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ARASTIRMA

Adipoz Doku ve Wharton Jeli Kaynakli Kok Huicrelerde
Embriyonik Antijen Ekspresyonlarinin 3D Kiiltlirde
Arastirilmasi

Amac:Yag dokusu ve Wharton Jeli (WJ), preklinik ve klinik calismalarda kullanilan iki 6nemli
mezenkimal kok hiicre (MKH) kaynagidir. Gelecekte rejeneratif tip ve doku muhendisligi alaninda
buylk potansiyele sahip kok hucreler iki boyutlu olarak hiicre kiiltirlerinde Uretilebilmektedir. Blylk
Olgekli MKH'lerin Uretiminde kullanilan mikro tagiyicili 3D kultir sistemleri ile embriyonik déneme ait
pluripotentlik &zelligi gosteren hiicre yiizey antijenlerinin klinik kullanimda yeri olan MKH’lerde
arastirimasi amaclanmistir.

Gereg ve yontem: Bu calismada, WJ ve adipoz doku kokenli iki farkli MKH grubu kullanildi. Hillex-
Il ve Pronektin-F mikrotasiyicilar ile MKH gruplarn kiiltirlendi. TRA1-60, Sox-2, Nanog, Oct-4,
SSEA-4 hucre antijenlerinin akis sitometrisi ile ekspresyonlari degerlendirildi.

Bulgular: WJ kaynaklh MKH’lerde 6zellikle SSEA4 isaretleyicisi yiksek miktarda pozitif olarak
saptanirken; adipoz doku kaynakl MKH’lerde daha dusik seviyelerde eksprese edildigi gozlendi.
Adipoz doku kaynakli MKH ‘lerde hillex-1l mikrotasiyici ile yapilan kiltirde daha yiiksek olan hiicre
yuzey isaretleyicisi; WJK-MKH grubunda da benzer olarak daha yiksek oranda oldugu gérildi.

Sonug: Embriyonik kék hiicre antijenlerinin farkli oranlarda iki farkli hiicre grubunda eksprese
edildigi gozlemlendi. WJ kaynakli MKH'lerde SSEA4 ylzey antijeninin daha fazla miktarda
eksprese edildigi gézlemlendi.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kék hiicre, hiicre akig sitometrisi, pluripotentlik, multipotentlik, mikrotasiyici

Investigation of Embryonic Antigen Expressions in 3D Culture of Stem Cells
Derived from Adipose Tissue and Wharton Jelly

Objective: Adipose tissue and Wharton Jelly (WJ) are two important sources of mesenchymal
stem cells (MSCs) used in preclinical and clinical studies. Stem cells, which have great potential in
the field of regenerative medicine and tissue engineering in the future, can be produced in cell
cultures in two dimensions. It is aimed to investigate the cell surface antigens showing pluripotency
of the embryonic period in MSCs with micro-carrier 3D culture systems used in the production of
large-scale MSCs.

Materials and methods: In this study, two different MSC groups of WJ and adipose tissue origin
were used. MSC groups were cultured with Hillex-Il and Pronectin-F microcarriers. It was aimed to
investigate the expression of TRA1-60, Sox-2, Nanog, Oct-4, SSEA-4 cell antigens by flow
cytometry.

Results: Especially SSEA4 marker was found to be highly positive in WJ-derived MSCs while their
expression was observed at lower levels in MSCs originating from adipose tissue. The higher cell
surface marker in culture with hillex-Il microcarrier in adipose tissue derived-MSCs was similarly
found with a higher rate in the WJ derived-MSC group.

Conclusion: It was observed that embryonic stem cell antigens were expressed at different rates
in two different cell groups. It was observed that SSEA4 surface antigen was expressed more in
WJ-derived MSCs.

