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Amag: Giintimiizde, insan kok hiicrelerin eldesi ve kiiltiir ortaminda
¢ogaltilmast rejeneratif tip uygulamalarmmmn ilk asamalarmndan biridir.
Terapotik amaglar igin in vitro hiicre cogaltmada, mezenkimal kok hiicreleri
(MKH)" nin muhtemelen oksidatif stresi iceren erken yaslanmaya hizla
girmeleri 6nemli bir sorundur. Klinikte tedavide en yaygm kullanilan hiicreler,
kemik iligi MKH (KI-MKH) olmakla birlikte, gobek kordonu cevresinde yer
alan Wharton jolesi MKH (WJ-MKH)" nin invaziv olmayan sekilde elde
edilebilmeleri, doku reddine yol acan proteinleri eksprese etmemeleri ve
immiinosupresif ozellikleri nedeni ile KI-MKH’ nden daha kullamsh
olabilecekleri ileri stiriilmektedir. Calismamiz ile WJ-MKH'nin eldesi ve
cogaltilmasinda  kullanmilan  izolasyon  yontemlerinin  etkinliginin
karsilastirilmas1 ve anti-oksidatif kiiltiir kosullarmin hiicre canliligi ve kok
hiicrelere 6zgii yiizey antijen ekspresyonlarmna etkisinin belirlenmesi
amaclandi.

Geregc ve Yontem: Calismaya dahil etme kriterlerine uyan toplam 17 saglkl
Tugba SAN gebeden dogum sonrasi kordon 6rnekleri alindi. Wharton jélesinden enzimatik
ve eksplant yontemi ile kok hiicreler elde edilerek, hiicre canliliklarr ve
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Antioksidan molekiiller N-asetil sistein ve askorbik asit ilavesi ile saglanan
kilttir kosullarmin hiicre canlilig ve hiicre yiizey antijen ekspresyonlari tizerine
etkisi gosterildi.

Sonug: Wharton jolesinden MKH’lerin izolasyonunda eksplant yonteminin
ylizey antijen ifadeleri anlamli degismeksizin, daha kisa zaman diliminde elde
edilen toplam hiicre sayisi nedeni ile enzimatik yonteme gore daha avantajli
oldugu sonucuna varild1.

Anahtar Sozciikler: Wharton jeli, izolasyon yontemleri, antioksidanlar,
mezenkimal kok hiicre, hiicre canlilig1

ABSTRACT

Objective: Obtaining and growing human stem cells are the first stages of
regenerative medicine applications. During cell proliferation for therapeutic
purposes, mesenchymal stem cells (MSCs) rapidly undergo premature aging,
possibly involving oxidative stress. Bone marrow MSCs (BM-MSCs) are the
most clinically used cells. It is suggested that Wharton-jelly MSCs (WJ-MSCs)
located around the umbilical cord may be more useful than BM-MSCs due to
non-invasive acquisition, lack of expression of proteins which cause tissue
rejection, and their immunosuppressive properties. It was aimed to compare the
efficiency of the isolation methods used in the reproduction of WJ-MSCs and to
determine the effect of anti-oxidative culture conditions on cell viability and
expression of cell-surface antigens.

Materials and Methods: Postnatal cord samples were obtained from 17 healthy
pregnant women who met the inclusion criteria. Stem cells were obtained from
Wharton jelly using enzymatic and explant methods and cell viability and
proliferation capacities were compared.

Results: The differentiation capacity of stem cells into osteoblasts, chondrocytes
and adipocytes was demonstrated immunohistochemically. The expression of
CD44, CD73, CD90, CD105 surface antigens remained unchanged until the
fourth passage during the proliferation process. The effect of culture conditions
achieved by addition of anti-oxidant molecules N-acetyl cysteine and ascorbic
acid on cell viability and cell surface antigen expressions were demonstrated.

Conclusion: The explant method in the isolation of MSCs from Wharton jelly
was more advantageous than the enzymatic method due to the total number of
cells obtained in a shorter time period, without significantly changing the
surface antigen expressions.

Keywords: Wharton jelly, isolation methods, antioxidants, mesenchymal stem
cells, cell viability

Kok hiicreler, uzun siire devam eden bdoliinme
yetenegine sahip ve kendini yenileyebilen hiicreler
olmalar1 ve cesitli uyarimlar aracilig: ile viicutta bulunan
farkls

farklilasabilme kapasiteleri ile diger hiicre tiplerinden

karakteristiklere sahip Ozellesmis hiicrelere
ayrilirlar (1). Embriyonik kok hiicreler pluripotent kok
hiicrelerdir, rejeneratif tip igin 6nemli bir potansiyele sahip
olmalarina ragmen embriyodan elde ediliyor olmasi ve
kotiiye  kullanilabilme ihtimali etik kaygilara yol
acmaktadir(2, 3). ilk olarak Friedenstein tarafindan kemik

iliginde belirlenen yetiskin (somatik) dokulardan koken

alan mezenkimal kok hiicreler (MKH), yiizeye tutunup
koloni olusturan iinitelere ¢ogalabilen, multipotent 6zellik
gosteren, fibroblast benzeri stromal hiicrelerdir. Belirli
kosullarda farklilagarak, osteojenik, kondrojenik, myojenik,
adipojenik ve diger hiicre tiirlerine doniigebildigi, ¢ok
sayida calismada gosterilmistir (4 - 7). MKH' in plastisite
akut

reaksiyonun olmamas1 gibi faydali &zellikleri sayesinde

yetenegi, alloreaktivite eksikligi ve advers

hiicresel tedavilerde ve rejeneratif tipta hiicre kaynagi

olarak kullanimlar1 giderek artmaktadir (8).



Gobek kordonu gevresinde yer alan Wharton jolesi
mezenkimal kok hiicreleri (WJ-MKH) nin ise doku reddine
yol agan proteinleri eksprese etmemeleri yani sira immiin
sistem baskilayici/diizenleyici fonksiyonlari, non-invaziv
kosullarda donérden elde edilmeleri ve daha az etik kayg1
sunmalar1 nedenleri ile eriskin kemik iligi mezenkimal kok
hiicre (Ki-MKH)’ lerine gore {istiin olabilecekleri ileri
stiriilmektedir (9 - 11). Wharton j6lesinden elde edilen kok
disk

dejenerasyonu gibi klinik durumlarda olumlu etkileri

hiicre transplantasyonunun intervertebral
gosterilmistir (12). Ayrica WJ- MKH'lerin dopaminerjik ve

asetilkolinerjik noronlar gibi fonksiyonel hiicrelere
farklilasmasi i¢in yontemsel ¢alismalar arastirmacilarin ilgi

odag1 olusturmustur (13 - 16).

