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insan Gébek Kordonu Stroma Dokusunun Kok Hiicresi Transplantasyonlar1 Amaciyla

Kullanilmak Uzere Kontrollii Dondurulmasi Kosullarinin Belirlenmesi

Son yillarda mezankimal kok hiicre kaynagi olarak gosterilen gébek kordonu stromasi iginde yer
alan hiicreler, mezankimal seri hiicreleri olan adiposit, kondrosit, osteosit ve myosite olan
farklilasmalartyla onarimsal tip uygulamalarinda dikkati ¢ekecek kadar {imit verici bigimde ortaya
konmustur. Bazi arastirmalarda islevsel sinir hiicrelerine dek varan farklilasma gergeklestirilmistir.
Bunun da 6tesinde bu hiicrelerin ksenotransplantasyonlarinda bile alicida immiin yanit olusmamis

ve doku reddi ile karsilagilmamigtir.

Bu ¢alismada, daha 6nce kok hiicre 6zelliklerini ayrintilariyla gosterdigimiz bu hiicrelerin kaynagi
olan dokunun kontrollii bir bi¢imde dondurulmasi, ardindan c¢oziilerek kok hiicrelerin izole
edilmesi ve dondurma 6ncesinde ve sonrasinda hiicrelerin yapisal ve islevsel a¢idan incelenmesi ve

degerlendirilmesi amaglanmastir.

Bilgisayar kontrollii yavas dondurma sistemi kullanilarak uygun dondurma ortam: ve sogutma
orani optimize edilmeye calisilmistir. Dakikada 1°C ve 0,3°C olacak sekilde 1s1 diisiiriilerek iki
farkli sogutma orani karsilastirilmistir. Dondurulan dokulardan ve taze dokudan daha sonra hiicre
izolasyonu yapilarak hiicre morfolojisi, proliferasyon diizeyleri ve sagkalimi degerlendirilmistir.

Dondurma sonrasi hiicre sagkalimi % 80’in iizerinde bulunmustur. Dakikada 0,3°C sogutma orani
1°C’ye gore hiicre sagkalimmi arttirdigi saptanmistir. Dondurma &ncesi ve sonrast hiicre
morfolojisinde ve mezankimal hiicre belirteci olan CD90 (Thyl), vimentin, BMP-4 (bone
morphogenetic protein-4), embriyonik kok hiicre belirte¢i olan ve bu hiicrelerde ifade oldugu
bilinen Nanog oranlarinda, kontraktil proteinler olan aktin, desmin ve a-diiz kas aktini, bir diger

ara filaman olan sitokeratin seviyesinde ve yerlesiminde herhangi bir farklilik saptanmamustir.

Bu ¢alisma sonucunda 6nemli bir mezankimal kok hiicre kaynagi olarak gdsterilen gébek kordonu
dokusunun dakikada 0,3°C 1sinin disiiriilmesiyle bilgisayar kontrollii yavas dondurulmasi
yonteminin giivenilir, etkin bir yontem oldugu, bu dokunun dogumdan hemen sonra bu yontem
kullanilarak yillarca saklanabilecegi ve gerektiginde coziilerek kok hiicrelerin izole edilebilecegi

ortaya konmustur (Bu ¢alisma Sanayi Bakanligi STZ 00139.2007/2 nolu projeyle desteklenmistir).
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The assessment of the controlled cryopreservation conditions of human umbilical

cord stroma with a potential usage for stem cell transplantations

In recent years, Umbilical cord stromal cells as a new source of stem cells, are successfully
differentiated into mesenchymal cells; adipocytes, chondrocytes, osteocytes and myocytes, thus
they are considered as remarkable and promising stem cell source in cellular therapies. In addition
to the mesenchymal lineages they were also differentiated into functional neuron-like cells.
Furthermore, no immune response or graft rejection has been reported in the recipient organism.

Even in the xenotransplantation studies.

In the present study, controlled cryopreservation of the umbilical cord tissue pieces as a source of
stromal stem cells has been tested. The success rate has been determined by constitutional,

functional examination and assessment of these cells before and after the cryopreservation.

The computer controlled slow freezing system was used for optimizing the proper freezing
environment and proper freezing proportion. The freezing rate was decreased to 1°C or 0,3°C per
minute during which two different conditions were compared regarding the tested parameters.

The survival rate was found over 80 % after controlled freezing. The 0,3°C per minute freezing
ratio was found higher the survival rate compared to the 1°C per minute freezing ratio. No
significant difference was noted before and after the cryopreservation in terms of cell morphology
and the levels of mesenchymal cell indicator CD90 (Thy1), vimentin, BMP-4 (bone morphogenetic
protein), the embryonic stem cell indicator; Nanog, and the in situ expression of the contractile

proteins; actin, desmin, - smooth muscle actin and cytokeratin.

In conclusion, the computer controlled slow freezing technique applied for the freezing of the
umbilical cord tissue strips turned out to be an valuable tool in preserving the mesenchymal stem
cell source, by decreasing the freezing rate to 0,3°C per minute. Using this reliable and effective
cryopreservation method might save the umbilical cord tissues for years right after the birth. When
necessary they can be successfully thawed and stem cells could be isolated. (This study was

supported by The Ministry of Industry STZ 00139.2007/2 project)
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1. GIRIS

Son yillarda kok hiicresi ile yapilacak hiicre tedavileri daha once doku yamalariyla
basarilmaya c¢alisilan onarimlarin yerini almaya adaydir. Olduk¢a karmasik olan doku
homeostazini saglamada kisinin kendinden alinan doku bir dereceye kadar islevini yerine
getirse de Ozellikle bireyler arasindaki doku nakilleri bir dizi problemlere neden
olmaktadir. O nedenle, kok hiicreler in vivo farklilasma 6zelliklerini ve dolayistyla doku
homeostazin1 daha dengeli kurma konusundaki yetenekleri nedeniyle doku nakillerinin
yerine kullanilma noktasina gelmistir. Yan1 sira bazi kok hiicrelerin alicida immiin yanita
ve dolayistyla redde neden olmamasi kok hiicrelerin allograft doku nakillerinin yerine

kullanilmas olasiligini artirmaktadir.

Eriskin kok hiicrelerin bir grubu da, gébek kordonu iginde yer alan stroma hiicreleridir. i1k
kez 2003 yilinda Mitchell ve ark. (Mitchell ve Weiss et al. 2003) tarafindan kok hiicresi
potansiyelleri ortaya konmustur. Daha sonra Karahiiseyinoglu ve ark. tarafindan
(Karahuseyinoglu ve Cinar et al. 2007) mezankimal seri hiicreleri olan adiposit, kondrosit,
osteosit ve myosite olan farklilagmalar dikkati ¢ekecek kadar iimit vaat edici bi¢cimde
ortaya konmustur. Bazi1 arastirmalarda islevsel sinir hiicrelerine dek varan farklilagma
gerceklestirilmistir (Fu ve Cheng et al. 2006, Weiss ve Medicetty et al. 2006). Bunun da
Otesinde bu hiicrelerin ksenotransplantasyonlarinda bile (insandan fareye veya domuzdan
sigana) alicida immiin yanit olusmamis ve doku reddi ile karsilagiimamistir (Weiss ve

Mitchell et al. 2003, Medicetty ve Bledsoe et al. 2004).

Doku bankasi uygulamalart son 30 yildir giindemdedir. Ozellikle doku onarimmin
gerektigi durumlarda (yanik, biiyiik yaralanmalar, rezeksiyonlar vb) yerine benzer dokunun
yerlestirilmesi ve ¢evre dokularla uyumunun saglanmasi onarimsal tibbin 6énemli konular
olmustur. Bu nedenle potansiyeli ortaya konan insan gdbek kordonu stroma (IGKS) kék
hiicrelerini iceren bu dokunun saklanmasi doku bankacilig1 agisindan biiylik 6neme

sahiptir.

Izole edilmis IGKS hiicrelerinin dondurma kosullari, ¢dziildiikten sonraki hiicre sagkalim
oranlar1 birka¢ grup tarafindan degerlendirilmistir. Bu caligmalarda dondurma ortami
olarak kiiltlir ortamina ilaveten 7%-10% dimethyl sulfoxide (Weiss ve Medicetty et al.
2006, Karahuseyinoglu ve Cinar et al. 2007),veya gliserol (Weiss ve Medicetty et al. 2006)

1



kullanilarak hiicreler kademeli olarak dondurulmus ve -135°C ile -195°C arasinda
saklanmistir (Sarugaser ve Lickorish et al. 2005, Weiss ve Medicetty et al. 2006,
Karahuseyinoglu ve Cinar et al. 2007). Hiicrelerin 37°C de hizla ¢6ziilmeleriyle sagkalim

ve ¢ogalma oranlar1 %50 nin {izerinde bulunmustur (Sarugaser ve Lickorish et al. 2005).

Bu c¢aligmada, daha once kok hiicre ozellikleri gosterilen bu hiicrelerin kaynagi olan
dokunun kontrollii bir bicimde dondurulmasi veya vitrifikasyonu, ardindan ¢oziilerek kok
hiicrelerin izole edilmesi ve dondurma oOncesinde ve sonrasinda hiicrelerin yapisal ve

islevsel acidan incelenmesi ve degerlendirilmesi amaglanmistir.

Kontrollii dondurma, doku ve hiicrelerin stiper kritik 1s1 basamaklarinin hiz1 ve sicaklig
kontrol altinda tutuldugu bir yontem olup bilgisayar donanimli ve sivi azot buhariyla
doku/hiicrelerin tiipler iginde azotla temas etmeden -150°C ile -180°C’ye kadar kontrollii
sogutulmasi, daha sonra -196°C’deki azot buhariyla donmus olarak yillarca saklanmasi
prensibine dayanir (Brockbank KGM 2001). Boylece seritler halinde dilimlenmis doku
parcaciklari yaklasik 50 yil siiresince saklanabilmektedir (Sumida 2006).



2. KAYNAK OZETLERI

Sogukta saklama diislik sicakliklar kullanilarak canli hiicre veya dokularin yapisal olarak
bozulmamis bir sekilde korunmasini saglar. Dondurma islemiyle duragan bir ortam
olusturularak yasam korunur. Is1 diistiikkce organizmanin metabolik aktivitesi yavaslar ve
donma sonucunda durur. Giiniimiizde tek hiicreler ve kiigiikk doku parcalar1 sogukta
korunabilmektedir. Tek bir hiicrenin kriyobiyolojik olarak dondurulmasi en basit yontem
olarak degerlendirilmektedir. Zira bu durumda s6z konusu hiicrenin biyokimyasal
ozellikleri géz oniine alinarak donmaya kars1 verecegi tepkiler 6nceden tahmin edilebilir.
Ancak doku parcalar1 ¢ok sayida ve tiirde hiicre barndirdigindan donma kosullarinin
optimizasyonu daha giictiir. ileride insanlig1 bekleyen olas1 doniim noktasi tiim viicudun
sogukta korunmasi seklinde olacaktir, ancak suan teknoloji bu amaca ulagmaktan ¢ok

uzaktir.

Sicakligin diismesiyle hiicreler birgok faktoriin etkisi altinda kalir. Birincil etki, sicakligin
donma noktasina ulagmasiyla hiicrelerin termal sok ile karsi karsiya kalmasidir. Bunu,
hiicre i¢inde ve disinda buz kristallerinin olusumuyla buz kristallerinin hiicreye verdigi
mekanik hasar izler. Ugiincii etki olarak suyun donmasiyla hiicre digindaki sivi faz
bilesimindeki tuz derigiminin artis1 ve hiicresel dehidratasyondur. Bu etkilerin goreceli

etkisi hiicre ve doku tipine, soguma ve 1sinma oranina bagl olarak degisir.

Donma sonucu ortaya ¢ikan hasar1 azaltmak i¢in uygun kriyokoruyucu maddeler ve tagima
cozeltisinin bilesimi, uygun dondurma sistemleri, uygun depolama sicakligi ve ¢6zme 1s1s1

g6z Oniline alinmalidir.

2.1. Termal Profil

Donma ve ¢oziilme esnasindaki 1s1 diislistiniin hizi, doku ve hiicrelerin sag kaliminda
onemli rol oynar. Isinin diisiis hizinin nicel olarak Ol¢lilmesi bu nedenle 6nemlidir, bu
degeri gosteren egri termal profil olarak adlandirilir. Ornegin termal profilinde ilk olarak
asir1 soguma (supercooling), donma ve gizli 1s1 ¢ikisi gézlenir (Sekil 2.1.1.). Oda 1sisindan
¢ozeltinin donma noktasinin 1 veya 2 derece altina kadar olan 1s1 diisiisiiniin oran1 hiicrenin
sagkalimi iizerinde ¢ok etkilidir. Bu nedenle soguma derecesi +4°C ile -40°C arasinda

kontrol edilmelidir.
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Sekil 2.1.1. Ornegin termal profili

Asir1 soguma; bir sivinin sivi fazdan kati faza gegmeden, normal donma noktasinin
altindaki bir sicakliga sogumasidir. Bu durumda yar1 kararli haldeki sivi molekiilleri

enerjilerini kaybeder ancak kat1 faza gecemez. Bu faz bir¢ok degiskene baghidir.

*  Soguma hiz1
e Ornegin biiyiikliigii

* (ozeltideki yabanci pargaciklar

Cevremizde bulunan maddeler kati, sivi ya da gaz halinde bulunurlar, bunlara yeterli 1s1
verildiginde ya da alindiginda, bir halden diger bir hale gecis yaptiklart gozlemlenir.
Maddelerin sivi halden kati hale gegmelerine donma denir. Bir madde s1vi halden kat1 hale
gecerken cevresine 1s1 verir ve enerjisini kaybeder. Bu nedenle donma ekzotermik (disariya
11 veren) bir tepkimedir. Maddenin faz degisimi sirasinda aldig1 ya da saldig: 1s1ya gizli 1s1
denir. Donmanin baslamasiyla ortamda enerji degisimi olur ve termal profilde 1s1 ¢ikist
olarak bilinen gizli 1s1 ¢ikis1 (latent heat of fusion) gozlenir ve daha sonra madde donma
noktasima geri doner (Sekil 2.1.1.). Gizli 1s1 ¢ikisi hiicrenin sagkalimi iizerine etkilidir.

Burada olugan 1sinin baskilanmasi sagkalim oranlarini arttirir.

Su ve sulu c¢ozeltilerde c¢ekirdeklenme sivi fazin kat1 faza (buz kristaline) doniistimii
olarak tanimlanir. Suyun erime noktast 0°C olmasina karsin, suyun sicakligi buz olusumu
gerceklesmeden belirgin sekilde 0°C’nin altina diistiriilebilir. Dikkatli sekilde kontrol
edilen kosullar altinda su, buz c¢ekirdeklenmesi olusmadan yaklasik -40°C ’ye kadar
sogutulabilir (Morris 2007).



Buz olusumu esnasinda, donan hiicrenin korunmasi gerekir. Ornegin gekirdeklenme
derecesinden -40°C ye kadar sogumasi dikkatle kontrol edilmelidir. Ornegin 1s1s1nin
-90°C’ye kadar kontrol edilmesi, azot tankina taginmasi esnasinda olabilecek 1sinma riskini

azaltir (Brockbank KGM 2001).

Cekirdeklenmenin disaridan bir etken yardimiyla uyarilmasina ise filizlenme (seeding)
denir. Bu sirada eger siviya kiiciik bir soguk cisim ile filizlenme yapilirsa kristallesme
olusacak ve sicaklik donma noktasina geri donecektir. Filizlenme ortamdaki toz
tanecikleri, mekanik titresim ya da sert yiizeylerle de indiiklenebilir. Bu uyaric1 etkenler;
cekirdeklenme gerceklesene kadar soguk metal bir objeyle dokunmak, mekanik vibrasyon

ve hizli sicaklik diisiisiidiir (Ozkavukcu ve Erdemli et al. 2008).