Key words: Mesenchymal stem cell, flow cytometry, pluripotency, multipotency, microcarrier

Girig

Mezenkimal koék hicreler (MKH) ¢ok yonli farklilasabilme, kendi kendini yenileme
ve kultirde ¢ogalabilme 6zelliklerine sahiptir. Rejeneratif ve immiinomodilator 6zellikleri
ile birgcok preklinik ve klinik calismada kullaniimaktadir (1, 2). Kardiyovaskuler
hastaliklar, otoimmiin hastaliklar, osteoartrit, cilt hastaliklari, Graft Versus Host Hastaligi
(GVHH), spinal kord hasari, bébrek ve karaciger hastaliklari ve Azheimer hastaliginda;
deneysel ve klinik kullanim alanlari mevcuttur (3-6). Yaslanmada ve bir¢ok hastalikta
kok hiicre nakil tedavilerinin rejeneratif tip ve doku mithendisligi alanlarinda kullaniliyor
olmasi ile birlikte kdk hiicre arastirmalarina olan ilgi artmaya devam etmektedir.
Arastirmalarda kok hicrelerin temel fenotipik 6zellikleri, klinik kullanimlari ve in vitro
¢ogalma asamasi ile ilgili yapilan caligma alanlar mevcuttur. MKH'ler kemik iligi, yag
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dokusu, g6bek  kordonu, plasenta, sinovyum,
endometriyum, dis pulpasi, fetal karaciger ve kas
dokusundan izole edilebilir (7, 8).

Gobek kordonu; miikdz bag dokusu ile gevrelenmis
iki arter ve bir damardan olusur (9). Wharton jeli (WJ) adi
verilen bu mikoz bag dokusundan MKH'ler elde edilir
ve yiksek proliferasyon ve kendi kendini yenileme
kapasitesine sahiptirler (10, 11). WJ kaynakh MKH’ler
daha ilkel hiicre karakteri gosterirler. ilkel hiicre
karekterleri  sebebiyle  pluripotent  hucreler igin
karakteristik olan SSEA3, SSEA4, Nanog gibi belirtegler
eksprese edebilirler (12). Embriyonik kdék hcrelere
benzer olmasina ragmen, timdorojenik degildirler. Ayrica
kardiyak néral ve hepatik hattin belirteglerini eksprese
ederler. DUslk imminojenik kapasiteleri ile allojenik
trasnplantasyonlar da o6nemli hale gelmektedirler
WJ’den toplanan MKH’ler, kemik iligi veya adipoz doku
gibi daha yash, erigkin doku kaynaklarindan izole
edilenlere gore daha proliferatif, immuinosupresif ve
hatta terapdtik olarak kabul edilirler (13).

Hem WJ kaynaklh hem de adipoz doku kaynakli
MKH’ler fibrobast morfolojisine sahiptir ve spesifik MKH
belirteclerini eksprese ederler; fakat kendini yenileme ve
farklilasma potansiyellerinde farkhliklar gézlenebilir .

Embriyonik  kdék hucre iligkili hicre yuzey
isaretleyicilerinin erigskin kék hucre populasyonlarinda
bulunup  bulunmadi§i ve bunlarin farkh  doku
kaynaklariyla iligkili olup olmadigi tartismalidir. Hucre
yuzeyi ekspresyonu Uzerine yapilan ¢alismalar,
MKH'lerin Nanog, Sox2, Oct-4 gibi embriyonik belirtecleri
de eksprese edebildigini gostermistir (14). MKH'lerin
hiicre ylzeyi antijeni kapsamli bir sekilde incelenmesine
ragmen, benzersiz kok hicre o6zelligi géstermezler ve
pluripotentlik antijenlerinin bu yetiskin hicrelerle iligkili
olduguna dair kesin bir kanit yoktur.