Insan kok hiicrelerine dair rejeneratif tip

uygulamalarinin  6énemli asamalarindan Dbiri orijinal
dokudan kok hiicrelerin izolasyonu ve primer hiicre
kilttriidiir. Genel olarak izolasyon yontemleri enzimatik
yontemler ve eksplant kiiltiir yontemi olarak iki ana teknik
olarak kategorize edilmektedir. Enzimatik yontemlerde,
hiicrelerin dokudan ayrilmasi igin bir, iki veya baz
islemlerde ii¢ proteolitik enzim kullanlir; tek hiicre
stispansiyonu daha sonra hiicre proliferasyonu igin uygun
ortamda kiiltiirlenir. Eksplant ydnteminde ise enzim
kullanilmaz; orijinal doku, kiiltiir kaplarina veya siselerine
yerlestirilecek sekilde kiiciik parcalar halinde kesilir ve
kiltir doku

parcalarindan hiicreler disar1 gikmaya ve ¢cogalmaya baslar

hiicre kabina tutunmalar1 saglanan
(17). Primer kiiltiir igin dokularin ayrigmasini saglayan
teknikler, izole edilen hiicrelerin miktarini ve kalitesini
Kok  hiicre

standardizasyon igin karsilasilan baslica problemlerden

etkileyebilir. biyolojisi  calismalarinda
biri, kullanilan hiicre kiiltiir ortamlar1 ve hiicre dig1 sinyal
elde

transkripsiyonel profil farkliliklaridir (18). Diger taraftan

faktorleri nedeni ile homojen edilemeyen

terapotik amagclar igin in vitro hiicre ¢ogaltmada,
MKH'lerin hizla muhtemelen oksidatif stresi iceren erken
siiriilmektedir (19). WJ-
MKH”lerin eldesinde ve g¢ogaltilmasinda standardize ve

yaglanmaya girdikleri ileri

saglikli hiicre verim arttiric1 protokollere ihtiyag¢ vardir.

Biz bu calisma ile WJ-MKH’inin izolasyonunda
kullanilan enzimatik ve eksplant yontemlerinin kok

hiicrelerin gogaltilmas1 ve idamesi siirecinde etkinliginin
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kilttir antioksidan

molekiillerin eklenmesinin hiicrelerin ¢ogaltilmasi ve

karsilagtirilmasini, ortamina
idamesi igin gereken pasajlama siirecindeki hiicre canligy,
proliferasyonu ve kok hiicreye Ozel ylizey antijen
ifadelerine etkilerini belirlemeyi amacladik. Ayrica kendi
laboratuvar etkin ve

kosullarimizda uygulanabilir,

standardize bir protokoliin olusturulmasini hedefledik.
GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma igin yapilabilmesi icin Dokuz Eyliil
Universitesi  Girisimsel Olmayan Etik Kurulu’'ndan
17.11.2016 tarihli 2016/28-18 numarali karar ile onay
alinmigstir. Kok hiicre eldesi igin calismaya T.C. Saglik
Bakanligi Izmir Saglik Bilimleri Universitesi Tepecik
Egitim Ve Arastirma Hastanesi Kadin Dogum Klinigi'ne
bagvuran 18-40 yas aras1 miat (37-40 haftalik) sezeryanla
dogum yapan ve goniillii onam veren 17 gebeden alman

ornekler dahil edilmistir.
Donér Dislama Kriterleri

Cogul gebelikler, yardimcr iireme teknikleri yoluyla
elde edilen gebelikler, bilinen genetik ve yapisal anomalisi
olan fetiisler, diyabet, tiroit hastaliklar1 gibi annenin bilinen
ek hastalig1 oldugu durumlar ve siirekli ila¢ kullanimi
gerekli haller, intrauterin gelisme geriligi (fetal agirlik

<2500 gr) olan gebeler ¢alisma dis1 birakilmistir.
Gobek Kordonunun Temini

Dogumun gerceklesip bebegin dogumunu takiben
¢ocuk doktoruna verilmesinin ardindan plasenta ile
kordon arasina 3. bir klemp konularak plasenta ile birlikte
gobek kordonu uterustan alindi. Operasyon sirasinda
umbilikal kord, fetal uca yakin boliimiinden yaklasik 10-20
cm uzunlugunda kesildi. Kordonun iizerindeki kan aseptik
kosullarda silinerek birkag¢ dakika i¢inde steril, 5 g/l glukoz,
50 pg/ml gentamisin, 2.5 ug/ml amfoterisin B, 100 U/ml
penisilin, 100 upg/ml streptomisin eklenmis, +4°C de
bekletilen fosfat tamponuna (PBS) yerlestirildi. Kordonun
~2 saat i¢inde Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya hiicre kiiltiirii laboratuvarina transferi saglandi
ve bekletilmeden kok hiicrelerin enzimatik ve eksplant

yontemleri ile es zamanli izolasyonuna bagland.



46 MKH’lerin izolasyonu ve antioksidatif kosullarin etkisi

Kok Hiicrelerin izolasyonu

Alinan kordonlar 6rnekleri, steril bir kabin igerisine
bir miktar soguk fosfat buffer saline (PBS) ile birlikte
yikanarak tiizerlerindeki piht1 kalintilar1 ve kan tamamen
temizlendi. Tiim kordon 6nce boyuna kesildi ve kordon
icerisindeki iki arter ve bir ven ozenle disekte edilip
Wharton jeli bolgesi ortaya cikarildi. Daha sonra asagida
detaylar1 verilen enzimatik ve eksplant yontemleri ile

mezenkimal kok hiicreler izole edildi.
Enzimatik Yontem

Calisma kapsaminda enzimatik yontem ile WJ-
MKH eldesi igin kollajenaz (ThermoFisher Scientific
17104019) ve tripsin (ThermoFisher Scientific 25300-054)
kullaruldu.
penisilin/streptomisinli PBS) i¢cinde soguk bir sekilde hiicre

enzimleri Steril tasima soliisyonu (%0,1

kaltirti  laboratuvarma transfer edilen kordonlar,
laboratuvar kogullarinda steril PBS ile birka¢ kez daha
yikanarak etrafindaki ve i¢ kismindaki fazla kandan
arindirildi. Kordon steril bistiiri yardimiyla boylamasina
disseke edilerek damarlarindan ayristirildi. Geriye kalan
jelatinéz kistm (Wharton jolesi) yaklasik 0,5 ecm® liik
parcalara ayrildiktan sonra serumsuz DMEM/F12 ile
karigtirilip 250g’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast siipernatant ortamdan uzaklastirildiktan sonra

pellet kollagenaz enzimi ile 37°C’ de 18 saat muamele edildi.

