarlak hiicre morfolojisine sahip olduklari kigme formlarini koruyarak canliliklarini
devam ettirdikleri gozlendiSekil 7. 21).

Sekil 7. 21insan kordon kanindan izole edilen mononiikleer hégnemikroskobik
gorinuma. (8. gun, 10x). A: DMEM+%15FBS besiyeritkddttre edilen mononukleer
hicreler, B: IMDM+%15FBS besiyerinde kultiire edilmononikleer hiicreler

izolasyondan sonra devam eden mononiikleer hicrekgéitiriiniin 10. guninde IMDM

besiyeri ile kulturi yapilan hicreleringgl hiicre morfolojisine sahip olmadiklar gdzlend

DMEM besiyeri ile kalturt yapilan hicrelerin @anun yuvarlak hiicre morfolojisine sahip
oldugu ancak mezenkimal kok hicrelerin morfolojik 6z8lliolan fibroblast benzeri

morfolojiye sahip hucrelerin de vatligoruldu Sekil 7. 22).
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Sekil 7. 22Insan kordon kanindan elde edilen mononikleer hérimemikroskobik
goranimd. DMEM +%15FBS besiyerinde kultiire edilesnanikleer hicreler (10. gln, A:
10x, B: 20x).

DMEM iceren besiyerinde kuiltrt yapilan kordon kamononikleer hiicrelerin bulungiu
kaltir ortaminda 2. hafta sonunda kultiri devamnefiizsklarin icinde fibroblast benzeri
hicre varlgina rastlanmadi. Kultarin besiyeri gunlik olarakgigliriimeye devam etti.
Kultdran 33. glnunde kulturdeki hicreleringaddiklarr goruldi $ekil 7. 23).

Sekil 7. 23Insan kordon kanindan izole edilen mononiikleer héignemikroskobik
gorinimu. DMEM +%15FBS besiyerinde kltire edileononikleer hiicreler (30. gin;
20x).

Hucrelerin besiyerleri giinlik olarak glgtirildi ve hicreler invert faz kontrast mikroskobu
altinda gozlendi. DMEM besiyeri ile kultiri devartirden hucrelerin prolifere oldgu
gozlendi §ekil 7. 24).
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yapilan mononikleer hiicrelerin mikroskobik

gorunamu. (36. gin, A: 10x, B: 20x).

Yaklasik %50 ylzey kaplamasi yapan hucreler %0,25 EDTi#ijbsin ile flask ylzeyinden
ayrilarak pasajlandi. Pasaj sonrasi 4 hafta boyu#@asaatte bir hicrelerin besiyeri
degistirildi, 4 hafta sonunda kulturde fibroblast benzgicrelerin olgtugu goruldu Sekil 7.
25).

Sekil 7. 25Insan kordon kanindan izole edilen mononiikleer héignemikroskobik
gorinimu. DMEM+%15FBS besiyerinde devam ettiriléitik. (68. gun, 20x).

Fibroblast benzeri morfolojiye sahip huicrelerin 6§linde sglikli hicre goérantisini
kaybetmeye bgadigi gozlendi. Kiltirde fibroblast morfolojisine sahjpok az sayida hicre
bulund@gundan, bu hucrelerin uzun sire pasaji yapilmadi. gé@&de hucreler tripsin ile
muamele edilerek pasajlandi. Pasaj sonrasi yeléreRask icinde olduk¢a az sayida hicre
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varhgl gézlendi. Zamanla DMEM+%15FBS besiyerinde devditinilen kultirde bulunan az

saylida bulunan hucrelerin sitoplazmalarinda velikgapi olgumlari gozlendi§ekil 7. 26).

\ Sitoplazmik vezikiiller

Sekil 7. 26insan kordon kanindan izole edilen mononiikleer hégnemikroskobik
goranimid. DMEM+%15FBS besiyerinde devam ettiriléittke (72. gtin, 20x).

DMEM +%15 FBS iceren besiyerinde kultiri devam edhiércrelerin sitoplazmalarinda
olusan vezikillerin sayisinin argi gozlendi. Bir stre sonra flask icindegbhli hiicre
morfolojisine sahip hiicre vagiina rastlanmadi. Vezikil gjJumunun nedeninin, uzun sire
pasajlanmadan kultirt yapilan az sayidaki hicrelgsisaj sirasinda tripsinden zarar gérmu
olabilecggi disunuldi. Kordon kanindan 2 farkli besiyeri kullanala izole edilen ve ayni
besiyerleri ile kiltirt devam ettirilen mononukldgicrelerin kltirinde kullanilan DMEM
ve IMDM besiyerleri kagilastinldiginda, mezenkimal kdk hicrelerin de morfolojik ozgll
olan fibroblast benzeri morfolojiye sahip hiucralerDMEM besiyerinde IMDM besiyerine
gore daha fazla ylzey kaplamasi yaptiklari gorulyrica, DMEM besiyerinde bulunan
kultir ortaminda prolifere edilen hicrelerin dalmum siire adezyon 6zelliklerini korumasi,
literattirde 6nerilen mezenkimal kdk hticreler iciBM besiyerinin kullaniimasinin daha iyi

sonug¢ verdii bulgularini desteklemektedir.
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Donor 4:

Sezaryen ile dgum sonrasi kordon veninden alinan 25 ml kordon Kansaat iginde
laboratuvara getirildi ve bolim 5.3.3.2" de beldigi sekilde mononukleer hucrelerin
ayrilmasi icin hazirlandi. Mononukleer hucrelerimolasyonu icin 20°C’'da 30 dakika
yapilacak olan santrifijiin hizi 900xg olarak ayadia Santrifiij sonunda filcoll ile plazma
arasinda yakkk 1 ml hacimde, mononikleer hiicrelerin bulugwdusis bulutu tabakasi
gozlendi. Mononukleer hucrelerin buluriu hiicre pelleti, Gzerine 1x AntiAnti igeren
DMEM eklenerek 20°C’'da 300g'de 10 dakika santriféglilerek yikandi. Elde edilen
mononukleer hicre pelleti %15 Hyclone FBS, 2 mMt&iuax ve 1x AntiAnti iceren DMEM
besiyerinde resispanse edildi. Hucreler 2 faskiikendlask icinde kultirt yapiimak tzere
Falcon ve TPP marka flasklar i¢cinde kultiire alirihtal kan miktari yiksek olmagindan,
hiicre kaybi olmamasi icin mononiikleer hiicreler && mkibe edildiizolasyonun ardindan
yapilan kdltorin 96. saatinde, her iki marka flas#thki besiyerleri ve flask yilizeyine
tutunmayan hiicreler uzaktaildi. iki farklh marka flaskta da flask yiizeyine adere @m
fibroblast benzeri morfolojiye sahip hiicre varlgorulda Sekil 7. 27)

Sekil 7. 27insan kordon kanindan izole edilen ve DMEM+%15FBSlyeginde kultur
yapilan mononikleer hticrelerin mikroskobik gorinii®. Saat, 20x). A: Falcon Marka

Flask i¢inde kulttire edilen monontikleer hiicrelerTBP Marka Flask icinde kiltire edilen

mononukleer hiicreler

Her iki marka flask igcinde kulturi devam ettirilémicrelerin besiyerleri 24 saatte bir
degistirildi. Her iki marka flask icinde kultirti devanitieilen hiicrelerin morfolojileri invert
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faz kontrast mikroskobunda gunlik olarak incelendbnonikleer hicrelerin kiltarintn

devam ettirildgi her iki marka flask icindeki hiicrelerin de benmeorfolojiye sahip olduklari
gozlendi §ekil 7. 28).

yapilan mononukleer hicrelerin mikroskobik gérani@igun, 20x). A: Falcon Marka Flask
icinde kilture edilen mononukleer hicreler, B: TR&ka Flask icinde kiltlre edilen
mononukleer hicreler

Izolasyondan sonra kiiltirde devam ettirilen moncggikhucrelerin kiltirinin 6. ginunde
her iki farkli marka flask yuzeyinde adezyon gostefibroblast benzeri morfolojiye sahip
hicrelerin flask icinde kapladiklari yiizey alanman azaldgl ve yuvarlak hiicre morfolojisine
sahip htcrelerin flask icinde kapladiklari ylizegrdarinin ise artgn goruldi.iki farkli marka
flask icinde kultiri devam eden hicrelerin hiizegl&amasi ve morfolojik 6zelliklerine gore
karsilastinldiginda, Falcon marka flask icinde ylzeye yam gosteren hiicrelerin daha fazla
sayida oldgu gozlendi Sekil 7. 29).
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Sekil 7. 29insan kordon kanindan izole edilen ve DMEM+%15FBSlyeginde Kuiltiiri
yapilan mononukleer hiicrelerin mikroskobik gorini@igin, 10x). A: Falcon Marka Flask
icinde kilture edilen mononukleer hicreler, B: TR&ka Flask icinde kiltlre edilen
monontkleer hiicreler.

Fibroblast benzeri morfolojiye sahip hucrelerin tiilinin devam ettirilgi her iki marka
flasklardaki besiyerleri 48 saatte bir taze hammig besiyeri ile dgistirildi. izolasyonu
takiben kdlturiin 9. glininde fibroblast benzeri rolwjiye sahip hiicrelerin yizeyi kaplgdi
alanlarda azalma go6zlendi. Ancak Falcon marka Fleiskle kultirt yapilan mononukleer
hicrelerin flask icinde kapladiklari yuzey alani PTRnarka flask icinde devam eden
kulturdeki yizey alanindan daha geoidugu gozlendi §ekil 7. 30).

Sekil 7. 30insan kordon kanindan izole edilen ve DMEM+%15FBSlyeginde Kuiltiiri
yapilan mononukleer hiicrelerin mikroskobikgoranig@.ogun, 20x). A: Falcon marka Flask

icinde kilture edilen monontkleer hicreler, B: TR&ka Flask icinde kiltlre edilen
monontkleer hiicreler.
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Kordon kanindan izole edilen mononukleer hiicrel&tifttiriniin 17. giininde mononukleer
hicrelerin kultarinin yapilgh her iki marka flask icinde de mezenkimal kok gicr

morfolojisi olan fibroblast benzeri morfoloji goséam hicre varfiina rastlanmadiSgkil 7.
31).

