Wharton Jelinden izole Edilen Mezenkimal Kok Hiicrelerin
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Karakterizasyonu ve Noral Farklilasmasi
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Kok hicrelerin temel islevi, hastalikli ve yaslanan dokularin
onarimi ve genclesmesi yoniinde destek saglamaktir. Kok
hicrelerin islevlerinin transkripsiyon faktorleri, hicre

donglisi duzenleyicileri, sinyal ileti yolaklari ve miRNA’lar

Gabek Kordonu Kam
Hematopoiatik Kok Hucreler

Uzerinden kontrol edildigi gosterilmistir. Bag dokuda

bulunan temel hicreler olan mezenkimal kok hiicreler

Wharton Jeli
Mezenkimal Kok Hucrelen

(MKH) doku muhendisligi ve rejeneratif tip icin degerli bir
hicre kaynagi olarak cesitli uygulamalarda yer almaktadir.
Bu calismada gobek kordonundaki damarlari koruyan bir

madde olan Wharton jelinden izole edilen mezenkimal kok
hicrelerin (WJ-MKH) sinir doku mihendisligi uygulamalari
icin noral farkhlagsmasina iliskin bulgular gosterilmistir.

Sekil 1. Gobek kordonunun anatomik yapisi ve
Wharton jeli mezenkimal kék hiicrelerinin
sematik gésterimiltl
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Mezenkimal kok hicreler kemik iligi, periferik kan, fetal ve eriskin dokular gibi cesitli
kaynaklardan elde edilirler. Bu kaynaklar agrili invaziv yontem, distk hiicre sayisi, hasta yasinin
etkisi, azalmis kok hilicre davranisi, in vitro kisa dmurla kok ve etik duyarliliklar gibi cesitli
sinirlamalara sahiptirl23l. Wharton jelinden izole edilen mezenkimal koék hiicreler ise, 6nemli

klinik faydasi olan essiz bir mezenkimal

kok hilicre popllasyonudur. Genis farklilasma

potansiyeli, gobek kordonunun bulunabilirligi ve kultlirin uzun sudreli surduridlebilirligi WIJ-
MKH’leri, kemik iligi MKH'lerine kiyasla daha yliksek terapotik degeri olan MKH kaynagi haline
getirmektedirl?, WIJ-MKH'ler, immunomodilasyon, anjiyogenez, yara iyilesmesi, apoptoz,
antitimor aktivitesi ve kemotaksisi iceren genleri ifade edebilmektedir. WIJ-MKH’lerde,
ndrojenik transkripsiyon faktdriiniin yiksek oranda eksprese edildigi bildirilmistirl3l. Wi-
MKH’lerin, oOzellikle rejeneratif tip uygulamalari icin en 6nemli 6zelligi, uygun mikrogevre
kosullari altinda ¢ok cesitli hiicre tiplerine farklilasma potansiyelinin olmasidir!¥. Bu sebeple WI-
MKH’lerin noral farklilasma potansiyeli, motor néron hastaliklari, Parkinson hastaligi, Alzheimer
hastaligi, omurilik yaralanmalari, Huntington hastaligi, omurilik kas atrofisi gibi hastaliklarin

tedavisinde oncu olabilir.

WIJ-MKH izolasyonu icin 27 glinlik hamile Yeni Zelanda irki tavsana, intramuskuler olarak %10 ketamin (40-90 mg/kg) ve %2 ksilazin (5 mg/kg) ile anestezi yapilmis ve gobek kordonu ornekleri
toplanmistir. Kiiglik parcalara béliinen biyopsi, 1 mg/mL konsantrasyonda PBS icerisinde ¢6ziinmis kolajenaz Il enzimi ile karistirilmistir. 4 saatlik inkibasyon sonucu soliisyon santrifijlenip dipte kalan
pelet %10 FBS ve 100 U/mL penisilin-streptomisin iceren disiik glukoz-DMEM besin ortamiyla tekrar siispanse edilip kiltir kabina alinip ve 5% CO, iceren 37°C’deki inkiibatére yerlestirilmistir. izole
edilen hiicrelerin karakterizasyonu, pozitif belirtecler CD29, CD90, CD54, MHC | ve negatif belirtecler CD11b, CD34, CD45, MHC Il ile isaretlenerek akis sitometrisinde analizleri gerceklestirilmis ve
DMEM-LG, %1 ITS, %0,1 Gentamisin, 25 ng/mL NT- 3, 25 ng/mL bFGF, 200 ng/mL SHH, 25 ng/mL BDNF, 25 ng/mL GDNF iceren noral faklilasma ortami kullanilarak immuinofloresans boyama yapilmistir.