Inkiibasyon sonras1 mukoz pellet steril PBS ile yikandiktan
sonra %2,5 tripsin ile 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyon bitiminde enzimli pelletlerin iizerine %10 FBS’
li DMEM/F12 biiylime
nétralizasyonu saglandi. Ardindan bu karisim tekrardan

ortami eklenerek enzimin
santriifiij edilerek olusturulan siipernatant kismi steril
kiltiir kaplarina aktarilarak doku pargalarindan enzimatik
yontemle ayristirilan hiicrelerin kiiltiir kabinin yiizeyine

tutunmalar1 ve ¢ogalmalari sagladi (8).
Eksplant Yontemi

Wharton jeli icerisinde bulunan mezenkimal doku
0,5 cm¥lik parcalara ayrilarak parcalar, petri kab1 ve/veya
altt kuyucuklu plaklara her kuyucuguna jel boliimii
ylizeyle temas edecek sekilde yerlestirildi. Parcalar
kurumamasi igin PBS igerisinde birakildi. Parcalar 30-40
dakika inkiibe edilerek ylizeye tutunmalari saglandi.
eksplantlara % 10 fotal sigir serumu (Fetal Bovine Serum;
FBS), 100 pg/ml streptomisin, 100 U/ml penisilin ve 2 mM
L-Glutamin igeren DMEM/F-12 kultur ortami eklendi.
Hiicreler %5 CO:z igeren inkubatorde 37°C’de tutularak ve
bliyiime ortami haftada iki kez yenilenerek hiicrelerin
dokudan ¢ikmasi ve c¢ogalmalar1 beklendi (Sekil 1).
Eksplantlar her giin 151tk mikroskobu yardimiyla izlenerek
hiicre ¢ikist gozlemlendi 21-23 giinden sonra hicbir sekilde
hiicre ¢ikist gozlemlenmeyen eksplantlar deney disi
birakildi (12).

Umbilikal
Arterler

Sekil 1: Gobek kordonundan eksplant yontemi ile mezenkimal kok hiicre izolasyonu Wharton jelini bulunduran fetal
bolgeye yakin alinan gobek kordonu igerisinde wharton jolesi igeren bolge, umbilikal arterler ve umbilikal ven
goriilmektedir (A), Gobek kordonundan elde edilen eksplantlar kii¢iik boyutlarda petri kabina yerlestirilerek kiiltiir

kabina tutunmalar1 saglandi (B).



Kok Hiicre Kiiltiirii ve Antioksidan Molekiil Uygulamasi

Etrafindaki alan1 dolduracak kadar hiicre ¢ikisinin
gozlemlendigi eksplantlar, akiitaz (Sigma A6964) enzimi ile
muamele edilerek, W]-MKH'leri topland1 ve 6 kuyucuklu
ve/veya 25 cm?1ik kiiltiir kaplarina pasajlanarak, %10 FBS,
100 pg/ml streptomisin, 100 U/ml penisilin ve 2 mM L-
Glutamin igeren komplet DMEM/F-12 kultur ortami ile %5
CO:zigeren inkubatorde kok hiicre idamesine devam edildi.
Her giin hiicreler inkiibatérden alinarak 1s1k mikroskobu
yardimiyla gozlemlenerek durumlar degerlendirildi.

Antioksidan 6zellikle kimyasal maddelerin hiicre
canliligi ve kok hiicre yiizey antijeni ekspresyonlarina
etkisini belirlemek icin, N-asetil sistein (NAC, Sigma
A7250), Askorbik Asit-2-Fosfat (AA-2P, Sigma 49752)
kullaruldi. Her ii¢ giinde bir yenilenmek tizere NAC (0,50-
3 mM), AA-2P (100-300 uM) konsantrasyonlarda anti-
oksidan madde (%10 FBSli
DMEM/F12) ile W]-MKH’ler 7 giin siiresince beslendi.

Konsantrasyon gruplar1 kendi iginde en az bes tekrarli

iceren taze ortamlar

caligildi.
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Adipojenik Farkhlastirma
2,1X10% WI-MKH/cm2
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Osteojenik Farkhlasorma
4,2%X10% WI-MKH/cm?

Ostenjenik farkhlastirma
ortami eklenmesi
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Kok Hiicre Karakterizasyon Deneyleri

WJ-MKH'LERIN OSTEOJENIK, KONDROJENIK VE
ADIPOJENIK HUCRELERE FARKLILASTIRILMASI

Aragtirmalarimiz  boyunca izole edilen W]J-
MKH’lerin mezenkimal kok hiicre kriterlerini
sagladiklarini  gostermek amaciyla “Insan MKH

fonksiyonel tanimlama kiti(R&D Systems, Cat:SC006)”
kullanild1 ve WJ-MKH’ler kemik, kikirdak ve yag dokusu
hiicrelerine farklilagtirildi. Farklilastirma prosediirii igin
erken pasaj numarasinda (maksimum 3 pasaj sayis1) kiiltiir
edilen WJ-MKH’lerden 12 kuyucuklu kiiltiir plaklarinda
bulunun poli-D-lisin kapli lameller tizerine ve 15mL hacim
kapasitesine sahip falkon tiiplerine kit prosediiriinde
belirtilen hiicre sayilar1 gore ekim yapildi. Ekilen hiicreler,
%5 COz igeren inkiibatérde 37°C’de osteojenik, kondrojenik
kit
protokoliinde tanimlanan siireler ve kosullara goére inkiibe
edildi (Sekil 2).

ve adipojenik farklilasma prosediirleri igin

Konfluent W3-MKH

~

Kondrojenik Farkhlastirma

2X¥10% WI-MKH/cm?

-

Kondrojenik farklilastrma
ortami eklenmesi

J
Kondrojenik pellet 1-2
giin sonra olusur. 3
giinde bir besi ortarm
dedistirilir ve 14-21
giin sonra pelletten
krivo kesitler alimr.

THK Agrekan

Sekil 2: insan WJ-MKH fonksiyonel tanimlama protokolii
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Uygulanan protokollerin bitiminde osteojenik ve
adipojenik hiicrelere farklilagtirilan gruplara buz tizerinde
sogutulmus saf metanol ile fiksasyon islemi uygulandi.
Islem sonucunda fikse edilmis hiicrelere oil red ve alizarin
red histokimyasal boyamalar1 ve immiinofloresan boyama
yapild1. Sonuglar 151k mikroskobu ve floresan mikroskobu
kullanilarak degerlendirildi. Siispanse kiiltiir ortaminda
inkiibasyonu gergeklestirilen ve pellet formunda bulunan
kondrojenik farklilasma grubu hiicreleri ise inkiibasyon
siiresi bitiminde fikse edilip agara gomiildii. Gémiilen
pelletten kriyo kesitler alinarak alsiyan mavisi boyamast ile
histokimyasal olarak boyand1 ve 151k mikroskobu ile veriler
elde edildi.

IMMUNFLORESAN (iF) BOYAMA

Izole edilmis WJ-MKH’lerin kok hiicre kriterlerini
saglayip saglamadigini belirlemek i¢in CD44 ve CD90 kok
hiicrelere 6zgii yiizey antijenleri i¢in antikorlar kullanilarak
immiinofloresan isaretleme gergeklestirildi. CD90 birincil
antikor Abcam (ab225), CD44 birincil antikor Abcam
(ab6124), DAPI CST (8961S), Anti-fare ikincil antikoru
Jackson Immuno Research (115-095-003), Anti-tavsan
ikincil antikoru Jackson Immuno Research (111-095-003)
kullanuldi.

