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Amag: Mezenkimal Kok Hiicreler (MKH) kendi kendini yenileme ve gesitli
hicre tiplerine farklilasma yetenegine sahiptir. Rejeneratif tipta kullanim-
lari ginimiizde yaygin hale gelmistir. Bununla birlikte, basarili bir klinik
uygulama igin, MKH’lerin canhliginin ve potentli§inin transplantasyon
oncesi hazirlik ve nakliye sirasinda korunmasi gerekmektedir. Bu ¢alisma-
nin amaci; yeterince arastirilmamis olan bu konuda klinik olarak amagla-
nan MKH etkinligini korumak igin énemli olan saklama kosullari ile ilgili
literatlire katki saglamaktir.

Gereg ve Yontem: 4°C’de ve oda sicakliginda (24°C), Phosphate Buffered
Saline (PBS) ve Serum Fizyolojik(SF) soltiisyonunda kisa sureli in vitro depo-
lamada MKH’lerin canliligi ve CD73, CD90, CD105, CD19 ylzey antijenleri
degerlendirildi.

Sonug: 4°C ve 24°C’de PBS ve SF sollisyonunda canlilik oranlari ve ylizey
antijenleri agisindan sonuglar benzer olsa da, PBS’te ve 4°C’de daha ylk-
sek oranlar elde edilmistir. Farkli ortam sartlarinda MKH’lerin farklilasma,
yaslanma ve ¢ogalma kapasiteleri analiz edilerek ileri arastirmalar yapila-
bilir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal Kok Hiicre, Flow Sitometri, Canhlik

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.

Keywords: Mesenchymal Stem Cell, Flow Cytometry, Vitality

GiRiS

Mezenkimal kék hiicreler; cogalabilen, farklilasabilen ve ken-
di kendini yenileyebilen hicrelerdir. Antiinflamatuvar ve im-
munmodulator etkileri yoluyla preklinik ve klinik calismalarda,
hicresel terapilerde kullaniimaktadirlar. Otoimmdn hastaliklar,
norodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiler hastaliklar, cilt has-
taliklari klinik kullanim alanlarindandir (1-4). MKH’ler pratikte

en ¢ok kemik iligi, yag dokusu ve Wharton Jelinden elde edi-
lirler (5, 6).

MKH’lerin klinik uygulamalarda kullaniminin artigi ile birlikte;
hiicrelerin bakimi ve taginmasinin pratiklegsmeye ihtiyaci dog-
mustur. Hiicre kiltlri esnasindaki ortam kosullari ile ilgili birgok
¢alisma yapilmig ve kiiltlir sartlar optimize edilmeye calisiimistir
(7, 8). Ancak ¢cok 6nemli olan bir konu da; kok hiicrelerin hasta-

Sorumlu Yazar/Corresponding Author: Mehmet BERKER E-mail: drberker@gmail.com
Bagvuru/Submitted: 05.09.2021 e Revizyon Talebi/Revision Requested: 04.01.2021 ¢ Son Revizyon/Last Revision Received: 16.09.2021 e

Kabul/Accepted: 23.09.2021 e Online Yayin/Published Online: 27.01.2022

@' CEETEM This work is licensed under Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 International License




Berker ve ark. Mezenekimal kok hiicrelerin saklanmasi
Journal of Advanced Research in Health Sciences - Saglik Bilimlerinde ileri Arastirmalar Dergisi 2022;5(1):20-24

Tablo 1: istatistiksel analiz sonuglar

Gruplar
MKH
Yiizey Antijenleri 1. Grup 2. Grup 3. Grup 4. Grup P (KW)
Min-Max Min-Max Min-Max Min-Max

7AAD 85,0-89,4 71,5-83,0 75,0-85,0 83,0-96,0 0,004*
cD73 97,0-98,8 93,5-96,3 96,5-99,6 95,8-98,0 0,011*
CD90 94,7-98,0 94,8-98,2 94,8-99,0 96,7-98,2 0,386
CD105 64,8-70,0 44,0-50,0 64,0-75,0 59,0-67,0 0,002*
cD19 1,2-3,0 0,0-0,9 0,0-0,0 0,0-0,2 0,002*
*p<0,05

va nakli 6ncesindeki islemlerde hiicrelerin saklanmasi sirasinda
kullanilan ortamin sicakligl, ¢ozelti gesidi ve saklanma siiresi gibi
faktorlerin etkisidir (9).

Bu calismada PBS ve Serum fizyolojik sivisinda farkh sicaklkta
depolanan MKH’lerin canlilik degerleri ve temel hiicre ylzey
antijenleri degerlendirilmistir.