Sekil 7. 31insan kordon kanindan elde edilen ve DMEM+%15FB$/baade kiltir(
yapilan mononukleer hticrelerin mikroskobik goranuifdT. gin, 40x). A: Falcon marka
flask icinde kultire edilen mononukleer hicrelerTBP Marka Flask iginde kultire edilen

mononukleer hiicreler

Kordon kanindan izole edilen mononukleer hicreldittirinde, IMDM besiyerine gore
daha uzun stre hicre ghélli morfolojiye sahip hicrelerin gekebildigi DMEM besiyeri,
hicre kulturd icin ticari olarak satilan 2 farkliliir flaski kullanildi. Kalttrdan ilk ginlerinde
yapilan morfolojik gbzlem sonuglarina gore hicrelgtizey kaplamalari arasinda belirgin bir
fark gozlenmedi. Ancak kultirtn ilerleyen gunleené&alcon marka icinde kultiri devam
ettirilen hicrelerin TPP marka flask icindeki hierden daha gesiylzey kaplamasi
yaptiklari gozlendi. Kultirin ilerleyen ginlerindapilan pasajlarda Falcon marka flask
icinde fibroblast benzeri morfolojiye sahip hucrelevarligi gozlendi. TPP marka flaskta
devam eden kitlrde ise az sayida ylzeye tutunamlatio yuvarlak hicre morfolojisinde
olduklari ve sglikli hicre morfolojilerini uzun stire devam ettirecikleri g6zlendi. Bu
calisma ile literatiide belirtilen Falcon marka flasklaeMKH’lerin gelisimi icin daha uygun

oldugu sonucu desteklendi.
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Don6r 5:

Sezaryen sonrasi kordon veninden steril enjeké48 ml kan alinarak 2 saat icin laboratuara
getirildi ve bolim 5.3.3.2' de belirtildi sekilde mononukleer htcrelerin ayrilmasi igin
hazirlandi. Mononukleer hiicrelerin izolasyonu igantriflj hizi 360xg, suresi 30 dakika
olarak ayarlandi ve 20°C’da santrifij yapildi. S#it sonunda Ficoll ile plazma arasinda
mononukleer hucrelerin bulungu sis bulutu tabakasi gozlendi. Mononukleer hucirele
bulundgu faz toplanarak steril santrifij tiipiine aktarildzerine 1x AntiAnti iceren DMEM
eklenerek 20°C’da 300g’'de 10 dakika santriftj edil®antrifij sonunda stpernatant
uzaklgtirldi. Elde edilen mononukleer hiicre pelleti %d%clone FBS, 2 mM Glutamax ve
1x AntiAnti iceren DMEM besiyerine ekilerek 2 farkinarka flask icinde kulttrl yapildi.
Izolasyonun 96. saatinde her iki marka flasklardsggiyerleri ve flask yiizeyine tutunmayan
hicreler uzaklgtirildi. Tutunan hicreler icinde fibroblast benzmarfoloji gdsteren hicelerin

sayisinin az oldiu goruldu Sekil 7. 32)

¥
Sekil 7. 32 Kordon kanindan elde edilen ve DMEM pesnde kulttirt yapilan mononukleer

hicrelerin mikroskobik gérinimu. (96. saat, 20x)Falcon marka Flask, B: TPP Marka
Flask

izolasyonun 12. gununde tutunan hicrelerin glddlasklarda kiire morfolojisi gosteren

hicrelerin sayisinda agtoldugu gozlendi.

Hucreler Tripsin-EDTA ile 15 dakika muamele edileteicrelerin bir kismi flask ylzeyinden
kaldirildi. Ayirlmayan hcrelerin Uzerine taze mEmms %15 Hyclone FBS, 2 mM
Glutamax ve 1x AntiAnti iceren DMEM eklendi. Flaakin icindeki hiicrelerin besiyerleri 24
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saatte bir dgistirildi. Yuzey kaplamasi %60’ a ujan falkon flask igindeki hicreler haftada 1

kez pasajlandikinci pasaj sonrasinda TPP marka flask icinde kiiltievam eden hiicrelerin

yapilan hucrelerin fibroblast benzeri morfoloji ¢ggren hiicre vagina rastlanmadi.

Sekil 7. 33 Kordon kanindan elde edilen ve DMEM pesgnde kultird yapilan mononukleer
hicrelerin mikroskobik gérinimu (19. giin 20x). Aldon marka Flask, B: TPP Marka Flask

Toplam 4 pasaj yapilan hicrelerin besiyerleri 2dttsabir dgistirildi. Hucrelerin durumu
invert mikroskopta 24 saatte bir gozlendi. Hicrielexayisinda azalma olgu goruldu. Her
iki marka flask icindeki canli hiicre morfolojisireahip hicrelerin kiire formunda olduklari
gozlendi Sekil 7. 34).

Sekil 7. 34 Kordon kanindan elde edilen ve DMEM pegnde kultirt yapilan mononukleer
hucrelerin mikroskobik gérunima (25. Gun, 20x).Falcon marka Flask, B: TPP Marka
Flask
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Izolasyonun 35. giniinde flasklarin icindeglgé hiicre morfolojisine sahip hiicreye

rastlanmadi.

Kordon kanindan mononikleer hicreleringyoluk farki ile izolasyonunda literattirde
onerilen 300xg santrfij hizi kullanilarak elde edilmononikleer hicrelerin kultirt ticari
olark satilan 2 farkhh marka kultur flaski igindepyldi. Sonugta, literatirde belirtilen ve
hicrelerin kultir ortaminda daha uzun surglikh hiicre morfolojilerini koruduklari bilgisi
bir kez daha desteklendi. Rik santrifiij hizi ile tam kordon kanindan elde el
mononukleer hicrelerin yiksek santrifilj ile elddesdlen daha fazla olmasi, kiltir ortamina
daha fazla sayi ve farkl turde tek cekirdekli iekilmesi ile sonucglandi. Bunun sonucu
olarak da kultir ortaminda yeterli sayida ve homojap! ve morfolojiye sahip hicrelerin
elde edilmesi icin hicrelerin haftada 1 kez pasapildi. Ancak her pasaj sonrasi
mezenkimal kok hucrelerin morfolojik 6zelliklerineahip fibroblast benzeri hucrelerin
sayisinda azalma go6ruldi. Zamanla her iki markakflginde kualtiri devam ettirilen
mononukleer hicrelerin icinde canli hicre morfaioje sahip hiicre sayisi azaldl ve
izolasyonun 35. guntnde kultirdegbkll hiicre morfolojisine sahip ylzeye tutunan laicr
varhgina rastlanmadi. Yapilan bu gahaya gore literatirde 6nerilen yiksek santrifijrnrz,
yine literatirde Onerilen guk santrifij hizi ile kordon kanindan mononukldsicre
izolasyonu ile yapilan ayrimaya gbére homojen hipwplilasyonunun ganmasi acgisindan

daha pozitif sonug veregmi gosterdi.
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Dondr 6

Sezaryen ile dgum sonrasi kordon veninden alinan 28 ml kordon ,k@nsaat iginde

laboratuvara getirildi ve boélim 5.3.3.2" de beldigi sekilde mononukleer hucrelerin
ayrilmasi icin hazirlandi. Mononukleer hicreleripolasyonu icinsantrifij hizi 900xg,
santrifij siresi 30 dakika olarak ayarlandi ve 28&Csantriflj yapildi. Santrifij sonunda
filcoll ile plazma arasinda mononukleer hicreldsidundigu sis bulutu tabakasi gézlendi.
Mononukleer htcrelerin bulundu ara faz toplanarak steril santriftj tlplne akdari

Hucrelerin Gzerine 1x AntiAnti iceren DMEM eklenkre800xg’'de 20°C’da 10 dakika
santrifllj edilerek 2 kez yikandi. Elde edilen moiikieer hiicre pelleti %15 Hyclone FBS, 2
mM Glutamax ve 1x AntiAnti iceren DMEM besiyerin iktek Falcon marka flask iginde
hicrelerin kultire alindi. Tum flasklar mikroskoftirrda incelendi. Flasklarin kapaklar
gewetilerek 37°C’ da %5 Cpiceren etiivde inkiibasyona birakiltholasyonun 5. giiniinde
flasklardaki tutunmayan hucrelerin bulugdubesiyerleri uzakkinldi. Flasklardan sadece

birinde tutunms fibroblast benzeri hiicrelerin vagligoruldu Sekil 7. 35).

Sekil 7. 35 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153Besiyerinde ve Falcon marka
flask icinde kalturt yapilan mononikleer hiicrelanikroskobik géranimu (5. gin, 20x).

Her 24 saatte bir besiyerinin @gtirilmesi ile kdltir ortaminda tutunmayan hucreler
uzaklatirildi. Hucreler invert mikroskopta incelendi vrbblast benzeri morfolojiye sahip
hicrelerin varlg goralda Sekil 7. 36).
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Sekil 7. 36 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde ve Falcon marka
flask icinde kalturt yapilan mononikleer hiicrelanikroskobik géranimu (6. gin, 20x).

Fibroblast benzeri morfolojiye sahip hucrelerin undysu flaskin yizeyine tutunan ve
mezenkimal kok hicrelerin de sahip aqtdu fibroblast benzeri morfoloji géstermeyen
hicrelerin uzaklgtiriimasi icin izolasyonun 7. gininde hicreler gasdl. Pasaj sonrasi 24.
saatte kultir ortaminda fibroblast benzeri ve kin@folojisinde hucreler gozlend§ékil 7.
37).

Sekil 7. 37 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde ve Falcon marka

flask icinde kalturd yapilan mononikleer hiicrelanikroskobik géranimu (8. gin, 20x).

Hucrelerin haftada 1 kez pasaji yapildi ve inveiltroskop altinda incelenginde fibroblast
benzeri hicrelerin morfolojilerinin geggmeye baaladgl osteoklast benzeri hicre formuna
donistukleri gozlendi §ekil 7. 38).
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Sekil 7. 38 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde ve Falcon marka
flask icinde kaltura yapilan mononikleer hiicrelanikroskobik gorinimu (11. gin, 20x).

Her 24 saatte bir besiyeri ggtirilen kiltir ortaminda, izolasyonun 31. gunund&dblast
benzeri morfoloji gosteren hicre v@rha rastlanmadsSgkil 7. 39).

Sekil 7. 39 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde ve Falcon marka

flask icinde kulturd yapilan mononukleer hiicrelariikroskobik gérinumu (31. gun, 20x).

