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İnsan Adipoz Doku ve Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin İn-Vitro 

Koşullarda Deneysel Apopitoza Yanıtları: Karşılaştırmalı Çalışma 

 

Amaç: Kemik iliği ve adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök hücreler (MKH) kök hücre 

tedavisi için ilgi çekici kaynaklar olarak algılanmıştır. Klinik çalışmalarda infarktüslü kalpte 

adipoz doku kaynaklı MKH’ler doğrudan kemik iliği kaynaklı MKH’lerle 

karşılaştırılmamıştır. Bu çalışmanın amacı insan kemik iliği ve adipoz dokudan elde edilen 

MKH’lerin in-vitro apopitozise olan dirençlerini karşılaştırmaktır. 

Metot: Çalışmamızda, MKH’lerin anti-apopitotik yanıtlarını hidrojen peroksit (H2O2)  ve 

serum eksikliği ile oksidatif stresi uyararak araştırdık. Sonuçlar MTT ve flow (akış) sitometri 

ile değerlendirildi. Bütün deneyler en az 3 defa olacak şekilde tekrar edildi. Sonuçlar ortalama 

± SH olarak sunuldu.  

Bulgular: Akış sitometri ve MTT analizi, adipoz doku kaynaklı MKH’lerin kemik iliği 

kaynaklı MKH’lere göre 1. ve 4. günde H2O2  ile uyarılmış apoptozise (n=3, iAD-iKİ canlılık 

sırasıyla,  73.02±1.44-58.43±1.24  p=0.002) ve serum eksikliği ile uyarılmış apoptozise (n=3, 

iAD-iKİ absorbans değerleri sırasıyla, 1.gün 0.305±0.027–0.234±0.015, P=0.042, 4.gün 

0.355±0.003-0.318±0.007, P=0.011, 7.gün 0.400±0.017-0.356±0.008, P=0.081) daha dirençli 

olduğunu gösterdi. Adipoz doku kaynaklı MKH’ler 2 mmol/L H2O2  ile uyarılmış oksidatif 

strese daha dayanıklı olduğu ve serumdan yoksun kültürde de anti-apoptotik yeteneğinin 

üstün olduğu saptanmıştır. 

Sonuç: Klinik uygulamalarda adipoz doku kaynaklı MKH’lerin kemik iliği kaynaklı 

MKH’lere iyi bir alternatif olabileceği göz önünde bulundurulmalıdır. 

Anahtar kelimeler: İnsan adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök hücreler; İnsan kemik iliği 

kaynaklı mezenkimal kök hücreler; 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 (H2O2) 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 H2O2 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 

H2O2 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. AMAÇ VE KAPSAM 

 
 
                Modern kardiyolojideki gelişmelere rağmen akut miyokart infaktüsü (AMİ) sonrası 

önemli miktarda miyokart hasarı meydana gelmektedir. Bireylerin büyük çoğunluğu kısıtlı 

kaliteyle yaşamını sürdürürken bir kısmıda organ yetersizliği nedeniyle yaşamını 

yitirmektedir. Yalnızca ABD’de 80 milyon insanda kardiyovasküler hastalık mevcuttur ve 

ortalama olarak 36 saniyede bir insan kalp hastalıkları nedeniyle yaşamını yitirmektedir [1]. 

Mevcut tedavi seçeneklerine rağmen son dönem hasta grubu yalnızca kardiyak 

transplantasyon ile tedavi edilebilmektedir. Bu tedavi yönteminde uygun donör organ bulma 

problemi ile karşılaşmaktayız. Klasik bilgilerimiz arasında kalp kasınında iskelet kası gibi 

rejenerasyon yeteneğinin olmadığı şeklindeydi. Son zamanlarda yapılmış çalışmalarda erkek 

(XY kromozomu) bir hastanın dişi (XX kromozomu) bir vericiden kalp aldığı olgularda 

postmortem incelemelerde erkek alıcıların kalp biyopsi örneklerinde Y-kromozomuna sahip 

olan kardiyomiyositler saptanmıştır [2-4]. XX ve XY kromozomu taşıyan miyositlerin birlikte 

bulunması “kardiyak kimerizm” olarak adlandırılmıştır. Kök hücre nakli, kardiyovasküler 

araştırma alanları arasında en umut verici olanlardan biridir ve gelecek yıllarda 

kardiyovasküler hastalıkların tedavi yöntemleri arasına girmeye adaydır. Günümüzde AMİ 

sonrası yeniden şekillenmenin önlenmesi, kronik kalp yetersizliği, kronik iskemik kalp 

hastalığı gibi durumların tedavisinde kullanılmaktadır. Kök hücreleri diğer hücrelerden (kas, 

kan, sinir hücresi gibi…) ayıran temel özelliklerden biri bölünebilme ve kendilerini 

yenileyebilme yeteneğine sahip olmalarıdır. Kök hücreler herhangi bir dokuya özgün işlevleri 

yerine getirebilecek yapıya sahip olmadıklarından, birden fazla hücre tipine farklılaşarak 

özelleşmiş hücrelere kaynaklık edebilirler. Kök hücre tedavisindeki gelişmelere rağmen yanıt 

bekleyen birçok soru mevcuttur. Kardiyovasküler hastalıkların tedavisinde hangi hücrenin en 

fazla yarar sağlayacağı da cevap bekleyen sorular arasındadır. Miyokart infaktüsü sonrası 

gelişen skar dokusuna enjekte edilen hücrelerin birbirine üstünlüğünü gösterecek net bir 

çalışma mevcut değildir. Ayrıca, miyokart infaktüsü sonrası skar dokusuna enjekte edilen 

hücrelerin ikinci bir miyokart infaktüsüne veya apoptozise  karşı nasıl yanıt vereceği çok açık 

değildir. Apoptozisin (programlanmış hücre ölümü) kalp yetersizliği, dilate kardiyomiyopati 

ve hiberne miyokart gibi kardiyovasküler durumların patofizyolojisindeki yeri yeterince 

bilinmektedir [5-6].  

Erişkin mezenkimal kök hücreleri embriyo veya fetustan elde edilen kök hücreler ile 

karşılaştırıldığında elde edilmesi ve kullanımı daha kolay olan hücrelerdir. Ayrıca değişik 
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mezenkimal kaynaklardan elde edilen hücrelerde farklı karakteristik özelliklere sahiptir. 

Kemik iliği ve adipoz dokudan elde edilen kök hücreler son zamanlarda kök hücre tedavisi 

için popüler hale gelmiştir. Bu çalışmanın amacı kardiyovasküler hastalıkların tedavisinde 

kullanılan insan kemik iliği ve adipoz dokusundan elde edilmiş kök hücrelerin apoptozise 

yanıtını ve direncini in-vitro ortamda araştırmaktır. Bu sayede, kök hücre tedavisinde tercih 

edilebilecek ideal hücreyi bulmayı amaçladık. 
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2. GENEL BİLGİ 

 

2.1. Kök Hücre ve Kardiyovasküler Hastalıklar 

 

 

 Günümüzde kalp yetersizliğinde terapötik yaklaşım semptomu olan uygun hasta 

grubuna digoksin, diüretik, anjiyotensin dönüştürücü enzim inhibitörleri (ACEI), anjiyotensin 

reseptör blokerleri (ARB), beta blokerler, aldosteron antagonistlerinin verilmesi ve uygun 

hastalarda biventriküler pacemaker (BVP) ve/veya intrakardiyak defibrilatörlerin (ICD) 

kullanılmasına dayanır. Farmakolojik ve invaziv tedaviye rağmen kalp yetersizliğinde yüksek 

mortalite ve morbidite oranları gözlenmektedir [7]. Bu yüzden kalp yetersizliği başta olmak 

üzere kardiyovasküler hastalıkların tedavisi için yeni alternatif tedavilere ihtiyaç duyulmuştur. 

Nekroze hücrelerin veya görev yapmayan hücrelerin bulunduğu bölgeye kök hücrelerin 

bölgesel olarak ekilmesi mantıklı ve orijinal bir tedavi yöntemi olarak gözükmektedir. 

Miyokart infarktüsü sonrası hasarlanmış kardiyomiyositlerin yerini fibröz skar dokusu alır. 

Fibröz skar dokusu ventriküler fonksiyon kaybını tetikleyerek fibroblast proliferasyonu 

sonucu sol ventrikül dilatasyonu ve yeniden şekillenmeye yol açmaktadır [8,9]. Bu yüzden 

kardiyomiyositlere dönüşebilecek kök hücre tedavileri uygulanmaya başlanmıştır. Kök 

hücreleri temel olarak iki başlık altında toplayabiliriz; embriyonik kökenli kök hücreler ve 

erişkin kaynaklı mezenkimal kök hücreler (MKH).  

 İnsan embriyonik kök hücreleri blastosistin iç hücre kitlesinden elde edilir ve 

pluripotent özelliğe sahiptirler. Pluripotent hücreler vücuttaki bütün dokulara kaynaklık 

edebilirler fakat kendilerinden yeni bir birey meydana gelmez. Erişkin kaynaklı mezenkimal 

kök hücreler multipotent özelliğe sahiptirler. Multipotent hücreler yer aldıkları dokunun hücre 

tiplerine dönüşebilirler. Embriyonik kök hücrelerin kardiyak hasar tedavisinde 

kullanılabilmesi için kardiyomiyositlere dönüştürülmesi gerekmektedir. İn-vitro ortamda 

embriyonik kök hücrelerin kardiyomiyositlere dönüşmesi kardiyomiyositlerle co-culture 

yapılarak başarılmıştır [10,11]. Sıçan embriyonik kök hücreleri in-vivo ortamda miyokart 

infarktüsü sonrası hasarlı miyokardın tedavisinde test edilmiştir. Miyokart infaktüsünden 8 

hafta sonra sıçanlara enjekte edilen hücrelerin miyokartla bütünleştiği ve fonksiyonel yararın 

kök hücre enjeksiyonundan 3 hafta sonra gözlendiği bildirilmiştir [12]. Ayrıca insan kaynaklı 

embriyonik kök hücreler de in-vivo ortamda test edilmiştir. İletim bozukluğu mevcut olan bir 

domuzda insan embriyonik kök hücrelerinin miyokart ile bütünleştiği ve pacemaker aktivitesi 

gösterdiği saptanmıştır [13]. Bunun yanında insan embriyonik kök hücrelerinin dezavantajları 
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da mevcuttur. İnsan embriyonik kök hücreleri allojenik orijinli olması nedeniyle alıcının 

immün sisteminde rejeksiyona neden olabilirler. Embriyonik kök hücrelerin kullanımı etik 

olarak halen tartışmalıdır. Son olarak da farklılaşmamış embriyonik kök hücrelerin tümöre 

neden olduğu yönünde yayınlar mevcuttur [14]. Bu yüzden embriyonik kök hücrelerin 

kardiyovasküler tedavide kullanımı için daha fazla çalışmaya ve deneyime ihtiyaç vardır. 

 

Tablo-1. Kök hücre tipleri. 

 
Hücre tipi 
 

 
Avantajlar 

 
Dezavantajlar 

Embriyonik kök hücre Pluripotent 

Kolayca çoğalabilir 

Etik konular 

İmmünojenisite 

Teratom oluşturma eğilimi 

Tanımlama belirteçlerinin 

yokluğu 

İzole edilmesi güç 
Erişkin kök hücre Etik sorunu yok 

Kolay elde edilebilir 

Multipotent (otolog) 

İnvitro kolayca çoğalabilir 

Potansiyel olarak kısıtlı 
farklılaşma kapasitesi 

 
 

 Erişkin kaynaklı kök hücrelerini 3 grup altında toplayabiliriz; kemik iliği kaynaklı kök 

hücreler, periferik dolaşımda bulunan kök veya progenitor hücreler (çoğunluğu kemik iliği 

kaynaklı) ve doku kaynaklı kök hücreler (miyoblast gibi). Kemik iliği kaynaklı hücreler 

günümüze kadar en fazla çalışılmış ve klinik çalışmalarda kullanılmış olan hücre tipidir. 

