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Amag: Mezenkimal kdk hicreler (MKH) en sik kemik
iliginden elde edilen ve bir ¢cok dokuya farklilagsma yete-
negine sahip cok yoénelimli énct hucrelerdir. MKH'ler
%10 fetal bovin serumlu (FBS) besiyerinde Uretilirler.
Bu calismada amac¢ FBS'un olasi risklerinden uzakla-
siimasi icin otolog serum kullanarak klinik kullanim igin
uygun MKH Uretimini saglamaktir.

Gere¢ ve Yontemler: Yaslar 28-34 arasinda degisen
10 kemik iligi donorinden yazili onamlari alinarak 10
mL kemik iligi ve 500 mL periferik kan 6rnegi alindi.
Kemik iliginden fikol yogunluk derecelendirme yontemiy-
le mononukleer hucreler izole edildi. Esit sayida hiicre
(1x108/mL) RPMI-1640 medium kullanilarak %10 FBS,
otolog serum (OS), %10, %5, %3 ve %1 konsantras-
yonlarinda kiltire edildi. Her pasaj arasinda morfolojik
degerlendirme, hiicre sayimi ve akim sitometrik yéntem-
ler kullanilarak immunfenotipik analizler yapildi. Ugtincii
pasaja ulagan gruplarda yad dokusuna farklilagtirma
gerceklestirildi.

Bulgular: Hiicre sayimi ve izolasyon agisindan en iyi
grubun %10 OS grubu oldugu gdsterildi. Buna ilave ola-
rak %5 OS ve %10 FBS gruplarindaki sonuglarin benzer
oldugu gozlemlendi. Akim sitometrik sonuglar degerlen-
dirildiginde gruplar arasinda istatistiksel fark yoktu. Yag
dokusuna farkhlastirma agisindan %3 OS ve %1 OS
disinda diger gruplarda farklilasma saglandi.

Sonug: Sonug olarak 6zellikle %10 OS ve %5 OS kulla-
nilarak MKH kdlturleri yapilabileceg@i saptandi.

Anahtar sézcukler: Mezenkimal kok hiicre; otolog serum; kemik
iligi; fetal buzagi serum.

Objective: Mesenchymal stem cells (MSC), mostly deri-
vated from bone marrow, are capable of differentiating
into many tissues. In the culture medium consisting of
10% fetal bovine serum (FBS), MSCs can grown easily.
To obtain insights into their ex-vivo expansion, the role of
the autologous serum (OS) on growth and differentiation
capacity of human bone marrow MSCs in comparison to
cells grown in FBS was studied.

Material and Methods: MSCs were cultured by using
a RPMI-1640 medium consisting of 10% FBS, and OS
10%, 5%, 3% and 1%. Equally, 1x10%mL cells were
incubated into each flask. Cell count, viability, and flow
cytometry studies were done at every passage after
completing detachment in the cultures.

Results: 10% OS group was found to be superior com-
pared to the other study groups as regard to cell count
and isolation. In addition, it has been observed that simi-
lar resuts were found in 5% OS and 10% FBS groups.
Immunophenotyping analysis of the cells revealed no
statistical difference between the groups. MSCs isolated
from all study groups were successfully differentiated
into adipogenic lineages except 3% and 1% OS groups.
Conclusion: The expansion potency from bone marrow-
derived MSCs was maintained in culture media using
10% and 5% OS.

Key words: Mesenchymal stem cell; autologous serum; bone
marrow; fetal bovine serum.
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GIRiS

Kemik iligi hticreleri kultur kaplarinda kiltire edil-
dikleri zaman hizla plastik kulttr kaplarina yapisan
hticrelerin kemik iligi stromal hicreleri oldugu ve kul-
tir kabina yapismayan hucrelerin ise hematopoietik
hiicreler oldugu bilinmektedir.t¥ ik kez 1970’li yillarda
Friedenstein ve ark. uzun dénem kemik iligi kdltdrle-
rinde kultur kabina yapisan hucreleri tanimlamiglar ve
bu hucrelere “fibroblast koloni olusturan birim’ (CFU-F)
adint vermiglerdir.*¥! Daha sonraki yillarda ise bu hiicre-
leri tantmlamak igin, kemik iligi stromal fibroblastlar: ve
kemik iligi stromal hiicreleri gibi terimler kullanilmigsa
da ginimuzde en ¢cok mezenkimal kok hicreler (MKH)
ve mezenkimal progenitor éncti hticreler (MPH) ifadele-
ri kullaniimaktadir.i2

