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ÖZ

Amaç: Mezenkimal Kök Hücreler (MKH) kendi kendini yenileme ve çeşitli 
hücre tiplerine farklılaşma yeteneğine sahiptir. Rejeneratif tıpta kullanım-
ları günümüzde yaygın hale gelmiştir. Bununla birlikte, başarılı bir klinik 
uygulama için, MKH’lerin canlılığının ve potentliğinin transplantasyon 
öncesi hazırlık ve nakliye sırasında korunması gerekmektedir. Bu çalışma-
nın amacı; yeterince araştırılmamış olan bu konuda klinik olarak amaçla-
nan MKH etkinliğini korumak için önemli olan saklama koşulları ile ilgili 
literatüre katkı sağlamaktır.
Gereç ve Yöntem: 4°C’de ve oda sıcaklığında (24°C), Phosphate Buffered 
Saline (PBS) ve Serum Fizyolojik(SF) solüsyonunda kısa süreli in vitro depo-
lamada MKH’lerin canlılığı ve CD73, CD90, CD105, CD19 yüzey antijenleri 
değerlendirildi. 
Sonuç: 4°C ve 24°C’de PBS ve SF solüsyonunda canlılık oranları ve yüzey 
antijenleri açısından sonuçlar benzer olsa da,  PBS’te ve 4°C’de daha yük-
sek oranlar elde edilmiştir.  Farklı ortam şartlarında MKH’lerin farklılaşma, 
yaşlanma ve çoğalma kapasiteleri analiz edilerek ileri araştırmalar yapıla-
bilir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal Kök Hücre, Flow Sitometri, Canlılık

ABSTRACT

Objective: Mesenchymal Stem Cells (MSCs) have the ability to self-renew 
and differentiate into various cell types. Their use in regenerative 
medicine is widespread today. However, for successful clinical application, 
the viability and potency of MSCs must be maintained during pre-
transplant preparation and transportation. The aim of this study (an area 
which has not been adequately researched), is to contribute to the 
literature on storage conditions, which is important for maintaining the 
effectiveness of MSCs.
Material and Method: The viability of MSCs and CD73, CD90, CD105, 
CD19 surface antigens were evaluated in short-term in vitro storage in 
Phosphate Buffered Saline (PBS) and Serum Physiological solution at 4°C 
and room temperature (24°C).
Conclusion: Although MSCs are similar in terms of viability and surface 
antigens in PBS and SF solution at 4°C and 24°C, higher results were 
obtained in cells kept in PBS at 4°C. Further research can be conducted by 
analyzing the differentiation, aging and proliferation capacities of MSCs 
under different environmental conditions.
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GİRİŞ

Mezenkimal kök hücreler; çoğalabilen, farklılaşabilen ve ken-
di kendini yenileyebilen hücrelerdir. Antiinflamatuvar ve im-
munmodulator etkileri yoluyla preklinik ve klinik çalışmalarda, 
hücresel terapilerde kullanılmaktadırlar. Otoimmün hastalıklar, 
nörodejeneratif hastalıklar, kardiyovasküler hastalıklar, cilt has-
talıkları klinik kullanım alanlarındandır (1-4). MKH’ler pratikte 

en çok kemik iliği, yağ dokusu ve Wharton Jelinden elde edi-
lirler (5, 6). 

MKH’lerin klinik uygulamalarda kullanımının artışı ile birlikte; 
hücrelerin bakımı ve taşınmasının pratikleşmeye ihtiyacı doğ-
muştur. Hücre kültürü esnasındaki ortam koşulları ile ilgili birçok 
çalışma yapılmış ve kültür şartları optimize edilmeye çalışılmıştır 
(7, 8). Ancak çok önemli olan bir konu da; kök hücrelerin hasta-
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ya nakli öncesindeki işlemlerde hücrelerin saklanması sırasında 
kullanılan ortamın sıcaklığı, çözelti çeşidi ve saklanma süresi gibi 
faktörlerin etkisidir (9). 

Bu çalışmada PBS ve Serum fizyolojik sıvısında farklı sıcaklıkta 
depolanan MKH’lerin canlılık değerleri ve temel hücre yüzey 
antijenleri değerlendirilmiştir. 

GEREÇ VE YÖNTEM

Kök hücrelerin kültürlenmesi
Umblikal kord türevi, wharton jeli kaynaklı satın alınmış mezen-
kimal kök hücre hattı kullanıldı(ATTC PCS 500-010, ABD). Kök 
hücreler %10 fetal sığır serumu (FBS)(Wisent, Kanada), penisilin 
(100 μg/ml)/streptomisin (100 μg/ml)/Glutamin(Capricorn) ile 
desteklenmiş Dulbecco’nun modifiye Eagle’s ortamı (DMEM) 
(Gibco) içeren medyuma 25 cm2’lik flasklara ekildi ve nemlen-
dirilmiş bir CO2 inkübatöründe 37°C’de inkübe edildi. Whar-
ton Jeli kaynaklı MKH’ler 25 cm2’lik kültür kaplarında yaklaşık 
8-10 gün boyunca kültürlendi, Kültürlerde, her 3-4 günde bir 
%10 FBS/DMEM değişikliği yapıldı. Hücreler %70-80 doluluğa 
ulaştığında, PBS(PAN Biotech) ile durulandı, %0,25 tripsin-EDTA 
(Wisent, Kanada) ile kültür kabı yüzeyinden kaldırıldı ve PBS ile 
süspanse edildi. Daha sonra süspansiyon halindeki kök hücreler 
konik tabanlı santrifüj tüpüne alınarak santrifüj edildi ve sıvı 
kısım uzaklaştırıldı. Her gruptaki kök hücreler ayrı ayrı PBS ve 
serum fizyolojik ile resüspanse edildi. 