BULGULAR

Tavsan gobek kordonundan izole edilen WJ-MKH'ler kdklik belirtegleri olan -CD29, CD90, CD54,
MHC I- ve kokluk belirtecleri olmayan -CD11b, CD34, CD45, MHC II- MKH belirtecleri ile
isaretlenerek akis sitometrisinde analizleri gerceklestirilmistir.
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Sekil 2. CD29+ antikoru isaretli WJ-MKH'lerin akis
sitometri iki parametreli nokta grafigi ve histogram data
sonuglari
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Sekil 4. CD90+ antikoru isaretli wJ-MKHTerin Akis
Sitometri iki parametreli nokta grafigi ve histogram data
sonucglari
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Sekil 6. CD34- antikoru isaretli WI-MKH'lerin Akis
Sitometri iki parametreli nokta grafigi ve histogram data
sonuglari
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Sekil 8. CD11lb- antikoru isaretli WJ-MKH’lerin Akis
Sitometri iki parametreli nokta grafigi ve histogram data
sonuglari
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Sekil 3. CD54% "antikoru isaretli WiI-MKH"ferin  Akis
Sitometri iki parametreli nokta grafigi ve histogram data

sonuglari
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sekil 5. MHBCI"™antikoru isaretli WI-MRE'ferin - Akis
Sitometri iki parametreli nokta grafigi ve histogram data
sonuglar

a1 2 FlLa-i- S EEIES
1w 1 ce e "

FLA-H:: FLa-H
Sekil 7. CD45- antikoru isaretli WJ-MKH’lerin Akis
Sitometri iki parametreli nokta grafigi ve histogram data

sonuglar
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Sekil 9. MHCII antikoru isaretli WIJ-MKH’lerin Akis
Sitometri iki parametreli nokta grafigi ve histogram data
sonuglari

CD29+ antikoru isaretli WJ-MKH’lerin histogram grafigine gbére hiicrelerin %48,9’'unun, CD54+
antikoru isaretli WJ-MKH’lerin %52,8’inin, CD90+ antikoru isaretli WJ-MKH’lerin %86,9’unun ve
MHCI antikoru isaretli WJ-MKH’lerin %67,5’inin, pozitif deger verdigi gorilmustir. CD34- antikoru
isaretli WJ-MKH’lerin %94,4’(inlin, CD45-, CD11b- ve MHCII antikorlari isaretli WJ-MKH’lerin ise

%100’Un0n negatif deger verdigi gorilmustar.

EBIOPHASE

EGE Biomaterials and 3D Biointerphases Research Group

WIJ-MKH’lerin noral farkhlasmasinin incelenebilmesi icin noral farklilastirma ortam
iceriginde 21 glin boyunca kiltir devam ettirilmis ve B-IIl tubulin, O4 ve GFAP primer
antikorlari kullanilarak immunofloresans boyama yapilmistir.

Tablo 1. Farkli ortamlarda 21 giin boyunca kontrol ve noéral farklilasma ortamlarinda kiltird yapilmis WJ-
MKH’lerin noral farkhilagsmaya yonelik iliskili proteinlerin gosterilmesi. Gorlintiiler 40X ve 20X blylUtmede
alinmistir. DAPI (mavi) ve antikor boyamalar (yesil, kirmizi) floresans mikroskop altinda goézlemlenmistir.
Olgek cizgileri 40x biylitmede 25 pm’ye 20x biiyiitmede ise 50 pm’ye denk gelmektedir.

Antikor Noral Faklilasma Ortami Kontrol

20x Buyutme

40x Bilyiitme 20x Bilyiitme

Yapilan IF boyama sonucu, hiicrelerde néral hicre iliskili B- Il tubulin, O4 ve GFAP
proteinlerinin kuvvetli sekilde ifade edildigi gorilmdistdr.

SONUCLAR

Sonu¢ olarak, WIJ-MKH’lerin oldukca
onemli kok hicre kaynaklari oldugu
belirlenmistir.  Noral  farkhlastirma
ortami optimize edilmis olup tavsan
gobek kordonundan izole edilen WI-
MKH’ler basarili  bir sekilde noral
hicrelere  farklilastirilmistir.  Yiksek
noral farkhlasma ozellikleri sayesinde
merkezi ve c¢evresel sinir sistemi
hastaliklarinin ~ tedavisi  icin ~ WIJ-
MKH'lerin nihai klinik uygulamalara yol
acacagl ongoriulmektedir. WJ-MKH’lerin
noral farklilasmasi, rejeneratif tip
alaninda oncu bir gorev
ustlenmektedir; ve yeni arastirmalarin
temelini olusturacaktir.
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