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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi:

ACEI: Anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorii

AIF: Apoptosis inducing factor

Akt: Akt proteini kodlayan gen

AMI: Akut miyokart infaktiisii

ARB: Anjiyotensin reseptdr blokeri

BVP: Biventrikiiler pacemaker

KABG: Koroner arter baypas operasyonu

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid

FBS: Fetal Bovine Serum

G-CSF: Graniilosit-koloni stimulan faktor

hAT: Human adipose tissue

hBM: Human bone marrow

HSSS: Hank’s balanced salt soliisyonu

H,0;: Hidrojen peroksit

ICD: Intrakardiyak defibrilator

IAP: Inhibitors of Apoptosis

iAD-MKH: Insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kék hiicreler
iKi-MKH: Insan kemik iligi mezenkimal kok hiicreler

LVEF: Sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonu

LVES: Sol ventrikiil end-sistolik ¢ap

MKH: Mezenkimal kok hiicre

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
RAS: Renin anjiyotensin sistemi

PBS: Phosphate-buffered saline

PTKA: Perkiitan transluminal koroner anjiyoplasti

SDF-1: Stromal-cell-derived faktor 1

SH: Standart hata

TNRF-1: Tumor nekrozis faktor reseptorii-1

TUNEL: Terminal deoxytransferase mediated bio-dUTP nick end labeling
VT: Ventrikiiler tasikardi
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insan Adipoz Doku ve Kemik iligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin in-Vitro
Kosullarda Deneysel Apopitoza Yanitlari: Karsilastirmah Calisma

Amac: Kemik 1iligi ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kdk hiicreler (MKH) kok hiicre
tedavisi i¢in ilgi ¢ekici kaynaklar olarak algilanmistir. Klinik ¢aligmalarda infarktiislii kalpte
adipoz doku kaynakli MKH’ler dogrudan kemik iligi kaynakli MKH’lerle
karsilagtirilmamistir. Bu ¢aligmanin amaci insan kemik iligi ve adipoz dokudan elde edilen
MKH’lerin in-vitro apopitozise olan direnc¢lerini karsilastirmaktir.

Metot: Calismamizda, MKH’lerin anti-apopitotik yanitlarini hidrojen peroksit (H,O,) ve
serum eksikligi ile oksidatif stresi uyararak arastirdik. Sonuglar MTT ve flow (akis) sitometri
ile degerlendirildi. Biitiin deneyler en az 3 defa olacak sekilde tekrar edildi. Sonuglar ortalama
+ SH olarak sunuldu.

Bulgular: Akis sitometri ve MTT analizi, adipoz doku kaynakli MKH’lerin kemik 1iligi
kaynaklt MKH’lere gére 1. ve 4. giinde H,O, ile uyarilmis apoptozise (n=3, iAD-iKI canlilik
sirastyla, 73.02+1.44-58.43+1.24 p=0.002) ve serum eksikligi ile uyarilmis apoptozise (n=3,
iAD-iKI absorbans degerleri sirasiyla, 1.giin 0.305+0.027-0.234+0.015, P=0.042, 4.giin
0.355+0.003-0.318+0.007, P=0.011, 7.gilin 0.400+0.017-0.356+0.008, P=0.081) daha diren¢li
oldugunu gosterdi. Adipoz doku kaynaklit MKH’ler 2 mmol/L H,O, ile uyarilmis oksidatif
strese daha dayanikli oldugu ve serumdan yoksun Kkiiltiirde de anti-apoptotik yeteneginin
iistiin oldugu saptanmastir.

Sonuc¢: Klinik uygulamalarda adipoz doku kaynaklt MKH’lerin kemik iligi kaynakl
MKH’lere iyi bir alternatif olabilecegi g6z oniinde bulundurulmalidir.

Anahtar kelimeler: Insan adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler; Insan kemik iligi

kaynakli mezenkimal kok hiicreler; Apoptozis.
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In-Vitro Anti-Apoptotic Ability of Mesenchymal Stem Cells Isolated From Human
Bone Marrow And Adipose Tissue: Comparative Study

Aim: Mesenchymal stem cells (MSCs) isolated from bone marrow (BM) and adipose tissue
(AT) are perceived as attractive sources of stem cells for cell therapy. AT derived cells in the
infarcted heart have never been compared directly to BM derived MSCs in clinical trials. The
aim of this study was to compare MSCs from BM and AT for their resistance to in-vitro
apoptosis.

Methods: In our study, we investigated the anti-apoptotic ability of MSCs toward oxidative
stress induced by hydrogen peroxide (H,O,) and serum deprivation. Results were assessed by
MTT and flow cytometry. All experiments were repeated a minimum of three times. Data are
presented as mean + SE.

Results: Flow cytometry and MTT analysis revealed that AT-MSCs exhibited a higher
resistance toward H,O, induced apoptosis (n=3, hBM-hAT viability respectively, 73.02+1.44-
58.43+1.24 p=0.002) and to serum deprivation induced apoptosis at day 1 and 4 than the
BM-MSCs (n=3, hAT-hBM absorbance respectively, day 1 0.305+0.027-0.234+0.015,
P=0.042, day 4 0.355+0.003-0.318+0.007, P=0.011, day 7 0.400+0.017-0.356+0.008,
P=0.081). AT-MSCs showed superior tolerance to oxidative stress triggered by 2 mmol/L
H,0; and also have superior anti-apoptosis capacity toward serum-free culture.

Conclusion: AT-MSCs could be a good source as an alternative to BM-MSCs and should be
considered for clinical applications.

Key words: Human bone marrow derived mesenchymal stem cells; Human adipose tissue

derived mesenchymal stem cells; Apoptosis.
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1. AMAC VE KAPSAM

Modern kardiyolojideki gelismelere ragmen akut miyokart infaktiisii (AMI) sonrasi
onemli miktarda miyokart hasar1 meydana gelmektedir. Bireylerin biiyiik ¢ogunlugu kisitli
kaliteyle yasammi siirdiiriitcken bir kismida organ yetersizligi nedeniyle yasamini
yitirmektedir. Yalnizca ABD’de 80 milyon insanda kardiyovaskiiler hastalik mevcuttur ve
ortalama olarak 36 saniyede bir insan kalp hastaliklar1 nedeniyle yasamin1 yitirmektedir [1].
Mevcut tedavi seceneklerine ragmen son donem hasta grubu yalnizca kardiyak
transplantasyon ile tedavi edilebilmektedir. Bu tedavi yonteminde uygun dondr organ bulma
problemi ile karsilagsmaktayiz. Klasik bilgilerimiz arasinda kalp kasininda iskelet kasi gibi
rejenerasyon yeteneginin olmadigi seklindeydi. Son zamanlarda yapilmis calismalarda erkek
(XY kromozomu) bir hastanin disi (XX kromozomu) bir vericiden kalp aldigi olgularda
postmortem incelemelerde erkek alicilarin kalp biyopsi 6rneklerinde Y-kromozomuna sahip
olan kardiyomiyositler saptanmistir [2-4]. XX ve XY kromozomu tasiyan miyositlerin birlikte
bulunmasi “kardiyak kimerizm” olarak adlandmrilmistir. Kok hiicre nakli, kardiyovaskiiler
arastirma alanlar1 arasinda en umut verici olanlardan biridir ve gelecek yillarda
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavi yontemleri arasina girmeye adaydir. Giiniimiizde AMI
sonrast yeniden sekillenmenin Onlenmesi, kronik kalp yetersizligi, kronik iskemik kalp
hastalig1 gibi durumlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Kok hiicreleri diger hiicrelerden (kas,
kan, sinir hiicresi gibi...) aywran temel Ozelliklerden biri boliinebilme ve kendilerini
yenileyebilme yetenegine sahip olmalaridir. Kok hiicreler herhangi bir dokuya 6zgiin islevleri
yerine getirebilecek yapiya sahip olmadiklarindan, birden fazla hiicre tipine farklilasarak
ozellesmis hiicrelere kaynaklik edebilirler. Kok hiicre tedavisindeki gelismelere ragmen yanit
bekleyen bir¢ok soru mevcuttur. Kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde hangi hiicrenin en
fazla yarar saglayacagi da cevap bekleyen sorular arasindadir. Miyokart infaktiisii sonrasi
gelisen skar dokusuna enjekte edilen hiicrelerin birbirine ustiinliglinii gosterecek net bir
calisma mevcut degildir. Ayrica, miyokart infaktiisii sonras1 skar dokusuna enjekte edilen
hiicrelerin ikinci bir miyokart infaktiisiine veya apoptozise karsi nasil yanit verecegi cok agik
degildir. Apoptozisin (programlanmis hiicre 6liimii) kalp yetersizligi, dilate kardiyomiyopati
ve hiberne miyokart gibi kardiyovaskiiler durumlarin patofizyolojisindeki yeri yeterince
bilinmektedir [5-6].

Eriskin mezenkimal kok hiicreleri embriyo veya fetustan elde edilen kok hiicreler ile

karsilastirildiginda elde edilmesi ve kullanimi daha kolay olan hiicrelerdir. Ayrica degisik



mezenkimal kaynaklardan elde edilen hiicrelerde farkl karakteristik ©zelliklere sahiptir.
Kemik iligi ve adipoz dokudan elde edilen kok hiicreler son zamanlarda kok hiicre tedavisi
icin popliler hale gelmistir. Bu ¢alismanin amaci kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde
kullanilan insan kemik iligi ve adipoz dokusundan elde edilmis kok hiicrelerin apoptozise
yanitini ve direncini in-vitro ortamda arastirmaktir. Bu sayede, kok hiicre tedavisinde tercih

edilebilecek ideal hiicreyi bulmay1 amagladik.



2. GENEL BILGi

2.1. Kok Hiicre ve Kardiyovaskiiler Hastahklar

Giliniimiizde kalp yetersizliginde terapdtik yaklasim semptomu olan uygun hasta
grubuna digoksin, diiiretik, anjiyotensin doniistiiriicli enzim inhibitorleri (ACEI), anjiyotensin
reseptor blokerleri (ARB), beta blokerler, aldosteron antagonistlerinin verilmesi ve uygun
hastalarda biventrikiiler pacemaker (BVP) ve/veya intrakardiyak defibrilatorlerin (ICD)
kullanilmasina dayanir. Farmakolojik ve invaziv tedaviye ragmen kalp yetersizliginde yiiksek
mortalite ve morbidite oranlar1 gézlenmektedir [7]. Bu yiizden kalp yetersizligi basta olmak
iizere kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisi i¢in yeni alternatif tedavilere ihtiya¢ duyulmustur.
Nekroze hiicrelerin veya gorev yapmayan hiicrelerin bulundugu bolgeye kok hiicrelerin
bolgesel olarak ekilmesi mantikli ve orijinal bir tedavi yontemi olarak goziikmektedir.
Miyokart infarktiisii sonras1 hasarlanmis kardiyomiyositlerin yerini fibroz skar dokusu alir.
Fibroz skar dokusu ventrikiiler fonksiyon kaybini tetikleyerek fibroblast proliferasyonu
sonucu sol ventrikiil dilatasyonu ve yeniden sekillenmeye yol agmaktadir [8,9]. Bu yiizden
kardiyomiyositlere doniisebilecek kok hiicre tedavileri uygulanmaya baslanmistir. Kok
hiicreleri temel olarak iki baslik altinda toplayabiliriz; embriyonik kdkenli kok hiicreler ve
eriskin kaynakli mezenkimal kok hiicreler (MKH).

