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Klinik Kullanım İçin Mezenkimal Kök Hücrelerin 
Hazırlanması
Mesenchymal Stem Cell Production for Clinical Usage

ÖZ
Mezenkimal kök hücreler (MKH) kendini yenileme potansiyeli olan, osteoblast, kondrosit ve adiposit 
gibi özelleşmiş hücrelere farklılaşabilme yeteneğine sahip, erişkin, multipotent hücrelerdir. Klinikte 
kullanılmaları için özel üretim koşulları gerekmektedir. GMP (Good Manufacturing Practice- İyi 
Üretim Uygulamaları) şartlarında hücre üretimi, temel kök hücre bilimlerinden klinik araştırmalara 
ve uygulamalara translasyon için yüksek bir kalite güvence sistemi sağlar. Üretim protokolünde 
kullanılan enzim içeriği ve konsantrasyonu, parçalanma süresi, santrifüj hız farklılıkları, filtre boyutu 
gibi değişkenler, MKH eldesindeki farklılıkları oluşturur. Uygun üretim, doz ve uygulama yolu 
standardize edilerek hastada en başarılı tedavi sonucuna ulaşılır. Derlemede, MKH' lerin özelliklerini 
ve klinikte kullanımlarına özgü olarak nasıl hazırlandıklarını ve hazırlanma esnasındaki değişkenlerin 
hücre üzerine etkilerini açıklanması amaçlanmıştır.
Anahtar Sözcükler: Mezenkimal kök hücre, Translasyonel tıp, GMP

ABSTRACT
Mesenchymal stem cells (MSC) are multipotent cells that can differentiate into specialized cells 
such as osteoblasts, chondrocytes and adipocytes, and have the ability for self-renewal. However, 
special production conditions are required for clinical usage. GMP (Good Manufacturing Practice) 
Laboratory conditions may provide a high quality control system in translational medicine from basic 
stem cell research to clinical trials. The content and concentration of  the enzyme, digestion period, 
the speed of  the centrifuge and filter size may be among the variables that affect the characteristics of  
MSCs. The production methods, application and dose of  MSCs for certain therapies should therefore 
be standardized according to the best clinical treatment available for the patient. The aim of  this 
review is to explain the characteristics of  MSCs, the special production methods for their use in 
clinical practice, and their effects on various cells.
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Derleme / Review

GİRİŞ
Mezenkimal kök hücreler (MKH); kendini yenileme potansiyeli olan, osteoblast, kondrosit 
ve adiposit gibi özelleşmiş hücrelere farklılaşabilme yeteneğine sahip, erişkin, multipotent, 
progenitör ve klonal hücrelerdir. MKH’ ler heterojendir ve karakterizasyonu için belirlenmiş 
tek bir biyobelirteç mevcut değildir. Bu nedenle, 2006 yılında Uluslararası Hücresel Tedavi 
Derneği tarafından bildirilen bir dizi özellik ile tanımlanması sağlanır (1). Yaygın olarak 
kabul gören bu kriterlere göre MKH’lerin; i) kendini yenileme yeteneği (self-renewal) ii) 
Yüzeylerinde CD73, CD90 ve CD105 belirteçlerini eksprese ederken CD45, CD34, CD14 
ve HLA-DR gibi yüzey belirteçlerini eksprese etmemeleri iii) In-vitro koşullarda kemik, yağ ve 
kıkırdağa dönüşebilme (diferensiyasyon) özellikleri mevcuttur. MKH’ler stromal kökenleri, 
fibroblast benzeri morfolojilerinin yanı sıra kültürde plastik yüzeye hızlı adhezyonu ile 
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Mezenkimal kök hücrelerin klinik şartlarda kullanılması 
için özel laboratuvar şartlarında üretilmesi gereklidir. GMP 
(Good Manufacturing Practice- İyi Üretim Uygulamaları) 
şartlarında hücre üretimi, temel kök hücre bilimlerinden 
klinik araştırmalara ve uygulamalara translasyon için 
yüksek bir kalite güvence sistemi sağlar. GMP kılavuzlarına 
göre; biyolojik ürünün uygun klinik sınıfının belirlenmesi, 
hazırlanması, klinik uygulamalar için hücre ürünlerinin 
güvenliğinin sağlanması, kalitesinin değerlendirilmesi, 
özelliklerinin ve kimliğinin belirlenmesi ve transferinin 
sağlanması gerekmektedir. Öte yandan, gelişmiş hücresel 
tedavi protokolleri, kapsamlı doğrulama, süreç kontrolü ve 
kapsamlı dokümantasyon gerektirir (19). Ülkemizde ‘İnsan 
Doku ve Hücre Ürünlerinin Ruhsatlandırılması ve bu Ürünlerin 
Üretim, İthalat, İhracat, Depolama ve Dağıtım Faaliyetlerini 
Yürüten Merkezler Hakkında Tebliğ’ e göre, hücre-doku üretim 
faaliyeti, GMP kılavuzunda belirtilen partikül ve mikrobiyal 
yük açısından B sınıf hava kalitesine sahip alan içerisinde 
yerleşik partikül ve mikrobiyal yük açısından A sınıfı hava 
kalitesine eşdeğer bir ortamda yapılır (20). GMP şartlarında 
MKH üretimi 3,4 hafta gerektiren bir süreçtir. 