Kemik iliği; progenitor hücreler, mezenkimal hücreler, hematopoetik kök hücreler, stromal 

hücreler gibi karmaşık bir içeriğe sahiptir. Endotel progenitor hücreler ilk olarak Asahara  ve 

ark,nın yaptıkları deneylerle kemik iliği kaynaklı hematopoetik progenitor hücrelerin endotel 

hücreye embriyonik dönemin dışında da dönüşebildiğini, iskemi sonrası endotel bütünlüğün 

tekrar sağlanmasında ve yeni kapiller oluşumunda bizzat rol aldıklarını bulması ile 

tanımlanmışlardır. Endotel progenitor hücreler için ana kaynak periferik kan ve kemik iliğidir. 

Çeşitli yöntemlerle mononükleer hücrelerden ayrıştırılan endotel progenitor hücreler kültürde 

üretildikten sonra miyokart tamiri için kullanılmaya başlanmıştır. Endotel progenitor hücreler 

hematopoetik markerlardan CD133+, CD34+ ve endotelial marker olarak VEGF-reseptör 2 

içermesi ile karakterizedir [15]. MKH’ler ilk olarak Friedenstein ve arkadaşları (1966) 
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tarafından keşfedilmiştir. MKH osteosit, kondrosit, adiposit, miyosit, kardiyomiyosit, 

fibroblast gibi hücrelere farklılaşabilme özelliğine sahiptir. MKH primer olarak kemik 

iliğinde bulunduğu gibi adipoz doku, periferik kan, kordon kanı, karaciğer, kıkırdak dokusu, 

kas dokusu ve fetal dokulardanda izole edilebilir [16,17]. Klinik çalışmalarda kullanılan ilk 

MKH iskelet kası miyoblastlarıdır. Kasdan alınan biyopsilerden elde edildikten sonra kültür 

ortamında çoğaltılan hücreler ventrikül duvarına enjekte edilmiştir. Smits ve arkadaşlarının 

yaptığı çalışma sonucunda altıncı ayda sol ventrikül ejeksiyon fraksiyonunda (LVEF) artış 

sağlanmış fakat miyoblastların beklenmedik bir aritmojenik potansiyele sahip olduğu 

gözlenmiştir [18,19]. Kök hücre alanında mesafe katedildikçe cevaplanması gereken soru 

miktarı da artmaktadır. Bunlardan bazıları şunlardır: Kök hücre tedavisi aritmojenik mi, stent 

restenozunda artışa neden olur mu? Kök hücre tedavisi hangi kardiyovasküler hastalıkların 

tedavisinde gözönünde bulundurulmalıdır? Hangi hücre tipleri kardiyovasküler tedavide 

kullanılmalıdır? Nakledilecek hücrelerin miktarı ne olmalıdır? Fonksiyonel ve morfolojik 

kardiyak iyileşme aktif mi (kontraktilitenin artması gibi) yoksa pasif mi (yeniden 

şekillenmenin sınırlandırılması gibi) gerçekleşir? Kök hücre tedavisi güvenli midir, tümör 

oluşturucu etkileri var mıdır? Kök hücre tedavisinin non-iskemik kalp yetersizlikli hastalarda 

da faydaları var mıdır?  

Kök hücrelerin hasarlı dokuya göçü, hasarlı dokuya yerleşmesi ve hasarlı dokuda 

fonksiyonel bir hücreye dönüşebilmesi terapötik miyokart naklinin stratejisini oluşturur. İdeal 

yöntemle hasarlı dokuya yüksek miktarda kök hücrenin ulaştırılabilmesi hedeflenmelidir. 

Temel kök hücre nakil yöntemleri şunlardır; intrakoroner, transendokardiyal, transepikardiyal, 

transkoroner-venöz ve intravenöz enjeksiyon sonrası endotel progenitor hücrelerin G-CSF 

(Granülosit-koloni stimulan faktör) ile mobilizasyonudur (Şekil-1). Transepikardiyal 

yaklaşımla bu hedefe ulaşabilsek te, yöntemin gerçekleştirilebilmesi için açık kalp cerrahisi 

gerekmektedir. Koroner arter baypas operasyonu (KABG) sırasında uygulandığında sonuçlara 

kök hücrenin katkısını değerlendirmek güçleşmektedir. Stamm ve ark, KABG operasyonu 

sırasında toplam 6 hastaya kemik iliği kaynaklı CD133+ progenitor hücrelerin transepikardiyal 

enjeksiyonunu denemişlerdir. Cerrahiden sonraki üç ve dokuzuncu aylarda değerlendirilen 

hastaların beşinde LVEF’de ve infarktlı dokuların perfüzyonunda komplikasyonsuz artış 

sağlamışlardır [20]. Transendokardiyal yaklaşımda, üç boyutlu haritalama yöntemleriyle 

(NOGA) hasarlı dokunun tespiti sonrasında femoral arterden özel kateterler ile kök hücre 

enjeksiyonu yapılmaktadır. Perin ve ark, randomize olmayan, prospektif bir çalışmada 

standart revaskülarizasyon tedavilerine uygun olmayan 14 kronik iskemik kalp yetersizliği 

hastasına kemik iliği kaynaklı mononükleer hücrelerin transendokardiyal enjeksiyonunun 
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etkinliğini araştırmışlardır. Dördüncü ayda LVEF’de artış ve sol ventrikül end-sistolik çapta 

(LVES) azalma sağlanmıştır [21]. Transkoroner venöz enjeksiyon, Transaccess kateter 

(ucunda ultrason ve enjeksiyon için iğne bulunan özel bir kateter) yardımıyla femoral venden 

kalbe ulaşılır ve koroner sinüse girilerek kardiyak venlere uygulanır. Siminiak ve ark, canlı 

miyokart dokusu bulunmayan iskemik kardiyomyopatili dokuz hastaya miyoblast enjeksiyonu 

ile bu yöntemi denemişlerdir. Altı aylık takip sonrası hastaların hepsinin efor kapasitesinde ve 

altı hastada LVEF’de %3-8’lik artışlar sağlanmıştır [22]. İntrakoroner enjeksiyon ise yukarıda 

adı geçen yöntemlere göre daha güvenilir ve kolay bir yöntemdir. Over-the-wire balon kateter 

yardımıyla kök hücre nakli yapılır. Olası iskemi riski ve kök hücrelerin bir kısmının venöz 

sisteme dağılması bu yöntemin dezavantajlarıdır. TOPCARE-AMI, REPAIR-AMI, BOOST 

gibi bu alanda yapılmış büyük çalışmalarda bu yöntem kullanılmış ve sonuçlar yüz güldürücü 

bulunmuştur [23-25]. Non-invaziv bir tedavi modalitesi olarak, intravenöz G-CSF ile endotel 

progenitor hücrelerin kemik iliğinden mobilizasyonu sağlanarak miyokardın tamiri 

planlanmıştır. Bu yöntemin etkinliği AMİ sonrası başarılı primer perkütan transluminal 

koroner anjiyoplasti (PTKA) yapılan hasta gruplarına G-CSF infüzyonu ile araştırılmıştır. 

FIRSTLINE-AMI çalışmasında olumlu, STEM-MI ve REVIVAL-2 çalışmalarında olumsuz 

sonuçlar elde edilmiştir [26-28]. Freyman ve ark, üç farklı kök hücre enjeksiyon yöntemini 

karşılaştıran randomize bir hayvan deneyi planlamışlardır. İşaretlenmiş mezenkimal kök 

hücreleri intravenöz, intrakoroner ve transendokardiyal yöntemlerle miyokart infarktüslü 

deney hayvanlarına enjekte edilmiştir. En fazla hücre tutulumunun intrakoroner enjeksiyon ile 

sağlandığı saptanmıştır [29]. Yakın zamanda yayınlanmış bir metaanalizde kronik iskemik 

kalp hastalığı olan hastalara kemik iliği kaynaklı MKH’lerin intrakoroner infüzyonunun 

LVEF’de anlamlı artışa yol açmadığı, ancak intramiyokardiyal infüzyonunun LVEF’de  

%5,85’lik (%95 CI, 2.50-9.19, P=0.0006) anlamlı artış sağladığı saptanmıştır [30]. 

   Bununla birlikte, aynı hasta grubunda farklı yöntemleri karşılaştıran klinik 

çalışmalara ihtiyaç bulunmaktadır. Kök hücre naklinde kullanılması gereken hücre miktarı da 

tedavinin etkinliğini belirleyecek faktörlerdendir. Tercih edilecek yönteme bağlı olmakla 

birlikte şimdiye kadar yapılmış klinik çalışmaların bir metaanalizinde >108 kemik iliği 

kaynaklı kök hücre miktarı ile LVEF’de anlamlı artış (%95 CI, 3.60, (1.04-6.16), P=0.006) 

olduğu gösterilmiştir [31]. Bununla birlikte, değişik dozların etkinliğini gösterecek randomize 

çalışmalara ihtiyaç vardır.  
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Şekil-1. Kök hücre uygulama yöntemleri. 

 

Kök hücre nakli ile başarılı miyokart tamiri sağlanmasına rağmen kök hücrelerin pro-

aritmik potansiyeli ile ilgili endişeler de artmıştır. Menasche ve ark,nın 10 hastaya  

transepikardiyal yöntemle miyoblast enjekte ettikten sonraki yaptıkları kısa süreli takipte, 4 

hastada ICD takılmasını gerektirecek ventriküler taşikardi (VT) atakları gözlenmiştir [32]. 

Siminiak ve ark, iskemik kardiyomiyopatili dokuz hastanın sekizine işlem öncesi proflaktik 

amiodarone infüzyonu yaptıktan sonra bütün hastalara transkoroner venöz yöntemle 

miyoblast enjekte etmişler. Takipte işlem öncesi proflaktik amiodarone alan sekiz hastada 

anlamlı aritmi izlenmemiş, fakat amiodarone alerjisi nedeniyle proflaktik infüzyon alamayan 

geçirilmiş ICD öyküsü olan hastada VT nedeniyle iki defa şoklama gerçekleşmiştir [22]. Kök 

hücre nakli sonrası aritmojenik ortamın hazırlanması şunlara bağlanmaktadır; transplante 

edilen ve doğal hücrelerin aksiyon potansiyelleri arasındaki heterojenite, enjekte edilen 

hücrelerin intrinsik aritmi potansiyeli, kök hücre enjeksiyonuyla artan sinir oluşumu, 

intramiyokardiyal enjeksiyonda ortaya çıkan lokal hasar ve ödem [33]. Klinik çalışmalardan 

çıkan ilginç sonuçlardan biri de aritmi sıklığının intrakoroner yönteme göre intramiyokardial 

enjeksiyonlarda daha fazla olmasıdır. İntramiyokardial enjeksiyon sonrası aritmi sıklığında 

artışta doku hasarı sorumlu olabilir. Fakat doku hasarı ve skar gelişimine yol açan 
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transmiyokardiyal lazer revaskülarizasyon hastalarında ventriküler aritmi sıklığının artmadığı 

gözlenmiştir. Bu nedenle lokal enjeksiyonların elektrofizyolojik heterojeniteyi artırarak aritmi 

gelişimine katkıda bulunduğu düşünülmektedir [33]. 

Katritsis ve ark, geçirilmiş anteroseptal Mİ öyküsü bulunan, klinik olarak sürek 

olmayan VT atakları ve elektofizyolojik çalışmada VT uyarılması nedeniyle ICD takılma 

öyküsü bulunan 5 hastaya endotel progenitor hücreler ile kombine edilmiş otolog MKH’leri 

intrakoroner olarak enjekte ederek, bu hücrelerin elektrofizyolojik etkilerini araştırmışlar. 16-

36 aylık takip süresince hastaların ICD kontrollerinde sürekli veya sürekli olmayan VT 

izlenmemiş. Kök hücre naklinden 12 ay sonra planlanan elektrofizyolojik çalışma kontrolünde 

iki hastada sürekli VT uyarılmış. Katritsis ve ark, bu çalışma sonucunda endotel progenitor 

hücreler ve otolog MKH’lerin intrakoroner naklinin aritmi riskini artırmadığını öne 

sürmüşlerdir [34]. TOPCARE-AMI, REPAIR-AMI, BOOST gibi büyük çalışmalarda kemik 

iliği kaynaklı mononükleer hücreler intrakoroner enjeksiyon yöntemi ile hastalara nakledilmiş 

ve takip süresince hastalarda ventriküler aritmi saptanmamıştır [23-25]. 