Insan embriyonik k&k hiicreleri blastosistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilir ve
pluripotent 6zellige sahiptirler. Pluripotent hiicreler viicuttaki biitiin dokulara kaynaklik
edebilirler fakat kendilerinden yeni bir birey meydana gelmez. Eriskin kaynakli mezenkimal
kok hiicreler multipotent 6zellige sahiptirler. Multipotent hiicreler yer aldiklar1 dokunun hiicre
tiplerine  doniigebilirler. Embriyonik kok hiicrelerin  kardiyak hasar tedavisinde
kullanilabilmesi igin kardiyomiyositlere doniistiiriilmesi gerekmektedir. In-vitro ortamda
embriyonik kok hiicrelerin kardiyomiyositlere doniismesi kardiyomiyositlerle co-culture
yapilarak basarilmistir [10,11]. Sigan embriyonik kok hiicreleri in-vivo ortamda miyokart
infarktiisii sonras1 hasarli miyokardin tedavisinde test edilmistir. Miyokart infaktiisiinden 8
hafta sonra sicanlara enjekte edilen hiicrelerin miyokartla biitiinlestigi ve fonksiyonel yararin
kok hiicre enjeksiyonundan 3 hafta sonra gozlendigi bildirilmistir [12]. Ayrica insan kaynakli
embriyonik kok hiicreler de in-vivo ortamda test edilmistir. {letim bozuklugu mevcut olan bir
domuzda insan embriyonik kok hiicrelerinin miyokart ile biitiinlestigi ve pacemaker aktivitesi

gosterdigi saptanmustir [13]. Bunun yaninda insan embriyonik kok hiicrelerinin dezavantajlar
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da mevcuttur. Insan embriyonik kok hiicreleri allojenik orijinli olmasi nedeniyle alicinin
immiin sisteminde rejeksiyona neden olabilirler. Embriyonik kok hiicrelerin kullanimi etik
olarak halen tartigmalidir. Son olarak da farklilagsmamis embriyonik kok hiicrelerin tiimoére
neden oldugu yoOniinde yayinlar mevcuttur [14]. Bu yiizden embriyonik kok hiicrelerin

kardiyovaskiiler tedavide kullanim1 i¢in daha fazla ¢alismaya ve deneyime ihtiyag¢ vardir.

Tablo-1. Kok hiicre tipleri.

Hiicre tipi Avantajlar Dezavantajlar
Embriyonik kok hiicre Pluripotent Etik konular
Kolayca ¢ogalabilir Immiinojenisite

Teratom olusturma egilimi
Tanimlama  belirteglerinin
yoklugu

Izole edilmesi giig

Eriskin kok hiicre Etik sorunu yok Potansiyel olarak kisith
Kolay elde edilebilir farklilasma kapasitesi

Multipotent (otolog)

Invitro kolayca ¢ogalabilir

Eriskin kaynakli kok hiicrelerini 3 grup altinda toplayabiliriz; kemik iligi kaynakli kok
hiicreler, periferik dolasimda bulunan kék veya progenitor hiicreler (cogunlugu kemik 1ligi
kaynakli) ve doku kaynakli kok hiicreler (miyoblast gibi). Kemik iligi kaynakli hiicreler
glinimiize kadar en fazla ¢alisilmis ve klinik ¢alismalarda kullanilmis olan hiicre tipidir.
Kemik iligi; progenitor hiicreler, mezenkimal hiicreler, hematopoetik kok hiicreler, stromal
hiicreler gibi karmasik bir igerige sahiptir. Endotel progenitor hiicreler ilk olarak Asahara ve
ark,nin yaptiklar1 deneylerle kemik iligi kaynakli hematopoetik progenitor hiicrelerin endotel
hiicreye embriyonik donemin disinda da doniisebildigini, iskemi sonrasi endotel biitiinliigiin
tekrar saglanmasinda ve yeni kapiller olusumunda bizzat rol aldiklarin1 bulmasi ile
tanimlanmiglardir. Endotel progenitor hiicreler i¢in ana kaynak periferik kan ve kemik iligidir.
Cesitli yontemlerle mononiikleer hiicrelerden ayristirilan endotel progenitor hiicreler kiiltiirde
iretildikten sonra miyokart tamiri i¢in kullanilmaya baslanmistir. Endotel progenitor hiicreler
hematopoetik markerlardan CD133+, CD34+ ve endotelial marker olarak VEGF-reseptor 2
icermesi ile karakterizedir [15]. MKH’ler ilk olarak Friedenstein ve arkadaslar1 (1966)
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tarafindan kesfedilmistir. MKH osteosit, kondrosit, adiposit, miyosit, kardiyomiyosit,
fibroblast gibi hiicrelere farklilasabilme ozelligine sahiptir. MKH primer olarak kemik
iliginde bulundugu gibi adipoz doku, periferik kan, kordon kani, karaciger, kikirdak dokusu,
kas dokusu ve fetal dokulardanda izole edilebilir [16,17]. Klinik ¢aligmalarda kullanilan ilk
MKH iskelet kas1 miyoblastlaridir. Kasdan alinan biyopsilerden elde edildikten sonra kiiltiir
ortaminda ¢ogaltilan hiicreler ventrikiil duvarma enjekte edilmistir. Smits ve arkadaslarinin
yaptig1 ¢alisma sonucunda altinct ayda sol ventrikiil ejeksiyon fraksiyonunda (LVEF) artig
saglanmis fakat miyoblastlarin beklenmedik bir aritmojenik potansiyele sahip oldugu
gozlenmistir [18,19]. Kok hiicre alaninda mesafe katedildik¢e cevaplanmasi gereken soru
miktar1 da artmaktadir. Bunlardan bazilar1 sunlardir: Kok hiicre tedavisi aritmojenik mi, stent
restenozunda artiga neden olur mu? Kok hiicre tedavisi hangi kardiyovaskiiler hastaliklarin
tedavisinde gozoniinde bulundurulmalidir? Hangi hiicre tipleri kardiyovaskiiler tedavide
kullanilmalidir? Nakledilecek hiicrelerin miktar1 ne olmalidir? Fonksiyonel ve morfolojik
kardiyak iyilesme aktif mi (kontraktilitenin artmasi gibi) yoksa pasif mi (yeniden
sekillenmenin sinirlandirilmast gibi) gergeklesir? Kok hiicre tedavisi glivenli midir, timor
olusturucu etkileri var midir? Kok hiicre tedavisinin non-iskemik kalp yetersizlikli hastalarda
da faydalar1 var midir?

Kok hiicrelerin hasarli dokuya gdogii, hasarli dokuya yerlesmesi ve hasarli dokuda
fonksiyonel bir hiicreye doniisebilmesi terapotik miyokart naklinin stratejisini olusturur. Ideal
yontemle hasarli dokuya yiiksek miktarda kok hiicrenin ulastirilabilmesi hedeflenmelidir.
Temel kok hiicre nakil yontemleri sunlardir; intrakoroner, transendokardiyal, transepikardiyal,
transkoroner-vendz ve intravendz enjeksiyon sonrasi endotel progenitor hiicrelerin G-CSF
(Graniilosit-koloni stimulan faktdr) ile mobilizasyonudur (Sekil-1). Transepikardiyal
yaklagimla bu hedefe ulasabilsek te, yontemin gerceklestirilebilmesi i¢in acik kalp cerrahisi
gerekmektedir. Koroner arter baypas operasyonu (KABG) sirasinda uygulandiginda sonuglara
kok hiicrenin katkisini degerlendirmek giiclesmektedir. Stamm ve ark, KABG operasyonu
sirasinda toplam 6 hastaya kemik iligi kaynakl1 CD133" progenitor hiicrelerin transepikardiyal
enjeksiyonunu denemislerdir. Cerrahiden sonraki lic ve dokuzuncu aylarda degerlendirilen
hastalarin besinde LVEF’de ve infarktlh dokularmn perfiizyonunda komplikasyonsuz artis
saglamiglardir [20]. Transendokardiyal yaklagimda, {ic boyutlu haritalama ydntemleriyle
(NOGA) hasarli dokunun tespiti sonrasinda femoral arterden 6zel kateterler ile kdk hiicre
enjeksiyonu yapilmaktadir. Perin ve ark, randomize olmayan, prospektif bir ¢alismada
standart revaskiilarizasyon tedavilerine uygun olmayan 14 kronik iskemik kalp yetersizligi

hastasina kemik 1iligi kaynakli mononiikleer hiicrelerin transendokardiyal enjeksiyonunun
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etkinligini arastirmiglardir. Dordiincti ayda LVEF’de artis ve sol ventrikiil end-sistolik capta
(LVES) azalma saglanmistir [21]. Transkoroner vendz enjeksiyon, Transaccess kateter
(ucunda ultrason ve enjeksiyon icin igne bulunan 6zel bir kateter) yardimiyla femoral venden
kalbe ulasilir ve koroner siniise girilerek kardiyak venlere uygulanir. Siminiak ve ark, canh
miyokart dokusu bulunmayan iskemik kardiyomyopatili dokuz hastaya miyoblast enjeksiyonu
ile bu yontemi denemislerdir. Alt1 aylik takip sonrasi hastalarin hepsinin efor kapasitesinde ve
alt1 hastada LVEF’de %3-8’lik artiglar saglanmugtir [22]. Intrakoroner enjeksiyon ise yukarida
ad1 gecen yontemlere gore daha giivenilir ve kolay bir yontemdir. Over-the-wire balon kateter
yardimiyla kok hiicre nakli yapilir. Olas1 iskemi riski ve kok hiicrelerin bir kismimin vendz
sisteme dagilmasi bu yontemin dezavantajlaridir. TOPCARE-AMI, REPAIR-AMI, BOOST
gibi bu alanda yapilmis biiyiik ¢calismalarda bu yontem kullanilmis ve sonuglar yiiz giildiiriicii
bulunmustur [23-25]. Non-invaziv bir tedavi modalitesi olarak, intravendz G-CSF ile endotel
progenitor hiicrelerin kemik iliginden mobilizasyonu saglanarak miyokardin tamiri
planlanmistir. Bu ydntemin etkinligi AMI sonras1 basarili primer perkiitan transluminal
koroner anjiyoplasti (PTKA) yapilan hasta gruplarina G-CSF inflizyonu ile arastirilmistir.
FIRSTLINE-AMI c¢alismasinda olumlu, STEM-MI ve REVIVAL-2 calismalarinda olumsuz
sonuglar elde edilmistir [26-28]. Freyman ve ark, ii¢ farkli kok hiicre enjeksiyon yontemini
karsilastiran randomize bir hayvan deneyi planlamuslardir. Isaretlenmis mezenkimal kok
hiicreleri intravendz, intrakoroner ve transendokardiyal yontemlerle miyokart infarktiislii
deney hayvanlarina enjekte edilmistir. En fazla hiicre tutulumunun intrakoroner enjeksiyon ile
saglandig1 saptanmustir [29]. Yakin zamanda yaymlanmig bir metaanalizde kronik iskemik
kalp hastalig1 olan hastalara kemik iligi kaynakli MKH’lerin intrakoroner inflizyonunun
LVEF’de anlamli artisa yol agmadigi, ancak intramiyokardiyal inflizyonunun LVEF’de
%5,85’lik (%95 CI, 2.50-9.19, P=0.0006) anlaml1 artis sagladig1 saptanmistir [30].

Bununla birlikte, aynm1 hasta grubunda farkli yontemleri karsilastiran klinik
calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir. Kok hiicre naklinde kullanilmasi gereken hiicre miktar1 da
tedavinin etkinligini belirleyecek faktorlerdendir. Tercih edilecek yonteme bagh olmakla
birlikte simdiye kadar yapilmis klinik ¢alismalarin bir metaanalizinde >10° kemik iligi
kaynakli kok hiicre miktar1 ile LVEF’de anlamli artis (%95 CI, 3.60, (1.04-6.16), P=0.006)
oldugu gosterilmistir [31]. Bununla birlikte, degisik dozlarm etkinligini gosterecek randomize

calismalara ihtiyag vardir.
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Kok hiicre nakli ile bagarili miyokart tamiri saglanmasina ragmen kok hiicrelerin pro-
aritmik potansiyeli ile ilgili endiseler de artmistir. Menasche ve ark,nin 10 hastaya
transepikardiyal yontemle miyoblast enjekte ettikten sonraki yaptiklar: kisa siireli takipte, 4
hastada ICD takilmasmi gerektirecek ventrikiiler tasikardi (VT) ataklar1 gozlenmistir [32].
Siminiak ve ark, iskemik kardiyomiyopatili dokuz hastanin sekizine islem Oncesi proflaktik
amiodarone inflizyonu yaptiktan sonra biitiin hastalara transkoroner vendz yoOntemle
miyoblast enjekte etmisler. Takipte islem Oncesi proflaktik amiodarone alan sekiz hastada
anlamli aritmi izlenmemis, fakat amiodarone alerjisi nedeniyle proflaktik infiizyon alamayan
gecirilmis ICD oykiisii olan hastada VT nedeniyle iki defa soklama gerceklesmistir [22]. Kok
hiicre nakli sonrasi aritmojenik ortamin hazirlanmasi sunlara baglanmaktadir; transplante
edilen ve dogal hiicrelerin aksiyon potansiyelleri arasindaki heterojenite, enjekte edilen
hiicrelerin intrinsik aritmi potansiyeli, kok hiicre enjeksiyonuyla artan sinir olusumu,
intramiyokardiyal enjeksiyonda ortaya ¢ikan lokal hasar ve 6dem [33]. Klinik ¢aligmalardan
¢ikan ilging sonuglardan biri de aritmi sikliginin intrakoroner yonteme gore intramiyokardial
enjeksiyonlarda daha fazla olmasidir. Intramiyokardial enjeksiyon sonrasi aritmi sikhiginda

artista doku hasar1 sorumlu olabilir. Fakat doku hasar1 ve skar gelisimine yol agan



transmiyokardiyal lazer revaskiilarizasyon hastalarinda ventrikiiler aritmi sikligiin artmadig:
gozlenmistir. Bu nedenle lokal enjeksiyonlarin elektrofizyolojik heterojeniteyi artirarak aritmi
gelisimine katkida bulundugu diistiniilmektedir [33].