Oncelikle 12 kuyucuklu hiicre plaklarinin igerisine
steril 18mm ¢apinda lameller yerlestirildi. Islem sonrasinda
her kuyucuga 4x10° hiicre ekildi ve inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasi fiksasyon igin -20°C’de sogutulmus
metanol kuyucuk basina 1ml olarak eklendi ve plak 30
dakika boyunca -20°C’de inkiibe edildi. Siire sonunda
soguk PBS kullanilarak yikama yapildi. Lameller temiz bir
pens yardimiyla hiicre fikse edilen yiizeyleri yukarda
kalacak sekilde kuyucuklardan alindi. Permeabilizasyon
islemi icin her lamel {izerine 80 ul %0,2'lik TritonX-100
iceren PBS eklenip 5 dakika bekletildi. PBS soliisyonu ile 3
kez yikama yapilmasinin ardindan her lamel {izerine 80 pl
%1 Bovin Serum Albumin (BSA) iceren PBS eklenerek 30
dakika bekletildi boylece bloklama islemi gergeklestirildi.
Lameller PBS kullanilarak 3 kez yikandi. Yikama isleminin
ardindan 1:100 oraninda bloklama tamponu ile diliie
edilmis CD90 ve CD44 primer antikorlari ile 2 saat boyunca

inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi lameller PBS ile 3 kez

yikandi. Daha sonra primer antikorlara uygun 1:100
oraninda bloklama tamponuyla seyreltilmis sekonder
antikorlarla 1 saat boyunca karanlikta inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi bitiminde lameller PBS ile 3 kez
yikandiktan sonra 6 pl DAPI boyasi damlatilmis temiz
lamlar {izerine hiicre fiksasyonu yapilmis yiizeyler DAPI
boyasiyla temas edecek sekilde yerlestirilip 1 gece boyunca
karanlikta bekletilerek kurumalar1 saglandi. Olympus
DP71 floresan mikroskobunda DP Controller ve DP
Manager programlart kullanilarak immiinofloresans
goriintiileri 10X, 20X ve 40X biiyiitmeler kullanilarak elde

edildi.
AKIS SITOMETRI ANALIZI

Akis sitometrisi deneylerinde WJ-MKH'lerin hiicre
ylizey belirteglerini degerlendirmek icin BD Accuri C6
Cytometer cihazi ve bu cihazla uyumlu BD Stemflow
Human MSC Analysis Kit (San Jose, CA, ABD) kullanild1.
Kit protokoliine gore hiicreler, bir kaziyici yardimiyla
kiltiir plaklarimin yiizeyinden kaldirildi ve hiicrelerin
peletlenmesi igin 1300 rpm'de 5 dakika santrifiijlendi.
Pelete 600 uL PBS eklendi ve yeniden siispanse edildi.
Hiicreler, kit prosediirlerine gore dort farkli CDH (CD44,
CD73, CD90 ve CD105) CD antijen antikorlar: ile
etiketlendi. CD90 FITC (Klon: 5E10), CD105 PerCP-Cy5.5
(Klon: 266), CD73 APC (Klon: AD2) ve CD44 APC (Klon
G44-26) ve CD34 APC (Klon 8G12) ile etiketlenen hiicreler
incelenmistir. Negatif kontrol olarak herhangi bir antikor
icermeyen hiicre siispansiyonu kullanildi. Inkiibasyonun
sonunda hiicreler, baglanmamuis antikorlar1 uzaklagtirmak
i¢in 1300 rpm'de 5 dakika santrifiijlendi ve siipernatantlar:
¢ikarildi ve ayni hacimde PBS eklenerek yeniden siispanse
edildi. Daha sonra, etiketli hiicreler sitometre tiiplerine
aktarildi (son hacim 500 pL olacak sekilde) ve her
numunenin CD antijen ytiizdesi, negatif kontrol ve izotip
kontroliine gore BD Accuri C6 Sitometre cihazinda

gecitlenerek analiz edildi.
HUCRE CANLILIK VE PROLIFERASYON TESTI

Antioksidan molekiillerin (NAC ve AA-2P)
hiicrelerin proliferasyon kapasiteleri tizerindeki etkisini
analiz etmek i¢in WST-1 testi (Dojindo, Cat:W201, Japonya)

kiti kullanilarak, {ireticinin Onerilerileri dogrultusunda



yapild1. Bu testler i¢in 96 kuyulu hiicre kiiltiirii kaplarma
kuyu basina 2x103 hiicre olacak sekilde ekim yapilarak
deney baslatildi. Deney siiresi bitiminde kuyucuk basina
100 pul DMEM/F12 ortamina 10 pl WST-1 probu eklenecek
sekilde hesab1
Kuyucuklara WST-1 probu eklendikten sonra kiiltiir kab1
15tk gormeyecek sekilde 37°C’de inkiibe edildi. Probun

calisma prensibi kolorimetrik absorbans dl¢iimiine dayali

oran yapilarak deney planland.

olup, inkiibasyonun birinci saatinden sonra her saat basi
(ikinci, tiglincii ve dordiincii saatlerde) 460 nm dalga
boyunda plak okuyucuda absorbans ©6l¢timii yapildi.
Sonuglar kontrol grubuna %100 denilerek, %canlilik olarak

hesapland.

NOTRAL KIRMIZI BOYAMASI (NOTRAL KIRMIZI
TUTULUM DENEYI)

WST-1 ve MITT gibi hiicre canlilik testlerine
alternatif olarak WJ-MKH’lerinin kiiltiir sartlarindaki
canlilik kapasitelerini 6lgmek amaciyla notral kirmizi
tutulum deneyi yapildi. Notral kirmizi boyast canli
hiicrelerin boyanmasinda kullanilan bir boya olup,
lizozomlarda tutularak bu hiicrelerin kirmizi graniillii bir
(20).  Farkli

konsantrasyonlarda (2, 5 ve 7 mg/ 100 ml) nétral kirmiz

goriinim  almasimi  saglamaktadir
¢ozeltisi hazirlanmis olup, WJ-MKH’leri i¢in en uygun
boya konsantrasyonunun 5 mg/100 ml oldugu saptandi. %5
FBS’ i DMEM/ F12 ortaminda son konsantrasyonu 5 mg/ml
olacak sekilde boya ¢ozeltisi hazirlanarak, 96-kuyucuklu
plakta kuyucuk basina 200 pl boya olacak sekilde hiicreler
%5 COYli 37°C'de

inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi bitiminde PBS ile

inkiibatorde ortalama 2 saat
yikama basamagindan sonra, %4 formaldehitle fiksasyon
basamaginda hiicreler 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi formaldehit ortamdan uzaklastirihp, kuyucuklara
200 pl destain (etil alkol, asetik asit ve distile su igeren)
soliisyonu eklenerek, 420 nm’de plate okuyucuda

spektrofotometrik 6l¢iim yapild.
istatistiksel Analiz

Verilerin degerlendirilmesinde SPSS Windows
22.00 paket programi kullanildi. Kategorik degiskenlerin
karsilastirilmasindaki-kare testi ve gerektiginde Fisher'in
kesin ki-kare testi ve siirekli degiskenler bagimsiz