Kok hiicre tedavilerinin basarili olmasi igin g¢ok
sayida hilcre gereklidir. Bu nedenle 2D hicre
kiltirlerinde ¢ok sayida pasajlama yapilmasi gerekebilir
ve bu da hicre yaglanmasi gibi olumsuz etkilere yol agar
(15). Bu nedenle karigtirilmis stispansiyon, déner hucre
kaltaru sistemleri gibi 3D kultur sistemleri geligtirilmigtir.
Baslangicta asi uretimi amaciyla Van Wezel ve ark. (16)
tarafindan gelistirilen stuspansiyon mikro tasiyici kiltar
sistemi buyuk miktarlarda MKH dretimi igin etkili bir
kullanim olarak kabul edilmistir( MKH’ler  yapisan
hiicreler olarak tek bir katmanda bulyirler. Mevcut 2
boyutlu doku kiltirt platformu, disik hicre dozlari
gerektiginde kullanilabilir ve 50 milyonun lzerinde dozlar
gerektiginde pratik olmaz. MKH’leri mikrotagiyicilara
adapte etme  c¢alismalar hizla ilerlemektedir.
Mikrotasiyici  yuzeylerinde fonksiyonel baglanti ve
biyime destek elemanlari bulunmasi 6nemlidir. Bir
mikrotasiyicinin yizeyi, pozitif yukli tersiyer kuarterner
veya primer aminler, jelatin, kollajen, diger hicre digi
matriks proteinleri ve peptitleri gibi fonksiyonel gruplar
ile turetilebilir. Pozitif yukli mikrotagiyiclar elektrostatik
kuvvetlerle negatif yukli hicreleri geker. Mikrotasiyicilar,
en yaygin olarak kiresel olan cesitli sekil ve boyutlarda
Uretilebilir. Mikrotasiyicilar hicre blyimesini
kolaylastirabilecek boyutlara sahip olmalidir. Bu gekilde
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hicre blylimesinin sonunda, her mikrotagiyici yuzeyinde
birkag  ylz hicreyi  destekleyecektir.  Kiresel
mikrotasiyiclar icin 100-230 um gaplari tercih edilen
boyut olarak bildirilmistir  (17). Mikrotasiyicilarda
hicrelerin esit olmayan dagilimini énlemek igin kiresel
boyut dagilimlari  dusik olmahdir (25 pm).
Mikrotagiyicinin matriksi, hiicre yayilmasini desteklemek
ve hlcre ekimi sirasinda karsilasilan mekanik kuvvetlere
dayanmak igin yeterince saglam olmalidir (18, 19).
Mikrotasiyicilar; solid veya likid formda olmalarina,
yapildiklari materyale, yuzeylerinin gézenekli veya diz
olusuna ve sekillerine gore gesitlere ayrilir. Yizeylerinde
kollajen, polistren kapl veya pozitif sarjli sekilde
tasarlanmis olan cgesitleri mevcuttur. Goézeneksiz
(Polisitren kapli-plastik, Hillex; polisitren kapl ve pozitif
sarjli-Plastik Plus) ve mikrogdzenkeli olanlar, kollajen
kaph olanlar (FACT-3), ekstarseliler matriks kapl
olanlar(Pronektin-F), ytkstz olanlar ve makrog6zenekli
olanlar siklikla kullanilan mikrotasiyicilardir (20).

Calismamizda, iki farkh mikro tasiyici kaltur
ortaminda adipoz dokudan elde edilen adipoz doku ve
WJ tirevi MKH'lerin embriyonik kék hicre belirteglerinin
ekspresyonu kargilastirmali olarak incelendi.

Gereg ve Yontem

Bu calisma igin, Necmettin Erbakan Universitesi,
Meram Tip Fakdltesi'nden etik kurul izni alinmistir (Etik
kurul no: 2018/1380).

Kok Hiicrelerin izolasyonu ve 3D Hiicre Kiiltiirii

Adipoz Doku Kaynakli MKH Elde Edilmesi:
Abdominal veya meme cerrahisi girisimlerinde elde
edilen aydinlatiimis onami alinmis insan subkutan yag
dokusu kullanildi. 10-20 g yad malzemesi tuzlu su ile
yikandiktan sonra, oda sicakliginda kollajenaz enzimi ile
muamele edildi.

Wharton Jelly Kaynakhh MKH Elde Edilmesi:
Satin alinan hicre hatti insan umblikal kord turevi
mezenkimal koék hiucre (ATTC PCS 500-010, ABD)
kullanildi.