Katritsis ve ark, gecirilmis anteroseptal MI 6ykiisii bulunan, klinik olarak siirek
olmayan VT ataklar1 ve elektofizyolojik ¢alismada VT uyarilmasi nedeniyle ICD takilma
Oykiisii bulunan 5 hastaya endotel progenitor hiicreler ile kombine edilmis otolog MKH’leri
intrakoroner olarak enjekte ederek, bu hiicrelerin elektrofizyolojik etkilerini arastirmiglar. 16-
36 aylik takip siiresince hastalarin ICD kontrollerinde siirekli veya siirekli olmayan VT
izlenmemis. Kok hiicre naklinden 12 ay sonra planlanan elektrofizyolojik ¢alisma kontroliinde
iki hastada siirekli VT uyarilmis. Katritsis ve ark, bu calisma sonucunda endotel progenitor
hiicreler ve otolog MKH’lerin intrakoroner naklinin aritmi riskini artrmadigint One
stirmiislerdir [34]. TOPCARE-AMI, REPAIR-AMI, BOOST gibi biiyiik calismalarda kemik
ilig1 kaynakli mononiikleer hiicreler intrakoroner enjeksiyon yontemi ile hastalara nakledilmis
ve takip siiresince hastalarda ventrikiiler aritmi saptanmamistir [23-25].

Kok hiicre ve stent restenozu arasindaki iliski de ilgi ¢ekici konulardandir. Caplice ve
ark, kemik iliginden alinan kok hiicrelerin diiz kas hiicrelerine doniiserek aterosklerotik damar
duvarmin yeniden sekillenmesine katkida bulundugunu saptamislar, ancak yeni plak
olusumuna katkida bulundugunu gosterememislerdir [35]. Endotel progenitor hiicrelerin
aterosklerotik plak olusumuna veya progresyonuna katkis1 halen tartigmalidir.

MAGIC c¢aligmasinda (myocardial regeneration and angiogenesis in myocardial
infarction with G-CSF and intra-coronary stem cell infusion) AMI sonrasi koroner stent
takilan 27 hasta, intrakoroner kok hiicre inflizyonu ile birlikte G-CSF alan grup, yalniz G-CSF
alan grup ve kontrol grubu olacak sekilde 3 gruba randomize edilmistir.. Altinc1 ayda kok
hiicre infiizyonu ile birlikte G-CSF alan hastalar diger gruplarla karsilastirildiginda, egzersiz
kapasitesi, miyokart perflizyonu ve sistolik fonksiyonlarda artis oldugu gézlenmistir. Bununla
birlikte, G-CSF tedavisi alan hastalarda stent restenozunda artis dikkat ¢ekmistir. G-CSF ile
tedavi edilen on hastanin yedisinde stent restenozu saptanmasi iizerine calisma erken
sonlandirilmistir [36]. MAGIC ¢alismasindaki hasta grubunun uzun dénem takiplerinde ilag
kapli stent takilan hastalarda stent restenozunun artmadigi saptanmistir. Baslangigta goriilen
stent restenozundaki artis, G-CSF tedavisinin koroner arter stentlenmesinden 6nce verilmesi
nedeniyle caliyma dizaynindan kaynaklanabilecegi one siirtilmiistiir [37]. Bununla birlikte
STEM-MI, FIRSTLINE-AMI, REVIVAL-2 gibi AMI sonras1 koroner stent implantasyonu ile
birlikte G-CSF tedavisi alan genis hasta gruplarinda yapilan ¢caligmalarda stent restenozunda

anlaml artig bildirilmemistir [26-28]. Assmus ve ark,nin planladiklar1 retrospektif bir ¢alisma
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ile intrakoroner progenitdr hiicre infiizyonunun stent restenozuna etkisi arastirilmistir. AMI
sonrasi ¢iplak metal stent ile basarili sekilde revaskiilarize edilen ve ek olarak intrakoroner
progenitdr hiicre inflizyonu alan 83 hastanin klinik ve invaziv takibi sonrasi, stent restenozu
ve aterosklerotik plak progresyonunda artis olmadigi gosterilmistir [38]. Kok hiicre ve sitokin
tedavileri gibi proanjiyogenik tedavilerdeki en biiyiik endiselerden biri malign neoplazi veya
gizli timor vaskiilarizasyonu olusup olugsmayacagidir. Davidoff ve ark,nin yaptiklar1 hayvan
deneyinde endotel progenitor hiicrelerin tiimdr neovaskiilarizasyonuna katkida bulundugu ve
anjiyogenez inhibitorii salan bir hiicreye modifiye edildiginde tiimor biiylimesinin
sinirlandirildigr gosterilmistir [39]. Fakat sunu belirtmek gerekir ki su ana kadar yapilmis
klinik caligmalardan anjiyogenik neoplazi gelisen hasta bildirilmemistir.

Kardiyak hasar tedavisinde kullanilan kok hiicreleri bire bir karsilastiran klinik
calisma mevcut degildir. Fakat bu konuda planlanmis preklinik c¢alismalar mevcuttur.
Mezenkimal progenitor hiicreleri, endotel progenitor hiicreleri ve her ikisinin
kombinasyonunu AMI sonrasi intramiyokardiyal enjeksiyon ydntemiyle sicanlarda
karsilagtiran bir calismada, kombinasyon tedavisinin neovaskiilarizasyonu ve kontraktiliteyi
daha 1y1 artirdigr saptanmistir [40]. Bu c¢alisma miyokart infaktiisii sonrasi sol ventrikiil
disfonksiyonu gelismesinde anjiyogenezin onemli rol aldigmi gdstermistir. Kemik iligi
kaynakli monontikleer hiicreler, MKH, iskelet kas kaynaklt miyoblast ve fibroblast gibi farkli
dort hiicre tipinin etkinligini miyokart hasarli farelerde karsilastiran ¢alismada kemik iligi
kaynakli mononiikleer hiicre kullanilan deneklerde kardiyak fonksiyonlarin daha 1iyi
korundugu gozlenmistir [41]. Adipoz kaynakli MKH ve kemik iligi kaynakli MKH’leri
farelere miyokart hasar1 sonrasi intramiyokardiyal yontem ile naklederek karsilastiran
preklinik caligmada her iki hiicre tipinin etkinliginin kontrol grubu ile benzer oldugu
gozlenmistir [42].

AMI sonras1 kok hiicre nakli i¢in ideal zamanin ne zaman olmas1 gerektigi konusu da
tartigmalidir. Bu konuda yapilmis bir preklinik ¢alismada miyokart hasar1 olusturulan siganlar,
miyokart infaktiisiinden 1 saat, 1 hafta ve 2 hafta sonra MKH’ler nakledilecek sekilde
gruplara ayrilmislardir. Kok hiicrelerin etkinligi anti-apoptotik ve anjiyogenetik dzellikleri 3
farkli zaman diliminde karsilastirilarak degerlendirilmistir. MKH’lerin kardiyak fonksiyonlar1
tyilestirdigi ve anjiyogenezis, anti-apoptozis ve kardiyak fonksiyonlarm en fazla miyokart
hasarindan 1 hafta sonra kok hiicre nakledilen grupta arttigi bildirilmistir [43]. Bir
metaanalizin altgrup incelemesinde AMI sonrasi ilk 7 giin ve 7-21 giin aras1 kemik iligi
kaynakli kok hiicre infiizyonu alan hastalar karsilastirilmistir. 7-21 gilin aras1 kok hiicre

infiizyonu alan hastalarda LVEF’de artis (%95 CI, 6.78, (2.24-11.32), P=0.003) daha anlaml1
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saptanmustir [31]. Ozet olarak metaanaliz sonuglarina baktigimizda kemik iligi kaynakli kok
hiicreler ile AMI’li hastalarda LVEF’de %2.99 (%95 CI, 1.26-4.72, P=0.0007), kronik
iskemik kalp hastaligi olan hastalarda %5.85 (%95 CI, 2.50-9.19, P=0.0006) artis saglanmistir
[30,31]. LVEF’de artisin yeterli olmamasinin sebeplerinden bazilari; kalpte yeterli hiicre
tutulumunun olmamasi, infiizyon yapilan hiicrelerde apoptoza bagh yiiksek hiicre mortalitesi

ve hastanin kardiyak risk faktorleridir.

2.2. Apoptozis ve Kardiyovaskiiler Hastahklar

2.2.1. Apoptozisin Diizenlenmesi ve Etki Mekanizmasi

Apoptozis genetik olarak programlanmis hiicre O6limii olarak tanimlanmaktadir.
Kalbin gelisiminde ve kalp hastaliklarinin patogenezinde 6nemli rol almaktadir. Apoptozis
klasik hiicre oliim sekli olarak bilinen nekrozisden bir¢ok 6zelligi acisindan oldukga farkli
olan bir 6liim mekanizmasidir. Tablo-1’de apoptozis ve nekroz karsilastirilmistir. Apoptozis
morfolojik olarak 6zgiindiir. Nekrozisde hiicre i¢ine asir1 sivi girmesi sonucu hiicre siserken,
apoptotik hiicre tam tersine kiiciiliir. Nekrozisde kromatin patterni hemen hemen normal
hiicredeki goriintiiye benzerdir ama apoptotik hiicrenin kromatini niikleus membraninin
cevresinde toplanir ve kondanse olur. Nekrotik hiicrenin plazma membram biitlinliigiinii
kaybeder ve hiicre icinden disma hiicre i¢i materyallerinin ¢ikis1 gergeklesir. Oysa apoptotik
hiicre membrani intaktir ve iizerinde kiiclik cepcikler “membrane blebs” olusur. Nekrotik
hiicre sonra lizise ugrar ama apoptotik hiicre kiiciik cisimciklere “apoptotik bodies”
parcalanir. Apoptotik cisimcikler membranla kaplidir degisen miktarlarda nukleus veya diger
hiicre i¢i yapilar icerirler. ~ Nekrozisde plazma membraninin biitiinliigiiniin  bozularak
hasarlanmas1 nedeniyle hiicre iceriginin dis ortama saliverilmesi sonucu inflamasyon uyarilir.
Oysa, apoptozisde apoptotik hiicre veya cisimcikler plazma membranlari hasarlanmadan
komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden inflamasyon olusmaz.
Apoptozisin en 6nemli 6zelligi DNA’nin internukleozomal bdlgelerden yaklasik 180-200 baz
cifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA pargalar1 olusturacak sekilde pargalanmasidir. Bu
durum agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintiisii imajinin “ladder pattern” ortaya
cikmasina neden olur. Apoptotik hiicrede goriilen 6nemli degisikliklerden biri normalde
plazma membraninin i¢ yiiziinde bulunan fosfatidilserin’in erken evrede membranin dis
yliziine dogru transloke olmasidir “phosphatidylserine translocation”. Bu mekanizma

apoptotik hiicrelerin komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninmasini saglar [44-48].
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Apoptotik  cisimcikler, sitokin salgilanmasint  ve inflamasyon olusumunu
uyarmaksizin, makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilirler. Apoptoz 30-60
dakika gibi bir slirede tamamlanir. Apoptotik hiicre 6liim program, li¢ temel bileseni igerir:
Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve apoptotik proteaz aktive edici faktor-1. Bu anahtar
bilesenlerin biyokimyasal aktivasyonu, apoptozda gozlenen morfolojik degisikliklerden,
mitokondriyal hasardan, ¢ekirdek zari kirilmalarindan, DNA fragmantasyonundan, kromatin
kondansasyonundan ve apoptotik cisimciklerin sekillenmesinden sorumludur [49].