Orneklem t-testi ve Mann-Whitney U testi kullanilarak
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Siirekli
sapma ve SEM, kategorik degiskenler ise yiizde olarak

karsilagtirildu. degiskenler ortalama+standart
ifade edildi. Tiim analizlerde p<0.05 oldugunda istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Hiicre kiiltiirti calismalarindan
elde edilen veriler, deney ici ve deneyler arasi en az 3-9 kez

tekrarlanarak elde edildi.
BULGULAR

WJ-MKH’lerin izolasyon Siireleri ve Proliferasyon

Hizlan

Eksplant yontemi ve enzimatik yontemile elde
WJ-MKH'lerin

karsilastirildiginda, oncelikle ters faz 1s1k mikroskobu ile

edilen proliferasyon  kapasiteleri
yaptigimiz hiicre sayimlarina gore eksplant yonteminin
proliferasyon hizinin daha yiiksek oldugu goriildii.
Eksplant yontemi ile elde edilen WJ-MKH ‘lerin iki katina
¢ikma zamanu (population doubling time; PDT) ~59+12 saat
iken, enzimatik yontem ile elde edilen hiicrelerde ise
~100+17 saati buldugu belirlendi (Sekil 3). Hiicrelerin genel
olarak proliferasyon hizinin pasaj 2 ve 3'de en yiiksek
seviyede oldugu, pasaj 3’den sonra ise, proliferasyon

hizinin azaldig1 gozlemlendi (Sekil 4).

Bu deger enzimatik yontem ile elde edilen kok
hiicreler i¢in ortalama yaklastk 830 hiicre/saat olarak
bulunmustur. Eksplant yontemi ile WJ-MKH'lerinin en
erken 6. giin, en ge¢ 21-22. giinde eksplantlardan ¢tkmaya
bagladiklar1 gozlendi. Sekil 5'de kok hiicrelerin 9-10. giinde
eksplantlardan ilk c¢ikiglarinin ters faz 1sitk mikroskobik

goriintiisti gortilmektedir.
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Sekil 3: Eksplant ve enzimatik yontem ile elde edilen W]J-
MKH sayilarinin in-vitro kiiltiir kosullarinda iki katina
¢ikma zamani (population doubling time; PDT). (Sonuglar
ortalama +SEM olarak ifade edilmistir) (p< 0,05, n=7)
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Sekil 4: Eksplant yontemi ile izole edilen WJ-MKH'lerinin
periyodik zaman araliklarinda pasajlanmasi sonucu hiicre
sayisindaki degisimler (Her saat dilimi toplam 5 adet
olacak sekilde ayr1 pasajlardaki hiicre sayilari

icermektedir)

Sekil 5: Eksplant yontemi ile elde edilen W]J-MKH'lerinin ters faz 1s1k mikroskobik goriintiisii (pasaj-0,10. Giin) 10X
biiyiitme (A) 20X biiyiitme (B) 40X biiyiitme (C) Notral kirmizi ile boyanan W]-MKH’lerinin ters faz 151k mikroskobik
goriintiisii (20X biiyiitme) (D) (Olympus Mikroskop, oklar eksplanttan hiicre ¢ikis yonlerini gostermektedir).



MKH’lerin izolasyonu ve antioksidatif kogullarin etkisi 51

WJ-MKH’larin farklilagsma kapasitesi farklilagabildigi fenotipik ve immunokimyasal boyama ile

Wharton jolesinden elde edilen kok hiicrelerin gosterilmistir (Sekil 6).

kondrojenik,  osteojenik ve adipojenik  hiicrelere

v Qs

: 4
20.0 pm B 20.0 ym C 20.0 ym

Sekil 6 A-B-C. W]-MKH'lerin insan MKH fonksiyonel tanimlama kiti prosediiriine uygun olarak kondrojenik, osteojenik
ve adipojenik farklilasma indiiksiyonu sonrasi elde edilen histokimyasal boyama goriintiileri (A: kondrojenik farklilasma
grubu (Alcian mavisi boyama); B: osteojenik farklilasma grubu (Alizarin kirmizis1 boyama); C: adipojenik farklilasma

grubu (Oil red boyama) (100X biiyiitme) Oklar farklilasmis hiicre gruplari i¢in ilgili boya tutulumlarini géstermektedir.

Sekil 6 D-E W]-MKH farklilasmasinin immiinofloresan boyama ile degerlendirilmesi. Osteojenik hiicrelerde Florokrom
etiketli osteokalsin antikorunun floresan goriintiisii (D), Adipojenik hiicrelerde Florokrom etiketli FABP4 antikorunun

Floresan 1sinlama goriintiisii (E) (20X biiyiitme, Hiicre ¢ekirdekleri DAPI kullanilarak mavi olarak gériinmektedir.)
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WJ-MKH Karakterizasyonu

MKH karakterizasyonu igin erken pasaj ve geg pasaj
hiicreleriyle farkli deney setleri kurularak olusturulan
preparatlarin floresan goriintiileri alindi. WJ-MKH’lerinde

pasaj sayist ilerledikce veya  kiiltiir  kosullari

yetersizlestikge kok hiicre Ozelliklerini kademeli olarak
kaybettikleri gozlemlendi. Diizenli bir sekilde idamesi
yapilan WJ-MKH'lerinde, MKH’lere 6zgii olan CD90 ve
CD44 gibi ylizey antijenlerinin yaptif1 floresan 1sima

varlig1 gosterilmistir (Sekil 7).

~ T

Sekil 7: WJ-MKH'lerinin karakterizasyonu i¢in elde edilen hiicre yiizey antijenlerin immunfloresans goriintiileri (A); FITC

isaretli (yesil) CD90 antikoru 1sima goriintiisii, niikleus (mavi), (B); Fikoeritrin isaretli (turuncu) CD44 antikoru i1sima

goriintiisii, niikleus (mavi), (10X’lik biiyiitme)

MKH’lere 6zgii hiicre yiizey antijen oranlar1

MKH’lere 6zgii hiicre yiizey antijen diizeyleri icin
ornek bir akis sitometri verisi Sekil 8A ve hiicre ytiizey
antijen ekspresyon oranlart Sekil 8B’de gosterilmistir.
Wharton jolesinden iki farkli yontemle izole edilen

hiicrelerin mezenkimal kok hiicrelere 6zgii CD90, CD73,

CD44 ve CD105 yiizey antijenlerini eksprese edebildikleri,
CD34 i¢in diisiik ekspresyon sergiledikleri akis sitometrik
olarak belirlenmistir. Eksplant ve enzimatik yontemi ile
elde edilen kok hiicrelerin akis sitometri ile degerlendirilen
ylizey antijenleri oranlarinda istatistiksel anlamli bir
farklilik saptanmadi (p>0,05, n=17).
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Sekil 8-A. Ornek bir akis sitometri verisi. Farklilasmamis bir WJ-MKH 6rneginde hiicrelerde CD 90; %86, CD105; %56,
CD73; %91 ve CD44; %92 oraninda eksprese edilmektedir.
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Sekil 8-B. Eksplant ve enzimatik yontem ile elde edilen kok hiicrelerin yiizey antijen ekspresyon oranlar1. Dérdiincii pasaja
kadar elde edilen tiim hiicrelerin yiizey antijen ekspresyon oranlarinin ortalamasi alinarak, sonuglar ortalama +SEM olarak

ifade edilmistir.
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WJ-MKH'lerin kiiltiire edilerek