Bu calismada iki tip mikrotasiyici kullanildi:

Hillex 1l (Solohill): Mikrotasiyicilar amin ile isleme
tabi tutulmus bir ylzeye sahiptir ve yogunluklari 160-200
um arasinda 1090-1150 kg/m® arasinda degisen
parcaciklardan olusur.

Pronectin F (Solohill): 1022-1030 kg/m3 ve
partikil blyUkligld 125-212 um arasinda degisen
kaplamali stiren mikro tagiyicidir.

Mikrotaslyicilar 10 cm?/mL ylizey alani saglayacak
miktarlarda hassas terazi ile tartilarak 60 mm‘lik hucre
klltir kaplarina ilave edldi. 3 x 10° adet/cm? olacak
sekilde mikrotasiyici ylzey alani ve kultlir kabi yuzey
alani toplami miktarinda ekildi. Hcrelerin g¢ogalma
ortaminda DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
F-12 bazal medyuma; %7,5 trombosit lizat, penisilin-
streptomisin ve L-glutamin katki maddeleri kullanildi.
Hicre ekimi 3x10° adet/cm? olacak sekilde %5 CO2-%5
02-%90 N (azot) ortaminda ve 37°C'de yapild.
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Dakikada 50 tur dénen bir orbital calkalayici (Nive SL-
350) saatte 10 dakika calistirilacak sekilde 24 saat
kaltarlendi.

MKH Karakterizasyonu

Adipoz doku kaynakli ve WJ kaynakli kdk hucreler;
eksprese edilen temel yuzey antijenlerinin analizi ve 3
farkl hiicre grubuna farkhlasma igin kiltirlendi.

Flow Sitometri: Kok hicre karakterizasyonu
amaciyla her iki hucre grubunda 3D hucre kiltirinde
CD44, CD90, CD73 ve CD19 antijenleri (Human
Mesenchymal Stem Cell Flow Cytometry Kit, Novus Bio,
USA) hicre akis sitometrisi cihazi (FACSDiva Version
6.1.3) ile analiz edildi.

Adipojenik Farklilagma: Hucreler 96 kuyucuklu
klltir kabina ekildi (3x10%cells/cm?). Kultir kabinda
hicre yogunlugu %80 doluluga ulastiginda, adipojenik
farklilasma medyumu (MSCgo Adipogenic XF, Biological
Industries, USA) eklendi ve 21 gin inkibe edildi.
Boyama oncesi %10 formalin ile 30 dk inkiibe edildi.
Daha sonra %60 isopropanol ile inkube edilip; oil red O
solusyonu  uygulandi.  Lipit  depolanmasi IStk
mikroskobunda kirmizi renkte gézlendi.

Osteojenik Farklilagma: Hucreler 96 kuyucuklu
klltir kabina ekildi (3x10%cells/cm?). Kultir kabinda
hicre yogunlugu %80 doluluga ulastiginda, osteojenik
farkllasma medyumu (MSCgo OsteogenicXF, Biological
Industries, USA) eklendi ve 21 gin inkiube edildi.
Boyama oncesi fiksasyon amaciyla %70 etanolde
4°C’de 1 saat inkube edildi. 10 dk oda isisinda Alizarin
Red boyasi ile boyandiktan sonra, 1s1k mikroskobunda
mineral depolanmasi gézlendi .

Kondrojenik Farklilagma: Hucreler 96 kuyucuklu
klltir kabina ekildi (3x10%cells/cm?). Kiltir kabinda
hicre yogunlugu %80 doluluga ulastiginda, kondrojenik
farkhlasma medyumu (MSCgo ChondrogenicXF,
Biological Industries, USA) eklendi ve 21 giin inkibe
edildi. Boyama o6ncesi fiksasyon amaciyla %4
formaldehit ile oda isisnda 30 dk inkibe edildi.
Proteoglikan protein Acian Blue boyasi ile 1sik
mikroskobunda mavi renkte gézlendi.

Adipoz Doku ve Wharton Jeli Kaynakli ...