Kök hücre ve stent restenozu arasındaki ilişki de ilgi çekici konulardandır. Caplice ve 

ark, kemik iliğinden alınan kök hücrelerin düz kas hücrelerine dönüşerek aterosklerotik damar 

duvarının yeniden şekillenmesine katkıda bulunduğunu saptamışlar, ancak yeni plak 

oluşumuna katkıda bulunduğunu gösterememişlerdir [35]. Endotel progenitor hücrelerin 

aterosklerotik plak oluşumuna veya progresyonuna katkısı halen tartışmalıdır. 

MAGIC çalışmasında (myocardial regeneration and angiogenesis in myocardial 

infarction with G-CSF and intra-coronary stem cell infusion) AMİ sonrası koroner stent 

takılan 27 hasta, intrakoroner kök hücre infüzyonu ile birlikte G-CSF alan grup, yalnız G-CSF 

alan grup ve kontrol grubu olacak şekilde 3 gruba randomize edilmiştir.. Altıncı ayda kök 

hücre infüzyonu ile birlikte G-CSF alan hastalar diğer gruplarla karşılaştırıldığında, egzersiz 

kapasitesi, miyokart perfüzyonu ve sistolik fonksiyonlarda artış olduğu gözlenmiştir. Bununla 

birlikte, G-CSF tedavisi alan hastalarda stent restenozunda artış dikkat çekmiştir. G-CSF ile 

tedavi edilen on hastanın yedisinde stent restenozu saptanması üzerine çalışma erken 

sonlandırılmıştır [36]. MAGIC çalışmasındaki hasta grubunun uzun dönem takiplerinde ilaç 

kaplı stent takılan hastalarda stent restenozunun artmadığı saptanmıştır. Başlangıçta görülen 

stent restenozundaki artış, G-CSF tedavisinin koroner arter stentlenmesinden önce verilmesi 

nedeniyle çalışma dizaynından kaynaklanabileceği öne sürülmüştür [37]. Bununla birlikte 

STEM-MI, FIRSTLINE-AMI, REVIVAL-2 gibi AMİ sonrası koroner stent implantasyonu ile 

birlikte G-CSF tedavisi alan geniş hasta gruplarında yapılan çalışmalarda stent restenozunda 

anlamlı artış bildirilmemiştir [26-28]. Assmus ve ark,nın planladıkları retrospektif bir çalışma 
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ile intrakoroner progenitör hücre infüzyonunun stent restenozuna etkisi araştırılmıştır. AMİ 

sonrası çıplak metal stent ile başarılı şekilde revaskülarize edilen ve ek olarak intrakoroner 

progenitör hücre infüzyonu alan 83 hastanın klinik ve invaziv takibi sonrası, stent restenozu 

ve aterosklerotik plak progresyonunda artış olmadığı gösterilmiştir [38]. Kök hücre ve sitokin 

tedavileri gibi proanjiyogenik tedavilerdeki en büyük endişelerden biri malign neoplazi veya 

gizli tümör vaskülarizasyonu oluşup oluşmayacağıdır. Davidoff ve ark,nın yaptıkları hayvan 

deneyinde endotel progenitor hücrelerin tümör neovaskülarizasyonuna katkıda bulunduğu ve 

anjiyogenez inhibitörü salan bir hücreye modifiye edildiğinde tümör büyümesinin 

sınırlandırıldığı gösterilmiştir [39]. Fakat şunu belirtmek gerekir ki şu ana kadar yapılmış 

klinik çalışmalardan anjiyogenik neoplazi gelişen hasta bildirilmemiştir.  

Kardiyak hasar tedavisinde kullanılan kök hücreleri bire bir karşılaştıran klinik 

çalışma mevcut değildir. Fakat bu konuda planlanmış preklinik çalışmalar mevcuttur. 

Mezenkimal progenitor hücreleri, endotel progenitor hücreleri ve her ikisinin 

kombinasyonunu AMİ sonrası intramiyokardiyal enjeksiyon yöntemiyle sıçanlarda 

karşılaştıran bir çalışmada, kombinasyon tedavisinin neovaskülarizasyonu ve kontraktiliteyi 

daha iyi artırdığı saptanmıştır [40]. Bu çalışma miyokart infaktüsü sonrası sol ventrikül 

disfonksiyonu gelişmesinde anjiyogenezin önemli rol aldığını göstermiştir. Kemik iliği 

kaynaklı mononükleer hücreler, MKH, iskelet kas kaynaklı miyoblast ve fibroblast gibi farklı 

dört hücre tipinin etkinliğini miyokart hasarlı farelerde karşılaştıran çalışmada kemik iliği 

kaynaklı mononükleer hücre kullanılan deneklerde kardiyak fonksiyonların daha iyi 

korunduğu gözlenmiştir [41]. Adipoz kaynaklı MKH ve kemik iliği kaynaklı MKH’leri 

farelere miyokart hasarı sonrası intramiyokardiyal yöntem ile naklederek karşılaştıran 

preklinik çalışmada her iki hücre tipinin etkinliğinin kontrol grubu ile benzer olduğu 

gözlenmiştir [42]. 

 AMİ sonrası kök hücre nakli için ideal zamanın ne zaman olması gerektiği konusu da 

tartışmalıdır. Bu konuda yapılmış bir preklinik çalışmada miyokart hasarı oluşturulan sıçanlar, 

miyokart infaktüsünden 1 saat, 1 hafta ve 2 hafta sonra MKH’ler nakledilecek şekilde 

gruplara ayrılmışlardır. Kök hücrelerin etkinliği anti-apoptotik ve anjiyogenetik özellikleri 3 

farklı zaman diliminde karşılaştırılarak değerlendirilmiştir. MKH’lerin kardiyak fonksiyonları 

iyileştirdiği ve anjiyogenezis, anti-apoptozis ve kardiyak fonksiyonların en fazla miyokart 

hasarından 1 hafta sonra kök hücre nakledilen grupta arttığı bildirilmiştir [43]. Bir 

metaanalizin altgrup incelemesinde AMİ sonrası ilk 7 gün ve 7-21 gün arası kemik iliği 

kaynaklı kök hücre infüzyonu alan hastalar karşılaştırılmıştır. 7-21 gün arası kök hücre 

infüzyonu alan hastalarda LVEF’de artış (%95 CI, 6.78, (2.24-11.32), P=0.003) daha anlamlı 
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saptanmıştır [31]. Özet olarak metaanaliz sonuçlarına baktığımızda kemik iliği kaynaklı kök 

hücreler ile AMİ’li hastalarda LVEF’de %2.99 (%95 CI, 1.26-4.72, P=0.0007), kronik 

iskemik kalp hastalığı olan hastalarda %5.85 (%95 CI, 2.50-9.19, P=0.0006) artış sağlanmıştır 

[30,31]. LVEF’de artışın yeterli olmamasının sebeplerinden bazıları; kalpte yeterli hücre 

tutulumunun olmaması, infüzyon yapılan hücrelerde apoptoza bağlı yüksek hücre mortalitesi 

ve hastanın kardiyak risk faktörleridir. 

 

2.2. Apoptozis ve Kardiyovasküler Hastalıklar 

 

2.2.1. Apoptozisin Düzenlenmesi ve Etki Mekanizması 

  

Apoptozis genetik olarak programlanmış hücre ölümü olarak tanımlanmaktadır. 

Kalbin gelişiminde ve kalp hastalıklarının patogenezinde önemli rol almaktadır. Apoptozis 

klasik hücre ölüm şekli olarak bilinen nekrozisden birçok özelliği açısından oldukça farklı 

olan bir ölüm mekanizmasıdır. Tablo-1’de apoptozis ve nekroz karşılaştırılmıştır. Apoptozis 

morfolojik olarak özgündür. Nekrozisde hücre içine aşırı sıvı girmesi sonucu hücre şişerken, 

apoptotik hücre tam tersine küçülür. Nekrozisde kromatin patterni hemen hemen normal 

hücredeki görüntüye benzerdir ama apoptotik hücrenin kromatini nükleus membranının 

çevresinde toplanır ve kondanse olur. Nekrotik hücrenin plazma membranı bütünlüğünü 

kaybeder ve hücre içinden dışına hücre içi materyallerinin çıkışı gerçekleşir. Oysa apoptotik 

hücre membranı intaktır ve üzerinde küçük cepcikler “membrane blebs” oluşur. Nekrotik 

hücre sonra lizise uğrar ama apoptotik hücre küçük cisimciklere “apoptotik bodies” 

parçalanır. Apoptotik cisimcikler membranla kaplıdır değişen miktarlarda nukleus veya diğer 

hücre içi yapılar içerirler. Nekrozisde plazma membranının bütünlüğünün bozularak 

hasarlanması nedeniyle hücre içeriğinin dış ortama salıverilmesi sonucu inflamasyon uyarılır. 

Oysa, apoptozisde apoptotik hücre veya cisimcikler plazma membranları hasarlanmadan 

komşu hücreler veya makrofajlar tarafından fagosite edildiklerinden inflamasyon oluşmaz. 

Apoptozisin en önemli özelliği DNA’nın internukleozomal bölgelerden yaklaşık 180-200 baz 

çifti veya bunun katları boyutunda DNA parçaları oluşturacak şekilde parçalanmasıdır. Bu 

durum agaroz jel elektroforezinde merdiven görüntüsü imajının “ladder pattern” ortaya 

çıkmasına neden olur. Apoptotik hücrede görülen önemli değişikliklerden biri normalde 

plazma membranının iç yüzünde bulunan fosfatidilserin’in erken evrede membranın dış 

yüzüne doğru transloke olmasıdır “phosphatidylserine translocation”. Bu mekanizma 

apoptotik hücrelerin komşu hücreler ve makrofajlar tarafından tanınmasını sağlar [44-48].  
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Apoptotik cisimcikler, sitokin salgılanmasını ve inflamasyon oluşumunu 

uyarmaksızın, makrofajlar ya da komşu hücreler tarafından fagosite edilirler. Apoptoz 30-60 

dakika gibi bir sürede tamamlanır. Apoptotik hücre ölüm programı, üç temel bileşeni içerir: 

Bcl-2 ailesi proteinleri, kaspazlar ve apoptotik proteaz aktive edici faktör-1. Bu anahtar 

bileşenlerin biyokimyasal aktivasyonu, apoptozda gözlenen morfolojik değişikliklerden, 

mitokondriyal hasardan, çekirdek zarı kırılmalarından, DNA fragmantasyonundan, kromatin 

kondansasyonundan ve apoptotik cisimciklerin şekillenmesinden sorumludur [49].  

Apoptozis çok sayıda ve çeşitte mediatör tarafından düzenlenir. Bunlar arasında, bazı 

iyonlar (kalsiyum), moleküller (seramid), genler (c-myc), proteinler (p53) ve hatta organeller 

(mitokondri) bulunmaktadır. Bazı mediatörler hücre tipine özgündür, bazıları da apoptotik 

stimulusun çeşidine göre farklılık gösterebilirler. İnsanda apoptozun düzenlenmesi, p53 ile 

başlayan ve kaspazlara kadar devam eden bir süreçtir. Bir tümör süpresör gen olarak çalışan 

p53 mutasyona uğradığı ya da bulunmadığı zaman hücre yaşamı uzar [50].  