Yapilan ¢aligmalar birgok memeli hiicresinde en uygun soguma oraninin dakikada 0,3°C
ile 10°C arasinda oldugunu gostermistir. Bu aralik her hiicre tipi igin degisiklik

gosterir(Brockbank KGM 2001).

2.2. Donmanin Doku ve Hiicreler Uzerine Olan Etkileri

Istnin hizli disiisii hiicreler {izerinde olumsuz etkilidir. Hiicrelerin canli kalmay1
basarmalari, sanilanin tersine asir1 diisiik sicakliklara dayanma becerilerinden ¢ok donma
ve 1sinmada iki kez ge¢mek zorunda olduklari 6liimciil olarak kabul edilen ara bolge
sicakliligindaki (+15°C ile -60°C) sag kalimlarina baghdir. Hiicrenin donma noktasinin
altinda ve tistiinde karsilastigi bu olumsuz durum termal sok olarak adlandirilir. Hiicreler
hizli sogumaya zorlandiklar1 zaman, buz kristalizasyonu olmasa bile termal sokun
olusturdugu hasarlarin etkisi altinda kalir. Hiicreler icin kritik olan termal sok araligi
+15°C ve 0°C arasidir ve etkisi -80°C ye kadar goézlenebilir. Termal sok hasari hiicre
zarinda baglar ve bunun sonucunda zars1 yapilarda biiziisme, hiicrede mekanik kirilma ve
parcalanma meydana gelir. Termal sokun verdigi hasarin istesinden gelmek i¢in
kriyokoruyucular, belirli fosfolipitler (fosfotidilserin) ve yavas sogutma sistemleri

kullanilmalidir.

Bir diger etki de hiicrenin fiziksel ¢evresindeki degisimdir. Hiicre sag kaliminda, donmanin
meydana gelmedigi hiicre dis1 sivi onemlidir. Hiicreler genelde donmamig bdoliimlerde
depolanma egilimindedir. Hiicrelerin tek bir bolgede toplanma egilimleri fiziksel hasara
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neden olur ve hiicrelerde bigim bozuklugu gozlenir. Yogun olarak paketlenmis hiicreler
mekaniksel stresten dolay1 zarar goriirler. Ayrica, hiicre dis1 stvidaki katyon oranindan ¢ok,

anyon miktar1 hasarda 6nemli rol oynar.

Soguma siirdiik¢ce buz kristali olusumu gerceklesir. Buz kristalleri ilk once hiicre dist
ortamda olugmaya baglar. Suyun donmas1 sonucu hiicre dis1 ¢ozeltinin tuz derisimi artar,
bu artig belirli bir diizeyin iizerine ¢iktiginda ise otetik nokta olarak adlandirilir. Bu
sekildeki bir elektrolit derisimi artigini hiicresel dehidratasyon izler ve hiicre i¢inden disina
su cikist gozlenir. Hiicreden hiicreye degisen ve her hiicrenin tolere edebilecegi bir
dehidratasyon esik degeri vardir (Mazur 1988). Bu deger asildiginda hiicrede geri
doniistimsiiz hasarlar meydana gelebilir. Hiicreler dehidratasyona ne kadar direngliyse
diisiik sicakliklara da o kadar direngli olur. Hiicrenin su kaybetmesiyle hiicre ici iyon
derisiminde artig gozlenir. Hiicre i¢indeki bilesiklerin, tuzlarin derisimindeki artis, toksik
etkilere neden olur. Bu artis proteinlerin ¢dkelmesine ve zardaki lipoprotein yapisinin
bozulmasina yol agar. Dolayisiyla hiicre i¢i ve hiicre dis1 iyon dengesinin saglanmasi hiicre
sag kalimi agisindan ¢ok onemlidir. Tampon tuzlarinin kristalize olmasiyla hiicre i¢i pH’da
ciddi degisimler gdzlenir, bunun sonucunda da proteinlerde hasar meydana gelir. Baz1
biyolojik sistemler goreceli olarak eriyik madde etkisine daha direnclidir. Ornegin sekiz
hiicreli embriyonlarin, donma esnasinda olusan yiiksek tuz derisiminden etkilenmedigi

gosterilmistir (Schneider ve Mazur 1987).

Diisiik 1sida korumada siklikla kullanilan sivi azotun -196°C’lik sicakligi 1siya bagimh
olan hi¢ bir tepkimenin ¢alismasina izin vermez. Bu sicakliklarda sivi su halinde var
olamaz. Var olabilen tek fiziksel hal cams1 ve kristalli parg¢aciklardir. Bu iki durumda da
akigkanlik, difiizyonun olusamayacagir kadar yiiksektir. -196°C’deki donmus sulu
cozeltilerde olusabilecek tek tepkime iyonize radyasyon ve kozmik ismlarin dogrudan
etkisiyle meydana gelen serbest radikallerin ortaya ¢ikisi ve makro molekiillerde kirik
olusumu gibi foto-fiziksel olaylardir. Bu kadar diisiik sicakliklarda enzimatik tamir
mekanizmalar1 da calisgamayacagindan uzun siire iginde bu iyonlagsmalar zararli ve geri
doniistimsiiz DNA kiriklarma yol agabilir. Kiiltiirdeki memeli hiicrelerinin %63 iiniin
oliimiine yol agan iyonize radyasyon dozu 200—400 rad’dir. Diinyadan yayilan radyasyon
dozunun yilda 0,1 rad oldugu g6z oniine alindiginda -196°C’de korunan tipik memeli

hiicre popiilasyonun bu oranda bir hasara ugramasi icin 2000 ila 4000 yil ge¢mesi



gerekmektedir. Bu oransal hesaplamanin 6tesinde -196°C’de hiicre saklama yontemlerinde

kromozomal veya genetik degisikliklerin ortaya ¢iktigin1 gosteren bir kanit yoktur.

2.3. Kriyopreservasyon isleminde Kullamlan Kimyasal Maddeler (Kriyokoruyucular)

ve Etki Mekanizmalari

Sogukta saklamada amag; donma ve c¢oziinme sirasinda olusabilecek hiicre i¢i buz
kristallerinin ve yiiksek tuz derisiminin olusumunu engelleyerek verecegi zarari
onlemektir. Bunun i¢in hiicre i¢i stvinin hiicre zarindan gegen ve hiicre i¢in olabildigince
zararsiz olan kriyokoruyucu madde ile yer degistirmesi, hiicreyi sogugun olumsuz

etkilerinden korumada kullanilan en yaygin yontemlerden birisidir.

Kriyokoruyucular dondurma ve ¢6zme uygulamalar1 sirasinda hiicrelerde olusabilecek
zararlar1 onlemek amaciyla kullanilan kimyasal maddeler olarak tanimlanmaktadir(Palasz
ve Mapletoft 1996). Kriyokoruyucular, i¢inde bulunduklari sivinin donma noktasini
diisiiriirler. Hiicre dis1 ortamdaki sivinin donma noktasindaki diisiis, hiicre icindeki suyun
hiicre disina ¢ikisint 6nler bdylece hiicrenin biizigmesini kritik hacmin {izerinde tutar
(Sekil 2.3.1.). Kriyokoruyucular hiicre ic¢i yliksek derisimin seyrelmesini saglar ve
proteinlerin ¢okelmesini dnler; etkilerini sistemdeki toplam eriyik derisimini arttirarak ve
boylece olusacak buz miktarimin  azalmasint  saglayarak  gosterirler.  Fakat
kriyokoruyucularin biyolojik olarak kabul edilebilir, hiicre i¢ine girebilir nitelikte ve toksik
etkisinin az olmasi istenir. Hiicre zarindan ge¢ip gegemediklerine gore iki ayr1 grupta ince-

lenir.

1- Hiicre zarindan gegebilen, yani hiicre igerisine girebilen kriyokoruyucu maddeler.
* Dimetilsiilfoksit (DMSO), gliserol, etilen glikol, 1,2 propanediol, 2,3 biitanediol.
2- Hiicre zarindan gecemeyen, yani hiicre igerisine giremeyen kriyokoruyucu maddeler.
* Diistik molekiil agirlikl (glikoz, siikroz, trehaloz, rafinoz, galaktoz)
* Yiiksek molekiil agirlikli (polivinil alkol; PVA, polivinil pirrolidon; PVP)
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Sekil 2.3.1.Kriyokoruyucu madde ve hiicre hacmi iliskisi.Kriyokoruyucu madde
(KKM)’nin varlig1 hiicre hacmini kritik noktanin {izerinde tutar.

Hiicre icine girebilen kriyokoruyucular diisik molekiil agirligina sahiptir  ve
dimetilsiilfoksit (DMSO), gliserol, etilen glikol, 1,2 propanediol, 2,3 biitanediol, propilen
glikol ve diger bazi alkolleri kapsamaktadir (Agca 1994, Palasz ve Mapletoft 1996).
Donmanin gergeklesmesinden once, ozmotik basing farkindan dolayi, hiicre igerisindeki
stvi  kriyokoruyucu maddelerle yer degistirir ve bodylece hem hiicre hacmindeki
degisiklikler hem de hiicre ig¢indeki buz kristallerinin olusumu azaltilarak donma islemi
sirasinda hiicrelerin zarar gérmesi minimum diizeye indirilir (Sekil 2.3.2.). Hiicre igerisine
girebilen kriyokoruyucular, suya baglanabilme 6zellikleriyle ve diger bilesenlerin yiiksek
derisimlerinden kaynaklanan toksik etkilerini azaltarak koruyucu etki gosterirler. Hiicre
icinde ve disinda belirli bir miktar suyun kristalize olmadan sivi fazda kalmasini
saglayarak elektrolitleri ¢ozeltide tutarlar. Bu gruptaki kriyokoruyucularin ¢ogu yiiksek
oranda suda ¢oziinebilme yetenegine ve 1s1 etkisine sahiptir; su molekiilleri ile hidrojen
baglar1 olusturabilmektedirler. Bu sayede suyun hidrojen baglarint kopararak, suyun
yapisin degistirirler. Ornegin; gliserol kendi hidroksil grubu ile su molekiiliindeki oksijen
arasinda hidrojen bag1 olusturur. DMSO’nun oksijeni ise, suyun protonlari ile birlesmekte
ve bunun sonucunda da 1s1 agiga c¢ikmaktadir. Bunun yam sira, hiicreler yiiksek tuz
derisimi ile g¢evrildiginde kriyokoruyucular hiicreleri yogun su kaybindan korumaktadir

(Brockbank KGM 2001).
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Sekil 2.3.2.Kriyokoruyucu maddenin hiicre iizerindeki etkisi. Kriyokoruyucu madde
(KKM) ortama verildiginde hiicredeki su kaybi KKM’nin hiicre i¢ine girmesinden daha
hizlidir. Boylece hiicre hacim kaybeder. Daha sonra hiicre i¢indeki KKM, suyun hiicre
icine girmesine neden olur ve hiicre hacmi artar.

Hiicre i¢ine giremeyen kriyokoruyucular ise, kendi aralarinda iki ayr1 gruba ayrilir. Bunlar;
hiicre i¢ine giremeyen diisiik molekiil agirlikli (glikoz, siikroz, trehaloz, rafinoz, galaktoz
ve diger bazi sekerler) ve yiiksek molekiil agirlikli (polivinil alkol; PVA, polivinil
pirrolidon; PVP ve diger bazi polimerler) kriyokoruyuculardir (Agca 1994, Palasz ve
Mapletoft 1996, Bagis ve Odaman et al. 2002). Hiicre i¢ine giremeyen diisiik molekiil
agirlikli kriyokoruyucular donma islemi siiresince sekillenen buz kristalleri olusumunu
azaltan etkilerini hiicreleri 6nce dehidrate ederek gdsterirler. Hiicre igine giremeyen yliksek
molekiil agirlikli kriyokoruyucular ise, hiicrelerin dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi sirasinda
olusan buz kristallerinin sekil ve biiyiikliikklerini zararsiz olacak bicimde degistirerek
etkilerini gosterirler (Palasz ve Mapletoft 1996). Bunlardan bagka, albiimin (Pugh ve
Aankaersmith et al. 1998), fikol (Begin ve Bhatia et al. 2003) ve antifriz protein (AFP)
(Wang 2000)gibi baz1 proteinler de hiicre igerisine giremeyen yiiksek molekiil agirlikli
kriyokoruyucular igerisinde yer almaktadirlar. Gilinlimiizde serumdan kaynaklanabilecek
kontaminasyonlar nedeniyle, genellikle polyvinil pirolidon (PVP) ya da polivinil alkol
(PVA) gibi bazi1 maddeler serum yerine kullanilmaktadir(Palasz ve Mapletoft 1996, Pugh
ve Aankaersmith et al. 1998, Dinnyes ve Dai et al. 2000).



2.4. Kriyokoruyucu Maddeleri Tasiyan Cozelti

Basarili bir sogukta saklama islemi i¢in dondurma Oncesi faz biiyilkk dneme sahiptir.
Dondurma o6ncesi faz hiicrelerin fizyolojik c¢evreden dondurma c¢ozeltisine taginmast
siirecini kapsar. Tasima ¢ozeltisi igindeki tamponlar, bilesikler ve kriyokoruyucu maddeler
diisiik sicakliklarda hiicrenin alacagi hasar1 engellemeyi amaclar. Dondurma oncesi faz
soguma faziyla baslar (hipotermik faz) ve iki amaca hizmet eder. Birincisi, metabolizmay1
yavaslatarak iskemik ve hipoksik degisimleri minimalize etmek; ikincisi de, kriyokoruyucu

maddenin kimyasal toksisitesini azaltmaktir (Taylor ve Hunt 1985).

Sogukta saklama sirasinda hiicre sag kalimini bircok faktor etkiler ve genelde tasima
cozeltisinin rolii gbz ardi edilir. Genelde tasiyici ¢ozelti olarak geleneksel kiiltiir ortami
kullanilir fakat bu ortam hiicreleri fizyolojik sicakliklarda desteklemek {izere
tasarlanmigtir. Oysaki sicakliligin diisiisliyle hiicrelerin metabolizmasindaki yavaslama
sonucu metabolik destekleyiciden ¢ok fiziksel destek 6n plana ¢ikar. Diisiik sicakliklarda
kimyasal reaksiyonlarin azalmasiyla oksijen ve diger substratlara olan gereksinim azalir.
Bu nedenle hipotermi sirasinda hiicrede olusan su ve iyon degisimlerini destekleyen 6zel
olarak diizenlenmis ¢ozeltiler kullanilmalidir (Taylor ve Hunt 1985, Taylor ve Campbell et
al. 2001). Bu ¢ozeltiler donma anina kadar hiicre metabolizmasini1 desteklemeli, hiicre i¢i
ve dist iyon ve su dengesini saglamalidir. Diislik sicakliklarda hiicre zar1 pompalari
inaktive olur ve metabolizma c¢aligmaz, su ve iyon dengesinin saglanmasi hiicre dis1
ortamin kontrol altinda tutulmasiyla saglanir. Bu nedenle hipotermik sicakliklarda hiicreyi
koruyacak olan tasima ¢ozeltisi hiicre ici tipte olmalidir. Ozellikle monovalan katyonlarla
iyonik dengenin saglanmasi ve hiicre icine giremeyen eriyik madde kullanilmasiyla

ozmolalite arttirilir.