Sekil 1. a) ik 24 saatte mikrotasiyiciya yapismis kok hiicreler, b) Mikrotasiyic yiizeyinde igsi formda kok hiicreler,

Kasim 2020

. Flow Sitometri ile Embriyonik Hiicre Yizey
Isaretleyici Analizi

Hucre ylzeyi antijenleri adipoz doku ve WJ'den
turetilen MKH’ler igin incelenmistir. Akis sitometrik analizi
igin, kultirdeki hucreler tripsinizasyon ile ayrildi. Mikro
tastyici ve hicreleri ayirmak igin filtre kullanildi. Hucreler
daha sonra kultir medyumundan uzaklagtirmak igin
santrifijj ile yeniden siispansiyon haline getirildi.

SSEA-4, Nanog, Sox2, TRA1-60 ve Oct4
embriyonik yuzey isaretleyicileri (Abcam) kullanildi.
Hicre Akis Sitometrisi cihazi (FACSDiva Version 6.1.3)
ile siispansiyon halindeki hiicreler analiz edildi.

Bulgular

Her iki hice grubu ekimden 24 saat sonra
g6zlemlendi. Mikrotasiyicilarin ylzeyine yapigabilen igsi
formda hicreler gozlemlendi (Sekil 1). Ortalama 5-6.
glnlerde kiltir kabi doluluk seviyesi %75-80’e ulastiktan
sonra kok hicre karakterizasyonu amaciyla hicre akis
sitometrisi ile pozitif ve negatif MKH ylzey isaretleyicileri
gosterildi (Sekil 2).

Hucreler, MKH'lerin  farkllasma  kapasitesini
incelemek icin spesifik indUksiyon ortami kullanilarak
adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasmalari
g6zlemlendi. Adipojenik farklilasma Oil Red O boyasi,
osteojenik farklilasma alizarin kirmizisi,  kondrojenik
farkhlasma alcian mavisi boyamasi ile 96 kuyucuklu
kiltar kaplarinda farkhlasma gosterilmistir (Sekil 3).

Flow sitometri ile yapilan embriyonik hiicre yuzey
isaretleyici sonuglari Tablo 1'de gdsterildi. 3D
mikrotasiyici ile yapilan hucre kultirinde bes farkh
embriyonik kok hiicre belirtecleri analiz edildi (Sekil 4).
WJIK-MKH’lerde 06zellikle SSEA4 isaretleyicisi ylksek
miktarda pozitif olarak saptanirken, ADK-MKH’lerde
daha duslk seviyelerde eksprese edildigi gdzlendi.
Hillex2 ve pronektin mikrotasiyicilar agisindan farkh bir
sonug gozlenmezken, ADK-MKH ‘lerde hillex2

mikrotasiyici ile yapilan kiltirde daha yiksek olan hicre
yuzey isaretleyicisi; WJK-MKH grubunda da benzer
olarak daha yiiksek oranda saptandi (Tablo 1).

|

¢) Tam doluluga ulasmis mikrotasiyicilar, d) Tripsinizasyon sonrasi yuzeyden kalkan kék hucreler
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Sekil 2. Flow sitometri ile mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyonu (CD90, CD44, CD105 ve CD19 hiicre ylizey

isaretleyicileri analizi) WIK-MKH: Wharton Jeli Kaynakli Mezenkimal Kok Hicre, ADK-MKH:Adipoz Doku Kaynakll
Mezenkimal Kok Hiicre

Sekil 3. Mezenkimal kok hucrelerin: (a) Adipojenik farkhilasmasi , (b) Osteojenik farklilasmasi, (c) Kondrojenik
farklilasmasi
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Sekil.4 Flow Sitometri ile TRA1-60, SOX2, Oct4, NANOG ve SSEA4‘ln gosteriimesi. WIK-MKH: Wharton Jeli Kaynakli
Mezenkimal Kok Hiicre, ADK-MKH:Adipoz Doku Kaynakll Mezenkimal Kok Hucre