Hucrelerin besiyerleri 48 saatte birgigiriimeye devam etti. Bir sure sora flasklarin g
homojen morfolojide hiicre vagina rastlanmadiinsan gobek kordonundan 28 ml kan
alinarak izole edilen mononukleer hicreler, buffyatc tabakasinda goérilen az miktarda
hiicrenin tutunmasi icin 96 saat inkilbe edildiikiibasyon siiresinin uzun olmasi nedeniyle
kilturde fazla sayida hicrenin tutugdu gozlendi. Farklilgarak kok hicre 0Ozefini
kaybeden hiicrelerin uzaktailmasi icin erken yapilan pasajami sebebiyle, mezenkimal
hiicre morfolojisine sahip hiicrelerin kiltirinindsa sglanamamy olabilcesi dUstinldu.
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Donor 7

Sezaryen ile dgum sonrasi kordon veninden alinan 20 ml kordon Kansaat icinde
laboratuvara getirildi ve bdolum 5.3.3.2' de belditgi sekilde mononikleer hucrelerin
ayrilmasi icin hazirlandi. Mononukleer hiicreleolasyonu icin santriftj hizi 900xg suresi
25 dakika olarak ayarlandi ve 20°C’da santriflj i@p Santrifij sonunda Ficoll ile plazma
arasinda mononukleer hucrelerin bulugglusis bulutu tabakasi gozlendi. Mononukleer
hicrelerin bulundgu faz toplanarak steril santriftij tipune aktarildi.um hacmin 3/1’ i
yikama glemi yapilmadan 6 kuyulu plate icine ekildi. Geri@an mononukleer hiicre pelleti
Uzerine 1x AntiAnti iceren DMEM eklenerek 300xg’'@8°C’da 10 dakika santriflj yapildi.
Elde edilen mononukleer hiicre pelleti %15 HycloBSF2 mM Glutamax ve 1x AntiAnti
iceren DMEM besiyerinde 6 kuyulu plate icine eleler37°C’ da %5 C@iceren etlvde
inkiibasyona birakildSgkil 7. 40).
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Sekil 7. 40 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153Besiyerinde ve 6 kuyulu plate
icinde kdiltirii yapilan mononiikleer hiicreler.i2olasyondan sonra yikama yapilmadan
ekilen hiicreler, Bzolasyon sonrasi yikama yapilarak ekilen hiicré€drolasyon sonrasi
yikama yapilarak ekilen hticreler

Yikama yapilarak ekilen monontkleer hicrelerin bdigu 2 kuyucuktan birinin Ust sivisi

24. Saatte alinarak 6 kuyulu platein D kuygiena eklendi. Ust sivisi uzaktailan
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kuyucysun Uzerine taze hazirlangnibesiyeri eklendi ve invert mikroskop altinda

goruntulendi. Fibroblast benzeri morfolojiye sahijrelerin oldgu gozlendi §ekil 7. 41)

Sekil 7. 41 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde kilttirl yapilan
mononukleer hicrelerin mikroskobik gérinimu ( 2dat$ 20x)

Izolasyonun 5. giiniinde izolasyonda yikama yapilaryamlmadan ekilen mononikleer
hicrelerin bulundgu birer kuyucuktaki besiyerleri uzaktaildi. Kuyular invert mikroskop
altinda incelengiinde izolasyon sirasinda yikama yapiimadan ekilenaniikleer bulundiu
kuyucukta daha fazla sayida ylzeye tutunan hudenbuzu gozlendi §ekil 7. 42).

Sekil 7. 42 Kordon kanindan izole edilen, DMEM+%1B3-besiyerinde kilturt yapilan

mononukleer hiicrelerin mikroskobik gérinimu (5. ,g20x)
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izolasyonun 5. giiniinde izolasyoamasinda yikama yapilarak ekilen hiicreler invert
mikroskop altinda incelenginde fibroblast benzeri morfolojiye sahip hucretenarlig
goralda Sekil 7. 43).

Sekil 7. 43 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde kiltird yapilan
mononukleer hicrelerin mikroskobik gorinimu (5.020%)

izolasyon gamasinda yikama yapilarak ekilen mononukleer héicrebulundgu kuyucuk
icindeki hiicrelerin besiyeri 24 saatte birggirildi. izolasyonun 14. giiniinde hiicrelerin
sayisinda afioldugu gozlendi $ekil 7. 44).

Sekil 7. 44 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde kiltird yapilan

monontkleer hicrelerin mikroskobik goérinimu (14,géin10x, B: 20x)
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izolasyonun ardindan 24. saatte besiyeri uzaklarak kiltiri yapilan mononiikleer

hiicrelerin de fibroblast benzeri morfolojiye sabiduklari ve 15. ginde sitoplazmalarinin

genkledigi gozlendi Sekil 7. 45).

Sekil 7. 45 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde kulttirl yapilan
mononukleer hiicrelerin mikroskobik gérinimu (15,g&: 10x, B: 20x)

Hucrelerin besiyeri 24 saatte bir gigirildi. Hicreler invert mikroskop altinda hergin
incelendi. Fibroblast benzeri morfolojiye sahip relerin pasaj sirasinda kaybedilmemesi igin
hiicrelerin pasaji 3. haftaya kadar yapiimadi. Rasajayan hicrelerin sitoplazmalarinda
genglemeler gozlendi ve hicrelerin ga@masi yavgladi Sekil 7. 46)

Sekil 7. 46 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde kiltird yapilan
mononukleer hicrelerin mikroskobik gérinimu (18,g8n10x, B: 20x)
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izolasyonda yikama basagnayapilmayan mononiikleer hiicrelerin bulupdu kultr
ortaminda fibroblast benzeri morfolojiye sahip ofma kireseklinde hicrelerin sayisinin
arttigl gézlendi Sekil 7. 47,Sekil 7. 48).

Sekil 7. 47 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde kilturd yapilan

mononukleer hicrelerin mikroskobik gorinimu (18,g8n10x, B: 20x)

Sekil 7. 48 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde kilttirl yapilan
mononukleer hicrelerin mikroskobik gorinimu (18,g8n10x, B: 20x)

izolasyonda yikama yapilan hiicrelerin 20. giindekifohajilerinin genk sitoplazmaya sahip
hiicre formunda devam etmeleri ve bdlinmelerininaylamnasi sebebiyle hicreler tripsin ile
muamele edilerek pasajlan®ekil 7. 49).
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Sekil 7. 49 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde kilttirl yapilan

mononukleer hicrelerin mikroskobik gérinimu (20,020%)

Hucrelerin yavablyime hizlari ve sayilarinin az olmasi g6z onimdendurularak 1. pasaji
yapilan hiicrelerin inkiibasyonu icin 1tmlana sahip centerwell kiiltiir kaplari kullantiék.
pasajin 24. saatinde center well i¢inde tutunarrdiéc incelendiinde, genj sitoplazmaya

sahip fibroblast benzeri morfolojiye sahip oldukigdzlendi §ekil 7. 45)

Sekil 7. 50 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde kiltird yapilan

mononukleer hicrelerin mikroskobik gorinimu (21,dL0x)

Pasaj sonrasi ylzeye tutunan hucrelerinsigelieri her 24 saatte bir invert mikroskopta
gozlendi. Hucrelerin koloni olturdusu ve kiltirde yawa gelisim gosterdikleri gozlendi

(Sekil 7. 51, 6. 52)
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Sekil 7. 51 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde kiltird yapilan

mononukleer hicrelerin mikroskobik gérinimu 1. Pasarasi (26. gin, 10x)

Sekil 7. 52 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde kiltirt yapilan

mononukleer hiicrelerin mikroskobik gérinimu (30n,gL0x)

Kdltarin 34. guninde (1. Pasajdan 2 hafta sonrdjukie bulylk oranda gegéme
gorulmedginden Tripsin-EDTA ile pasaji yapilan hicreler tmkicenter well igine ekildi.
Kultdrin durumu her gun izlendi, sitoplazmalarigeni olarak canhliklarini koruduklar
goruldu Sekil 7. 53, 6. 54, 6. 55).



115

Sekil 7. 53 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde kilttirl yapilan

mononukleer hicrelerin mikroskobik gérinimu (351,g20x)

Sekil 7. 54 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde kulttirl yapilan

mononukleer hicrelerin mikroskobik gérinimu (361,g20x)

Sekil 7. 55 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde kiltird yapilan
mononukleer hicrelerin mikroskobik gérinimu (39 ¢0x) center well
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Centerwell icindeki az sayida ve koloni formundagajan fibroblast benzeri hicreler
izolasyonun 45. gununde 3. kez pasajlandi. Pasajlaz sayida htcre yeni bir centerwell
icine ekilerek kultir devam ettirildi. 3. pasaji pyen hicreler invert mikroskopta

incelendginde fibroblast benzeri morfolojiye sahip olduklgtizlendi.

Mononukleer hiicre izolasyongamasinda ylkama basmauygulanmadan 6 kuyulu plate
icinde kalttrda yapilan hicrelerin invert mikroskaptorfolojileri incelendiinde, ¢ok sayida
yuvarlak hiicre morfolojisine sahip hicrelerin viarlgézlendi §ekil 7. 56).

Sekil 7. 56 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153Besiyerinde kilturt yapilan

mononukleer hicrelerin mikroskobik gérinimu (4. gor)

Mononukleer hiicre izolasyongamasinda yikama basmauygulanmadan 6 kuyulu plate
icinde kultirt yapilan hucrelerin invert mikroskaphorfolojileri incelendiinde, az sayida

fibroblast benzeri morfolojiye sahip hiucrelerin ivgrgoraldu Sekil 7. 57).
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Sekil 7. 57 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde kiltird yapilan
mononukleer hicrelerin mikroskobik gérinimu (4. @Ow)

Kordon kanindan Ficoll ile izolasyonunda yikamadmag uygulanmadan ekimi yapilan
mononukleer hiicrelerin kiltrintin 12. guninde kdkdfibrablast benzeri morfolojiye sahip
hicre varlgl gézlenmedi. Kultiriin besiyeri; 24 saatte bigigerildi. Kaltirin 20 gintnde
kuyucuk icinde sgikh hicre morfolojisine sahip, ylzeye tutunan taicvarlgina

rastlanmadi.

Izolasyon sirasinda yikamalemi uygulanarak ekilen mononikleer hicrelerin ndiugu
centerwell icindeki hicreler fibroblast benzeri fiodwjilerini koruyarak halen canliliklarini

strddrmektedirler.

Sekil 7. 58 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Besiyerinde kilttirl yapilan

mononukleer hicrelerin mikroskobik gérinimu (60n @Ox)
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Don6r 8

Sezaryen ile dgum sonrasi kordon veninden alinan 50 ml kordon Kansaat icinde
laboratuvara getirildi.Toplam kordon kaninin 1/66lim 5.6.1’ de belirtilen mononukleer
hicrelerin ayrilmasinda kullanilan santrifigasy@mtemi ile ayrildi. Ayrilan mononikleer
hicreler, %15 HyClone serum iceren DMEM besiyeei @ kuyulu platein 6 numaral
kuyusuna ekildi. Geri kalan 40 ml kordon kani boliB.3.2" de belirtildgi sekilde
monontukleer hucrelerin ayrilmasi i¢in hazirlandordnikleer hicrelerin yonluk farki ile
izolasyonunda 900xg santriftj hizi uygulandi. Séijtrsonunda Ust fazda bulunan otolog
serum bolim 6.4.2.3’ te belirtilgi sekilde hazirlandi. Ficoll ile ayirimi yapilan morideer
hicrelerin 3/4'4G 6 kuyulu platein gir 4 kuyusuna, %15HyCloneFBS iceren DMEM
besiyerinde ekimi yapildi. Geriye kalan mononukleé&creler bolim 5.7.2.3' de anlatg
sekilde hazirlanan %150tolog serum iceren DMEM barsinge 6 kuyulu platein 1 numaral
kuyusuna ekildi. Hucreler 37°C’ da %5 €fQeren ettivde inkibasyona birakifkil 7. 59).
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Sekil 7. 59 Kordon kani mononiikleer hiicrelerininiigasinda farkli izolasyon yontemleri

ve kultirande farkli serum kullaniimasi. ganluk farki ile ayrilan kordon kani mononukleer
hicrelerinin %15 otolog serum iceren besiyerindélka (2, 3, 4, 5).Y@unluk farki ile

ayrilan kordon kani mononukleer hiicrelerinin %15Ckyne FBS icerenbesiyerinde kulturd

(). Santrifugasyon yontemi ile kordon kanindariezedilen mononukleer hicrelerin kalttra

(6).