2.5. Sogutma Orani

Hiicrelerin soguma oraninin sagkalim tizerine etkili oldugu 1963 yilinda Mazur tarafindan
gosterilmistir (Mazur 1963). Bu oran hiicreleri oda 1sisindan baslayip donma noktasinin 1-
2°C altina kadar gegen siirede ¢ok etkiler. Bu nedenle 4°C den -40°C ye kadar soguma
oraninin kontrolii sagkalim iizerine dogrudan etkilidir. Suyun hiicre zar1 boyunca hareketi
ve bununla baglantili olarak hiicre i¢i buz olusumu soguma hiziyla iliskilidir. Hiicre i¢i buz

olusumu genelde Oliimciildiir. Bu hasarin azaltilmasi soguma oranina baghdir. Soguma
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orani kontrol edilerek suyun hareketi de kontrol edilir ve bu nedenle buza doniisecek olan
su miktar1 da buna bagli olarak degisim gosterir. Hiicre i¢cinde buz olusturmayacak en hizli
sogutma, optimum sogutma hizi olarak degerlendirilir. Cesitli hiicre tipleri i¢in farkl

optimum sogutma hizilar1 tanimlanmistir (Sekil 2.5.1.).

Donma sirasinda hiicrelerin hipertonik durumlara karsi gosterdigi tepki bir¢ok etkene

baglidir. Bunlarin en 6nemlileri sunlardir:

1. Hiicrenin hacmi ve ylizey alani

2. Hiicrenin suya gegirgenlik katsayisi

3. Arrhenius aktivasyon enerjisi

4. Ortama eklenen sogukta koruyucu maddenin tipi ve derisimi

5. Sogutma hizi

Insan
eritrositleri

Fare kemik
iligi hiicresi
Cozme 50
sonrasi
sagkalim 3
(%)

Hamster
hiicresi

>
10 100 1.000 10.000 Sogutma oran1 (°C/dk)

Sekil 2.5.1.Dort farkh hiicre i¢in sogutma hizinin hiicre sagkalimi iizerine olan
etkisi.

Bunun yani sira optimum sagkalim i¢in kriyokoruyucu derigimi ile sogutma orani arasinda
bir iligki vardir, kriyokoruyucu derisimi arttik¢a optimum sogutma orani azalir. En ytiksek

hiicre sagkalimi i¢in bu iligki hiicreden hiicreye incelenmelidir (Sekil 2.5.2.) .
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Sekil 2.5.2. Kriyokoruyucu maddenin donma hizi iizerine etkisi. Farkli derisimlerdeki
gliserol icinde dondurulan fare hematopoetik kok hiicrelerinin donma hiziyla olan
etkilesimi

Dondurmada kullanilan yontemleri geleneksel yavas dondurma, hizh dondurma ve

vitrifikasyon olmak iizere baslica 3 grupta inceleyebiliriz.

2.5.1. Geleneksel yavas dondurma

Dondurma islemi yavas gerceklestiginde (0,2 — 10°C/dk) ilk olarak hiicre dis1 ortamda buz
olusmaya baslar. Buzun olusmas1 hiicre dis1 ortamin hipertonik olmasina neden olur ve
bunun sonucu olarak hiicre ig¢inden hiicre disina ozmoz ile su gecisi meydana gelir.
Dondurma islemi yavas ise hiicrenin su kayb1 giderek artar. Hiicre i¢in 6liimciil olan hiicre
ici buz kristali olusumu, bu sekilde ozmoz ile su kaybi sonucu engellenmis olur. Fakat
hiicrenin su kaybi o&tetik noktanin Otesine gecerse, hiicre i¢i tuz ve bilesiklerin
derisimindeki artis hiicre i¢in 6liimciil sonuglar dogurur. Bu nedenle hiicrenin sagkalim
oranini arttirmak i¢in hiicre i¢inde buz kristali olusmayacak kadar su kaybetmesini
saglayacak siire taninmali fakat yiliksek derisimden etkilenmeyecek kadarda hizli
sogutulmasi amagclanir. Bu yontemde hiicrenin dondurulmasinda ardisik asamalar su se-

kilde 6zetlenebilir;

1. Dokunun ve hiicre kiimesinin gliserol, etilen glikol, DMSO ya da propilen glikol gibi

hiicre i¢ine girebilen kriyokoruyuculardan birisinin giderek artan derisimdeki ¢ozeltide,

12



ozmotik denge saglanana kadar bekletilir.

2. Kontrollii dondurma aygiti araciligryla -30°C ile -70°C’ler arasindaki bir sicakliga
ulasincaya kadar kademeli yavas sogutma yapilir (0,2-3,0°C/dk).

3. [Istenilen sicakliga ulasildiginda, s1v1 azotun (-196°C) igerisine daldirilarak saklanir.

4. Kontrollii ¢ozme yaklasik 250°C/dk olacak hizda (37°C’lik su banyosunda) yapilir.

2.5.2. Hizli dondurma

Hizli dondurma, ¢ok hizli donma (1200-1250°C/dk) uygulanmasindan once hiicrelerin
kismen suyunu kaybettigi dondurma islemini tanimlamak ic¢in kullanilir. Bu yontemle
basarili bir sonu¢ almak icin gliserol, propandiol, DMSO ya da etilen glikol gibi hiicre
icine girebilen kriyokoruyuculardan birisi (2-4,5 molar) siikroz, trehaloz, laktoz ya da
galaktoz gibi hiicre igine giremeyen kriyokoruyuculardan biri (0,25-0,5 molar)’lik
karisimlarindan olusan dondurma cozeltilerinin kullanilmasi gerekir (Cseh ve Corselli et
al. 1997, Park ve Kim et al. 2000). Kisa bir dengeleme (ekilibrasyon) isleminden sonra
hiicre suyunun bir boliimiinii kaybeder ve bu asamada hiicreler sivi azot buharinda ¢ok kisa
bir siire tutulup sivi azot icerisine daldirilir. Asagida agiklanan vitrifikasyon yonteminden
farkli olarak, hizli dondurmada hiicre disi sivi donar ve dondurma ¢dzeltisinin
ozmolaritesinde artits meydana gelir. Bunun sonucu olarak hiicrelerin suyunu tamamen
kaybetmesi beklenir ancak hiicrelere yeteri kadar su kaybetme siiresi taninmadigi i¢in
hiicre icinde kalan suyun donma esnasinda kristalizasyona ugramasiyla hiicre hasar
gorebilir. Cozme igleminde uygun olmayan ¢6zme hizlar1 uygulanirsa, hiicre i¢i kiiciik buz
kristalleri birlesip biiylik kristalleri sekillenebileceginden hiicre zarar gorebilir (Palasz ve

Mapletoft 1996).

2.5.3. Vitrifikasyon

Vitrifikasyon hiicrelerin, dokularin ve organlarin diisiik sicakliklarda hiicre igerisinde ta-
mamiyla camst (vitr6z) bir durumun yaratilmasiyla dondurulmasini ifade eden bir terim
olarak kullanilmaktadir. Bu yontemde buz kristalleri hi¢ sekillenmemektedir. Vitrifikasyon
islemibasariyla ilk kez fare embriyolarinda gerceklestirilmistir (Rall ve Fahy 1985).
Vitrifikasyon yonteminin basitligi, diisiik maliyeti ve uygulanan islemin kisa zamanda
gerceklestirilebilmesi gibi avantajlarina karsin, gamet ve embriyonlar disindaki kullanimi

genellikle deneysel diizeyde kalmigtir. Basarili bir vitrifikasyon igin, viskozitede g¢ok
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yogun bir artis gerekmektedir. Bunun icin de ya yiiksek sogutma oranlar1 ya da diisiik
sicaklik derecelerinde viskoziteyi artiran ve buz kristallerinin bi¢imlenigini baskilayan
kriyokoruyucu c¢ozeltilerin kullanim1 gerekmektedir (Vajta 2000). Kriyokoruyucularin
yaklasik 5-7 molar gibi yiiksek derisimlerde kullanilmas1 ile vitrifikasyonun
saglanabilecegi gosterilmistir. Bu oran geleneksel yavas dondurmadaki derisimlerin
(genellikle 1-2 molar) yaklagik 2-3 katidir (Shaw ve Kuleshova et al. 1997).
Vitrifikasyonda kriyokoruyucularin dondurma isleminde buz olusumunu baskilamalar1 en
onemli unsurdur ve sicaklik diistiikce ¢ozelti tiimiiyle viskoz bir hal alarak sonunda camsi
faza gecmektedir. Farkli kriyokoruyucularin suyla olusturulan g¢ozeltilerinin camsi fazi
olusturabilme 6zelliklerinin degisken oldugu gosterilmistir. Bunun da nedeninin, her bir
kriyokoruyucunun vitrifikasyonun geligmesine yardimci olmasi ya da donmaya olan
egilimi azaltmasi; yam1 sira su molekiilleri ile olan etkilesimlerindeki farkliligindan
kaynaklandig1 bildirilmigtir. Pratik sogutma hizlarinda vitrifikasyonun saglanmasi i¢in
kriyokoruyucularin yiiksek derisimlerinin (>%30) kullanilmas1 gerektiginden ilgili
kriyokoruyucularin toksisiteleri vitrifikasyonda 6nemli bir rol oynamaktadir (Arakawa
1990). Yiiksek derisimlerdeki kriyokoruyucularin toksik etkilerini en aza diisiirmek i¢in
dengeleme zamaninin kisaltilmasi, iki asamali dengeleme ve toksisiteyi azaltan siikroz,
trehaloz, formamid ve rafinoz gibi baz1 maddelerin kullanilmas: 6nerilmektedir(Palasz ve
Mapletoft 1996). Oldiiriicii buz kristallerinin olusumunun donma asamasindakine kiyasla
coziinme asamasinda daha hizli sekillendigi gosterilmistir (Palasz ve Alkemade et al.
1993). Bu nedenle hiicrelerin vitrifikasyondan sonra canliliklarini siirdiirebilmeleri, ayni
zamanda, devitrifikasyon sirasinda meydana gelebilecek zararlarin da Onlenmesine
baglidir. Sulu ¢ozeltilerinin dondurma ve ¢ozdiirme islemleri boyunca camsi fazi sekil-
lendiren polietilen glikol ve 2.3 biitanediol gibi maddeler ayni zamanda gliserolle
karsilastirildiginda, hiicrelere ¢ok daha hizli penetre oldugundan, vitrifikasyon
cozeltilerinde kullanilan ideal kriyokoruyucu maddeler olarak bildirilmistir (Palasz ve
Mapletoft 1996). Fikol, antifriz proteinler ve sodyum hyaluronatgibi yiiksek molekiil
agirhikli maddeler kriyokoruyucu cozeltilerin vitrifiye olabilme 6zelliklerini artirir ve
cozdiirme siirecinde devitrifikasyonu Onlerler. Ancak, in vitro gelistirilmis si8ir
blastosistleri etilen glikol-siikroz ¢ozeltisiyle herhangi bir vitrifikasyon 6zelligini artirici
madde kullanilmadan bagariyla vitrifikasyon yontemiyle dondurulmustur. Bu tiir molekiil-
lerin vitrifikasyon ¢ozeltilerinde bulunmamasi ¢oziindiirme esnasinda net bir
devitrifikasyonla sonu¢lanmistir ki; bu da buz kristallerinin dondurma asamasina gore

cozlindiirme asamasinda daha kolay sekillendigini dogrulamaktadir. Ancak, ¢6zdiirme
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siirecinde sekillenen devitrifikasyon olgusunun ¢ozdiirme sonrasi hiicrelerin canliliklarini
korumada olumsuz etki gostermedigi bildirilmistir(Palasz ve Alkemade et al. 1993).
Farelerde yapilan baska bir calismada, dondurma asamasinda vitrifikasyon ¢ozeltisinde
sekillenen kristalizasyonun embriyolara zarar vermedigi bildirilmistir(Leibo ve Oda 1993).
Bu nedenle, dondurma asamasindaki gozlenebilir kristalizasyon ve ¢dzdiirme asamasindaki
yeniden sekillenen kristalizasyonun hiicrelere zararsiz olmasi, buz kristallerinin hiicre
disinda sekillendiginin ve hiicrelerin icerisinde herhangi bir kristallesmenin ya da
degisikligin olmadigimin gostergesi olarak kabul edilmektedir(Palasz ve Mapletoft 1996).
Tartismali da olsa, basar1 ile gergeklestirilen dondurma yontemlerinin hemen tiimiinde
vitrifikasyonun bir dereceye kadar embriyon ya da ovositlerin iginde ve etrafindaki
cozeltilerin derisimine bagl olarak asamali sekilde gergeklesen buz olusumu sonucunda

olustugu bildirilmistir (Rall ve Reid et al. 1984).

2.6. Bilgisayar Kontrollii Yavas Dondurma Sistemi

Kontrollii yavas dondurma sisteminin kullanilmasinin amaci hiicre i¢indeki suyun
kontrollii sekilde ¢ikisin1 ve donma anindaki 6liimciil olan 1s1 ¢ikisinin kontrol edilmesini
saglamaktir. Ornegin bulundugu ortamin 1sisinn kontrollii bir sekilde cekirdeklenme
gerceklesmeden hemen Once hizla diisiiriilmesiyle 1s1 ¢ikisi kontrol altina alinir ve asiri
soguma gerceklesmeden c¢ekirdeklenme olusumu saglanir. Donma noktasindan once
kontrollii bir sekilde ¢ekirdeklenmenin gerceklestirilmesiyle, her 6rnek i¢in ayn1 dogrusal
termal profil olusumu saglanir. Bu sekilde kriyopreservasyon sonrast hiicre sagkalim orani
arttirthir. Uygun dondurma programinin olusturulmasi igin, her yeni 6rnek ve dondurma
cozeltisine 6zel test programi kullanilarak ¢ekirdeklenme noktasinin belirlenmesi gerekir
(Sekil 2.6.1.). Bu test programindan elde edilen veriler sonucunda ¢ozeltinin termal profili
elde edilerek asil dondurma programinin olusturulmasi saglanir. Test program basamaklari

strastyla;

1. Kriyokoruyucuya bagli olarak +10°C’de program baslatilir.

2. Dokunun ve i¢inde bulundugu kriyo ¢ozeltisi +10°C den 0°C ye 2°C/dk hizla sogutulur.
Bu asamada 6rnegin 0°C olmasi programin derecesiyle dengeye ulagsmasi i¢in 6rnege
zaman tanimak gerekir ve 0°C de 5 dakika beklenir.

3. Cekirdeklenmenin hangi 1sida gerceklestigini gézlemleyebilmek i¢in 6rnegin 1s1s1

-40°C’ye 1°C/dk hizda olacak sekilde indirilir.
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Bu asamada ekranda {i¢ egri izlenir; istenen program, 6rnek ve odacigin 1sis1 gozlenir.
Cekirdeklenmenin oldugu asamada Ornegin 1sisinda hizli bir ylikselme goézlenecektir, bu
andaki odacigin ve Ornegin 1sis1 belirlenir. Burada olusan 1s1 gizli 1sidir ve baskilanmasi
gerekir. Bu nedenle olugan egri incelenip, 1s1 ¢ikisinin baskilanacagi bir asil program
olusturulur, bdylece programin ve 6rnegin termal profil egrisinin olabildigince birbirine

paralel olmasi saglanir.

Sicaklik
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(dk)
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0 5 10 15 20 25 30 35 40

Sekil 2.6.1. Kontrollii dondurma sisteminde olusturulan test egrisi. istenen program
(yesil), 6rnek (mavi) ve odacigin 1sis1 (kirmizi). Cekirdeklenme -10°C’de gergeklesir.