¢ogaltilmalar1 esnasinda, pasajlamanin hiicre yiizey antijen

Ayrica

ifadelerine etkisi akis sitometri analizi ile degerlendirildi.
Sekil 9'da eksplant ve enzimatik yontem ile elde edilen
(p0), ytizey
antijenlerini ifade oranlar1 goriilmektedir. Enzimatik

hiicrelerin pasajlanmadan 6nce hiicre
yontem ile elde edilen kok hiicrelerin pasaj yapilmadan
once CD44 ve CDY0 ifade oranlarinin, eksplant yontemi ile
elde edilenlere gore daha yiiksek olma egiliminde olduklar1
gozlenmekle beraber, istatistiksel anlamli bir farklilik
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saptanmadi. CD73 ve CD 105 oranlart ise pasaj yapilmadan
once enzimatik yontem ile izole edilen hiicrelerde daha
yiiksek bulundu (p>0,05).

Her iki izolasyon yonteminde de, ilk pasajlama
isleminden sonra genel olarak hiicre ylizey antijenlerini
ifade oranlarinin azaldig1 gézlendi. Dordiincii pasaja kadar
CD105 yiizey antijeni disinda ortalama %80 ve iistii hiicre
ylizey antijenlerinin eksprese edilebildigi belirlendi (Sekil
10).

Enzimatik pO

(RTIEIE
TR

(@]
v
O
o

CD105

Sekil 9: Eksplant ve Enzimatik yontem ile elde edilen WJ-MKH'lerin pasajlama yapilmadan &nce (p0) hiicre yiizey antijeni

ifade oranlari. Sonuglar ortalama +SEM olarak ifade edilmistir (n=7).
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Sekil 10: WJ]-MKH'lerinin ¢ogaltilmasi esnasinda pasajlamanin hiicre yiizey antijen ifadelerine etkisi Eksplant yontemi

ile elde edilen W]J-MKH'lerde yiizey antijen oranlari ilk pasajlama sonrasi (p1), pasajlama yapilmadan &ncesine gore (p0)

belirgin olarak diisiik ifade edildi (*p<0,05, n=5). Dordiincii pasaja kadar CD105 yiizey antijeni disinda, diger hiicre yiizey

antijenlerinin ~% 70-80 oraninda eksprese edilebildigi belirlendi . Sonuglar ortalama +SEM olarak ifade edilmistir.



N-Asetil Sistein ve askorbik asit 2-fosfat ilavesi ile
saglanan kiiltiir kosullarinin hiicre canliligl iizerine
etkisi

Uciincii (3.) ve dordiincii (4.) pasajlama ile elde
edilen kok hiicrelerin idamesinde kiiltiir ortamina eklenen
hiicre

antioksidan molekiillerin

canlilig1 ve
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proliferasyonuna etkisi degerlendirildi. Yedi (7) giin siire
ile N asetil sistein (NAC; 0,05-0,5 mM) doz araliginda WJ-
MKH kiiltiir ortamina uygulamasinin hiicrelerin canliligi
iizerine istatistiksel anlamli bir etkisi saptanamada (p>0,05).
Diger taraftan yedi (7) giin siire ile AA-2P uygulamasi (100
uM) kok hiicre canliligint anlamli olarak artird: (p=0,017).

Hiicre canlilik oranlar1 $ekil 11 ve 12’de goriilmektedir.

0 I I I I I I

0,10mM

0,15mM 0,25mM 0,50 mM

N asetil sistein (mM)

Sekil 11. W]-MKH’ lerinde kiiltiir ortamina yedi (7) giin siire ile N-asetil sistein (NAC) uygulamasinin doza bagl hiicre
canliligina etkileri. Notral kirmizi tutulum deneyi elde edilen sonuglar (deney grubu / kontrol grubu)x100 formiilii ile

(%)canlilik olarak hesaplandi ve sonuglar ortalama+ (SEM) olarak verildi (n=17).
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Sekil 12. WJ-MKH'lerinde kiiltiir ortamina yedi (7) giin siire ile askorbik asit 2-fosfat (AA-2P) uygulamasinin doza bagh
hiicre canliligina etkileri. N6tral kirmizi tutulum deneyi elde edilen sonuglar (deney grubu / kontrol grubu)x100 formiilii

ile canlilik (%) ort+ (SEM) olarak verilmistir.(n=17) 100 uM AA-2P uygulamas1 kok hiicre canliligini anlaml olarak

artirmigtir (*p=0,017)
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Kiiltiir ortamina eklenen antioksidan molekiillerin

hiicre yiizey antijeni ifadeleri iizerine etkisi

Akis sitometri deneylerinden elde edilen verilere
gore WJ-MKH’lerde kiiltiirde hiicre yogunlugu %90'a
ulastiginda, CD90, CD73 ve C105 protein ekspresyonlar1
onemli 6l¢lide azaldigr ve daha sonra diisiik yogunluklu
pasajlama yapilmasi bu durumu geri dondiirmedigi
gozlendi. W]-MKH'lerde pasaj 4'tin {izerindeki pasajlarda
CD90, CD73 ve C105 protein ekspresyonlar1 6nemli dlclide
azaldig1 belirlendi. Bu nedenlerle pasaj 4’iin tizerindeki
hiicreler calismaya alinmadi. WJ-MKH'lerde farklilasma

ortami ile on giinliik bir inkiibasyon sonucunda CD90,

100
90
80
70 I

KONTROL

Ylzey Antijen Ekspresyon Orani (%)

CD73 ve C105 protein ekspresyonlari onemli Ol¢iide
azalmaktadir. Bu azalma, CD105 ekspresyonunun %1’in

altina inmesine yol actig1 degerlendirildi.

NAC uygulamas: sonras1 CD 44, CD73, CD90 ve
CD105 yiizey antijenlerinde kontrol grubuna (antioksidan
uygulama yapilmayan WJ-MKH gére) istatistiksel anlamli
bir artis olmamakla birlikte ortalama ~%2-5 artma egilimi
gozlenmistir. AA-2P uygulamasi da benzer sekilde CD44,
CD73 ve CD90 istatistiksel anlamli bir artis olmamakla
birlikte CD105 yiizey antijen ifadesinde ~%25-30 oraninda,
kontrol grubuna gore istatistiksel anlaml bir artis oldugu
gozlenmistir (p<0,05) (Sekil 13).