Apoptozis ¢ok sayida ve cesitte mediator tarafindan diizenlenir. Bunlar arasinda, bazi
iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (c-myc), proteinler (p53) ve hatta organeller
(mitokondri) bulunmaktadir. Baz1 mediatorler hiicre tipine 6zgiindiir, bazilar1 da apoptotik
stimulusun ¢esidine gore farklilik gosterebilirler. insanda apoptozun diizenlenmesi, p53 ile
baslayan ve kaspazlara kadar devam eden bir siirectir. Bir tiimor siipresor gen olarak calisan
p53 mutasyona ugradigi ya da bulunmadigi zaman hiicre yasami uzar [50].

Apoptozun diizenlenmesi Bcl-2/Bax gen grubu ile saglanir [50]. Bu grubun
iiyelerinden bazilar1 Bcel-2, Bcel-xL, Bel-w, Mcl-1 gibi apoptoz inhibitoriidiir. Bazilar1 ise
apoptozu uyarir ve proapoptotik genler olarak tanimlanir. Proapoptotik genler; Bax ve BH3
olmak {izere iki alt gruba sahiptir [51,52]. Bcl-2 nin Bax ile olan etkilesiminde Bcl-2 nin
oraninin daha yliksek olmasi hiicrenin yasamini siirdiiriirken, Bax'in daha fazla olmasi

durumunda hiicre 6liime gitmektedir [48].
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Tablo-2. Nekrozis ve apoptozisin karsilastirilmasi. [44-48]

OZELLIK NEKROZIS APOPTOZIS
Yol acan Iskemi Biiyiime faktorii eksikligi
nedenler Hipertermi Hiicre yaglanmasi
Hipoksi HIV
Litik viral enfeksiyon Kanser ilaglar1
Toksik maddelerin yiiksek Radyasyon
konsantrasyonlar1 Yiiksek doz glukokortikoid
Siddetli oksidatif stres Fas veya TNRF-1 reseptorlerinin
aktivasyonu
Sitotoksik T-lenfositler
Cok siddetli olmayan oksidatif stres
Morfolojik Hiicre membrant Intakt hiicre membrami fakat membranda
ozellikler biitlinligiiniin kayb1 “bleb”lerin olusumu
Kromatin “flokiilasyonu” Kromatinin niikleer membran civarinda
Hiicre sigmesi toplanmasi1 ve yogunlasmasi
Organellerin par¢alanmasi Hiicre kii¢lilmesi
Endoplazmik retikulumun Organellerde pargalanma yok
dilatasyonu Hiicrenin intakt mitokondri, ribozom,
Biiyiik vakuollerin olusumu nukleus parcalar1 ve diger organelleri iceren
Hiicre lizisi membranla kapli apoptotik cisimciklere
parcalanmasi
Biyokimyasal | Bozulmus iyon hemostazisi Iyi kontrollii, baz1 aktivasyonlarm ve
ozellikler ATP gerekmez (pasif siirec) enzimatik basamaklari olmasi

+4 °C’de gergeklesebilir

DNA rastgele parcalanir
(agaroz jel elektroforezinde
“smear” gOriintiisii)

Post-litik DNA
fragmantasyonu (=06liimiin ge¢
sathasinda)

ATP gereklidir (aktif siirec)

+4 °C’de gergeklesmez

DNA interniikleozomal alanlarda 180 kb
ciftinin katlar1 olacak sekilde kirilir mono ve
oligoniikleozomlara ayrilir (agaroz jel
elektroforezinde merdiven
paterni=apoptozisin en 6nemli belirtect)
Prelitik DNA fragmantasyonu (=erken
evrede gergeklesir)

Diger ozellikler

Hiicreler gruplar halinde 6liir
Fizyolojik olmayan (patolojik)
etkiler sonucu gercgeklesir
Lizozomal enzimler salinir
Inflamasyona neden olur

Hiicreler tek tek veya birkaci birarada oLir
Fizyolojik sartlarda da gergeklesebilir
Komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan
fagosite edilirler

Inflamasyon goriilmez

TNRF-1(tumor nekrozis faktor reseptorii-1)
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Bcl-2, bir proto-onkogendir ve {irettigi protein, mitokondrinin sitoplazmaya doniik dis
zar1 iizerinde ve endoplazmik retikulumun bir boliimii olan ¢ekirdek zarinda yerlesmistir[53].
Bcl-2 ailesinin bir diger 6zelligi de reaktif oksijen diizeylerinin apoptoz iizerindeki etkilerini
pro-oksidan gibi davranarak kontrol etmesidir [54]. Bax proteinleri sitoplazmada da bulunur.
Apoptotik sinyalin alinmasindan sonra Bax proteinleri, mitokondri zarmin "permeabilite gecis
poru" na dogru yonlenirler ve buraya baglanirlar. Bu baglanma, secici iyon gecirgenligini
azaltabilir. Zardaki bu degisiklikler nedeniyle sitokrom ¢ ve AIF (Apoptosis Inducing Factor)
gibi mitokondri zar1 i¢inde yer alan faktdrler sitoplazmaya gecerler. Sitokrom c, bir
sitoplazma proteini olan Apaf-1' in aktivatoriidiir [50]. Sitokrom c‘nin Apaf-1 'e baglanmasi
prokaspaz-9'u aktive eder ve olusan bu kompleks "apoptosom" olarak isimlendirilir [55].
Prokaspaz-9'un aktivasyonu, bir seri kaspaz aktivasyonunu baslatir [50].

Sitokrom c’nin sitoplazma i¢ine salimasi ile apoptozun son basamaklarmdan sorumlu
enzim sistemi olan kaspazlar aktive olur. Simdiye kadar sitozolde bulunan 14 kaspaz
tanimlanmistir. Apoptotik programin merkez bileseni kaspazlardir [56-58]. Kaspaz
aktivasyonu hiicreye 6zgiidiir ve kaspaz inhibitorlerinin (IAP) effektor kaspazlari inhibe

ederek apoptozu engelledigi gosterilmistir [54].

2.2.2. Apoptozisin Saptanmasi

Apoptozisle 1ilgili calismalar hizla artmasma karsin apoptozisi saptamak ve
degerlendirmek pek kolay olmamaktadir. Ozellikle tek bir hiicrede apoptozis olay1 saatler
icerisinde gelistiginden apoptotik siirecteki hiicreyi morfolojik olarak tanimak ve dlgebilmek
zordur [59]. Genellikle ¢aligmalarin giivenilirligini artwrmak amaciyla farkli yontemlerin
birkacmin birlikte kullanilmasi Onerilmektedir [44]. Apoptotik hiicredeki morfolojik
degisiklikleri saptamak i¢in 151k mikroskobu, elektron mikroskobu, “Flow-cytometry”
kullanilmaktadir. Yine ¢esitli sitoplazmik degisiklerin saptanmasit (6rnegin kaspaz
aktivitesinin, hiicreye kalsiyum akismnin veya mitokondri islev bozuklugunun olgiilmesi),
membran degisikliklerinin belirlenmesi (6rnegin membran ge¢irgenliginin degigmesi),
apoptoz siirecinde veya regiilasyonunda gorevli cesitli proteinlerin kanda veya dokuda
diizeyinin  Olgiilmesi  (6rn:Bcl2/Bax  orani...), DNA parcalanmasmin ¢esitli  6zel
immiinohistokimyasal boyalarla saptanmasi bu yontemler arasinda sayilabilir. Biitiin bu
yontemler i¢cinde en sik rastlanan yontemler DNA’daki degisikliklere dayali olan “DNA
agarose gel electrophoresis” ve TUNEL (terminal deoxytransferase mediated bio-dUTP nick

end labeling) boyas1 ile formalinde fikse edilmis materyalde yapilan mikroskopik incelemedir
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[60]. Son donemde kullanilan 6nemli ve giivenilir bir bagka yontem ise Annexin-V boyasi
uygulamasidir [61]. Bu boya, hiicre duvarinin dis yiizeyinde fosfatidil serinin varligini
gostermektedir. Normalde hiicrelerin dis ylizeyinde fosfatidil serin yoktur, ve sadece

apoptotik cisimciklerde fosfatidil serin hiicre yiizeyine gegmektedir [62].

2.2.3. Kardiyovaskiiler Sistemde Apoptozis

Apoptozis siklikla hiicre siklusunda progresyon gosteren hiicrelerde olur. Bu nedenle
en son noktaya kadar farklilasmis kardiyak hiicrelerde olusmayacagi diisiiniilmiistiir [63].
Ancak hayvan ve insanlarda postmortem caligmalar ve endomiyokardiyal biyopsi sonuclari
miyokartta da apoptozisin goriilebilecegini ortaya koymustur. Normalde kardiyovaskiiler
sistemin normal embriyonik gelisimi sirasinda apoptozis yogun olarak meydana gelirken
eriskinlerde apoptozis mekanizmalari, kalpte inaktif halde bulunur [64-65]. Cesitli kardiyak

ve vaskiiler hastaliklarda apoptozis mekanizmalarinda bozukluklar gosterilmistir (Tablo 2).

2.2.4. ileti Sistemi Hastahklarinda Apoptozis

Atriyoventrikiiler diigiim veya his demetinin fotal morfolojik yapis1 erigkin yapisina
doniisiirken fotal siniis diiglimiinde goriilen miyofibrillerden fakir miyositler yerlerini
kollajenden zengin hiicrelere birakirlar ve apoptozisle ortadan kaldirilirlar, iste apoptozisin
yetersiz kaldigi durumlarda dogum sonrasi fotal morfolojinin devami genelde ani 6liimle
sonuglanabilen patolojilere yol acabilmektedir [65-66]. Bu donemde ileti yollarinda
goriilebilen yetersiz apoptozis “Wolf-Parkinson-White sendromu” gibi aberan ileti yollarina
ait patolojileri getirebilmektedir [67]. Normalde postnatal donemde sag ventrikiilde “disuse
atrophy” nin gerceklesmesi Bcl-2 genlerinin  “down-regiilasyonu” yani apoptozisle
saglanmaktadir [65,68]. Sag ventrikiilde goriilen apoptozisin asir1 artiginin Uhl anomalisine
yol agtig1 gosterilmistir [69,70]. Uhl anomalisinde sag ventrikiiliin histolojik olarak non-
inflamatuvar yikimi s6z konusudur. Etyolojisi bilinmeyen bu hastalikta, ¢cok erken yasta
oliimle sonuc¢lanan sag kalp yetersizligi gelismektedir. Aritmojenik sag ventrikiil displazisi de
histolojik olarak Uhl anomalisine benzeyen bir diger sag ventrikiil patolojisidir [71,72].
Buradaki tek fark sag ventrikiildeki tutulusun yaygin degil odaklar halinde olusudur.
Aritmojenik sag ventrikiil displazisinde de apoptoziste bir artis meydana gelmekte, 6lmekte
olan sag ventrikiil miyositleri gecici olarak spontan otomatisite kazanmakta veya yanitsiz,

kasilmayan bolgeler olusturarak fokal re-entran tasikardiler i¢in kaynak olmaktadirlar [65].
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Afrika’da familyal olarak rastlanan progresif kalp blogu ve fatal aritmilerle seyreden Brink
Sendromunda ise siniis diigiimii ve atriyoventrikiiler diigtimde selektif apoptozise bagli yikim
oldugu gosterilmistir [73,74]. Benzer bir yikim Brugada sendromlu hastalarin postmortem

histolojik incelemelerinde de ortaya konmustur [65,75].