MKH yuksek ¢cogalma ve farklilasma kapasiteleri olan
¢ok yonelimli (pluripotent) dncl (progenitor) htcreler-
dir. MKH kemik iliginden kolaylikla elde edilebilirler ve
canh dis1 (in vitro) olarak cogaltlabilirler. Bu hicrelerin
kemik fizyolojisinde, kemigin yeniden yapilanmasinda ve
hematopoeziste 6nemli rol oynadiklari gosterilmigtir.>
MKH’ler kemik iligi disinda kordon kani, kordon stroma-
s1, fetal dokular, plasenta, amniyon sivisi ve yag dokusu
gibi dokulardan da izole edilerek kulture edilmektedirler.
Kolay cogalma, yiiksek farklilasma ve bagisiklik sistemini
baskilayici 0zelliklerinden dolay: Kklinikte bu hucrelere
duyulan ilgi her gegen giin artmaktadir.*%

MKH dretiminde degisik protokoller kullanilsa da
temel teknik plastige yapisma 0Ozeligi gosteren kemik
iligi mononukleer htcrelerinin 5-7. gunde yaptiklar
kolonilerin 14.gtin toplanarak yeniden pasajlanmasidir.
En sik kullanilan besi yerleri (medium) DMEM- LG,
IMDM ve RPMI-1640 olup, %10 fetal buzag: serum (FBS)
ile kaltur desteklenir.1% Son yillarda FBS kullanimina
bagli alerji ve bazi prion bulas riski nedeniyle farkl
kaltdr teknikleri denenmektedir. Serumsuz media kul-
lanimi, trombositten zengin plazma, AB pozitif serum
bunlardan bazilaridir.t&%!

Bu calismada saglikli vericilerden elde edilen
MKH'’lerin, %10 otolog serum (OS), %5 OS, %3 OS ve
%1 OS kullanilarak kulture edilmesi ve FBS ile kilttre
edilen MKH’lerle say1, gériinim, immunfenotipik 6zel-
likler ve yag dokusuna farklilasma yontnden karsilasti-
rilmas: amaglandi.

GEREC VE YONTEMLER
Hasta secimi ve drneklerin hazirlanmasi

Etik kurul onay: alinarak (BU KAO05/98) Baskent
Universitesi Adana Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Kemik iligi Nakil Unitesi’nde, HLA 6/6 uygun periferik
kok hicre vericilerinden, bilgilendirilmis onam alinarak,
10 ml kemik iligi 6rnegi kemik iligi aspirasyon setleri
yardimiyla alindi. Antikoagtlan olarak non-prezervatif
heparin (Sigma-Aldirch) kullanildi. Calismaya yaslar
28-34 arasinda degisen 10 saglikl: dondr katilds.
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Calisma gruplarin olusturulmas: ve

MKH’lerin kalttre edilmesi

Alinan kemik iligi 6rnegindeki mononukleer hicre-
ler yogunluk derecelendirmeli ayrisim yontemiyle elde
edildi. Kemik iligi 1:2 oraninda PBS (phosphate-buffered
saline) ile seyreltildi ve yogunlugu 1.077 gr/ml olan
ficoll Uzerine yavas bir sekilde eklenerek tabakalandiril-
di ve 2000 rpm’de 20 dakika santriftj edildi. Toplanan
htcreler iki kez PBS ile yikandiktan sonra hiicre sayisi,
hiicre sayim cihazi (Cell Dyn 3700, Chicago, IL, USA)
ve thoma laminda (Marienfeld, GmbH and C. Lauda-
Koénigshofen, Germany) sayilarak belirlendi. Daha
sonra hicreler T-25 flasklarda (25 cm?lik tup) hicre
sayist 1x10%/mL olacak gsekilde, RPMI-1640 (StemCell
Technologies Inc., Vancouver, Canada), %1 penisilin/
streptomisin (Gibco, Invitrogen, Paisley, UK) ve L- gluta-
min (Gibco, Invitrogen) iceren besi yerine ekildi ve 37°C,
%5 CO, ve nemli ortamda ¢ogaltildi.