1
60
50
40
30
20
10
0 -

I i II
JII uI

N AA-2P

ECD44 MCD73 =MCDSO mCD105

Sekil 13 Antioksidatif kiiltiir kosullarinin hiicre yiizey antijen ifadeleri iizerine etkisi
Erken pasaj dénemindeki (pasaj-2 ve pasaj-3) W]-MKH'lerine 0,5 mM NAC ve 100uM askorbik asit 2-fosfat (AA-2P)

uygulamas1 sonrasi yiizey antijenlerinin degisimleri (%). AA-2P uygulamasi CD105 antijen ekspresyonunu kontrol

grubuna gore belirgin olarak artirmistir (*p<0,05). Sonuglar ort+SEM olarak ifade edilmistir (n=12).

Eksplant yontemine gore izole edilip 0,5 mM NAC
uygulamasi1 yapilan pasaj-2 ve pasaj-3 W]-MKH gruplar1
kendi kontrol gruplariyla kiyaslandiginda, CD44, CD73 ve
CD90 yiizey antijenlerinin 3. pasajda 2. pasaj hiicrelerinde
gore ~%20 oraninda daha fazla bulundugu gosterilmistir.
Bunun tam tersi olarak ise CD105 yiizey antijeni orani
o6nemli 6l¢iide azalmistir. Enzimatik yontem ile izole edilip
0,5 mM NAC uygulamasi yapilan pasaj-2 ve pasaj-3 WJ-
MKH gruplari kendi kontrol gruplariyla kiyaslandiginda,
2. ve 3. pasaj hiicre gruplarinda CD105 ylizey antijeni

azalmigtir. CD105 yiizey antijeninin oran olarak en disiik

bulundugu grup 2.pasaj kontrol grubu hiicreleri olarak
gozlenmistir. Eksplant yontemine gore izole edilip100 uM
AA-2P uygulamasi yapilan pasaj-2 ve pasaj-3 WJ-MKH
gruplari kendi kontrol gruplariyla kiyaslandiginda, CD44,
CD73 ve CD90 yiizey antijenlerinin 3. pasajda 2. pasaj
hiicrelerinde gore ~%20 oraninda daha fazla bulundugu
belirlenmistir. Enzimatik yontem ile izole edilip 100 uM
AA-2P uygulamasi yapilan pasaj-2 ve pasaj-3 WJ-MKH
gruplarinin ise kendi kontrol gruplariyla kiyaslandiginda,
ylizey antijenlerinin oran olarak en fazla bulundugu
grubun, AA-2P uygulamasi yapilan 3. pasaj hiicreleri

oldugu gozlenmistir (Veriler makalede gosterilmedi).



TARTISMA

MKH’ler kemik iligi yani sira yag dokusu, periferal
kan gibi yetiskin dokulardan elde edilebilirler (21). MKH
karakterizasyon kriterleri olarak farklilasma
kapasitelerinin gosterilmesinin yar1 sira CD105, CD73,
CD44 ve CDY0 yiizey antijenleri icin pozitif ekspresyon ve
CD45, CD34, CD14, CD19 ve HLA-DR igin negatif
ekspresyon olmasi oOnerilmistir (22). Insan perinatal
dokularinda bulunan kok hiicreler ekstra embriyonik
multipotent mezankimal kok hiicreler (EE-MKH) olarak
tanimlanmuglardir. Bunlar; plasenta, amniyotik sivi,
amniyon, gobek kordonu kani ve gobek kordonunda yer
alabilmektedirler (23). Gobek kordonu kanindan elde
edilen MKH, hematopoetik kok hiicre gereken tedavilerde
siklikla kullamilmaktadir, ancak bu hiicrelerin klinikte
kullanilmasinda en biiyiik simirlamanin, kordondan izole
edildiklerinde baslangi¢ sayilarmin az olmasi nedeniyle,
transplantasyon igin gerekli toplam sayiya ulasmadaki

zorluk oldugu belirtilmektedir (24).

Gobek kordonundaki iki

cevresinde koruyucu gorevi olan bir doku olan Wharton

arter ve bir venin

jolesi (WJ]) iginde bulunan MKH'ler ise, embriyolojik
gelisim sirasinda aort-gonad-mezonefroz bolgesine gog
ederken kordon etrafinda kalmis olan primitif MKH’lerdir
(10)(25). Wharton jolesi ve plasentadan elde edilen
ozellik

gosterdikleri ve International Society for Cellular Therapy

hiicrelerin genotip ve fenotip olarak fetal

tarafindan yayinlanan minimal kok hiicre kriterlerini
tagidiklar: belirtilmektedir (22). Bizim ¢alismamizda insan
gobek kordonu wharton jolesinden kok hiicre elde edilmis,
bu hiicrelerin kok hiicre karakteri tasiyabildikleri, kemik,
adipoz doku ve kikirdak hiicrelerine doniisebilme
kabiliyetleri gosterilmistir. Ayrica bu hiicrelerin CD90,
CD73, CD44 ve CDI105 yiizey antijenlerini eksprese
edebildikleri, CD34 igin diisiik ekspresyon sergiledikleri

akig sitometrik olarak belirlenmistir.

Primer kiiltiir i¢in dokularin ayrismasini saglayan
teknikler, izole edilen hiicrelerin miktarini ve kalitesini
etkileyebilir. Primer kiiltiir i¢in dokularin ayrigsmasini
teknikler kadar

gelistirilmistir. Uygulanan tekniklerin &zellikleri izole

saglamada  ¢esitli glintimiize

edilen hiicrelerin miktarmi ve kalitesini etkileyebilir. Bizim
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calismamizda enzimatik yontem ve eksplant yontemi ile
primer dokudan kok hiicre izolasyonunun etkinligi
karsilastirildi. Salehinejad P.ve arkadaslarimin 2012 yilinda
gerceklestirdikleri ¢alismada insan gobek kordonundan
mezenkimal kok hiicrelerinin izolasyonu igin dort
izolasyon metodunu karsilastirmislardir (26). Calismada tig
enzimatik yontem; kollajenaz/hiyaliironidaz/tripsin,
kollajenaz/tripsin ve tripsin ve eksplant ydntemlerinin
sonuglar1 degerlendirmistir. Kok hiicreler, tiim yontemler
ile basariyla izole edilmis olmasina ragmen izolasyon
yonteminin, izole edilmis hiicrelerin hiicre sayisini ve
¢ogalma bliytik  ol¢iide  degistirdigi
gosterilmistir. Akis sitometrisi analizi CD44, CD73, CD90
ve CD105'in

gosterilirken CD34 ve

kapasitesini

tim gruplarda
CD45
gosterilmistir. Enzimatik gruplarda C-kit ekspresyonu

eksprese  edildigini

eksprese edilmedigi
eksplant grubundakinden daha yiiksek iken, Oct-4
ekspresyonu diger gruplara kiyasla kollajenaz tripsin
grubunda daha yiiksek bulunmustur. Kollajenaz/tripsin
hiicre izolasyonu yonteminin, digerlerinden daha yiiksek
bir hiicre yogunlugu sagladig1 ve bu hiicrelerin, C-kit ve
Oct-4 gibi pluripotent hiicre markorlerinin daha yiiksek bir
oranini ifade ettigi belirlenmistir. Eksplant yontemi ise
daha yiiksek bir