Tablo 1. Emriyonik hiicre yiizey isaretleyici (TRA1-60 , SOX2 , Oct4 , NANOG ve SSEA4) ekspresyon ylizdeleri

Adipoz Doku Kaynakli MKH

Wharton Jeli Kaynakli MKH

Hillex Pronectin Hillex Pronectin
(%) (%) (%) (%)
TRA-1-60 7 2.9 8.6 4.6
SOX2 3.7 6.4 4.1 3.1
OCT4 0.5 2.7 1.7 1.5
NANOG 7.5 4.9 9.1 4.8
SSEA4 10.9 11.8 58.4 58.1
Tartigma (23, 24). Yetigkin kok hicrelerinde ise bu pluripotentlik
.. .. . . belirteglerinin varligi ve fonksiyonel roli arastiriimaya
Stromal kok hicreler rejeneratif tip ve doku ¢ g y 3 y

muhendisligi uygulamalarinda biyoteknolojide degerli bir
kaynak olusturmaktadir ve gelecekte buyik potansiyel
tasimaktadir. MKH ‘ler kemik iligi, yag doku, kas dokusu,
endometrium ve plasenta gibi bircok dokudan elde
edilmektedir (21, 22). Klinik pratikte kolay elde
edilebilmesi ve en ¢ok kullanilan hiicre grubu olmasi
nedeniyle adipoz doku kaynakli-MKH ve daha ilkel
embriyonik kok hucrelere daha yakin oldugu ileri surilen
WJ kaynakh-MKH’ler kullanildi. Ayni kulttr kosullarini
saglandigi hicre gruplarinda embriyonik antijenlerin
benzerlikleri ve farkliliklarini incelendi.

Pluripotentlik 6zelligi farklilasmamis embriyonik kdk
hiicrelere ait Oct4, Nanog ve Sox2 gibi transkripsiyon
faktorleri ve SSEA3 ve 4 gibi embriyonik kok hucreleri
tanimlayan hucre yizey antijenleri ile belirlenmektedir

devam etmektedir. Erigkin dokularda bulunan MKH'lerin
gelisim sirasinda dokularda biriken pluripotent kdk
hicreler olabilecedi dusunulmektedir. Bu ylzden
embriyonik belirteclere sahip olabilmesi s6z konusudur
(25). Daha o6nce yapilan calismalarda (26, 27) SSEA4
ylzey antijeninin  kemik iligi kokenli MKH’lerde
gosterilmistir. 2D hicre kulturlerinde daha 6nce yapilan
galismalarda (26, 28) bazi embriyonik antijenlerin
MKH'lerde ifade edebildigi gosterilmistir. Bu ¢alismada
WJ kaynakh MKH’lerde SSEA4 ylzey antijenini
eksprese edildigi gosterildi. Yeni yapilan bir ¢galismada
(29) yagd doku kaynakh MKH'lerde SSEA4 dusuk
miktarda iken, WJ kaynaklh MKH’lerde yiiksek miktarda
eksprese edildigi klasik iki boyutlu kiiltirde gosterilmistir.
Mikrotagiyici kullanarak yapilan bu ¢alisma ile uyumlu
bulunmustur. Geleneksel tek tabakali kiltir yontemi,
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pasaj sirasinda hicrelerin karakteristik morfolojisini ve
in-vivo mikro-ortam kosullarini kaybetme ve hiicreye
6zgl hicre digi matriks sekresyonunun degistiriimesi
nedeniyle iyi bir in vivo model degildir. Bu nedenle, bu
durumun hicre performansi ve biyolojik testlerin
sonuglar Uzerinde 6nemli etkileri gibi birgok dezavantaiji
vardir. 2D tek tabakali  hucre  kdlturleriyle
karsilastirldiginda, 3D modeller son zamanlarda hucre
biyolojisinde énemli bir role sahiptir. Ctinkii 3D modeller,
optimal hiicre blylmesi, farklilagsmasi ve fonksiyonu igin
uygun mikro ortam saglar ve karmasik hicresel
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