Kordon kanidan izole edilen ve %15 otolog serunkilkiri yapilan mononukleer hiicrelerin

bulundigu kuyucuk icerisindeki tutunmayan hicreler, kiltuird6. saatinde uzalglarildi.
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Hucrelerin morfolojileri invert faz kontrast mikrdesbundan incelendi. Yuzeye tutunan
hicrelerin buyik ¢gunlugunun yuvarlak hiicre morfolojisine sahip olduklabelgndi. Ancak
az sayida fibroblast benzeri morfolojiye sahip lean de ylzeye tutungu goézlendi $ekil

7. 60)

Sekil 7. 60 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%186log) serum iceren besiyerinde
kaltard yapilan mononikleer hiicrelerin mikroskobdetinimi (96. saat 10x)

Kultdrin 7. ginunde ylzeye tutunan mononikleer élédn sayisinin azalgh gozlendi.
Yizeye tutunan hucrelerin yuvarlak hicre morfologs sahip olduklari ve az sayida

fibroblast benzeri morfolojiye sahip hiicrenin vah@u gozlendi.

Sekil 7. 61 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%16lot) serum iceren besiyerinde
kaltard yapilan mononukleer hiicrelerin mikroskogdctinima (7. gin 10x)
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Sekil 7. 62 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%186log) serum iceren besiyerinde
kaltara yapilan mononukleer hicrelerin mikroskogdetinimu (14. giin 10x)

Hucrelerin besiyeri 24 saatte %15 otolog serumeigeDMEM besiyeri ile dgstirildi.

Kultdran 20. glininde az sayida hicrenin canli hifeygolojisine sahip oldgu gozlendi.

Sekil 7. 60 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%16log) serum iceren besiyerinde
kaltard yapilan mononukleer hiicrelerin mikroskogdeinimu (20. giin 10x)

Kaltdrin 30. glininde ylzeye tutunan veldgd hicre morfolojisine sahip hicre vagina

rastlanmadi.

Yogunluk farki ile ayrilan ve %15 HyClone FBS icereMBEM besiyerinde kiltlirti yapilan

hiicrelerin 96 saatlik inkiibasyonun ardindan besiglegistirildi. Hicrelerin morfolojileri
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invert faz kontrast mikroskopta incelendi. Ylizeyduban hucrelerin yakye&k yarisinin
yuvarlak hicre morfolojisine sahip hicre formundaugu, diger yarisinin ise kiguk
fibroblast benzeri morfolojiye sahip hiicler ofdug6zlendi §ekil 7. 61).

Sekil 7. 61 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Beren besiyerinde kiltirt

yapilan mononikleer hiicrelerin mikroskobik gorin{(® Saat, 20x)

Kultirdeki hicrelerin besiyeri 24 saatte birgggrildi. Hicreler her gin invert faz kontrast
mikroskop altinda incelendi. Kuiltirin 10. guninderdblast benzeri morfolojiye sahip

hicrelerin sayisinin azafdigdzlendi Sekil 7. 62).

Sekil 7. 62 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Beren besiyerinde kultura
yapilan mononikleer hiicrelerin mikroskobik goérin{(d@ giin, 20x)

Kultdrin 14. gindnde fibroblast benzeri morfolojigahip hucrelerin sayisinin azaidi

Tutunan hucrelerin sitoplazmalarinin géedigi gézlendi Sekil 7. 63).
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Sekil 7. 63 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Beren besiyerinde kilttirl

yapilan mononikleer hiicrelerin mikroskobik gorin{(ddi giin, 20x)

Kultdrin 21. ginidnde hicrelerin sayisinin azajdyizeye tutunan hicrelerin ise yuvarlak
hiicre morfolojisine sahip olduklari gézlen§ekil 7. 64).

Sekil 7. 64 Kordon kanindan elde edilen, DMEM+%153-Beren besiyerinde kilttirl

yapilan mononikleer hiicrelerin mikroskobik gorin{@ii giin, 20x)

Kultdrdn 26. glininde ghkli hiicre morfolojisine sahip hiicre vasina rastlanmadi.
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Donor 9

Sezaryen ile dgum sonrasi kordon veninden alinan 25 ml kordon Kansaat icinde
laboratuvara getirildi ve bolum 5.3.3.2' de belditgi sekilde mononikleer hucrelerin
ayrilmasi icin hazirlandi. Mononukleer hicreleriogynluk farki ile izolasyonunda 900xg
santrifij hizi uygulandi. Santrifij sonunda monde&k hicreler toplandi. Tolam hacim
belirlendi. Toplam hacim 2 ye bdliinerek 2 adet 119ikrsteril falcon tlpu icinde toplandi.
Tlplerden birinin Uzerin 1x AntiAnti icren 5 ml glik (1g/L) glukoz iceren DMEM, derine
1x AntiAnti icren 5 ml yuksek glukoz (4,5g/L) icereDMEM besiyeri eklendi. Hicre
suspansiyonu 300xg'de 10 dakika santrifij edildiant&flj sonunda sUpernatant
uzaklgtirnldi. Geriye kalan hicre pelletleri %15 FBS eedi§ik ve yiksek glikozlu DMEM
besiyerleri icinde resiispanse edildi. Hucreler guku plate icinde 37°C’ da %5 GGceren
etlvde inkiibasyona birakildidkil 7. 65).
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Sekil 7. 65 Kordon kanindan izole edilen hiicreledigik (1g/L) ve yiksek (4,5g/L)
glikoz iceren DMEM+%15 FBS besiyerinde kultrd

Kordon kanidan izole edilen ve %15 serum ile kiitiyapilan mononukleer hicrelerin
bulundigu kuyucuklarin icerisindeki tutunmayan hucreler, Itliiin 96. saatinde
uzaklgtirnldi. Hucrelerin morfolojileri invert faz kontsa mikroskobundan incelendi. Yiuzeye

tutunan hucrelerin buydk ganlugunun yuvarlak hicre morfolojisine sahip olduklancak



124

fibroblast benzeri morfolojiye sahip hiicrenin dezgye tutundpu gozlendi.izolasyondan
sonra dgik glikozlu DMEM besiyerinde kulturi yapilan kordokani mononukleer
hiicrelerinin, yuksek glikozlu DMEM besiyerinde Kilii yapilan hicrelerden daha fazla
sayida olduklari gozlend$€kil 7. 66)

& - § , 34 @ 2 g7 o : s & °*

Sekil 7. 66 Kordon kanindan elde edilen mononukregerelerin mikroskobik gorintmir
Dusuk glikozlu DMEM+%15 FBS B: Yiksek glikozlu DMEM+9%1FBS (96. saat 10x)

Hucrelerin uygun besiyeri ile 24 saatte bigidgrildi. Tum kuyular invert mikroskop altinda
incelend. izolasyondan sonra kiltirin 7. gunundesidiiglikozlu DMEM besiyerindeki

hicrelerin, yuksek glikozlu DMEM besiyerinden dafezla ylzey kaplamasi yaptiklari
gozlendi Sekil 7. 67).

2 e T e e

Sekil 7. 67 Kordon kanindan elde edilen mononukregerelerin mikroskobik gorintmir

Dusuk glikozlu DMEM+%15 FBS B: Yuksek glikozZlu DMEM+9%1FBS (7. giin 10x)
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Kdltarin 14. guninde guk glikozlu DMEM besiyerindeki fibroblast benzerionfiolojiye
sahip hucrelerin, yiksek glikozlu DMEM besiyerinddatha fazla olduklar gozlendj€kil 7.
68).

5= Ul - ALY \ . 0
Sekil 7. 68 Kordon kanindan elde edilen mononikhaarelerin mikroskobik gérinumé:
Dusuk glikozlu DMEM+%15 FBS B: Yiksek glikozlu DMEM+9%1FBS (14. giin 10x)

Kdltarin 21. guntinde guk glikozlu DMEM besiyerindeki fibroblast benzerionfiolojiye
sahip hcrelerin, yiksek glikozlu DMEM besiyerindatha fazla olduklari ve diik glikozlu
DMEM besiyerideki hiicrelerin daha fazla prolifedduklari gézlendi $ekil 7. 69).

& - > ) |\ =
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Sekil 7. 69 Kordon kanindan elde edilen mononuktegerelerin mikroskobik gorintmir

Dusuk glikozlu DMEM+%15 FBS B: Yiksek glikozlu DMEM+9%1FBS (14. giin 10x)

Kordon kanindan izole edilen, gik ve yuksek glikozlu DMEM besiyerinde kultlrl yim
mononukleer hicrelerin kultiurinde, yapilan morfi@lapceleme sonucu gik glikoz iceren
DMEM besiyerindeki mononukleer hicrelerin ylzey leapasinin ve proliferasyonunun daha
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fazla old@gu go6zlendi. Tripsinizasyon ile yilizeyden ayrilan rfelerin Flow sitometrik
incelemeleri de elde edilen bu morfolojik sonuctstekledi.

7.2 Periferik Kandan Mononiikleer Hiicrelerin izolasyonu ve Kiltiiriiniin Yapiimasi
Calisma hakkinda bilgilendirilip onaylari alinan génuddndérlerden alinan 5 ml periferik kan

2 saat icinde laboratuvara getirildi ve boélim 523.3le belirtildigi sekilde mononukleer
hicrelerin ayrilmasi i¢in hazirlandi. Mononikleécrelerin ygunluk farki ile izolasyonunda
900xg santriflj hizi uygulandi. Santriftij sonundanontkleer hiicreler 2 adet 15 ml'lik steril
falcon tUp0 icinde toplandi. Tuplerden birinin Gmetx AntiAnti icren 5 ml dguk glukoz
iceren DMEM, dgerine 1x AntiAnti icren 5 ml yiksek glukoz icerenMEM besiyeri
eklendi. Hicre slspansiyonu 300xg'de 10 dakika rgantedildi. Santrifij sonunda
supernatant uzaldarildi. Geriye kalan hicre pelletleri %15 FBS merd§uk ve yuksek
glikozlu DMEM besiyerleri icinde restispanse edildiicreler 6 kuyulu plateler icinde 37°C’
da %5 CQ iceren etiivde inkiibasyona birakil§ekil 7. 65).izolasyonun 96. saatinde tiim
kuyucuklardaki tutunmayan hicreler uzaklaldi. Tum kuyulara taze hazirlangnbesiyeri
eklendi. Hucreler invert mikroskop altinda incelen@ioplam 30 farkli donérden alinan
periferik kan orneklerinin sadece 5’inde kullturdéizgye tutunmg fibroblast benzeri
morfolojiye sahip huicrenin var ol@u gozlendi §ekil 7. 70).