Test programinda g¢ekirdeklenmenin gergeklestigi 1s1 derecesi -10°C olarak belirlendikten
sonra, gizli 1s1 olugmadan az once odacigin 1sisinin -40°C ye -60°C/dk distiriilmesi
saglanir. Bu sekilde cekirdeklenme gerceklesmeden az 6nce 6rnegin bulundugu odacigin
1181 -6°C’de diistiriilerek gizli 1s1 ¢ikiginin baskilanmasi amaglanir, bu 1sinin -40°C ve -50
°C’ye diisiiriilmesi bir¢ok calismada uygun bulunmustur. Ornegin bu 1siya ulasabilmesi
icin -40°C de 0,5 dk. beklenir. Sicaklik tekrar -25°C’ye 10°C /dk hizla ¢ikarilir. -17°C’ye
3°C/dk olacak sekilde indirilir. -30 °C’ye 1 °C/dk olacak sekilde indirilir. Bu noktada 6rnek
tam olarak donmus olmalidir. -30°C’den 40°C’ye 5°C/dk hizla indirilir. -120°C ye -8°C/dk
hizla indirilip program sonlandirilir (Sekil 2.6.2.). Bu sekilde 6rnegin termal profilinin

dogrusal olarak diismesi saglanir.
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Sekil 2.6.2. Kontrollii dondurma sisteminde olusturulan asil program

2.7. Dokunun Céziilmesi ve Kriyokoruyucularin Uzaklastiriimasi

(C6zme isleminin hiz1 hiicre sag kalimi {izerine etkilidir. Bircok uygulamada hizli ¢6zmenin
daha basarili sonuclar verdigi goriilmiistiir. Donma esnasinda olusan kiigiik kristaller
¢ozme sirasinda birlesme egiliminde olup bu birlesme hiicreye zarar verir. Cézme islemi
hizli gergeklestiginde kristaller birlesmek i¢in yeterli zaman bulamadigindan bu sorunun
iistesinden gelinir (Farrant ve Lee et al. 1977, Farrant ve Walter et al. 1977).C6zme islemi
dokuyu igerisinde bulunduran tiiplerin veya diger tasiyicilarin sivi azottan ¢ikarildiktan
sonra, hemen 37°C’deki su banyosu igerisine 2-3 dk. siireyle daldirilmasiyla
gerceklestirilmektedir. Kriyokoruyucu maddelerin zararh etkilerini (ozmotik sok vs.) onle-
mek icin hizla bu maddelerin dokudan uzaklastirilmast gerekmektedir. Kriyokoruyucularin
uzaklastirilmasi i¢in siikroz (Cseh ve Horlacher et al. 1999, Nowshari ve Brem 2000),
trehaloz (Bagis ve Odaman et al. 2002)veya galaktoz (Kaidi ve Donnay et al. 2000) gibi
hiicre i¢ine giremeyen sekerler kullanilmaktadir. Bu maddelerin ortamda bulunmas1 sonucu
kriyokoruyucu madde yogunluk farkindan dolay1 hiicre disina ¢ikar. Bu islem ya tek ya da
iic asamali olarak gerceklestirilmektedir. Cozme isleminde, siikrozun 0,5 ile 1 molar
derisimi yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir (Nowshari ve Brem 1998, Cseh ve
Horlacher et al. 1999, Nowshari ve Brem 2000).Sirasiyla doku 1M, 0,5M, 0,25M ve OM

cozeltilarda 5’er dk. tutularak ¢6zme islemi gerceklestirilir.

17



2.8. Es Zamanh PCR

Es Zamanli (Real Time) PCR, niikleik asit amplifikasyonunun es zamanli olarak
gbzlenmesini saglayan bir polimeraz zincir tepkimesi (PCR) teknolojisidir. DNA sarmalina
baglanarak fliloresan 151ma yapan 6zel boyalarla (SYBR Green, SYTO9 gibi) veya yikima
bagli sinyal olusturan prob diziler araciligi ile amplifikasyon miktarmin saptanmasini
saglamaktadir. Her PCR dongiisii sonunda tiip icinde olusan ¢ift zincirli {iriin miktarinin

olgiilebilmesini ve kantitatif analizlerin yapilmasini saglar (Nolan ve Hands et al. 2006).

SYBR Green I, gen ifadesinin Ol¢limiinde siklikla kullanilan, ¢ift zincirli DNA’ya
baglanarak fliioresan 6zellik kazanan bir boyadir. Bu boyanin ¢ift zincirli PCR {iriiniine
baglanmasi tlirlin miktar1 ile orantili olarak fliioresanisigin agiga ¢ikmasini saglar (Sekil
2.8.1.). SYBR Green teknigi ile gen ifadesinin kantitasyonu i¢in uygun primer se¢imi en
onemli asamadir. Bu teknigin basartyla uygulanabilmesi i¢gin PCR primerlerinin sadece
0zgiill ¢cDNA’ya baglanmasi, primer-dimer veya 06zgilil olmayan amplifikasyon {irlini
olusturmamasi gereklidir. RNA izolasyonu sirasinda siklikla gbdzlenen genomik DNA
kontaminasyonu da SYBR Green tekniginin basarisin1 golgeleyen bir diger unsurdur.
Ozgiil amplifikasyon iiriinii elde etmek i¢in, cDNA amplifikasyon primerlerinin farkli
ekzonlardan seg¢ilmesi, amplikon uzunluklarimin kisa tutulmasi (120-250 baz) ve
primerlerin  baglandigi  ekzonlarin  uzak seg¢ilmesi dikkat edilmesi gereken
noktalardir.SYBR Green I, primer dimerleri ve 6zgiil olmayan PCR iirlinleri gibi ¢ift
zincirli DNA molekiillerine de baglanabilir (Bustin ve Catez et al. 2005). Bu nedenle
flioresan artist her zaman 6zgiil amplifikasyonu gostermez. Amplifikasyon iiriiniiniin
ozgil olup olmadigi, agaroz jel elektroforezi ile incelenir. Bununla birlikte es zamanli PCR
cihazlarinda primer dimer olusumu ve oOzgiil olmayan amplifikasyon iirlinlerinin
saptanmasi i¢in erime egrisi (melting curve) analizi yapilabilmektedir (Sekil 2.8.2A.). Her
cift zincirli DNA kendine 6zgiil bir erime 1s181 (melting temperature, Tm) (Cift zincirli
DNA’nin %50’sinin tek zincirli hale ge¢mesi icin gerekli olan sicaklik) degerine sahiptir.
Amplifikasyondan sonra sicaklik yavas yavas ylikseltilerek belirli araliklar ile fliioresan
miktar1 tespit edilir. Cift zincirli DNA denatiire olmaya baslayinca bagli olan boya serbest
kaldig1 i¢in oOlgiilen fliioresan miktar1 azalmaya baslar. Bu sekilde elde edilen erime
egrisinden yararlanilarak amplifikasyonun 06zgiilliigii belirlenebilir. Tm degerinin tam
olarak saptanabilmesi i¢in erime egrisinin zamana kars1 tiirevi ¢izilebilir. Bu tiirev analiz,

siklikla bagvurulan bir yontemdir (Sekil 2.8.2B.).
18



rd
’ ' ol
R EM . L FYTETYTTTY YITIT IITTI T0IT
Lt 7 T
c ===
.-Jf - ,_F - 4“
7 fj—:i,;l r'r,j—rft(j{r
) Y—J, J-Ff_—r‘—’ sz :
JCTUREHASERT T b FRTTTINIT,

Sekil 2.8.1. SYBR Green teknigi.A. Baslangic asamasi: Tepkimenin baslangicinda
ortamda SYBR Green, primerler ve tek zincirli DNA bulundugu icin fliioresan sinyal
yoktur. B. Primerin hedef molekiile baglanmasi: Primerin baglanmasi ile amplifikasyon
sonucu SYBR Green olusan ¢ift zincirli DNA’ya baglanir ve az miktarda fliioresan sinyal
aciga cikar. C. Primer uzamasi: Amplifikasyon oranina bagl olarak ¢ift zincirli DNA’nin
yapisina daha fazla boya katilarak fliioresan sinyal artar.

Esik dongli degeri (threshold cycle = Ct) es zamanli PCR uygulamalarinda 6nemli bir
parametredir. Ct degeri, amplifikasyon sirasinda saptanan fliioresan 1s1nim esik degerinin
asildig1 dongii sayisidir. Baska bir ifade ile {irlindeki ilk anlamli artisin oldugu noktay1
belirtir. Farkli PCR reaksiyonlarinda yer alan kalip orneklerin miktar1 Ct degerleri
karsilastirilarak 6ngoriilebilir(Wong ve Medrano 2005). Flilorimetrik PCR yontemi ile
yapilan kantitatif ¢aligmalarda, kalip DNA miktar1 bilinen standart Orneklere ait Ct
degerleri ile incelenen Ornegin Ct degeri karsilastirilarak yapilmaktadir. Bu nedenle,
kantitatif PCR analizlerinde standart olarak tanimlanan kontrol érneklerine ihtiya¢ vardir.
Standart 6rnek olarak icinde bulunan kalip DNA miktar1 bilinen orneklerle yapilan

caligmalara mutlak kantitasyon adi verilir.
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Sekil 2.8.2. Erime egrisi analizi

Bir 6rnegin i¢inde yer alan kalip miktarinin diger bir 6rnekle karsilastirildigi durumlarda
mutlak kantitasyona gerek yoktur. Bu durumda, standart 6rnegin i¢inde bulunan kalip
DNA miktarinm bilinmesi énemli degildir. Iyi ifadelenen bir 6rnegin seri dilusyonlari
standart olarak kullanilabilir. Bu calismalarda 6nemli olan standartlar arasindaki kalip
oraninin tekrarlanabilir ve Olgiilebilir olmasidir. Bu tip calismalara bagil kantitasyon
(relative quantitation) ad1 verilir. Bir standart 6rnekten seri diliisyonlar hazirlanir. Standart
diliisyonlara varsayilan bir derisim miktar1 atfedilir ve genellikle bu miktar varsayilan
birim (arbitrary unit) olarak ifade edilir. Bu standartlar kullanilarak, atfedilen derisim
degerlerine karsilik gelen diliisyonlarin Ct degerleri belirlenerek kantitasyon i¢in gerekli
olan regresyon egrisi ¢izilir. Bu egri standart egri olarak da ifade edilmektedir. Kantitasyon
asamasinda, orneklerin Ct degerlerinin regresyon egrisi iizerinde hangi atfedilen degeri
temsil ettiklerine bakilarak goreceli bir miktar belirlenir. Bu sekilde kantitatif PCR
verilerinin analizinde; mutlak ve bagil kantitasyon kullanilir. bagil kantitasyon igin, sekil

2.8.3.’te 3’er kez tekrar edilmis standart 6rnek seri diiliisyonlarmm (10° ile 10* aras
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derisim degerleri atfedilmistir) Ct degerleri ile amplifikasyon egrileri ve bu egriler

kullanilarak ¢izilen standart egri bir 6rnek olarak verilmistir.
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Sekil 2.8.3. PCR amplifikasyon egrisi (A) ve standart egri (B). A. Standart diliisyon
orneklerinin amplifikasyon egrisi ve Ct degerleri (mavi oklar) gosterilmistir. Bir adet
bilinmeyen 6rnek ve Ct degeri kirmiziyla gosterilmistir. B. Standart 6rneklerin Ct degerleri
kullanilarak c¢izilen standart egri gosterilmistir. Bilinmeyen ornek kirmizi ile ifade
edilmisgtir.

2.8.1. Housekeeping genlerin kantitatif RT-PCR ¢alismalarindaki 6nemi

Kantitatif RT-PCR uygulamalarinda normalizasyon amaci ile ¢esitli kosullarda ifade
diizeyi degismedigi bilinen (en az etkilenen) bir referans gene ihtiyac vardir (Bustin 2002).

Ozellikle farkli bireylerden alinan ya da aym bireyden farkli dsnemlerde alman drneklerle
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yapilan caligmalarda, ilgilenilen genin ifade diizeyinin incelenebilmesi i¢in dokularda
ifadesi degismedigi varsayilan bir baska gen iirlinli mRNA ile normalizasyon yapilmasi
gereklidir. Ilgilenilen genin ifade diizeyi, referans gen olarak kullamlan housekeeping
genin ifade diizeyine oranlanir. Bu oranlamayla amaglanan izole edilen RNA miktar1 ve
sentezlenen cDNA miktarinin getirdigi ornekler arasi baglangi¢ farkliliklarini, deneysel

hatalar1 normalize etmektir.

2.9. insan Gébek Kordonu Stromasi Hiicrelerinin Yapisal ve Islevsel Ozellikleri

IGKS hiicreleri adipojenik(Karahuseyinoglu ve Kocaefe et al. 2008), kondrojenik,
osteojenik, kardiyomiyojenik ve islevsel sinir hiicrelerine farklagsma potansiyeline sahip
kok hiicreler barindirirlar (Takechi ve Kuwabara et al. 1993, Bankowski ve Sobolewski et
al. 2004, Karahuseyinoglu ve Cinar et al. 2007). Ksenotransplantasyonlarinda bile alicida
immiin yanit olusturmamis ve doku reddi ile karsilasiimamistir (Fu ve Cheng et al. 2006,
Weiss ve Medicetty et al. 2006). Kemik iligi kokenli MKH kiyasla daha etkin bir kdk
hiicre kaynagidir (Suva ve Garavaglia et al. 2004). Gen terapisinde kullanilabilir 6zelligi
olmas1 (Hamada ve Kobune et al. 2005, Rachakatla ve Marini et al. 2007),emriyonik kok
hiicrelerin (EKH) aksine, tiimoér olusturmamalari (Conconi ve Burra et al. 2006),
bireylerden acisiz, hizlica alinabilir ve daha az etik probleme neden olmalari, diisiik
maliyetle dogumda toplanabilir, kriyojenik olarak depolanip, ¢6ziiliip, tedavi edici amagh
cogaltilabilir potansiyele sahip olmalariyla nem tagimaktadirlar (Can ve Karahuseyinoglu

2007).

IGKS hiicrelerinin gebelik siiresince belirli farklanma asamalarindan gectigi gosterilmistir
(Takechi ve Kuwabara et al. 1993). i1k trimesterde o-diiz kas aktini filamani izlenmezken
ikinci ve lgclincli trimesterlerde a-diiz kas aktini’nin varligi ortaya konmus ve bu da
Wharton peltesindeki hiicrelerde postnatal farklanmalarin olabilecegi konusunu giindeme
getirmistir (Takechi ve Kuwabara et al. 1993). Temporal farkliligin yani sira hiicre dist
matriks elemanlar1 ve hiicre iskeleti filamanlarinin ekspresyonunun goébek kordonunda
bulunan subamniyotik, intervaskiiler ve perivaskiiler hiicrelerde (Sekil 2.9.1.) bolgesel
farklilik  gosterdigi saptanmistir. Termde gobek kordonununda perivaskiiler ve
intervaskiiler hiicrelerdevimentin, desmin, a-diiz kas aktini, y-diiz aktini, diiz kas miyozini
eksprese eden iyi farklanmis hiicrelerken subamniyotik bolgedeki hiicrelerin genellikle diiz

kas miyozini ve y-diiz aktini eksprese etmeyen daha az farklanmis hiicreler oldugu
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gosterilmistir (Nanaev ve Kohnen et al. 1997). IGKS dokusundaki hiicrelerin vimentin ve
desmin agisindan varligit ve yerlesimi incelendiginde hem perivaskiiler hemde
intervaskiiler alanda ifade bulur. Endodermal ve ektodermal epitel hiicrelerinde ifade
oldugu bilinen (Kreis ve Vale 1999) bir diger ara filaman olan sitokeratin stroma
hiicrelerinde pozitiftir (Kasper ve Stosiek et al. 1988, Nanaev ve Kohnen et al. 1997,
Karahuseyinoglu ve Cinar et al. 2007). IGKS dokusundaki hiicreler sitokeratin ve a-diiz
kas aktini agisindan degerlendirildigindeyse perivaskiiler alanda dominant olarak
izlenirken ayrica a-diiz kas aktinin subamniotik bdlgedede ifade bulur (Karahuseyinoglu

ve Cinar et al. 2007).