Kulturler 48 saat sonra ortam: yenilenerek flask
tabanina yapismayan hicreler atildi. Tum flasklar her
gun duzenli olarak inverted (ters cevrilmis) 1s1tk mik-
roskobunda incelendi, fotograflar cekildi ve 3-4 guinde
bir besiyeri degistirilerek, hicreler cogaltildi. Hucreler
14. gun sounda flask tabaninin %80’ini kapladiginda,
%0.25’lik tripsin ile birlikte 0.1mM EDTA (StemCell
Technologies Inc., Vancouver, Canada) yardimyla
zeminden kaldirildi ve yeniden pasajlandilar. Bu sekilde
3 pasaj boyunca hticreler ekilerek ¢ogaltiimaya calisildi.
Gruplar, grup 1 klasik %10 inaktive FBS, grup 2 %10
otolog serum (OS), grup 3 %5 OS, grup 4 %3 OS ve grup
5 ise %1 OS iceren serumlu besi yerlerinden olusturul-
du. Tim gruplarda her pasajda hiicre sayisi, morfolojik
degerlendirme ve akim sitometrik degerlendirmeler
yapildi. Uglincul pasaja ulasan gruplarda yag dokusuna
farkhlastirma gerceklestirildi.

Serum Eldesi

Tum donérlerden serum elde etmek amaciyla ve
fistal ignesi yardimiyla Gger ay arayla iki ayr1 zaman-
da yaklasik 500 mL periferik kan alindi. Ornekler 1500
rpm’de santrifij edilerek serumlar: ayrild: ve 10 ml’lik
porsiyonlara ayrilarak -20°C’de kullanilacaklari giine
kadar saklandilar.

MKH’lerin immunfenotiplendirilmesi
(Akim sitometrik calisma)

Insan kemik iliginden elde edilen MKH’lerin immu-
nofenotipik 6zelliklerini géstermek amaciyla akim sito-
metri cihaz1 ve 6zgln antikorlar kullanildi.? Antikor
paneline MKH’lere 8zgii CD105 FITC (Serotec, Oxford,
UK), CD73 PE ve CD166 PE (Becton- Dickinson, BD
Bioscience Pharmingen, San Diago, CA, USA) antikorla-
r1 yaninda hematopoietik hiicrelere 6zgu CD 45 PC5 ve
CD 34 ECD (Beckman Coulter, Marsilia, France) konul-
du. Isotopik kontrol amaciyla 1gG1 FITC, PE, PC5 ve
ECD boyalari1 (Beckman Coulter) kullanildi.
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Calisma i¢in olusturulan iki tupten birincisine
CD105/CD73/CD34/CD45 ve ikincisine ise CD105/
CD166/CD34/CD45 konuldu, her tipe 5x10° MKH
suspansiyonu eklendi. Akim hizi saniyede yaklasik
200 hucre olacak sekilde her bir drnekten 200.000 hticre
sayildi. Calismalar Beckman Coulter Epics XL-MCL
cihazi ile yapild: ve analizler EXPO 32 ADC (Beckman
Coulter Inc., Miami, FL, USA) yazilim: kullanilarak
¢6zUmlendi.

Adipogenik (Yag Dokusu) Farklilasma

Her grupta 3. pasaja ulasan flaksda yag dokusuna
farkhlastirma amaciyla 0.5 mM methyl-isobutylxanthine
(Sigma- Aldirch), 10ug/ml insan rekombinant insilin
(Lilly France S.A.S, Fegersheim, France) ve 1uM dek-
sametazon (Fluka, Deva, Istanbul, Tirkiye) kullanild:.
Flasklardaki besi yeri her 3-4 glinde bir tazelendi. Yirmi
bir gtin sonra lipit damlaciklarinit gérebilmek amaciyla
Oil- Red O boyas: ile boyand: ve Nikon Eclipse TS 100
inverted mikroskopta incelendi.?”