Sekil 7. 70 Periferik kandan izole edilen mononikleécrelerin IMDM+%15 FBS
besiyerinde kilttrinin mikroskobik gorintisu (ats 10x)
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Hucreler 24 saatte bir invert mikroskop altindaeieadi. Hicrelerin besiyerleri 48 saatte bir
degistirdi. Periferik kandan izole edilen mononukleerctglerin kiltiriinde yutzeye tutunan
hicrelerin bayuk bolimdnin yuvalak hiicre morfologs sahip hicreler olgu goézlendi.
Yuvarlak hiicre  morfolojisine sahip hucrelerin, Kiilin ilerleyen  gunlerinde
sitoplazmalarinin gegledigi go6zlendi. Sitoplazmalari gestéyen hicrelerin kdltarin 3.
haftasindan sonra @&l hiicre morfolojilerini kaybetmeye bkadiklari gozlendi. Kalttrin 5.
haftasinda kuturdeki tim htcrelerin  yizeye tutun@zelliklerini ve s&hkh hicre

morfolojilerini kaybettikleri gozlendifekil6. 71).

Sekil 7. 71 Periferik kandan izole edilen monontkleécrelerin IMDM+%15 FBS

besiyerinde kilttriiniin mikroskobik gorintisu (atslOx)

Fibroblast benzeri morfolojiye sahip hticreler, Kilin 14. gininde tripsin-EDTA ile pasajl
yapildi. Tripsin-EDTA ile muamele sonrasi kuyucuktaytzeyinden az sayida hicrenin
aynldigi gozlendi. Flask ylzeyinden ayrilan hicreler y@inkuyulu plate icine ekildi. Pasaj
sonrasi 24. saatte plate yuzeyi incelgmtle, fibroblast benzeri morfolojiye sahip hicreter
ylzeye tutunduklari gézlendi. Kultirin besiyeri 2ahtte bir dgstirildi. Hucreler invert faz
kontrast mikroskop altinda gunlik olarak incelendiltirin ilerleyen gunlerinde yilizeye

tutunan hicrelerin prolifere olduklari gézlenglekil 7. 72).
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Sekil 7. 72 Periferik kandan izole edilen mononikleécrelerin IMDM+%15 FBS
besiyerinde kiltiriniin mikroskobik gorintist (14n ¢.0x)

Yizey kaplamasi %60’ a wan hicreler kaltiriin 20. gininde Tripsin-EDTA iksgjlandi.
Plate ylzeyinden az sayida hicrenin ayrilagildbzlendi. Ayrilan hicreler 6 kuyulu plate
icine ekildi. Hucrelerin besiyeri 48 saatte biggérildi. Hicrelerin morfolojileri 24 saatte bir
incelendi. Hucrelerin fibroblast benzeri morfolgjisterdikleri belirlendi§ekil 7. 73).

Sekil 7. 73 Periferik kandan izole edilen mononukleécrelerin IMDM+%15 FBS
besiyerinde kultarinin mikroskobik goruntisi (2dn d0x)

Boylece periferik kandan Ficoll gradient yontenai itole edilen mononukleer hiicrelerin %15
FBS iceren IMDM besiyerinde devamli kulttr{skand!.
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7.3 Flow Sitometrik Analiz Sonuglari

7.3.1 Insan Gobek Kordon Kani (Tam Kan) Flow Sitometrik Analiz Sonuglari
Kordon kanindan mononukleer hicre izolasyonu yeagam Once, tam kordon kaninin

icerdigi mezenkimal kok hicre miktari Flow sitometrik afranaliz edildi. Bu amacla
kordon kani mezenkimal kék hicreleri tarafindanpegse edilmeyen CD34 ylzey antijenleri
(negatif seleksiyon) ve kordon kani mezenkimal kikreleri tarafindan ekprese edilen CD90
yuzey antijeni (pozitif seleksiyon) ic¢in kullanildFlow Sitometrik analiz sonucunda tam
kordon kaninda hicrelerin % 0,04’Gnin CD34 antikiorile negatif, CD90 antikorlariyla ise
pozitif oldugu belirlendi §ekil 7. 74).

104 £ 034y cooo- (20) CD34+ CD90+|

103

102

101

"

Mfzenkimal Kdk
100 — CD34- CDao- Hacre: % 0,04 £p 34. cDgo+

100 101 102 103 104

Sekil 7. 74 Mononukleer hiicre izolasyonu 6ncesi kmmdon kanindaki mezenkimal kok

hiicre orani
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7.3.2 insan Gobek Kordon Kanindan Eritrosit Lizis Yontemi ile Izole Edilen

Mononukleer Hiicrelerin Flow Sitometrik Analiz Sonudlari

Kordon kanindan mononiukleer hiicre izolasyonu sdasi eritrositlerin  ortamdan
uzaklgtiriimasi icin eritrosit lizis tamponu kullanildiYapilan izolasyondan sonra
mononukleer hucreler kiltire alinmadan 6nce icéediknezenkimal kok hicre miktari Flow
Sitometrik olarak analiz edildi. Flow Sitometrik aiz sonucunda eritrosit lizis tamponu
kullanilarak izole edilen mononukleer hiicrelerin®89'unun CD34 antikorlari ile negatif,

CD90 antikorlariyla ise pozitif oldiu belirlendi Sekil 7. 75).

104
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Sekil 7. 75 Eritrosit lizis tamponu kullanilarak yi&gm monontkleer hiicre izolasyonu sonrasi

kordon kanindaki mezenkimal kdk hiicre orani

Eritrosit lizis tamponu kullanilarak izole edilenomonikleer hicrelerin Flow Sitometrik

olarak immunfenotiplendiriimesinde 10.000 hucredulmistir.
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7.3.3 Insan Gobek Kordon Kanindan Eritrosit Lizis Yontemi ile izole Edilen
Mononukleer Hiicrelerin Flow Sitometrik Analiz Sonudlari

Kordon kanindan mononukleer hicrelergyoluk farkiyla ayirma yontemi ile izole edildi.
Yapilan izolasyondan sonra mononukleer hicrelertikéll alinmadan o6nce icerdikleri
mezenkimal kok hicre miktari Flow Sitometrik olarakaliz edildi. Flow Sitometrik analiz
sonucunda izole edilen monontukleer hicrelerin 9%2'§i2in CD34 antikorlari ile negatif,
CD90 antikorlariyla ise pozitif oldiu belirlendi Sekil 7. 76).
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Sekil 7. 76 Mononukleer hiicre izolasyonu sonrasdkarkanindaki mezenkimal kok hticre

orani

izole edilen mononiikleer hiicrelerin Flow Sitometollarak immunfenotiplendiriimesinde
10.000 hucre kullanilrgtir.
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7.3.4 Kordon Kani Mezenkimal Kok Hducrelerinin Yuksek Glik ozlu DMEM
Besiyerinde Kiltiriniun Flow Sitometrik Analiz Sonudlari

Kordon kanindan izole edilen mononikleer hicrelegun yiksek glukoz DMEM + % 20
Hyclone serum iceren kiiltiir ortaminda inkiibe®@%65 CQ ) edildi. 7 gunlik inkiibasyon
sonrasl, tripsinasyon ile ayrilan hucrelerin icgirdnezenkimal kok hicre miktari Flow
Sitometrik olarak analiz edildi. Flow Sitometrikaiz sonucunda izole edilen monontkleer
hicrelerin % 7,34’GUntn CD34 antikorlari ile nega@D90 antikorlariyla ise pozitif olgiu
belirlendi Sekil 7. 77).

104 .
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Sekil 7. 77 Yuksek glukoz DMEM + % 20 Hyclone serigaren kilttir ortaminda kordon

kani mezenkimal kok hiicre orani (Mononikleer himpéasyonu sonrasi 7. giin)

Kaltara yapilan hicrelerin Flow Sitometrik olarakmiinfenotiplendiriimesinde 10.000 hicre

kullaniimistir.
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7.3.5 Kordon Kani Mezenkimal Kok Hucrelerinin DU stk Glikozlu DMEM Besiyerinde
Kaltarinun Flow Sitometrik Analiz Sonuclari

Kordon kanindan izole edilen mononukleer hiicrelagin digik glukoz DMEM + % 20

Hyclone serum iceren kiiltiir ortaminda inkiibe®@%65 CQ ) edildi. 7 gunlik inkiibasyon

sonrasl, tripsinasyon ile ayrilan hucrelerin icgirdnezenkimal kok hicre miktari Flow

Sitometrik olarak analiz edildi. Flow Sitometrikaiz sonucunda izole edilen monontkleer
hicrelerin % 10,22’sinin CD34 antikorlari ile neéfla€D90 antikorlariyla ise pozitif oldiu
belirlendi Sekil 7. 78).
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Sekil 7. 78 Diguk glukoz DMEM + % 20 Hyclone serum iceren kiltiétaminda kordon kani

mezenkimal kék hicre orani (Mononukleer hiicre iggdau sonrasi 7. giin)

Kaltara yapilan hicrelerin Flow Sitometrik olarakmiinfenotiplendiriimesinde 10.000 hicre

kullaniimistir.
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7.3.6 Kordon Kani Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyon Yéntemine ve Farkli Glikoz
Konsantrasyonuna Goreincelenmesi

Sekil 7. 79'da kordon kaninda farkh izolasyon ydnteri ve farkh kultir ortamlari
kullanilarak, mezenkimal kdk hicre miktarindakgigan gosterilmgtir. Sonuclara gore tam
kordon kaninda % 0,04 oraninda mezenkimal kok hbeclanurken bu oran eritrosit lizis
tamponu kullanilarak yapilan monontkleer htcre aggbnunda % 0,39'a Ficoll gradient
yontemi ile mononukleer hicre izolasyonu yagildda ise % 1.22'ye yukselgtir. Bu
sonuclara gére kordon kanindan mezenkimal kok hixolasyonunda, sadece mononukleer
hicre izolasyonunun, eritrosit lizis tamponu kuilarak yapilan mononukleer hicre
izolasyonundan 3 kat daha iyi olglugdsterildi.

Izolasyondan sonra kordon kanindan izole edilen midkieer hiicreler 7 giin giik ve
yuksek glukoz konsantrasyonu iceren DMEM + % 201blye serum iceren kultir ortaminda
inkiibe (37C %5 CQ) edildi. Yiksek glukoz iceren kiltir ortamindakierenkimal kok

hicre miktart % 7,34 iken, diilk glukoz iceren kultir ortamindaki mezenkimal Walcre
miktari % 10,22’ye ¢ikngtir.
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Hiicre izolasyonu Hiicre izolasyonu DMEM + %20  DMEM + %20
+ Eritrosit Lizis Hyclone Serum  Hyclone Serum
Tamponu (7. Gun) (7. Gln)

Sekil 7. 79 Kordon kaninda izolasyon ve besiyeraorina bgl olarak mezenkimal kdk

hiicre orani

Bu sonuglara gore kordon kanindan izole edilen midpgal kok hicreler icin djilk glukoz
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DMEM + % 20 Hyclone serum iceren kultir ortaminyilksek glukoz DMEM + % 20

Hyclone serum iceren kultlr ortamindan daha iyugldbelirlendi.

7.3.7 Disuk Glukoz DMEM Igeren Kiiltiir Ortaminda Kordon Kani Mezenkimal Kok
Hucre Orani

Ikinci donorden elde edilen kordon kanindan izoldeedmononiikleer hiicreler 7 giin sdik
glukoz DMEM + % 20 Hyclone serum iceren kiiltir omtada inkiibe (3C %5 CQ ) edildi.