Apoptozun düzenlenmesi Bcl-2/Bax gen grubu ile sağlanır [50]. Bu grubun 

üyelerinden bazıları Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 gibi apoptoz inhibitörüdür. Bazıları ise 

apoptozu uyarır ve proapoptotik genler olarak tanımlanır. Proapoptotik genler; Bax ve BH3 

olmak üzere iki alt gruba sahiptir [51,52]. Bcl-2 nin Bax ile olan etkileşiminde Bcl-2 nin 

oranının daha yüksek olması hücrenin yaşamını sürdürürken, Bax'ın daha fazla olması 

durumunda hücre ölüme gitmektedir [48].
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Tablo-2. Nekrozis ve apoptozisin karşılaştırılması. [44-48]  

 
ÖZELLİK NEKROZİS APOPTOZİS 

 
Yol açan 
nedenler 

 
İskemi  
Hipertermi  
Hipoksi  
Litik viral enfeksiyon  
Toksik maddelerin yüksek 
konsantrasyonları  
Şiddetli oksidatif stres  

 
Büyüme faktörü eksikliği  
Hücre yaşlanması  
HIV  
Kanser ilaçları  
Radyasyon  
Yüksek doz glukokortikoid  
Fas veya TNRF-1 reseptörlerinin 
aktivasyonu  
Sitotoksik T-lenfositler  
Çok şiddetli olmayan oksidatif stres  

 
Morfolojik 
özellikler 

 
Hücre membranı 
bütünlüğünün kaybı  
Kromatin “flokülasyonu”  
Hücre şişmesi  
Organellerin parçalanması  
Endoplazmik retikulumun 
dilatasyonu  
Büyük vakuollerin oluşumu  
Hücre lizisi  

 
İntakt hücre membranı fakat membranda 
“bleb”lerin oluşumu  
Kromatinin nükleer membran civarında 
toplanması ve yoğunlaşması  
Hücre küçülmesi  
Organellerde parçalanma yok  
Hücrenin intakt mitokondri, ribozom, 
nukleus parçaları ve diğer organelleri içeren 
membranla kaplı apoptotik cisimciklere 
parçalanması  

 
Biyokimyasal 

özellikler 
 

 
Bozulmuş iyon hemostazisi  
ATP gerekmez (pasif süreç)  
+4 oC’de gerçekleşebilir  
DNA rastgele parçalanır 
(agaroz jel elektroforezinde 
“smear” görüntüsü)  
Post-litik DNA 
fragmantasyonu (=ölümün geç 
safhasında)  

 
İyi kontrollü, bazı aktivasyonların ve 
enzimatik basamakların olması  
ATP gereklidir (aktif süreç)  
+4 ˚C’de gerçekleşmez  
DNA internükleozomal alanlarda 180 kb 
çiftinin katları olacak şekilde kırılır mono ve 
oligonükleozomlara ayrılır (agaroz jel 
elektroforezinde merdiven 
paterni=apoptozisin en önemli belirteci)  
Prelitik DNA fragmantasyonu (=erken 
evrede gerçekleşir)  

 
Diğer özellikler 

 
Hücreler gruplar halinde ölür  
Fizyolojik olmayan (patolojik) 
etkiler sonucu gerçekleşir  
Lizozomal enzimler salınır  
İnflamasyona neden olur  

 
Hücreler tek tek veya birkaçı birarada ölür  
Fizyolojik şartlarda da gerçekleşebilir  
Komşu hücreler veya makrofajlar tarafından 
fagosite edilirler  
İnflamasyon görülmez  

TNRF-1(tumor nekrozis faktör reseptörü-1) 
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Bcl-2, bir proto-onkogendir ve ürettiği protein, mitokondrinin sitoplazmaya dönük dış 

zarı üzerinde ve endoplazmik retikulumun bir bölümü olan çekirdek zarında yerleşmiştir[53]. 

Bcl-2 ailesinin bir diğer özelliği de reaktif oksijen düzeylerinin apoptoz üzerindeki etkilerini 

pro-oksidan gibi davranarak kontrol etmesidir [54]. Bax proteinleri sitoplazmada da bulunur. 

Apoptotik sinyalin alınmasından sonra Bax proteinleri, mitokondri zarının "permeabilite geçiş 

poru" na doğru yönlenirler ve buraya bağlanırlar. Bu bağlanma, seçici iyon geçirgenliğini 

azaltabilir. Zardaki bu değişiklikler nedeniyle sitokrom c ve AIF (Apoptosis Inducing Factor) 

gibi mitokondri zarı içinde yer alan faktörler sitoplazmaya geçerler. Sitokrom c, bir 

sitoplazma proteini olan Apaf-1' in aktivatörüdür [50]. Sitokrom c‘nin Apaf-1 'e bağlanması 

prokaspaz-9'u aktive eder ve oluşan bu kompleks "apoptosom" olarak isimlendirilir [55]. 

Prokaspaz-9'un aktivasyonu, bir seri kaspaz aktivasyonunu başlatır [50].  

Sitokrom c’nin sitoplazma içine salınması ile apoptozun son basamaklarından sorumlu 

enzim sistemi olan kaspazlar aktive olur. Şimdiye kadar sitozolde bulunan 14 kaspaz 

tanımlanmıştır. Apoptotik programın merkez bileşeni kaspazlardır [56-58]. Kaspaz 

aktivasyonu hücreye özgüdür ve kaspaz inhibitörlerinin (IAP) effektör kaspazları inhibe 

ederek apoptozu engellediği gösterilmiştir [54]. 

 

2.2.2. Apoptozisin Saptanması 

 

Apoptozisle ilgili çalışmalar hızla artmasına karşın apoptozisi saptamak ve 

değerlendirmek pek kolay olmamaktadır. Özellikle tek bir hücrede apoptozis olayı saatler 

içerisinde geliştiğinden apoptotik süreçteki hücreyi morfolojik olarak tanımak ve ölçebilmek 

zordur [59]. Genellikle çalışmaların güvenilirliğini artırmak amacıyla farklı yöntemlerin 

birkaçının birlikte kullanılması önerilmektedir [44]. Apoptotik hücredeki morfolojik 

değişiklikleri saptamak için ışık mikroskobu, elektron mikroskobu, “Flow-cytometry” 

kullanılmaktadır. Yine çeşitli sitoplazmik değişiklerin saptanması (örneğin kaspaz 

aktivitesinin, hücreye kalsiyum akışının veya mitokondri işlev bozukluğunun ölçülmesi), 

membran değişikliklerinin belirlenmesi (örneğin membran geçirgenliğinin değişmesi), 

apoptoz sürecinde veya regülasyonunda görevli çeşitli proteinlerin kanda veya dokuda 

düzeyinin ölçülmesi (örn:Bcl2/Bax oranı...), DNA parçalanmasının çeşitli özel 

immünohistokimyasal boyalarla saptanması bu yöntemler arasında sayılabilir. Bütün bu 

yöntemler içinde en sık rastlanan yöntemler DNA’daki değişikliklere dayalı olan “DNA 

agarose gel electrophoresis” ve TUNEL (terminal deoxytransferase mediated bio-dUTP nick 

end labeling) boyası ile formalinde fikse edilmiş materyalde yapılan mikroskopik incelemedir 
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[60]. Son dönemde kullanılan önemli ve güvenilir bir başka yöntem ise Annexin-V boyası 

uygulamasıdır [61]. Bu boya, hücre duvarının dış yüzeyinde fosfatidil serinin varlığını 

göstermektedir. Normalde hücrelerin dış yüzeyinde fosfatidil serin yoktur, ve sadece 

apoptotik cisimciklerde fosfatidil serin hücre yüzeyine geçmektedir [62]. 

 

2.2.3. Kardiyovasküler Sistemde Apoptozis 

 

Apoptozis sıklıkla hücre siklusunda progresyon gösteren hücrelerde olur. Bu nedenle 

en son noktaya kadar farklılaşmış kardiyak hücrelerde oluşmayacağı düşünülmüştür [63]. 

Ancak hayvan ve insanlarda postmortem çalışmalar ve endomiyokardiyal biyopsi sonuçları 

miyokartta da apoptozisin görülebileceğini ortaya koymuştur. Normalde kardiyovasküler 

sistemin normal embriyonik gelişimi sırasında apoptozis yoğun olarak meydana gelirken 

erişkinlerde apoptozis mekanizmaları, kalpte inaktif halde bulunur [64-65]. Çeşitli kardiyak 

ve vasküler hastalıklarda apoptozis mekanizmalarında bozukluklar gösterilmiştir (Tablo 2). 

 

2.2.4. İleti Sistemi Hastalıklarında Apoptozis 

 

Atriyoventriküler düğüm veya his demetinin fötal morfolojik yapısı erişkin yapısına 

dönüşürken fötal sinüs düğümünde görülen miyofibrillerden fakir miyositler yerlerini 

kollajenden zengin hücrelere bırakırlar ve apoptozisle ortadan kaldırılırlar, işte apoptozisin 

yetersiz kaldığı durumlarda doğum sonrası fötal morfolojinin devamı genelde ani ölümle 

sonuçlanabilen patolojilere yol açabilmektedir [65-66]. Bu dönemde ileti yollarında 

görülebilen yetersiz apoptozis “Wolf-Parkinson-White sendromu” gibi aberan ileti yollarına 

ait patolojileri getirebilmektedir [67]. Normalde postnatal dönemde sağ ventrikülde “disuse 

atrophy” nin gerçekleşmesi Bcl-2 genlerinin “down-regülasyonu” yani apoptozisle 

sağlanmaktadır [65,68]. Sağ ventrikülde görülen apoptozisin aşırı artışının Uhl anomalisine 

yol açtığı gösterilmiştir [69,70]. Uhl anomalisinde sağ ventrikülün histolojik olarak non-

inflamatuvar yıkımı söz konusudur. Etyolojisi bilinmeyen bu hastalıkta, çok erken yaşta 

ölümle sonuçlanan sağ kalp yetersizliği gelişmektedir. Aritmojenik sağ ventrikül displazisi de 

histolojik olarak Uhl anomalisine benzeyen bir diğer sağ ventrikül patolojisidir [71,72]. 

Buradaki tek fark sağ ventriküldeki tutuluşun yaygın değil odaklar halinde oluşudur. 

Aritmojenik sağ ventrikül displazisinde de apoptoziste bir artış meydana gelmekte, ölmekte 

olan sağ ventrikül miyositleri geçici olarak spontan otomatisite kazanmakta veya yanıtsız, 

kasılmayan bölgeler oluşturarak fokal re-entran taşikardiler için kaynak olmaktadırlar [65]. 
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Afrika’da familyal olarak rastlanan progresif kalp bloğu ve fatal aritmilerle seyreden Brink 

Sendromunda ise sinüs düğümü ve atriyoventriküler düğümde selektif apoptozise bağlı yıkım 

olduğu gösterilmiştir [73,74]. Benzer bir yıkım Brugada sendromlu hastaların postmortem 

histolojik incelemelerinde de ortaya konmuştur [65,75].  

 
Tablo-3. Kardiyovasküler hastalıklarda apoptozis [64] 
 
 

Vasküler duvar 
 

 
Miyokart 

 

 

 Ateroskleroz 

 Diyabetes mellitus 

 Hipertansiyon 

 Vasküler allogreft reddi 

 Vasküler gelişme bozukluğu 

 Vasküler yeniden biçimlenme 

 Restenoz 

 

 

 

 

 

 

 Akromegalik kardiyomiyopati 

 Aritmojenik sağ ventrikül displazisi 

 Hibernasyon 

 Kardiyak allogreft reddi 

 Kardiyak gelişim bozukluğu 

 Down Sendromu 

 Önkoşullanma 

 Yeniden biçimlenme 

 Reperfüzyon hasarı 

 Chagas miyokarditi 

 Konjenital AV blok 

 Akut miyokart infaktüsü 

 Hipertansif kalp hastalığı 

 Kalp yetersizliği 

 Koroner greft vaskülopatisi 

 Viral miyokardit 

 

 
2.2.5. İskemik Kalp Hastalıklarında Apoptozis 
 
 

Edinsel miyokart hastalıklarında apoptozis ilk kez bir hematolojik patoloji olan 

trombotik trombositopenik purpura nedeniyle ölen olguların kalplerinde gösterilmiştir [76]. 

Trombotik trombositopenik purpura olgularında ufak arter ve kapiller düzeyinde epizodik 

tıkanmalardan dolayı nekroza ulaşmayan fokal apoptotik hücre ölümlerinin olduğu 
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anlaşılmıştır. Bu bulgular daha sonra hayvanlarda deneysel iskemi modellerinde de elde 

edilmiştir [77]. İskemik miyokartta bcl-2, Fas, Bax ekspresyonunda artış saptanmıştır [65,78]. 

Hafif iskemi tüm hücrelerde olduğu gibi miyositlerde de apoptozise yol açarken, ağır iskemi 

nekrozla sonuçlanmaktadır [46,65]. Hiberne miyokart bölgelerinde de apoptozis gösterilmiştir 

[79]. Kısa aralıklı iskemiler sonrasında reperfüzyonla gelişen iskemik önkoşullanmanın kalıcı 

hasarı azaltmasında apoptozisin önlenmesinde rolü olabileceği gösterilmiştir [80-81]. 