—— S Subamniyotik

stroma

Perivaskiiler
stroma

Intervaskiiler
stroma

Sekil 2.9.1. Insan gobek kordonu dokusunun kompartmanlari

IGKS hiicreleri in situmiyofibroblastlara benzer 6zellik gosterirler (Parry ve Abramovich
1972). Hiicre i¢i glikojen ve yag damlaciklari, prokollajen salgi graniilleri, iyi geligmis
endoplazmaretikulumlari, ¢ok sayida mitokondriyon ve Golgi kompleksine sahiptirler
(Takechi ve Kuwabara et al. 1993, Eyden ve Ponting et al. 1994, Nanaev ve Kohnen et al.
1997). Hiicre yiizeyi kismen heparan siilfatli proteoglikanlardan olugsmustur (Nanaev ve
Kohnen et al. 1997). Miyojenik hiicrelere benzer sekilde, 10nm kalinliginda ¢ok sayida

hiicre i¢i filamanlar1 vardir. Hiicre sitoplazmasindaki bu filamanlarin immiin fliioresan
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boyamalarla desmin ve o-diiz kas aktini gibi miyojenik hiicrelere 6zgii filamanlar
oldugunun goriilmesi, bu hiicrelerin hem diiz kas hem de fibroblast 6zelliklerini tasidigina
isarettir (Majno ve Gabbiani et al. 1971, Karahuseyinoglu ve Cinar et al. 2007). Diiz kas ve
fibroblast ince yapisini birlikte gosteren hiicreler miyofibroblast olarak tanimlanmislardir
(Fawcett 1966, Takechi ve Kuwabara et al. 1993, Nanaev ve Kohnen et al. 1997).
Kontraktil proteinler olan aktin, desmin ve o-diiz kas aktini miyofibroblastlara 6zgiidiir
(Chou ve Skalli et al. 1997). Bu proteinlerin stroma hiicrelerince de ifadelendigi
gosterilmistir (Takechi ve Kuwabara et al. 1993, Kobayashi ve Kubota et al. 1998,
Karahuseyinoglu ve Cinar et al. 2007). Bu hiicrelerin lif sentezinde ve organize olmus
hiicrelerin haberlesmesinde ve kasilmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir. Mezansim
kokenli hiicrelerde eksprese oldugu bilinen (Kreis ve Vale 1999) ve bir ara filaman proteini
olan vimentinin bu hiicrelerdeki varligi (Kasper ve Stosiek et al. 1988, Takechi ve
Kuwabara et al. 1993, Nanaev ve Kohnen et al. 1997, Karahuseyinoglu ve Cinar et al.

2007) bu goriisii destekler.

IGKS hiicreleri in vitro ortama alindiklarinda iki farkli morfolojide gozlenir: fusiform
yapida, fusiform c¢ekirdekli, kollajen sentezleyen hiicreler (tip-2) ve daha koseli
sitoplazmali, yuvarlak, girintili-gikintili ¢ekirdekli ve belirgin ¢ekirdekgikli hiicreler (tip-1)
olmak iizere (Karahuseyinoglu ve Cinar et al. 2007). Bu hiicrelerin IGKS dokusundan izole
edildikten sonra miyofibroblastlara 6zgli a-diiz kas aktini ve pansitokeratin ifadesinin
kiiltiir ortaminda siirdiiglinii fakat desmin ifadesinin olmadig1 izlenmistir(Karahuseyinoglu
ve Cinar et al. 2007). Mezankimal kok hiicre belirteci olan vimentin ifadesi kiiltiir ortamina
alman IGKS hiicrelerinde de devam eder. IGKS kok hiicrelerinin CD105, CD73, CD90
gibi MKH 0zgii belirtecleri ifade ettigi gosterilmistir (Cizelge 2.9.1.) (Dominici ve Le
Blanc et al. 2006). Bunun yaninda hematopoetik kok hiicre belirteci olan CD45 ve CD34
ve MKH de olmadig1 bilenen insan 16kosit antijeni (HLA)-DR bakimindan negatiftirler
(Dominici ve Le Blanc et al. 2006). TGF-f ailesinin bir iiyesi olan BMP-4 kok hiicrelerin
gelisiminde ve diizenlenmesinde rol oynadig1 bilinir (Koh ve Kim et al. 2008). IGKS
hiicrelerinde de ifade edilir. Diisiik diizeyde de olsa embriyonik kdk hiicre belirteci olan
Oct-4 (Weiss ve Medicetty et al. 2006), Nanog (Carlin ve Davis et al. 2006) gibi bazi

transkripsiyon faktorlerini mRNA ve protein diizeyinde ifade ederler.
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Cizelge 2.9.1. IGKS hiicrelerinde varhig bilinen hiicre yiizey belirtecleri

(Can ve Karahiiseyinoglu, 2007°den alinmistir).

Belirtecler Varhg
CD10 +
CD13 +
CD14 -
CD29 (integrin B1) +
CD31 (PECAM) -
CD33 -
CD34 -
CD38 -
CD44 (HCAM) +
CD45 -
CD49b (integrin a2) +
CD49c (integrin 04) +
CD49d (integrin a3) +
CD49%¢ +
CDS51 (integrin a5) +
CD54 (ICAM-1) -/+
CDs56 -
CD73 (SH3) +
CDO90 (Thy-1) +
CD105 (endoglin,SH2) +
CD106 (VCAM-1) -/+
CDI117 (c-kit) -/+
CD123 (IL-3 receptor) -
CDI133 -
CD146 +
CD166 (ALCAM) +
CD235a (glycophorin A) -
HLA-1 +

HLA-DR (MHC class II) -
HLA-DP (MHC class II) -
HLA-DQ (MHC class II) -

HLA-A,B,C (MHC class I) +
HLA-G (MHC class I) -
STRO-1 -
Oct-4 -/+
Nanog +
SSEA-4 -
Sox-2 +
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. insandan Gobek Kordonunun Elde Edilmesi, Laboratuvara Transferi ve On

Islem Asamalar

Bu caligmada insan kok hiicresi eldesi amaciyla gobek kordonu bag dokusu (Wharton
peltesi) kullanildi Bu calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan
121-3211 no’lu kararla onaylanmistir. Komplikasyonsuz bir hamilelik donemi gegiren ve
herhangi bir sistemik hastalifi olmayan anne adaymin “Bilgilendirilmis Goniilli Olur
Formu”nu okuyup onaylamasi halinde peroperatuvar sezaryen sirasinda 25 cm
uzunlugunda gobek kordonu parcasi alindi. Bu materyal dogum sonrasinda gébek kordonu
baglandiktan sonra kordonun plasenta tarafinda kalan boliimiiniin kesilerek hizla tagima
ortamina (%3 Penisilin-Streptomisin (Sigma; P0781), 7,5 pg/mlAmphotericinB’li (Sigma;
A 2942) steril Leibovitz L15(Hyclone; SH 30525.02) kiiltiir ortamina aktarilmasiyla elde
edildi ve laboratuvara ulastirildi. Bu islemler i¢in 20 adet kordon (ortalama anne yasi: 29)
kullanildi. Gobek kordonu laboratuvara getirildikten hemen sonra laminar akish kabin
icinde steril kosullarda arterler ve ven mekanik olarak uzaklastirildi ve kalan doku makas
ve bisturi yardimiyla ¢ok kii¢iik parcalara boliindiikten sonra 3 kez PBS (fosfat tamponlu
tuzlu su Sigma;P 4447) ile yikanip 250g’de 5 dakika santrifijlendi. Coken doku
parcalarindan hiicre izolasyonu yapildi (Bkz. 3.2.) veya kontrollii dondurma ve

vitrifikasyon islemlerine alindiktan sonra ¢oziiliip hiicre izolasyonlar1 yapildu.

3.2. Dondurma Oncesi insan Gobek Kordonu Stroma Hiicrelerinin Izolasyonu ve

Kiiltiire Edilmeleri

On islem asamalarindan sonra elde edilen doku parcalarmmn ii¢ kat: miktarda % 0,1
kollajenaz tip B’li (Roche; 1088831) kiiltiir ortaminda (DMEM —F 12 Ham’s Sigma;
DO0547), %1 Penisilin-Streptomisin (Sigma; P0781), 2,5 pg/mlAmphotericin B (Sigma; A
2942), %10 FBS (Sigma;F7524) 2-3 saat 37°C su banyosunda sallanarak sindirildi
(digestion). Daha sonra iizerine 2mg/ml dispaz (Sigma; D4818) eklenerek 30 dakika 37°C
su banyosunda sallanarak ileri sindirme islemi yapildi. Doku homojenizasyonu
saglandiktan sonra hiicreler 70 um’lik elekten gecirildi ve filtre edilmis materyal iizerine
en az ili¢ katt PBSeklenip 350g’de 10 dakika santrifiijlendi. Elde edilen ¢okelti kiiltiir

ortamiyla karigtirilip 60 cm® polistren petri kabina ekildi. Ug giin sonra kiiltiir kabma

26



yapigsmamis hiicreler dPBS (Dulbecco’s PBS) ile yikanip kiiltiir ortam1 her ii¢ giinde bir
degistirildi. Hiicreler % 100 ¢ogalma diizeyine ulastiginda Trypsin EDTA (Sigma;T3924)
ile 5 dakika37°C’de % 5 CO;’li inkiibatordekaldirilip, hiicre sayimi yapildi. Pasajlama
isleminde 60 cm™lik petriye 5000 hiicre/cm” olacak sekilde ekim yapildi ve hiicrelerin 5-7
giin siiresince ¢ogalmalar1 saglandi. Her pasaj sonunda hiicreler kaldirilip Vicell cihazi
(Beckman Coulter) ile tripan mavisi teknigine dayanarak hiicre sayim yapildi. Tripan
mavisi tekniginde 6li hiicrelerde hiicre zari biitiinliigii bozuldugundan hiicre zarindan igeri
tripan mavisi boyasi girer ve hiicre mavi boyanir. Canli hiicrelerde ise hiicre zar1 saglam

oldugundan igeri boya girisi olamaz. Bu sekilde canli ve 6lii hiicre ayrimi saglanmis olur.
3.3. Gobek Kordonunun Uygun Sartlarda Dondurulmasi

On islem asamalarindan sonra doku 0,5 ml olacak sekilde 5 ml’lik dondurma tiiplerine
(5ml cryovial, Nunc) dagitildi. Uzerine sicakligi 4°C olan 4 ml dondurma ¢dzeltisi
Leibovitz L15, 0,1M siikroz (Merck; K26042551), 1,5M DMSO (Sigma; D8386), %20
FBS (Sigma; F7524)eklendi. 4°C buzdolabinda 30 dakika bekletildikten sonra bilgisayar
kontrollii dondurma sistemine (SY-LAB, ICECUBE 14S) alindi. Dokunun ve iginde
bulundugu ¢ozeltinin ¢ekirdeklenme derecesini belirlemek i¢in test egrisi olugturuldu. Test
egrisi sonucu gizli 1s1 ¢ikiginin -10°C’de sicaklikta oldugu belirlendi (Sekil 3.3.1.).
Cekirdeklenme gergeklesmeden -10°C’den 6nce -5,2°C’de ortamin 1s1 diigiiriilerek gizli 1s1
c¢ikisinin kontrol edilmesi amaclanarak dogrusal termal profil saglanarak uygun dondurma

programi olusturuldu (Sekil 3.3.2).
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Sekil 3.3.1. Kontrollii dondurma sisteminde olusturulan test egrisi. Olusturulan test
egrisi sonucu termal profilde ¢ekirdeklenmenin-10°C olustugu gézlendi.
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Sekil 3.3.2. Kontrolli dondurma sisteminde olusturulan program egrisi. Test egrisi
sonucuna gore olusturulan programda -5,2°C’de ortamin 1sis1 -58,15°C/dk diisiirtilerek
gizli 1s1 c¢ikist baskilandi ve Ornegin 1sisinin dogrusal sekilde diislisii saglanarak

donduruldu.

Cihaz araciligiyla -120°C sicakliga ulasan doku hemen -196°C nitrojen tankina kaldirildi.
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3.4. Dondurma Sonras1 insan Gobek Kordonu Dokusunun Céziilmesi ve Stroma

Hiicrelerinin izolasyonu

Nitrojen tankindan (-196°C) ¢ikarilan tiip hemen 37°C su banyosunda 5 dakika tutuldu.
Daha sonra L15 (Leibovitz’s L15) icerisindeki dereceli siikkroz ¢ozeltilerinde (sirastyla 0,25
M, 0,1M, 0,05M) beser dakika bekletilip 250g’de 5 dakika santrifiijlendi. Ust faz atilip

tizerine kiiltiir ortam1 eklendi. Bu asamadan sonra hiicre izolasyonuna ge¢ildi (Bkz. 3.2.).

3.5. Dondurma Oncesi ve Sonrasi Kok Hiicrelerin Yapisimin ve Potansiyelinin

Olgiimii

3.5.1.Hiicre proliferasyonolciimleri

Yirmi dort kuyucuklu kiiltlir kaplarina ekilen hiicreler 3, 5, 7, 9, 11. giinlerde tripsin-EDTA
ile kaldirilip Vicell cihaziyla tripan mavisi teknigine dayali sekilde sayildi. Her pasaj
sonunda hiicreler %100 ¢ogalma diizeyine ulastiginda kaldirilip, hiicre saymmi yapildi ve
pasajlandi. Sayim sonucu toplam hiicre sayis1 ve saglam hiicre miktar1 belirlendi.

3.5.2. Dondurma oncesi ve sonrasi hiicrelerin immiin histokimyasal isaretlenmesi

IGKS hiicreleri oda 1sisinda % 3,5 PFA ile 30 dakika tespit edildikten sonra immiin

histokimyasal yontemle fliioresan problarla isaretlendi.

Desmin boyama protokolii

- Yikama (PBS’te, 30 dakika)

- Kurulama (filtre kagidi ile)

- Desmin fare monoklonal anti-insan IgG (Sigma, D1033, ABD), 1:100 PBS’te diliie, 90
dakika (37° C nemli etiivde)

- Yikama (PBS’te, 2x5 dakika)

- Kurulama (filtre kagidi ile)

- FITC-konjuge keg¢i antifare IgG (Jackson immunoresearch, 115-095-166, ABD), 1:100
PBS’te diliie, 90 dakika (37° C nemli etiiv)

- Kurulama (filtre kagidi ile)

- 7-Aminoactinomycine D (Sigma; A9400, 10um), 20 dakika (37° C nemli etiivde)
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Yikama (PBS’te, 2x5 dakika)
Kurulama (filtre kagidi ile)
Kapama (1 pg/ ml Hoechst-33258 iceren 1:1 PBS/gliserol ile)

Alfa-diz kas aktini boyama protokolii

Yikama (PBS’te, 30 dakika)

Kurulama (filtre kagidi ile)

ASMA fare monoklonal anti-insan IgG (Sigma, katalog no: A5228, ABD), 1:100
PBS’te diliie, 90 dakika ( 37° C nemli etlivde)

Yikama (PBS’te, 2x5 dakika)

Kurulama (filtre kagidi ile)

FITC-konjuge keci antifare IgG (Jackson immunoresearch, 115-095-166, ABD), 1:100
PBS’te diliie, 90 dakika (37° C, nemli etlivde)

Kurulama (filtre kagidi ile)

7-Aminoactinomycine D (Sigma; A9400, 10um), 20 dakika (37° C nemli etiivde)
Yikama (PBS’te, 2x5 dakika)

Kurulama (filtre kagidi ile)

Kapama (1 pg/ ml Hoechst-33258 iceren 1:1 PBS/gliserol ile)

Vimentin boyama protokolii

Yikama (PBS’te, 30 dakika)

Kurulama (filtre kagidi ile)

Vimentin fare monoklonal anti-insan IgG (Sigma, katalog no: V6630, ABD),
1:100 PBS’te diliie, 90 dakika ( 37° C nemli etiivde)

Yikama (PBS’te, 2x5 dakika)

Kurulama (filtre kagidi ile)

FITC-konjuge keci antifare IgG (Jackson immunoresearch, 115-095-166, ABD), 1:100
PBS’te diliie, 90 dakika (37° C, nemli etlivde)

Kurulama (filtre kagidi ile)