MKH ÜRETİMİ
Dokunun Alınması ve Taşınması
Doku ve hücrelerinin tedariki; alanında uzmanlaşmış bir 
klinik ekip tarafından, doku ve hücrelerin bağışı ve tedariki 
usul ve esaslara uygun olarak yapılır (21). MKH’ lerin 
terapötik kullanımında, hastalığın patofizyolojisine göre 
etkin olduğu preklinik çalışmalar ile bildirilen hücre kaynağı 
tercih edilmelidir. Donör yaşı ve MKH kökeni terapötik 
cevapta farklılıklara yol açar (22-24). Dokunun alınış yeri, 
şekli ve alınma esnasındaki cerrahi protokol, başlangıç 
materyalindeki hücre sayısını etkiler (25). Hücre üretim 
merkezine örnek kabul öncesi gerekli donör tarama testleri 
yapılır ve cerrahi işlem ardından dokuya özgü belirlenen 
antibiyotik içeren ‘ham ürün transfer solüsyonu’ içerisine 
alınır. Uygun taşıma koşullarında üretim gerçekleştirecek 
merkeze transferi sağlanır. Adipoz kaynaklı kök hücreler 
kemik iliği kök hücrelerine benzerlik göstermesine rağmen, 
hücre yüzeyi belirteçlerinde, farklılaşma potansiyellerinde 
ve vücutta bulunma oranlarına göre bazı farklı özelliklere 
sahiptir. Adipoz kaynaklı kök hücrelerin en büyük avantajı, 
100 g yağ dokusundan, 100 ml kemik iliği aspiratına 
kıyasla, 300 kat daha fazla kök hücre elde edilebilecek 
olmasıdır (9). Adipoz kökenli MKH, diğer mezenkimal 
kök hücrelere benzer bir farklılaşma potansiyeline sahiptir 
(26). Umbilikal kord dokusundan MKH izolasyonunun 
kolay olması ve bankacılık fikrinin de günümüzde rağbet 
görmesinden dolayı umbilikal kord dokusu sık kullanılan 
bir başlangıç materyalidir. Normal doğumdan elde edilen 
mezenkimal kök hücrelerin sayısı, sezeryan doğuma oranla 
daha fazladır (27).

karakterize edilir. Basit ve kolay elde edilebilir, kültür 
ortamında yüksek ve hızlı proliferasyon sunarlar ve 
birçok pasaj boyunca karyotiplerinde değişme olmaksızın 
proliferasyonu devam ettirilebilirler (2,3). MKH’ler 
dokudan izole edilip kültüre alındıklarında primer MKH 
kültürü olarak adlandırılır, bu fazı takiben logaritmik faz 
ve son olarak bir senesent fazdan oluşan bir büyüme eğrisi 
sergiler. Uygun koşullar altında logaritmik faz esnasında 
(pasaj 2-3) kolaylıkla 50 popülasyon katlanmasına kadar 
çoğaltılabilir ve böylece terapötik dozlara ulaşılması 
mümkün olur. Ayrıca, düşük immünojeniteye sahiptirler 
ve bu yüzden rejeneratif tedaviler için allojenik kullanıma 
da uygun olan bir adaydırlar. 