Istatistik
Butin gruplarda ortalama ve standart sapmalar
(ortxstd) hesaplandi. Monoklonal antikorlarin ytzde
yuzey ifadeleri z testi ile kargilastirildi. Tum analizler

SPSS (Statistical Product and Services Soluions 13.0,
SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi ile ¢cozimlendi.

p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

BULGULAR
Say1 ve morfoloji

Her t¢ dondrden yogunluk derecelendirmeli ayrisim
yontemiyle elde edilen mononukleer hiicreler esit sayida
(1x10%/ml) ancak 5 degisik serum konsantrasyonunda
besi yerlerine ekildi. Tim vakalarda %1 OS ile kulture
edilen flasklarda yapisan hicre olmadigindan, bu kon-
santrasyonda kultlire devam edilemedi. %3 OS ile kiiltu-
re edilen grupta hicrelerin klasik gériinimden, igsi fib-
roblast benzeri, uzak olduklar: gézlemlendi (Sekil 1 A).

Diger gruplarda ise benzer morfolojik ozellikler
sergileyen, ig seklinde ve fibroblast benzeri, hiicre top-
luluklarinin flask tabanina yapismis olduklar:t gézlendi
(Sekil 1B, C ve D). Bu gruplarda 3 pasaj boyunca kulttre
devam edildi.

Her Ug¢ pasajda gogaltilan MKH’lerden say: olarak,
%10 OS ile kulture edilen grupta en yuksek rakamlara
ulagildi. %10 OS (grup 2) grubunda elde edilen MKH
sayisi diger gruplarla karsilastirildiginda tiim pasajlarda
istatistiksel olarak anlamli derecede yuUksekti (p<0.05;
Tablol).

%3 OS (grup 4) ile kilture edilen grup en disuk
sayida hicrenin elde edildigi grup olarak gézlemlendi.
%10 FBS ve %5 OS ile kiulture edilen gruplar karsilas-
tirlldiginda istatistiksel olarak anlamli farklihik yoktu
(p>0.05; Tablo 1).

Sekil 1.
serum grubu, D: %5 Otolog serum grubu

Mezenkimal kék hicreler A: %3 Otolog serum grubu, B:
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%10 Fetal buzag: serum grubu, C: %10 Otolog
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Immunfenotipik Ozellikler
Tam gruplardaki MKH’lerin akim sitometri ile ylzey

Adipogenik Farklilagma
Adipojenik farklilasma i¢in her gruptan 3. pasaj

antijenleri belirlenmeye calisildi. MKH’lerin stromal ve
yapisma 6zelliklerini gésteren CD73, CD105 ve CD166
antikorlarint hiicre yuzeylerinde ifade ettikleri ancak
hematopoietik hucrelere 6zgi olan CD45 ve CD34’U
ifade etmedikleri gozlendi (Sekil 2A, B ve C).

hicreleri kullamldi. MKH’lerin uygun sitokin destegi
ile yag dokusuna farklasmalar1 gozlemlendi. Grup 4
haricinde diger gruplarda MKH’lerin yag dokusuna
donustukleri goraldd. Grup 1, 2 ve 3'de 21 giin sonunda
yag damlaciklarini gosterebilmek amaciyla Oil Red-
O boyas: ile boyand:. Cekirdekleri kenara itilmis
yag damlaciklarinin kirmizi renge boyandig: gézlemlen-
di (Sekil 3A, B ve C).