Miyokart infaktüsünde ise infaktüs bölgesinde her iki hücre ölüm tipi de bir arada 

görülmektedir [65]. İnfarktüs dokusunda hem erken dönem, hem de geç dönemde histolojik 

olarak apoptozis gösterilmiştir. İnfarktüsten sorumlu arter açık olsa da peri-infarkt bölgedeki 

apoptoz yoğunluğunun devam ettiği saptanmıştır [82,83].  

 

2.2.6. Kalp Yetersizliğinde Apoptozis 

 

Etiyolojisi ne olursa olsun tüm kalp yetersizliklerinde apoptozis süreci tetiklenmiştir. 

Özellikle kalp yetersizliğinde progresif sol ventrikül disfonksiyonunun devam eden 

kardiyomiyosit kaybına bağlı olduğu hipotezi üzerinde durulmaktadır. Deneysel olarak 

hipoksi, renin anjiyotensin sistemi (RAS) aktivatörleri (Anjiyotensin-II), serbest oksijen 

radikalleri, hücrede artmış kalsiyum yükü ve norepinefrinin miyositlerde apoptozise yol açtığı 

gösterilmiştir [84,85]. Kalp yetersizliğinin progresyonunda anahtar bir role sahip olduğu 

anlaşılan TNF-alfa reseptörlerinin de kaspazlar üzerinden in-vitro apoptozis uyarımı yaptıkları 

gösterilmiştir [86]. Bu bulgular kalp yetersizliğinin ortaya çıkmasını ve ilerlemesini önlemede 

apoptozisi inhibe eden bir takım ajanların kullanımını gündeme getirmektedir. Bu amaçla 

TNF alfa inhibitörleri, kaspaz inhibitörleri deneysel modellerde çalışılmaktadır. Sıçanlarda 

iskemi reperfüzyon modelinde, kaspaz inhibitörlerinin kullanımı ile infarkt büyüklüğünde 

azalma ve kardiyak fonksiyonlarda düzelme sağlanmıştır [87]. Hayvan iskemi modellerinde 

enalapril kullanılan köpeklerde perinfarkt bölgede apoptotik hücre sayısında azalma elde 

edilmiştir [88]. Ayrıca beta blokerlerin de iskemiyi takiben reperfüzyon öncesinde 

uygulandıklarında apoptozisi azalttıkları gösterilmiştir. Beta-bloker, alfa-1 bloker ve 

antioksidan etkileri olan karvedilol apoptozisi %77 oranında azaltırken, non-selektif beta 

bloker olan propranololde bu oran %39 olarak saptanmıştır [89]. Belki de kalp yetersizliğinde 

beta blokerler ile elde edilen klinik sonuçlar miyosit apoptozisini azaltıcı etkilerinin de bir 

sonucu olabilir. Kalp yetersizliğinde apoptozis çalışmalarının önemli bir sonucu da pozitif 

inotropik ajanların (örn. dobutamin) miyosit apoptozisini tetikleyici etkilerinin olduğunun 
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anlaşılmasıdır [85,90]. Bu sonuç, inotropik ajanlarla sağkalımda olumlu bir etki 

sağlanamamasının altında yatan mekanizmayı gösteriyor olabilir. 

 

2.2.7. Vasküler Sistemde Apoptozis 
 
 

Damar sisteminde embriyonel ve postnatal dönemde düz kas hücrelerinde fizyolojik 

apoptozis olmaktadır [68]. Gelişme dönemi dışında akut arter hasarı (balon) ve tamir 

sürecinde, aterosklerotik plaklarda, restenotik lezyonlarda, dejenere safen ven greftlerinde, 

transplant vaskülopatisinde ve anevrizmatik arter duvarında düz kas hücrelerinde apoptozis 

gösterilmiştir [91]. Teorik olarak, primer aterosklerotik plak ve restenotik lezyonlarda 

apoptozisin uyarılması lezyonda gerilemeye yol açmalıdır. Ancak, artmış apoptozis plak 

kararlılığını bozmaktadır [92]. Apoptozis ile plak içindeki düz kas hücreleri sayıca azalmakta, 

kollajen sentezi düşmekte ve sonuçta fibröz kapsülü incelmiş olan plak, kararlılığını 

kaybetmektedir. Yüksek kolesterolle beslenerek deneysel ateroskleroz geliştirilen tavşanlarda 

erken dönem yağlı iz lezyonlarında morfolojik olarak lezyon gelişmeden önce apoptozisin 

başladığı ve ateroskerotik plağa doğru ilerleme sırasında düz kas hücrelerinde apoptozisin 

giderek arttığı saptanmıştır [93,94]. Sağlam damar duvarında nitrik oksit apoptozisi 

baskılarken, aterosklerotik duvarda DNA parçalanmasına yol açarak apoptozisi 

tetiklemektedir [95]. Lipid düşürücü ilaçların makrofaj apoptozisini etkilemedikleri ancak 

plakta birikimlerini azalttıkları gösterilmiştir [92,96]. Apoptotik cisimcikler yüzeylerindeki 

fosfatidil-serin nedeniyle kompleman ve trombin aktivasyonuna yol açabilirler [97]. 

Aterosklerotik plaklarda artmış apoptotik cisimcikler, makrofajlarca ortamdan 

temizlenemezlerse trombojenitede artışa yol açarak plağın kararlılığını bozabilirler. Ayrıca 

apoptotik hücrelerin doku faktörünün aktivitesini artırdıkları gösterilmiştir [98]. Dolayısı ile 

plak içinde apoptozisi azaltan ajanlar, trombojenite açısından da yararlı olmaktadır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. İnsan Kemik İliği Kaynaklı MKH’lerin İzolasyonu ve Kültürü 

 

 

 Kemik iliği kaynaklı MKH’ler Kocaeli Üniversitesi Tıp Fakültesi Kök Hücre ve Gen 

Tedavileri Araştırma ve Uygulama Merkezinden sağlandı. Kemik iliği aspirasyonları iliyak 

kemik iliği biyopsisi yapılan immün trombositopenik purpura hastalarından bilgilendirilmiş 

onam sonrası etik kurul izni ile elde edilmişti. Kemik iliği aspirasyonları etik standartlara 

uygun olarak yapılmıştı. Kemik iliği aspiratları Histopaque-1077 (Sigma Aldrich) 

solüsyonuna 1:1 oranında yayıldı.1800 rpm de 20 dk. santrifüj edildikten sonra mononükleer 

hücrelerin bulunduğu bulutsu tabaka toplandı. %15 FBS (Fetal Bovine Serum), 100 IU/ml 

penisilin-100 µg/ml streptomisin içeren MEM besi ortamını eklenerek 1300 rpm’de santrifüj 

edildi. Bu yıkama işlemi iki kez tekrarlandı. Elde edilen hücreler 25 cm2 hücre kültür 

kaplarına ekildi. İzole edilen kök hücreler 100 IU/ml penisilin-0.1 mg/ml streptomisin, 15% 

FBS ilave edilmiş α-MEM medyum içeren T-25 hücre kültür flasklarına ekilerek 37 ˚C’de %5 

CO2 içeren inkübatöre kaldırıldı. Her üç günde bir medyum değiştirildi. Hücreler %80-90 

kültür kabını doldurduğunda Ca ve Mg içermeyen phosphate-buffered saline (PBS) ile 

yıkanarak 3 dk. %0.025 tripsin- ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) solüsyonu ile inkübe 

edildi. Kalkan hücreler toplanarak 1300 rpm’de 5 dk. santrifüj edildi. Alt-kültür için 1:3-1:4 

oranında olmak üzere hücreler tekrar kültür kaplarına ekildi. Deneylerde pasaj 3’deki 

MKH’ler kullanıldı. 

 

 

3.2. İnsan Adipoz Doku Kaynaklı MKH’lerin İzolasyonu ve Kültürü 

 

 

 Adipoz doku kaynaklı MKH’ler Kocaeli Üniversitesi Tıp Fakültesi Kök Hücre ve Gen 

Tedavileri Araştırma ve Uygulama Merkezinden sağlandı. Adipoz dokular etik kurul izni ile 

sezeryan doğumu yapan hastalardan elde edilmişti (uterusu daha önceki operasyon yerlerine 

yapışık olan omentumu serbestlemek amacıyla yapılan cerrahi işlem sonrası atılacak olan 

omentum dokusu kullanılarak). Dokulardan kanı uzaklaştırmak için birkaç defa magnezyum 

ve kalsiyumdan yoksun 5% antibiyotik-antimikotik solüsyon içeren Hank’s balanced salt 

solüsyonu (HSSS) ile yıkandı (Invitrogen). Makas ile dokular 1 mm2’lik küçük parçalara 
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ayrıldı. Yağ dokuları kimyasal ayrıştırma için 50 ml konik tübe koyularak (BD Biosciences) 

kalsiyum ve magnezyumdan yoksun HBSS’de hazırlanmış %0.075 kollajenaz tip I 

solüsyonundan 5 ml eklenerek 60 dk. çalkalamalı 37◦C su banyosunda bekletildi. 60 dk. 

sonunda kültür medyumundan 1:1 oranında eklenerek 1800 rpm’de 10 dk. santrifüj edildi. 

Süpernatant atıldı ve pelet kültür medyumuyla sulandırılarak sindirilmeyen yağ doku ve 

debrisi uzaklaştırmak amacıyla 70µl naylon süzgeçden geçirilerek süzüldü. Üzerine 1:1 

oranında besi yeri eklenerek 1300 rpm’de 5 dk. santrifüj edildi. Eritrositleri uzaklaştırmak 

amacıyla 1 ml kültür medyumuyla sulandırılmış pelete 5 ml lysing solüsyonu (BD 

Biosciences) eklendi ve 5 dk. oda ısısında bekletilerek 1800 rpm’de 10 dk. santrifüj edildi. En 

son olarak süpernatantı attıktan sonra alt kısımda oluşan pelet yıkanarak MEM ilave edildi. 

İzole edilen kök hücreler 100 IU/ml penisilin-0.1 mg/ml streptomisin, 15% FBS ilave edilmiş 

MEM içeren T-25 hücre kültür flasklarına ekilerek 37 ˚C’de %5 CO2 içeren inkübatöre 

kaldırıldı. Her üç günde bir medyum değiştirildi. Hücreler %80-90 kültür kabını 

doldurduğunda Ca ve Mg içermeyen PBS ile yıkanarak 3 dk. %0.025 tripsin-EDTA 

solüsyonu ile inkübe edildi. Kalkan hücreler toplanarak 1300 rpm’de 5 dk. santrifüj edildi. 

Alt-kültür için 1:3-1:4 oranında olmak üzere hücreler tekrar kültür kaplarına ekildi. 

Deneylerde kullanılan MKH’ler pasaj 3 dü. İlk pasajlama pasaj 0 olarak kabul edildi. Bunu 

takip eden pasajlar sırayla numaralandırıldı. 

 

3.3. MKH Kültüründe Hücre Sayımı 
 

 

Kemik iliği ve yağ dokusundan izole edilen kök hücreler için her alt-kültür işlemi 

sırasında, dondurma ve çözdürme işlemleri sonrasında ve karakterizasyon işlemleri öncesinde 

gerçekleştirilen hücre sayımları aşağıda anlatılan yönteme uygun olarak gerçekleştirilmiştir. 

Hücre sayımı için; tripsinizasyon işlemi ile tutunan hücreler yüzeyden kaldırıldıktan sonra 

süpernatant atılarak, pelete 1 ml besi ortamı eklenmiş ve pipetle homojenizasyon sağlanmıştır. 

Eppendorf tüplerine 100 µl hücre süspansiyonu alınmıştır. Hücre süspansiyonunun üzerine, 

mikropipetle 100 µl tripan mavisi solüsyonu eklenmiştir. Sayım kamarası olarak Thoma lamı 

kullanılmıştır. Thoma lamı, düz bir zemin üzerine alınarak, lamelin yapışması gereken sayım 

alanı çerçevesi üzerine lamel kapatılmıştır. Hazırlanan süspansiyondan 100 µl alınarak, 

Thoma lamının her iki yanında bulunan kanalların ortasında kalan sayım alanında lamelin lam 

ile birleştiği noktaya pipetin ucu dayanarak tam orta noktasından yavaşça hücre solüsyonu 
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sayım alanına pipetlenmiştir. Hücre sayımı, ışık mikroskobunda, 40x objektifte 

gerçekleştirilmiştir.  