Geleneksel olarak kemik iliği MKH izolasyonundaki en 
sık kullanılan kaynak olarak bilinse de, zamanla içeriğinin 
MKH’ den çok hematopoetik kök hücreler açısından 
zengin olması, toplama prosedüründeki zorluklar ve 
genel anestezi gereksinimi klinik ve araştırmalarda kemik 
iliğinin kullanımını kısıtlamıştır (4,5). Yağ dokusundan 
veya lipoaspirat numunelerinden elde edilebilen ve adipoz 
kökenli MKH olarak sınıflandırılan, farklılaşmamış hücre 
popülasyonunun multipotent doğası araştırılmaya adaydır 
(6,7). Adipoz kökenli MKH’ de kemik iliği kökenli MKH’ler 
gibi osteogenez, kondrogenez, adipogenez, miyogenez ve 
özel koşullar eşliğinde nörojenez potansiyeli sergilerler (6). 
Adipoz doku minimal girişimsel işlemler ile elde edilir ve 
hem otolog hem allojenik kök hücre tedavilerinde geniş 
bir yere sahiptir (7). Plasenta, umbilikal kord ve amniyon 
sıvısı gibi perinatal kaynaklar MKH açısından zengindir. 
Umbilikal kord mezenkimal kök hücrelerinin allojenik 
bir MKH kaynağı olarak düşünüldüğünde kemik iliği 
MKH’lerine göre toplama işleminin ağrısız olması, kord 
donörlerin tutarlı ve genç olması, neredeyse sınırsız bir 
başlangıç   malzeme kaynağı olması ve bankacılığının 
kolaylıkla yapılabilmesi gibi avantajları vardır. In vitro olarak, 
umbilikal kord MKH’ler yüksek proliferasyon potansiyeli, 
farklılaşma yeteneği ve yüksek immünmodülasyon 
özelliklerine sahiptir. Bu nedenlerden dolayı dünyada 
2014’ten itibaren klinik çalışmalarda sıklıkla tercih edilen 
MKH kaynağıdır (8). Ayrıca literatürde MKH’lerin kemik 
iliği, yağ dokusu, umblikal kord dokularından başka eklem 
kıkırdağı, periost, sinoviyal sıvı, menstrüel kan, iskelet kası, 
diş pulpası, kalp, beyin dokularından da elde edilebildiği 
bildirilmiştir (6, 9-18).

MKH’ler, endotel ve stromal hücreler gibi hem doğal 
hem de adaptif bağışıklık sisteminin hücreleri ile etkileşime 
girebilir, normal dokuda ve patolojik durumlarda önemli 
efektör fonksiyonları tetikleyebilir. MKH’ler endojen 
veya eksojen hasara yanıt olarak, hasarlı dokuya göç eder, 
anti-inflamatuvar, anti-proliferatif ve anti-apoptotik bir 
mikroçevrenin oluşumuna katkı sağlar (6).
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takviyeleri olarak kullanılan bu ürünler hücre verimini 
sayıca artırmaya yöneliktir. MKH kültürü için serum, 
yaygın olarak % 10-20 konsantrasyonda kullanılmaktadır 
(36-38). Serum, yüksek hücre büyümesini sinyalize eden 
bileşikler içermektedir ve bağlanma faktörleri ile birlikte 
beslenme ve fiziko-kimyasal hücre bakımı için gereklidir 
(39). %15 insan serumu içerisinde hücreler, %10 FBS’e 
(fetal bovine serum) göre 2,5 kat daha fazla proliferasyon 
göstermiştir (36). Trombosit lizatı ilk olarak Doucet ve ark. 
tarafından hücrelerin ex vivo gelişmesi için seruma alternatif 
olarak önerilmiştir (40). Trombosit lizat içerdiği biyoaktif 
moleküller ve büyüme faktörleri sayesinde, kemik iliği 
(41,42), göbek kordonu kanı (43) ve adipoz dokusu (44) 
MKH’ lerinin büyümesini destekler. MKH’ lerin in vitro 
genişlemesinde kültür koşullarının optimize edilmesi için 
önemli bir çaba gösterilmiştir. Bunlar, kültür ortamının, 
serum içeriğinin, hücre yüzey kaplama yoğunluğunun, 
kültür yüzeylerinin değerlendirilmesiyle açıklanabilir 
(45-47). Bu değişkenlerden, büyüme faktörü ve sitokin 
takviyelerinin kullanımı en yaygın şekilde araştırılmış ve 
MKH’lerin çoğalması ve kendini yenileme üzerine belirgin 
etkileri olduğu gösterilmiştir. FGF-2 (fibroblast büyüme 
faktörü) takviyesinin kullanımı MKH lerin genişlemesini 
artırmak için yaygın olarak tanımlanmış ve kullanılmıştır 
(46,48-51). Büyüme faktörleri ile uzun süreli ekim, MKH 
farklılaşma potansiyelinde kayba yol açabilir. Uygun faktör 
kombinasyonları kemik iliği kaynaklı MKH’ lerin 1000 kat 
ekspansiyonuna izin verir (52). Çoğunlukla hematopoetik 
kök hücre transplantasyonundan sonra gelişen steroid-
refrakter akut graft versus host hastalığına (GVHD) sahip 
hastaların tedavisinde ve osteoartritte kullanılan trombosit 
lizat, zenginleştirilmiş besiyeri ile ekspanse edilen MKH’ 
lerin başarılı tedavi sonuçları bildirilmiştir (53,54).