Tam gruplarda her U¢ pasajda da yizey antijenle-
rinin ifadelerinin ylzdesi yéniinden istatistiksel olarak
farklilik gézlenmedi (p>0.05).
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Sekil 2. Mezenkimal kék hicrelerin akim sitometri ile yizey antijenlerinin belirlenmesi A: CD73 ve CD105, B: CD166 ve CD105,
2C: CD45 ve CD34

Sekil 3. Yag¢ dokusuna donlgstimin Oil red O boyas: ile gosterilmesi A: %10 Fetal buzag: serum grubu, B: %10 Otolog serum grubu,
C: %5 Otolog serum grubu
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TARTISMA

Klinisyen ve bilim adamlar: tedavi amaciyla bir¢ok
kok hicre tipine ilgi duysa da, bunlar arasinda en popu-
ler olan1 MKH’lerdir. MKH’ler kolay elde edilebilmeleri,
gucli cogalma ve farklilasma kapasiteleri ile tamir edici
tibbin 6nemli elemanlar: haline gelmislerdir. Bu hiicreler
bu gun bir¢ok klinik calismada denenmektedir. Yara
iyilesmesinde, damarsal ve kalp hastaliklarinin tedavi-
sinde, osteogenezis imperfecta tedavisinde ve noérolojik
hastaliklarda kullaniimaktadirlar.i*&1

MKH'’lerin basta hematopoietik kdk hticre nakilleri,
doku muhendisligi ve gen tedavileri olmak Gzere bircok
alanda klinik kullanim potansiyeli olmast bu hiicrelere
duyulan ilgiyi her gegen gin arttirmaktadir. Kardesten
yapilan hematopoietik kok hicre nakillerinde MKH
inflzyonu yalmz engraftmani hizlandirmakla kalmayip,
ayni zamanda akut ve kronik GvHD (graft versus host)
sikligint da azaltmaktadir. Birgok ¢ahismada MKH’lerin
bagisikhik yanitinin diizenlenmesinde rol oynadig: ve
bagisiklik yanitini baskiladig: kanitlanmugtar. 1228

MKH'’lerin kemik iligi de dahil tim dokularda ¢ok
az sayida bulunmasi nedeniyle deneysel veya klinik ola-
rak kullanim i¢in canh digi kultiir besi yerine ekilmesi
gerekir. MKH’lerin klinik kullanim igin yeterli sayiya
ulasmalarin: saglayan en uygun besi yeri %10 veya
%20 FBS kullanildigy kiilttr ortamlaridir. Bu hiicrelerin
klinik kullanimini sinirlayan en 6nemli etken ise FBS ile
kalttre edilmeleridir. CUnkd FBS’un muhtemel bakte-
riyel, viral ve Creutzfeldt- Jakob hastaligina sebep olan
prion efeksiyonlarina yol acabilmesidir. Diger sorunlar
ise FBS’un icerdigi sigir proteinleri nedeniyle sistemik
veya yerel inflamatuar reaksiyonlara neden olmasidir.
Bu etkilerin 6zellikle tekrarlayan uygulamalar sonrasi
daha sik goruldugi rapor edilmistir. Bu nedenle pek
cok Ulkede FBS kullanimini sinirlayan dizenlemeler
yapilmigtir. 622

Bu problemlerin ¢6zUmu icin, literatirde MKH’leri
kdltire etmek amaciyla AB serum, trombositten zengin
plazma, otolog serum ve ya serumsuz besi yerlerinin
kullanilmas: denenmistir. Shigeno ve Ashton®! OS’un
FBS’dan daha Gstin oldugunu sodylerken, Anselme ve
Yamamotot*#U OS ve FBS ile kulture ettikleri MKH’ lerde
benzer sekilde sonugclar elde ettiler. Koller, Kuznetsov
ve Yamaguchi®®>34 gibi diger bazi aragtiricilar ise FBS ile
daha iyi sonuclar rapor ettiler. Yilmaz ve ark. %10 OS ve
%10 FBS karsilastirmas: yaptiklar: ¢alismalarinda ¢oga-
lim kapasitesi acisindan otolog serum ile kulttre edilen
MKH'’lerin daha hizh ¢ogaldiklarin: gésterdiler.!