Gruplar
4 ayrı grup oluşturuldu: PBS: Fosfat Tamponlu Salin, SF: %0,9 
Serum Fizyolojik

1. grup: PBS’te 4°C sıcaklıkta bir gece bekletme
2. grup: SF’te 4°C sıcaklıkta bir gece bekletme 
3. grup: SF’te 24°C sıcaklıkta bir gece bekletme
4. grup: PBS’te 24°C sıcaklıkta bir gece bekletme

Flow sitometri analizleri
Flow sitometrik analiz için her bir hücre grubu konik tabanlı 
santrifüj tüpüne alınarak 800 devirde 10 dk santrifüj edildi. Sü-
pernatan kısımları atıldı ve Flow Sitometri Kiti (RD) kullanılarak 
analiz edildi. 7AAD(BD) ile canlılık analizleri ile CD73, CD90, 
CD105 ve CD19 yüzey antijenleri analizleri hücre akış sitomet-
ri cihazı (BD Canto) ile yapıldı. Analiz öncesi yuvarlak tabanlı 
santrifüj tüpüne alınacak hücreler tekrar santrifüj edilerek re-
süspanse edildi. Deneyler 5’er kez tekrarlandı.

İstatistiksel analiz 
Tanımlayıcı istatistiklerde sürekli veriler ortanca, minimum ve 
maksimum değerleriyle birlikte verilmiştir. Verilerin istatistiksel 
karşılaştırmasında sürekli veriler için normal dağılıma uygun-
luk Kolmogorov Smirnov analizi ile değerlendirilmiştir. Bağım-
sız gruplarda sürekli verilerin karşılaştırılmasında 2’den fazla 
bağımsız grupta gruplar arası karşılaştırma Kruskal Wallis Testi 
kullanılarak yapılmıştır. Çoklu gruplarda saptanan farklılığın ikili 
gruplarda karşılaştırılması bonferroni düzeltmesi ile Mann Whit-
ney U testi kullanılarak yapılmıştır.

 İstatistiksel anlamlılık için %95 güven aralığında 0,05 in altında-
ki p değeri (p<0,05) anlamlı olarak kabul edilmiştir. İstatistiksel 
analizler için, İstanbul Üniversitesi tarafından lisanslı olan SPSS 
v 21,0 programı kullanılmıştır.

BULGULAR

Hücre akış sitometrisi ile yapılan analizler sonucunda elde edi-
len veriler: 

7AAD ile yapılan flow sitometri analizinde canlılık oranı: Birinci 
grupta ortalama %87,2; ikinci grupta ortalama %77,8; üçüncü 
grupta ortalama %81,1 ve dördüncü grupta ortalama %88,6 
olarak ölçüldü (Resim 1).

Kök hücrelerin karakterizasyonu amacıyla CD73, CD90, CD105 ve 
CD19 içeren antijenlerle yapılan flow sitometrik analizde: Birinci 
grupta sırasıyla ortalama %98, %96,7, %68, %2,4; ikinci grupta 
sırasıyla ortalama %94, %97, %47, %0,4; üçüncü grupta sırasıyla 
ortalama %98, %98, %71, %0,0; ve dördüncü grupta sırasıyla 
ortalama %97,5, %98, %62, %0,1 olarak ölçüldü (Resim 2).

7AAD (%): (p=0,004), CD73(%): (p=0,011), CD105(%): (p=0,002) 
ve CD19(%): (p=0,002) değeri sıcaklık (4C̊ ve 24C̊) ve çözelti (PBS 
ve SF) koşullarının değiştiği dört grup arasında istatistiksel ve 
anlamlı olarak farklılık göstermektedir. 

7AAD(%) için; farklılığın ikili karşılaştırmalarına bakıldığında 1. 
grupta ve 4. grupta değerler 2. gruptan istatistiksel ve anlamlı 
olarak yüksek saptanmıştır (sırasıyla p=0,035, p=0,018). 

CD73(%) için; farklılığın ikili karşılaştırmalarına bakıldığında 1. 
grupta ve 3. grupta değerler 2. gruptan istatistiksel ve anlamlı 
olarak yüksek saptanmıştır (sırasıyla p=0,023, p=0,023). 