Son yıllarda, insan kaynaklı suplementlerin ve serumun 
dezavantajlarını ortadan kaldırmak için serumsuz besi-
yeri üzerine çalışılmaktadır. Serumsuz besiyeri (serum-free 
media); lot ile değişen farklılıkların ortadan kaldırılabilme-
sini, kan ürünü kaynaklı tanımlanamayan proliferasyon 
değişiklikleri sorununun azalmasını, genomik-proteomik 
karşılaştırmaların yapılabileceği ortamın oluşmasını sağlar. 
Chase ve ark. MKH lerin ekspansiyonunu serumsuz besi-
yeri (SFM; StemProVR MSC SFM, Invitrogen) ile gerçek-
leştirmiş ve sonuçlarını serum içeren kültür ile karşılaştırıldı-
ğında, MKH’ lerde fenotip, ekspresyon profili ve farklılaşma 
karakterinde bir değişikliğe yol açmadığını bildirmiştir (55). 
Buna benzer olarak MesencultVR (Stem Cell Technolo-
gies, Kanada) ve TheraPEAKTM (Lonza, İsviçre) ticari 
olarak ulaşılabilir serumsuz içeriklerdir. Ancak mutlaka 
bildirilen ticari serumsuz içerikler ile klinik kullanıma hazır 
hücre hazırlama esnasında bu besiyerlerine eklenen ilave 
faktörlerin ve tuzlar, aminoasitler, yağ asitleri, iz element-
ler gibi bazal besiyeri komponentlerinin kalite kontrolünün 
yapılması gerekmektedir. Hudson ve ark. mTeSR (Stem 

Dokunun Parçalanması ve Primer Kültür 
Primer eksplant kültür, hücre izolasyon ve kültürü 
için bildirilen en eski yöntemdir. Başlangıç materyali 
olarak belirlenen doku parçası GMP Laboratuvarına 
taşıma (transfer) solüsyonu içerisinde taşınır. Başlangıç 
materyalinin kalite kontrolü; laboratuvara kabul için gelen 
dokunun boyutu, ağırlığı, serolojik uygunluğu, ambalaj 
bütünlüğü, ısı takibi gibi kriterler ayrı ayrı değerlendirilerek 
yapılır. Uygun koşullarda taşındığı ve kabul kriterlerine 
uygun olduğu belirlenen doku üretim için kabul edilir. 
Dokulardan MKH izolasyonu yapılırken enzimatik ve/veya 
mekanik parçalama yöntemleri kullanılabilir. Genellikle, 
doku kan hücrelerinden arındırıldıktan sonra mekanik 
olarak parçalanarak milimetrik boyuta getirilir. Doku 
boyutunun küçültülmesi hücrelerin difüzyonla beslenmesini 
kolaylaştırır (28). Fazla parçalama yapılır ise hücreler 
mekanik olarak dekstrükte olur. Enzimatik parçalama 
yönteminde ise, ekstrasellüler matriksi parçalayan enzimler 
ile degredasyon gerçekleştirilir. Mekanik olarak parçalama 
yöntemi ile gerçekleştirilen eksplant kültürde heterojenitesi 
daha az, proliferasyonu ve canlılığı daha fazla hücre 
elde edilebilir (29-31). Bunun nedeni, migrasyon yapan 
hücreler bir enzime maruz kalmadığından, ekstrasellüler 
matriksin korunması ve bu sayede proteolitik ve mekanik 
stresten daha az etkilenmesi olarak açıklanabilir (32,33). 
Adipoz kaynaklı MKH izolasyonunda yaygın olarak her iki 
protokol de kullanılır. Enzimatik ve mekanik parçalamanın 
birlikte kullanımının yalnızca mekanik parçalamaya göre 
iki kat daha verimli hücre izole edilebileceği bildirilmiştir 
(34). Lazzina ve ark. insan umbilikal kord MKH’lerde 
geleneksel parçalama ve otomatik parçalama sistemini 
(GentleMACs) karşılaştırmışlar ve otomatik parçalama 
sistemi protokolündeki hücre sayısı ve canlılığının geleneksel 
enzimatik parçalamaya göre daha yüksek olduğunu tespit 
etmişlerdir (35). Merkeze taşınan transfer solüsyonunda 
yapılan kalite kontrol testleri ile kabulüne karar verilir. 
Uygun parçalama seçildikten sonra dokuya uygun bazal 
besiyeri ile hazırlanan medium ile flasklara ekim yapılarak 
37o C inkübatöre kaldırılır. 