Tablo-3. Kardiyovaskiiler hastaliklarda apoptozis [64]

Vaskiiler duvar Miyokart
e Ateroskleroz e Akromegalik kardiyomiyopati
e Diyabetes mellitus e Aritmojenik sag ventrikiil displazisi
e Hipertansiyon e Hibernasyon
e Vaskiiler allogreft reddi e Kardiyak allogreft reddi
e Vaskiiler gelisme bozuklugu e Kardiyak gelisim bozuklugu
e Vaskiiler yeniden bicimlenme e Down Sendromu
e Restenoz e Onkosullanma

¢ Yeniden bi¢imlenme

e Reperfiizyon hasari

e Chagas miyokarditi

e Konjenital AV blok

e Akut miyokart infaktiisti

e Hipertansif kalp hastalig

e Kalp yetersizligi

e Koroner greft vaskiilopatisi

e Viral miyokardit

2.2.5. iskemik Kalp Hastalhklarinda Apoptozis

Edinsel miyokart hastaliklarinda apoptozis ilk kez bir hematolojik patoloji olan
trombotik trombositopenik purpura nedeniyle dlen olgularin kalplerinde gdsterilmistir [76].
Trombotik trombositopenik purpura olgularinda ufak arter ve kapiller diizeyinde epizodik

tikanmalardan dolayr nekroza ulagsmayan fokal apoptotik hiicre Oliimlerinin oldugu
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anlasilmistir. Bu bulgular daha sonra hayvanlarda deneysel iskemi modellerinde de elde
edilmistir [77]. Iskemik miyokartta bcl-2, Fas, Bax ekspresyonunda artis saptanmustir [65,78].
Hafif iskemi tiim hiicrelerde oldugu gibi miyositlerde de apoptozise yol agarken, agir iskemi
nekrozla sonuglanmaktadir [46,65]. Hiberne miyokart bolgelerinde de apoptozis gdsterilmistir
[79]. Kisa aralikli iskemiler sonrasinda reperfiizyonla gelisen iskemik onkosullanmanin kalic1
hasar1 azaltmasinda apoptozisin Onlenmesinde rolii olabilecegi gosterilmistir [80-81].
Miyokart infaktiisiinde ise infaktiis bolgesinde her iki hiicre Oliim tipi de bir arada
goriilmektedir [65]. Infarktiis dokusunda hem erken dénem, hem de ge¢ dénemde histolojik
olarak apoptozis gdsterilmistir. Infarktiisten sorumlu arter agik olsa da peri-infarkt bdlgedeki

apoptoz yogunlugunun devam ettigi saptanmistir [82,83].

2.2.6. Kalp Yetersizliginde Apoptozis

Etiyolojisi ne olursa olsun tiim kalp yetersizliklerinde apoptozis siireci tetiklenmistir.
Ozellikle kalp yetersizliginde progresif sol ventrikiil disfonksiyonunun devam eden
kardiyomiyosit kaybmna baglh oldugu hipotezi lizerinde durulmaktadir. Deneysel olarak
hipoksi, renin anjiyotensin sistemi (RAS) aktivatorleri (Anjiyotensin-II), serbest oksijen
radikalleri, hiicrede artmis kalsiyum yiikii ve norepinefrinin miyositlerde apoptozise yol actig1
gosterilmistir [84,85]. Kalp yetersizliginin progresyonunda anahtar bir role sahip oldugu
anlagilan TNF-alfa reseptorlerinin de kaspazlar lizerinden in-vitro apoptozis uyarimi yaptiklari
gosterilmistir [86]. Bu bulgular kalp yetersizliginin ortaya ¢ikmasini ve ilerlemesini dnlemede
apoptozisi inhibe eden bir takim ajanlarin kullanimmi giindeme getirmektedir. Bu amagla
TNF alfa inhibitorleri, kaspaz inhibitorleri deneysel modellerde ¢alisilmaktadir. Sicanlarda
iskemi reperflizyon modelinde, kaspaz inhibitorlerinin kullanimi ile infarkt biiylikliigiinde
azalma ve kardiyak fonksiyonlarda diizelme saglanmistir [87]. Hayvan iskemi modellerinde
enalapril kullanilan kdpeklerde perinfarkt bolgede apoptotik hiicre sayisinda azalma elde
edilmistir [88]. Ayrica beta blokerlerin de iskemiyi takiben reperflizyon Oncesinde
uygulandiklarinda apoptozisi azalttiklar1 gosterilmistir. Beta-bloker, alfa-1 bloker ve
antioksidan etkileri olan karvedilol apoptozisi %77 oraninda azaltirken, non-selektif beta
bloker olan propranololde bu oran %39 olarak saptanmustir [89]. Belki de kalp yetersizliginde
beta blokerler ile elde edilen klinik sonuclar miyosit apoptozisini azaltici etkilerinin de bir
sonucu olabilir. Kalp yetersizliginde apoptozis ¢alismalarmin 6énemli bir sonucu da pozitif

inotropik ajanlarm (6rn. dobutamin) miyosit apoptozisini tetikleyici etkilerinin oldugunun
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anlasilmasidir [85,90]. Bu sonug, inotropik ajanlarla sagkalimda olumlu bir etki

saglanamamasinin altinda yatan mekanizmay1 gosteriyor olabilir.

2.2.7. Vaskiiler Sistemde Apoptozis

Damar sisteminde embriyonel ve postnatal donemde diiz kas hiicrelerinde fizyolojik
apoptozis olmaktadir [68]. Gelisme donemi disinda akut arter hasar1 (balon) ve tamir
siirecinde, aterosklerotik plaklarda, restenotik lezyonlarda, dejenere safen ven greftlerinde,
transplant vaskiilopatisinde ve anevrizmatik arter duvarinda diiz kas hiicrelerinde apoptozis
gosterilmistir [91]. Teorik olarak, primer aterosklerotik plak ve restenotik lezyonlarda
apoptozisin uyarilmasi lezyonda gerilemeye yol agmalidir. Ancak, artmis apoptozis plak
kararliligini bozmaktadir [92]. Apoptozis ile plak i¢indeki diiz kas hiicreleri sayica azalmakta,
kollajen sentezi diismekte ve sonugta fibroz kapsiili incelmis olan plak, kararliligini
kaybetmektedir. Yiiksek kolesterolle beslenerek deneysel ateroskleroz gelistirilen tavsanlarda
erken donem yagl iz lezyonlarinda morfolojik olarak lezyon gelismeden 6nce apoptozisin
basladig1 ve ateroskerotik plaga dogru ilerleme sirasinda diiz kas hiicrelerinde apoptozisin
giderek arttig1 saptanmistir [93,94]. Saglam damar duvarinda nitrik oksit apoptozisi
baskilarken, aterosklerotik duvarda DNA pargalanmasina yol acarak apoptozisi
tetiklemektedir [95]. Lipid disiiriicti ilaglarin makrofaj apoptozisini etkilemedikleri ancak
plakta birikimlerini azalttiklar1 gosterilmistir [92,96]. Apoptotik cisimcikler yiizeylerindeki
fosfatidil-serin nedeniyle kompleman ve trombin aktivasyonuna yol agcabilirler [97].
Aterosklerotik  plaklarda artmis apoptotik  cisimcikler, makrofajlarca  ortamdan
temizlenemezlerse trombojenitede artisa yol agarak plagin kararliligini bozabilirler. Ayrica
apoptotik hiicrelerin doku faktoriiniin aktivitesini artirdiklar1 gosterilmistir [98]. Dolayist ile

plak i¢inde apoptozisi azaltan ajanlar, trombojenite agisindan da yararl olmaktadir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Insan Kemik iligi Kaynaklh MKH’lerin izolasyonu ve Kiiltiirii

Kemik iligi kaynakli MKH’ler Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Kok Hiicre ve Gen
Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezinden saglandi. Kemik iligi aspirasyonlar: iliyak
kemik iligi biyopsisi yapilan immiin trombositopenik purpura hastalarindan bilgilendirilmis
onam sonrasi etik kurul izni ile elde edilmisti. Kemik iligi aspirasyonlar1 etik standartlara
uygun olarak yapilmisti. Kemik 1iligi aspiratlar1 Histopaque-1077 (Sigma Aldrich)
soliisyonuna 1:1 oraninda yayildi.1800 rpm de 20 dk. santrifiij edildikten sonra mononiikleer
hiicrelerin bulundugu bulutsu tabaka toplandi. %15 FBS (Fetal Bovine Serum), 100 IU/ml
penisilin-100 pg/ml streptomisin igeren MEM besi ortamini eklenerek 1300 rpm’de santrifiij
edildi. Bu yikama islemi iki kez tekrarlandi. Elde edilen hiicreler 25 cm’ hiicre kiiltiir
kaplarma ekildi. izole edilen kok hiicreler 100 IU/ml penisilin-0.1 mg/ml streptomisin, 15%
FBS ilave edilmis ao-MEM medyum iceren T-25 hiicre kiiltiir flasklarma ekilerek 37 *C’de %5
CO; igeren inkiibatore kaldirildi. Her ii¢ giinde bir medyum degistirildi. Hiicreler %80-90
kiiltiir kabmi doldurdugunda Ca ve Mg icermeyen phosphate-buffered saline (PBS) ile
yikanarak 3 dk. %0.025 tripsin- ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) soliisyonu ile inkiibe
edildi. Kalkan hiicreler toplanarak 1300 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi. Alt-kiiltiir i¢in 1:3-1:4
oraninda olmak tizere hiicreler tekrar kiiltliir kaplarina ekildi. Deneylerde pasaj 3’deki

MKH’ler kullanildu.

3.2. Insan Adipoz Doku Kaynakh MKH’lerin izolasyonu ve Kiiltiirii

Adipoz doku kaynakli MKH’ler Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Kok Hiicre ve Gen
Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezinden saglandi. Adipoz dokular etik kurul izni ile
sezeryan dogumu yapan hastalardan elde edilmisti (uterusu daha 6nceki operasyon yerlerine
yapisik olan omentumu serbestlemek amaciyla yapilan cerrahi islem sonrasi atilacak olan
omentum dokusu kullanilarak). Dokulardan kani uzaklastirmak i¢in birka¢ defa magnezyum
ve kalsiyumdan yoksun 5% antibiyotik-antimikotik soliisyon iceren Hank’s balanced salt

soliisyonu (HSSS) ile yikand: (Invitrogen). Makas ile dokular 1 mm?®’lik kii¢iik parcalara
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ayrildi. Yag dokular1 kimyasal ayristirma i¢in 50 ml konik tiibe koyularak (BD Biosciences)
kalsiyum ve magnezyumdan yoksun HBSS’de hazirlanmis %0.075 kollajenaz tip I
soliisyonundan 5 ml eklenerek 60 dk. calkalamali 37°C su banyosunda bekletildi. 60 dk.
sonunda kiiltiir medyumundan 1:1 oraninda eklenerek 1800 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi.
Stipernatant atildi ve pelet kiiltiir medyumuyla sulandirilarak sindirilmeyen yag doku ve
debrisi uzaklastirmak amaciyla 70ul naylon siizgecden gegirilerek siiziildii. Uzerine 1:1
oraninda besi yeri eklenerek 1300 rpm’de 5 dk. santriftij edildi. Eritrositleri uzaklagtirmak
amacityla 1 ml kiltiir medyumuyla sulandirilmis pelete 5 ml lysing soliisyonu (BD
Biosciences) eklendi ve 5 dk. oda isisinda bekletilerek 1800 rpm’de 10 dk. santrifiij edildi. En
son olarak siipernatanti attiktan sonra alt kisimda olusan pelet yikanarak MEM ilave edildi.
Izole edilen kok hiicreler 100 IU/ml penisilin-0.1 mg/ml streptomisin, 15% FBS ilave edilmis
MEM igeren T-25 hiicre kiiltiir flasklarina ekilerek 37 “C’de %5 CO; igeren inkiibatore
kaldirildi. Her ¢ gilinde bir medyum degistirildi. Hiicreler %80-90 kiiltiir kabimni
doldurdugunda Ca ve Mg icermeyen PBS ile yikanarak 3 dk. %0.025 tripsin-EDTA
soliisyonu ile inkiibe edildi. Kalkan hiicreler toplanarak 1300 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi.
Alt-kiltiir i¢in 1:3-1:4 oraninda olmak iizere hiicreler tekrar kiiltiir kaplarma ekildi.
Deneylerde kullanilan MKH’ler pasaj 3 dii. Ik pasajlama pasaj 0 olarak kabul edildi. Bunu

takip eden pasajlar sirayla numaralandirildi.