proliferasyon hizi ve aktivitesi ile sonuglanmistir. Deriden

diger yontemlere kiyasla hiicre
keratinosit hiicrelerinin elde edildigi bir diger ¢calismada da
primer hiicre kiiltiir kosullar1 icin eksplant yontemi,
enzimatik yonteme gore daha verimli bulunmustur (17).
Bizim c¢alismamizda da daha Onceki ¢aligmalara benzer
sekilde,

proliferasyon hizlarinin, kollejenaz/tripsin enzimlerinin

eksplant yontemi ile elde edilen hiicrelerin

kullanildig1 enzimatik yonteme gore daha yiiksek oldugu
gozlendi. Bizim calismamizda doubling time eksplant
yontemi ile elde edilen hiicrelerde ortalama ~3 giin iken,
enzimatik yontem ile elde edilen hiicrelerde bu siire
ortalama ~5 giinii bulmustur. Eksplant yontemi ile saatte
1.250 hiicre/saat, enzimatik yontem ile elde edilen kok
~830 hiicre/saat

proliferasyon hizi bulunmustur. Bu sonugclara gore, daha

hiicreler igin ise ortalama olarak
once gerceklestiren caligmalarla uyumlu olarak wharton
jolesinden kok hiicre izolasyonu i¢in, eksplant yonteminin
daha kisa zaman diliminde elde edilen toplam hiicre
sayisina gore enzimatik yonteme goére daha avantajh

oldugu diistiniildii.
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Insan umbilikal kordonu yaklagik olarak 50-60 cm
uzunlugundadir ve literatiirdeki mevcut ¢alismalar gébek
kordonunun hangi boliimii {izerinde ¢alisildigina dair bazi
bilgiler saglamistir. Gobek kordonunun {ii¢ anatomik
elde WJ-KMH'leri

karsilastirmiglardir. Maternal ve fetal segmentlerden izole

segmentinden edilen
edilen WJ-MKH'lerin, daha fazla canlilik sergiledigini ve
orta segmentten alinan hiicrelere kiyasla daha yiiksek
proliferasyon oranina sahip oldugunu gostermislerdir (27).
Bu calismada immiinofenotipleme, her ii¢ segmentten
tiiretilen WJ-MKH'lerin, MKH isaretleyicileri CD105,
CD73, CD90, CD44, CD13 ve CD29'un yani sira HLA-ABC
ve HLA-DR'yi
isaretleyiciler CD14, CD34 ve CD45 i¢in negatif oldugunu

ifade ettigini, ancak hematopoietik

ortaya ¢ikarmustir. Aymi zamanda bu c¢alismada
gerceklestirilen embriyonik belirteglerin analizi, her {ig
bolimiin Nanog ve 3/4lU gosterdigini, ancak sadece
maternal ve fetal segmentlerin SSEA 4 ve TRA-1601 ifade
ettigini gostermistir. Her {i¢ segmentten alinan hiicreler,
diger iki segmente kiyasla ¢ok daha diisiik farklilasma
potansiyeli gosteren orta segmentler ile kondrojenik,
osteojenik ve adipojenik soylara farklilagsabilmistir. Bizim
calismamizda

gobek kordonunun fetal segmentleri

kullanmilmigtir

MKH’ler, biiyiime ortamina yanit olarak dinamik
olarak degisebilir ve izolasyon yontemi ve ¢ogatilmalar:
esnasinda biyolojik islevleri degisikliklere ugrayabilir
(28)(29). Calismamizda hiicrelerin gogaltilmasi siirecinde
CD44, CD73, CD90, CD105 yiizey antijen ifadelerinin
dordiincii pasaja kadar anlaml degismedigi akis sitometrik
Mezenkimal kok hiicrelerde CD73
ifadesinin, elde edildigi dokuya ve kiiltiir kosullarina gore

olarak belirlendi.

degisebildigi ve anti-enflamatuar aktivitesi yoluyla onarict
ozellikleri belirleyebilecegi ileri siiriilmiistiir. Perikardiyal
yag dokusundan tiiretilen MKH'lerinin CD73'tin heterojen
CD73
MKH'erin anti-enflamatuar aktivite yoluyla kardiyak
destekledigi (30).
calismamizda pasajlama oncesi enzimatik yontemle elde
edilen MKH’lerde CD73 ekspresyonu akis sitometrik
olarak daha yiiksek bulundu. Bununla birlikte MKH ‘lerin
¢ogaltilmas1 sirasinda 4. pasaja kadar CD73 ifadesinde

ekspresyonu gosterilmis, ile zenginlestirilmis

onarimi gosterilmistir Bizim

pasaj gruplari arasinda anlamli bir farklilik gdzlenmedi.

Terapotik amaglar icin in vitro hiicre ¢ogaltmada,
MKH'lerin hizla muhtemelen oksidatif stresi iceren erken
yaslanmaya girdikleri ileri stiriilmektedir (19). NAC ve AA
eksojen ve non-enzimatik antioksidanlar olup, kemik
eliginden ve yag dokusundan elde edilen mezenkimal kok
hiicrelerin ¢ogaltilmalar1 {izerine etkileri ¢alisilmistir
(31)(32)(33). Bizim c¢alismamizda anti-oksidatif 6zellikleri
bilinen NAC ve AA’nin fosfatl: tiirevi AA-2P hiicre kiiltiir
ortamina eklenmis ve hiicre proliferasyonuna etkisi
degerlendirilmistir. Yedi (7) giin siire ile hiicre kiltiir
AA-2P (100uM)
proliferasyonunu belirgin olarak artirmistir (p<0,05).
Ayrica CD44, CD73 ve CD90 hiicre ylizey antijen
oranlarinda istatistiksel anlamli bir artis olmamakla
birlikte, CD105 yiizey
ifadesinde ~%25-30 oraninda, kontrol grubuna gore

ortamina ilavesinin hiicre

AA-2P uygulamasi antijen
istatistiksel anlamli bir artis oldugu goézlenmistir (p<0,05).
Yedi (7)
proliferasyonunu artirma egilimi gostermekle beraber,
WJ-MKH'lere

istatistiksel anlamli bir artig elde edilememistir.

gin siire ile NAC uygulamasi, hiicre

NAC uygulamas: yapilmayan gore

Sonug olarak bu calisma ile wharton jolelesinden
enzimatik ve eksplant yontemi ile kok hiicreler elde
edilerek, hiicre proliferasyon kapasiteleri karsilagtirildi.
Wharton jolesinden kok hiicre izolasyonu igin, eksplant
yonteminin yiizey antijen ifadeleri anlamli degismeksizin
daha kisa zaman diliminde elde edilen toplam hiicre
sayisina gore enzimatik yonteme gore daha avantajli
oldugu diistiniildii. Diger taraftan anti oksidan bir molekiil
olan AA-2P ilavesi ile saglanan kiiltiir kosullarmin kok

hiicre canliligini artirdig1 gosterildi.
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