CD105(%) için; farklılığın ikili karşılaştırmalarına bakıldığında 1. 
grupta ve 3. grupta değerler 2. gruptan istatistiksel ve anlamlı 
olarak yüksek saptanmıştır (sırasıyla p=0,017, p=0,003). 

Tablo 1: İstatistiksel analiz sonuçları

MKH 
Yüzey Antijenleri

Gruplar

P (KW)1. Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup

Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max

7AAD
CD73
CD90
CD105
CD19

85,0-89,4
97,0-98,8
94,7-98,0
64,8-70,0

1,2-3,0

71,5-83,0
93,5-96,3
94,8-98,2
44,0-50,0

0,0-0,9

75,0-85,0
96,5-99,6
94,8-99,0
64,0-75,0

0,0-0,0

83,0-96,0
95,8-98,0
96,7-98,2
59,0-67,0

0,0-0,2

0,004*
0,011*
0,386

0,002*
0,002*

*p<0,05
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Resim 1: Mezenkimal Kök Hücre çalışma gruplarında Flow Sitometri canlılık analizi sonuçları: a) 1.grup, b) 4.grup, c) 2.grup, d) 3.grup

Resim 2: Mezenkimal Kök Hücre çalışma gruplarında Flow Sitometri ile karakterizasyon sonuçları
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CD19(%) için; farklılığın ikili karşılaştırmalarına bakıldığında 1. 
Grupta, 3. ve 4. gruptan istatistiksel ve anlamlı olarak yüksek 
saptanmıştır (sırasıyla p=0,001, p=0,034). 

CD90(%) değeri (p=0,386) sıcaklık ve çözelti koşullarının değiş-
tiği dört grup arasında istatistiksel ve anlamlı olarak farklılık 
göstermemektedir.

Bizim çalışmamızda; elde ettiğimiz sonuçlara göre PBS’te ve 
4C̊’de (1. grup) bekletilen MKH’ler diğer gruplara göre daha 
iyi korunmuştur. 

TARTIŞMA

Rejeneratif tıpta ve doku mühendisliğinde MKH’lerin kullanım 
potansiyeli gittikçe artmaktadır. MKH’lerin klinik uygulamaları 
göz önüne alındığında, çeşitli dokulardan elde edilen MKH’lerin 
sayısı düşüktür ve bu nedenle MKH’lerin çoğalması için bir-
çok aşama gereklidir (8). Kök hücrelerin kültürde çoğaltılması 
ile ilgili gerekli bütün prosedürlerde ortam şartları optimum 
olmalıdır ve herhangi bir bakteri veya mantar enfeksiyonu ol-
mamalıdır. Bu nedenle oldukça maliyetli laboratuarlarda has-
sas ortamlarda işlemler gerçekleştirilmektedir (10). Biyolojik 
olarak güvenilirlik sağlamak için her merkezin ve hastanenin 
kültür laboratuvarları kurması oldukça maliyetlidir. Bu nedenle 
farklı hastanelerden ihtiyaç durumunda kök hücre kültürle-
nen merkezlerden MKH talep edilebilmektedir. Bu aşamada 
MKH’lerin bir merkezden başka bir merkeze taşınması veya 
yoğun merkezlerde hastaya nakil öncesi hazırlanıp bekletilmesi 
gerekebilmektedir. Gerekli olan belirli süre içerisinde (birkaç 
saat veya bir gece) hücrelerin canlılığının ve farklılaşma özel-
liklerinin korunduğundan emin olunması gerekmektedir (11).

MKH’lerin 4°C’de depolandığı ve farklı solüsyonlarda bekletildiği 
bir çalışmada kök hücrelerin 4°C’de depolanarak 6 saat içinde 
nakledilmesi gerektiği belirtilmiştir (12). Çalışmamızda her ne 
kadar hücre canlılıkları ve fenotipleri korunmuş olsa da daha 
geniş hücre gruplarında ve farklı kaynaktan elde edilen hücre-
lerde farklılaşma kapasiteleri de çalışılmalıdır. Adipoz dokudan 
elde edilen MKH’lerle yapılan başka bir çalışmada 4°C’de 48 
saat boyunca %20 albümin içeren Laktatlı Ringer Solüsyonunda 
bekletilen kök hücrelerin canlılığını %80 oranında koruduğu gös-
terilmiştir (13). Bir diğer çalışmada ise PBS’te 4°C’de 24 saate 
kadar hücrelerin bekletilebileceği gösterilmiştir (14). Daha ön-
ceki çalışmalardaki bu verilerin sonuçları, bizim çalışmamızdaki 
verilerle uyumlu bulunmuştur. Çalışmamızda PBS’te ve 4°’de 
bekletilen MKH’lerin canlılık ve yüzey işaretleyicileri daha iyi 
korunmuştur.

SONUÇ

Yaptığımız bu ön çalışma niteliğindeki makalemizde daha iyi 
imkanlarla grup sayısı arttırılarak geniş bir şekilde ele alınıp 
anlamlı sonuçlar elde edilebilecek ileri çalışmalar yapılabilir. 
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