7-Aminoactinomycine D (Sigma; A9400, 10um), 20 dakika (37° C nemli etiivde)
Yikama (PBS’te, 2x5 dakika)

Kurulama (filtre kagidi ile)

Kapama (1 pg/ ml Hoechst-33258 iceren 1:1 PBS/gliserol ile)
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Pansitokeratin boyama protokolii

Yikama (PBS’te, 30 dakika)

Kurulama (filtre kagidi ile)

Pancytokeratin fare monoklonal anti-insan IgG (Sigma, katalog no: C2562, ABD),
1:100PBS’te diliie, 90 dakika ( 37° C nemli etiivde)

Yikama (PBS’te, 2x5 dakika)

Kurulama (filtre kagidi ile)

FITC-konjuge keci antifare IgG (Jackson immunoresearch, 115-095-166, ABD), 1:100
PBS’te diliie, 90 dakika (37° C, nemli etiivde)

Kurulama (filtre kagidi ile)

7-Aminoactinomycine D (Sigma; A9400, 10um), 20 dakika (37° C nemli etiivde)
Yikama (PBS’te, 2x5 dakika)

Kurulama (filtre kagidi ile)

Kapama (1 pg/ ml Hoechst-33258 iceren 1:1 PBS/gliserol ile)

CD 105 (Thy-1) boyama protokolii

Yikama (PBS’te, 30 dakika)

Kurulama (filtre kagidi ile)

CD 105 fare monoklonal anti-insan IgG (Beckton Dickinson, E90320-050, ABD), 1:5
PBS’te diliie, 90 dakika ( 37° C nemli etlivde)

Yikama (PBS’te, 2x5 dakika)

Kurulama (filtre kagidi ile)

FITC-konjuge keci antifare IgG (Jackson immunoresearch, 115-095-166, ABD), 1:100
PBS’te diliie, 90 dakika (37° C, nemli etlivde)

Kurulama (filtre kagidi ile)

7-Aminoactinomycine D (Sigma; A9400, 10um), 20 dakika (37° C nemli etiivde)
Yikama (PBS’te, 2x5 dakika)

Kurulama (filtre kagidi ile)

Kapama (1 pg/ ml Hoechst-33258 iceren 1:1 PBS/gliserol ile)

Immiinfliioresan gériintiilemeler Zeiss LSM 510 lazer taramali konfokal mikroskop sistemi

altinda alindi.
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3.5.3. RNA izolasyonu

Dondurma oncesi ve sonrasi 60 cm>’lik petriye ekimi yapilan IGKS hiicreleri % 100
cogalma diizeyine ulastiginda ideal RNA izolasyon yontemi olan TRIzol (Invitrogen)
icerisinde homojenize edilerek -80°C’de saklandi. Bu drnekler -80°C’den ¢ikartilarak oda
sicakligina getirildikten sonra standart TRIzol izolasyon protokolii ile RNA izolasyonu

yapildi.Asagida TRIzol izolasyon protokolii ile RNA izolasyonu agamalar verilmistir:

1. Homojenize edilen hiicreler 5 dk oda sicakliginda bekletildi.

2. 200 pl kloroform (Applichem) eklendikten sonra vorteks yapildi ve 2-3 dk oda
sicakliginda bekletildi.

3. 12000 rpm de 15 dk. 4°C’ de santrifiij edildi.

4. Santriflij sonras1 olusan en tiist fazda bulunan RNA toplandi ve 500 pl izopropanol
(Applichem) igeren yeni tiipe alind.

5. RNA ve izopropanol iceren tiip alt st edilerek karistirildi ve 10 dk. oda
sicakliginda bekletildi.

6. 12000 rpm de 10 dk. 4°C’ de santrifiij edildi.

7. Santrifiij sonrasi siipernatan dikkatli bir sekilde dokiildii. Pelet iizerine 1 ml DEPC
(DEPC, Applichem) igeren %70 etanol eklendi ve vorteks yapildi.

8. RNA’nin degrede olmasini ve kirtlmasini 6nlemek i¢in diisiik hizda (7500 rpm) 10
dk. 4°C’ de santrifiij edildi.

9. Santrifiij sonras1 %70 etanol (Riedel) dokiildii ve tiiplerin kapaklar1 agik birakilarak
RNA peleti kurutuldu.

10. Pelet miktarina bagli olarak 20-25 pl RNaz icermeyen su (% 0,1 DEPC’li su)
eklendi.

11. 60°C’ de 10 dk. bekletildi ve analize kadar -20°C’ de, analiz sonras1 -80°C’ de

saklandi.
3.5.4. RNA’larin kalite kontrolii
Izole edilen RNA’lar kalite ve kantite acisindan degerlendirilmek iizere denatiire jel

elektroforezi (RNA elektroforezi; %1,5 Agaroz—formaldehid jel) ile incelendi, derigimleri
Nanodrop ND-1000 cihazinda 6l¢iildii.
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Cizelge 3.5.4.1. Agaroz-formaldehid jel elektoforezi (RNA Elektroforezi)

Agaroz (Cambrex) Molekiiler biyoloji kullanimi safliginda

MOPS tamponu MOPS 0,221 M
Na-Asetat-Trihidrat (Sigma) 0,05 M
Na;EDTA (Sigma)) 0,01 M

Yiikleme tamponu Gliserol (Merck) %50
Na,EDTA(Merck) 1 mM
BPB boya (Merck) %0,25

Etidyum bromiir (Sigma) 10 mg/ml distile su

Formaldehid (Sigma)

Formamid (Sigma)

3.5.5. cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in, ImProm-II™ reverse transkriptaz enzimi (Promega) ve oligo(dT)15
primeri kullanildi. Kalip olarak 1pg RNA kullanildi ve 0,5 pg/ pl oligo (dT)15 primeri ve
RNaz icermeyen su ile 5 pl’ye tamamlanarak 70°C’de 5 dk. inkiibe edildi.

Cizelge 3.5.5.1. cDNA sentezi

ImProm-II"™tampon (5X) (Promega)  Tris-HCL 250 mM
KCL 250 mM
DTT 50 Mm

ImProm-II™ RT (Promega) 1 pul/reaksiyon
MgCl, (Promega) 25 mM
Oligo(dT)15 primeri (Promega) 0,5 pg/ul
dNTP karisimi (Promega) 10 mM

Inkiibasyon sonras1 hizl1 bir sekilde buz iizerine almarak 5 dk. bekletildi. Ayr bir tiipte 15

ul reverse transkripsiyon karisimi hazirlandi

Cizelge 3.5.5.2. Revers transkripsiyon karisimi

Son derisim Hacim
RNaz igermeyen su 6,6 ul
Improm-IIT™ tampon  1X 4 ul
(5X) (Promega)
MgCl, (25mM) 3 mM 2,4 ul
dNTP karigimi 0,5 mM 1 ul
(10mM)
Improm-IITm Reverse 1 ul
Transkriptaz

Toplam: 15 pl
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Toplam 20 pl olacak sekildeSul RNA + primer karigimi, 15 pl reverse transkripsiyon
karisimi ile birlestirilerek reverse transkripsiyon asagidaki kosullarda Applied Biosystems-

9700 PCR cihaz1 kullanilarak gerceklestirildi:

25°C’de 5 dk
42°C’de 60 dk
70°Cde 15 dk

Yukaridaki reaksiyon sonucunda 20 pl cDNA sentezlendi. cDNA ornekleri daha verimli
kullanilmak amaciyla 80 pl’ye sulandirildi (20 pul cDNA +60 pl distile su = 80 pl).

3.5.6. Es zamanh PCR

IGKS dokusundan dondurma &ncesi ve sonrasi izole edilen hiicrelerde yapisal genlerin
ekspresyonu farkli pasajlarda alinan 6rneklerde, Corbett Rotor-gene 6000 cihazinda RT-

PCR yontemi ile incelendi.

RT-PCR reaksiyonlar1 hazirlanirken, standart egrilerin ¢izilebilmesi amaciyla hiicrelerden
elde edilen cDNA 6rneginden 1/10, 1/100 ve 1/1000 oranlarinda seri diliisyonlar hazirland
ve Olclimlerin degerlendirilmesi asamasinda analiz programi ile standart egriler ¢izildi.
Deneylerde tiim cDNA 6rnekleri ve standart 6rnekler ayni sartlarda ve ayni grup igerisinde
3’er kez caligilarak bu ii¢ Ol¢iimiin ortalamasi analizlerde kullanilmistir. Bunun amaci,
deneysel hatalar1 ve farklar1 azaltmaktir. Secilen zaman noktalarinda eksprese olan
housekeeping gen miktar1, taze IGKS dokusu ve donmus IGKS dokusundan izole edilen

hiicrelerin pasajlar1 arasinda ifade diizeyleri karsilastirilarak incelendi.

Cizelge 3.5.6.1. Es zamanh PCR

SYBR Greenkarigimi (Floresan boya) 20 mM Tris-HCL, PH: 8,3

(2X) (Sigma) 0,4 mM dCTP, 0,4 mM dGTP,
0,4 mM dTTP, Stabilizator,
0,05 u/ ul Taq DNA polimeraz,
100 mM KCl, 0,4 mM dATP
Jump Start Taq antibody (Sigma),
SYBR Greenl boyasi

MgCl; (Sigma) 25 mM
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Cizelge 3.5.6.2. RT-PCR kosullari

2X SYBR Green karigimi Sul
25mM MgCl, 1,2 ul
Forward primer (10pmol/ ul) 0,4 ul
Reverse primer (10pmol/ pul) 0,4 ul
cDNA 1,5l
Distile su 1,5l
Toplam: 10 pl

10 pl RT-PCR reaksiyonu Rotor-gene 6000 cihazinda asagidaki kosullarda gerceklestirildi:

94°C’de 2 dk

94°C’de 1 s
60°C°de 15 }45 Doéngu

Cizelge 3.5.6.3. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz (Cambrex) Molekiiler biyoloji kullanimi safliginda

Tris-asetat tamponu (TAE) (pH: 8,0)  Tris baz (Merck) 2M
Glasiyel asetik asit (Merck) 1.14 ml
NaEDTA (Merck) 0,5M

Yiikleme tamponu Gliserol (Merck) 5,5 ml
1X TAE tamponu (Merck) 4,5 ml
Orange Gboya (Merck) 0,01gr

Etidyum bromiir (Sigma) 10 mg/ml distile su

Molekiiler agirlik belirleyicisi 100 bp DNA Ladder (Promega)

(1500, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
200, 100 baz cifti)

Cizelge 3.5.6.4.Calismada kullanilan primerlerin dizileri ve uzunluklari

Gen Oligoniikleotid dizisi B¢

5’-CCAACCGCGAGAAGATGACC-3

B-Aktin F 20
R 5-GGAGTCCATCACGATGCCAG-3’
CD 90 F  5-CCGAACCAACTTCACCAG-3' s
(Thy-1) R 5-GATGCCCTCACACTTGAC-3'
Vi F 5-AGACGGTTGAAACTAGAGATGG-3' 22
R 5-GCAGAAAGGCACTTGAAAGC-3 20
- F 5-ACTACATGCGGGATCTTTACC-3 .
R 5-TGGGATGTTCTCCAGATGTTC-3
Nanog F  5-AATACCTCAGCCTCCAGCAGATG-3 23
R 5-TGCGTCACACCATTGCTATTCTTC-3' 24
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3.5.7. Verilerin Analizi

Bu calisma siiresince yapilan tiim deneyler, 6l¢iimler, incelemeler ve degerlendirmelerde,
RT-PCR sonuglar1 Rotor-gene 6000 series software version 1.7 (Build 61) yazilim ile
kantite edilmis, korelasyon analizi ise XLSTAT 2008 yazilimi kullanilarak
gerceklestirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Hiicre Morfolojisi

Donmamis iIGKSdokusundan hiicre izolasyonu yapilip in vitro ortama alindiklarinda faz
kontrast mikroskobuyla alinan canli goriintiilerde iki farkli morfolojide hiicre izlendi.
Hiicrelerin bazilar1 ¢ok genis, poligonal sitoplazmali olup belirgin gergi liflerine sahipken,
digerleri daha fusiformdu (Sekil 4.1.1A.). IGKS dondurulup ¢oziildiikten sonra hiicre
izolasyonu yapilip elde edilen hiicreler donmamis (taze) dokudan elde edilen hiicrelerle
kiyaslandiginda hiicre morfolojilerinde herhangi bir farklilik goézlenmedi. Donmamis
dokuda oldugu gibi poligonal ve fusiform sitoplazmali olarak iki farklt morfolojide hiicre

izlendi (Sekil 4.1.1C.).

Hiicreler sekizinci pasaja kadar kiiltiire edilip gruplar arasindaki morfolojik yap1
incelendiginde dondurma Oncesi ve sonrasi grupta hiicre morfolojisinde bir farklilik
gozlenmedi. Hiicreler ilk pasajlarda iki farkli morfolojide gozlenirken pasajlar ilerledikce
poligonal sitoplazmali hiicrelerin sayisinin azaldigi fusiform hiicrelerin kiiltiir ortaminda

baskin hale geldigi izlendi ($ekil 4.1.1B,D.).
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Dondurma oncesi Dondurma sonrasi

Sekil 4.1.1. Dondurma oncesi (A ve B) ve sonrasi (C ve D) gobek kordonu stromasi
kok hiicreleri. Dondurma o6ncesi izole edilmis IGKS kok hiicreleri kiiltiir ortamma
alindiklarinda iki farkli morfolojide izlendi. Hiicrelerden bazilar1 poligonal sitoplazmali,
okromatik cekirdekli, gergi lifleri belirgin genis hiicreler olarak izlenirken, diger hiicreler
fusiform sitoplazmali, fibroblast benzeri hiicrelerdi (A). Pasajlar ilerledik¢e poligonal
sitoplazmal1 hiicrelerin sayisinin azaldig1 fusiform hiicrelerin kiiltlir ortaminda baskin hale
geldigi izlendi (B). Dondurma sonrast izole edilmis hiicrelerin kiiltiir ortamina
alindiklarinda da taze dokudan izole edilenlerdeki gibi iki farkli hiicre tipi izlendi, 6zellikle
erken pasajlarda poligonal hiicreler bulunurken (C) ileri pasaj hiicreleri fusiform sekildeydi
(D). P: Pasaj, Olgek ¢ubugu 10 um.
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4.2. Hiicre Sagkalim Oranlar:

Uzerinde calistigimiz IGKS dokusunun iki farkli yontem (0,3°C/dk ve 1°C/dk) kullanarak
dondurulup c¢oziildiikten sonraki hiicre izolasyonu sonucu elde edilen hiicre miktari
degerlendirilerek hiicre sagkalim oranlari belirlendi. Buna gore dokunun 0,3°C/dk hizla
dondurulmasi sonucu hiicre sagkalim orant % 85 + %2,1, 1°C/dk hizla doku dondurulmasi

sonucu hiicre sagkalim oran1 %75 = %3,4 olarak saptandi (Sekil 4.2.1.).