GEREC VE YONTEM

Kok hiicrelerin kiltiirlenmesi

Umblikal kord tiirevi, wharton jeli kaynakh satin alinmis mezen-
kimal kok hiicre hatti kullanildi(ATTC PCS 500-010, ABD). Kok
hicreler %10 fetal sigir serumu (FBS)(Wisent, Kanada), penisilin
(100 pg/ml)/streptomisin (100 pug/ml)/Glutamin(Capricorn) ile
desteklenmis Dulbecco’nun modifiye Eagle’s ortami (DMEM)
(Gibco) iceren medyuma 25 cm?lik flasklara ekildi ve nemlen-
dirilmisg bir CO, inkibatériinde 37°C’de inkibe edildi. Whar-
ton Jeli kaynakli MKH’ler 25 cm?lik kiltlr kaplarinda yaklasik
8-10 giin boyunca kiltirlendi, Kiltirlerde, her 3-4 giinde bir
%10 FBS/DMEM degisikligi yapildi. Huicreler %70-80 doluluga
ulastiginda, PBS(PAN Biotech) ile durulandi, %0,25 tripsin-EDTA
(Wisent, Kanada) ile kiiltlr kabi ylizeyinden kaldirildi ve PBS ile
stispanse edildi. Daha sonra slispansiyon halindeki kok hiicreler
konik tabanli santriftj tipine alinarak santriflj edildi ve sivi
kisim uzaklastirildi. Her gruptaki kok hiicreler ayri ayri PBS ve
serum fizyolojik ile restispanse edildi.

Gruplar
4 ayni grup olusturuldu: PBS: Fosfat Tamponlu Salin, SF: %0,9
Serum Fizyolojik

1. grup: PBS’te 4°C sicaklikta bir gece bekletme
2. grup: SF’te 4°C sicaklikta bir gece bekletme

3. grup: SF'te 24°C sicaklikta bir gece bekletme
4. grup: PBS’te 24°C sicaklikta bir gece bekletme

Flow sitometri analizleri

Flow sitometrik analiz igin her bir hiicre grubu konik tabanh
santrifiij tiptne alinarak 800 devirde 10 dk santrifij edildi. Si-
pernatan kisimlari atildi ve Flow Sitometri Kiti (RD) kullanilarak
analiz edildi. 7AAD(BD) ile canlilik analizleri ile CD73, CD90,
CD105 ve CD19 ylizey antijenleri analizleri hiicre akis sitomet-
ri cihazi (BD Canto) ile yapildi. Analiz 6ncesi yuvarlak tabanli
santriflij tipline alinacak hiicreler tekrar santrifiij edilerek re-
stispanse edildi. Deneyler 5’er kez tekrarlandi.

istatistiksel analiz

Tanimlayici istatistiklerde stirekli veriler ortanca, minimum ve
maksimum degerleriyle birlikte verilmistir. Verilerin istatistiksel
karsilagtirmasinda sirekli veriler igin normal dagilima uygun-
luk Kolmogorov Smirnov analizi ile degerlendirilmistir. Bagim-
siz gruplarda surekli verilerin karsilastiriimasinda 2’den fazla
bagimsiz grupta gruplar arasi karsilastirma Kruskal Wallis Testi
kullanilarak yapiimistir. Coklu gruplarda saptanan farkhhgin ikili
gruplarda karsilastiriimasi bonferroni diizeltmesi ile Mann Whit-
ney U testi kullanilarak yapilmistir.

istatistiksel anlamlilik igin %95 giiven araliginda 0,05 in altinda-
ki p degeri (p<0,05) anlamli olarak kabul edilmistir. istatistiksel
analizler igin, istanbul Universitesi tarafindan lisansli olan SPSS
v 21,0 programi kullanilmistir.

BULGULAR

Hucre akis sitometrisi ile yapilan analizler sonucunda elde edi-
len veriler:

7AAD ile yapilan flow sitometri analizinde canhlik orani: Birinci
grupta ortalama %87,2; ikinci grupta ortalama %77,8; tglincu
grupta ortalama %81,1 ve dordlincli grupta ortalama %88,6
olarak ¢6lguldu (Resim 1).

Kok hicrelerin karakterizasyonu amaciyla CD73, CD90, CD105 ve
CD19 iceren antijenlerle yapilan flow sitometrik analizde: Birinci
grupta sirasiyla ortalama %98, %96,7, %68, %2,4; ikinci grupta
sirastyla ortalama %94, %97, %47, %0,4; Uglincu grupta sirasiyla
ortalama %98, %98, %71, %0,0; ve dordiincu grupta sirasiyla
ortalama %97,5, %98, %62, %0,1 olarak 6lgtldi (Resim 2).

7AAD (%): (p=0,004), CD73(%): (p=0,011), CD105(%): (p=0,002)
ve CD19(%): (p=0,002) degeri sicaklik (4C ve 24C) ve ¢ozelti (PBS
ve SF) kosullarinin degistigi dort grup arasinda istatistiksel ve
anlamli olarak farklilik gbstermektedir.