7 gunlik inkiibasyon sonrasi, tripsinasyon ile ayrihicrelerin icergi mezenkimal kok
hicre miktarn Flow Sitometrik olarak analiz edil@ilow Sitometrik analiz sonucunda izole
edilen mononikleer hiicrelerin % 33,60'1nin CD34lkamtari ile negatif, CD90 antikorlariyla
ise pozitif oldgu tespit edildi. Ayrica hucrelerin %87,10'unun melenal kok hicrelerin
stromal ve yagma 0zelliklerini gosteren CD90 antikorlari ile piizsonuc verdii belirlendi
(Sekil 7. 80).
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Sekil 7. 80ikinci dondrde diiik glukoz DMEM + % 20 Hyclone serum igeren kiltur
ortaminda kordon kani mezenkimal kok hiicre oraroridhikleer hiicre izolasyonu sonrasi
7. gun)
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Kaltara yapilan hicrelerin Flow Sitometrik olarakmiinfenotiplendiriimesinde 10.000 hicre

kullaniimistir.

7.3.8 Periferik Kandan (Tam Kan) Ficoll Gradient Yontemi ile izole Edilen
Mononukleer Hicrelerin Mezenkimal Kok Hucre Miktari

Periferik kandan mononikleer hiicre izolasyonu yaadan 6nce, tam periferik kanin iceyidi
mezenkimal kok hicre miktari Flow Sitometrik olarakaliz edildi. Bu amacla kordon kani
mezenkimal kok hdcreleri tarafindan eksprese egémeCD34 ylzey antijenleri (negatif
seleksiyon) ve kordon kani mezenkimal kdk hicrekerafindan ekprese edilen CD90 yiizey
antijeni (pozitif seleksiyon) ic¢in kullanildi. Flo®itometrik analiz sonucunda tam periferik
kanda, CD34 antikorlari ile negatif, CD90 antikon#a ise pozitif sonu¢ veren hicre
olmadgi belirlendi Sekil 7. 81).
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Sekil 7. 81 Mononukleer hiicre izolasyonu 6ncesi pariferik kandaki mezenkimal kok

hiicre orani

Tam periferik kandaki mezenkimal kok hicrelerin  Wlo Sitometrik  olarak

immunfenotiplendiriimesinde 100.000 hicre kullangim.
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7.3.9 Yiksek Glukoz DMEM Besiyerinde Periferik Kandan Izole Edilen Mononukleer
Hucreler 14 Gun Igeren Kultar Ortaminda Inkibe

Periferik kandan izole edilen mononukleer hicrdlérgin yiksek glukoz DMEM + % 20
Hyclone serum iceren kiltir ortaminda inkiibe’@%5 CQ ) edildi. 14 gunlik inkiibasyon
sonrasl, tripsinasyon ile ayrilan hucrelerin icgirdnezenkimal kok hicre miktari Flow
Sitometrik olarak analiz edildi. Flow Sitometrikaiz sonucunda farkli iki donérden birinde
CD34 antikorlari ile negatif, CD90 antikorlariylaei pozitif sonu¢ veren hicre olmazken
digerinde bu oran %0,001 olarak belirlenglekil 7. 82).
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Sekil 7. 82 Farkli dondrlerde yuksek glukoz DMEM#%-20 Hyclone serum iceren kultir
ortaminda periferik kan mezenkimal kdk hiicre ofdononuikleer hiicre izolasyonu sonrasi
14. gin)

Kaltara yapilan hicrelerin Flow Sitometrik olarakmiinfenotiplendiriimesinde 10.000 hicre

kullaniimistir.

Yapilan bir caymada STRO-I antikorlariyla kaplangnmanyetik boncuklar kullanilarak

periferik kandan manyatik olarak aktive edigniticre ayirma yontemiyle mezenkimal kok
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hiicreler izole edilnsiir. 10 mononiikleer hiicreden yakik olarak 30 stromal koloni elde
edilmistir. Fakat kualtirin birinci haftasinda tim kolomilespontan olarak Olngdiir.
Kolonilerin 6lmesinin, periferik kanda bulunanadksik T hucrelerinden kaynaklagdi
tahmin edilmektedir. Bu ylzden periferik kan meserat kok hiicre benzeri (PBMKH -like)
hicrelerin bulundgu kultir kosullar kemik iligi mesenkimal kok hicrelerinkinden farkli
olabilir. Ayni sekilde yaptgimiz calgmada yg@unlik gradiyent farkiyla periferik kandan izole
ettisgimiz mononukleer hicrelerin kultirinde periferiknkanesenkimal kdk hiicre benzeri
hicreler goruldi. Fakat kaltarin birinci haftasnsoda bu hicrelerin dejenerecidudimeye
basladigl tespit edildi. Ayrica kdltirin 14. gininde yapil&low Sitometrik analizlerde
CD34-/CD90+ hdcrelerin bulunmamasi literatire berdarak mezenkimal kok hucrelerin
Olmesinin nedeninin sitotoksik T hucreleri olab#égioi gostermektedir.
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Tarti sma
Son yillarda kok hicre camalarina ilgi giderek artmaktadir. Bunun nedenk kidicrelerin

sahip olduklar farkhlgma 06zellikleri ile c¢eitli doku ve organlari olgturan hicrelere
donisebilme potansiyelleridir. Kok hicreler bu 0Ozelliklele, rejeneratif tip gibi yeni bir
bilim dalinin gelmesine neden olngtur. ileride rejeneratif tibbin daha da galesi,

ginimuizde tedavisi mumkin olmayan Alzheimer, Paddin diyabet, kanser gibi
hastaliklarin hicresel tedavisine, doku muhergisle yeni doku ve organlarin elde
edilmesine imkan verebilir (O'Brien vd., 2006; Kabvérg, 2009).

Gunumuzde kok hicre csinalarinda kordon kani kék hicrelerinin kullanimui@ha ¢ok
onem verilmektedir. Bunun nedeni, daha 6nce dertib@igi gibi, klinik uygulamalarda
kullanilabilecek 4 temel kok hicre kaymadan biri olan kordon kaninin, kemik gij
periferik kan ve ya dokusu ile kiyaslanginda daha genc¢ hicreleri icermesisayambilme
yeteneklerinin yiksek olmasi, fazla sayida elddebdir olmalari ve immunolojik karakter
bakimindan aliciya kolay uyum @amalari gibi olumlu 06zelliklere sahip olmasidir.
Dogumdan sonra kordon veninden elde edilebilen bu kdikre kayng, uzun sure
saklanabilmekte ve hem otolog hem de allojenik gpdemtasyona uygun olmasi nedeniyle
klinik kullanimda tercih edilmektedirinsan gobek kordon kani kék hiicreleri ayrica etik
tartismalara yol agmadan ve verici acgisindan fazladarcdirahi midahale gerektirmeden
kolayca elde edilebilir (Newcomb vd., 2007; Buzamsie Lukomska, 2008). Bunun yaninda
kordon kani yeteri kadar mezenkimal kok hicre igamaktedir. Yapilan ¢cgimalarda kordon
kaninda 1:2.000.000 mezenkimal kdk hicre bulgndbildiriimistir (Sarugaser vd., 2005).
Bu miktar doku muhendigi calismalari ve klinik uygulamalar icin oldukca yetersizdBu
nedenle, kordon kanindan izole edilen mezenkimdl iicrelerin kilttrinin yapiimasi ve
yeterli miktarda mezenkimal kok hicre elde edilma@gukga 6nemlidir. Literatlirde kordon
kani kok htcreleri ile yapilan ¢atnalar cgunlukla hematopoetik kdk hicrelerin izlasyonu ve
kultirinin yapilmasina yoneliktir. Ulkemizde ise Ikonu ile ilgili calsmalar ancak

hematopoetik kdk hicrelerin kaltirintngdeizole edilip transplantasyonuna yoneliktir.

Hayvan modelleri Gizerinde yapilan gatalarda, uyarilngi periferik kanda kemik ifiinden
daha fazla tek cekirdekli hiicre ofglu gosterilmgtir. Bu sebepten, periferik kan kok
hicrelerinin  kemik ilgine alternatif olarak kullanimina yonelik §aen calsmalar
baslatiimistir. Kemik iliginden mobilize edilen kdk hicrelerin periferik kagagmelerinden

sonra izolasyonu yapilir. Son yillarda izolasyorapijan bu kok hicreler ile hayvan ve
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insanlarda farklilgma ve rejenerasyon cghalari da yapilmaktadir. Yapilan bir gahada,
periferik kandan elde edilen kok hicrelemnvitro sartlarda hematopoetik, néral ve kardiyak
hicrelere dongebildigi gosterilmgtir (Kansu, 2006; Zvaifler, 2000). Bu nedenle, feik
kanda mezenkimal kok hiicre orani cok az olmasigaea, kolaylikla elde edilebilmesi ve
on calgmalar icin uygun olmasi sebebiyle kullanimi 6neekiedir. Buna gore de biz
calismamizda 30 farkli dondr periferik kanindan mezeratikok hicrelerin izolasyonu ve
kultiranan yapilmasini inceledik. Cahamiz sonunda periferik kanda olduk¢a az sayida

mezenkimal kék hicre olgu tespit edildi.

Yapilan bir cagmada STRO-I antikorlariyla kaplangnmanyetik boncuklar kullanilarak
periferik kandan manyetik olarak aktive edignfiticre ayirma yontemiyle mezenkimal kok
hiicreler izole edilmstir. Calisma sonucunda, I@nononiikleer hiicreden yakik olarak 30
stromal koloni elde edilngiir. Fakat kaltlrtin birinci haftasinda tim kolomikgpontan olarak
Olmistir. Kolonilerin 6lmesinin, periferik kanda bulunasitotoksik T hicrelerinden
kaynaklandgl tahmin edilmektedir. Bu yiuzden periferik kan mazaenal kok hiicre benzeri
hicrelerin bulundgu kaltar kgullari kemik iligi mezenkimal kok htcrelerinkinden farkl
olabilir (Bian vd., 2009). Benzegekilde, yaptgimiz calsma sonucunda Ficoll ile periferik
kandan izole etimiz mononukleer hicrelerin kiltirinde periferiknkanezenkimal kok
hicre benzeri hicreler gorildi. Fakat kultGrannioirhaftasi sonunda bu hicrelerin dejenere
oldugu tespit edildi. Ayrica kaltirin 14. ginunde yapiEow Sitometrik analizlerde CD34-
/CD90+ hucrelerin bulunmamasi literatire benzerratddamezenkimal kok hicrelerin

O6lmesinin nedeninin sitotoksik T hiicreleri olabdgini gostermektedir.