Toplam hücre sayıları aşağıdaki formüle göre hesaplanmıştır; 

Hs x Do x Ss 

Hs :Sayılan hücre sayısı 

Do :Seyreltme oranı 

Ss :0,1 mm3 deki sayım sonucu 1ml’deki sayıya dönüştürmek ve standart sonuç 

elde etmek için kullanılır. Sabit sayı 10 000’dir. 

 

 3.4. MKH’lerin İmmünfenotipik Analizi 

 

MKH’lerin immünohistokimyasal yöntemlerle karakterizasyon çalışmaları, P1, P3 ve 

P4’de poli-L-lizin kaplı 8 kuyucuklu hücre kültür odacıklarına ekilmiş 2x105 hücre/kuyucuk 

ile gerçekleştirilmiştir. Tutunmanın sağlanması için bir gece inkübasyonun ardından 

immünohistokimyasal ve immünfluoresans işlemlerine geçilmiştir.  

MKH’lerin immünohistokimyasal özelliklerinin belirlenmesi için; CD31, CD34, CD45, 

CD71, CD105, CD44, CD105, aktin, SSEA4, tip II kollajen, GFAP, MyoD, miyozin IIa, 

miyogenin, nestin, vimentin, osteokalsin, osteonektin ve Ki67 proliferasyon belirteci için 

immünohistokimyasal ve fibronektin, α-düz kas aktin, desmin, nestin, beta tubulin, 

osteokalsin ve vimentin immünfluoresans boyamaları gerçekleştirilmiştir. 

İmmünohistokimyasal çalışmalarda, uygun bir immünohistokimya kiti ve bu kitle uyumlu 

biyotinli sekonder antikorlar kullanılmıştır.  

Hücreler immünohistokimyasal çalışmalar için %0.1 oranında H2O2 içeren metanolde 

endojen peroksidaz aktivitesini engellenmesi için, oda ısısında (nemli ortamda) 30dk. süreyle 

inkübe edilmiştir. PBS ile yıkandıktan sonra, %1.5 normal blok serum içeren PBS’de 30dk. 

inkübe edilmiş ve verilen uygun dilüsyon oranlarında primer antikor eklenmiş ve +4oC’de 1 

gece ve oda sıcaklığında 2 saat süreyle inkübe edilmiştir. PBS ile 3 kez yıkama işleminden 

sonra immünohistokimyasal çalışmalar için uygun biyotinli sekonder antikorla ve 

immünfluoresans çalışmalar için uygun fluoresans (FITC) işaretli sekonder antikorla oda 

sıcaklığında 30dk. inkübe edilmiştir. Son aşamada, immün-reaksiyon gösteren hücrelerin 

belirlenmesi için  %0.1’lik Mayer’s hematoksilen (immünohistokimyasal) çekirdek zıt 

boyaması ve DAB (immünfluoresans) immün-boyamaları gerçekleştirilmiş ve lam üzerine 

kapatılmıştır. Negatif kontroller için, aynı yöntem uygulanmış fakat primer antikor yerine 

PBS kullanılmıştır. Örnekler, fluoresan mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems) 
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incelenerek fotoğraflanmıştır. Kemik iliği kaynaklı ve adipoz doku kaynaklı MKH’ler (pasaj 

3, n=3) 10X104 / cm2 miktarında 6 kuyucuklu flasklara analizden 48 saat önce ekildi. 

Hücreler aşağıdaki anti-human antikorlarla işaretlendi; CD34, CD45, CD90. Nonspesifik 

anti-rat IgG-FITC izotop kontrol olarak kullanıldı. 

 

3.5. Akış Sitometrik Analizler 

 

MKH’lerin, fenotipik karakteristiklerinin belirlenmesi için akış sitometrik analizler 

gerçekleştirilmiştir. Bu analizler, her alt-kültür işlemi sonrasında (P1’den P5’e kadar) ve 

FACS Calibur akış sitometri cihazı kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Her alt-kültür işlemi sırasında (P1’den P5’e kadar) hücreler tirpsinizasyon işlemi ile 

kaldırılıp, hücre sayımı yapılarak hücre sayısı belirlendikten sonra bir kısmı bir sonraki pasaj 

için yeni T75 flasklara ekilirken bir kısmı da (yaklaşık olarak 8x106 hücre) PBS içinde 

homojenize edilmiştir. Daha sonra belirlenen hücre yüzey işaretleyicilerine özel fluoresan 

izotiyosiyonat (FITC)- ve fikoeritrin (PE)-konjuge monoklonal antikorlar (CD3, CD4, CD5, 

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) 10µl eklenerek inkübe edilmiştir (oda ısısında-karanlıkta-45 dk.). İnkübasyon 

sonrası yıkama solüsyonu (%0.1 sodyum azid içeren PBS) eklenmiş ve santrifüj edilerek 

(5dk. 1780 rpm) artefaktlardan temizlenmiş ve 400µl hücre yıkama solüsyonu ile resüspanse 

edilmiştir. Hazırlanan hücre süspansiyonu FACS Calibur akış sitometri cihazında okutulmuş 

ve analizi BD Cell Quest TM software programı ile gerçekleştirilmiştir. 

 

3.6. Apoptozisin Uyarılması ve Tespiti  

 

3.6.1. Serum eksikliği ile uyarılan apoptozis: 

 

MKH’lerin canlılık ve proliferasyonlarını tespit etmek için “MTT canlılık testi” 

uygulanmıştır. Canlı ve apoptozisin erken evresindeki hücrelerin mitokondriyalar aracılığıyla 

MTT (3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) solüsyonuyla 

oluşturduğu reaksiyonda, MTT’nin tetrazolyum halkası hücrelerin mitokondriyalarında 

bulunan dehidrojenaz enzimlerince parçalanarak mor renkli formazan kristalleri 

oluşturmakta, ölü hücreler formazan kristalleri oluşturmamaktadır. Oluşan renk 

mitokondriyal aktiviteyle ilişkili olup, oluşan formazan kristalleri  izopropanol/ HCl içeren 
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çözücülerde  çözülebilmektedir ve oluşan mavi/mor renk spektrofotometrik yöntemle 

(mikroplaka okuyucuda) 570 nm de ölçülmektedir. 

P3’deki MKH’ler, hücre kültür kaplarını %70-80 oranında doldurduğunda, MTT testine 

alınmıştır. Alt-kültür işlemi sonrası MKH’ler (P3), 96 kuyucuklu kültür kaplarına 12.500 

hücre/kuyucuk olacak şekilde ve 1., 4. ve 7. gün uygulamaları için ekilmiştir. Her test günü, 

istenen kuyucuktaki hücreler 3-4 ml Ca ve Mg içermeyen PBS ile yıkanmış ve 1 dk. 

bekletilip PBS uzaklaştırılmıştır. Daha sonra, 2 ml tripsin eklenmiş ve örnekler 5-6 dk. 

inkübatörde bekletilmiştir. Zıt faz mikroskobu ile hücrelerin yüzeyden ayrılıp-ayrılmadığı 

kontrol edilmiştir. Hücreler konik tabanlı 15 ml’lik tüpe alınıp üzerine tripsinle aynı miktarda 

besi ortamı (FBS içeren) eklenmiştir. 1300 rpm’de 5 dk. santrifügasyonun ardından 

süpernatant atılmış ve 100 µl besi ortamı eklenerek pipetlenmiştir. 

MTT testi için, kör olarak hücre kültüründe kullanılmamış taze kültür medyumu ve 

süpernatant kullanılmıştır. Buharlaşmanın engellenmesi için, 96 kuyucuklu plakaların en dış 

sıralarına serum fizyolojik pipetlenmiştir. Serum fizyolojik, besi ortamı ve hücreler 96 

kuyucuklu plakalardaki yerlerine pipetlenmiştir. Karanlık ortamda üzerine 0.5 mg/ml MTT 

solüsyonu eklenmiştir. Alüminyum folyoya sarılarak inkübatörde 4 saat bekletilmiştir 

(37oC’de). İnkübasyon sonrası 100 µl izopropanol-HCl her kuyucuğa eklenmiş, oda ısısında 

30 dk. süreyle bekletilmiş ve absorbans 570 nm’de dalga boyu seçicisi (monokromatör) 

sistemli mikroplaka okuyucuda tespit edilmiştir. Kontrol grubunun optik yoğunluğu %100 

MTT azalması ile ilişkilendirildi. Her deney 3 kez tekrarlanmıştır.  

 

3.6.2. 2 mmol/L H2O2  ile uyarılan apoptozis:  

 

Hücre canlılık analizi ile henüz hücrelerde nükleer değişiklikler oluşmadan 

membrandaki erken değişiklikler sırasında bile apoptozis ölçülebilmekte, hücre membranının 

normalde iç kısmında bulunan fakat apoptozis ile hücre yüzeyine çıkan fosfatidil serine 

bağlanma özelliği gösteren Annexin-V ile hücrelerde apoptozis tayini yapılabilmektedir. 

Kemik iliği kaynaklı ve adipoz doku kaynaklı MKH’ler (pasaj 3, n=3) 10X104 / cm2 

miktarında 6 kuyucuklu flasklara ekildi. 48 saat sonra medyum apoptozis uyarıcı medyum ile 

değiştirildi (2 mmol/L H2O2; DMEM ve 10% FBS). 60 dakika sonunda hücreler 

tripsinizasyon işlemi ile kaldırılarak apoptotik hücre yüzdesi FITC Annexin-V apoptozis 

saptama kiti (BD Pharmingen) kullanılarak akış sitometride belirlendi. Sonuçlar CellQuest 

Software kullanılarak analiz edildi. MKH’ler kaspaz-3 ile boyandı. 
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3.7. İstatistik analizi 

 

 Bütün deneyler en az üç defa olmak üzere tekrarlandı. Veriler ortalama değer ± 

standart hata (SH) şeklinde sunuldu. Tüm istatiksel analizler, SPSS 10.0 ile 

gerçekleştirilmiştir. Veriler, tek yönlü varyans analizi (one-way ANOWA testi) ve eşli t-test 

kullanılarak değerlendirilmiştir. Çalışma ve kontrol grupları arasındaki farklar için, p<0.05 

istatistiksel olarak anlamlı sayılmaktadır.  
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4. BULGULAR 

 

4.1. MKH’ lerin Morfolojik Özellikleri 

 

İnsan adipoz dokusu ve kemik iliğinden izole edilen ve kültür kabının tabanına yapışan 

hücrelerin morfolojik özellikleri, çalışma süresince zıt faz mikroskobu ile incelenmiştir. 

Birincil (primer) kültürün ilk günlerinde gözlenen iğ şeklinde ve fibroblast benzeri 

hücrelerin, sonraki günlerde koloniler oluşturmaya başladığı gözlenmiştir (Şekil-2,3).  

 
 

 
Şekil-2. İnsan kemik iliği aspiratlarından ficoll gradiyent yöntemiyle elde edilmiş MKH’lerin 

P0 7. gün (A), P3 6. gün (B), P6 6. gün (C) ve P7 10. gün’lerdeki (D) faz-kontrast 

mikroskopik görünümleri. Hücreler iğsi şekilli fibroblast-benzeri ve düz-yassı olmak üzere 

tipik MKH morfolojileri göstermekte (BÜYÜTME: A,C,D-X200; B-X100). 
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Şekil-3. İnsan adipoz dokusundan enzimatik sindirme yöntemiyle elde edilmiş MKH’lerin P0 

2. gün (A), P2 3. gün (B), P3 3. gün (C) ve P4 12. gün’lerdeki (D) faz-kontrast mikroskopik 

görünümleri. Hücreler iğsi şekilli fibroblast-benzeri ve düz-yassı olmak üzere tipik MKH 

morfolojileri göstermekte (BÜYÜTME: A,B,C,D-X200). 