Kültürün Devamlılığının Sağlanması
3-4 günde bir uygun besi yeri ile idame işlemi yapılır. 2 
hafta kadar bu işleme devam edilir ve hücrenin kültür 
ortamında çoğaltılması sağlanır. Terapötik uygulamalar 
için fazla sayıda hücre elde edilmesi gereklidir. Bu nedenle, 
optimal kültürün belirlenmesi için besi ortamı içerikleri, 
kültür ortamı, hücre ekim yoğunluğu, çözünmüş O2 ve CO2 
gibi fiziko-kimyasal çevre, konsantrasyonlar, pH ve sıcaklık 
gibi MKH kültürü özelliklerini değiştiren faktörlerin 
optimize edilmesi gerekmektedir. Birçok laboratuvarda 
rutin olarak kullanılan kan türevli ortam takviyeleri, besi 
ortamı kompozisyonlarının karmaşıklığı, hücresel tedavi 
ürününün optimizasyonunu engellemektedir. Kültür ortamı 
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Serum Albumin) kullanılan solüsyonda en yüksek canlılığı 
elde etmiştir (62). Miyamoto ve ark. insan adipoz kaynaklı 
MKH’ lerde %10 DMSO ve cell banker 2’yi dondurma ve 
çözmeyi takiben hücrelerin hayatta kalma oranını, çoğalma 
potansiyelini karşılaştırarak hücre sağkalım oranı, her iki 
kriyopreservasyon çözeltisinde % 95’in üzerinde olduğunu 
bununla birlikte, hücre çoğalma potansiyelinin cell banker 
2 çözeltisinde önemli derecede yüksek olduğunu belirtmiştir 
(63). Al-Saqi ve ark.’na göre insan adipoz kök hücrelerinde 
% 10 DMSO ve cell banker 3 arasındaki hücre sağkalım 
oranını ve farklılaşma potansiyelini karşılaştırarak bu iki 
tip kriyoprezervasyon çözeltisi arasında dondurma ve 
çözülmeden önce ve sonra hücre formunda herhangi 
bir fark olmadığını bildirmiştir (64). Chatzistamatiou 
ve ark. umblikal kord doku parçalarını 2-3 mm³ halinde 
parçalayarak dondurmuştur. Bunu yapmaktaki amaçları 
ise dokuyu kültüre etmeden zamandan, enerjiden tasarruf 
etmek ve kültüre almadaki zorunluluğu ortadan kaldırmaya 
çalışmaktır (65).

Hücrenin Paketlenmesi ve Hastaya 
Verilmesi
Gönderilecek toplam ürün genellikle kg başına 1-2x106 

olacak şekilde steril cam flakonlara süspansiyon halinde 
aktarılır ve flakon kapatılır. 1 ml şahit numune dondurulur 
ve hastaya gönderilecek hücre etiketlenir. Taşıma 
çantası üzerine canlı biyolojik ürün, dik taşıma ibaresi ve 
radyasyona dayanıksız olduğunu içeren güvenlik bantları 
yapıştırılır (20). 2-8oC arası sıcaklık sağlanır ve 48 saat 
içerisinde hastaya ulaştırılmalıdır. Hastaya intravenöz 
veya lokal olarak serum fizyolojik içerisinde süspansiyon 
halinde uygulanır ve ileri dönemde advers olay ve yan etki 
açısından takip edilir. 