Hiicreler kiiltiir ortamina alindiklar ilk 14 giinliik kiiltiirlerinde (Py) hiicre sayimi1 yapilarak
cogalma egrileri saptandi. Bunun sonucu, hiicrelerin ilk 6-7 giin boyunca kiiltiir ortamina
adaptasyon siiresi i¢inde, biliylimenin ilk evresi olan bekleme agamasini gecirdigi (latent
donem veya lag fazr), bunu izleyen 6-8 gilinde biiyiimenin ikinci evresi logaritmik faza (log
fazi) gectikleri gozlendi (Sekil 4.2.2.). Bu evrelerde hiicrenin ¢ogalma hizi, hiicre sayisinin
iki katina ¢ikma siiresi hesaplanarak belirlendi. Hiicreler izole edilip kiiltiir ortamina
alindiktan 11-14 giin sonra %100 ¢ogalma diizeyine (konfluensi) ulagti. Taze ve iki farkl
hizda dondurulan dokudan elde edilen hiicrelerin ¢ogalma egrileri pasajlar boyunca
karsilastirild1 (Sekil 4.2.3.). Uygulanan yontemle dondurulan ve ¢oziiliip kiiltiir ortamina
alinan hiicrelerin ¢ogalma egrisi incelendiginde donmamis dokuya kiyasla farklilik
gbzlenmedi. Hiicre sayisinin iki katina ¢ikma siireleri incelendiginde de anlamli bir fark
izlenmedi (p>0.05) (Sekil 4.2.4.). P3-P; siiresi i¢inde dondurulmamis 6rneklerde bu siire

3,46; dondurulmus 6rneklerde ise 3,48 bulundu (p>0.05).
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Sekil 4.2.1. Dondurulmamis IGKS, 0,3°C/dk ve 1°C/dk hizla dondurulan iGKS
dokusundan kok hiicresi izolasyonu sonucu elde edilen hiicrelerin sagkalim degerleri.
Dondurulmamis IGKS dokusuyla, 0,3°C/dk hizla dondurulan IGKS dokusu arasinda hiicre
izolasyonundan sonra elde edilen hiicre sayisinda %15°lik bir azalma goriiliirken, 1°C/dk
hizla donduruldugunda arasindaki fark %25’e ¢ikmustir.

——D.O
—a—D.S 1°C/dk

5 %% 6)3 —+—D.S0.3°C/dk

2000 A
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)
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0 . . . : . . Gunler
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Sekil 4.2.2. Hiicrelerin izolasyondan hemen sonraki 11 giinliik kiiltiiriinde (Py)
cogalma egrisi. Dondurulmamis, 0,3°C/dk ve 1°C/dk hizla dondurulan dokudan elde
edilen IGKS hiicrelerinin  kiiltiir ~ortamma alindiklarindaki ¢ogalma hizlari
karsilastirildiginda anlamli bir fark gdzlenmedi (p>0.05). D.O: Dondurma 6ncesi, D.S:
Dondurma sonrasi
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Sekil 4.2.3.Hiicrelerin pasajlan siiresinde kiiltiir ortamindaki ¢ogalma egrisi. Yedi
pasajlik siiregte dondurulmamis IGKS dokusundan izole edilen hiicrelerin ¢ogalma egrisi
ile iki farkli hizla dondurulan dokudan elde edilen hiicrelerin ¢ogalma egrileri
kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunmadigi saptandi (p>0.05). Ps ve Ps pasajlarinda elde
edilen hiicre sayist farkinin baglangicta ekilen hiicre sayis1 farkindan (bkz. Sekil 4.2.1.)
kaynaklandig1 sonucuna varildi. D.O: Dondurma 6ncesi, D.S: Dondurma sonrasi.
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Sekil 4.2.4.Hiicrelerin pasajlar siiresinde Kkiiltiir ortamindaki kendini esleme egrisi.
Dondurulmamis ve dondurulmus IGKS dokularindan elde edilen hiicrelerin kiiltiir
ortamma alinarak pasajlanmalar1 boyunca kendini esleme siireleri arasindaki fark
incelendiginde gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigi gozlendi (p>0.05). D.O:
Dondurma 6ncesi, D.S: Dondurma sonrasi.
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4.3. Hiicrelerin Yapisal Ozelliklerinin Incelenmesi

Calismanin bu asamasinda dondurulmamis ve dondurulmus IGKS dokularindan elde
edilen hiicrelerin yapisal bazi proteinlerinin hiicre igindeki varligi ve yayginlhig
immiinfliioresan isaretleme sonrasi konfokal mikroskobu yardimiyla analiz edildi.

Sonuglar Sekil 4.3.1.-4.3.4.te 6zetlenmistir.

Daha 6nce IGKS hiicrelerinde ifade paternleri bilinen belirtecler acisindan incelendiginde,
mezankimal kok hiicre belirteci olan CD105 (endoglin) acgisindan donmamis dokudan ve
donmus dokudan izole edilen hiicreler Py, P3 ve Ps. asamalarda incelenmis, her iki grupta
da CD105 hiicre yiizeyinde belirlenmistir, varlig1 ve yerlesimi bakimindan herhangi bir
fark gézlenmemistir (Sekil 4.3.1.). Mezankimal ve endo-/ektodermal bir belirte¢ olan ve
hiicrede ara filaman olarak goérev yapan vimentin ve sitokeratin agisindan
degerlendirildiginde vimentin her iki grupta da tiim hiicrelerde izlenirken (Sekil 4.3.2.)
sitokeratinin her iki grup iginde poligonal sitoplazmali hiicrelerde belirgin varlig1 saptandi
(Sekil 4.3.3.). Kontraktil proteinler olan desmin ve a-diiz kas aktini bakimindan
incelendiginde desminin pasajlar boyunca her iki grup hiicrede de varlig1 saptanmadi. Alfa-
diiz kas aktini’nin pasajlar boyunca yerlesimi ve dagilimi agisindan dondurma Oncesi ve

dondurma sonrasi gruplari arasinda fark saptanmadi (Sekil 4.3.4.).

IGKS dokusunun c¢alismada kullanilan 0,3°C/dk hizla dondurulup ¢éziildiikten sonra izole
edilen hiicrelerin kiiltiir ortamindaki mitotik siirecine bakildiginda hiicrelerin interfaz,

profaz, metafaz, anafaz, telofaz ve sitokinez asamalarim1 saglikli bir sekilde gectikleri

izlendi (Sekil 4.3.5.).
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Dondurma oncesi Dondurma sonrasi

Sekil 4.3.1. Insan gobek kordonu stroma hiicrelerinin Kkiiltiir ortamindaki CD105
degerlendirilmesi. Dondurma oncesi P, (A), P3 (C), Pg (E) ve dondurma sonrasi P; (B), P;
(D), Ps (F) de CDI105 (yesil), cekirdekler(kirmizi) olarak izlenmektedir. Taze ve
dondurulan dokudan elde edilen hiicrelerin kiiltiir ortaminda CD105 ifade ettikleri
gozlendi. CD105 tiim hiicrelerde hiicrenin substrata temas ettigi zar bolgesinde ince
cizgisel olarak izlendi. Taze ve dondurulmus dokudan elde edilen hiicrelerin erken
pasajlarinda (P;)dominant olan CD105 miktar1 ge¢ pasajlarda (Pg) azalmis olarak bulundu.
Dondurma Oncesi ve sonrasi gruplar arasinda pasajlar boyunca yerlesim ve miktar
acisindan bir fark belirlenmedi. Olgek ¢ubugu 20 pm.
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Dondurma oncesi Dondurma sonrasi

Sekil 4.3.2. insan gobek kordonu stroma hiicrelerinin Kiiltiir ortamindaki vimentin
filamanlarmin degerlendirilmesi. Dondurma oncesi P; (A), P; (C), Pg (E) ve dondurma
sonrast P; (B), P; (D), Pg (F) de vimentin (kirmizi), g¢ekirdekler (yesil) olarak
izlenmektedir. Dondurma islemi uygulanmis ve uygulanmamis dokudan elde edilen
hiicreler kiiltiir ortamima alindiginda tim hiicrelerde vimentin filamanlarmin varlig
saptand1 ve sitoplazmaya yaygin halde oldugu izlendi. Dondurma Oncesi ve sonrasi
gruplarda pasajlar boyuncahiicreler arasinda vimentin dagilimi agisindan bir fark
saptanmadi. Dondurulan dokudan izole edilen hiicrelerin ileri pasajlarinda hiicre sayisinin
daha az ve daha biiyiik oldugu izlendi. Ol¢ek cubugu 20 um.

45



Dondurma o6ncesi Dondurma sonrasi

Sekil 4.3.3. Insan gobek kordonu stroma hiicrelerinin Kkiiltir ortamindaki
sitokeratinin degerlendirilmesi. Dondurma oncesi P; (A), P; (C), Ps (E) ve dondurma
sonrasi P; (B), P (D), Ps (F) de sitokeratin filamanlar1 (yesil), ¢ekirdekler (kirmizi) olarak
izlenmektedir. Taze ve dondurulmus dokudan izole edilen hiicreler kiiltiir ortamina
alindiginda sitokeratinin varligt sadece bir grup hiicrede saptandi. Bu hiicrelerde
sitoplazmada yaygin halde sitokeratin dagilimi s6z konusuydu. Dondurma oncesi ve
sonrasi1 gruplardan izole edilen P, ve Ps hiicrelerinde sitokeratin dagilim1 benzer iken, Ps de
sitokeratin filamanlarindan pozitif olan hiicre sayisinda bir azalma belirlendi. Olgek
cubugu 20 pm
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Dondurma oncesi Dondurma sonrasi

Sekil 4.3.4. Insan gobek kordonu stroma hiicrelerinin kiiltiir ortamindaki a-diiz kas
aktini degerlendirilmesi. Dondurma 6ncesi P; (A), P3 (C), Pg (E) ve dondurma sonrasi P,
(B), P53 (D), Pg (F) de a-diiz kas aktini (yesil), ¢cekirdekler (kirmiz1) olarak izlenmektedir.
Pasajlar boyunca hiicre sitoplazmasinda yaygin olarak bulunmaktadir. Taze ve dondurulan
dokudan elde edilen hiicrelerin kiiltiir ortaminda a-diiz kas aktinini pasajlar boyunca ifade
ettikleri gruplar arasinda hiicre icindeki dagilimi agisindan bir fark olmadigi izlendi.
Dondurulmus dokudan izole edilen hiicrelerin ileri pasajlarda biiyiidiigii goriildii. Olgek
cubugu 20 pm
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Dondurma sonrasi mitotik asamalar

Sekil 4.3.5. Dondurma sonrasi dokudan izole edilen hiicrelerin mitoz boéliinme
asamalarl. Cekirdekler ve kromozomlar 7AAD (kirmizi) ile isaretlenmistir. (A)
Hiicrelerin kiiltiir ortamindaki genel goriiniimii. (B) Profaz. (C) Prometafaz. (D) Metafaz.
(E) Anafaz A. (F) Anafaz B. Olgek ¢ubugu (A) 50 pm, (B) 5 pm.



4.4. Hiicrelerde Yapisal Gen ifadelerinin Incelenmesi

Taze ve dondurulmus dokudan izole edilen hiicreler kiiltiir ortamina alinarak P;, P; ve P7.
pasajlar sonunda daha 6nce dondurulmamis IGKS hiicrelerinde ifade oldugu bilinen CD 90
(Thy1l), vimentin, BMP-4 ve Nanog belirteclerinin gen ifadeleri RT-PCR teknigiyle
belirlendikten sonra diizeyleri birbiriyle kiyaslandi. Ornekten 6rnege aym pasajlarda ifade
miktarinin degisebildigi gozlendi (Sekil 4.4.1.). Ornekler arasinda izlenen varyasyonun
dondurma ¢6zme sonrasinda izlenen varyasyondan daha fazla oldugu izlenirken, aym
ornege ait taze ve dondurulmus dokudan izole edilen hiicrelerin kiiltiir ortamindaki benzer
pasajlar1 arasinda goézlenen degisimler “normal varyasyon” olarak degerlendirildi ve

anlaml1 bir farklilik belirlenmedi (p>0,05).
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Sekil 4.4.1. iGKS hiicrelerinde ifade oldugu bilinen yapisal genler. S: 6rnekleri, P:
pasajlari ifade etmektedir. Dondurma éncesi ve dondurma sonrasi IGKS dokusundan
izole edilen hiicreler kiltiir ortamina alindiginda pasajlar ve drnekler arasindaki (A)
CD90 (B) BMP4 (C) vimentin (D) nanog gen ifade diizeyleri kiyaslandiginda, guruplar
arasinda anlamh bir fark saptanmamistir (p>0,05).
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4.4.1. B-aktin gen ifadesi bulgular:

Hiicrelerdeki B-Aktin ifadesininkantitatif analizindedondurulmayan IGKS dokusundan
izole edilen hiicrelerden elde edilen cDNA ile hazirlanan standartlarin ve orneklerin
amplifikasyonunun basarili bir sekilde gergeklestigi goriildii. Agaroz jel elektroforezinde
175 bg. uzunlugunda beklenen iiriin gdzlenmis, bu bulgu erime egrisi analizinde standartlar

ve Orneklerin ayn1 Tm derecesinde tepe noktasi vermesi ile dogrulanmistir (Sekil 4.4.1.).
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Sekil 4.4.2. 3-aktin geni RT-PCR analizi sonuclar:

A) Standartlarin agaroz jel elektroforezi sonuclari. B) Standartlarin ve orneklerin
erime egrisi grafigi. C) Standart dillisyonlar icin, ger¢ek zamanli amplifikasyon
egrileri. D) Standart diliisyonlarin Ct degerleri ve standartlara atfedilen varsayilan
degerler kullanilarak elde edilen standart egri.
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5. TARTISMA ve SONUC

Literatiire yaptigi 6nemli katkilartyla arastirma grubumuz IGKS mezankimal kok
hiicrelerinin izolasyon yontemi, tanimlanmasi ve farklilasma o6zelliklerinin yani sira, bu
hiicrelerin pek cok dinamigine iligkin veriye sahip bulunmaktadir. Bu durumda bu
hiicrelerin hem arastirmacilar hem de klinisyenler tarafindan yaygin olarak kolay bir
sekilde kullanilabilmeleri amaciyla atilmasi gereken adimlarin basinda bu hiicrelerin elde
edildigi kaynagin islenecegi merkeze ulasincaya kadar korunmasinin saglanmasi igin
gerekli kosullarin yaratilmasi: gerekmektedir. Gilinlimiizde, organizmadan yasam bagini
kesmis dokudaki hiicrelerin canliliklarinin gegici siireyle durdurulmasi ve istenildigi zaman
tekrar baslatilabilmesi i¢in gegerli sistem dondurma islemidir. Programlanabilen sogukta
koruma yani kontrollii olarak dondurarak saklama islemleri uzun zamandir IVF (in vitro
fertilizasyon)  merkezlerinde  insan  embriyonlarinin  dondurulmasi  amaciyla
kullanilmaktadir. Ovaryum dokusunun sogukta korunmasi ise bu konuda {izerinde en ¢ok
calisma yapilan alanlarin basinda gelmektedir. Buna karsin onarimsal tibbin en giincel
konusu olan kok hiicre biyolojisinde kaynak dokularin korunmasma iliskin girisimler
heniiz baslangic asamasindadir. IGKS’smin dondurulmasi ve ardindan etkin sekilde kok
hiicrelerin elde edilebilecegini gosteren bir ¢alisma heniiz yayinlanmamistir. Bu amacla
gerceklestirilen bu tez calismasinda, IGKS’smin kontrollii dondurma yontemiyle
saklanmasinin ardindan elde edilen mezankimal kok hiicrelerin ozelliklerini ve

etkinliklerini kaybetmedikleri pek ¢ok acidan gosterilmistir.