7AAD(%) icin; farkhhgin ikili karsilagtirmalarina bakildiginda 1.
grupta ve 4. grupta degerler 2. gruptan istatistiksel ve anlamli
olarak ytiksek saptanmigtir (sirasiyla p=0,035, p=0,018).

CD73(%) igin; farkhligin ikili karsilastirmalarina bakildiginda 1.
grupta ve 3. grupta degerler 2. gruptan istatistiksel ve anlaml
olarak yuksek saptanmistir (sirasiyla p=0,023, p=0,023).

CD105(%) icin; farkhhgin ikili karsilastirmalarina bakildiginda 1.
grupta ve 3. grupta degerler 2. gruptan istatistiksel ve anlamli
olarak ylksek saptanmistir (sirasiyla p=0,017, p=0,003).
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Resim 1: Mezenkimal K6k Hicre galisma gruplarinda Flow Sitometri canlilik analizi sonuglari: a) 1.grup, b) 4.grup, c) 2.grup, d) 3.grup
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Resim 2: Mezenkimal Kok Hiicre ¢alisma gruplarinda Flow Sitometri ile karakterizasyon sonuglari
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CD19(%) icin; farkhhgin ikili karsilastirmalarina bakildiginda 1.
Grupta, 3. ve 4. gruptan istatistiksel ve anlamli olarak yliksek
saptanmistir (sirastyla p=0,001, p=0,034).

CD90(%) degeri (p=0,386) sicaklik ve ¢ozelti kosullarinin degis-
tigi dort grup arasinda istatistiksel ve anlamli olarak farklilik
gbstermemektedir.

Bizim ¢alismamizda; elde ettigimiz sonuglara gore PBS’te ve
4C’de (1. grup) bekletilen MKH’ler diger gruplara gore daha
iyi korunmustur.

TARTISMA

Rejeneratif tipta ve doku mihendisliginde MKH’lerin kullanim
potansiyeli gittikge artmaktadir. MKH’lerin klinik uygulamalari
g6z 6niine alindiginda, gesitli dokulardan elde edilen MKH’lerin
sayisi dlstktir ve bu nedenle MKH’lerin gogalmasi igin bir-
¢ok asama gereklidir (8). Kok hiicrelerin kiltirde ¢ogaltiimasi
ile ilgili gerekli bitiin prosedirlerde ortam sartlari optimum
olmalidir ve herhangi bir bakteri veya mantar enfeksiyonu ol-
mamalidir. Bu nedenle oldukga maliyetli laboratuarlarda has-
sas ortamlarda islemler gergeklestiriimektedir (10). Biyolojik
olarak guivenilirlik saglamak igin her merkezin ve hastanenin
kaltlr laboratuvarlari kurmasi oldukca maliyetlidir. Bu nedenle
farklh hastanelerden ihtiyag durumunda kok hiicre kulttrle-
nen merkezlerden MKH talep edilebilmektedir. Bu asamada
MKH’lerin bir merkezden baska bir merkeze tasinmasi veya
yogun merkezlerde hastaya nakil 6ncesi hazirlanip bekletilmesi
gerekebilmektedir. Gerekli olan belirli stire igerisinde (birkag
saat veya bir gece) hiicrelerin canhliginin ve farklilagsma 6zel-
liklerinin korundugundan emin olunmasi gerekmektedir (11).

MKH’lerin 4°C’de depolandigi ve farkli soliisyonlarda bekletildigi
bir calismada kok hiicrelerin 4°C’de depolanarak 6 saat iginde
nakledilmesi gerektigi belirtilmistir (12). Galismamizda her ne
kadar hicre canliliklari ve fenotipleri korunmus olsa da daha
genis hiicre gruplarinda ve farkh kaynaktan elde edilen hiicre-
lerde farklilasma kapasiteleri de ¢alisiimahdir. Adipoz dokudan
elde edilen MKH’lerle yapilan baska bir ¢calismada 4°C’de 48
saat boyunca %20 alblimin igeren Laktatl Ringer Solisyonunda
bekletilen kok hiicrelerin canliligini %80 oraninda korudugu gos-
terilmistir (13). Bir diger ¢alismada ise PBS’te 4°C’de 24 saate
kadar hicrelerin bekletilebilecegi gosterilmistir (14). Daha 6n-
ceki calismalardaki bu verilerin sonuglari, bizim ¢alismamizdaki
verilerle uyumlu bulunmustur. Calismamizda PBS’te ve 4°de
bekletilen MKH’lerin canlilik ve yuzey isaretleyicileri daha iyi
korunmusgtur.

SONUC

Yaptigimiz bu 6n galisma niteligindeki makalemizde daha iyi
imkanlarla grup sayisi arttirilarak genis bir sekilde ele alinip
anlamli sonuglar elde edilebilecek ileri galismalar yapilabilir.
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