SONUÇ
MKH’ ler birçok dokuya farklılaşma ve orijinal özellikle-
rini yitirmeden ekspanse edilebilme özelliklerinden dolayı 
translasyonel tıp için yaygın kullanım alanına sahip rejene-
ratif biyolojik ürünlerdir. Kesin ve standart protokollerin 
olmamasından dolayı üretilen hücrelerin içeriği değişkenlik 
gösterir ve bu da hücrelerin immünmodülatör özelliğini etki-
ler. Üretim protokolünde kullanılan enzim içeriği (19,26), 
%0.05 ve % 0.15 aralığında değişen enzim konsantrasyonu 
(66), 30-90 dakika arasında değişen parçalanma süresi (16), 
kollajenaz aktivitesini durdurmak için kullanılan tampon-
daki değişkenlikler (16,66), santrifüj hız farklılıkları (67), 70 
mm ile 100-250 mm arasında değişen filtre boyutu (68) ve 
son basamakta hücre debrisinin uzaklaştırılıp uzaklaştırıl-
maması (19,68) MKH eldesindeki farklılıkları oluşturur. 
Uygun üretim, doz ve uygulama yolu standardize edilerek 
hastada en başarılı tedavi sonucuna ulaşılır.

Cell Technologies) isimli bir besiyeri tanımlamışlardır (56). 
İçeriğinde Wnt sinyal yolağı aktivatörü olan LiCl (57,58) 
ve insülin benzeri büyüme faktörünü aktive etmek üzere 
yüksek konsantrasyonda insülin (22.8mg/5ml) gibi ilave 
faktörler ihtiva eder. Bu formül ile primer kültürde isten-
meyen hücreleri baskılayarak daha homojen bir MKH 
kültürü oluşmasını sağlar. Ancak, formulasyondaki deği-
şiklikler hücrelerdeki spesifik bazı genlerin ekspresyonunu 
değiştirebileceğinden (59), klinik etkinlik ve cevap açısından 
dikkatli değerlendirilmelidir.

Hücrenin Kaldırılması
Hücrenin kültür ortamında çoğaltma işlemini takiben 
hücre, flaskta % 70-80 doluluk oranına ulaşınca pasajlama 
işlemi yapılır. Flask içerisine tripsin eklenerek 37oC de 
5 dakika bekletilir. Serum ile nötralize edildikten sonra 
konik tüpe toplanarak 350xg de 10 dakika santrifüj edilir. 
Flask başına 1-1.5x106 hücre olacak şekilde ekim yapılır ve 
pasajlama işlemi tamamlanmış olur. Bu aşamadan sonra 
3-4 günde bir idame işlemine devam edilerek hücrenin 
kültürde devamlılığı sağlanır. 

Sonlandırma ve Saklama İşlemi
Kültürde çoğaltılan hücreler tedavi için hastaya gideceği 
zaman kültürün sonlandırılması işlemi yapılır. Hücre PBS 
(phosphate buffered saline) ile 1 kere yıkanır sonrasında 2 
kere SF (serum fizyolojik) ile 350xg de santrifüj edilerek 
yıkanır. Santrifüj sonrasında immünfenotipik analiz, 
sayı ve canlılık analizleri, endotoksin testi, mikoplazma 
testi ve telomeraz enzim aktivite testleri açısından 
değerlendirildikten sonra hazırlanan ekspanse hücre 
‘son ürün’ haline gelir. Üretimi tamamlanan hücre 
hastaya uygulanabilir ve/veya kriyopreservasyon yoluna 
gidebilir. MKH’ lerin hücresel terapi, rejeneratif tıp ve 
doku mühendisliği gibi alanlardaki artan potansiyeli 
nedeniyle, kriyoprezervasyon ve banka erişilebilirliklerini, 
dondurulan materyali geri çağırmak ve istenilen 
özelliklerde tekrar kullanmak için önemli ölçüde emek ve 
zaman harcanmaktadır. MKH’ lerin kriyoprezervasyon 
sonrasında terapötik özelliklerini korurken ve güvenli 
olduklarından emin olmak için uygulanan protokolleri 
optimize etmek gereklidir. Başarılı bir kriyoprezervasyon 
için yavaş ve hızlı soğutmadan kaçınılmalı ve hücrelerin 
ozmotik dengesini korumak gereklidir. Farklı hücre tipleri 
farklı membran geçişine sahip oldukları için soğutma oranı 
hücre tipine bağlıdır ancak genel olarak MKH’ lerde 
vapor faza geçene kadar dakikada 1 °C - 5 °C  soğutma 
önerilir (60). Roy ve ark. tarafından wharton jeli kaynaklı 
MKH’ lerin saklanmasında, dondurma solüsyonu olarak 
%10 DMSO (Dimethly Sulfoxide) ve farklı sükroz oranları 
kullanılarak yüksek canlılık elde edilebileceğini bildirmiştir 
(61). Yuan ve ark. %5 DMSO ve %95 HSA (Human 
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