Embriyonun, dokularin ve hiicrelerin ¢esitli amaglarla saklanmasi amaciyla dondurma
protokolleri iizerine gergeklestirilen arastirmalar dondurma siiresi, hizi ve dondurma
cozeltileri gibi degiskenlerin islemin basaris1 {iizerinde Onemli etkileri oldugunu
gostermistir(Brockbank KGM 2001). Standart dondurma islemlerinin mevcut olmamasinin
yani sira buna bagl sonuglarin da degerlendirilmesinde bir goriis birligine varilmamis olup
yontemin etkinligi genellikle deneme-yanilma yontemleriyle sinanmaya calisilmaktadir.
Bu tez c¢alismasi kapsaminda gerceklestirilen deneylerle dondurma Oncesi ve sonrasi
hiicrelerin 6zelligi pek cok agidan degerlendirilebilmistir. Bunun yami sira dondurma
sonras1 elde edilen veriler yaklasik alti yildir aymi laboratuarin elde ettigi kiimiilatif

verilerle kiyaslanma sans1 bulmustur.
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IGKS dokusundan elde edilen mezankimal kdk hiicre miktarinin kordon kani ve kemik
iligi mezankimal kok hiicreleri ile kiyaslandiginda daha fazla oldugu ve IGKS hiicrelerinin
cogalma kapasitelerinin 7. pasaj sonunda 300 kata ulasarak bu hiicrelerin ¢ogalma
kapasitelerinin cesaret verici oldugu gosterilmistir (Karahuseyinoglu ve Cinar et al. 2007).
Bu arastirma kapsaminda IGKS dokusu farkli protokollerle dondurma islemlerine alinmis
ve ¢ozme islemleri ardindan elde edilen veriler dondurulmamis dokularla elde edilen
verilerle pek ¢ok yonden kiyaslandiginda uygulanan protokollerin giivenirligini ortaya
konmustur. Elde edilen sonuglar 0,3°C/dk hizla yavas dondurma yontemiyle, uygun
dondurma c¢ozeltisi kullanilarak gergeklestirilen dondurma islemlerinin hiicre morfolojisi,
sagkalimi ve yapisal proteinler agisindan orijinale yakin degerlerin elde edilebildigini

gostermistir.

Yapilan bu ¢alisma IGKS’smin dondurulup ¢éziilmesi sonucu bu dokudan elde edilen
mezankimal karakterdeki hiicrelerin donmamis dokuya kiyasla hiicre morfolojilerini ve
cogalma kapasitelerini pasajlar sonucu koruduklarini ortaya koymustur. Fenotipik olarak
kordon matriksinde iki farkli alamin farkli hiicrelerinin varlhig gosterilmistir. IGKS
dokusundan izole edilen hiicreler kiiltiir ortamima alindiklar1 erken pasajlarda bu iki
morfolojik 6zelligini korudugu ve pasajlar ilerledik¢e bir tip morfolojik karakterin baskin
hale geldigini ortaya konmustur (Karahuseyinoglu ve Cinar et al. 2007). Yaptigimiz
caligmalarda da gerek dondurulmus gerekse dondurulmamis dokudan izole ettigimiz
hiicrelerde bu iki farkli morfolojik 6zellige sahip hiicreyle karsilasilmis ve pasajlar
boyunca daha onceki c¢aligmalarda gosterildigi gibi tek tip hiicrenin baskin hale gegtigi
gozlenmistir. Buda bize uygulanan dondurma ydnteminin dokunun sahip oldugu hiicreler
iizerinde degisime neden olmadigini, doku yapisinin dondurma isleminden Onceki gibi

korundugunu ortaya koymustur.

In vivo ve in vitro ortamdaki hiicresel farklilasma hiicre morfolojisiyle, diger bir degisle
hiicre i¢i ara filaman proteinlerin yerlesimiyle baglantilidir. Hiicrelerde ifade bulan ara
filamanlar embriyonik gelisim ve hiicresel farklilagma sirasinda hiicre tipine 6zgii dagilim
gostermektedirler (Herrmann ve Aebi 2000). Bu durumda belirli hiicre iskeleti
elemanlarinin, dokunun belirli bolgelerinde farkli ifade bulmasi ve bu hiicrelerin dokudan
izole edildikten sonra ayni oOzellikleri kiiltiir ortaminda koruyup korumadiklarinin

belirlenmesi bu hiicrelerin yapisinin incelenmesinde 6nemli oldugunu gostermektedir.
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Sitokeratinler 55-69 kDa molekiil agirligindaki proteinlerdir ve ekto-/endodermal kokenli
epitel hiicrelerinde gozlenirler. Sitokeratin 8, 17, 19 gibi baz1 sitokeratin izoformlari
miyofibroblastik hiicrelerde de ifade bulurlar (Bozhoklu ve Bannikov et al. 1989) ve
pansitokeratin antikoru tarafindan tammmrlar. IGKS hiicrelerinde benzer sekilde
sitokeratinin ifadesiyle hiicrelerin yapisinin karakterizasyonu saglanabilmektedir (Moll ve
Zimbelmann et al. 1993). Pansitokeratinin gébek kordonu dokusunun damar duvarinin
etrafindaki hiicrelerde, yani perivaskiiler alanda ifadelendigi ve kiiltiir ortaminda tip 1
olarak adlandirilan hiicrelerde varlig1 ortaya konmustur (Nanaev ve Kohnen et al. 1997,
Karahuseyinoglu ve Cinar et al. 2007). Dondurma islemi sonucu elde edilen hiicrelerde
sitokeratin varliginin tek tip hiicrede olusu bu goriisii destekler. Dondurma oncesi ve
sonrasi1 grupta erken pasajlarda (P;-Ps) sitokeratin miktar1 degismezken pasajlar ilerledikce
sitokeratin miktarinin azalmasi sitokeratin igeren hiicre sayisinin azalmasina bagh

oldugunu diistindiirmektedir.

Hiicre i¢i yapisal protein olan vimentin 50 kDa’luk bir protein olup mezodermal kokenli
hiicrelerde bulunur (Karahuseyinoglu ve Cinar et al. 2007). IGKS dokusunda vimentinin
hem perivaskiiler hem de intervaskiiler alanda ifade buldugu ve dokudaki hiicrelerin
izolasyonu sonucunda kiiltiir ortamina alinan hiicrelerin, her iki fenotipteki hiicrede
ifadelendigi Can ve ark. (Karahuseyinoglu ve Cinar et al. 2007) tarafindan gosterilmistir.
Vimentin ifadesinin kiiltiir ortaminda da siirdiiriiliiyor olmasi hiicre tarafindan mezankimal
ozelliklerinin korundugunu gdsteren Onemli bir kanit olarak karsimiza cikmaktadir.
Dondurma iglemi 6ncesi ve sonrasi dokudan elde edilip kiiltiir ortamina alinan hiicrelerde
her iki tip hiicrede de vimentin varlig1 IGKS hiicrelerinin bu potansiyele sahip oldugunu

destekler ve dondurma igleminin hiicrelerin bu 6zelligini etkilemedigini ortaya koyar.

Bir diger mezankimal kok hiicre belirteci de CDI105 (endoglin) olan tipl zar
glikoproteinidir, hiicre yiizeyinde lokalize olur ve TGF-B reseptér kompleksinin bir
parcasidir. Endotel hiicrelerinde, aktive edilmis makrofajlarda, fibroblast ve diiz kas
hiicrelerinde varlig1 gosterilmistir. Hiicre morfolojisini ve gogiinii hiicre i¢i iskeletini
organize ederek etkiledigi bilinmektedir (Sanz-Rodriguez ve Guerrero-Esteo et al. 2004).
IGKS hiicrelerindeki varligi bazi gruplar tarafindan gosterilmistir (Wang ve Hung et al.
2004, Lupatov ve Karalkin et al. 2006). Bu calismada da dondurulan ve dondurulmayan
dokudan elde edilen hiicrelerin kiiltlir ortaminda CD105 pozitivitesi incelenmistir. Erken

pasajlarda CD105 dominantken pasajlar ilerledik¢e varliginin azalmasi hiicrelerin dogal
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ortamlarindan c¢ikarilarak kiiltlir ortamima alinmasi sonucu gittikce bu Ozelliklerini

kaybettiklerini diistindiirmektedir.

Bir diger hiicre iskeleti proteini olan desmin miyojenik bir proteindir ve tiim kordon
stromas1 boyunca vimentinle ayni dagilim paternine sahiptir (Karahuseyinoglu ve Cinar et
al.  2007). Bu sebeple IGKS hiicrelerinin miyofibrobilastik ~6zellikte oldugu
distinilmektedir (Takechi ve Kuwabara et al. 1993, Kadner ve Zund et al. 2004).
Sarugaser ve ark. (Sarugaser ve Lickorish et al. 2005) bu hiicrelerin dokudan ¢ikartilip
kiiltiire edildiklerinde desmin ifade etmediklerini bildirmistir. Bunun nedeninin izolasyon
veya kiiltiir kosullart olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Taze ve dondurulan dokudan elde edilen
hiicrelerin kiiltlir ortaminda desmin yoniinden negatif olusu bu bulguyu destekler. Benzer
sonuclar Darby ve ark. (Darby ve Skalli et al. 1990) tarafindan da yara iyilesmesi sonucu
ortaya c¢ikan miyofibroblastlarda desminin ifadelenmedigi, sadece o-diiz kas aktinin
ifadelendigi belirtilmistir. Alfa-diiz kas aktini miyofibroblastlara 6zgii bir proteindir. IGKS
dokusunda ve kiiltiire edilen hiicrelerinde erken pasajlarda kuvvetli pozitif bulunmus
pasajlar ilerledik¢e ifadesinin azaldigir gosterilmistir (Mitchell ve Weiss et al. 2003,
Sarugaser ve Lickorish et al. 2005, Karahuseyinoglu ve Cinar et al. 2007). Bu c¢alismada
taze ve dondurulan dokudan elde edilen hiicrelerin kiiltiire edilmesiyle a-diiz kas aktinini

ifade ettikleri goriilerek varligi desteklenmistir.

IGKS hiicrelerinde ifade oldugu bilinen belirteclerden birisi olan BMP-4, TGF-p ailesinin
bir iiyesidir ve embriyonik gelisimin erken evresinde dnemli bir sinyal molekiiliidiir. IGKS
hiicrelerinde de varlig1 gosterilmistir (Koh ve Kim et al. 2008). Nanog ise embrionik kok
hiicrelerin (EKH) kendini eslemesinde gorevi olan onemli bir transkripsiyon faktoriidiir.
EKH’lerde pluripotent 0Ozelligin devam ettirilmesinden sorumlu oldugu diisiintiliir
(Wozney ve Rosen et al. 1988). Diger bir belirte¢ ise CD90 (Thy-1) hiicre yiizey
molekiiliidiir ve MKH’lere 6zgii bir belirtegtir. Bir diger mezankimal kok hiicre belirteci de
vimentin molekiiliidiir her iki molekiiliin de IGKS hiicrelerinde varlig1 gosterilmistir (Can
ve Karahuseyinoglu 2007). Taze ve dondurulmus dokudan elde edilen hiicreler kiiltiir
ortamima alinip pasajlar boyunca bu belirteclerin varligi kiyaslandiginda dondurulan
dokudan elde edilen hiicrelerin mezankimal kok hiicre 6zelliklerini korudugu saptanarak
bu nedenle uygulanan dondurma yonteminin hiicre potansiyelleri iizerine olumsuz etki

gostermedigi kanisina varilmaistir.
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Birgok calisma ¢ekirdeklenme sonrasi soguma oraninin hiicre morfolojisini ve sagkalimini
etkiledigini gostermistir. Tavsan ovaryum dokusunun sogukta korumasinda en uygun
dondurma hizinin 0,3°C/dk oldugu gosterilmistir (Neto ve Buff et al. 2008). Birgok
arastirmact benzer dondurma hizint embriyon dondurmak i¢inde kullanmaktadir (KG ,
Neto ve Buff et al. 2008). Koyunlarin ovaryumlarinda yapilan bir ¢aligmada ¢ekirdeklenme
sonrast dondurma hiz1 2°C/dk oldugunda morfolojik hasar1 olmayan ¢ok sayida foliikiiliin
korundugu gozlenmistir (Demirci ve Salle et al. 2002). insan ovaryum dokusunun
kullanildig1 bir baska c¢alismada yavas dondurma yontemiyle cekirdeklenme sonrasi
dondurma hiz1 0,3°C/dk olarak belirlenmis ve boylece foliikiillerin daha iyi saklandigini
gbzlenmistir (Gook ve Edgar et al. 1999). Buna karsin baska bir ¢caligmada fare ovaryum
dokusunun 0°C’den -84°C’ye kadar geleneksel embriyon dondurma protokolii olan
0,3°C/dk ile pasif dondurma olan 1°C/dk hizla dondurulmasi arasinda foliikiiler gelisim
acisindan herhangi bir farklilik saptanmamustir (Cleary ve Snow et al. 2001). Her ne kadar,
farkli sonuglar elde edilse de bu iki dondurma hiz1 (0,3°C/dk ve 2°C/dk) yavas dondurma
orani olarak nitelendirilir ve gozlenen bu farklarin hiicreden hiicreye degisen ve donma
esnasinda gozlenen ¢ekirdeklenme sonrasi hiicredeki dehidratasyon diizeyinin
farkliligindan ileri geldigi diistiniilmektedir. Hizli dondurma oranlarinda hiicrenin suyunu
kaybetmesi i¢in zaman taninmadigindan donma sirasinda hiicre iginde hiicre i¢in Sliimciil
olan buz kristalleri olugur. Bunun yani sira ¢ok yavas dondurma oranlarinda da hiicre
suyunu fazlaca kaybederek hiicrede hasara neden olan yiiksek tuz derigimiyle kars1 karsiya
kalir. Bu calisma sonucunda IGKS’sinin su igerigi dikkate alindiginda yiiksek oranda
hiicreler arast sivi igeren jole kivaminda bir doku olmasi nedeniyle 0,3°C/dk hizla
dondurmanin 2°C/dk hiza oranla hiicre sagkalim oranlarin1 daha yiiksek oranda korudugu

bulunmus; bu nedenle daha etkin bir yontem oldugu sonucuna varilmistir.

Bu deneysel yaklasim kurgulanirken hiicre icine giren ve giremeyen kriyokoruyucu
maddelerin roliinii de ortaya koymak gerekirdi. Literatiirde bir¢ok dondurma yontemi
tanimlanmaktadir. Genelde DMSO hiicre igine giren en etkin kriyokoruyucu madde olarak
gosterilir. Hiicre igine girmeyen kriyokoruyucu madde olarak siikrozun kullaniminin
sagkalim oranlarini arttirdig1 gosterilmistir. Hiicre icine giren ve girmeyen kriyokoruyucu
maddelerin birlikte kullanimiyla sagkalim oranlarinin  6nemli dlgiide arttirildig:
bildirilmistir. Siikrozla DMSO’nun kullanimi trehalozla DMSO’nun kullanimindan daha
etkin bulunmustur (Neto ve Buff et al. 2008). Sekerlerle hiicre i¢ine giren kriyokoruyucu
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maddelerin bir kimyasal baglantis1 mevcut degilse de Marsella ve ark. (Marsella ve Sena et
al. 2008) stikrozun yararl etkisini géstermistir. Stikroz fosfolipit zarlarin polar kisimlariyla
hidrojen bagi yaparak hiicre zarlarii ve proteinlerini sabitlestirip etkisini gosterir. Bu
ozellik susuz kosullarda hiicre zarinin biitiinliigiiniin korunmasini saglar. Ayrica soguma
esnasinda lipit faz ayrimi sirasindaki sicakligi ayarlar (Crowe ve Mouradian et al. 1984).
Siikroz biyomolekiillerin hiicre zarlarinin ve hiicrelerin donma sirasinda korunma oranini
arttirir. Bu calismada kullanilan DMSO ve siikroz c¢iftinin IGKS dokusunu donma

esnasinda olusan hasardan etkin bir sekilde korudugu gosterilmistir.

Yapilan calismalarda IGKS hiicrelerinde ifade oldugu bilinen BMP-4, Nanog, CD90,
vimentin ifade profilleri (Koh ve Kim et al. 2008) dondurulup ¢éziilen IGKS dokusundan
izole edilen hiicrelerde ayni ifade diizeyinde saptanmistir. Ayrica yapisal proteinler olan
vimentin, CD105, a-diiz kas aktini, pansitokeratinin hiicre i¢i dagiliminda bir farklilik
gozlenmeyerek, calisma sonuglar1 dogrultusunda yavas dondurma yontemiyle dondurup
daha sonra ¢dzme isleminin hiicre potansiyelleri lizerinde herhangi bir degisime neden

olmadigindan bu yéntemin iIGKS dokusunu dondurmada etkin bir yol oldugu gériilmiistiir.
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