3.3. MKH Kiiltiiriinde Hiicre Sayimi

Kemik iligi ve yag dokusundan izole edilen kok hiicreler i¢in her alt-kiiltiir islemi
sirasinda, dondurma ve ¢ozdiirme islemleri sonrasinda ve karakterizasyon islemleri 6ncesinde
gerceklestirilen hiicre sayimlar1 asagida anlatilan yonteme uygun olarak gergeklestirilmistir.
Hiicre sayimi i¢in; tripsinizasyon islemi ile tutunan hiicreler yiizeyden kaldirildiktan sonra
slipernatant atilarak, pelete 1 ml besi ortam1 eklenmis ve pipetle homojenizasyon saglanmistir.
Eppendorf tiiplerine 100 pl hiicre silispansiyonu alimmustir. Hiicre siispansiyonunun iizerine,
mikropipetle 100 pl tripan mavisi soliisyonu eklenmistir. Sayim kamarasi olarak Thoma lam1
kullanilmistir. Thoma lami, diiz bir zemin iizerine alinarak, lamelin yapigmasi gereken sayim
alan1 cergevesi lizerine lamel kapatilmistir. Hazirlanan siispansiyondan 100 pl almarak,
Thoma laminin her iki yaninda bulunan kanallarin ortasinda kalan sayim alaninda lamelin lam

ile birlestigi noktaya pipetin ucu dayanarak tam orta noktasindan yavasga hiicre soliisyonu
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sayim alanma pipetlenmistir. Hiicre sayimi, 151tk mikroskobunda, 40x objektifte
gerceklestirilmistir.

Toplam hiicre sayilar1 agagidaki formiile gére hesaplanmistir;

Hs x Do x Ss
Hs :Sayilan hiicre sayist
Do :Seyreltme orani
Ss 0,1 mm’ deki sayim sonucu Iml’deki sayiya doniistirmek ve standart sonug

elde etmek igin kullanilir. Sabit sayr 10 000 dir.

3.4. MKH’lerin Immiinfenotipik Analizi

MKH’lerin immiinohistokimyasal yontemlerle karakterizasyon caligmalary, P1, P3 ve
P4’de poli-L-lizin kapli 8 kuyucuklu hiicre kiiltiir odaciklarma ekilmis 2x10° hiicre/kuyucuk
ile gerceklestirilmistir. Tutunmanin saglanmasi i¢in bir gece inkiibasyonun ardindan
immiinohistokimyasal ve immiinfluoresans islemlerine ge¢ilmistir.

MKH’lerin immiinohistokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in; CD31, CD34, CD45,
CD71, CD105, CD44, CD105, aktin, SSEA4, tip II kollajen, GFAP, MyoD, miyozin Ila,
miyogenin, nestin, vimentin, osteokalsin, osteonektin ve Ki67 proliferasyon belirteci igin
immiinohistokimyasal ve fibronektin, o-diiz kas aktin, desmin, nestin, beta tubulin,
osteokalsin ve vimentin immiinfluoresans boyamalar1 gerceklestirilmistir.
Immiinohistokimyasal ¢alismalarda, uygun bir immiinohistokimya kiti ve bu kitle uyumlu
biyotinli sekonder antikorlar kullanilmistir.

Hiicreler immiinohistokimyasal ¢aligsmalar i¢in %0.1 oraninda H,O, iceren metanolde
endojen peroksidaz aktivitesini engellenmesi i¢in, oda 1s1sinda (nemli ortamda) 30dk. siireyle
inkiibe edilmistir. PBS ile yikandiktan sonra, %1.5 normal blok serum i¢ceren PBS’de 30dk.
inkiibe edilmis ve verilen uygun diliisyon oranlarinda primer antikor eklenmis ve +4°C’de 1
gece ve oda sicakliginda 2 saat siireyle inkiibe edilmistir. PBS ile 3 kez yikama isleminden
sonra immiinohistokimyasal ¢alismalar icin uygun biyotinli sekonder antikorla ve
immiinfluoresans caligmalar i¢cin uygun fluoresans (FITC) isaretli sekonder antikorla oda
sicakliginda 30dk. inkiibe edilmistir. Son asamada, immiin-reaksiyon gosteren hiicrelerin
belirlenmesi igin  %0.1°lik Mayer’s hematoksilen (immiinohistokimyasal) c¢ekirdek zit
boyamasi ve DAB (immiinfluoresans) immiin-boyamalar1 ger¢eklestirilmis ve lam {izerine
kapatilmistir. Negatif kontroller i¢cin, ayn1 yontem uygulanmis fakat primer antikor yerine

PBS kullanilmistir. Ornekler, fluoresan mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems)
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incelenerek fotograflanmistir. Kemik iligi kaynakli ve adipoz doku kaynakli MKH’ler (pasaj
3, n=3) 10X10* / cm’ miktarmda 6 kuyucuklu flasklara analizden 48 saat once ekildi.
Hiicreler asagidaki anti-human antikorlarla isaretlendi; CD34, CD45, CD90. Nonspesifik
anti-rat IgG-FITC izotop kontrol olarak kullanild1.

3.5. Akis Sitometrik Analizler

MKH’lerin, fenotipik karakteristiklerinin belirlenmesi i¢in akis sitometrik analizler
gerceklestirilmistir. Bu analizler, her alt-kiiltiir islemi sonrasinda (P1’den P5’e kadar) ve
FACS Calibur akis sitometri cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Her alt-kiiltiir islemi sirasinda (P1’den P5’e kadar) hiicreler tirpsinizasyon islemi ile
kaldirilip, hiicre sayimi1 yapilarak hiicre sayis1 belirlendikten sonra bir kismi bir sonraki pasaj
igin yeni T75 flasklara ekilirken bir kismi da (yaklasik olarak 8x10° hiicre) PBS icinde
homojenize edilmistir. Daha sonra belirlenen hiicre ylizey isaretleyicilerine 6zel fluoresan
izotiyosiyonat (FITC)- ve fikoeritrin (PE)-konjuge monoklonal antikorlar (CD3, CD4, CDS5,
CD7, CD8, CD10, CD11b, CD13, CD14, CD15, CD19, CD33, CD34, CD44, CD45, CD73,
CD90, CD106, CD117, HLA-DR, CD146 ve CD166 ) ve uygun izotip kontrollerinden (IgG1,
IgG1/G2a) 10ul eklenerek inkiibe edilmistir (oda 1sisinda-karanlikta-45 dk.). inkiibasyon
sonras1 yikama soliisyonu (%0.1 sodyum azid iceren PBS) eklenmis ve santrifiij edilerek
(5dk. 1780 rpm) artefaktlardan temizlenmis ve 400ul hiicre yikama soliisyonu ile resiispanse
edilmistir. Hazirlanan hiicre siispansiyonu FACS Calibur akis sitometri cihazinda okutulmus

ve analizi BD Cell Quest TM software programi ile gergeklestirilmistir.

3.6. Apoptozisin Uyarilmasi ve Tespiti

3.6.1. Serum eksikligi ile uyarilan apoptozis:

MKH’lerin canlilik ve proliferasyonlarini tespit etmek icin “MTT canlhilik testi”
uygulanmistir. Canli ve apoptozisin erken evresindeki hiicrelerin mitokondriyalar araciligiyla
MTT (3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) soliisyonuyla
olusturdugu reaksiyonda, MTT’ nin tetrazolyum halkas1 hiicrelerin mitokondriyalarinda
bulunan dehidrojenaz enzimlerince parcalanarak mor renkli formazan kristalleri
olusturmakta, oOli hiicreler formazan kristalleri olusturmamaktadir. Olusan renk

mitokondriyal aktiviteyle iliskili olup, olusan formazan kristalleri izopropanol/ HCI iceren
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coziiciilerde c¢oziilebilmektedir ve olusan mavi/mor renk spektrofotometrik yOntemle
(mikroplaka okuyucuda) 570 nm de 6lgiilmektedir.

P3°deki MKH’ler, hiicre kiiltiir kaplarmi %70-80 oraninda doldurdugunda, MTT testine
almmistir. Alt-kiiltlir islemi sonras1t MKH’ler (P3), 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarma 12.500
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ve 1., 4. ve 7. glin uygulamalari i¢in ekilmistir. Her test giinii,
istenen kuyucuktaki hiicreler 3-4 ml Ca ve Mg icermeyen PBS ile yikanmig ve 1 dk.
bekletilip PBS uzaklastirilmistir. Daha sonra, 2 ml tripsin eklenmis ve ornekler 5-6 dk.
inkiibatorde bekletilmistir. Zit faz mikroskobu ile hiicrelerin yiizeyden ayrilip-ayrilmadig:
kontrol edilmistir. Hiicreler konik tabanli 15 mI’lik tiipe alinip {izerine tripsinle ayni miktarda
besi ortami (FBS iceren) eklenmistir. 1300 rpm’de 5 dk. santrifiigasyonun ardindan
siipernatant atilmig ve 100 pl besi ortami eklenerek pipetlenmistir.

MTT testi i¢in, kor olarak hiicre kiiltiirtinde kullanilmamis taze kiiltiir medyumu ve
siipernatant kullanilmigtir. Buharlagsmanin engellenmesi i¢in, 96 kuyucuklu plakalarm en dis
siralarina serum fizyolojik pipetlenmistir. Serum fizyolojik, besi ortami ve hiicreler 96
kuyucuklu plakalardaki yerlerine pipetlenmistir. Karanlik ortamda iizerine 0.5 mg/ml MTT
soliisyonu eklenmistir. Aliminyum folyoya sarilarak inkiibatorde 4 saat bekletilmistir
(37°C’de). Inkiibasyon sonras1 100 pl izopropanol-HCI her kuyucuga eklenmis, oda 1s1sinda
30 dk. stireyle bekletilmis ve absorbans 570 nm’de dalga boyu secicisi (monokromatdr)
sistemli mikroplaka okuyucuda tespit edilmistir. Kontrol grubunun optik yogunlugu %100

MTT azalmasi ile iliskilendirildi. Her deney 3 kez tekrarlanmistir.

3.6.2. 2 mmol/L H,O; ile uyarilan apoptozis:

Hiicre canlilik analizi ile heniiz hiicrelerde niikleer degisiklikler olusmadan
membrandaki erken degisiklikler sirasinda bile apoptozis dl¢iilebilmekte, hiicre membraninin
normalde i¢ kisminda bulunan fakat apoptozis ile hiicre yiizeyine ¢ikan fosfatidil serine
baglanma 6zelligi gosteren Annexin-V ile hiicrelerde apoptozis tayini yapilabilmektedir.

Kemik iligi kaynakli ve adipoz doku kaynakli MKH’ler (pasaj 3, n=3) 10X10*/ cm’
miktarinda 6 kuyucuklu flasklara ekildi. 48 saat sonra medyum apoptozis uyarict medyum ile
degistirildi (2 mmol/L H,0,; DMEM ve 10% FBS). 60 dakika sonunda hiicreler
tripsinizasyon islemi ile kaldirilarak apoptotik hiicre yiizdesi FITC Annexin-V apoptozis
saptama kiti (BD Pharmingen) kullanilarak akis sitometride belirlendi. Sonuglar CellQuest
Software kullanilarak analiz edildi. MKH’ler kaspaz-3 ile boyandu.
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3.7. istatistik analizi

Biitiin deneyler en az ili¢ defa olmak iizere tekrarlandi. Veriler ortalama deger +
standart hata (SH) seklinde sunuldu. Tim istatiksel analizler, SPSS 10.0 ile
gerceklestirilmistir. Veriler, tek yonlii varyans analizi (one-way ANOWA testi) ve esli t-test
kullanilarak degerlendirilmistir. Calisma ve kontrol gruplar1 arasindaki farklar i¢in, p<0.05

istatistiksel olarak anlamli sayilmaktadir.
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4. BULGULAR

4.1. MKH’ lerin Morfolojik Ozellikleri

Insan adipoz dokusu ve kemik iliginden izole edilen ve kiiltiir kabmnin tabanma yapisan
hiicrelerin morfolojik 6zellikleri, ¢alisma siiresince zit faz mikroskobu ile incelenmistir.
Birincil (primer) kiiltiiriin ilk giinlerinde gozlenen ig seklinde ve fibroblast benzeri

hiicrelerin, sonraki giinlerde koloniler olusturmaya basladigi gozlenmistir (Sekil-2,3).

Sekil-2. Insan kemik iligi aspiratlarindan ficoll gradiyent yontemiyle elde edilmis MKH’lerin
PO 7. glin (A), P3 6. gin (B), P6 6. giin (C) ve P7 10. giin’lerdeki (D) faz-kontrast
mikroskopik goriiniimleri. Hiicreler igsi sekilli fibroblast-benzeri ve diiz-yassi olmak {izere

tipik MKH morfolojileri gostermekte (BUYUTME: A,C,D-X200; B-X100).
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Sekil-3. Insan adipoz dokusundan enzimatik sindirme yontemiyle elde edilmis MKH’lerin PO
2. giin (A), P2 3. giin (B), P3 3. giin (C) ve P4 12. giin’lerdeki (D) faz-kontrast mikroskopik
gortiniimleri. Hiicreler igsi sekilli fibroblast-benzeri ve diiz-yass1 olmak iizere tipik MKH

morfolojileri gostermekte (BUYUTME: A,B,C,D-X200).