 

     

4.2. MKH’lerin İmmunofenotipik Özellikleri 

 

Her alt kültürleme işleminden sonra ayrılan yaklaşık 1x106 hücre ile gerçekleştirilen 

akım sitometri incelemeleri (P5) sonucunda, adipoz doku kaynaklı ve kemik iliği kaynaklı 

MKH’ler ilk alt kültür işleminden itibaren hematopoetik hücre belirteçlerini (CD3, CD4, 

CD5, CD7, CD8, CD11b, CD14, CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD106, CD117, HLA-

DR) eksprese etmedikleri, buna karşın MKH’ler için sıklıkla kullanılan CD10, CD13, CD44, 

CD73, CD90, CD146 ve CD166  için yüksek düzeylerde pozitif oldukları tespit edilmiştir. 

Şekil-4,5’de MKH’lerin  P5’deki akım sitometrik çalışma verileri listelenmiştir.  
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Şekil-4. P(5)’deki insan kemik iliği mezenkimal kök hücrelerinin akım sitometri cihazında 

elde edilen verileri. 
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Şekil-5. P(5)’deki insan adipoz doku mezenkimal kök hücrelerinin akım sitometri cihazında 

elde edilen verileri. 

 

MKH’lerin karakterizasyonu amacıyla gerçekleştirilen immünohistokimya ve 

immünfloresan çalışmalarının (P3) sonuçları Tablo-4’de gösterilmektedir. Elde edilen veriler, 

akım sitometri sonuçlarını destekleyici niteliktedir. 
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Tablo-4. MKH’ lerin immünohistokimyasal özellikleri. 

Antikor/Belirteç 
 
 

 
Seyreltme 

 

Hücre Tipi 
iAD-MKH iKİ-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 II Ab-2 (2B1.5) Ön-
seyreltilmiş 

+ + 

Collagen Ia1 (D-13) 1 : 50 + + 

β- Tubulin (KMX-1) 1 : 50 + + 

β –Tubulin Ön-
seyreltilmiş 

+ + 

Nestin (Rat-401) 1 : 50 + + 

Vimentin (C-20) 1 : 100 + + 

Desmin Ab1 (D33)  Ön-
seyreltilmiş 

+1 +1 

Fibronectin (EP5) 1 : 100 + + 

-Smooth Muscle Actin 

Ab-1  1 : 800 
+ + 

Actin (C-2) 1 : 50 + + 

MyoD (4H207) 1 : 50   
Myosin IIa (A4.74) 1 : 50 + + 

Myogenin Ab-1 (F5D) Ön-
seyreltilmiş 

+ + 

MAP 2a,b  Ab-2 (AP20) Ön-
seyreltilmiş 

+ + 

GFAP Ab1  Ön-
seyreltilmiş 

+ + 

3Tubulin (2Q121) 1 : 50 + + 

NSE/γ Enolase  1 : 500 + + 

Osteocalcin (FL-100) 1 : 50 + + 

Osteonectin (SPARC) 1 : 50 + + 



29 
 

 

+= Pozitif belirteç ekspresyonu; = ekspresyon yok; -/+= zayıf belirteç ekspresyonu; 1= 

İmmunreaktivite %10-20  hücrede pozitif.  iAD-İnsan adipoz doku kaynaklı MKH; iKİ-İnsan 

kemik iliği kaynaklı MKH. 

 

 

4.3. Kemik iliği ve adipoz doku kaynaklı MKH’lerin apoptozise yanıtları   

 

4.3.1. Serum eksikliği ile uyarılan apoptozis: 

 

Kemik iliği ve adipoz doku kaynaklı MKH’leri serumdan yoksun besiyerinde 

apoptozise dayanıklılıkları canlılık oranları karşılaştırılarak belirlendi. Apoptotik ve canlı 

hücreler MTT testi ile analiz edildi. 1., 4. ve 7.günlerde kemik iliği ve adipoz doku kaynaklı 

MKH’lerinin canlılıklarını gösteren ortalama absorbans değerleri MTT yöntemi ile 

değerlendirildi.  

Serumlu besiyerinde kültürün 1. ve 4.gününde kemik iliği ve adipoz doku kaynaklı 

MKH’leri karşılaştırıldığında adipoz doku kaynaklı MKH’lerinin kemik iliği kaynaklı 

MKH’lerine göre daha hızlı çoğaldığı ve hücrelerin canlılık oranlarının daha yüksek olduğu 

gözlendi (n=3, iAD-iKİ absorbans değerleri sırasıyla, 1.gün 0,353±0,032–0,232±0,016, 

P=0.029, 4.gün 0,436±0,032-0,384±0,010, P=0.001). 7.günde ise kemik iliği kaynaklı 

MKH’leri ve adipoz doku kaynaklı MKH’leri arasında canlılık oranları açısından anlamlı bir 

farklılık yoktu (n=3, iAD-iKİ absorbans değerleri sırasıyla, 7.gün 0,741±0,010-0,735±0,007, 

P=0.672) (Şekil-6). 

Osteopontin (Akm2A1) 1 : 50 + + 

BMP-2 (N-14) 1 : 50 + + 

BMP-4 (N-16) 1 : 50 + + 

MEPE (LFMb-33) 1 : 50   
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Şekil-6. Kemik iliği ve adipoz doku kaynaklı MKH’lerinin serumlu besiyerindeki kültürü 

sonrasında MTT testi ile analiz edilmiş absorbans değerleri (hAT: Human adipose tissue 

hBM: Human bone marrow). 

 

 Kemik iliği ve adipoz doku kaynaklı MKH’leri serumdan yoksun besiyerinde kültüre 

edilerek apoptozis uyarılmıştır. Aynı şekilde sonuçlar MTT testi ile analiz edilmiştir. 1. ve 

4.günlerde adipoz doku kaynaklı MKH kültüründe kemik iliği kaynaklı MKH’ye göre canlılık 

oranının daha yüksek olduğu dikkat çekmiştir (Şekil-7,8) (n=3, iAD-iKİ absorbans değerleri 

sırasıyla, 1.gün 0.305±0.027–0.234±0.015, P=0.042, 4.gün 0.355±0.003-0.318±0.007, 

P=0.011). 7.günde ise her iki hücre kültürü arasında canlılık oranı bakımından anlamlı bir 

farklılık izlenmedi (n=3, iAD-iKİ absorbans değerleri sırasıyla, 7.gün 0.400±0.017-

0.356±0.008, P=0.081).  
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Şekil-7. MKH’lerin serumdan yoksun besiyerindeki kültüründe uyarılmış apoptozisin 

MTT testi ile analiz sonrasındaki absorbans değerleri (hAT: Human adipose tissue hBM: 

Human bone marrow). 

 
Şekil-8. MKH’lerin serumdan yoksun kültürde uyarılmış apoptozisin kontrol grubuyla 

karşılaştırmalı MTT testi sonrasında analiz edilmiş absorbans değerleri (hAT: Human adipose 

tissue hBM: Human bone marrow). 
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. 

4.3.2. 2 mmol/L H2O2  ile uyarılmış apoptozis:  

 

4.3.2.1. Işık Mikroskopi Bulguları 

 

İnsan kemik iliği (iKİ-MKH) ve adipoz doku kaynaklı mezenkimal kök hücreler (iAD-

MKH), H2O2 (2 mmol/L H2O2 45 dakika süreyle inkübasyon) ile oluşturulan apoptozis 

sonrasında hücreler (deney ve kontrol grubuna ait) bir erken apoptoz belirteci olan kaspaz-3 

monoklonal antikoru ile inkübe edildi. Kaspaz-3 immünboyanması sonrası  H2O2  ile inkübe 

edilmiş ve edilmemiş hücreler karşılaştırmalı olarak mikroskopik düzeyde incelendi (Şekil-

9,10). Kontrol hücrelerinin (iKİ- ve iAD-MKH’lerin) kaspaz-3 ile immün boyanması 

sonrasında beklendiği gibi apoptotik hücre yoğunluğu oldukça az idi (Şekil-9). Bununla 

birlikte, H2O2 ile apoptozun uyarılması sonrasında yapılan immünboyama sonrası 

mikroskopik incelemelerde, kaspaz-3 ile sitoplazmik ve nükleer boyanma özelliği gösteren 

hücre sıklığının iKİ-MKH’lerde iAD-MKH’lere oranla belirgin olarak artmış olduğu gözlendi 

(Şekil-10).   

 

 
Şekil-9. Kaspaz-3 ile boyanan kontrol grubu hücrelerinin (H2O2  ile inkübe edilmemiş 

hücreler) ışık mikroskopik görünümleri. (A-B) iAD-MKH– kontrol grubu. (C-D) iKİ-MKH – 

kontrol grubu (Bar çubuğu: 50 µm). 
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Şekil-10. (A-B) iAD-MKH + H2O2 ve (C-D) iKİ-MKH + H2O2 gruplarına ait hücrelerin   
kaspaz-3 ile immünohistokimyasal olarak boyanması sonrasında kök hücrelerin ışık 

mikroskopik görüntüleri. Aynı miktar ve sürede H2O2 ‘e maruz kalmış iAD-MKH’lerinde 

erken apoptoz belirtisi gösteren hücre yoğunluğunun iKİ-MKH’lere oranla belirgin şekilde az 

olduğu gözlenmektedir (Bar çubuğu: 50 µm). 

  
 
4.3.3. Akım Sitometri Bulguları 
 

İmmünohistokimyasal çalışmalarımızla tespit ettiğimiz bulguları sayısal 

parametrelerle onaylayabilmek için kontrol ve apoptozis için uyarılmış hücreler materyal ve 

yöntem bölümünde açıklandığı şekilde annexin V kiti ile boyandı ve akım sitometri aygıtında 

apoptoz oranları tespit edildi (Şekil-11,12,13,14). Kemik iliği kaynaklı MKH’lere nazaran 

adipoz doku kaynaklı MKH’ler oksidatif strese daha dayanıklı olduğu ve morfolojik olarak 

daha az değişiklik olduğu izlendi (n=3, iAD-iKİ sırasıyla,  73.02±1.44-58.43±1.24  p=0.002) 

(Şekil-15). Apoptosis Annexin-V boyama ile doğrulandı. 
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Şekil-11. Kontrol iAD-MKH’lerin annexin V ile boyanması sonrası akım sitometri aygıtında 

elde edilen verileri. Bu örnekte canlı hücre oranı % 89.35 dir. 
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Şekil-12. Kontrol iKİ-MKH’lerin annexin V ile boyanması sonrası akım sitometri aygıtında 

elde edilen verileri. Bu örnekte canlı hücre oranı % 88.23 dür. 
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Şekil-13. H2O2 ile 45 dakika süreyle inkübe edildikten sonra apoptoz oranlarını belirlemek 

için annexin V ile boyanması sonrası iAD-MKH’lerin akım sitometri aygıtında elde edilen 

verileri. Bu örnekte canlı hücre oranı % 73.85 ‘dir. 
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Şekil-14. H2O2 ile 45 dakika süreyle inkübe edildikten sonra apoptoz oranlarını belirlemek 

için annexin V ile boyanması sonrası iKİ-MKH’lerin akım sitometri aygıtında elde edilen 

verileri. Canlı hücre oranı % 59.42 ‘dir. 
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Şekil-15. 2 mmol/L H2O2 ile indüklenen apoptozis sonrası MKH’lerin canlılık yüzdelerinin 

ortalaması. Görüldüğü gibi, adipoz doku kaynaklı MKH’lerin deney sonrası canlılık oranları 

kemik iliği kaynaklı MKH’lere oranla istatistiksel olarak anlamlı derecede daha fazladır 

(p<0.002). 
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5. TARTIŞMA 

 

 MKH’ler kardiyovasküler hastalığı mevcut olan hastaların tedavisi için umut verici 

görünmektedir. Bu hücreler osteogenezis imperfekta, multiple sklerozis, romatoid artrit gibi 

kardiyovasküler dışı hastalıkların tedavisinde de kullanılmıştır. Şu ana kadar yapılmış in-vivo 

ve in-vitro çalışmalarda en fazla kullanılan kök hücre, kemik iliği kaynaklı MKH’lerdir. Bu 

hücrelerin etkinliği ve güvenirliği yapılmış olan klinik çalışmalarla onaylanmıştır [30,31]. 