Degisik konsantrasyonlarda OS kullanilarak %10
FBS ile karsilagtirilmasinin yapildig: ilk calisma 2004
yilinda Stute ve arkadaslar: tarafindan sunulmustur.
Stutel?? %1, %3, %10 OS kullanarak MKH’leri kulttre
etti. Bu calismada koloni olusumu, proliferasyon ve
differansiyasyon yetenekleri acisindan %10 OS
grubunun %10 FBS kadar iyi oldugu rapor edilmistir.
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Tablo 1. TUum gruplarda 3 pasaj boyunca elde edilen
mezenkimal kok hticre sayilart

HUCRE SAYISI (x109)

GRUP 1. PASAJ 2. PASAJ 3. PASAJ
% 10 FBS 3.8+1.22 12.3+2.82 23.548.12
%10 OS 5.6+2.2° 20.4+5.3 56.8+6.1°
%5 OS 4.2+1.0° 12.8+2.32 26.2+3.42
%3 OS 2.8+0.9° 4.5%1.4° 4.8+1.0°
%1 OS - - -

%10 FBS ve %5 OS gruplar: arasinda htcre sayilar: agisindan fark yok
(*p>0.05).

%10 OS grubundaki hiicre sayis: tum gruplardan anlaml: derecede
yuksek (°p<0.05).

%3 OS grubunda hicre sayis: tim gruplardan anlaml: derecede disik
(°p<0.05).

%1 OS ile yapilan kiltlrlerde basar: sagladiklarin: rapor
etseler de, %1 OS ve %3 OS grubundaki sonuglarin
%10 FBS grubuna gore daha kot oldugunu bildirdiler
(Sekil 3A, B, C).

Bizim calismamizda, tum donérlerde %1 OS ile
yapilan deneylerde yapisan hicre ve koloni olusumuna
rastlanmadi. Hicre sayis1 agisindan en iyi grubun %10
OS grubu oldugu, %5 OS ve %10 FBS’un benzer sonuglar
icerdigi gozlemlendi. Sirasiyla %3 OS ve %1 OS grupla-
rinin en kotu gruplar oldugu soylenebilir (Tablol). Yag
dokusuna dénusumleri agisindan %10 OS, %10 FBS, %5
OS benzer oldugu ancak %1 ve %3 OS gruplarinda yag
dokusuna farklilasma olmadig: gozlemlendi (Sekil 1).

FBS’un olast risklerinden uzaklasmak igin,
MKH’lerin OS kullanilarak kilttire edilmesi ve ¢ogal-
tilmaya calisilmas: uygun bir yol alarak dikkati ¢ek-
mektedir. Ancak %10 OS elde edilebilmesi icin yak-
lagik 200-300 mL ven6z tam kana ihtiya¢ vardir ve
pasaj sayilar: arttik¢a bu miktar daha da artacaktir. Bu
nedenle kullanilan OS yuzdesi 6nem kazanmaktadir.
Literaturde ulagilabilen kaynaklarda, %5 OS kulla-
nilarak yapilan herhangi bir ¢alismaya rastlanmadi.
Calismamizda en iyi sonuglart %10 OS kullanilan
gruplarda elde etmis olsak da %5 OS kullanilmasinin,
gerek %10 FBS ile benzer sonuclar icermesi ve gerekse
daha az seruma ihtiya¢c duyulmas: agisindan, daha
uygun olacagi kanmsindayiz.

Sonug¢ olarak otolog serum kullanilarak MKH’lerin
elde edilmesi ve differansiyasyonlart mimkun olabilir.
Ancak en uygun konsantrasyonun belirlenmesi 6nem-
lidir. MKH’lerin Uretim standardizasyonu, kalite kont-
rolintin yapilmas: ve klinikte kullanimu ile ilgili hala
pek ¢ok sorun vardir. Bu sorunlarin asilmasi ve standart
uygulamalara gecilebilmesi ancak preklinik calismalarin
validasyonu ile mimktndur.

Tesekkur

Bu calismada sagladigr teknik desteklerden 6turt Say:n
Omer Keles’e tesekkiir ederiz.
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Cikar Catismasi
Yazarlar, herhangi bir ¢ikar catismasinin s6z konusu

olmadigin bildirmislerdir.
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