4.2. MKH’lerin immunofenotipik Ozellikleri

Her alt kiiltiirleme isleminden sonra ayrilan yaklasik 1x10° hiicre ile gerceklestirilen
akim sitometri incelemeleri (P5) sonucunda, adipoz doku kaynakli ve kemik iligi kaynakli
MKH’ler ilk alt kiiltiir isleminden itibaren hematopoetik hiicre belirteglerini (CD3, CD4,
CD5, CD7, CD8, CD11b, CD14, CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD106, CD117, HLA-
DR) eksprese etmedikleri, buna karsin MKH’ler i¢in siklikla kullanilan CD10, CD13, CD44,
CD73, CD90, CD146 ve CD166 igin yiiksek diizeylerde pozitif olduklar1 tespit edilmistir.
Sekil-4,5°de MKH’lerin P5’deki akim sitometrik ¢calisma verileri listelenmistir.
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Sekil-4. P(5)’deki insan kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin akim sitometri cihazinda

elde edilen verileri.
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Sekil-5. P(5)’deki insan adipoz doku mezenkimal kok hiicrelerinin akim sitometri cihazinda

elde edilen verileri.
MKH’lerin karakterizasyonu amaciyla gergeklestirilen immiinohistokimya ve

immiinfloresan ¢alismalarinin (P3) sonuglar1 Tablo-4’de gosterilmektedir. Elde edilen veriler,

akim sitometri sonuglarini destekleyici niteliktedir.
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Tablo-4. MKH’ lerin immiinohistokimyasal 6zellikleri.

Antikor/Belirte¢ Hiicre Tipi

Seyreltme iAD-MKH iKI-MKH
Ekspresyon Ekspresyon

CD 31/ PECAM-1 (M- % %

20) 1:100

CD 34 (C-18) 1:150 %) %]

CD 44/HCAM (Ab-4) 1:150 + +

CD 45 (H-230) 1:150 %] %)

CD 71 (K-20) 1:150 %) %]

CD105/Endoglin (M-20) 1:100 + +

c-Fos (4) 1:50 + +

Collagen Il Ab-2 (2B1.5) On- + +
seyreltilmis

Collagen Ial (D-13) 1:50 + +

B- Tubulin (KMX-1) 1:50 + +

B —Tubulin On- + +
seyreltilmis

Nestin (Rat-401) 1:50 + +

Vimentin (C-20) 1:100 + +

Desmin Abl (D33) On- + +!
seyreltilmis

Fibronectin (EP5) 1:100 + +

ao-Smooth Muscle Actin + +

Ab-1 1:800

Actin (C-2) 1:50 + +

MyoD (4H207) 1:50 %] %)

Myosin I1a (A4.74) 1:50 + +

Myogenin Ab-1 (F5D) On- + +
seyreltilmis

MAP 2a,b Ab-2 (AP20) On- + +
seyreltilmis

GFAP Abl On- + +
seyreltilmis

3Tubulin (2Q121) 1:50 + +

NSE/y Enolase 1:500 + +

Osteocalcin (FL-100) 1:50 + +

Osteonectin (SPARC) 1:50 + +
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Osteopontin (Akm2A1) 1:50 + +
BMP-2 (N-14) 1:50 + +
BMP-4 (N-16) 1:50 + +
MEPE (LFMb-33) 1:50 %) o

+= Pozitif belirtec ekspresyonu; @= ekspresyon yok; -/+= zayif belirte¢ ekspresyonu; '=
Immunreaktivite %10-20 hiicrede pozitif. iAD-Insan adipoz doku kaynakli MKH; iKI-insan
kemik iligi kaynakli MKH.

4.3. Kemik iligi ve adipoz doku kaynaklh MKH’lerin apoptozise yanitlar

4.3.1. Serum eksikligi ile uyarilan apoptozis:

Kemik 1iligi ve adipoz doku kaynakli MKH’leri serumdan yoksun besiyerinde
apoptozise dayanikliliklar1 canlilik oranlar1 karsilastirilarak belirlendi. Apoptotik ve canli
hiicreler MTT testi ile analiz edildi. 1., 4. ve 7.glinlerde kemik iligi ve adipoz doku kaynakl1
MKH’lerinin canliliklarin1 gdsteren ortalama absorbans degerleri MTT yontemi ile
degerlendirildi.

Serumlu besiyerinde kiiltiiriin 1. ve 4.gilinlinde kemik iligi ve adipoz doku kaynakli
MKH’leri karsilastirildiginda adipoz doku kaynakli MKH’lerinin kemik iligi kaynakli
MKH’lerine gore daha hizli cogaldig1 ve hiicrelerin canlilik oranlarmin daha ytiksek oldugu
gozlendi (n=3, iAD-iKI absorbans degerleri sirasiyla, 1.giin 0,353+0,032-0,232+0,016,
P=0.029, 4.giin 0,436+0,032-0,384+0,010, P=0.001). 7.glinde ise kemik iligi kaynakli
MKH’leri ve adipoz doku kaynakli MKH’leri arasinda canlilik oranlar1 agisindan anlamli bir
farklilik yoktu (n=3, iAD-iKI absorbans degerleri sirasiyla, 7.giin 0,741£0,010-0,735+0,007,
P=0.672) (Sekil-6).
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Sekil-6. Kemik iligi ve adipoz doku kaynakli MKH’lerinin serumlu besiyerindeki kiiltiirii

sonrasinda MTT testi ile analiz edilmis absorbans degerleri (hAT: Human adipose tissue

hBM: Human bone marrow).

Kemik iligi ve adipoz doku kaynakli MKH’leri serumdan yoksun besiyerinde kiiltiire
edilerek apoptozis uyarilmistir. Ayni sekilde sonuglar MTT testi ile analiz edilmistir. 1. ve
4.glinlerde adipoz doku kaynaklit MKH kiiltiirtinde kemik iligi kaynaklit MKH’ye gore canlilik
oranmin daha yiiksek oldugu dikkat ¢ekmistir (Sekil-7,8) (n=3, iAD-iKI absorbans degerleri

srrasiyla, 1.glin  0.305+0.027-0.234+0.015,

P=0.011). 7.giinde ise her iki hiicre kiiltlirii arasinda canlilik oran1 bakimmdan anlaml bir

farklilik izlenmedi (n=3, iAD-iKI absorbans degerleri sirasiyla, 7.giin 0.400+0.017-

0.356+0.008, P=0.081).
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Sekil-7. MKH’lerin serumdan yoksun besiyerindeki kiiltiirlinde uyarilmis apoptozisin
MTT testi ile analiz sonrasindaki absorbans degerleri (hAT: Human adipose tissue hBM:

Human bone marrow).
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Sekil-8. MKH’lerin serumdan yoksun kiiltiirde uyarilmis apoptozisin kontrol grubuyla
karsilagtirmalit MTT testi sonrasinda analiz edilmis absorbans degerleri (hAT: Human adipose

tissue hBM: Human bone marrow).
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4.3.2. 2 mmol/L H,O; ile uyarilmis apoptozis:

4.3.2.1. Isik Mikroskopi Bulgulan

Insan kemik iligi (iKi-MKH) ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler (iAD-
MKH), H,O; (2 mmol/L H,O, 45 dakika siireyle inkiibasyon) ile olusturulan apoptozis
sonrasinda hiicreler (deney ve kontrol grubuna ait) bir erken apoptoz belirteci olan kaspaz-3
monoklonal antikoru ile inkiibe edildi. Kaspaz-3 immiinboyanmasi sonrast H,O, ile inkiibe
edilmis ve edilmemis hiicreler karsilastirmali olarak mikroskopik diizeyde incelendi (Sekil-
9,10). Kontrol hiicrelerinin (iKi- ve iAD-MKH’lerin) kaspaz-3 ile immiin boyanmasi
sonrasinda beklendigi gibi apoptotik hiicre yogunlugu olduk¢a az idi (Sekil-9). Bununla
birlikte, H,O, ile apoptozun uyarilmasi sonrasinda yapilan immiinboyama sonrasi
mikroskopik incelemelerde, kaspaz-3 ile sitoplazmik ve niikleer boyanma 6zelligi gosteren
hiicre sikliginmn iKi-MKH’lerde iAD-MKH’lere oranla belirgin olarak artmis oldugu gozlendi
(Sekil-10).

Sekil-9. Kaspaz-3 ile boyanan kontrol grubu hiicrelerinin (H,O, ile inkiibe edilmemis
hiicreler) 151k mikroskopik goriiniimleri. (A-B) iAD-MKH- kontrol grubu. (C-D) iKi-MKH —
kontrol grubu (Bar ¢gubugu: 50 um).
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Sekil-10. (A-B) iAD-MKH + H,0, ve (C-D) iKi-MKH + H,O, gruplarma ait hiicrelerin
kaspaz-3 ile immiinohistokimyasal olarak boyanmasi sonrasinda kok hiicrelerin 151k
mikroskopik goriintiileri. Ayn1 miktar ve siirede H,O, ‘e maruz kalmis iAD-MKH’lerinde
erken apoptoz belirtisi gdsteren hiicre yogunlugunun iKi-MKH’lere oranla belirgin sekilde az

oldugu gozlenmektedir (Bar gubugu: 50 um).

4.3.3. Akim Sitometri Bulgulan

Immiinohistokimyasal ~ calismalarimizla  tespit  ettigimiz  bulgular1  sayisal
parametrelerle onaylayabilmek i¢in kontrol ve apoptozis i¢in uyarilmis hiicreler materyal ve
yontem boliimiinde agiklandigi sekilde annexin V kiti ile boyandi ve akim sitometri aygitinda
apoptoz oranlar1 tespit edildi (Sekil-11,12,13,14). Kemik iligi kaynakli MKH’lere nazaran
adipoz doku kaynaklit MKH’ler oksidatif strese daha dayanikli oldugu ve morfolojik olarak
daha az degisiklik oldugu izlendi (n=3, iAD-iKI sirasiyla, 73.02+1.44-58.43%1.24 p=0.002)
(Sekil-15). Apoptosis Annexin-V boyama ile dogruland1.
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Sekil-11. Kontrol iAD-MKH’lerin annexin V ile boyanmasi sonrasi akim sitometri aygitinda

elde edilen verileri. Bu 0rnekte canli hiicre orani % 89.35 dir.
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Sekil-12. Kontrol iKi-MKH’lerin annexin V ile boyanmasi sonras1 akim sitometri aygitinda

elde edilen verileri. Bu 6rnekte canli hiicre oran1 % 88.23 diir.

35



5]
S
8]
« E
P
aUI) .
8]
- b
8.
N E
ol
—— T T — T
0 200 400 600 800 1000
FSC-Height
<
24
] Sample ID: om 3- 29/01/10
] Panel: annexin v
- e i = 5 Quad Location: 109, 99
O = .
T Quad Events % Gated % Total
] UL 177 208 1.77
. UR 924 10.87 9.24
- LL 6275 7385 6275
o ©4
™ 3 LR 1121 1319 11.21
£
o | il ;
=) T e e ——

108 104

10! 1
ANNEXIN V FITC

Sekil-13. H202 ile 45 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra apoptoz oranlarini belirlemek
icin annexin V ile boyanmasi sonrasi iAD-MKH’lerin akim sitometri aygitinda elde edilen

verileri. Bu 6rnekte canli hiicre oranm1 % 73.85 ‘dir.
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Sekil-14. H202 ile 45 dakika siireyle inkiibe edildikten sonra apoptoz oranlarini belirlemek
icin annexin V ile boyanmas1 sonras1 iKI-MKH’lerin akim sitometri aygitinda elde edilen

verileri. Canli hiicre oran1 % 59.42 “dir.
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Sekil-15. 2 mmol/L H,O; ile indiiklenen apoptozis sonrast MKH’lerin canlilik yiizdelerinin
ortalamasi. Goriildiigli gibi, adipoz doku kaynaklit MKH’lerin deney sonrasi canlilik oranlar1
kemik 1ligi kaynakli MKH’lere oranla istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazladir

(p<0.002).
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5. TARTISMA

MKH’ler kardiyovaskiiler hastaligt mevcut olan hastalarin tedavisi i¢in umut verici
goriinmektedir. Bu hiicreler osteogenezis imperfekta, multiple sklerozis, romatoid artrit gibi
kardiyovaskiiler dis1 hastaliklarin tedavisinde de kullanilmigtir. Su ana kadar yapilmis in-vivo
ve in-vitro ¢alismalarda en fazla kullanilan kok hiicre, kemik iligi kaynakli MKH’lerdir. Bu
hiicrelerin etkinligi ve giivenirligi yapilmis olan klinik ¢alismalarla onaylanmistir [30,31].
Fakat, elde edilen sonuclarin istenen diizeyde olmamasi nedeniyle alternatif uygulama
yontemlerinin ve farkli MKH’lerin kullanilmasi giindeme gelmistir. Ayrica, kemik iligi
kaynaklit MKH’lerin elde edilme yontemi diger MKH’lerin elde edilme yontemlerinden daha
invaziv ve agrilidir. Kikirdak, adipoz doku, dis pulpasi, kordon kani kaynaklt MKH’lerin
etkinligi ve cogalma kapasitesini arastiran deneylerde yapilmistir ve bu MKH’leri elde etme
yontemleri daha kolaydir. Bununla birlikte, literatiirde insan adipoz doku ve kemik iligi
kaynakli MKH’ler1 birebir karsilastiran in-vivo ve in-vitro deneyler ¢ok az sayidadir. Biz bu
calismada insan kemik iligi ve adipoz doku kaynakli MKH’lerin apoptozise olan
dayanikliliklarmi karsilagtirarak klinik ¢alismalarda kullanilabilecek ideal hiicreyi bulmay1
amagcladik.