Kordon kanindan izole edilen mezenkimal kdk hienelktltirinin yapilmasina ait dinyada
yapilan birgcok cafima bunmasina gmen kordon kanindan izole edilen kdk hicrelerin
kultdranan yapilmasinda halen ciddi sorunlar bulaktadir. Bunun ¢gtli denenleri vardir.
En 6nemli nedeni kordon kanindaki mezenkimal kégraisayisinin ¢cok az miktarda olmasi,
her donérden elde edilen mezenkimal kdk hicrelerkiiltirintn yapilmasinin mamkin
olmamasidir. Oyle ki, yapilan ¢gina sonuclarina goére, alinan 100 kordon kani @naien
yaklasik 7 tanesinden mezenkimal kok hicre izolasyatlasebilmitir (Laitinen ve Laine,
2007; Zeddou vd., 2010). g@r bir 6nemli neden isgjmdiye kadar kordon kanindan izole
edilen mezenkimal kok hicrelerim vitro kaltir ortamina etki eden gdi fiziksel ve
kimyasal faktorlerin yeteri kadar incelenmemesiyi@y dondre bgi olarak hucrelerin
kultirde farkhlik gostermesinin nedenlerigimdiye kadar belirlenmemiolmasidir.
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Buna gore de biz bu catnamizda farkh dondrlerin kordon ve periferik kagtan elde edilen
mezenkimal kok hicrelerin izolasyonuna, kiltir omiaa adaptasyonuna ve proliferasyonuna
etki eden cgtli fiziksel ve kimyasal faktorleri inceledik. Bamacla ilk kez olarak farkli
donoérlerden elde edilen periferik ve kordon kanmdenezenkimal kok hicrelerin
izolasyonuna,in vitro kiltirde adaptasyonunda ve proliferasyonuna eti@nefiziksel,
kimyasal ve donore Iga faktorlerin etkisi incelendi. Hedefe glaak icin oncelikle farkli
donorlerden izole edilen kordon kani ve mzenkin@k kicrelerin immunofenotip 6zellikleri
incelendi. Yapilan calma sonuclari gosterdi ki kordon kaninda izolasyondince
izolasyonda ve kiltirde sirasiyla 0,04, 1,22, 10vi&H bulunmaktadir. Bu oran periferik
kanda 0,001'dir. Elde edilen sonuglar literaturddirblen kordon kani ve periferik kanda

bulunan mezenkimal kok hiicre miktari sonuclarirsteldemektedir.

Kordon kani mezenkimal kdk hicreleri ile bircokigala yapiimasina ganen, literatiirde bu
hicrelerin izolasyonunda ve vitro kiltarinin yapilmasinda kullanilan farkl pararekdrin
karsilastiriimasi ile ilgili yeterli calgma bulunmamaktadir. Bu ylzden kordon kanindan
mezenkimal kék hicrelerin izolasyonunda kullanyé@mtemlerin, hiicrelerin adaptasyonu ve
uzun sureli kdltarintn yapilmasi icin, kiltir ortawha hicre proliferasyonuna etki eden
cesitli - etkenlerin  (buyame faktoleri, serum, glukoz ngantrasyonu, L-Glutamin
konsantrasyonu, besiyerleri vb.) incelenmesi oldutigemlidir. Bu nedenle bu ¢ahada ilk
kez olarak kordon kani mezenkimal kok hicreleriaimlasyonunda, santrifigasyon, eritrosit
lizis tamponu kullanma ve farkl santriftj hizladm Ficoll ygunluk gradienti ile ayirma
yontemleri kagilastiriimis, ayrica mezenkimal kok hicrelerin adaptasyonu zenusireli
kaltdrindan yapilmasinda IMDM, duk (1 g/L) ve yuksek glukoz (4,5 g/L) iceren DMEM,
otolog serum, diuik konsantrasyonda immunoglobulin G (IgG) icerencldge serum ve
hicrelerin tutundgu plastik ylzey yapisinin etkisi incelergtim.

Literatiirde mezenkimal kok hucrelerin kemikgili periferik kan ve kordon kaninda cok
disUk oranda bulundtu belirtilmistir (Wexler vd., 2002). Bu nedenle yapilan bir gaada
kemik iligi mezenkimal kok hicrelerinin izolasyonu ve pralfeyonu icin optimum kultar
kosullari belirlenmeye cajilmistir. Bu calsmada, kemik ilgi mezenkimal kok htcrelerinin
izolasyonu ve proliferasyonu icin farkli besiyerlerdisik ve yuksek glukoz
konsantrasyonlari, fetal @r serumu, L-Glutamin konsantrasyonu, ekilen morkbegr
hicrelerin ygunlugu ve hicrelerin ekilg kaltur kaplarinin plastik yizey yapisinin etkisi

incelenmgtir. Buna gore, kemik ifii mezenkimal kdk hicrelerinin, izolasyondan sonra
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DMEM besiyerindeki proliferasyonunun, IMDM besiyegeren ortamdaki proliferasyondan
daha yiksek oldiu gozlenmgtir (Sotiropoulou vd., 2006). Kordon kani mezenkinkék
hicrelerin kultiriinde géli besiyerleri ¢-MEM, DMEM, IMDM, RPMI) kullaniimaktadir.
Ancak kullanilan bu besiyerlerinin kordon kani mazenal kok hicrelerin proliferasyonuna
ve adaptasyonuna etkisi ile ilgili bir ggha yapiimamgtir. Buna goére de biz bu ¢ginada ilk
kez dger calgmalardan farkli olarak olarak kordon kani mezenkirk@k hicrelerinin
kultirinde IMDM ve DMEM besiyerinin, izolasyon veqgtiferasyona etkisini inceledik.
Yaptigimiz calgma sonuclarina gore; izole edilen kordon kani miepesd kok hicrelerinin
DMEM besiyeri ile hazirlanan besiyerinde IMDM besilyile hazirlanan besiyerinden daha
yuksek proliferasyon gosterdikleri belirlendi. Bége bu catmada ilk kez olarak DMEM
besiyeri ile kiltirt yapilan kordon kani mezenkirkék htcrelerinin en iyi sonucu vegl
gosterildi. Elde edilen bu sonuclar literatirde DMIBbesiyerinin kemik ilgi MKH’lerinin

proliferasyonunu arttirgr sonucunu desteklemektedir.

Ayrica diguk glikoz (1g/L) DMEM ile yuksek glukoz (4,5 g/L) NDEM iceren kultar
ortaminin, kemik ilgi mezenkimal kok hicrelerinin izolasyon sonrasi lifgrasyonuna
etkisinin incelendii calismada, dg&ik glikozlu DMEM iceren ortamin, kemik i
mezenkimal kok hicrelerinin proliferasyonunu adifir belirtilmistir (Sotiropoulou vd.,
2006). Yaptgimiz calsma sonuclarina gore, glik konsantrasyonda glikoz iceren DMEM
besiyeri ile izole edilen mezenkimal kok hicrelarjrmorfolojik olarak kagilastirildiginda
yuksek glikoz konsantrasyonuna sahip DMEM besiygaren kiltir ortamindaki hicrelere
gore daha s#ukll morfolojiye sahip olduklari, ayrica hicrelerkiltir ortaminda daha uzun
sure sghkh hicre morfolojilerini koruduklari gézlendi. apilan Flow Sitometrik analiz
sonugclarl da djilkk konsantrasyonda glikoz iceren DMEM besiyerikilgttir yapilan kordon
kani mononukleer hicrelerindeki mezenkimal kok kuoriktarinin (%10) yuksek glikoz
konsantrasyonuna sahip DMEM besiyeri ile kdltiripian kordon kani mononukleer
hicrelerindeki mezenkimal kok hicre miktarindan Y%daha yuksek oranda olmasi
morfolojik sonuclarimizi destekledi. Yagimiz bu ¢cama sonuclar literattirde glilkk glikoz
konsantrasyonu iceren DMEM besiyerinin kemikgiiliMKH’lerinin proliferasyonunu

arttirdg! sonucunu desteklemektedir.

Mezenkimal kok hicre izolasyonu ve kultard icin leallan fetal giir serumunun (FBS)
iceriginin tam olarak bilinmemesi, serumun virls trangmisi, prion hastaliklari agisindan

risk tsgimasi ve bazi proteinlere karistenmeyen immin yanit aliwrmasi 6énemli bir
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problemdir. Bu nedenle yapilan bircok gaiada FBS'ye alternatif olarak mezenkimal kok
hicre kultard icin otolog ve allojenik serum kulieistir. Calsmalarin sonuglarina gore,
insan mezenkimal kdk hticreleri, otolog serum icai@ilir ortaminda FBS'ye gore daha hizli
prolifere olmalarina @men allojenik serum bulunan kuiltir ortaminda biresisonra
canhliklarini kaybetngierdir. Ayrica FBS bulunan kuiltir ortaminda kok Helerin daha
kolay farklilastiklari goralmigtir (Shahdadfar vd., 2005). Kok hicreler organizanadcak
ihtiya¢ duyulan durumlarda ger hicre tiplerine farkhkarlar. Bu farkhlgma, kok hicrelerin
in vivo farklilasmayi dizenleyen sinyal molekdlleri tarafindan uyaadari ile mimkuan olur.
Buna kagin in vitro kaltir ortamlarinda, kok hicrelerin uzun sire fdakmamasi gereken
calismalarda, kiltir ortamina farklganay! baskilayacak faktorler eklenir (bFGF, LIF REF)
Buyume faktorleri agisindan zengin bir kaynak od@anumun icegiindeki maddelerin hentiz
tam olarak aydinlatilamagiolmasi, kiltirde devam eden mezenkimal kok hidrele
farklilasmasina neden olabilir. Kilttirde kullanilan serummasu endje verici potansiyelleri
sebebiyle, mezenkimal kdk hucrelerin kultiriinde ldulacak olan en uygun serumun
belirlenmesi amaciyla ¢caimamizda, kordon kani mezenkimal kdk hicrelerinalagyonu ve
kultirinde, déik konsantrasyonda immunoglobulin G (IgG) icerercldge FBS, FBS ve
otolog serumun etkisi kafastirildi. Otolog serum ile kudltart yapilan kordon rka
mononukleer hicrelerinin, FBS ile kultiri yapilatictelere goére daha fazla prolifere
olduklari ve daha gaklh morfoloji gosterdikleri belirlendi. Ancak diik konsantrasyonda
immunoglobulin G (IgG) iceren Hyclone serum ile tkiili yapilan kordon kani mononukleer
hdcrelerinin, otolog serum ile kdltirt yapilan hglerden daha fazla prolifere olduklari
gozlendi. Ayrica dgilk konsantrasyonda immunoglobulin G (IgG) icerencldge serum
bulunan besiyerinde hucrelerings&li hiicre morfolojilerini daha uzun sire surdUktgri
belirlendi. Bu ¢akma ilk kez olarak kordon kani mezenkimal kok hierein kulttrinde
disik konsantrasyonda immunoglobulin G (IgG) icerercldye serumun etkisi belirlengi

oldu.