Fakat, elde edilen sonuçların istenen düzeyde olmaması nedeniyle alternatif uygulama 

yöntemlerinin ve farklı MKH’lerin kullanılması gündeme gelmiştir. Ayrıca, kemik iliği 

kaynaklı MKH’lerin elde edilme yöntemi diğer MKH’lerin elde edilme yöntemlerinden daha 

invaziv ve ağrılıdır. Kıkırdak, adipoz doku, diş pulpası, kordon kanı kaynaklı MKH’lerin 

etkinliği ve çoğalma kapasitesini araştıran deneylerde yapılmıştır ve bu MKH’leri elde etme 

yöntemleri daha kolaydır. Bununla birlikte, literatürde insan adipoz doku ve kemik iliği 

kaynaklı MKH’leri birebir karşılaştıran in-vivo ve in-vitro deneyler çok az sayıdadır. Biz bu 

çalışmada insan kemik iliği ve adipoz doku kaynaklı MKH’lerin apoptozise olan 

dayanıklılıklarını karşılaştırarak klinik çalışmalarda kullanılabilecek ideal hücreyi bulmayı 

amaçladık. 

 Çalışmamızın sonucunda temel olarak bulduklarımız kısaca; 1) Adipoz doku kaynaklı 

MKH’lerin kemik iliği kaynaklı MKH’lere göre daha iyi proliferasyon yeteneğine sahip 

olduğunu gözlemledik. 2) H2O2 ile indüklenen apoptozise adipoz doku kaynaklı MKH’lerin 

daha dayanaklı olduklarını saptadık. 3) Serumsuz kültürler karşılaştırıldığında, adipoz doku 

kaynaklı MKH’lerin bulunduğu kültürlerde daha fazla canlı hücre olduğunu tespit ettik. 

Böylece, adipoz doku kaynaklı MKH’lerin serum eksikliği ile indüklenen apoptozise de daha 

dirençli olduğunu tespit ettik. 

 Kern ve ark,nın yaptığı bir çalışmada insandan elde edilmiş kemik iliği, kordon kanı 

ve adipoz doku kaynaklı MKH’ler morfolojik, çoğalma kapasitesi, farklılaşabilme kapasitesi 

ve immünfenotipik açıdan karşılaştırılmıştır. Morfolojik ve immünfenotipik olarak anlamlı 

farklılık saptanmamıştır. İzolasyon başarısı adipoz doku ve kemik iliği kaynaklı MKH’lerde 

%100 iken, kordon kanı kaynaklı MKH’lerde bu oran % 63 saptanmıştır. Koloni frekansı 

kordon kanı kaynaklı MKH’lerde en az, adipoz doku kaynaklı MKH’lerde en yüksek 

saptanmıştır. Buna rağmen en yüksek proliferasyon kapasitesi oranı kordon kanı kaynaklı 

MKH’lerde, en düşük proliferasyon kapasitesi oranı kemik iliği kaynaklı MKH’lerde 

gözlemlenmiştir. İlginç olarak, kordon kanı kaynaklı MKH’lerde kemik iliği kaynaklı 

MKH’lere göre adipojenik farklılaşma izlenmemiştir. Bu çalışmanın sonucunda adipoz doku 
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ve kordon kanı kaynaklı MKH’lerin kemik iliği kaynaklı MKH’lere iyi bir alternatif 

olabileceği sonucuna varmışlardır [99]. Ancak, bu çalışmada MKH’lerin anti-apoptotik 

yetenekleri karşılaştırılmamıştır. Adipoz doku kaynaklı MKH’lerin koloni frekansının kemik 

iliği kaynaklı MKH’lere göre daha iyi saptanması, adipoz doku kaynaklı hücrelerin kemik 

iliği kaynaklı MKH’lere altenatif olabileceğini düşündürmektedir. 

 Peng ve ark, sıçanlardan elde ettikleri kemik iliği, kıkırdak ve adipoz dokudan 

MKH’leri izole ederek bu hücrelerin immünofenotipik özelliklerini, proliferasyon 

kapasitelerini, farklılaşma yeteneklerini ve anti-apoptotik yeteneklerini karşılaştırmışlardır. 

Bizim çalışmamızdan farklı olarak bu çalışmada sıçanlardan elde edilmiş MKH’ler 

karşılaştırılmıştır. Büyüme eğrisi, telomeraz aktivitesine bakıldığında en yüksek proliferasyon 

yeteneğine sahip MKH adipoz doku kaynaklı kök hücre saptanmış. Bu hücreyi kemik iliği 

kaynaklı MKH ve kıkırdak kaynaklı MKH izlemiştir. Adipoz doku kaynaklı MKH’lerde 

büyüme eğrisinin analizi ile elde edilen popülasyon yarılanma zamanı (doubling time) 45.2 

saat, kemik iliği kaynaklı MKH’lerde 61.2 saat, kıkırdak kaynaklı MKH’lerde 51.4 saat 

saptanmıştır. Her üç kaynaktan elde edilen MKH’lerde osteojenik, adipojenik, kondrojenik 

farklılaşabilme yeteneği saptanmıştır. Akış sitometri ve MTT analizleri kıkırdak kaynaklı 

MKH’lerin H2O2 ile uyarılmış apoptozise en yüksek miktarda direnç gösteren MKH olduğunu 

saptamış. Serum eksikliği ile uyarılmış apoptozisede en dirençli saptanan hücre adipoz doku 

kaynaklı MKH’ler olduğu izlenmiştir [100].  

Kern ve Peng’in çalışmasının ve bizim çalışmamızın saptadığı ortak nokta adipoz 

doku kaynaklı MKH’lerin kemik iliği kaynaklı MKH’lere göre daha iyi proliferasyon 

yeteneğine sahip olduğudur. Ayrıca, Peng ve ark, sıçan adipoz doku kaynaklı MKH’lerin 

sıçan kemik iliği kaynaklı MKH’lere göre apoptozise daha dirençli olduğunu göstermesi ve 

bizim çalışmamızda da insan adipoz doku kaynaklı MKH’lerin insan kemik iliği kaynaklı 

MKH’lere göre apoptozise daha dirençli saptanmış olması çalışmaların bir diğer ortak 

noktasıdır. 

Literatürde kemik iliği kaynaklı MKH’leri ve adipoz stromal doku kaynaklı MKH’leri 

karşılaştıran bir adet in-vivo çalışma mevcuttur. Ancak bu çalışma preklinik bir çalışmadır. 

Adipoz stromal doku ve kemik iliği kaynaklı MKH’ler farelerden izole edildikten sonra AMİ 

yapılan farelere intramiyokardiyal olarak enjekte edilmiştir. Kontrol grubunada 

intramiyokardiyal serum fizyolojik enjekte edilmiştir. Kök hücre naklinden 6 hafta sonra 

fareler biyolumines görüntüleme ve ekokardiyografi ile değerlendirilmiştir. Sonuç olarak her 

iki hücre tipininde transplantasyon sonrası kardiyak ortamda yaşayamadığı ve akut donör 

hücre ölümü gerçekleştiği saptanmıştır. Kök hücre nakli yapılan hücrelerde kardiyak 
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fonksiyonlar kontrol grubu ile benzer bulunmuştur. Bu çalışmada yüz güldürücü sonuç 

alınmamasının nedeni hücrelerin erken dönemde ölmesi olarak belirtilmiştir [101].  

Nakamura ve ark’nın, yaptığı bir çalışmada transplante edilen MKH’lerin yalnız % 

4.4’ünün transplantasyondan 1 hafta sonra yaşadığı gösterilmiştir [102]. Amsalem ve ark, 

MKH’lerin transplante edilmesinden 4 hafta sonra kardiyak ortamda MKH izlenmediğini 

bildirmişlerdir [103]. Bu çalışmalardan da anlaşıldığı gibi kök hücre tedavisinin önündeki en 

büyük problemin nakil yapılan hücrelerin uzun süre kardiyak ortamda yaşayamamasıdır. Bu 

yüzden araştırmacılar bu konu üzerinde de odaklanmışlardır.  P13K/Akt aksı ve stromal-cell-

derived faktör 1 (SDF-1)/CXCR4 aksı MKH’lerin kardiyak ortamda yaşabilmesi için 

araştırılan konuların başında gelmektedir. 

P13K/Akt aksı çoğu hücre tipinde hücre yaşamı için rol alan önemli bir mediatör 

grubudur. Protein kinaz aracılı hücre büyümesi, hücre yaşamının devamı, proliferasyon, 

metabolizma, gen ekspresyonu ve hücreler arası iletişimi sağlar. Akt (Akt proteini kodlayan 

gen) ile transfekte olmuş kök hücrelerin miyokart infarktüsü sonrası yeniden şekillenme ve 

apoptozisi önlediği gösterilmiştir. MKH’ler Akt-1 geni ile transfekte edilerek MKH’lerin 

kardiyak ortamda yaşayabilmeleri sağlanmıştır, böylece kardiyak fonksiyonlarda da artış 

sağlanmıştır [104].  
SDF-1’de Akt geni gibi kök hücre tedavisinde umut vaad etmektedir. SDF-1, CXC 

kemokin ailesinin bir üyesidir. SDF-1 etkisini sadece bilinen tek reseptörü CXCR4 üzerinden 

gösterir. Artan kanıtlar ile SDF-1/CXCR4 aksının yeni damar oluşumunda ve gelişmesinde 

önemli bir rol aldığı gösterilmiştir. Farklı dokulardan salınır. Kök hücrelerin kemik iliğinde, 

progenitor hücrelerin kalpte tutulumunu sağlar. Hücre büyümesi, proliferasyon, ani-apoptosis 

ve embriyogenezis gibi biyolojik fonksiyonları düzenler [105]. 
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6. SONUÇLAR 

 

 MKH’lerle kardiyak hastalıkların tedavisi gün geçtikçe ilgi çekmekte ve bu konuda 

araştırmalar artmaktadır. Kök hücre naklinin kardiyolojide geleceğin vazgeçilmez tedavileri 

arasına girmesi için hala zamana ihtiyacımız olduğunu söyleyebiliriz. Kemik iliği kaynaklı 

MKH’lerle yapılmış çalışmaların meteanalizinde AMİ’li hastalarda LVEF’de %2.99 (%95 CI, 

1.26-4.72, P=0.0007), kronik iskemik kalp hastalığı olan hastalarda %5.85 (%95 CI, 2.50-

9.19, P=0.0006) artış sağlanmıştır [30,31]. Elbette bu sonuçlar istenen düzeyde değildir. Kök 

hücre nakli sonrası yapılan görüntüleme çalışmaları, kök hücre tedavisinde neden kötü 

sonuçlar elde edildiğini gözler önüne sermektedir. Nakil sonrası hücrelerin apoptozise 

uğrayarak ölmesi ve kardiyak hücrelere farklılaşmasının yeterli olmaması temel 

nedenlerdendir [101-103]. 

 Bu yüzden alternatif uygulama yöntemleri, hücre tipleri ve kök hücre yaşamını 

sağlayacak gen tedavileri araştırılmıştır. Biz çalışmamızda adipoz doku kaynaklı MKH’lerin 

kemik iliği kaynaklı MKH’lere göre daha iyi prolifere olduğunu ve apoptozise daha dirençli 

olduğunu in-vitro ortamda gösterdik. Adipoz doku kaynaklı MKH’lerin kemik iliği kaynaklı 

MKH’lere daha iyi bir alternatif olabileceğini düşünüyoruz. Ayrıca adipoz doku kaynaklı 

MKH’lerin elde edilmesi daha kolay ve ağrısızdır. İki kök hücre tipini karşılaştıran bir klinik 

çalışma henüz mevcut değildir. Adipoz doku kaynaklı MKH’lerin etkinliğini ve güvenirliğini 

araştıran APOLLO çalışmasının 2011’de sonuçlanacağı tahmin ediliyor. SDF-1 veya Akt geni 

ile transfekte edilmiş adipoz doku kaynaklı MKH’lerle yüz güldürücü sonuçlar alınabileceğini 

düşünmekteyiz. Sonuç olarak, kardiyolojide kök hücre tedavisinde adipoz doku kaynaklı 

MKH’ler kemik iliği kaynaklı MKH’lere iyi bir alternatif olarak kullanılabilir.  
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