Calismamizin sonucunda temel olarak bulduklarimiz kisaca; 1) Adipoz doku kaynakl
MKH’lerin kemik iligi kaynakli MKH’lere gore daha iyi proliferasyon yetenegine sahip
oldugunu gozlemledik. 2) H,O, ile indiiklenen apoptozise adipoz doku kaynakli MKH’lerin
daha dayanakli olduklarini saptadik. 3) Serumsuz kiiltiirler karsilastirildiginda, adipoz doku
kaynakli MKH’lerin bulundugu kiiltiirlerde daha fazla canli hiicre oldugunu tespit ettik.
Boylece, adipoz doku kaynaklit MKH’lerin serum eksikligi ile indiiklenen apoptozise de daha
direngli oldugunu tespit ettik.

Kern ve ark,nin yaptig1 bir ¢calismada insandan elde edilmis kemik iligi, kordon kani
ve adipoz doku kaynakli MKH’ler morfolojik, cogalma kapasitesi, farklilasabilme kapasitesi
ve immiinfenotipik acidan karsilagtirilmistir. Morfolojik ve immiinfenotipik olarak anlamli
farklilik saptanmamustir. izolasyon basaris1 adipoz doku ve kemik iligi kaynakli MKH’lerde
%100 iken, kordon kani kaynakli MKH’lerde bu oran % 63 saptanmistir. Koloni frekansi
kordon kami kaynaklt MKH’lerde en az, adipoz doku kaynakli MKH’lerde en yiiksek
saptanmistir. Buna ragmen en yliksek proliferasyon kapasitesi orant kordon kani kaynakli
MKH’lerde, en diisiikk proliferasyon kapasitesi oran1 kemik iligi kaynakli MKH’lerde
gozlemlenmistir. Ilging olarak, kordon kami kaynakli MKH’lerde kemik iligi kaynakli

MKH’lere gore adipojenik farklilagsma izlenmemistir. Bu ¢alismanin sonucunda adipoz doku
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ve kordon kani kaynakli MKH’lerin kemik iligi kaynaklt MKH’lere iy1 bir alternatif
olabilecegi sonucuna varmiglardir [99]. Ancak, bu g¢alismada MKH’lerin anti-apoptotik
yetenekleri karsilastirilmamistir. Adipoz doku kaynakli MKH’lerin koloni frekansinin kemik
ilig1 kaynakli MKH’lere gore daha iyi saptanmasi, adipoz doku kaynakli hiicrelerin kemik
ilig1 kaynakli MKH’lere altenatif olabilecegini diisiindiirmektedir.

Peng ve ark, sicanlardan elde ettikleri kemik iligi, kikirdak ve adipoz dokudan
MKH’leri izole ederek bu hiicrelerin immiinofenotipik 06zelliklerini, proliferasyon
kapasitelerini, farklilasma yeteneklerini ve anti-apoptotik yeteneklerini karsilastrmiglardir.
Bizim c¢alismamizdan farkli olarak bu calismada siganlardan elde edilmis MKH’ler
karsilagtirilmistir. Bliylime egrisi, telomeraz aktivitesine bakildiginda en yiiksek proliferasyon
yetenegine sahip MKH adipoz doku kaynakli kdk hiicre saptanmis. Bu hiicreyi kemik iligi
kaynakli MKH ve kikirdak kaynaklit MKH izlemistir. Adipoz doku kaynakli MKH’lerde
biiylime egrisinin analizi ile elde edilen popiilasyon yarilanma zamani (doubling time) 45.2
saat, kemik iligi kaynakli MKH’lerde 61.2 saat, kikirdak kaynakli MKH’lerde 51.4 saat
saptanmistir. Her ii¢ kaynaktan elde edilen MKH’lerde osteojenik, adipojenik, kondrojenik
farklilagabilme yetenegi saptanmistir. Akis sitometri ve MTT analizleri kikirdak kaynakli
MKH’lerin H,0, ile uyarilmis apoptozise en yliksek miktarda diren¢ gésteren MKH oldugunu
saptamis. Serum eksikligi ile uyarilmis apoptozisede en direngli saptanan hiicre adipoz doku
kaynakli MKH’ler oldugu izlenmistir [100].

Kern ve Peng’in ¢alismasinin ve bizim calismamizin saptadigi ortak nokta adipoz
doku kaynaklt MKH’lerin kemik iligi kaynakli MKH’lere gore daha iyi proliferasyon
yetenegine sahip oldugudur. Ayrica, Peng ve ark, sican adipoz doku kaynakli MKH’lerin
sigan kemik iligi kaynakli MKH’lere gore apoptozise daha direngli oldugunu gostermesi ve
bizim caligmamizda da insan adipoz doku kaynakli MKH’lerin insan kemik iligi kaynakl1
MKH’lere gore apoptozise daha direngli saptanmis olmasi calismalarin bir diger ortak
noktasidir.

Literatiirde kemik iligi kaynakli MKHleri ve adipoz stromal doku kaynakli MKH’leri
karsilagtiran bir adet in-vivo ¢alisma mevcuttur. Ancak bu ¢aligsma preklinik bir ¢aligmadir.
Adipoz stromal doku ve kemik iligi kaynaklit MKH’ler farelerden izole edildikten sonra AMI
yapilan farelere intramiyokardiyal olarak enjekte edilmistir. Kontrol grubunada
intramiyokardiyal serum fizyolojik enjekte edilmistir. Kok hiicre naklinden 6 hafta sonra
fareler biyolumines goriintiileme ve ekokardiyografi ile degerlendirilmistir. Sonu¢ olarak her
iki hiicre tipininde transplantasyon sonrasi kardiyak ortamda yasayamadigi ve akut donor

hiicre Olimii gerceklestigi saptanmistir. Kok hiicre nakli yapilan hiicrelerde kardiyak
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fonksiyonlar kontrol grubu ile benzer bulunmustur. Bu g¢alismada yiiz gildiiricii sonug
alinmamasimin nedeni hiicrelerin erken donemde 6lmesi olarak belirtilmistir [101].

Nakamura ve ark’nin, yaptig1 bir ¢aligmada transplante edilen MKH’lerin yalniz %
4.4Uniin transplantasyondan 1 hafta sonra yasadigi gosterilmistir [102]. Amsalem ve ark,
MKH’lerin transplante edilmesinden 4 hafta sonra kardiyak ortamda MKH izlenmedigini
bildirmislerdir [103]. Bu ¢aligmalardan da anlasildig1 gibi kok hiicre tedavisinin oniindeki en
biiyiik problemin nakil yapilan hiicrelerin uzun siire kardiyak ortamda yasayamamasidir. Bu
ylizden arastirmacilar bu konu iizerinde de odaklanmiglardir. P13K/Akt aks1 ve stromal-cell-
derived faktér 1 (SDF-1)/CXCR4 akst MKH’lerin kardiyak ortamda yasabilmesi icin
arastirilan konularin basinda gelmektedir.

P13K/Akt aks1 ¢ogu hiicre tipinde hiicre yasami i¢in rol alan 6nemli bir mediator
grubudur. Protein kinaz aracili hiicre biiylimesi, hiicre yasaminin devami, proliferasyon,
metabolizma, gen ekspresyonu ve hiicreler arasi iletisimi saglar. Akt (Akt proteini kodlayan
gen) ile transfekte olmus kok hiicrelerin miyokart infarktiisii sonras1 yeniden sekillenme ve
apoptozisi Onledigi gosterilmistir. MKH’ler Akt-1 geni ile transfekte edilerek MKH’lerin
kardiyak ortamda yasayabilmeleri saglanmistir, boylece kardiyak fonksiyonlarda da artis
saglanmistir [104].

SDF-1’de Akt geni gibi kok hiicre tedavisinde umut vaad etmektedir. SDF-1, CXC
kemokin ailesinin bir iiyesidir. SDF-1 etkisini sadece bilinen tek reseptorii CXCR4 ilizerinden
gosterir. Artan kanitlar ile SDF-1/CXCR4 aksimin yeni damar olusumunda ve gelismesinde
onemli bir rol aldig1 gosterilmistir. Farkli dokulardan salmir. Kok hiicrelerin kemik iliginde,
progenitor hiicrelerin kalpte tutulumunu saglar. Hiicre biiylimesi, proliferasyon, ani-apoptosis

ve embriyogenezis gibi biyolojik fonksiyonlar: diizenler [105].
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6. SONUCLAR

MKH’lerle kardiyak hastaliklarin tedavisi giin gectikge ilgi ¢ekmekte ve bu konuda
arastrmalar artmaktadir. Kok hiicre naklinin kardiyolojide gelecegin vazgecilmez tedavileri
arasma girmesi i¢in hala zamana ihtiyacimiz oldugunu soyleyebiliriz. Kemik iligi kaynakli
MKH’lerle yapilmis ¢alismalarm meteanalizinde AMI’li hastalarda LVEF’de %2.99 (%95 CI,
1.26-4.72, P=0.0007), kronik iskemik kalp hastalig1 olan hastalarda %5.85 (%95 CI, 2.50-
9.19, P=0.0006) artis saglanmistir [30,31]. Elbette bu sonuclar istenen diizeyde degildir. Kok
hiicre nakli sonrasi yapilan goriintiileme calismalari, kok hiicre tedavisinde neden koti
sonuclar elde edildigini gozler oniine sermektedir. Nakil sonrasi hiicrelerin apoptozise
ugrayarak Olmesi ve kardiyak hiicrelere farklilasmasinin yeterli olmamasi temel
nedenlerdendir [101-103].

Bu yiizden alternatif uygulama yontemleri, hiicre tipleri ve kok hiicre yasamini
saglayacak gen tedavileri arastirilmistir. Biz ¢alismamizda adipoz doku kaynaklt MKH’lerin
kemik iligi kaynakli MKH’lere gore daha 1yi prolifere oldugunu ve apoptozise daha direngli
oldugunu in-vitro ortamda gosterdik. Adipoz doku kaynaklt MKH’lerin kemik iligi kaynakl
MKH’lere daha iy1 bir alternatif olabilecegini diislinliyoruz. Ayrica adipoz doku kaynakli
MKH’lerin elde edilmesi daha kolay ve agrisizdir. Iki kok hiicre tipini karsilastiran bir klinik
calisma heniiz mevcut degildir. Adipoz doku kaynakli MKH’lerin etkinligini ve giivenirligini
arastiran APOLLO ¢alismasinin 2011°de sonuglanacagi tahmin ediliyor. SDF-1 veya Akt geni
ile transfekte edilmis adipoz doku kaynakli MKH’lerle yiiz giildiiriicii sonuglar alinabilecegini
disiinmekteyiz. Sonug olarak, kardiyolojide kok hiicre tedavisinde adipoz doku kaynakli

MKH’ler kemik iligi kaynaklt MKH’lere 1yi bir alternatif olarak kullanilabilir.
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