Daha oOnce de belirtildi gibi, kordon kani mezenkimal kok htcrelerinin iilintn
yapiimasinda en c¢ok kalasilan problemlerden bir tanesi mezenkimal kok hiesrel
miktarinin az olmasina Pl olarak izole edilen koék hicrelerin Fonlugunun da dgik
olmasidir. Bu nedenle kdk hicrelerin izolasyonldaicoll, eritrosit lizis ve santrifligasyon
gibi ¢esitli yontemler kullaniimaktadir. Kok hicrelerin ilsyonunda hicrelerin en yiuksek
konsantrasyonda izole ediggi yontemin belirlenmesi icin ¢glmamizda bu 3 ydntemin

etkisini inceledik.
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Kordon kanindan mezenkimal kok hicrelerin izolagyata ayni zamanda fiziksel
faktorlerden olan santrifij hizi da oldukga 6neimnlid

Kandan mononukleer hiicrelerin izolasyonu igin ek lgdlanilan yontem, Ficoll ile ygunluk
gradienti olgturularak yapilan izolasyon yodntemidir. Bu yodntemdantrifii sonunda
yogunlugu en fazla olan eritrositler (1,12—1,09 g/mL) eta @lokerken, eritrositlerin tizerinde
yogunlugu daha dgiik olan Ficoll (1,07 g/mL) ve en yukaridaki plazarasinda bir sis bulutu
seklinde mononukleer hucreler (1,07-1,05 g/mL) yér. ayapilan calgmalarda Ficoll
yontemi ile mononukleer hicre izolasyonu icin faddntriftj hizlar kullaniimasina gmen,
optimum santrifij hizinin belirlenmesine yonelikrimengi bir cakma bulunmamaktadir.
Yaptigimiz calgmada literattirde Ficoll ygunluk gradienti yontemi ile yapilan izolasyonlarda
kullanilan en dgiik ve en yuksek santrifij hizlan kdestirnldi. Elde edilen sonuclara gore,
yuksek santrifij hizi ile yapilan izolasyon ile Kiide oldukca dgilk oranda eritrosit
bulundigu ve homojen hiicre sayisininsdld santrifilj hizi ile ayrima ydntemine goére daha
fazla old@gu belirlendi. Boylece bu c¢ama ile ilk kez olarak homojen bir mononotikleer
hicre izolasyonu igin optimum santrifij hizinin 8g0oldusu belirlendi. Elde etfiimiz bu
sonuclar Oyama’nin (2008) cahasina uygun gelgi halde Reddy ve arkaglarinin yaptgi
calismaya (2009) uygun gelmestir.

Ayrica literatlirde Ficoll’in hicreler Uzerine tdksetkisinden dolayr kandan mononikleer
hiicre izolasyonunda santrifigasyon yontemi kuliandktadir. Ancak, bu yontem ile yapilan
izolasyonda mononukleer hiicre yiksek oranda eititigsrdiginden dolayi iyi bir ayrim
sgzlanamamaktadir. Ya@imiz calgmada, santrifigasyon yontemi ile izole edilen
mononuleer hicrelerin kiltir ortamindaki yuksekresit varlgindan dolayi, daha az sayida
hicrenin flask ylzeyine tutunabigglive proliferasyonun oldukga sliik olduzu belirlendi. Bu
nedenle hem periferik hem de kordon kanindan Figoitemi ile mononukleer hicre

izolasyonunun, santrifigasyon yonteminden dahadguc verdii belirlendi.

Yuzeye tutunarak g@lan hicrelerin kiltir ortaminda gghelerini etkileyen bir dier faktor
ise, kultar flasklarinin plastik ytizey yapi 6zeldikdir. Bu nedenle ¢calmamizda kordon kani
mezenkimal kok hicrelerin izolasyonu ve prolifei@syna etki eden fiziksel faktorlerden bir
digeri olan flask yuzeyinin etkisi incelengtir. Kemik iligi mezenkimal kok htcrelerinin
kultdranan yapildg kaltar flasklarinin plastik yizey yapisinin, mekenal kok htcrelerin
izolasyonuna, proliferasyonuna ve uzun sireli ki@ etkisinin incelendi bir calismada,
farkli marka flasklar kullanilarak kemik #i mezenkimal kok hicrelerinin kaltird icin en

uygun ticari hicre kultar flaski belirlengtr. Calisma sonucunda, Falcon marka flasklarin
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ylzeyinde dier marka flasklara gore, daha fazla sayida mezeaikitik hiicrenin tutundiu,
bdylece izolasyon ve proliferasyon icin Falcon naarkasklarin daha uygun olgu
belirlenmstir. Yaptigimiz ¢calgmada, kordon kani mezenkimal kok hicrelerin izadasyve
kaltara icin TPP ve Falcon marka flasklar kullamildElde edilen sonuclar Falcon marka
flasklarin, sadece kemik @in icin desil ayni zamanda kordon kanindan elde edilen
mononukleer hiicrelerin ylzeye tutunmasi, izolasye&yroliferasyonu icin de, TPP marka
flasklardan daha uygun olgunu gdsterdi.

Sonuc¢ olarak bu camada kordon kani mezenkimal kok hcrelerinin izgdas icin
optimum ayirma yontemi, adaptasyonu icin ise optmkiltir kaullari belirlendi. Buna
gore, kordon kanindan mononukleer hiicre izolasymgimu 900xg hizi ile yapilan Ficoll
yonteminin daha homojen morfolojiye sahip hicre (gapyonu elde etmede en iyi sonucu
verdigi, izolasyon, adaptasyon ve devaml kilturin yapgdmda Falcon marka flasklarda
+%15 HyClone serum ve 1g/mL konsantrasyonda glikeren DMEM besiyerinin, kordon
kani mezenkimal kok hicreleri icin en uygun kiltintami oldgu belirlendi. Ayrica bu
calsmada elde edilen sonuglar, TUORK tarafindan yayinlanan 2003-2023 Teknoloji
Ongoru Calmasinda, Turkiye'de kok huicre teknolojilerinin ggtilmesi ve kdk hiicrelerin
Ozellikle rejeneratif tip uygulamalarinda kullamiladr hale gelmesi gerekligi talebine de

uygun olarak yapilngtir.
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Aydinlatilmis Onam Formu

l. Arastirma Projesi Hakkinda Bilgi
(Hekimin Aciklamasi)

Sayin Prof. Dr. Adil ALLAHVEROYEV’ in vyuirituciligiinde Yildiz Teknik
Universitesi, Biyomiihendislik Bélimiinde, gobek kamckanindan elde edilen kok hiicrelerin
izolasyonu ve farkli besiyerlerinde kulturia yapilamezenkimal kok hicreler arasindaki
farklarin belirlenmesi ile ilgili yeni bir asdirma yapmaktayiz. Agairmanin ismi “Kordon
Kani Mezenkimal Kok Hicrelerinin Farkli Besiyerledie Adaptasyonunuincelenmesi ve
Kdltarintn Yapilmasi” dir. Sizin de bu atmmaya katilmanizi 6neriyoruz. Ancak hemen
soyleyelim ki bu argtlirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. gaaya katilim gonullulik
esasina dayalidir. Kararinizdan oncestamraa hakkinda sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu
bilgileri okuyup anladiktan sonra atamaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.

Bu calsmaya katilmayi reddetme hakkina sahipsiniz. Sizaeracak kan numunesi
yalnizca adi gecen cginada kullanilacaktir. Agairma sonugclar bilimsel amaglarla
kullanilacak ve Kiisel bilgileriniz ihntimamla korunacaktir. 3r argtirmaya katilmayi kabul
ederseniz Prof. Dr. Adil ALLAHVERIYEV veya onun gorevlendiregebir kisi dogum
sonrasi atik olacak gobek kordon venindeki kandeteyk 20 ml (3 tlp) temin edecektir. Bu
kana ceitli yontemler uygulanarak icergii kok hicreler ayrilarak kalturt yapilacak, ileri
deneysel ¢cadmalar ve gozlemler sonucu adi gecgen yiksek lisans;alsmasi icin gerekli
veriler elde edilecektir. Agirmaya davet edilmenizin nedeni bu gada icin ancak sezaryen
ile dogum sonrasi elde edilen gébek kordon kaninin gerskfine Calsmanin yapilabilmesi
icin dogum sonrasi tibbi atik olacak olan gobek kordon haamn yaklak 20 ml (3 tip) kadar
kan almamiz gerekmektedir. Bu kandan elde edilek tkdcreler, hicre kaltar teknikleri
kullanilarak izole edildikten sonra kultir ortamancigzaltilacaklardir.

Bu calsmaya katilmaniz icin sizden herhangi bir Ucretristeyecektir. Cajmaya

katildiginiz icin size ek bir 6ddeme de yapilmayacaktir.i@ed kapsaminda herhangi bir tibbi
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ve genetik tani yapilmayagadan sizin ve /veya ailenizin @ggiyla ilgili bir profil elde
edilmeyecektir.

Yapilacak calgmanin getirecgi olasi yararlar: Bircok hastalgin tedavisinde umut
vadeden kok hucreler ile ilgili bu ¢cgina sonucu elde edilecek bulgular ileride yapilaaak
bircok calgmaya dagik tutacaktir. Calmamiz sonucu kok hicrelerin deneyselspaalarda

kullaniimasi icin en uygusartlarin belirlenmesi hedeflenmektedir.

Bu calsmaya katilmayi reddedebilirsiniz. Bu ginamaya katilmak tamamen ige

baghdir.
[I. Gonulli Katilimcinin (Dondr kani vericisinin) B eyani
(Katilimcinin Beyant)

Sayin Prof. Dr. Adil ALLAHVEROYEV tarafindan Yildiz Teknik Universitesi
Kimya Metalurji Fakultesi Biyomuhendislik Bolumi’edbir argtirma yapilaca belirtilerek
bu argtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildiBu bilgilerden sonra boyle bir

aratirmaya “katilimci” olarak davet edildim.

Eger bu argtirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gerebama ait bilgilerin
gizlili gine bu argtirma sirasinda da buyik 6zen ve saygi ile ydklegzina inaniyorum.
Arastirma sonugclarinin @tim ve bilimsel amaglarla kullanimi sirasindaigel bilgilerimin

ihtimamla korunag&a konusunda bana yeterli gliven verildi.

Projenin yuratilmesi sirasinda herhangi bir sebdjstegmeden agarmadan
cekilebilirim  (Ancak aratirmacilart zor durumda birakmamak icin atamadan

cekilecgimi 6nceden bildirmemim uygun olagain bilincindeyim)

Arastirma icin yapilacak harcamalarla ilgili herhangr parasal sorumluluk altina

girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Bu argtirmaya katilmak zorunda gdém ve katilmayabilirim. Aratirmaya katilmam
konusunda zorlayici bir davrala kagilasmis desilim. Eger katilmayr reddedersem, bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olarskiime herhangi bir zarar getirmeyégoa de

biliyorum.

Bana yapilan tim aciklamalari ayrintilariyla anktmulunmaktayim. Kendi gana
belli bir disinme siresi sonunda adi gecen buytemaa projesinde “katilimci” olarak yer
alma kararini aldim. Bu konuda yapilan daveti buyiik memnuniyet ve gonuallaluk
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Imzal bu form kaidinin bir kopyasi bana verilecektir.
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Tel.:
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Tarih:

VELAYET VEYA VESAYET ALTINDA BULUNANLAR
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Imza:
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ACIKLAMAY! YAPAN ARA STIRMACININ
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Imza:
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ICIN VELI VEYA VASININ
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